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MARQUES-GONCALVES, Bruna Caroline. Produgdo, caracterizagdo e
imobilizagcao de levanasacarase de Bacillus subtilis Natto, 2012. 134 f.
Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2012.

RESUMO

A levanasacarase é uma frutosiltransferase de grande interesse biotecnolégico por
sintetizar levana, um exopolissacarideo bacteriano formado por unidades de frutose,
com potenciais aplicagdes na area terapéutica e nas industrias de alimentos,
cosméticos e medicamentos. A levanasacarase € produzida por diversos micro-
organismos, entre eles o Bacillus subtilis Natto, em presenca de sacarose como
fonte de carbono. Neste estudo a producdo de levanasacarase foi otimizada
empregando metodologia de superficie de resposta, avaliando a influéncia da
concentragao de sacarose, pH e agitagdo. A produgao de levana foi acompanhada
paralelamente e a enzima foi parcialmente caracterizada. A partir da condi¢cao
otimizada para producido da levanasacarase, novos cultivos foram realizados para
avaliar a influéncia dos sais NaCl, KCIl e Na,SO4, em diferentes concentracdes, na
producdo da enzima, na sintese de levana, e no crescimento da biomassa. A
influéncia dos sais NaCl, KCI, ZnCl,, BaCl,, CaCl,, MnCl;, Na;SO4, FeSO4, CuSO4
foi avaliada na atividade da levanasacarase. Foram determinados a temperatura e o
pH 6timos da enzima, a estabilidade térmica e a constante de Michaelis-Menten. A
levanasacarase foi imobilizada em pasta de carbono e utilizada para a construgcao de
um biossensor, que foi aplicado para detec¢gdo de sacarose em refrigerante e suco
de abacaxi industrializado. A condicao otimizada para a producdo da enzima foi 300
g L™ de sacarose, pH 7,5 e 160 rpm, com atividade de 8,57 UA mL". A maior
producado de levana observada foi 205,92 g L. Os trés sais testados na fermentacéo
aumentaram a produgdo de enzima e de levana e reduziram a proliferacdo da
biomassa; com destaque para o Na,SO4 que aumentou 100% a atividade da enzima,
200% a producao de levana e reduziu em 80% o crescimento do B. subtilis Natto.
Dos sais avaliados na atividade enzimatica, KCI, ZnCl, e Na;SO, foram indutores,
NaCl nao influenciou a atividade da enzima e os demais sais foram inibidores. O pH
e a temperatura 6timos observados foram 6,0 e 50°C, a enzima se demonstrou
termoativa e termoestavel a 30° e com baixa afinidade pelo substrato sacarose (K, =
313 mM). O pH ¢étimo da enzima imobilizada foi 6,0, coincidindo com o da forma
livre, e o Ky, aparente (Km o = 833 mM) indicou reducdo na afinidade da
levanasacarase pela sacarose apos a imobilizagdo. A deteccdo de sacarose em
refrigerante e suco de abacaxi foi bem sucedida e os resultados indicaram ser um
método comparavel ao colorimétrico. Conclui-se que a cepa estudada é uma
potencial produtora de levana e que a adigdo do sal Na,SO4 ao meio de cultivo é
favoravel para a producédo da enzima e da levana, facilitando a sua obtencao, pois
reduziu a proliferacdo da biomassa. Caracteristicas como termo-estabilidade e
termo-atividade tornam interessante a manipulagdo industrial desta enzima. O
biossensor se demonstrou uma alternativa rapida e eficiente para a deteccdo de
sacarose.

Palavras chave: Levanasacarase. Bacillus subtilis Natto. Biossensor.



MARQUES-GONCALVES, Bruna Caroline. Production, caracterization and
immobilization of Bacillus subtilis Natto levansucrase, 2012. 134 f. Dissertation
(Master’s Degree in Biotechnology) — Estadual University of Londrina, Londrina,
2012.

ABSTRACT

Levansucrase fructosyltransferase is a great biotechnological interest enzyme to
synthesize levan, a fructan bacterian exoplysaccharide with potencial applications in
therapeutic and in food, cosmetic and pharmaceutical industries. Levansucrase is
produced by many microorganism, for example Bacillus subtilis Natto, on sucrose
fermentation. This paper describe levansucrase production optimization using
response surface methodology to evaluate the influence of sucrose concentration,
pH and agitation. Levan production was monitored on fermentations and enzyme
obtained was partially characterized. New fermentations to avaliate the influence of
NaCl, KCI e Na,SO, different concentrations salts on enzyme production from
optimized condition was performed to analyse the influence on enzyme production,
levan synthesis and biomass. NaCl, KCI, ZnCl,, BaCl,, CaCl,, MnClz;, NazSOg,
FeSO, and CuSO;, influence were evaluated on levansucrase activity. Optimal
temperature and pH value, thermal stability and Michelis-Mentes were investigated.
Biosensor construction required levansucrase immobilized in carbon paste wich was
used for the sucrose detection of refrigerant and industry pinneple juice. The
optimized condition for enzyme production was 300 g L™" sucrose, pH 7,5, 160 rpm
with 8,57 UA mL™ activity. The hightest levan production was observed 205,92 g L™.
All salts tested during fermentation increased enzyme and levan production and
descreased biomass, Na,SO4 is an important salt that increased 100% enzymic
activity, 200% levan production and decreased 80% B. subtilis Natto growing. Nine
salts influence were evaluated on levansucrase activity. KCI, ZnCl, and Na;SO4 were
activity inducers and the remaining metal ions were inhibitors, except NaCl wich
didn’t influence the enzyme activity. The optimum temperature and pH were 6,0 and
50°C, respectively, the enzyme was completely stable and activied at 30° and K, of
levansucrase was 313 mM (low substrate affinity). Immobilized optimum pH enzyme
was 6,0, coinciding with free form, and Ky, 5o = 833 mM showed a reduction in the
immobilized enzyme sucrose affinity. Refrigerant and industry pinneple juice sucrose
determination were successful and the results are comparable with colorimetric
method. Results indicated that the strains is a potencial levan producing and Na;SO4
fermentation addition salt in the medium is favorable for levansucrase and levan
production, making it easier to obtain, for reducing biomass proliferation. Featurs
such as thermal stability and thermal activity makes enzyme industry manipulation
interesting. Biosensor demonstrated a fast and efficient alternative for sucrose
detection.

Keywords: Bacillus subtilis Natto. Levansucrase. Biosensor.
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1 INTRODUGAO

A levanasacarase (E.C. 2.4.1.10) é uma frutosiltransferase e,
segundo a base de dados das enzimas com atividade em carboidratos (CAZY),
pertence a familia glicosil hidrolase 68 (GH 68). Atua em substrato especifico e
possui dois requerimentos cataliticos para sua atividade: um residuo acido doador
de prétons e uma base geral ou nucleofilica. Desempenha trés atividades em
presenca da sacarose: hidrolase, pela quebra da molécula de sacarose em frutose e
glicose; transfrutosilacéo, pela transferéncia do residuo frutosil gerado pela hidrdlise
da sacarose para um aceptor, e polimerizacéo, quando ocorre a sintese de levana.

Esta enzima é produzida por bactérias gram-positivas, como Bacillus
subtilis, Lactobacillis reuteri, gram-negativas como Zymomonas mobilis, Halomonas
sp., Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae e P. chlororaphis e pelos fungos
Actinomyces viscosus e Streptococcus mutans. Os micro-organismos mais
estudados para a produgao de levanasacarase sao Z. mobilis e B. subtilis, por serem
capazes de produzi-la na forma induzida em meio contendo sacarose como
substrato, e secreta-la no meio extracelular, o que facilita a sua obtencdo. As
espécies do género Bacillus vém sendo utilizadas em processos biotecnoldgicos,
como na produgcdo de enzimas e fermentagcdo de alimentos. O B. subtilis,
comumente encontrado no solo, € uma bactéria com potencial aplicagdo industrial,
pois apresenta crescimento rapido, tempo de fermentagao reduzido, e é capaz de
excretar seus produtos no meio extracelular. A variedade Natto é responsavel pela
fermentagcdo da soja para a obtengdo do natto, tradicional alimento japonés, e
apresenta altas producdes de levana de diversas massas moleculares.

A levana € um homopolissacarideo extracelular de massa molecular
de aproximadamente 10’ Da, o que corresponde a cerca de 60.000 unidades de
frutose unidas por ligacbes B (2—6). Pode ser encontrada na forma linear ou
ramificada, e as ramificagdes ocorrem a partir da hidroxila do carbono 1, em graus
variaveis, e se unem a cadeia principal por ligagdes B (2—1). Devido a suas diversas
caracteristicas quimicas e fisicas e propriedades biolégicas € amplamente
empregada em varios seguimentos industriais e na medicina.

O estudo das diversas condicdes de fermentacdo para a produgao
da levanasacarase tem sido realizado empiricamente, o que demanda muito tempo

devido ao grande numero de experimentos. Uma alternativa muito empregada para
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reduzir o numero de experimentos é a metodologia de superficie de resposta (MSR),
que torna possivel a determinagcdo de uma resposta 6tima dentro de uma faixa
especifica de condi¢cbes experimentais e que foi a proposta deste trabalho, sendo o
primeiro estudo de produgéo desta enzima utilizando esta ferramenta estatistica.

A imobilizagdo da levanasacarase em suportes inertes por ligagcao
ibnica e covalente, aprisionamento em alginato de calcio agar e agarose e adsorgao
em resinas, para producdo de levana, tem sido descrita. A adsor¢do em carbono
grafite oferece vantagens devido a facilidade e rapidez no preparo da pasta de
carbono e pode ser empregada para a construgcdo de biossensores para
determinagdes analiticas.

A dificuldade da analise de acucares pelos métodos padrbes, como
HPLC, UPLC, que sa&o demorados, necessitam de pessoal qualificado,
equipamentos de alto custo e pré-tratamento da amostra, e a pouca precisao,
podendo apresentar sensibilidade a presenca de interferentes na solugao.

Os biossensores sao capazes de monitorar substancias em praticas
biotecnolégicas, como a produgao de bebidas e doces, possibilitando a otimizacéo e
o controle de processos. O emprego na determinacdo de substancias,
principalmente de substratos enzimaticos como a sacarose, vem sendo muito
explorado, devido a sua precisao, seletividade e rapidez, superando os

Considerando as aplicagdes industriais da levana e as possibilidades
de imobilizagdo da levanasacarase de Bacillus subtilis Natto, este estudo se justifica

como uma nova alternativa biotecnologica.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Natto.

Produzir, caracterizar e imobilizar levanasacarase de B. subtilis

2.2 ESPECIFICOS

Produzir levanasacarase de B. subtilis Natto variando pH, concentracéo
da sacarose e agitacao, utilizando como ferramenta a metodologia de
superficie de resposta e acompanhar paralelamente a produgado de
levana nos meios de fermentacéo.

Caracterizar bioquimicamente a levanasacarase presente no
sobrenadante.

Imobilizar fisicamente a levanasacarase em pasta de carbono e
construir um biossensor enzimatico.

Aplicar o biossensor para determinagdo de sacarose em refrigerante e

suco de abacaxi industrializado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEVANASACARASE: PROPRIEDADES, FUNCOES E ATIVIDADES

A levanasacarase (EC 2.4.1.10) é classificada como uma
frutosiltransferase, pois catalisa a transferéncia do grupo terminal B(2—1)-D-frutosil
para um mono ou oligossacarideo substituinte do oxigénio 1 de um residuo de
frutose da sacarose para o oxigénio 6 do seu residuo de glicose, sintetizando a
maior parte da levana microbiana (VELAZQUEZ-HERNANDEZ et al., 2009).
Segundo a base de dados das enzimas com atividade em carboidratos (CAZY), esta
enzima pertence a familia glicosil hidrolase 68 (GH 68), pois, assim como as demais
proteinas desta familia, atua em substrato especifico e possui dois requerimentos
cataliticos para sua atividade: um residuo acido doador de prétons e uma base geral
ou nucleofilica (MENG; FURTTERER, 2003).

Existem trés enzimas responsaveis pela hidrélise da sacarose
durante a fermentacdo: sacarase intracelular (SacA ou InvA), levanasacarasase
extracelular (SacB ou InvC) e sacarase extracelular (SacC ou InvB). SacA e SacC
sdo enzimas tipicamente responsaveis pela hidrélise da sacarose, enquanto SacB
possui ambas as atividades, hidrolise de sacarose e formacgao de levana, portanto a
hidrélise da sacarose é feita predominantemente pelas enzimas extracelulares, SacB
e SacC, enquanto a formacdo da levana é exclusivamente catalisada pela SacB
(PASCAL et al., 1971; ANANTHALAKSHMY; GUANASEKARAN, 1999a, 1999b).

Segundo Sangiliyandi e Gunasekaran (2001) a enzima SacA € um
mondmero de peso molecular igual a 58 kDa. Na auséncia de um mecanismo de
transporte para sacarose, o papel da sacarase intracelular em Z. mobilis ndo é claro.
A sacarase extracelular (SacC ou InvB) de Z. mobilis tem uma alta atividade
especifica para a hidrolise de sacarose. Esta enzima contribui com 60% da atividade
de sacarase extracelular, mas n&o catalisa a polimerizacao de frutose em levana,
nem a degradacado de polifrutoses como levana ou inulina. Assim, esta enzima é
diferente da sacarase extracelular de Bacillus subtilis, que mostra a atividade
levanase além de hidrolise de sacarose. A enzima SacB de Z. mobilis Z6c
apresentou a massa molecular de 56 kDa.

A levanasacarase extracelular de B. subtilis, e as demais proteinas

secretadas, emergem através da membrana e encontram a parede celular, uma



21

macromolécula semiporosa altamente reticulada composta de peptidoglicano e acido
teicdico. A translocagcdo subsequente através da parede celular exige uma
dobradura rapida e eficiente e em sua conformagao nativa, a fim de impedir a agao
proteolitica das proteases associadas a parede celular e minimizar as interacdes
com os seus componentes (BABE; SCHMIDT, 1998; CHAMBERT; PETIT-
GLATRON, 1999).

Estudos de Mantsala e Puntala (1982) apontaram que
levanasacarase de B. subtilis € produzida durante a fase de crescimento microbiano
e a mutagcido no gene SacU" pode afetar a sua producéo. Cerca de 1 a 2% do total
de levanasacarase sintetizada permanece associada a membrana celular, e essa
associagao pode ser um passo intermediario na sua secregdo. Fouet et al. (1984)
caracterizaram a forma precursora da levanasacarase de B. subtilis e identificaram
trés genes estruturais, especificamente induzidos pela sacarose. Um deles, sacB,
codifica a levanasacarase extracelular e dentre os cinco loci regulatérios conhecidos,
quatro controlam a expressao de sacB.

A estrutura protéica consiste em um polipeptideo de forma elipséide
compacta e embora a maioria se apresente na forma monomérica, com massa
molecular entre 46-73 kDa, pode se apresentar na forma dimérica, com massa
molecular entre 90 e 120 kDa, como as produzidas por Rahnella. quatilis JCM-1683
e Leuconostoc mesenteroides B-512 FCM. A faixa de pH 6timo da levanasacarase
sintetisada pela maioria dos micro-organismos varia entre 2,6 e 5,0, porém algumas
esécies apresentam outras faixas de pH, e os valores de Km variam entre 4,0 e
160,0 mmol™. As propriedades cinéticas gerais da enzima de alguns micro-
organismos produtores estdo descritos na Tabela 1 (GONZY-TREBOUL,;
CHAMBERT; DEDONDER, 1975; MANTSALA; PUNTALA, 1982; VELAZQUEZ-
HERNANDEZ et al., 2009).

Muitos micro-organismos s&o produtores de levanasacarase, entre
estes o B. subtilis tem sido estudado por degradar a sacarose e catalisar a formagéao
de cadeias de levana de alta e baixa massa molecular, de acordo com as condi¢cdes
experimentais (EUZENAT et al.,, 1997). Segundo Bekers et al., 2003 os micro-
organismos produtores de levanasacarase mais estudados tém sido Bacillus subtilis
e Zymomonas mobilis, devido a capacidade de sintetiza-la na forma induzida e
secreta-la no meio extracelular, diferente do Aerobacter levanicum, cuja enzima é

constitutiva e intracelular.
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Tabela 1 — Propriedades cinéticas das levanasacarases de diferentes micro-

organismos.
. M T§ Km L
Organismo Subt Produtof pHS Referéncia
(kDa) (2C) Sacr
Gay et al., 1983;
. . 75.0 30 55 40  VanHijunetal., 2000
Bacillus subtilis Sac Len
Abdel-Fattah et al_, 2005
56 50 6.0 16.7 Ammaret al., 2002
Paenibacillus polymyxa Sac Len, 1-k nd 30 nd MNd  Bezzate et al., 2000
Len, 1-k, 6-
i . k. nis,
Bacillus megaterum Sac 52.0 45 nd 6.6 Homann et al., 2007
blastose
neoquestose
Erwinia amylovora Sac Len 46.0 28 410 Md Geier e Geider , 1993
Gluconobacter diazotrophicus Sac Len, 1-k, nis  58.0 30 5.5 11,8 Hemandez gf al., 1995
Lactobacillus sanfranciscenss Sac Len, 1-k 73.0 35 nd 13,1 Tieking gt al., 2005
] Morales-Arrieta gt al.,
L euconostos mesenteroides Sac Len 90.0 30 nd 367 2006
Leuconostoc mesenteroides Sac Len 103,030 nd 2606 Kangegtal, 2005
Pseudomonas 5. phaseolicola Sac Len 450 18 3.5 1600 Hettwergtal ,h 1995
Rahnella aguatilis Sac Len 120.0 60 nd 50,0 Ohtsukagtal, 1992
. 56.0 50 26 1220 Yanasegfal, 1992
Zymomonas mobilis Sac Len
58.0 50 5.5 Nd  Yanase gt al, 1995
] ] Sac, raf 63,8 50 nd 210 VanHiumetal, 2004
Lactobacillus reuter Len
Sac 90,0 npd nd 7.0  WanHijumetal, 2001

Fonte: Velazquez-Hernandez et al. (2009) modificado.

* Lev, levanasacarase

T Sub, substrato; Sac, sacarose; raf, rafinose

I Len, levana; 1-k, 1-kestose; 6-k, 6-kestose; nis, nistose
§ T e pH indicam valores 6timos de temperatura e pH

¥ Os valores de Km sao expessos em mmol L

Nd, ndo demonstrado

Ammar et al. (2002) e Gorrec et al. (2002) reportaram que a
atividade da levanasacarase esta envolvida em uma variedade de processos, como
sobrevivéncia da bactéria no solo (B. subtilis), fitopatogénese (Erwinia
ePseudomonas) ou simbiose (B. polymixia) e que esta enzima possui trés
atividades: frutosiltransferase, hidrolase e polimerase, produzindo frutose, glicose, 1-
cestose, fruto-oligossacarideos (FOS) e levana por reagao de transfrutosilagdo com

liberagao de residuo de glicose.
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A atividade frutosiltransferase é caracterizada pela transferéncia de
residuos frutosil da sacarose para uma variedade de aceptores que, de acordo com
as condi¢cbes experimentais adotadas, podem ser: agua, durante a hidrolise da
sacarose; glicose, promovendo a troca de [14C]glicose na reagao frutose-2,1-glicose
+ ["“C]glicose a frutose-2,1-['*C]glicose + glicose; sacarose, durante a sintese de
mono-, di-, oligossacarideos ou levana, durante a reagcédo de polimerizagéo e alcodis
(MARTINEZ-FLEITZ et al., 2005).

Dedonder (1966) estudou a especificidade da levanasacarase
considerando a transferéncia de residuos, doadores e aceptores. Os residuos de
frutose normalmente sao transferidos por todas as levanasacarases, no entanto, a
enzima do B. subtilis, produzida na forma induzida e secretada no meio extracelular,
€ capaz de transferir L-sorbosil ou D-xilulosil, propriedade ndo encontrada na
levanasacarase de Aerobacter levanicum, produzida de forma constitutiva e
endocelular. Somente as moléculas dotadas de um grupo frutosil ndo substituido
ligado a um grupo aldosil pela mesma ligagdo glicosidica como a sacarose pode
atuar como um doador. Sacarose e rafinose foram os primeiros doadores
conhecidos para levanasacarase. Na molécula de sacarose, o residuo de glicose
pode ser substituido por D-xilose, L-arabinose, D-galactose, lactose, acido,
melibiose, acido glucurdnico. Substancias com grupos alcodlicos podem agir como
aceptores de metanol e glicerol, para oligossacarideos como a trealose ou cestoses.
No entanto, cadeias de levana s&o iniciadas apenas por compostos que possuem
frutose nao reduzida como residuo terminal, com sua hidroxila livre no carbono 6. No
inicio da polimemerizagao da levana séries de trifrutosideos sao primers eficientes, e
o grau de eficiéncia do primer aumenta com o grau de polimerizagao.

