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RESUMO: Este estudo avaliou, sob diferentes graus de purificacdo, os parametros cinéticos de
Michaellis — Menten para a enzima glicose oxidase (EC 1.1.3.4.), uma oxidoredutase que tem
muitas aplicagBes bioquimicas, principalmente em determinacdo de glicose, biossensores,
industria alimenticia e reatores enzimaticos para produc¢éo de &cido gliconico. Glicose oxidase,
de Aspergillus niger, foi produzida por fermentagéo e extraida por sistemas micelares reversos
do homogenato celular. Os parametros cinéticos (Ky e Vna) foram determinaos antes e apoés a
purificacdo da enzima. Os valores de Ky antes e ap6s a extracdo foram, 4,22.10% M e 7,88.107,
respectivamente. Os valores de Vs foram: 5,23 umL? e 2,98 umL?, respectivamente. Os
efeitos do pH na extracdo da glicose oxidase foram também investigados usando o homogenato
celular. As melhores recuperacdes de extracdo (92,70%) foram obtidas sob as seguintes
condicdes: pH 7,0; 0,20 M CTAB; condutividade elétrica 0 = 5,0mS.cm™, relacdo entre
isooctano/hexanol/butanol de 76/6/18. O objetivo deste trabalho foi reportar dados de extracéo e
0s parametros cinéticos da enzima glicose oxidase presente em homogenato celular e apés
purificac&o.

INTRODUGAO

Em 1995 o mercado de enzimas
movimentou em torno de U$30 milhdes,
valores esses decorrentes de um mercado em
expansdo (1). Em 1997, depois de apenas
dois anos, o mercado era estimado em U$
1,45 bilhdes (2) o que confirma a expanséo do
mercado. A glicose oxidase (E.C.1.1.3.4; CAS
n° 9001-37-0), enzima pertencente a classe
das oxirredutases, catalisa reacdes de 6xido
reducdo e seu nome sistematico € [O-D-

glicose: oxigénio 1-oxidoredutase. Pode ser
obtida do cultivo de fungos como os
Aspergillus sp e Penicillium sp, além de
Phanerochaete chrysosporium, Bombyx mori,
Talaromyces  stipitatus e €& também
encontrada no mel das flores do outono
nordestino (2). Esta enzima catalisa a reagéo
de oxidacéo da pB-D-glicose a acido glicénico e
peréxido de hidrogénio (Figura 1) (3).
Catalisa, também, reagbes com [-D-glicose,
L-sorbose, D-xilose e D-maltose e 2-deoxy-D-
glicose, porém com menor afinidade (4, 5, 6,
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7). This oxidoreductase has many biochemical
applications, mainly in glucose determination,
biosensors, food industry and enzymatic
reactors to produce gluconic acid. O mercado
de enzimas para kits de diagndstico

-
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movimenta cerca de U$ 61 milhdes por ano e
a glicose oxidase tem lugar de destaque entre

as enzimas mais utilizadas, pois movimenta
Us 5 milhdes por ano (2).

B-D-glicose + GOX-FAD <> GOX-FADH, +B3-D-glicolactona (a)
GOX-FADH, + 0O, — GOX-FAD + H,0, (b)
B-D-glicolactona + H,O — acido Gliconico (c)

Figura 1 (a) reacao catalisada pela glicose oxidase (GOX), (b) regeneragédo do grupo FAD e
(c) hidratagao da p-D-glicolactona em acido glicénico.

Os parametros cinéticos Km
(constante de Michaelis — Menten) e Vyax
(velocidade méxima de reacdo) de enzimas
mesmo nhdo estando totalmente purificada,
expressam caracteristicas importantes e Gteis,
que sdo fundamentais ndo somente para a
descricdo matematica da cinética enzimatica,
mas também para a sua purificacdo e
entendimento de mecanismos reguladores de
sua atividade catalitica. O Ky pode ser
interpretado como sendo a afinidade da
enzima pelo substrato em determinadas

E+S ES
V = Vya[S] / K + [S]
KM = kg + k3/ kl

ki E+P

IZ2

condicdes, segundo a simplificagcéo feita por
Michaelis—Menten (Equation I, Il and Ill) onde
ks << k, e a constante torna-se Ky = ku/k; (8,
9, 10). Para reacdes com mais passos, muitas
vezes muitos apos a dissociacdo do complexo
ES (Equation 1), esta pode se tornar uma
funcdo complexa de muitas constantes e ndo
significar afinidade da enzima com o substrato
(8, 9). Para enzimas puras os valores de Ky e
Vmax podem  ser diferentes  daqueles
encontrados para a enzima parcialmente
purificada.

Ks Equagéo |
—> Equacso Il
Equacao lll

O presente estudo apresenta a avaliacdo destes pardmetros para a enzima glicose oxidase
presente no meio fermentado (antes da purificacdo) e apos ser purificada por extragcdo liquido—

liqguido em sistemas micelares reversos.
2. MATERIAIS E METODOS

21. Reagentes

Glicose oxidase e o-dianisidina foram
obtidas de Sigma (St. Louis, MO). O
tensoativo catibnico CTAB (Brometo de Cetil
Trimetil Amonio) foi adquirido de Carlos Erba
Reagenti (Milan, Italy), e os solventes
isooctano, butanol e hexanol da Merck
(Darmstadt, Germany)

2.2 Ensaio de atividade enzimatica

A atividade enzimatica da glicose-
oxidase foi determinada pelo acréscimo de
absorvancia a 460 nm resultante da oxidacao
de o-dianisidina em um sistema acoplado a
peroxidase. A unit of glucose-oxidase activity
was defined as the amount of enzyme that
increases in one the absorbance (Abs) at 460

nm per minute at pH 6.0, temperature of 25°C
and glucose as the substrate. (11).

2.3. Rompimento celular

As células de Aspergillus niger foram
rompidas em rompedor contendo esferas de
vidro de didmetro igual a 0,50 mm, a 4°C.
Ap6s rompimento os fragmentos celulares
foram removidos por centrifugacdo at 4000 g
/10 minutes.

24. Extragéao liquido-liquido

A extracao liquido-liquido era realizada
em diferentes valores de pH. A enzima, em
meio celular rompido, era extraida da fase
aquosa inicial pelas micelas reversas de
CTAB em isooctano, hexanol e butanol, em
duas etapas, de acordo com o método
descrito por Pessoa e Vitolo (12). Na primeira
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etapa (extracdo), 3,0mL da fase aquosa
inicial (contendo a enzima glicose oxidase
em diferentes valores de pH: 4,5, 5,0, 5,5,
6,0, 6,5, 7,0, 7,5 e