As atividades hidrolase e polimerase da levanasacarase também
foram estudadas por este autor através da catalise da reagao de transfrutosilacéo da
sacarose ou rafinose para agua ou para a levana, respectivamente, em meio
aquoso. Sob as condi¢des usuais da transformacgao da sacarose, a taxa da atividade
polimerase € menor do que a atividade de hidrolase e na presenca de sacarose a
sua acao sempre leva a formacao de frutose na forma livre ou polimerizada a
oligossacarideos e levana. A levanasacarase apresenta a atividade de hidrolise
frente a cadeias pequenas de levana e esta agao hidrolitica é finalizada quando a

enzima atinge os pontos de ramificagao.
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A sintese de levana tem inicio com a reacado de transfrutosilagao,
onde a molécula de sacarose desempenha o papel de doador de frutosil e uma
segunda molécula de sacarose, de aceptor inicial do residuo de frutosil. O ataque da
sacarose pode ocorrer via oxigénio 1, sintetizando 1-cestose ou via oxigénio 6,
sintetizando 6-cestose. A 6-cestose é formada por pontes B(2—6), e pode ser
polimerizada a levana (Figura 1) (MARTINEZ-FLEITZ et al., 2005).

Figura 1 — Reacdes catalisadas pela levanasacarase para formagao de trioses e

levana
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Fonte: Martinez-Fleitz et al. (2005).
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Estudos de Chambert e Gonzy-Tréboul (1974, 1976) sobre o
mecanismo de acao da levanasacarase confirmaram a hipétese do mecanismo Ping-
Pong e o envolvimento de um complexo intermediario formado entre a enzima e o
residuo frutosil. Estes autores deduziram a partir do mecanismo Ping-Pong, a
cinética das atividades de transferase e hidrolase, de forma que a alta energia da
ligacao glicosidica da sacarose é preservada no intermediario frutosil-enzima (Figura
2). O estudo da dependéncia da temperatura pelas constantes de frutosilagdo e
desfrutosilacdo da enzima mostraram que a entropia de ativacdo para as duas
etapas de desfrutosilagdo é quase a mesma, entretanto a entalpia de ativacao para

a etapa de transfrutosilacdo para a agua € maior do que para a glicose.

Figura 2 — Mecanismo de agdo de polimerizagcdo de levana pela levanasacarase.
(a) Coordenacao da sacarose no sitio ativo da enzima. (b) Liberagao da
D-glicose, formagdo de um ion reativo oxocarbanio e ataque pelo
residuo Asp 86 da enzima. (c) Complexo covalente frutosil-enzima,
substituido pelo aceptor para formar um analogo de sacarose. (C)
Coordenacgao do analogo da sacarose no sitio ativo da enzima.
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Os estudos de Martinez-Fleites et al. (2005) sobre a estrutura
cristalina da levanasacarase de B. subtilis revelaram que residuos acidos de
aminoacidos localizados no sitio ativo sdo importantes para o reconhecimento do
substrato. A cadeia da enzima é formada por cinco por¢des em conformacéao B que é
fundamental para a atividade catalitica das enzimas membros da familia das
hidrolases 68. A estrutura do complexo sacarose-levanasacarase sugere que Asp86
e Glu342 formam um par essencial ao sitio ativo, caracteristico da maioria das
glicosil hidrolases, enquanto Asp 247, embora seja necessaria para a catalise, néo
parece estar diretamente envolvida no mecanismo da reagdo quimica. A analise
quimica da reacao de clivagem do intermediario indica que o residuo aspartil forma
uma ligagdo covalente com o residuo frutosil ligado a enzima. O mecanismo de
reacdo candnico demonstra que Asp86 e Glu242 precisam estar em diferentes
estagios de protonacédo durante a ligagdo com o substrato (MENG; FUTTERER,
2003). Na Figura 3 observa-se o sitio ativo da levanasacarase e as interacdes entre

0S aminoacidos e a sacarose.

Figura 3 — Sitio ativo da levanasacarase: (a) visao superior da enzima (b) distancia
interatbmica entre os residuos do sitio ativo. As distancias sao
representadas pelas linhas descontinuas e as pontes de hidrogénio
pelas continuas. (c) Contato entre a sacarose e a levanasacarase. As
moléculas de agua sdo representadas por asteriscos e observa-se a
interagc&o putativa da GLU342 com sacarose.
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Fonte: Meng e Futterer (2003)

Estudos de Vigants et al. (1996) comprovaram que a adigdo de NaCl
e KCI ao meio de cultivo contendo sacarose estimula a biossintese de levana devido

a influéncia direta do sal na ativagdo génica, com um aumento na sintese de
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levanasacarase. Vigantes et al. (1998) observaram que ocorreu o estimulo da
sintese de levana pelo NaCl na fermentagcédo da sacarose com Z. mobilis. A ativagcao
da reacdo catalisada pela enzima foi inversamentente proporcional a concentragao
do substrato quando o sal estava presente, concluindo que os sais de sodio e

potassio foram ativadores heterotrépicos em concentracdes baixas de sacarose.

3.2 PRODUCAO DE LEVANASACARASE

O efeito de diferentes condi¢gdes de fermentacdo na producdo da
levanasacarase tem sido objeto de estudo de varios autores, considerando as
importantes aplicagdes. O primeiro estudo de produgdo e purificacdo de
levanasacarase de B. subtilis encontrado foi publicado em 1966, por Dedonder. Na
década de 80, Lyness e Doelle (1980, 1981, 1983) realizaram uma série de estudos
relacionados a producdo de levanasacarase por Z. mobilis e os resultados
demonstraram que a taxa de hidrolise de sacarose foi dependente da temperatura,
concentragdo de sacarose e pH. Cote (1988) investigou a producédo de
levanasacarase por Erwinia herbicola NRRL B-1678 e testou o efeito de varias
fontes de carbono (sacarose, glicose, frutose, sorbitol e manitol) e fontes de
nutrientes industrializadas (caldo nutriente desidratado e milhocina) na secregdo da
enzima. Os resultados indicaram que este micro-organismo apresentou crescimento
reduzido quando foi empregado frutose como fonte de carbono, e
consequentemente uma reducdo da produgdo de levanasacarase. Quando foi
utilizada glicose, a atividade da levanasacarase atingiu o valor maximo apos o a fase
estacionaria, e no fim da fermentacdo a atividade chegou a zero. As demais fontes
de carbono apresentaram comportamento parecido, mas o declinio da atividade nao
foi tdo acentudado quanto para a glicose. Os maiores niveis de levanasacarase
foram produzidos em meio de cultivo composto por milho macerado e sorbitol, com
atividade de aproximadamente 0,7 U mL™", seguido do meio composto por frutose
em caldo nutriente ou milho macerado, com atividade de cerca de 0,30 e 0,35 U mL""
respectivamente. A producao de levanasacarase foi idéntica em presenca de manitol
e sorbitol. A sacarose nao foi necessaria para a secregao extracelular de enzimas.

Abdel-Fattah, Mahmoud e Esawy (2005) estudaram a produgao de
levanasacarase extracelular na forma induzida e constitutiva de B. subtilis NRC33a

usando sacarose e glicose como fonte de carbono, obtendo atividades de 14,5 e
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14,1 U mL" respectivamente. A produgdo da enzima, na auséncia de levana,
evitando o aumento de viscosidade do meio de cultivo foi melhor quando utilizado
glicose na concentracdo de 10%. A temperatura otima para a produgédo de
levanasacarase foi de 30° C. Dentre as diferentes fontes de nitrogénio testadas
(soja, milho macerado, levedura de panificagdo, trigo, peptona, caseina, uréia e
sulfato de amoénio), o meio de cultura contendo levedura de panificagdo apresentou
a maior produgao de levanasacarase extracelular. A maior atividade (17,5 U mL™) foi
encontrada quando empregado levedura de panificagdo. A adi¢do de 0,02% de No,
aumentou a atividade para 18 U mL" e de 0,15 g L™ de MgSO, e 5,0 g L' de
KoHPO,, para 19,5 U mL™". A massa molecular da levana produzida apresentou
variagdes entre 49,91 e 56,8 KDa com o aumento da concentragdo de enzimas de 5
para 1000 pg mL™. A massa molecular do polissacarideo também sofreu influéncia
da concentracdo de sacarose, apresentando reducdo com o aumento da
concentragdo de sacarose até 40%, e da temperatura, sendo que as cadeias de
levana com maior massa molecular foram sintetizadas a 15° C (58,52 kDa),
reduzindo com o aumento de temperatura. O tempo de reacdo nao influenciou a
massa molecular da levana.

O uso de residuos agricolas também foi avaliado para a producéo da
enzima. Ahmed (2008) estudou a produgdo de levanasacarase por Bacillus
megaterium por fermentacdo em estado solido, utilizando como substratos cascas
de laranja e de limao e residuos de serragem, banana e farelo de trigo. A produgéo
maxima de enzima foi de 140,54 U g™ de substrato sélido seco, obtida a partir de 5 g
de serragem umedecida com 55 mL do meio de cultivo com pH inicial 6,0, apos 72 h
de incubacdo a 30 °C em condi¢cdo estatica. Para extrair a enzima da biomassa
fermentada foram testados: agua destilada, agua de torneira, solugdes de sais
inorganicos (cloridrato de potassio, magnésio, calcio e sodio) em diferentes
concentragdes (0,025; 0,05; 0,075; 0,1 e 0,125 %) e solventes organicos (glicerol,
metanol, etanol e acetona) a 5%, variando a temperatura entre 20 e 60°C e o tempo
de extragao entre 30 e 180 min, na auséncia e na presencga de agitagéo (160 rpm). A
maxima extragao da enzima foi alcangada com agua destilada, correspondendo a 10
mL g'1 de biomassa apds 90 min de imersdo a 40 °C e 160 rpm.

El-Refai, Abdel-Fattah e Mostafa (2009) produziram levanasacarase
de Bacillus circulans em meio composto por levedura de panificacdo, sacarose e

sais de magnésio e fosfato, pH 5,2 e incubacéao por 72 h a 30° C, em mesa agitadora
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orbital. A enzima, parcialmente purificada, apresentou atividade especifica de 16,82
U mg"' de proteina e apés a imobilizagdo em 13, por adsorgdo fisica, houve um
aumento da massa molar da levana produzida, apresentando variagdo entre 35,5 e
38,5 kDa, com o aumento da concentracdo de enzimas adicionadas ao meio
reacional. Na maior concentragdo de sacarose (32%) houve a produgado de levana
com massa molecular mais baixa, cerca de 5 kDa, e na menor (5%) a levana obtida
apresentou massa molecular superior a 35 kDa. A temperatura e o tempo foram
considerados fatores importantes, uma vez que a levana de maior massa molecular
(38 kDa) foi obtida a 30° C, havendo um decréscimo gradual com o aumento de
temperatura, e entre 6 h e 24 h houve um aumento na massa molar de 10 para 38
kDa. Apds 24 h, o tempo de reagédo nao teve influéncia na massa molar da levana
produzida.

Esawy, et al. (2011) isolaram seis cepas de B. subtilis a partir de
amostras de mel e testaram quanto a producdo de levanasacarase variando
concentragédo de sacarose (8 a 12%), temperatura (37 a 40 °C), tempo (24 a 28 h),
agitacéo (50 a 100 rpm), pH (6,0 a 7,0) e NaCl (0 a 4%). Foi determinada a massa
molecular da levana produzida e testada a sua atividade antiviral. As maiores
atividades foram 62 e 59 U mL™ e produgdes de levana, 11 e 16,25 g L. A presenca
do sal aumentou a producido da enzima por todas as cepas em até 3 vezes, mas
reduziu a de levana em 40 a 50%. A massa molecular da levana variou entre 14.200

e 154.638 KDa e apresentou atividade antiviral.
3.3 CARACTERIZAGAO E PURIFICAGCAO DA LEVANASACARASE

O estudo das condicdes de fermentacao na atividade das enzimas é
de grande importancia, pois as enzimas sofrem os mesmos efeitos estruturais
observados nas proteinas globulares devido a variagdes do pH e da temperatura.
Alteracdes extremas de pH podem influenciar a estrutura da enzima, devido a uma
repulsdo entre as cargas elétricas, enquanto alteracbes mais brandas podem levar a
uma dissocicdo das cadeias das enzimas oligoméricas, influenciando a sua fungao.
As enzimas apresentam pH e temperatura 6timos para desempenhar a sua atividade
(WILLIAMS; JONES; WATTING, 1976)

Segundo Dedonder (1966) e Tanaka, et al. (1978) o pH 6timo

descrito para atividade da levanasacarase de B. subtilis esta em torno de 6,0. A faixa
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de estabilidade da enzima situa-se em pH entre 3,5 e 7,5. A velocidade de reagao
cai 50% nos pHs 4,4 e 7,5.

Lynes e Doelle (1983) purificaram parcialmente levanasacarase de
Z. mobilis, a partir de extrato livre de células tratado com sulfato de protamina por
cromatografia de troca ibnica em DEAE-trisacryl, obtendo um rendimento de 11%. A
enzima foi totalmente inibida por glicose a 30 mM e etanol a 1,6 M.

Chambert e Petit-Glatron (1989) estudaram o efeito de solventes
organicos na sintese de levana e na hidrolise de sacarose pela levanasacarase de
B. subtilis. Os resultados indicaram que a enzima é mais ativa em meio reacional
com restricdo de agua pela adicdo de solventes como acetona, acetonitrila,
dimetilsulféxido e 1,4-dioxano do que em meio aquoso. Neste meio reacional,
quando usada sacarose ou rafinose como doadores de frutosil, a enzima nao
apresentou atividade hidrolase, somente polimerase, produzindo levana de cerca de
10° Da.

Yanase et al. (1992) purificaram levanasacarase extraceluar de Z.
mobilis Z6C. A enzima foi precipitada com (NH4),SO4 entre 0 e 50% de saturagao,
dissolvida em tampao fosfato pH 7,0 e dialisada. A solugcdo enzimatica foi submetida
a cromatografia em coluna DEAE-Toyopearl 650 M e equilibrada com o mesmo
tampéo e eluida com NaCl de 0 a 0,5 M. As fragbes com maior atividade foram
reunidas e purificadas em coluna Toyopearl 55 W, equilibrada com tampéao fosfato
de potassio 20 mM pH 6,0 suplementada com 0,2 M NaCl. A homogeneidade foi
obtida por PAGE nativa e SDS-PAGE. O massa molecular da enzima foi estimado
em 94.000 por filtragdo em gel em Sephadex G-200 e 56.000 por SDS-PAGE. O pH
otimo para atividade enzimatica foi em torno de 5,0 e a temperatura 6tima 50° C. A
enzima se manteve estavel entre os pHs 3,5 e 6,0 em 24 h a 30° C.

Vigants, Hicke e Marx (2001) purificaram levanasacarase de Z.
mobilis ligada a membrana apds precipitagdo com 0,1 MnCl, e purificagao por ultra-
filtracdo e cromatografia de troca anidnica. A enzima nativa formou agregados com
massa molecular de 10° Da, e a SDS-PAGE desnaturante forneceu uma massa
molecular de 50 kDa por unidade.

Devido as diferentes origens, as levanasacarases descritas até o
momento diferem amplamente quanto a suas caracteristicas e propriedades.
Algumas sao termoativas, como as provenientes do Zymomonas mobilis, Rahnella

aquatilis JCM-1683 e Pseudomonas syringae, entretanto a temperatura 6tima para
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producao de levana nao é tao alta quanto a necessaria para atividade de hidrolise. A
temperatura 6tima para atividade da levanasacarase termoestavel de Bacillus sp
TH4-2 estudado por Ammar et al. (2002), foi 60° C, enquanto a temperatura para a
producao de levana foi 50° C .

Vigants et al. (2003) purificaram levanasacarase extracelular de Z.
mobilis adicionando ao meio de cultivo, apés o periodo de fermentacdo, um
preparado comercial de enzimas capazes de clivar polimeros de frutose
(Fructozyme) por 48 h, levando a formagdo de agregados e precipitagcdo da
levanasacarase. Os agregados foram redissolvidos em solugdo de uréia 3 M. As
impurezas foram removidas por cromatografia de excluséo (Sephacryl S-300) e a
pureza foi confirmada por SDS-PAGE, onde a enzima apresentou massa molecular
de 48 kDa. A maior atividade da levanasacarase foi observada durante a fase
logaritmica de crescimento (15 - 19 h de fermentacéo).

El Refai, Abdel-Fattah e Mostafa (2009) estudaram a estabilidade da
levanasacarase de B. circulans nas formas nativa e modificada por glicosilagdo. A
enzima glicosilada apresentou cerca de 56,87% da atividade especifica da enzima
ativa. O pH 6timo para ambas as enzimas foi de 5,2. A temperatura 6tima variou
para as duas formas, sendo 35° C o valor 6timo para enzima nativa e 40° C para a
conjugada, que apresentou 30% da atividade quando incubada a 60° C, enquanto a

enzima nativa foi completamente inibida.

3.4 PRODUCAO DE LEVANA POR LEVANASACARASE

A levana foi identificada pela primeira vez pelos pesquisadores Greig
- Smith em 1901 através de observacdes de solugcbes contendo sacarose, como
caldo-de-cana, onde um micro-organismo do género Bacillus produzia uma goma,
deixando o meio viscoso. Esta goma recebeu o nome de levana, por desviar o plano
da luz polarizada para a esquerda, em analogia a dextrana, uma goma ja conhecida
na época.

E um exopolissacarideo formado de unidades de frutose unidas por
ligagdes frutofuranosidicas (-(2—6) na cadeia linear (Figura 4), podendo apresentar
diversos graus de ramificagdo com ligagbes B-(2—1) e diferentes massas
moleculares, reguladas pela forga i6bnica do meio (Tanaka, Oi, & Yamamoto, 1979).

E produzida por bactérias especificas, como Bacillus subtilis, Aerobacter levanicum,
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Erwinia herbicole, Streptococcus salivarius e Zymomonas mobilis, que crescem em
meio de sacarose pela reacao de transfrutosilacdo da levanasacarase (AMMAR et
al., 2002; TANAKA et al., 1978; ANANTHALAKSHMY; GUANASEKARAN, 19993,
1999b). Corresponde ao maior subproduto na fermentacdo da sacarose por Z.
mobilis (BEKERS et al., 2003).

Figura 4 — Estrutura quimica de molécula de levana formada por ligagdes -(2-6) na
cadeia principal e ligagdes B-(2-1) nas ramificagdes.
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Fonte: Simms; Bokyo; Edwards (1990)

Propriedades reoldgicas da levana como solubilidade em agua,
baixa viscosidade intrinseca (n = 0,17 dL g') e alta forca de tensdo de 991 psi
tornam-na um polimero muito compacto que pode ser responsavel pela agregacéo
celular, tolerancia ao stress osmoético e dessecacdo (VELAZQUEZ-HERNANDES et
al., 2011).

Segundo Bekers et al. (2005), caracteristicas como viscosidade,
solubilidade em agua e Oleo, propriedades de suspensdao e reoldgica,
compatibilidade com sais e surfactantes, estabilidade ao calor, a acidos e a bases,
capacidade de formagao de filme, de retencdo de agua e de produtos quimicos,
propriedades biolégicas para ser utilizada como agente estabilizador, emulsificante,
espessante, encapsulante, osmoregulator e crioprotetor tornam a levana atraente
para aplicacdo em muitos campos. A massa molecular da levana obtida por sintese
microbiana ou enzimatica é estimada em cerca de 2,5 x 10° Da, variando de acordo
com 0 micro-organismo produtor e as condi¢gdes de producdo. Na area terapéutica
tem sido utilizada devido a sua agao antiviral (Esawy et al. 2011), atividade
antidiabética (Dahech et al., 2011) e antitumoral (Leibovici et al., 1975, Yoo et al.,
2004), que esta relacionada a massa molecular da cadeia (Calazans et al., 2000).

Para obter levana preparacao para médicos uso, € necessario purificar o sedimento
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levana e investigar sua estabilidade frente a diferentes valores de pH e
temperaturas.

Tanaka et al. (1978) investigaram o efeito de diferentes
concentragbes de sacarose (1, 5 10 e 20%) na sintese de levana pela
levanasacarase de B. subtilis a 4° C por 10 dias. A sintese de levana foi mais
eficiente nas maiores concentragdes. Temperaturas mais baixas favoreceram a
sintese de levana e temperaturas mais altas, a hidrolise de sacarose.

Ananthalakshmy e Guanasekaran (1999b) isolaram dois mutantes
de Z. mobilis B4286 superprodutores de levana, ZML1 e ZML2 e compararam com a
cepa parental. Nas primeiras 8 h de fermentagdo, a velocidade de hidrolise de
sacarose foi alta para as trés cepas (cerca de 13 g L' h™) e a velocidade de
producdo de levana foi baixa: 0,58 g L™ h™ para ZML1; 0,40 g L' h™" para ZML2 e
0,18 g L h™" para a cepa parental. Entre 8 e 16 h de fermentacao, a velocidade de
hidrélise de sacarose diminuiu para 2,38 g L h™ e a velocidade de producéo de
levana dos mutantes alcancou valores de 1,72 gL h" e 1,68 g L' h™", enquanto a
cepa parental produziu somente 0,69 g L' h™' A produgdo maxima de levana pelos
mutantes foi atingida com 24 h de fermentac&o, correspondendo a 21,6 e 20,0 g L™,
com atividade de levanasacarase de 30,6 e 36,0 U mg'1 e atividade de hidrélise de
68,0 e 71,0 U mg'1, enquanto a cepa parental produziu 16 g L™ com atividade de
12,6 € 55,7 U mg™.

Abdel-Fattah, Mahmoud e Esawy (2005) analisaram o efeito da
concentracdo de enzimas na producdo de levana ou oligossacarideos.
Concentragdes maiores de enzima produziram maiores quantidades de levana, onde
a conversao de frutose em levana sofreu um aumento de 84% quando usados 1000
ug mL™ de enzimas.

Bekers et al. (2005) estudaram a estabilidade da levana produzida
por Z. mobilis 113 “S” durante o estoque de culturas liquidas em diferentes valores
de pH e temperatura. A levana foi estavel na cultura liquida durante 120 h, entre 25
e 30° C e pH acima de 3,7. Nas temperaturas entre 55 e 60° C, durante 120 h de
estocagem, cerca de 90% da levana foi degradada em pH 3,95 e 70% em pH 4,5,
logo o grau de degradacéo foi inversamente proporcional ao pH. A partir do estudo
concluiram que a degradacao da levana, em cultura liquida a altas temperaturas, é

resultado da hidrélise acida a partir dos acidos organicos produzidos pelo Z. mobilis,
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que reduzem o pH e em baixas temperaturas a levana pode ser utilizada como fonte
de carbono.

Matulova et al., 2011 incubaram Bacillus sp. 3B6 em meio de
sacarose para produgdo de exopolissacarideo (EPS). O meio de cultivo foi dialisado
e o tampao e o meio de cultivo apds a dialise foram analizados por cromatografia de
exclusao. Segundo as analises de RMN realizadas para a caracterizagao do EPS
foram observados levana, FOS e inulina com diferentes graus de polimerizagao (dp
2-7), além de frutose e glicose (9:1). A levana produzida apresentou massa
molecular de 3.500 e 100 kDa na proporcéo de 2,3:1 e as fragdes de dissacarideo
continham anidrido de difrutose, os trissacarideos 1-cestose, 6-cestose e
neocestose foram identificados na proporcéo de 2:1:3 e as fragcbes com dp 4-7 eram
misturas de FOS e inulina.

Calazans et al. (2000) estudaram a atividade antitumoral de levana
produzida por Z. mobilis frente ao sarcoma 180, concluindo que a atividade é
dependente de sua massa molecular e talvez de uma massa molecular especifica.

A massa molecular da levana é alterada pela temperatura de
incubacdo da enzima. Estudos de Ammar et al. (2002) demonstraram que a
levanasacarase termoestavel produziu levana de 8 kDa quando incubada a 50° C, e
de 660 kDa e 6 kDa a 30° C .

3.5 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE METABOLITOS MICROBIANOS  UTILIZANDO
PLANEJAMENTO FATORIAL

A necessidade crescente da otimizacdo de processos
biotecnolégicos minimizando custos e tempo e maximizando rendimento,
produtividade e qualidade de produtos, tem levado profissionais de diferentes
formagbes a buscarem técnicas sistematicas de planejamento de experimentos
(RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Estudos de producdo de levana por Z. mobilis através de
planejamento fatorial tem sido realizados por diversos autores. Borsari et al. (2006)
analisaram a influéncia de diferentes substratos (caldo de cana: 50; 100 e 150 gL e
sacarose: 0; 75 e 100 g L") e processos fermentativos (batelada e batelada
alimentada) na produgao de levana por delineamento fatorial completo 2%. A melhor

condigdo para producdo de levana foi 50 g L™ de caldo de cana e 150 g L de
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sacarose por fermentacdo em batelada, obtendo 35,58 ¢ L' de levana, valor
semelhante ao predito, 35,08%. Em um segundo experimento foi utilizada a
fermentacdo em batelada, variando as concentra¢des de caldo de cana de acgucar:
0; 25 e 50 g L™ e sacarose: 50; 100 e 150 g L™, e a maior produgao de levana foi
40,14 g L™ com 150 g L™" de sacarose e fermentagdo em batelada, a adicdo de caldo
de cana aumentou a biomassa, bem como a produgio de etanol e sorbitol.

Oliveira et al. (2007) produziram levana empregando trés
delineamentos fatoriais. Para otimizar a concentracao de acucar (150; 250 e 350 g L
Y e o tempo de fermentacdo (12; 18 e 24 h) foi utilizado o planejamento fatorial
completo 3°. Em um segundo planejamento 2*' foram avaliados os efeitos dos
constituintes do meio de cultivo (g L™): extrato de levedura (0; 1 e 2), KH.PO,4 (0; 1 e
2); (NH4)2S04 (0; 0,5 e 1) MgSO4 (0; 0,25 e 0,5), fixando-se os parametros obtidos
através do primeiro delianeamento (tempo de fermentagéo: 24 h e concentragédo de
sacarose: 250 g L™). Em um terceiro planejamento 2° foram avaliadas a influéncia
das fontes de carbono: melago de cana e xarope de cana. Houve um decréscimo da
producdo de levana no meio contendo melaco (2,533 g L'1) quando comparado ao
meio contendo sacarose comercial (21,685 g L") e xarope de cana (15,456 g L™).
Extrato de levedura e KH,PO4 foram significantes no meio contendo sacarose
comercial e no meio contendo xarope, extrato de levedura e MgSO, foram
significativos.

Melo et al. (2007) otimizaram a producao de levana empregando um
fatorial fracionado 2*" para analisar a influéncia da concentracéo inicial de sacarose
(150; 200 e 250 g L"), temperatura (20, 25 e 30°C), concentragao inicial de extrato
de levedura (2,0; 3,5 e 5,0 g L"), e agitacdo (50; 75 e 100 rpm), tendo como
variaveis resposta levana, etanol e biomassa. A melhor producéo de levana foi 14,67
g L™ nas condigdes 250 g L™ de sacarose, 20 °C e 100 rpm e extrato de levedura
variando entre 2,0e 5,0 g L™.

Borsari et al. (2010) utilizaram as variaveis independentes: acido
pantoténico (0,005 e 0,01 g L), extrato de levedura (4 e 8 g L), cloreto de sddio
(0,2 e 0,6 mol L") e técnicas de permeagdo em um planejamento 2*' para a
obtencdo das variaveis resposta: levana, etanol, sorbitol e biomassa. A condigao
celular foi a variavel que mais contribuiu para a sintese da levana, a formacao de
biomassa e etanol foram afetadas pelo cloreto de sddio e pela a condicao celular e a

permeabilizagao celular afetou significativamente a sintese de sorbitol.
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Para otimizar a atividade da nattoquinase de B. subtilis Natto, Wang
et al. (2009) realizaram um estudo preliminar, a partir de diferentes fontes de
nitrogénio (farelo de soja, peptona de soja, glutamato de sddio, fosfato de aménio e
extrato de levedura), carbono (agucar cristal, maltose, sacarose, glicerol e glicose) e
sais inorganicos (CaCl,, NaCl, KCl,, MgSQ4, CuSO4, MnSO4 e KyHPO4). Foram
selecionadas as fontes de nitrogénio e carbono: extrato de levedura, glicose e
maltose e os sais inorganicos MgSO4, K;HPO4, e empregados em um planejamento
fatorial fracionario 2°' como primeiro passo para a otimizagdo. Com base nos
resultados MgSO4, Ko;HPO4 e glicose foram empregados para encontrar a condigao
o6tima. Através da analise da superficie de resposta, as condi¢cdes otimas das
variaveis foram glicose: 0,065%; K:HPO,4: 0,0016% e MgSO4: 0,0016% e a maxima
atividade da nattoquinase encontrada foi 12,34 FU mL™".

Vignoli et al. (2010) empregaram o planejamento fatorial completo no
estudo da variagdo da producdo de sorbitol relacionada com a concentragdo de
sacarose, concentracdo de maltose e tempo de cultivo. Embora a adicdo de
agucares em concentragdes de até 300 g L™ tenha aumentado a produgdo de
sorbitol, valores maiores inibiram sua producdo. O aumento do tempo de
fermentacdo foi significativo na producdo de sorbitol, entretanto pequenos

acréscimos foram observados apds 36 h.
3.6 IMOBILLIZAGAO ENZIMATICA

A imobilizagdo é definida como a retengdo de uma biomolécula no
interior de um reator ou de um sistema analitico e tem se mostrado uma ferramenta
muito util e capaz de melhorar a maior parte das propriedades enzimaticas, como a
atividade e seletividade (CARDOSO; MORAES; CASS, 2009). A imobilizagao pode
ser fisica, proporcionando interagcdes fracas entre o suporte e as enzimas, como
aprisionamento (a), microencapsulagdo com membrana solida ou liquida (b),
adsorc¢ao (fisica ou ibnica) em uma matriz insoluvel em agua (c), contengdo de uma
enzima dentro de um reator com membrana, formagdo de filmes enzimaticos
Langmuir-Blodgett, ou quimicas, conferindo interagdes fortes entre o suporte e as
enzimas, como ligagao covalente em uma matriz insoluvel em agua (d), reticulagéo
com utilizagdo de um reagente multifuncional de baixa massa molecular e co-

reticulacdo com outras substancias neutras, como proteinas (MELLO; KUBOTA,
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2002; BRADY; JORDAN, 2009). Alguns destes métodos estao ilustrados na Figura
5.

Figura 5 — Formas de imobilizagdo enzimatica: (a) aprisionamento, (b) micro-
encapsulacao, (c) suporte sdlido, (d) ligacao cruzada. As enzimas estao
respresentadas pelos circulos pequenos.

Fonte: Brady; Jordaan (2009)

Muitas enzimas com aplicagcbes biotecnolégicas tém sido
imobilizadas para seu reaproveitamento em varios ciclos de producdo. A quitosana
tem sido um dos suportes mais estudados, porém outros materiais estdo sendo
investigados.

Chambert e Petit-Glatron (1993) imobilizaram levanasacarase de B.
subtilis em matriz de hidroxiapatita como um possivel modelo para o comportamento
da enzima in vivo quando associada a matrizes como a parede celular da bactéria.
Os autores estudaram suas propriedades cataliticas e demonstraram que houve um
acréscimo na atividade polimerase e a produgdo de levana atingiu 85%, com
aumento do Kgt € 0 K, ndo sofreu alteragdo, o que permite a produgdo em grande
escala de levana de cadeia ramificada e de alto peso molecular. A hidroxiapatita é
uma boa matriz para imobilizagcdo da levanasacarase que € fortemente adsorvida
sobre este gel de fosfato e € estruturalmente semelhante ao acido teicdico, um
polimero aniénico fosfatado presente na parede celular de bactérias Gram-positivas.

Jang et al. (2001) imobilizaram levanasacarase de Z. mobilis
expressa em E. Coli em superficie de magnetita. A estabilidade térmica da enzima
imobilizada foi maior do que a forma livre, entretanto apresentou uma atividade de
polimerizagdo menor na formacdo da levana, fornecendo um produto de baixa
massa molecular. A levanasacarase imobilizada deteve 61% da atividade original

apos 5 medigoes.
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Santiago-Hernandez et al. (2006) imobilizaram em Avicel (celulose
cristalina) uma invertase extracelular de Z. mobilis geneticamente modificada super
expressa por E. coli. O pH 6timo para ambas as enzimas, imobilizada e livre foi o
mesmo, mas a temperatura 6tima e o K, observados para a enzima imobilizada
foram menores do que para a forma livre.

Tan, et al. (2008) prepararam um hidrogel com nanoparticulas de
bromelina imobilizada em carboximetilquitosana acido linoléico modificada e
constataram melhora na estabilidade da enzima frente ao calor e ao
armazenamento.

Esawy, Mahmoud e Fattah (2008) imobilizaram levanasacarase de
B. subtilis NRC33a parcialmente purificada em diferentes suportes, a partir de
diferentes métodos. Para a imobilizagdo por ligacdo ibnica e adsorgcao fisica os
autores empregaram como suportes: triacetato de celulose, DEAE-celulose-53,
Dowex-IXD, Sephadex A-50, Alumina, asbestos, alcool polivinilico e quitosana e as
maiores taxas de imobilizagdo foram em DEAE-celulose-53 (72,55%) e Sephadex A-
50 (55,11%). Para a imobilizagdo por aprisionamento foram empregados agar,
agarose e alginato de calcio. Os autores notaram que o aumento gradual da
concentracdo do suporte envolvido resultou em decréscimo da eficiéncia do
aprisionamento, provavelmente devido a redugdo da porosidade e do limite de
difusdo e a melhor taxa de imobilizagao foi em agarose (cerca de 40%). A maior taxa
de imobilizacdo foi conseguida em quitosana e glutaraldeido 3%, por ligacéao
covalente (81,51%). Os estudos apontaram também decréscimos na atividade
enzimatica apds a imobilizagao.

El-Refai,  Abdel-Fattah e Mostafa (2009) imobilizaram
levanasacarase de B. circulans por adsorgao fisica em |a. A atividade relativa da
enzima imobilizada foi de 55,20% g™ de suporte e a atividade especifica, calculada
com base nas proteinas ligadas, foi de 78,12% em relacdo as enzimas livres
(soluveis). Comparando com a forma livre, a enzima imobilizada revelou temperatura
o6tima de reacdo mais elevada, baixa energia de ativagdo, K, mais alto € Vnax
reduzido. A preparagao enzimatica demonstrou termoestabilidade e resisténcia a

desnaturagdo quimica.
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3.7 BIOSSENSOR ENZIMATICO

Os biossensores s&o um sub-grupo de sensores quimicos,
construidos pela integragdo de sistemas de detecgdo bioldgica acoplados a um
transdutor. Quando o sistema de detecg¢ao biolégica corresponde a uma enzima, o
biossensor € denominado biossensor enzimatico e neste caso as enzimas obtém um
sinal quimico produzido pela interagdo entre o sistema biolégico e a substancia e o
transforma em uma resposta mensuravel (Figura 6). Em principio, devido a alta
seletividade e especificidade enzimatica e a sensibilidade do biossensor, qualquer
material alvo pode ser adaptado, quer sejam substratos ou inibidores da enzima,
além do mais a sua determinacéo € realizado sem preparo especial da amostra. O
custo para a construcido e o armazenamento de um biossensor é relativamente
baixo e gragas a procura pela praticidade, eficacia e portabilidade de dispositivos
analiticos, os biossensores enzimaticos tém um enorme potencial como ferramentas
uteis na medicina, na monitoracdo do meio ambiente in situ e em tempo real,
controle de bioprocessos e géneros alimenticios e em analises biomédicas e
farmacéuticas e controle de qualidade de produtos do género alimenticio (MELLO;
KUBOTA, 2002; KRAJEWSKA, 2004).

Os meétodos de imobilizagdo (adsorgéo, microencapsulacéo, ligagao
covalente, entrecruzamento) permitem o contato entre o componente biolégico e o
transdutor, para um correto funcionamento do biossensor (FREIRE, DURAN,
KUBOTA, 2001). No mecanismo de imobilizagdo por adsorgdo, varios tipos de
carbono sdo usados como eletrodos, como carbono vitreo, fibras de carbono,
espuma de carbono e varias formas de grafite. O grafite em po, em especial, pode
ser utilizado na preparagao de materiais compadsitos, aglutinado por polimeros, éleos
nao condutores e parafinas.

Materiais compoésitos sdo comumente formados por duas fases: uma
condutora (no caso o grafite em pd) e uma ndo condutora (o éleo mineral), que séo
colocadas em contato, junto ao agente biolégico modificador, constituindo um
eletrodo de pasta de carbono modificado (EPCM). Essa classe de eletrodos é
frequentemente utilizada, principalmente por ser facilmente preparada, pouco
custosa e pelo fato de poder ter a sua superficie faciimente renovada por polimento
ou corte, aumentando sua durabilidade (SEGNINI, 2003).
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Figura 6 — Biocomponentes e transdutores empregados na construgcdo de um
biossensor.
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Fonte: Mello; Kubota (2002)

O grafite em pd deve possuir uma alta pureza quimica, uma baixa
absorcdo de oxigénio e impurezas que podem vir a intervir na caracterizagao
eletroquimica, além de possuir uma granulometria uniforme, para garantir uma
melhor reprodutibilidade nas determinag¢des analiticas. O 6leo mineral deve ser
eletroinativo, quimicamente inerte, imiscivel em agua, apresentar baixo teor de
impurezas, e ser pouco volatil. Sob essas condigdes o componente ndo condutor é
capaz de exercer sua funcdo de conferir consisténcia a mistura e preencher os

intersticios entre os graos de grafite (LEITE, 2002).
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Para aumentar a durabilidade da enzima em biossensores, é
necessario que esta se mantenha em sua forma estavel e que as suas propriedades
biolégicas sejam conservadas apd0s a imobilizagdo na superficie condutora
(WILKOLAZKA; RUZGAS; GORTON, 2004). Os eletrodos modificados com enzimas
podem ser caracterizados através do uso de técnicas eletroquimicas, tais como
voltametria ciclica, voltametria de pulso normal e diferencial. Dentre essas técnicas a
voltametria ciclica é preferencial, principalmente para a determinacdo de alguns
parametros fundamentais, como potencial de Oxido-redugdo, dependéncia da
velocidade de varredura com a magnitude da corrente, a corrente residual, o limite
de deteccao do analito de interesse, entre outros (LEITE, 2002).

A voltametria ciclica € um método simples e rapido para se obter
informacdes a cerca do processo eletroquimico que envolve um eletrodo, como o
potencial formal de uma reag¢ao, quando as formas oxidadas e reduzidas da mesma
sdo estaveis por tempo suficiente para se obter um voltamograma. O potencial de
trabalho do eletrodo varia linearmente em funcdo do tempo, partindo de potenciais
nos quais ndo ocorrem processos de redox no eletrodo, seguindo em diregdo de
potencias nos quais ocorrem as reagdes das espécies de interesse para a analise.
Em seguida a direcdo da varredura linear de potencial é invertida, para que possa
ser possivel a detecgdo das reacdes de intermediarios e de produtos formados pela
varredura. Para essa técnica eletroquimica, um eletrélito suporte deve ser utilizado
(como o cloreto de potassio), para evitar a migragdo dos reagentes, e dos produtos
em diregdo dos eletrodos, assim como também para controlar a forga ibnica, e
melhorar o transporte de carga na solugao. A voltametria ciclica é caracterizada por
alguns parametros, tais quais: potenciais de pico anddico (Epa) e catodico (Epc);
correntes de pico anddica (lpa) € pico catddica (lpc), potencial de meio-pico anddica
(Epr2) e potencial de meia-onda (E12) (DA SILVA, 2006).

O primeiro biossensor de pasta de carbono foi proposto em 1988,
onde a enzima glicose-oxidase, utilizada como o elemento bioldégico modificador do
biossensor, foi diretamente misturada com a pasta de carbono, composta de grafite
e Oleo de silicone (LEITE, 2002). Louzada, Luccas e Magalhaes (2004) construiram
e caraterizaram um biossensor potenciométrico de pasta de carbono com extrato
bruto de inhame para a determinagao de piragolol, um composto fendlico que pode
afetar o gosto e o cheiro de aguas potaveis e peixes, podendo ser tdxico para

animais e humanos. O tempo de vida obtido pela caracterizagdo analitica do
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eletrodo foi de 30 a 33 dias e histerese com tempo de recuperagédo de 7 horas. O
biossensor foi aplicado na determinagcédo da concentragcao de fendis em amostras de
tintura de cabelo, apresentando resultados satisfatorio.

Oliveira e Vieira (2006) construiram biossesores usando diferentes
procedimentos de imobilizagdo da peroxidase de jilé (Solanum gilo) e o melhor
resultado foi obtido apds a imobilizagdo em quitosana apds reticulagdo com
glutaraldeido, epicloridrina. O biossensor apresentou tempo de vida de 6 meses
(cerca de 300 determinagdes).

Lima e Nunes (2007) construiram um biossensor enzimatico para a
deteccdo de fungicidas ditiocarbamatos e estudaram a cinética da enzima aldeido
desidrogenase imobilizada em pasta de prata e grafite. A enzima apresentou grande
afinidade pelo substrato e o biossensor proposto foi uma ferramenta extremamente
pratica para a deteccdo da variedade de fungicidas estudada, baseada na inibigao

irreversivel da enzima por esse contaminante.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL
4.1.1 Micro-organismo

Foi utilizado o Bacillus subtilis Natto, isolado no Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina e identificado pela

Fundagao André Tosello (Anexo A).
4.1.2 Meios de Cultivo

O meio de preservacado para o B. subtilis Natto foi composto por
(g/L): peptona, 50; extrato de carne, 30; agar, 20.

O meio de in6culo foi composto por (g/L): sacarose, 100; extrato de
levedura, 2; KH2POy, 2; (NH4)2SO04, 1; MgSO4 (7H20), 0.5 (CALAZANS et al., 2000).

As fermentacdes foram realizadas em batelada em meio de cultivo
contendo (g/L): extrato de levedura, 2; KH,POy4, 1; (NH4)2SO4, 3; MgSO4 (7H20), 0,6;
MnSQO4, 0,2; citrato de amobnio, 0,25 (EUZENAT, GUIBERT, COMBES, 1997
modificado). A concentragdo de sacarose variou entre 200 e 300 g L™, de acordo

com o planejamento fatorial (Tabela 2).
4.1.3 Biossensor

As medidas de voltametria ciclica foram obtidas utilizando um
potenciostato PalmSens e célula de vidro.

Os eletrodos de trabalho utilizados foram construidos a partir da
imobilizagdo da levanasacarase em uma seringa de plastico de 1 mL (seringa clinica
para insulina), modificada com um fio de cobre acoplado ao émbolo e ligado a uma
seccao de grafite para o contato externo. O contato entre o fio de cobre e a secgéo
de grafite foi melhorado pela aplicagdo de uma tinta condutiva (Condumax plus). O
contra-eletrodo usado foi de platina e o de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 M).

Para a construgao dos biossensores foram utilizados p6 de carbono

grafite (CG), Fluka, e 6leo mineral comercial (OM), Nujol, Unido Quimica.
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Para a determinacdo de sacarose foram utilizados refrigerante do
tipo guarana envasado em embalagem de aluminio e suco de abacaxi a base de

soja, envasado em embalagem tetra pak.

4.2 METODOS

O fluxograma com as etapas do trabalho esta apresentado na forma

de anexo. (Anexo B)
4.2.1 Fermentacao

Foram realizadas fermentagdes em batelada utilizando frascos
Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de volume de trabalho incubados em mesa

agitadora orbital a 37°C.
4.2.1.1 Preservacado do micro-organismo

O B. subtilis Natto foi crescido em meio de preservacido descrito no
item 4.1.2 a 37°C durante 48 h, e mantido a 4°C em camara refrigerada. O repique
das células foi realizado a cada 45 d. A verificacdo da pureza foi observada por

coloragéo de gram.
4.2.1.2 Preparo do in6culo

O indéculo foi preparado a partir do meio de inéculo descrito no item
4.1.2 durante 48 h a 150 rpm. Os cultivos foram interrompidos por centrifugacao (10
min, 8000 g) e as células foram ressuspensas em solugéo salina (NaCl 0,9 %). As
leituras ocorreram a 400 nm em espectrofotdbmetro. Os valores obtidos foram
correlacionados com a curva de biomassa em g L™ e o inéculo foi padronizado em
02gL™"
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4.2.1.3 Otimizacao da produgao da levanasacarase

Para otimizar a producdo de levanasacarase foi utilizado um
delineamento segundo Box e Behnken (Tabela 2) para avaliar a influéncia das
varidveis independentes: (X) concentracdes de sacarose (200 a 300 g L), (X2) pH
(5,5 a 9,5), e (X3) agitagao (160 a 240 rpm) e as respostas: (Y1) atividade da
levanasacarase de B. subtilis Natto e (Y;) produgdo de levana. As fermentagdes
foram realizadas em 24 h e os cultivos foram interrompidos segundo o item 4.2.1.4.
A atividade da levanasacarase foi determinada segundo o item 4.2.2.1 e a produgéo

de levana dos meios de cultivo, segundo o item 4.2.2.2.

Tabela 2 — Delineamento Box e Behnken 23 para avaliar a influéncia das variaveis
independentes: (X1) concentragdes de sacarose, (X2) pH, e (X3) agitagao
na atividade da levanasacarase de B. subtilis Natto e na producgao de
levana. As fermentacdes foram realizadas por 24 h, a 37° C.

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Ensaios Sacarose Agitacéo

X X Xl ey PP pm)
1 - - 0 200 55 200
2 + - 0 300 55 200
3 - + 0 200 9,5 200
4 + + 0 300 9,5 200
5 - 0 - 200 75 160
6 + 0 - 300 75 160
7 - 0 + 200 75 240
8 + 0 + 300 75 240
9 0 - - 250 55 160
10 0 + - 250 9,5 160
11 0 - + 250 55 240
12 0 + + 250 9,5 240
13 0 0 0 250 75 200
14 0 0 0 250 75 200
15 0 0 0 250 7,5 200

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

4.2.1.4 Interrupgao dos cultivos
Os cultivos foram interrompidos por centrifugacéao (9050 x g, 15 min,

4°C), a biomassa foi ressuspensa em solugdo salina (NaCl 0,9%) e medida por

turbidimetria. O sobrenadante (extrato bruto [EB]) foi utilizado para determinar a
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producao de levana e a atividade da levanasacarase, e como fonte de enzima para

caracterizagao e imobilizagao.
4.2 1.5 Efeito de sais na producgao de levanasacarase

A partir da condigcao otimizada para produgao de levanasacarase de
B. subtilis Natto, definida através do delineamento Box e Behnken, foram realizadas
novas fermentagdes para avaliar a influéncia dos sais NaCl, KCl e Na,SO4 (0,2 a 0,8
mol L") na producdo da enzima através da atividade enzimativa (item 4.2.2.1). A
producao de levana (item 4.2.2.2) e a biomassa (item 4.2.2.3) também foram

determinados paralelamente.
4.2.2 Determinagdes Bioquimicas
4.2.2.1 Atividade da levanasacarase

Foram pipetados 250 pL do EB e 250 pL de sacarose 1 mol L™ em
500 pL de tampao acetato 50 mmol L™, pH 5,0 e incubados em Eppendorf por 2 h, a
30° C. A levana resultante foi quantificada segundo o item 4.2.2.2. Uma unidade de
atividade de formacao de levana é expressa pela quantidade de enzima necessaria
para a liberacdo de 1 umol de frutose em 1 min sob as condicbes experimentais
(ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN 1999a).

4.2.2.2 Quantificagao da levana

A levana produzida pelo B. subtilis Natto durante as fermentacdes foi
precipitada a partir do EB com etanol absoluto (3:1) durante 12 h, a 4° C,
centrifugada a 18620 x g (20 min, 4° C) e o precipitado foi submetido a hidrolise
acida com HCI 0,1 mol L™ durante 1 h, a 100° C (VIIKARI e GISLER, 1986). A
solugdo foi neutralizada com NaOH 2 mol L™ e a frutose resultante foi quantificada

por agucares redutores segundo Somogyi (1952) e Nelson (1944).
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4.2.2.3 Determinagao da biomassa

A biomassa foi obtida apds a interrupgéo dos cultivos (item 4.2.1.4),
ressuspensa em solugao salina (NaCl 0,9%) e determinada por turbidimetria a 400

nm em espectrofotdmetro.
4.3 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA LEVANASACARASE

Foi realizada uma nova fermentagdo com 2 L de meio de cultivo nas
condigdes definidas pela otimizacdo, utilizando 4 frascos Erlenmeyers de 2 L com
500 mL de volume de trabalho. Os cultivos foram interrompidos segundo item 4.2.1.4

e a levanasacarase presente no sobrenadante foi caracterizada.
4.3.1 Determinacéo das Condicdes Otimas de pH e Temperatura

Para a determinacdo do pH e da temperatura o6timos a mistura
reacional (item 4.2.2.1) foi modificada utilizando tampdes em diferentes valores de pH e
incubada em diferentes temperaturas durante 2 h, segundo o DCCR descrito na Tabela
3. Foi avaliada a a influéncia das variaveis independentes: (X1) pH (3,2 a 8,8) e (X2)
temperatura (29 a 71 °C) na resposta (Y4) atividade da levanasacarase de B. subtilis
Natto. Foram utilizados tampao citrato, 50 mmol L™, e tamp&o tris aminometano, 50

mmol L.

Tabela 3 — DCCR 22 para avaliar a influéncia das variaveis independentes: (X) pH
e (X2) temperatura na atividade de polimerizagdo da levanasacarase de
B. subtilis Natto.

Variaves Codificadas | Variaves Decodificadas
Ensaio t t

X, X, oH em;zfée)l ura
1 - - 4,0 35
2 - + 4,0 65
3 + - 8,0 65
4 + + 8,0 35
5 -1,41 0 3,2 50
6 +1,41 0 8,8 50
7 0 -1,41 6,0 29
8 0 +1,41 6,0 71
9 0 0 6,0 50
10 0 0 6,0 50
11 0 0 6,0 50
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4.3.2 Determinacao da Estabilidade Térmica

Para determinar a estabilidade térmica da levanasacarase de B.
subtilis Natto foram realizados dois experimentos. Inicialmente foram incubados 5
mL do EB em triplicata durante 16 h nas temperaturas de 30, 50, 70 e 90° C e
aliquotas de 250 pL foram retiradas nos tempo 1, 2, 5, 8, 12 e 16 h para
determinacdo da atividade da levanasacarase (item 4.2.2.1). Em um segundo
experimento, foram incubados 5 mL do EB em triplicata por 10 d nas temperaturas
de 30 e 50 °C e aliquotas de 250 uL foram retiradas nos tempos 1, 2, 3, 4,6, 8 e 10

d para determinac&o da atividade da levanasacarase (item 4.2.2.1).
4 .3.3 Efeitos dos Sais na Atividade da Levanasacarase

O efeito de diferentes sais foi avaliado na atividade da
levanasacarase. A mistura reacional (item 4.2.2.1) foi modificada pela solubilizagédo
dos sais NaCl, KCI, ZnCl,;, BaCl;, CaCl;, MnCly, Na;SO4, FeSO4, CuSO4 nas
concentragodes 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mol L no tampao acetato, separadamente. Apos
incubagao por 2 h a 30 °C, a atividade da levanasacarase foi determinada.

4.3.4 Avaliacao da especificidade da Levanasacarase pelo Substrato Sacarose

A especificidade da levanasacarase pelo substrato sacarose foi
estudada variando a concentragdo da solugcdo de sacarose da mistura reacional
(item 4.2.2.1) entre 0,1 a 2,0 mol L™ e utilizando tampao citrato pH 6,0. A mistura
reacional foi incubada durante 2 h a 50 °C e a partir dos resultados foi determinada a

constante de Michaelis-Menten (Kn) pelo método de Lineweaver-Burk.
4.4 BIOSSENSOR ENzIMATICO

Para a construgdo do biossensor, a levanasacarase foi imobilizada
em pasta de carbono e colocada na extremidade de uma seringa de plastico de 1
mL modificada com um fio de cobre acoplado ao émbolo e ligado a uma secgao de
grafite para o contato externo. O contato entre o fio de cobre e a secg¢ao de grafite foi

melhorado pela aplicagdo de uma tinta condutiva (Condumax plus), conforme a
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Figura 7. Os eletrodos construidos a partir das pastas de carbono foram
empregados como eletrodos de trabalho para determinar sacarose por voltametria
ciclica, empregando uma célula eletroquimica conforme a Figura 8, utilizando como

eletrodo de referéncia Ag/AgCl (3 mol L™) e um contra-eletrodo de platina.

Figura 7 — Esquema do eletrodo de trabalho de pasta de carbono modificado com

levanasacarase
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Figura 8 — Célula eletroquimica utilizada nas caracterizacdes. A esquerda se
observa o eletrodo de trabalho descrito (1), ao centro o contra-eletrodo
de platina (2) e a direita, o eletrodo de referéncia Ag/AgCl (3). Os

eletrodos estdo imersos em Tampao Mc llvanes.
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4.4.1 Imobilizagao da Levanasacarase

Foram realizados dois testes para definir a ordem de adi¢do dos
componentes da pasta de carbono. No primeiro experimento, a pasta de carbono foi
preparada através da maceragao em grau de 150 mg de carbono grafite (CG) e 50
ML do 6leo mineral comercial (OM) com pistilo por 10 min, seguido da adi¢gao de 200
ML de EB e maceragdo por mais 20 min. No segundo experimento a ordem de
adicao foi trocada, 150 mg de CG foram macerados durante 10 min com 200 pL de
EB, adicionados 50 pL de (OM) e maceragao por 20 min.

As pastas adquiriram uma consisténcia adequada e homogénea
apo6s a maceragédo e foram colocadas na extremidade da seringa imediatamente
apods o seu preparo. As determinacdes foram realizadas na presenca e na auséncia

da sacarose (100 mM) solubilizada no tampé&o.

4.4.2 Avaliagao do pH na Eficiéncia do Biossensor

Para o estudo do pH e da concentracao da levanasacarase de B.
subtilis Natto e do substrato sacarose na funcionalidade do biossensor foram
realizados 18 ensaios variando o volume de EB incorporado ao CG entre 100 e 300
ML e o pH entre 5,0 e 7,0, na auséncia e na presenca da sacarose dissolvida em
tampao Mc llvanes (Tabela 4). A massa do CG e o volume de OM foram mantidos

constantes em 150 mg e 50 L.
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Tabela 4 — Composicdo dos eletrodos de pasta de carbono modificados com
levanasacarase. Para variagao do pH foi utilizado tampao Mc llvanes. Os
picos de densidade de corrente anddicos foram determinados para o
potencial de 0,3 V. A quantidade de CG foi mantida constante em 150
mg e de OM em 50 pL.

Ensaio EB pH Sa(c::lll\'no)se
; 5.0 180
2 100 6,0 180
2 70 180
; 5.0 180
190 200 6,0 180
2 o [
s so | 00
12 300 60 180
i o | 0

4.4.3 Avaliagao da Eficiéncia do Biossensor

Para avaliar a influéncia da concentracdo da levanasacarase de B.
subtilis Natto e da sacarose na eficiéncia do biossensor foi realizado um DCCR 22
com 3 pontos centrais € 4 pontos axiais conforme descrito na Tabela 5, com as
variaveis independentes: (X4) volume de EB (50, 100 e 150 mM) e (X2) concentagéo
do substrato (50, 100 e 150 pL) em tampao Mc llvanes pH 6,0.

Uma vez que a concentracdo do substrato na atividade da
levanasacarase imobilizada nao foi significativa em nivel de 5%, foi avaliada a
influéncia das concentragdes de agente biologico em 50, 100, 150, 200, 250 e 300
ML de EB na sensibilidade do biossensor, mantendo constante o pH em 6,0 e a

concentracido do substrato em 100 mM.
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Tabela5— DCCR 22 para avaliar a influéncia das variaveis independentes: (X1)
volume de EB e (Xz) concentragcdo do substrato na sensibilidade do

biossensor.
Variaves Codificadas | Variaves Decodificadas
Ensaio X, X, EB Substrato

(pL) (mM)

1 - - 50 50

2 - + 50 150

3 + - 150 50

4 + + 150 150

5 -1,41 0 29,5 100

6 +1,41 0 170,5 100

7 0 -1,41 100 29,5

8 0 +1,41 100 170,5

9 0 0 100 100

10 0 0 100 100

11 0 0 100 100

4.4.4 Caracterizagao Eletroquimica do Eletrodo Modificado com Levanasacarase

Para verificar a especificidade da levanasacarase pela sacarose as
concentragcdes de sacarose em tampao Mc llvanes pH 6,0 variaram entre 10 e 500
mM. A constante de Michaelis-Menten aparente (Km 4p) foi determinada utilizando as
densidades de corrente obtidas em E = 0,3 V utilizando o médoto de Lineweaver-

Burk.

4.4.5 Aplicagao do Biossensor

O biossensor contendo a levanasacarase imobilizada foi utilizado na
determinacgao de sacarose em refrigerante tipo guarana e suco de abacaxi a base de
soja. Aliquotas de 150 pL de guarana e 200 pL de suco de abacaxi foram
transferidas para a célula contendo 20 mL da solugéo tampao Mc llvanes pH 6,0.

Os dados nutricionais fornecidos pelo fabricante nas embalagens destacam
somente o valor dos acucares contidos nos liquidos. Para determinar a quantidade
de sacarose, os agucares totais e os agucares redutores foram quantificados através
dos métodos Dubois et al. (1956) e Somogyi (1952) e Nelson (1944)
respectivamente. A diferenca correspondeu a quantidade de sacarose, e esse valor

foi confrontado com o obtido pela analise com o biossensor.
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4 4.6 Medidas Eletroanaliticas

As medidas voltamétricas foram realizadas em célula de vidro
contendo 20 mL de tampao Mc llvanes pH 6,0 em um intervalo de potencial 0 a 1,0

V. Os testes foram realizados com velocidade de varredura de 0,05V s
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producédo de levanasacarase por B. subtilis Natto € induzida pela
presenca de sacarose, dissacaridio utilizado como fonte de carbono pelo micro-
organismo e substrato pela enzima para a sintese de levana. Diversos fatores
influenciam a producéo desta enzima, dentre eles a composi¢cao do meio de cultivo,
o pH e oxigenagao. A composi¢cao correta do meio de cultivo € de grande
importancia para a produgao de produtos biotecnoldgicos, e neste caso, os trabalhos
de Calazans et al. (2000) e Euzenat, Guilbert e Combes (1996) foram uteis para
fornecer tais conformacoes.

Apesar de existirem estudos de otimizacédo da producéo de levana, a
obtengcdo da levanasacarase tem sido realizada de forma empirica. O estudo
convencional da influéncia de varios fatores na obtencdo de produtos
biotecnolégicos demanda tempo e varias analises sdo necessarias, e para explorar
simultaneamente todos esses fatores foi empregada a metodologia de superficie de

resposta, uma ferramenta estatistica.

Os resultados estdao apresentados na forma de artigos cientificos:

Artigo A — “Produgédo e caracterizagéo de levanasacarase e levana
de Bacillus subtilis Natto”. Sera submetido a revista “Carbohydrate Polymers”

(normas de publicagdo no Anexo B).

Artigo B — “Construgdo de biossensor potenciométrico de
levanasacarase para deteccao de sacarose”. Sera submetido a revista “Biosensors

and Bioelectronics” (normas de publicagdo no Anexo C).
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APLICAGAO DA METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA NA
PRODUGAO DE LEVANASACARASE DE BACILLUS SUBTILIS NATTO E
CARACTERIZAGAO ENZIMATICA

Bruna C. M. Gongalves1; Janaina Mantovan?, Siliane D. Berté?, Maria E. R.

Duarte®, Dionisio Borsato®, Mara L. L. Ribeiro?, Maria A. P. Colabone-Celligoi*

Resumo

A levanasacarase é uma frutosiltransferase que utiliza a sacarose como substrato
para a sintese de levana, um biopolimero com ampla aplicacdo industrial. Este é o
primeiro trabalho que relata a otimizagéo da producéo de levanasacarase utilizando
metodologia de superficie de resposta. A producéo de levana das fermentagdes foi
acompanhada paralelamente a produgado da enzima, com obtencao de até 205 g/L
de exopolissacarideo, rendimento mais alto do que o observado por outros autores,
e com potencial otimizagao. A levanasacarase se demonstrou termo-estavel e termo-
ativa a 30°C. A temperatura e o pH 6timos para a atividade foram 50°C e 6.0 e 0 K,
= 313 mM, indicando baixa especificidade pelo substrato. O Na,SO, adicionado ao
cultivo inibiu o crescimento do micro-organismo e aumentou a atividade da enzima e
a producao de levana. Também estimulou a atividade da enzima. Este estudo revela
uma cepa potencial produtora de levana e uma enzima com caracteristicas
interessantes para aplicagdes industriais.

Palavras-chave: Levana. Levanasacarase. Superficie de resposta.
Exopolissacarideo. Bacillus subtilis Natto. Caracterizacao.

1 INTRODUGAO

A levanasacarase (LS) € produzida por bactérias gram-positivas,
como B. subtilis (Dedonder, 1966), Lactobacillus reuteri (Van Hijum et al. 2001), e
gram-negativas, como Zymomonas mobilis (Dawes, Ribbons, & Rees, 1966),
Halomonas sp. (Poli et al., 2009), Erwinia amylovora (Ordax et al., 2010),
Pseudomonas syringae e P. chlororaphis (Visnapuu et al., 2011) e alguns fungos,
como Streptococcus mutans (Carlsson, 1970) e Actinomyces viscosus (Pabst, 1977).
O B. subtilis tem sido preferencialmente empregado na obtencéo da levanasacarase,

pois € uma bactéria encontrada naturalmente no solo, sendo considerado um

' Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina,

Parana, Brasil. Contato autor: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Universidade
Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana, Caixa Postal 6001, Brasil. Tel.: +55 43 3371 4513
E-mail: macelligoi@uel.br (M. A. P. C. Celligoi).

Departamento de Bioquimica, Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba, Parana, Brasil.
Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parand, Brasil.
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modelo de estudo para bactérias gram-positivas, devido ao grande conhecimento
das suas caracteristicas genéticas e fisiologicas e por nao apresentar
patogenicidade, ndo colonizar tecidos e possuir boa capacidade de formagdo de
esporos (Harwood, 1992). Nos campos industrial e biotecnoldgico o emprego do B.
subtilis tem sido muito atrativo por seu grande potencial de multiplicagdo e de sua
capacidade de secretar proteinas no meio extracelular (Brooks, Butel, & Morse,
2000). A variedade B. subtilis Natto € comumente utilizada no preparo do natto, um
alimento fermentado a base de soja, tipico da culinaria japonesa ha mais de 1000
anos (Wei & Chang, 2004).

Devido as varias aplicagbes da levana (LN), um exopolissacarido
produzido pela enzima levanasacarase, estudos empiricos relacionados a producao
desta enzima tém sido desenvolvidos. Este tipo de estudo é demorado e requer um
numero grande de experimentos, pois devem ser avaliadas varias condigbes de
fermentagdo, uma vez que a sintese desta enzima pelo micro-organismo é afetada
sinergicamente por uma série de fatores. Uma alternativa bastante promissora e que
vem sendo empregada para a otimizacdo da produgdo de enzimas (Théodore &
Panda, 1995; Wang, Chiu, & Hsieh, 2009), e polissacarideos como a LN (Borsari et
al., 2006; Melo et al., 2007) é a metodologia de superficie de resposta (MSR), uma
ferramenta estatistica que visa estudar, de maneira conjunta, diferentes condi¢des
em um numero reduzido de experimentos (Fleuri & Sato, 2008).

O primeiro estudo de producido e purificagcdo de LS de B. subtilis
disponivel foi publicado em 1966, por Dedonder. Na década de 80, Lyness e Doelle
(1980, 1981, 1983) avaliaram a produgao da enzima por Z. mobilis e os resultados
demonstraram que a taxa de hidrélise de sacarose € dependente da temperatura,
concentragdo de sacarose e pH. Cote (1988) investigou a producédo de
levanasacarase por Erwinia herbicola NRRL B-1678 e testou o efeito de varias
fontes de carbono (sacarose, glicose, frutose, sorbitol e manitol) e fontes de
nutrientes industrializadas (caldo nutriente desidratado e milhocina) na secragédo da
enzima, observando redugédo do crescimento do micro-organismo e da producgao da
enzima em presenca de frutose, ja em presenca de glicose, a atividade da
levanasacarase atingiu o valor maximo ap6s o a fase estacionaria. Os maiores
niveis de levanasacarase foram obtidos em meio de cultivo composto por milho
macerado e sorbitol, seguido do meio composto por frutose em caldo nutriente ou

milho macerado, e a sacarose nao foi necessaria para a secrecao extracelular da
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enzima. Estudos recentes relatam que a variagcédo das fontes de carbono e nitrogénio
adicionadas ao meio de cultivo também levou a variagdes na produgao da enzima,
possibilitando o controle da quantidade de exopolissacarideo sintetizado, reduzindo
a viscosidade do meio de cultivo e facilitando a purificagdo da enzima (Abdel-Fattah,
Mahmoud, & Esawy, 2005). A atividade da LS pode ser inibida por glicose e
temperaturas acima de 45°C (Donot et al., 2012). Apesar da maioria dos trabalhos
publicados empregarem a fermentagdo submersa para a produgédo da LS, Ahmed
(2008) obteve sucesso na produgéo desta enzima por fermentagdo em estado sélido
utilizando residuos agricolas como substrato (cascas de laranja e de limdo e
residuos de serragem, banana e farelo de trigo) com altos rendimentos.

A LN é polimerizada a partir de residuos de frutose unidos por
ligacbes B-(2—6) na cadeia linear, e por ligagdes B-(2—1) nas ramificagdes, que
podem apresentar diversos graus. Possui aplicagdes na area terapéutica, devido a
sua acao antiviral (Esawy et al., 2011), atividade antidiabética (Dahech et al., 2011)
e antitumoral (Yoo et al., 2004). A atividade antitumoral esta relacionada a massa
molecular da sua cadeia (Calazans et al., 2000), e o tamanho da cadeia pode ser
regulado pela forga ibnica do meio (Tanaka, Oi, & Yamamoto, 1979). Nas industrias
de alimentos é empregada como fonte de frutose, na producdo de fruto-
oligossacarideos (FOS) (Kang et al.,, 1999), agente estabilizante e encapsulante,
fixador de cores e sabores (Calazans et al., 1997, Bekers et al., 2002), entre outros.
Uma das principais fungdes da levana para o micro-organismo produtor é atuar
como reserva energética e em mecanismos de protecdo, pois em condigcoes
limitantes as levanases sao ativadas e hidrolisam o polimero; o produto da quebra
atua como fonte de carbono para substituir as fontes intracelulares escassas
(Bergeron, Morou-Bermudez, & Burne, 2000).

Neste trabalho foi realizada a otimizagcao da producédo de LS de B.
subtilis Natto através do delineamento Box e Behken, acompanhando paralelamente
a producdo de levana nos ensaios. A partir da condicdo otimizada foi avaliada a
influéncia dos sais KCI, NaCl e Na;SO,; na produgdo da enzima, com
acompanhamento da producao da levana e biomassa. A enzima foi parcialmente
caracterizada quanto a temperatura e pH o6timos, estabilidade térmica, efeito dos

sais na atividade e o K, foi determinado.

2 METODOS
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2.1 MICRO-ORGANISMO, MEIO DE CULTIVO E INOCULO

B. subtilis Natto foi isolado no Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina e identificado pela Fundagao
André Tosello e preservado em meio de cultivo contendo (g/L): peptona, 50; extrato
de carne, 30; agar, 20 e incubado a 37 °C durante 48 h e estocado a 4 °C. O indculo
foi preparado por fermentagdo em batelada em meio de cultivo composto por (g/L):
sacarose, 100; extrato de levedura, 2; KH,PO4, 2; (NH4)2S0O4, 1; MgSO4 (7H20), 0.5
(Calazans et al., 2000), em frascos Erlenmeyer de 150 mL com 25 mL de meio. Os
meios de cultivo foram autoclavados a 1 atm durante 15 min e inoculados com B.
subtilis Natto, incubado a 37°C, 150 rpm durante 48 h. Os cultivos foram
interrompidos por centrifugagdo 9050 x g durante 15 min a 4°C. As células
separadas foram ressuspensas em NaCl 0,9 % (p/v) e utilizadas na concentragao de

0.2 g/L para todas as fermentagdes.
2.2 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DA LS ELN

Para otimizar a producao da LS foi utilizado o modelo estatistico Box
e Behnken 23, variando as condi¢cdes de fermentacido: concentracdo de sacarose
(200 a 300 g/L), pH (5.5 a 9.5) e agitagao (160 a 240 rpm) (Tabela 1).

As fermentacdes foram realizadas em batelada em meio de cultivo
contendo (g/L): extrato de levedura, 2; KHy,POy4, 1; (NH4)2SO4, 3; MgSO4 (7H20), 0,6;
MnSQy, 0,2; citrato de aménio, 0,25 (Euzenat, Guibert, & Combes, 1997 modificado)
em frascos Erlenmeyer de 150 mL contendo 25 mL de meio e autoclavados a 1 atm
durante 15 min. As fermentagdes seguiram as condigdes apresentadas na Tabela 1.
Os cultivos foram interrompidos apds 24 h por centrifugagao 9050 x g durante 15
min a 4 °C, e o sobrenadante foi utilizado como fonte de LS e para determinacéo de
LN.

As variaveis respostas estudadas Y; (atividade da LS) e Y;
(producdo de levana) foram analisadas com o programa STATISTICA 7.0 com

intervalo de confianca de 5%.
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2.3 EFEITO DE SAIS NA PRODUCAO DA LS

A partir da condigdo otimizada de produgéo da LS foram realizados
novos cultivos para avaliar a influéncia dos sais NaCl, KCl e Na;SO4 (0.2 a 0.8 M) na

producéo da enzima.
2.4 BIOMASSA

A biomassa obtida apds a interrupcao dos cultivos foi ressuspensa
em solugado salina (NaCl 0.9%), determinada por turbidimetria a 400 nm e

relacionada com a curva de biomassa em g/L.
2.5 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA LS

A LS foi caracterizada quanto a temperatura e pH o6timos,

estabilidade térmica, efeito dos sais na atividade enzimatica e o K, foi determinado.
2.5.1 DETERMINACAO DA TEMPERATURA E PH OTIMOS

Para a determinagao da temperatura e do pH étimos foi utilizado o
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2% com 4 pontos axiais e 2
repeticdes no ponto central (Tabela 3). A mistura reacional foi incubada com tampao
citrato e tampao tris aminometano variando os valores de pH entre 3.2 e 8.8 e as

temperaturas entre 29 e 71°C. As atividades foram determinadas segundo item 2.7.
2.5.2 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica da LS foi avaliada incubando a enzima em
diferentes temperaturas (30, 50, 70 e 90°C) por 16 h e 30 e 50°C por 10 dias. Os
experimentos foram realizados em triplicata, as atividades foram determinadas

segundo item 2.7 e os resultados expressos em porcentagem de atividade residual.
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2.5.3 Efeito de Diferentes Sais na Atividade da LS

O efeito dos sais NaCl, KCI, ZnCl,, BaCl,, CaCl,, MnCly, Na;SOy,
FeSO,4, CuSO4 (0.2 a 0.8 M) na atividade da LS foi determinado pela solubilizagdo
do sal no tampao utilizado na mistura reacional com incubagéo durante 2 h a 30°C.

As atividades foram determinadas segundo item 2.7.

2.5.4 Especificidade da LS pelo Substrato Sacarose

A especificidade da LS pelo substrato sacarose foi estudada
variando a concentragdo da solugdo de sacarose da mistura reacional entre 0.1 a
2.0 M em pH 6.0 a 50 °C durante 2 h de incubagdo. A partir dos resultados foi
determinada a constante de Michaelis-Menten (K.,) pelo método de Lineweaver-
Burk.

2.6 DETERMINACAO DE LV

A levana foi precipitada do sobrenadante com 3 volumes de etanol
absoluto por 12 h a 4 °C, centrifugada 18060 x g por 20 min a 4°C e hidrolisada com
HCI 0.1 M durante 1 h a 100°C (Viikari & Gisler, 1986). A solugdo resultante foi
neutralizada com NaOH 2 M e os acucares redutores foram determinados de acordo
com Somogyi (1952) e Nelson (1944).

2.7 ATIVIDADE DA LS

A atividade da levanasacarase foi determinada pela formacao de
levana através da mistura reacional contendo 250 uL de sobrenadante, 250 uL de
sacarose 1 M e 500 yL de tampao acetato (50 mM, pH 5) e incubada a 30 °C
durante 2 h (Ananthalakshmy & Gunasekaran, 1999). A levana foi estimada apds
precipitacdo com etanol absoluto e hidrolisada segundo item 2.5. Uma unidade de
atividade (UA) foi expressa como a quantidade de enzimas necessaria para

polimerizar 1 ymol de agucar redutor em 1 min nas condigdes experimentais.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 PRODUCAODELS ELV

De acordo com a Tabela 1, as atividades da LS de B. subtilis Natto
variaram de 1.20 a 8.53 UA/mL e as maiores atividades observadas foram 8.45, 8.47
e 8.53 UA/mL nos ensaios 5 (200 g/L, pH 7.5, 160 rpm), 8 (300 g/L, pH 7.5, 240 rpm)
e 6 (300 g/L, pH 7.5 e 160 rpm), respectivamente. A analise dos ensaios 6 e 8 indica
um aumento de somente 1% da atividade com a reducao da velocidade de agitagao
de 240 para 160 rpm. Atividades mais altas para LS de B. subtilis foram observadas
por Abdel-Fattah, Mahmoud &, Esawy (2005) que estudaram a producdo da enzima
utilizando sacarose e glicose como fonte de carbono para o micro-organismo,
obtendo 14.5 e 14.1 UA/mL, respectivamente, em incubadora estatica a 30°C
durante 24 h. Cote (1988) investigou a producao LS por Erwinia herbicola NRRL B-
1678, avaliando o efeito de varias fontes de carbono e de nutrientes industrializadas
e a maior produgao de LS foi em meio de cultivo composto por milho macerado e
sorbitol, com atividade de 0,7 U mL™", valor 92% mais baixo do que os observadas
neste estudo. O pH 7.5 foi o mais favoravel neste estudo para a producéo da enzima
e as menores producdes foram observadas em pH 9.5, concordando com o estudo
de Lyness & Doelle (1983) e Doelle & Greenfield (1985), que relatou que valores de
pH acima de 8.0 inibem a produgdo de LS por Z. mobilis. Por outro lado Castillo &
Lopez-Mungia (2004) relatam que a LS é produzida em ambiente extracelular com
pH acido, contrariando este estudo, e além de afetar a produ¢do da enzima, o pH
também influencia as atividades hidrolase e polimerase, pois em valores abaixo de
6.0 predomina a sintese de levana, e acima de 7.0, a hidrdlise da sacarose e sintese
de FOS (Goldman et al., 2008).
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Tabela 1 — Producgdo de LS e LV pelo B. subtilis Natto utilizando o Delineamento
Box e Behnken 2° para avaliar a influéncia da concentracdo de
sacarose, pH e agitacado na atividade da LS e produgéo de LV.

Ensaio Niveis Respostas
Sacarose Agitacao AE Produgdo

pH Levana

(g/L) (rpm) (UA/mL) (mg/mL)

1 200 55 200 6.06 133.33
2 300 55 200 4.66 188.74
3 200 9.5 200 1.20 20.23
4 300 9.5 200 1.36 26.67
5 200 7.5 160 8.45 101.63
6 300 7.5 160 8.53 195.51
7 200 7.5 240 5.56 93.40
8 300 7.5 240 8.47 194.71
9 250 55 160 6.65 180.75
10 250 9.5 160 2.62 28.46
11 250 5.5 240 7.35 205.92
12 250 9.5 250 1.61 78.64
13 250 7.5 200 7.48 162.12
14 250 7.5 200 7.31 157.93
15 250 7.5 200 7.21 144.38

Os resultados experimentais foram analisados utilizando o programa
STATISTICA 7.0 e, a partir da andlise da regressédo para atividade enzimatica, foi

possivel definir o modelo polinomial de segunda ordem:
¥ =733+ 022y, — 2.24x, — 0,41y, — 0.41lx] — 5.60x7 4+ 0.83x] (Eq 1)

onde Y é a atividade enzimatica (UA/mL), x4, X2 € X3 S&0 as variaveis
concentracao de sacarose, pH e agitagao.

O coeficiente de determinacdo (R?) foi 0.97, indicando que a
equacao pode ser utilizada para fins preditivos. Na Tabela 2 é possivel observar que
os valores de F calculado para os termos lineares e quadraticos, na produg¢ao de LS
de B. subtilis sdo aproximadamente 5 vezes maior do que os de F tabelado para a
distribuicdo de F, com os seus respectivos graus de liberdade em nivel de 5%,
indicando que o modelo esta ajustado e descreve as respostas em fungédo das
variaveis analisadas. A melhor condigao para a producao de levanasacarase foi 300
g/L de sacarose, pH 7.5 e 160 rpm, com atividade predita de 8.53 UA/mL refletindo

em uma alta producéo de levana (195.51g/L).
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Tabela 2 — Anadlise de variancia para a atividade da LS de B. subtilis Natto.

GL SQ QM Fcal Ftab 5%
Regressao 9 102.9204 11.4356 16.4840 477
Linear 41.8968 13.9656 20.1301 5.41
Quadratico 51.1539 17.0513 24.5788 5.41

3
3
Interacao 3 9.8697 3.2899 4.7423 5.41
Erro experimental | 5 3.4687  0.69374

Total SQ

—_

4

A Figura 1a apresenta a superficie de resposta, gerada a partir dos
resultados da Tabela 1 pelo modelo polinomial, podendo observar que existem dois
6timos de produgao da LS influenciados apenas pela agitagao.

Para a produgdo de LV as variaveis significativas (p = 5%) foram
sacarose (p = 0.016484), e pH (p = 0.000608). O modelo pode ser utilizado para fins
preditivos, uma vez que a falta de ajuste nao foi significativa (p = 0.077). A partir dos

dados foi possivel gerar a superficie de resposta relacionando sacarose e pH
apresentada na Figura 1b.

Figura 1 — Superficies de resposta para atividade da LS (a) e para a producgéo de
LV (b).
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As producdes de LV pela LS variaram entre 20.23 e 205.92 g/L
(Tabela 1) e as maiores producdes foram 180.75, 188.74, 194.71, 195.51 e 205.92
gL, obtidas nos ensaios 9 (250 g/L, pH 5.5, 160 rpm), 2 (300 g/L, pH 5.5, 200 rpm), 8
(300 g/L, pH 7.5, 240 rpm), 6 (300 g/L pH 7,5, 160 rpm) e 11 (250 g/L de sacarose,
pH 55 e 240 rpm), respectivamente. As maiores produgbes foram nas
concentragcdes de sacarose mais altas e nos valores de pH mais baixos utilizados,
evidenciando a influéncia positiva da sacarose e do pH acido na producido deste
biopolimero. Esta cepa de B. subtilis Natto é promissora para a producao de LV, pois
apresentou desempenho superior as demais cepas testadas por outros autores. Shih
et al. (2005), obtiveram 50 g/L de LV de B. subtilis Natto em meio de cultivo
contendo 200 g/L de sacarose, e Shih, Chen, & Wu (2010) obtiveram 86.3 g/L de LV
utilizando células imobilizadas de B. subtilis natto em alginato de calcio e apesar do
rendimento ter sido aumentado apds a imobilizagao das células do micro-organismo,
foram respectivamente 75% e 60% menores do que os observados neste estudo. O
B. subtilis também demonstrou melhor desempenho quando comparado ao Z.
mobilis, que produziu 14.67 g/L de LV em estudo de Melo et al. (2007) e 40.14 g/L

de LV em estudo de Borsari et al. (2006), ambos utilizaram planejamento fatorial.

- Efeito de sais na producgéo da LS

A influéncia dos sais NaCl, KCIl e Na,SO, foi avaliada na producao
da LS pelo B. subtilis Natto (Figura 2). Os sais testados induziram o aumento da
atividade e o aumento da producéo de LV. O NaCl induziu em 26 % a atividade da
LS (0.8 M) e em 60 % a producao de LV (0.6 M). Estes dados sdo semelhantes aos
obtidos por Vigants et al. (1998), que observaram o estimulo da sintese de levana
por Z. mobilis na presenca de NaCl, durante a fermentacédo e no sobrenadante apods
a interrupgao do cultivo, aumentando em 1,2 vez a produtividade na concentragéo
de 0.4 M, isto sugere que a enzima foi ativada. Quando utilizado o KCI, houve um
aumento da produgdo da LS em 71% e de LN em 90%, a 0.8 M. O Na,SO4 foi o sal
que se destacou na influéncia da atividade, reduzindo acentuadamente o
crescimento celular e induzindo em 200% a atividade da LS e a producéo de LV em
291.82% (0.4 M), desempenho muito interessante para as industrias, por oferece
alto rendimento de enzima e biopolimero, com baixo crescimento microbiano,

facilitando a separacao da biomassa.
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Figura 2 — Efeito dos sais NaCl, KCI e Na,;SO4 no crescimento do B. subtilis Natto
(linhas continuas) produgao de LS (linhas tracejadas) e producéo de LV

(linhas pontilhadas) durante a fermentacéo.
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A condigdo que atingiu a melhor atividade da LS foi pH 6.0 e 50°C

com 5.38 UA/mL correspondendo a média dos pontos centrais (Tabela 3). O pH e a

temperatura foram significativos (p < 0.05), porém influenciaram negativamente a

atividade da LS.

Tabela 3 — Atividade da LS de B. subtilis Natto por DCCR 22, com 2 repeticdes no
ponto central, para avaliar a influéncia do pH e da temperatura.

Niveis dos fatores Resposta
Ensaio Temperatura AE

PH (°c) (UA/mL)
1 4.0 35 2.11
2 4.0 65 1.47
3 8.0 35 1.45
4 8.0 65 1.40
5 3.2 50 0.60
6 8.8 50 1.54
7 6.0 29 4.80
8 6.0 71 3.13
9 6.0 50 517
10 6.0 50 5.38
11 6.0 50 5.61
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Os dados foram tratados estatisticamente e na superficie de
resposta (Figura 3) gerada pelo modelo observa-se que as condigdes 6timas para a
atividade da LS sdo pH 6.0 e temperatura 50°C. O pH interfere na atividade
enzimatica pois altera a distribuicdo de cargas elétricas da enzima, influenciando a
conformacao de seu sitio ativo e, consequentemente a sua interagdo com o
substrato. A maioria das LS estudada possue pH 6timo entre 5.5 e 6.0 (Yanase et
al., 1992; Ammar et al., 2002; Park et al., 2003; Paul et al., 2011). Goldman (2008)
estudou a levanasacarase de Z. mobilis e observou que existe em duas formas
ativas, dependentes do pH e da forga ibnica. Em valores de pH acima de 7.0 a
proteina se apresenta na forma dimérica, e abaixo de 6.0, forma microfibrilas bem
ordenadas. Estas formas se interconvertem com a alteragdo do pH e a forma como a
enzima se arranja afeta a producéo de polissacarideos e as propriedades cinéticas,
de forma que, em pH acima de 7.0 a enzima tende a hidrolisar sacarose e sintetizar
fruto-oligossacarideos ja em pH abaixo de 6.0 catalisa quase exclusivamente a
sintese de levana.

A temperatura 6tima relatada por alguns autores mostra similaridade
com os resultados aqui apresentados, a invertase de Z. mobilis (Yanase et al, 1995),
LS termoestavel de Bacillus sp. TH4-2 purificada (Ammar et al, 2002) e LS de
Bacillus natto estabilizada com glucomanan (Ammar et al. 2002), apresentaram
atividade na faixa de 50°C. Porém a temperatura 6tima das enzimas é dependente
do micro-organismo e das condigdes estudadas, como demonstrado para LS
purificada de Z. mobilis, que apresentou temperatura 6tima na faixa de 5 a 15°C
(YANASE et al, 1992) e para LS purificada de Microbacterium laevaniformans (Park
et al, 2003), nativa de Acetobacter nitrogenifigens (Paul et al., 2011) e purificada de
B. subtilis NRC 33a, a temperatura 6tima foi de 30°C.
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Figura 3 — Superficie de resposta para atividade da LS de B. subtilis Natto para pH

na faixa 3.3 a 8.8 e temperatura na faixa 29 a 71°C.

JCnme

- Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica da LS foi determinada através da atividade
residual em relagdo ao controle, com manutengao da enzima em diferentes tempos
e temperaturas (Figura 4a). Observou-se um aumento de 50% na atividade da
enzima em 30 e 50°C e apds 16 h de incubagdo cerca de 80% da atividade foi
conservada nessas temperaturas. A atividade da LS reduziu em 72% a 70°C e foi
inativada totalmente a 90°C apds 16 h de incubagéo.

A estabilidade da LS foi testada durante 10 dias de incubacao
(Figura 4b), e permaneceu ativa durante todo o teste, com queda gradativa da
atividade, de forma que 30% foi conservada ao final do teste em ambas as
temperaturas. A enzima se mostrou mais estavel a 30°C, havendo um aumento de
50% da atividade durante os primeiros 4 dias. No estudo anterior este incremento
havia sido observado somente na primeira hora, o que pode ser justificado pela
frequente manipulagdo do sobrenadante incubado para a retirada de amostra. Ja a

50°C houve manutengdo da atividade no primeiro dia, quando comparado a amostra
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ndo incubada, com queda acentuada de 40 % no segundo dia, e quedas gradativas

até o décimo dia de incubacgéo.

Figura 4 — Estabilidade térmica da LS de B. subtilis Natto em diferentes
temperaturas em (a) 16 horas de incubacéao e (b) 10 dias de incubacgao.
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- Efeito de sais na atividade da LS

O efeito dos sais em diferentes concentrag¢des foi avaliado para a LS
de Bacillus subtilis (Tabela 4). Os cations bivalentes (BaCl,, CaClz, MnCl,, FeSO4 e
CuSQO4) promoveram inibicao da atividade da enzima, exceto o ZnCl,, que inibiu a
enzima apenas na concentracdo de 0.2 M, e estimulou gradativamente a sua
atividade nas demais concentragdes. A forte inibicdo da atividade da LS de L. reuteri
pelos ios Cu®* e Fe** ja foi reportada e o mecanismo de inibicdo da atividade de
frutosiltransferase por metais € desconhecido e, descordando com este estudo, o ion
Ca*? tem sido descrito como estabilizador da enzima (Van Hijun et al., 2001).

Apesar da LS n&o utilizar metais como cofator, o KCI, ZnCl, e
Na;SO4 demosntraram-se indutores da atividade. O KCl e o ZnCl, promoveram
estimulo de 33% e o Na,SO, de 57%. O NaCl ndo promoveu alteragdes no
comportamento da enzima, indicando um possivel sinergismo entre o metal e o
radical, pois quando ligado ao ion CI’, apresentou pouca influéncia, mas ligado ao

grupamento SO, foi 0 sal com maior influéncia na atividade da enzima.

Tabela 4 — Efeito de diferentes sais na atividade da LS.

Atividade relativa

Concentragao (%)
(M)
NaCl KCI ZnC|2 BaClZ CaClz MnClZ Nast4 FeSO4 CUSO4
0.2 92 94 86 56 77 55 103 63 53
0.4 114 119 112 59 68 56 103 54 74
0.6 105 121 114 73 60 53 121 65 75
0.8 102 133 133 81 56 55 157 66 80

- Especificidade da LS pelo substrato sacarose

O K, foi de 313 mmol™, obtido na condicdo otimizada neste estudo
de pH e temperatura para a atividade da LS, indicando que a enzima possui baixa
afinidade pelo substrato. Os valores de K., reportados na literatura variam de 4.0 e
160 mM, para B. subtilis e Bacillus megaterium os valores encontrados foram 4.0 € 6
mM respectivamente (Gay et al., 1983, Van Hijun et al., 2000, Homann et al., 2007),
para Gluconobacter diazotrophicus, 11.8 mM (Hernandez et al., 1995), Z. mobilis,
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122 mM (Yanase et al., 1992) e Pseudomonas s. phaseolicola, 160.0 mM (Hettwer et

al., 1995)

Figura 5 —Determinacdo da Constante de Michaelis-Menten (K,) da LS de B. subtilis
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Conclusoes

O B. subtilis Natto demonstrou ser uma cepa eficiente na produgao
de levana, pois apresentou desempenho superior quando comparado as cepas
testadas nos demais trabalhos, alcangando rendimentos até 75% mais altos.

A avaliacao da influéncia dos sais NaCl, KCl e Na;SO4 na produgéao
da enzima indicou que todos promoveram aumento da atividade da LS e da
producado de LV, com inibicdo do crescimento celular, com destaque para o Na,SO4
que inibiu em 80% o crescimento do micro-organismo, facilitando a separagédo das
células e obtencao do biopolimero e da enzima, aumentou em 100% a atividade da
LS e em 200% a producdo de LV. A influéncia de sais na atividade da enzima
também foi testada e, apesar da LS nao utilizar metais como cofator, o KCI, ZnCl, e
Na,SO4; demosntraram-se indutores, o NaCl nao promoveu alteragdes no
comportamento da enzima, indicando um possivel sinergismo entre o metal e o
radical, e os demais sais, todos compostos por ions bivalente, inibiram a atividade.

A enzima pode ser considerada termoestavel, pois se manteve ativa
durante 4 dias a 30°C, com pequenas quedas de atividade a 50°C, mantendo 20%
de atividade apds 10 dias.

Os resultados aqui obtidos demonstram que a cepa de B. subtilis
Natto é promissora, devido a possibilidade de otimizagcédo da producédo de LV e que a
LS é termoestavel e termoativada a 30°C, com potencializagédo da sua produgédo pelo
micro-organismo quando adicionado Na;SO,4 ao meio de cultivo. Este sal também se

demonstrou indutor da atividade da enzima.
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Resumo

Biossensores enzimaticos tém sido explorados na &rea biotecnolégica para
monitorar substratos, produtos e intermediarios, e para detectar e quantificar
substancias de uma forma simples e de baixo custo. Este € o primeiro relato de
biossensor desenvolvido a partir da imobilizagdo da enzima levanasacarase para
detecgao de sacarose. A enzima foi fisicamente imobilizada em pasta de carbono e
as suas caracteristicas cinéticas foram avaliadas. O pH 6timo da enzima imobilizada
foi 6,0, coincidindo com o pH 6timo da enzima livre. A concentragdao de enzima
utilizada foi significativa na construgdo do biossensor, porém a concentragdo de
substrato ndo apresentou significancia no desempenho do eletrodo de trabalho. A
imobilizagdo da enzima diminuiu a sua afinidade pelo substrato (K, ap. = 8,33 mol L)
quando comparada a enzima livre (Km = 3,13 mol L™"). A aplicacdo do biossensor
para a quantificagcdo de sacarose em suco de fruta e refrigerante foi bem sucedida,
com bom desempenho do equipamento.

Palavras-chave: Bacillus subtilis Natto. Biossensor. Levanasacarase. Pasta de
carbono.

1 INTRODUGAO

Devido a demanda produtiva das grandes industrias, analises
rapidas, precisas e de baixo custo tém sido priorizadas. Os equipamentos
convencionais e de alta precisao, tais como HPLC, UPLC, CG, exigem méao de obra
técnica especializada, aparato especifico e tempo para que as analises sejam
processadas. O emprego de biossensores nessa area tem sido promissor, por se
tratar de um equipamento de baixo custo, facil construcéo e capaz de proporcionar
analises rapidas com resultados precisos devido a sua alta seletividade,
possibilitando o monitoramento de substratos, produtos e intermediarios (Scheper,
1992, Rossato et al., 2001; Alfaya, 2002).
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Parana, Brasil. Contato autor: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Universidade Estadual
de Londrina (UEL), Londrina, Parana, Caixa Postal 6001, Brasil. Tel.: +55 43 3371 4513 E-mail:
macelligoi@uel.br (M. A. P. C. Celligoi).
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Com desenvolvimento do primeiro biossensor de pasta de carbono
em 1988, construido a partir da imobilizagdo da enzima glicose-oxidase em carbono
grafite e 6leo mineral, diversos pesquisadores se direcionaram para este campo,
devido a facilidade de obtencédo do suporte e rapidez do processo de imobilizagao
por adsorcao fisica, e por este processo poder ser aplicado a uma série de enzimas.
Bagal-Kestwal et al. (2008) descreve desvantagens como disponibilidade limitada da
enzima, alto custo para sua purificagdo e baixa estabilidade da enzima pura em
solugédo durante a estocagem. Fatibello-Filho e Vieira (2002) descrevem o emprego
de tecidos vegetais e extratos brutos para a construgdo de biossensores, pratica
extremamente econbmica e que geralmente possui tempo de vida superior aos
métodos que utilizam enzimas purificadas, visto que as enzimas naturalmente
imobilizadas s&o mais estaveis e geralmente possuem seu cofator disponivel.

A imobilizacdo de levanasacarase por adsorgédo fisica, ligacao
ibnica, ligacdo covalente e aprisionamento, visando maiores rendimentos de
producdo de levana a partir da sacarose, tém sido descritos por alguns
pesquisadores (Chambert e Petit-Glatron, 1993; lizuka, et al., 1993; Jang et al.,
2001; Esawy et al., 2008; El-Rafai et al., 2009), porém este é o primeiro estudo que
descreve a aplicagao da levanasacarase em biossensores.

A levanasacarase é uma frutosiltransferase, capaz de produzir
levana a partir da hidrélise da sacarose, empregando a energia da ligagao
glicosidica para formar ligagdes frutosidicas. Isto ocorre através da transferéncia de
residuos de frutose a um aceptor (Castillo e Lopez-Mungia, 2004), que pode ser a
agua, alcodis, rafinose ou outros mono e dissacarideos, levana e fruto-
oligossacarideos (FOS) (Le Gorrec et al., 2002).

O armazenamento da energia de reagao proveniente da hidrélise da
ligacdo glicosidica da sacarose pela levanasacarase torna possivel a sua
determinacao através da voltametria ciclica, um método simples e rapido para se
obter informagdes sobre processos eletroquimicos, como o potencial formal de uma
reacdo, quando as formas oxidadas e reduzidas da mesma sao estaveis por tempo
suficiente para se obter um voltamograma (Da Silva, 2006).

A deteccado de sacarose por alguns biossensores tem sido estudada.
Rotariu et al., (2002) desenvolveram um biossensor a partir da imobilizacdo de
Saccharomyces cerevisiae e eletrodo potenciométrico de oxigénio e as

determinagdes foram baseadas na atividade respiratéria do micro-organismo para
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determinar sacarose em bebidas. Haghighi et al. (2004) e Soldatkin et al., 2008
desenvolveram biossensores utilizando as enzimas invertase, mutarotase e glicose
oxidase imobilizadas e a deteccdo da sacarose foi baseada na hidrélise deste
agucar pela enzima invertase, a a-glicose resultante era isomerizada a -glicose pela
mutarotase para possibilitar a sua deteccdo pela glicose oxidase. O biossensor
descrito neste trabalho foi desenvolvido de forma simples, a partir da imobilizagao de
somente uma enzima, apresentando resultados satisfatérios neste estudo inicial, e
que podem ser melhorados.

Neste contexto o objetivo deste trabalho foi desenvolver um
biossensor para a deteccdo de sacarose baseado na imobilizacdo da
levanasacarase. A enzima foi imobilizada em pasta de carbono e quimicamente
caracterizada. O biossensor foi aplicado para a quantificacdo de sacarose em

refrigerante e suco de fruta.

2 MATERIAL

2.1 EQUIPAMENTOS E ELETRODOS

Foi realizada uma fermentacdo em batelada em mesa agitadora
orbital e o cultivo foi interrompido em centrifuga refrigerada, para a obtengdo do
sobrenadante como fonte de enzimas.

As medidas espectrofotométricas para a determinagao da atividade
da levanasacarase foram obtidas empregando um espectrofotdmetro, utilizando
cubeta de acrilico de 1,00 cm de caminho 6tico.

As medidas de voltametria ciclica foram obtidas utilizando-se um
potenciostato PalmSens e célula de vidro, sem compartimento divisério, com
capacidade de 30 mL, com tampa de PVC com orificios circulares para encaixe dos
eletrodos e adicdo das solugdes.

Os eletrodos de trabalho utilizados foram construidos a partir da
imobilizacdo da levanasacarase em uma seringa de plastico de 1 mL (seringa clinica
para insulina), modificada com um fio de cobre acoplado ao émbolo e ligado a uma
secgao de grafite para o contato externo. O contato entre o fio de cobre e a secgéo
de grafite foi melhorado pela aplicagédo de uma tinta condutiva (Condumax plus). O

contra-eletrodo usado foi de platina e o de referéncia Ag/AgClI (KCI 3,0 M).
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2.2 REAGENTES E SOLUCOES

Para o preparo do tampao Mc llvanes foram utilizadas solugdes de
acido citrico 0,1 M, solucao de fosfato de sddio dibasico 0,2 M e sacarose comercial.
Os reagentes utilizados pertencem sao das marcas Chemco e Synth.

Para a construgcao dos biossensores foram utilizados pé de carbono

grafite (CG), Fluka e 6leo mineral comercial (OM), Nujol, Unido Quimica.

3 METODOS

3.1 OBTENCAO E QUANTIFICACAO DA LEVANASACARASE

O micro-organismo utilizado para a produg¢ao da levanasacarase foi
o Bacillus subtilis Natto, isolado no Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da
Universidade Estadual de Londrina e identificado pela Fundagao André Tosello.

A levanasacarase foi obtida por fermentagcdo em batelada em mesa
agitadora orbital durante 24 h a 37 °C nas condicdes 250 g L™ de sacarose, pH 7,5 e
160 rpm conforme condigdo previamente otimizada (dados nao disponiveis). O
cultivo foi interrompido por centrifugagdo a 9050 x g durante 15 min, onde as células
do micro-organismo foram decantadas e o sobrenadante foi denominado de extrato
bruto (EB) e utilizado como fonte de enzimas.

A atividade enzimatica foi determinada segundo Ananthalakshmy e
Gunasekaran (1999), onde uma unidade de atividade de polimerizagao foi expressa
como a quantidade de enzimas necessaria para polimerizar 1 ymol de acucar

redutor em 1 min sob as condi¢des experimentais.

3.2 COMPOSICAO DA PASTA DE CARBONO

A ordem de adicdo dos componentes para a confecgao da pasta de
carbono e o desempenho da enzima imobilizada frente ao substrato sacarose foram
avaliados. A primeira pasta foi preparada através da maceragao em grau de 150 mg
de CG e 50 pL de OM com pistilo por 10 min, seguido da adicdo de 200 uL de EB e
maceracao por mais 20 min, quando a pasta adquiriu uma consisténcia adequada e

homogénea. A segunda pasta foi preparada através da maceragcdo em grau de 150
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mg de CG e 200 pyL de EB com pistilo por 10 min, seguido da adigao de 50 uL de
OM e maceragao por mais 20 min. Imediatamente apds o preparo cada pasta foi
colocada na extremidade do eletrodo de trabalho. Foi utilizado tamp&o Mc llvanes
pH 6,0.

3.3 AVALIACAO DO PH NA EFICIENCIA DO BIOSSENSOR

Para o estudo do pH, da concentracido da levanasacarase e do
substrato na funcionalidade do eletrodo de trabalho foram realizados 18 ensaios
variando o volume de EB em 100, 200 e 300 yL e o pH em 5,0; 6,0 e 7,0, na
auséncia e na presenga de sacarose, dissolvido em Tampao Mc llvanes. A massa
do CG e o volume de OM utilizados para o preparo das pastas foram mantidos

constantes em 150 mg e 50 yL para todos os eletrodos em estudo testados.

3.4 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE LEVANASACARASE E SUBSTRATO NA EFICIENCIA DO
BIOSSENSOR

Para avaliar a influéncia da concentracdo da levanasacarase de B.
subtilis Natto e da sacarose na eficiéncia do eletrodo de trabalho foi realizado um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2? com 3 pontos centrais e 4
pontos axiais, com as variaveis independentes: (X;) concentragdo do agente
bioldgico (29,5 a 170,5 L) e (Xz) concentragado do substrato (29,5 a 170,5 mM) em
tampéao Mc llvanes pH 6,0.

3.5 CARACTERIZAGAO ELETROQUIMICA DA LEVANASACARASE

Para verificar a especificidade da levanasacarase pela sacarose a
pasta de carbono foi composta por 150 mg de CG, 250 pL de EB, 50 yL de OM e as
concentracdes de sacarose 10 a 500 mM em Tampao Mc llvanes pH 6,0. Com os
valores obtidos foi determinada a constante de Michaelis-Menten aparente (K 4p.) da

enzima.
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3.6 APLICACAO DO BIOSSENSOR

O biossensor construido foi utilizado na determinagao de sacarose
em refrigerante tipo guarana envasado em lata de aluminio de 350 mL e suco de
abacaxi a base de soja envasado em embalagem tetra pak de 1000 mL. Aliquotas
de 0,150 mL de guarana e 0,200 mL de suco de abacaxi foram transferidas para a
célula contendo 20 mL da solugédo tampao Mc llvanes pH 6,0.

Os dados nutricionais fornecidos pelo fabricante nas embalagens destacam
somente o valor dos acucares contidos nos liquidos. Para determinar a quantidade
de sacarose, os agucares totais e os agucares redutores foram quantificados através
dos métodos Dubois et al. (1956) e Somogyi (1952) e Nelson (1944)
respectivamente. A diferenga correspondeu a quantidade de sacarose, e esse valor
foi confrontado com o obtido pela analise com o biossensor.

As medidas voltamétricas obtidas através das analises foram confrontadas
com uma curva de calibragdo construida variando a concentracdo de sacarose de
170 a 330 mM em potencial de 0,3 V (Figura 1).

Figura 1 — Curva de calibracao para determinagao de sacarose.
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3.7 MEDIDAS ELETROANALITICAS

As medidas voltamétricas foram realizadas em célula de vidro
contendo 10 mL de tampao Mc llvanes pH 6,0 em um intervalo de potencial 0 a 1,0

V. Os testes foram realizados com velocidade de varredura de 0,05 V s

Resultados e Discussoes

Inicialmente foi avaliado o perfil voltamétrico dos eletrodos em
estudo em solugdo tampao Mc llvanes pH 6,0 variando a ordem de adicdo dos
componentes durante a confecgdo da pasta de carbono conforme apresentado na
Figura 2. O eletrodo de LS confeccionado pela adigdo dos componentes na ordem:
CG, EB e OM apresentou maior desempenho e pode ser empregado para a
deteccdo de sacarose, pois foi verificado um aumento da densidade de corrente
quando adicionado o substrato ao tampao. A levanasacarase catalisa a hidrolise da
sacarose em glicose e frutose e sintese de levana a partir da polimerizagdo da
frutose resultante e a mudanga da densidade de corrente pode ser explicada pela
oxidacdo da extremidade redutora dos monossacarideos liberados pela enzima apés

a quebra da sacarose.

Figura 2 — Voltamograma ciclico para avaliar a ordem de adi¢do dos componentes
da pasta de carbono.
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Na Tabela 1 estdo apresentadas as densidades de corrente
observada nos voltamogramas ciclicos em funcdo dos diferentes volumes de EB
(100 a 300 pL) incorporados ao CG em tampao Mc llvanes com diferentes valores
de pH (5,0 a 7,0), na auséncia e na presenga de sacarose. Em todos os valores de
pH analisados houve um aumento da densidade de corrente com o aumento da
concentracdo de enzimas, tanto na auséncia quanto na presenca do substrato, e
embora tenha havido queda da densidade de corrente em pH 5,0 e 7,0 em todas as
concentracdes de enzimas quando foi acrescentado o substrato ao tampao, em pH
6,0 houve um incremento dessa densidade quando empregado 200 e 300 pL de EB.
A caracterizagao bioquimica da levanasacarase foi realizada em nossos laboratérios
e o pH o6timo para a atividade enzimatica foi 6,0 (dados nao disponiveis), por esta

razao os demais experimentos foram realizados em pH 6,0.

Tabela 1 — Picos de densidade de corrente para eletrodo de LS em diferentes
valores de pH e concentracdo de enzimas, na presenga e na auséncia
de sacarose, determinados no potencial de 0,3 V.

EB ja
(uL) (uA cm™)
Tampéo Tampéo + Sacarose

pH=5,0

100 198,68 96,11

200 312,86 266,22

300 416,82 393,28
pH=16,0

100 174,49 60,94

200 223,07 323,67

300 326,94 350,35
pH=7,0

100 164,16 67,03

200 249,67 233,42

300 342,08 300,31
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Tabela 2 — Delineamento Composto Central Rotacional 2% para avaliar a influéncia
das variaveis independentes: (x4) concentragdo do substrato e (x2)
volume de EB na sensibilidade do biossensor. Os resultados foram
obtidos no potencial de 0,3 V.

Variaves Codificadas Resposta

Ensaio ]
(WA cm™)
60,84

190,16
52,62
203,69

X1 X2

+

+
+

-1,41
+1,41

OO +

-1,41
+1,41

162,91
135,32
31,69

372,09

OCoONOOOPRhWN -

136,36

138,89

176,94
Niveis
-1,41 -1 0 +1
29,5 50 100 150
295 50 100 150

10
11

Cadigos

OO OOOo
[N Ne]

Fatores 147

170,5
170,5

X4 Sacarose (mM)
X, EB

Para a otimizacdo das condi¢cdes de trabalhos do eletrodo de LS foi
aplicado o DCCR 22 conforme a Tabela 2. Através da analise dos resultados da
analise de variancia (ANOVA) na Tabela 3 observa-se que houve efeito significativo
e positivo para a quantidade de enzimas adicionada a pasta de carbono (p < 0,05). A
concentragéo de sacarose (p = 0,6523) e a interagéo entre as variaveis (p = 0,6796)
ndo foram significativos. O R? (coeficiente de determinacédo) obtido foi 0,87, de
acordo com Joglekar e May (1987) valores acima de 0,80 podem ser considerados

aceitaveis.

Tabela 3 — Analise de variancia e efeitos para o DCCR 2°.

Variaveis SQ GL QM F p
Concentragao de sacarose(L) 142,03 1 142,03 0,2748  0,6525
Concentracao de sacarose(Q) 950,87 1 950,87 1,8398 0,3078
Volume de EB (L) 72540,18 1 72540,18  140,3578  0,0071
Volume de EB (Q) 1015,69 1 1015,69 1,9653  0,2960
1L x 2L 118,27 1 118,27 0,2288 0,6796
Falta de Ajuste 10034,68 3 3344,89 6,4720 0,1368
Erro puro 1033,65 2 516,82
SQ Total 86654,41 10

A superficie de resposta esta representada na Figura 3 na forma da

um plano ascendente, indicando que maiores densidades de corrente foram
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alcancadas em maiores volumes de EB e valores intermediarios do substrato

sacarose.

Figura 3 — Superficie de resposta para densidade de corrente em fun¢do do volume
de EB e concentragao de substrato
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A partir dos resultados obtidos pela metodologia de superficie de
resposta foi realizado um screening e a melhor quantidade de enzimas a ser

incorporada na pasta de carbono foi 250 pL (Figura ).

Figura 4 — Densidade de corrente para diferentes concentracbes de enzima
incorporada na pasta de carbono para constru¢ao do eletrodo de LS.
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O Km ap Obtido foi 8,33 mol L™ (Figura 5). Esta variavel também foi
obtida bioquimicamente (dados ndo mostrados), correpondendo a Ky, = 3,13 mol L™,
indicando que a enzima livre possui maior afinidade pelo substrato, como esperado,
pois somente os sitios ativos presentes na interface pasta de carbono e tampao
permanecem disponiveis, e ainda o 6leo mineral incorporado na pasta de carbono,
por ser um agente apolar, tende a repelir as moléculas de agua, dificultando o

acesso da sacarose solubilizada no tampéao até a enzima.

Figura 5 — Determinacao do K, da levanasacarase imobilizada.
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Segundo as informacgdes nutricionais do fabricante, a quantidade de
acucar no refrigerante corresponde a 100 mg mL™, e no suco de abacaxi, 65 mg mL"
'. As andlises laboratoriais indicaram um teor de 81,87 mg mL™" de acucar total no
refrigerante, dos quais 43,82 mg mL™" correspondem a acucares redutores e 38,05
mg mL" a sacarose; a quantificacdo pelo o biossensor indicou 31,44 mg mL™" de
sacarose (82,63%). As andlises laboratoriais indicaram um teor de 73,93 mg mL™" de
agucares totais, dos quais 47,91 mg mL™ corresponde a agucares redutores e 26,06
mg mL' a sacarose. A quantificagdo pelo biossensor indicou sacarose na
concentragdo de 23,70 mg mL™" (91,10%).
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Conlusoes

Os demais biossensores desenvolvidos para detecgao de sacarose
envolvem um sistema complexo de enzimas para a quebra do acucar e detecgao da
glicose liberada. O biossensor descrito neste estudo é capaz de detectar a sacarose
com a imobilizagdo de somente uma enzima, de forma rapida e facil. O biossensor
apresentou bom desempenho na determinacdo e quantificagdo de sacarose em
suco de fruta e refrigerante, sendo necessarios mais estudos para aprimoramento.

O pH ¢6timo de trabalho observado para a enzima imobilizada foi 6,0,
coincidindo com o da enzima livre. Segundo a anadlise estatistica a quantidade de
enzimas imobilizadas foi significativa, e a concentracédo de substrato n&o apresentou
significancia no desempenho do eletrodo de trabalho. A imobilizagédo da enzima em
pasta de carbono diminuiu a sua afinidade pelo substrato (Km a. = 8,33 mol L

quando comparada a enzima livre (Ky, = 3,13 mol L™).
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CONCLUSOES

A condicao otimizada para a produgao da levanasacarase foi 300 g
L™ de sacarose, pH 7,5 e 160 rpm com atividade de 8,57 UA mL". Embora ja
tenham sido reportadas atividades mais altas na literatura, a produgao de levana por
esta cepa superou as producdes observadas por outros autores para este bacilo,
atingindo rendimentos de até 205.93 g L™, tornado-se uma cepa interessante para
estudos de otimizacdo da producéao deste polissacarideo.

Os cultivos realizados na condicdo otimizada para a avaliagao da
influéncia dos sais NaCl, KCl e Na,SO4 na producao da enzima indicaram que todos
promoveram aumento da produgdo da levanasacarase e de levana e inibiram o
crescimento celular, com destaque para o Na,SO4 que inibiu em 80% o crescimento
do B. subtilis Natto, aumentou em 100% a producdo da enzima e em 200% a de
levana. Apesar da levanasacarase nao utilizar metais como cofator, os sais KCI,
ZnCl, e NaSO4 contribuiram com aumento significativo da atividade enzimatica. O
NaCl ndo promoveu alteragdes no comportamento da enzima, indicando um possivel
sinergismo entre o metal e o seu radical, e os demais sais, todos ions bivalentes,
foram inibidores da atividade. Estudos relatam forte inibicado desta enzima pelos ions
Cu®* e Fe** por mecanismo desconhecido, e descrevem o Ca®* como estabilizador,
descordando deste estudo.

A temperatura e o pH o6timos observados para a atividade da
levanasacarase foram 50°C e 6,0. A enzima foi termo-ativada quando incubada a
30°C e se manteve estavel por 4 dias, com queda gradativa de atividade,
conservando 20% apds 10 dias. A termo-estabilidade também foi observada a 50°C.
O Ky, da enzima (K, = 313 mM) indicou baixa afinidade pelo substrato.

O eletrodo de trabalho do biossensor foi composto por 250 uL de
EB, 50 pL de OM e 150 mg de CG. O pH étimo da enzima imobilizada foi 6,0,
concordando com o da enzima livre, e 0 Ky, 5= 833 mM, indicando que a enzima
imobilizada possui menor afinidade pela sacarose quando comparada com a livre.
As anadlises realizadas com o biossensor para identificacdo de sacarose em
refrigerante e suco de abacaxi foram bem sucedidas, tornando-se uma alternativa

promissora para a quantificacdo deste agucar de forma rapida e econdmica.
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ANEXO A

Relatério Técnico: Identificagao de micro-organismos — colegao de cultutras tropicais

— André Tosello — Campinas, SP

Relatorio Técnico
Servico: [denfificagdo de microrganismos Relatério: 0801200
lI'II'tI"I_H;ﬂ-n: Universidade Estadusl de Londnna _um de Recebmento: 16702008

Sarvigo Hu Amaostra
080120-1 | Amostra : Baciluz |solado do Natto

1. Objetives:
Idenfificacio de microrganismos por texonomia comencionl.

2. Metodologia utilizada:
. Identificacio de bactérias por Taxonomia classica convencional.

Avaliacho de caracteristices fisicldgicas e metabolismo bioquimice pela taxonomia cléssics
convencional, associada o sistema de testes rapidas de ienlilicagho,

A ldentiflcacao & baseada na andlise comparativa de caracteristicas diferenciais ¢e morfologia, fisiologia
o metoboliame bioquimico do finhogom teote com dodeo dao copbolon do roforbneia dessrtas na
literatura.

3. Resultados:
Sarvigo No. ] N Amostra : Rasultados
0801 2041 Armostia | Bacils 1solada do MNatta | Bacillis subtilis; (Ehrenberg 1835)
ledd X Cohn 1872 I

4. Bibliografia:

DEMZ - Deutsche Sammiung won Mikroorganismen und  Zellkuliuren @&sponivel  em
hitp ey, dsmz. de!

Gordon, RLE.; Haynes, W.C. and Pang, C Hor-Nay. The Genus Bacilius. Agnculture Handbook N 427,
Washington, D.C.: U.5. Department of Agriculture, 1973

Holt J.G., Krieg, N.R., Sneath, PH", Stanley J.T., Wiliams, 57. Bargey's manual of determinative
bacterialagy. ' ead. The Wiliams & Wilkinz, Baltimore, 1804.
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Sneath, P.H."* Endcspore-forming Gram positive rods and coccl, i Sneath P.H®; Malr, N.5.; Sharpe, M.E.
and Holt, J.G. Bargey's Manual of Systematic Bacteriology. Baltimore. Willlams & Wilking, 1986. Vol.2,.

Slepecky, R and Hemphill, HE. The genus Baclus - Nonmedical, In: Ballows, A: Truper, H.G.; Dworkin,
M.; Harder, W. and Schleifer, K.H. (Ed) The Prokaryotes. 2™ ed. Mew York: Spanger-Verlag, 1992,
Wl ll

Observagies:

As andlises foram realizadas nos laboratdrios da Colecso de Culturas Tropical, Fundacio André Tasello.

Os resultados tém significasdo restrila e se aplicam somente &s culturas racebidas para analse.

As culturas serdo manlidas em nosso leborattrio por um periode de um més a partir desta data. Apds este
periodo elas serfio descartadas.

———

Cata |

07/Nov/2008 | Aline de Souza Lopes
Identificagfes/Testes & Ensaios - CCTIFAT

Emilida por
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FICHA DE IDENTIFICAGAD No. SERVIGD:
Tabela Bacillus
Maio caoultura e
| Temperatura G
CorocterislicadaColdmis | Cewcterlsties daCélula
Cor Crema Foma Bazlonats
Foira Irregular Gram Pasitiva
Margem Iriegiilar Rearranjo lstlpda @ a0s pares
Suparficla Plana Presenca de Espansk Sim
Terluia Fiigked I arma B Capers s il
Brilho/Opacidade Opaca Local onde estanacéiuls | Gentral e subterminal
Mdveis A i
R erimenie de Olgdnia .ﬁ.urﬁbm_
Tk Praliminares
Catalage + Citraboe +
Dldage . Uria . il
Indol .._I:Ih:lralludw.rqim.\
Redugho de Nitrata 4 Hidrolise de Lisina
Matabolism farmeniativ & Irsertie Hidrolise de Omitina
axidative :
Crascimanta a JPC . t Frapricnsio *
GrascImants a 37°C E + Esculina +
E———— ' Fers iy
Ts| | Ackifca glecse e s e '
| S - A it +
{ Tirosina Gelgtina +
| Craseimenio em pHS. - SDA + '




i Witek | AP
QUE-saebe |4 | TRE-tealesa |0 OLY-pgliesesl ¢ | MO inosilol |4 | INU=inuline
TZR - vermelho |- PLA- |+ | ERV-oriiol |- | MAN-D-manital |+ | MLZ-D-
da batrazdlio palatinosia | [ mebaziiose
TAG — tagatos= S0 — acrhital | DARA - EOR D oarbifcl | * RAF -0
arabinose raf inGae
LU — Gl Ee b AL — BT ! LA - L- = | WD - e -alra . MDD = e
D-glusosaming | arabinoss D-manopiranosids
0. inasits] LMY + | RB.Ofboss |+ | MDG-matilaifaDe |t | GLYG=
amilapactins gluzoplranosidns alirngisnio
GAL = KGN tocianato |+ | DEYL - D-diloge | - MaE = N-acetil- = XLT - uilital
palachums de il Gl s A e
ARA - + | MCL—clomateda |+ | LEYL <L-xilose |- | ANY - amigdaling GEN -
Arabinose sidio T | gentlobloss
1 L ]
EYL - zilose MEN - &cida * ADD - D- ARB - arbitina TR - D-
mandélirn adnniinl turamnose
AN - manitol | & oL - +  MDX=melile [+ ESCwssculing || LYEwMulinose
| wleandamicing bata-L- citrato da ferro
: zilepiranosidio
R&F - rafinnae Mbd - acetatade | @Al - - Eifik - aallzing & -B-
sadio galactosa . lagatosa
SAL - salicina ARB - arabitol GLU-D-glicose | # | CEL = Ducelibiose OFUG - B-
fucose
B0 - PAS - poliamide- |+ FRU-D-frufose |+ MAL = D-maliose & LFUGC — L-ucose
amigdalina higroestreptina
WUwimling  t | MAEwicido |« MNEwDemanoie |t LAC«Odaciose |« N&RE =M
nalidixzico | forigem bovina) arabiiol
1
HIE - fibose ESC-asculina |+ SHE-Lofboss |- | MEL-D-melDiose |- | LANL-L-
[ arabitol
MLT -maltose |+ | THRM ermafila RHA - L- « | SAG -D-sacarpse |+ | GNT - glucanats
raminese | o8 potissio
DUL-dukitl |- | TER-Ddresloss |+ | 2HG-2-
i | cebag lucanats
' | de patissio
| BKG -5
| ratng lirandato
08 potasa o

Resultado da identificacio

Identificacho fol realizada com testes hioquimicos, sistema de identificaciio Vitek (porcantagem de
identificagic de 81%), AP { porcentagem de identificacio de 98,3%)e comparagio com a ieratura,
resultando: Bacilus subtilis



ANEXO B

Fluxograma de trabalho

Preservacio do B. subtilis Matto
(4.2.1.1)

{

Produgao / padronizagio do indculo
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|

4.2.12)
Qtimizagag da producdo da LS Interrupcdo do cultivo
4.21.3) (4.214)
Afividade da LS
4221
Quantificacio de LN
(4.2.22)
| '

Avaliagio dainfluéncia doNatl, KCl e

MazS0: na producao da LS
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Caracterizacio bioguimica da LS
4.3)

Binssensor enzimatico

(4.4)

|
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Atividade da LS
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CaClz, MnClz, MazS0.,
— FeS0s, CuSO:na
atividade da LS
(4.3.3)

Determinacio do K
— (4.3.4)
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de carbono
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Influéncia do pH
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QlimizagAn da producdo da LS Interrupcdo do cultivo
(4.2.1.3) (4.2.1.4)
Atividade da LS
4221
Quantificacdo de LN
(4.2.2.2)
l ! l

Avaliacdo da influéncia do NaGl, KCl e

Naz504 na producdo da LS
(4.2.1.5)

Caracterzacdo bioguimica da LS
(43)

Biossensor enzimatico

(4.4)

|

Interrupcdo do cultivo
4214

Atividade da LS
4.221)

Quantificagdo de LN
— 4222)

Biomassa
- (4.223)

—» | Determinacéo pH e
tempratura otimos
4.3.1)

Estabilidade térmica
— 432)

Efeito dos sais Nall,
KCl, ZnClz, BaClz,
CaClz, MnClz, NazS04,
— FeS04, CuS04na
atividade da LS
4.3.3)

Determinagdo do Km

—» (434)

Ordem de adigdo dos
componentes da pasta
de carbono
4.4.1)

Influéncia do gH
(4.4.2)

Influéncia da
concentragdo de

enzimas e substrato
443

Caracterzacdo do
eletrodo modificado
com LS
444

|=. Aplicagio do
biossensor
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ANEXO C

Normas para submisséo do Artigo A para a revista Carbohydrate Polymers

DESCRIPTION

Carbohydrate Polymers covers the study and exploitation of carbohydrate polymers which
havecurrent or potential industrial application in areas such as food, textiles, paper,
wood, adhesives,biodegradables, biorefining, pharmaceuticals, and oil recovery.

Topics include:

e studies of structure and properties
biological and industrial development

¢ analytical methods

e chemical and microbiological modifications
¢ interactions with other materials

The role of the carbohydrate polymer must be central to the work reported, not
peripheral. Research must be innovative and advance scientific knowledge. The journal
publishes review papers, original research papers, short communications, and book
reviews. Only papers with international relevance are published.

AUDIENCE

University and industrial research institutes; users and manufacturers of carbohydrate
polymers.

IMPACT FACTOR

2010: 3.463 © Thomson Reuters Journal Citation Reports 2011
AUTHOR INFORMATION PACK 28 Sep 2011 www.elsevier.com/locate/carbpol 2
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R.A.A. Muzzarelli, Universita Politecnica delle Marche, Ancona, Italy
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Carbohydrate Polymers covers the study and exploitation of carbohydrate polymers which
have current or potential industrial application in areas such as food, textiles, paper,
wood, adhesives, biodegradables, biorefining, pharmaceuticals, and oil recovery.

Topics include: studies of structure and properties biological and industrial development
analytical methods chemical and microbiological modifications interactions with other
materials.

The role of the carbohydrate polymer must be central to the work reported, not
peripheral. At least one named carbohydrate polymer must be mentioned in the paper.
Research must be innovative and advance scientific knowledge.

Examples of papers which are not appropriate for Carbohydrate Polymers include:

papers which major in biological, physiological and pharmacological aspects of non-
carbohydrate molecules attached to, or mixed with, carbohydrate polymers; papers on
the materials science of biocomposites where there is no mention of any specific
carbohydrate polymer, or the role of the carbohydrate polymer is not central to the
study.

Types of paper
Original full-length research papers should contain material that has not been previously

published elsewhere, except in a preliminary form. These papers should not exceed 6000
words of text and generally not more than eight figures/tables.
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Review papers will be accepted in areas of topical interest and will normally emphasise
literature published over the previous five years. They should not exceed 12,000 words
plus figures, tables and references.

Short Communications are research papers constituting a concise but complete description
of a limited investigation, which will not be included in a Ilater paper. Short
Communications should be as completely documented, both by reference to literature,
and description of the experimental procedures employed, as a regular paper. They
should not occupy more than 2,000 words plus figures, tables and references. They will
be reviewed in the same way as research papers.

Letters to the Editor are published from time to time on subjects of topical interest.
Book reviews are commissioned by the Editors as warranted.

Contact details for submission

Contributors must submit their articles electronically via the Elsevier Editorial System
http://ees.elsevier.com/carbpol This is the only method of submission, and facilitates
processing of your article.

Review Process

A peer review system is used to ensure high quality of papers accepted for publication.
The Editors will reject papers without formal review when it is deemed that the paper is
1) on a topic outside the scope of the Journal, 2) lacking technical merit, 3) of narrow
regional scope and significance, 4) does not advance scientific knowledge, or 5) is poorly
written.

Any revised papers returned later than three months after being sent the referees'
comments will be treated as a new submission. When submitting a revised paper authors
must list all of the reviewer's comments and indicate how they have responded to the
comment, and where in the paper they have made appropriate revisions.

Page charges
This journal has no page charges.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing
For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including
any financial, personal or other relationships with other people or organizations within
three years of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be
perceived to influence, their work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or
academic thesis), that it is not under consideration for 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, including electronically
without the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may
be checked by the originality detection software iThenticate. See also
http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

Changes to authorship
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This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the
authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an
author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the
corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the
name should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written
confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition,
removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes
confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by the
corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding
author, who must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal
Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2) publication of the
accepted manuscript in an online issue is suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or
rearrange author names in an article published in an online issue will follow the same
policies as noted above and result in a corrigendum.

Copyright
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (for more information on this and copyright see

http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will ensure the widest
possible dissemination of information. An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form
or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including
abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is
required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative
works, including compilations and translations (please consult
http://www.elsevier.com/permissions). 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: please consult http://www.elsevier.com/permissions.

Retained author rights
As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you
are referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data;
in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If the
funding source(s) had no such involvement then this should be stated. Please see
http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies
Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose
articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript
archiving requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more
about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This journal offers you the option of making your article freely available to all via the
ScienceDirect platform. To prevent any conflict of interest, you can only make this choice
after receiving notification that your article has been accepted for publication. The fee of
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$3,000 excludes taxes and other potential author fees such as color charges. In some
cases, institutions and funding bodies have entered into agreement with Elsevier to meet
these fees on behalf of their authors. Details of these agreements are available at
http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of accepted articles, who wish to take
advantage of this option, should complete and submit the order form (available at
http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf). Whatever access option vyou
choose, you retain many rights as an author, including the right to post a revised
personal version of your article on your own website. More information can be found
here: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Language and language services

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who require information about language editing and
copyediting services pre- and post-submission please visit
http://webshop.elsevier.com/languageservices or our customer support site at
http://support.elsevier.com for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise
through the creation and uploading of your files. The system automatically converts
source files to a single PDF file of the article, which is used in the peer-review process.
Please note that even though manuscript source files are converted to PDF files at
submission for the review process, these source files are needed for further processing
after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision and
requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Authors must provide and use an email address unique to themselves and not shared
with another author registered in EES, or a department.

Referees

Authors are required to submit with their articles, the names and contact details
(including e-mail address) of three potential referees. Please note that the journal may
not use your suggestions, but your help is appreciated and may speed up the selection of
appropriate reviewers. Your manuscript will be rejected if these names are not provided.
Email addresses provided must be current and proven - otherwise processing of your
manuscript will be delayed.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In
particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words.
However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if
you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for
each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text
should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also
the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note
that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you
embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and
'‘grammar-check’ functions of your wordprocessor.

Pages must be numbered, and lines must be numbered consecutively throughout the
manuscript.

Article structure
Subdivision - numbered sections
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Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to
'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on
its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

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

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

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section.

Appendices

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

Essential title page information

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

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name
and, if available, the e-mail address of each author.

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

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
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actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.
Essential title page information

e Title. Concise and informative. The title must not exceed 100 characters (including
spaces). Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and
formulae where possible.

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name
and, if available, the e-mail address of each author.

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

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must
be defined at their first mention in the abstract itself. Abstracts should be 100-150 words
in length.

Highlights

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

Keywords

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

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
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or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). Ifother units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Database linking and Accession numbers

Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are useful in
their respective research communities. If your article contains relevant unique identifiers
or accession numbers (bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins,
diseases, etc.) or structures deposited in public databases, then please indicate those
entities according to the standard explained below.

Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned below) together with
the actual database number, bearing in mind that an error in a letter or number can result in
a dead link in the online version of the article.

Please use the following format: Database ID: xxxx

Links can be provided in your online article to the following databases (examples of
citations are given in parentheses):

e GenBank: Genetic sequence database at the National Center for Biotechnical
Information (NCBI)

(GenBank ID: BA123456)

e PDB: Worldwide Protein Data Bank (PDB ID: 1TUP)

¢ CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: AI631510)

e TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020)

e NCT: ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT00222573)

¢ OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM ID: 601240)

e MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710)

e MI: EMBL-EBI OLS Molecular Interaction Ontology (MI ID: 0218)

e UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: Q9HOH5)

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are
to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp.
Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text
(if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article,
using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text,
and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of
footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

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

Artwork

Electronic artwork

General points

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

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

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

¢ Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Provide captions to illustrations separately.
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e Produce images near to the desired size of the printed version.

e Submit each figure as a separate file.

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

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

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save
as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

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

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

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is'.

Please do not:

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

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

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

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please
submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

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

Tables

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

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

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution



117

of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'
Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for
publication.

Web references

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

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

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages
EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article
and the list of references and citations to these will be formatted according to the journal
style which is described below.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American
Psychological

Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be ordered
from http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067 or APA Order Dept., P.O.B. 2710,
Hyattsville, MD 20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK. Details
concerning this referencing style can also be found at
http://linguistics.byu.edu/faculty/henrichsenl/apa/apa01.html.

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

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific
article.

Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk, W., Jr., & White, E. B. (1979). The elements of style. (4th ed.). New York:
Longman, (Chapter4).

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your
article. In B. S.

Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304). New York: E-
Publishing Inc.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: http://www.nIm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;
List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;
CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html.
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Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In
order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50
MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of
your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead
of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal,
please provide text for both the electronic and the print version for the portions of the
article that refer to this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research.

Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, highresolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of
your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise
and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our
artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

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

Ensure that the following items are present:

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

e E-mail address

¢ Full postal address

e Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

¢ All figure captions

o All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

¢ References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web
(free of charge)

and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-
white in print
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o If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also
supplied for

printing purposes

For any further information please \visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

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

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, the DOIs are
guaranteed never to change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author
(if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will
be provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier
now provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to
download Adobe Reader wversion 7 (or higher) available free from
http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files will accompany
the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe
site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list
your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark
the corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a
printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of
the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication
will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will do
everything possible to get your article published quickly and accurately - please let us
have all your corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections
are sent back to us in one communication: please check carefully before replying, as
inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no
response is received.

Offprints

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

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please
visit this journal's homepage. Contact details for questions arising after acceptance of an
article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher. You can
track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check our
Author FAQs (http://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.
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Do not contact the editors - they do not have access to this information and will not be
able to help you.
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ANEXO D

Normas para submisséo do Artigo B para a revista Biosensors and Bioelectronics

DESCRIPTION

Biosensors & Bioelectronics is the principal international journal devoted to research,
design, development and application of biosensors and bioelectronics. It is an
interdisciplinary journal serving professionals with an interest in the exploitation of
biological materials and designs in novel diagnostic and electronic devices including
sensors, DNA chips, electronic noses, lab-on-a-chip and p-TAS.

Biosensors are defined as analytical devices incorporating a biological material (e.g.
tissue, microorganisms, organelles, cell receptors, enzymes, antibodies, nucleic acids,
natural products etc.), a biologically derived material (e.g. recombinant antibodies,
engineered proteins, aptamers etc) or a biomimic (e.g. synthetic receptors, biomimetic
catalysts, combinatorial ligands, imprinted polymers etc) intimately associated with or
integrated within a physicochemical transducer or transducing microsystem, which may
be optical, electrochemical, thermometric, piezoelectric, magnetic or micromechanical
(Turner et al., 1987; Turner, 1989).

Turner, A.P.F., Karube, I. and Wilson, G.S. (1987)
Biosensors: Fundamentals and Applications. Oxford University Press ISBN: 0198547242

Turner, A.P.F. (1989) Current trends in biosensor research and development. Sensors
and Actuators 17, 433-450.

Biosensors usually yield a digital electronic signal which is proportional to the
concentration of a specific analyte or group of analytes. While the signal may in principle
be continuous, devices can be configured to yield single measurements to meet specific
market requirements. Examples of Biosensors include immunosensors, enzyme-based
biosensors, organism- and whole cell-based biosensors. They have been applied to a
wide variety of analytical problems including uses in medicine, biomedical research, drug
discovery, the environment, food, process industries, security and defence. The design
and study of molecular and supramolecular structures with molecular biorecognition and
biomimetic properties for use in analytical devices is also included within the scope of the
journal. Here the focus is on the complementary intersection between molecular
recognition, nanotechnology, molecular imprinting and supramolecular chemistry to
improve the analytical performance and robustness of devices.

The emerging field of Bioelectronics seeks to exploit biology in conjunction with
electronics in a wider context encompassing, for example, biological fuel cells, bionics
and biomaterials for information processing, information storage, electronic components
and actuators. A key aspect is the interface between biological materials and micro- and
nano-electronics.

While endeavouring to maintain coherence in the scope of the journal, the editors will
accept reviews and papers of obvious relevance to the community, which describe
important new concepts, underpin understanding of the field or provide important
insights into the practical application, manufacture and commercialisation of biosensors
and bioelectronics.

AUDIENCE

Biotechnologists, biochemists, bioelectrochemists, analytical chemists, chemical
engineers, electronic engineers.
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GUIDE FOR AUTHORS

Aims and Scope

Biosensors & Bioelectronics is the principal international journal devoted to research,
design, development and application of biosensors and bioelectronics. It is an
interdisciplinary journal serving professionals with an interest in the exploitation of
biological materials and designs in novel diagnostic and electronic devices including
sensors, DNA chips, electronic noses, lab-on-a-chip and p-TAS.

Biosensors are defined as analytical devices incorporating a biological material (e.g.
tissue, microorganisms, organelles, cell receptors, enzymes, antibodies, nucleic acids,
natural products etc.), a biologically derived material (e.g. recombinant antibodies,
engineered proteins, aptamers etc) or a biomimic (e.g. synthetic receptors, biomimetic
catalysts, combinatorial ligands, imprinted polymers etc) intimately associated with or
integrated within a physicochemical transducer or transducing microsystem, which may
be optical, electrochemical, thermometric, piezoelectric, magnetic or micromechanical.
Biosensors usually vyield a digital electronic signal which is proportional to the
concentration of a specific analyte or group of analytes. While the signal may in principle
be continuous, devices can be configured to yield single measurements to meet specific
market requirements. Examples of Biosensors include immunosensors, enzyme-based
biosensors, organism and whole cell-based biosensors. They have been applied to a wide
variety of analytical problems including uses in medicine, biomedical research, drug
discovery, the environment, food, process industries, security and defence. The design
and study of molecular and supramolecular structures with molecular biorecognition and
biomimetic properties for use in analytical devices is also included within the scope of the
journal. Here the focus is on the complementary intersection between molecular
recognition, nanotechnology, molecular imprinting and supramolecular chemistry to
improve the analytical performance and robustness of devices.

The emerging field of Bioelectronics seeks to exploit biology in conjunction with
electronics in a wider context encompassing, for example, biological fuel cells, bionics
and biomaterials for information processing, information storage, electronic components
and actuators. A key aspect is the interface between biological materials and micro- and
nano-electronics.

While endeavouring to maintain coherence in the scope of the journal, the editors will
accept reviews and papers of obvious relevance to the community, which describe
important new concepts, underpin understanding of the field or provide important
insights into the practical application, manufacture and commercialisation of biosensors
and bioelectronics.

Types of papers

Full papers should describe original research work not previously published, and should
be complete descriptions of full investigations comprising around 5000 words and with up
to 6 figures and/or tables.

Short Communications should be concise but complete descriptions of original limited
investigations comprising around 3000 words with up to 3 figures and/or tables.

Review Articles should comprehensively cover a subject of current interest, comprise
around 8000 words and be extensively referenced. Illustrations and summary tables are
encouraged. Contributions may be submitted or invited.

Exceptions to these criteria may be permitted if you discuss your requirements in
advance with an Editor.
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BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing
For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

Policy and ethics
The work described in your article must have been carried out in accordance with
Directive 86/609/ EEC for animal experiments
http://europa.eu.int/scadplus/leg/en/s23000.htm. This must be stated at an appropriate
point in the article.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including
any financial, personal or other relationships with other people or organizations within
three years of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be
perceived to influence, their work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission declaration

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or
academic thesis), that it is not under consideration for 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 including electronically in the same form, in English or in any other language,
without the written consent of the copyright-holder.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the
authorship of accepted manuscripts: Before the accepted manuscript is published in an online
issue: Requests to add or remove an author, or to rearrange the author names, must be
sent to the Journal Manager from the corresponding author of the accepted manuscript
and must include: (a) the reason the name should be added or removed, or the author
names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that
they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or
removal of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.
Requests that are not sent by the corresponding author will be forwarded by the Journal
Manager to the corresponding author, who must follow the procedure as described
above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal Editors of any such
requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is suspended
until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or
rearrange author names in an article published in an online issue will follow the same
policies as noted above and result in a corrigendum.

Copyright
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement’ (for more information on this and copyright see

http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will ensure the widest
possible dissemination of information. An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form
or a link to the online version of this agreement. Subscribers may reproduce tables of
contents or prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their
institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the
institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other
copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission from the
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copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases: please consult http://www.elsevier.com/permissions.

Retained author rights
As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you
are referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data;
in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If the
funding source(s) had no such involvement then this should be stated. Please see
http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies
Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose
articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript
archiving requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more
about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This journal offers you the option of making your article freely available to all via the
ScienceDirect platform. To prevent any conflict of interest, you can only make this choice
after receiving notification that your article has been accepted for publication. The fee of
$3,000 excludes taxes and other potential author fees such as color charges. In some
cases, institutions and funding bodies have entered into agreement with Elsevier to meet
these fees on behalf of their authors. Details of these agreements are available at
http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of accepted articles, who wish to take
advantage of this option, should complete and submit the order form (available at
http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf). Whatever access option you
choose, you retain many rights as an author, including the right to post a revised
personal version of your article on your own website. More information can be found
here: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Language and language services

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who require information about language editing and
copyediting services pre- and post-submission please visit
http://webshop.elsevier.com/languageservices or our customer support site at
http://support.elsevier.com for more information.

Language
Papers will be published in English. Authors' manuscripts must be consistent in style,
spelling and syntax.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise
through the creation and uploading of your files. The system automatically converts
source files to a single PDF file of the article, which is used in the peer-review process.
Please note that even though manuscript source files are converted to PDF files at
submission for the review process, these source files are needed for further processing
after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision and
requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Please submit your article via http://www.elsevier.com/locate/bios
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Referees

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of three
potential referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In
particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words.
However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if
you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for
each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text
should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also
the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note
that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you
embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and
'grammar-check’ functions of your wordprocessor.

Article structure

Essential title page information

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

Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name,
and, if available, the e-mail address of each author.

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

Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a "Present address" (or "Permanent address") may
be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

Abstract

The abstract is the part of your paper which will be read by the largest number of
scientists so it plays a crucial role. The abstract is a condensation of the information
(facts) in the paper and should be brief (150 - 250 words), specific and self-contained
including the methods of the research and the principal results. The abstract should not
include trivial experimental details, references, figures or equations.

Keywords

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

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading.
Each heading should appear on its own separate line. Subsections should be used as
much as possible when crossreferencing text: refer to the subsection by heading as
opposed to simply "the text".
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1.Introduction

This section should state the objectives of the work and provide an adequate
background. It should also describe briefly the work presented in the paper. Avoid a
detailed literature survey or a summary of the results.

2. Material and methods

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

3.Results

Results should be clear and concise.

4.Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. Avoid
extensive citations and discussion of published literature. A combined Results and
Discussion section is often appropriate. The Results and Discussion should deals with the
interpretation of the results in the light of previously published findings.

5.Conclusions

It should be kept short and must be fully supported by the results reported. The
Conclusions section should include the major conclusions, the limitations of the work and
the future work.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Subdivision - unnumbered sections

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading.
Each heading should appear on its own separate line. Subsections should be used as
much as possible when crossreferencing text: refer to the subsection by heading as
opposed to simply 'the text'.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

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

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt
with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation
section represents a practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand

alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.
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Appendices

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

Essential title page information

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

¢ Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name
and, if available, the e-mail address of each author.

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

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

Abstract

The abstract is the part of your paper which will be read by the largest number of
scientists so it plays a crucial role. The abstract is a condensation of the information
(facts) in the paper; it is not a description of the contents of the paper. The abstract
should present as much as possible of the qualitative and quantitative information
contained in the paper yet it should be brief (150 - 250words), specific and self-
contained.

The abstract may include the following:

1. The context for the work.

2. The purpose or objectives of the work (what was the research question or problem and
why it is important).

3. Theoretical or experimental methods used.

4. Results (qualitative and quantitative).

5. Conclusions and their limitations (what was the meaning of the results).

6. Safety information concerning dangerous compounds or procedures if relevant.

If the paper reports a new instrument or method then the abstract should include a
description of its advantages and disadvantages compared to other established
techniques. The abstract should not include trivial experimental details, references,
figures or equations.

Keywords

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

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).
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Nomenclature and Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to
consult IUPAC: http://www.iupac.org for further information.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are
to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp.
Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text
(if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article,
using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text,
and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of
footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

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

Artwork

Electronic artwork

General points

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

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

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

¢ Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

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

e Submit each figure as a separate file.

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

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

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save
as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

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

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

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is'.

Please do not:

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

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

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

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please
submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure.

A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration.

Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and
abbreviations

used. The preferred positions for all figures should be indicated in the text.

Tables

Please note that a full paper should contain no more than 6 single figures/
tables/schemes. A short communication should contain no more than 3 single figures/
tables/schemes.

Tables should be typed in double spacing on separate pages and provided with a suitable
heading. Tables should be clearly referred to in the text using Arabic numerals.
Considerable thought should be given to layout so that the significance of the results can
be easily grasped. Each table should have a title which makes the general meaning
understandable without reference to the text. Vertical lines should not be used to
separate columns. Column headings should be sufficiently explanatory, and presented in
a way consistent with the column width. Columns of figures multiplied by the same
power of ten should not be presented as such. The power of ten should be indicated in
the column heading, e.g.:

104[NaCl]/mol I-1

4.2

3.5

0.26

rather than

[NaCl]/mol I-1

4.2 x 10-4

3.5x 10-4

2.6 x 10-5

In order to demonstrate the repeatability/reproducibility of the method, Authors are
asked to include
relative standard deviations (RSD) or the coefficient of variations (CV) in tables.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution
of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'.
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Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for
publication.

Web references

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

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages
EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article
and the list of references and citations to these will be formatted according to the journal
style which is described below.

Reference Style

Text: All citations in the text should refer to:

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

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

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed
first alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995).
Kramer et al. (2000) have recently shown ...."

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

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. J. Sci. Commun. 163, 51-59.
Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article,
in: Jones, B.S.,

Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp.
281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;
List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;
CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In
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order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50
MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of
your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead
of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal,
please provide text for both the electronic and the print version for the portions of the
article that refer to this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish
supporting applications, highresolution images, background datasets, sound clips and
more. Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic
version of vyour article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material isdirectly
usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise
and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our
artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

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

Ensure that the following items are present:

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

e E-mail address

¢ Full postal address

e Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

¢ All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

¢ References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web
(free of charge)

and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-
white in print

o If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also
supplied for

printing purposes

For any further information please \visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.
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AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

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

doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, the DOIs are
guaranteed never to change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author
(if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will
be provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier
now provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to
download Adobe Reader wversion 7 (or higher) available free from
http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files will accompany
the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe
site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list
your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark
the corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a
printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of
the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication
will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will do
everything possible to get your article published quickly and accurately - please let us
have all your corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections
are sent back to us in one communication: please check carefully before replying, as
inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no
response is received.

Offprints

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

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please
visit this journal's homepage. Contact details for questions arising after acceptance of an
article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher. You can
track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check our
Author FAQs (http://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.
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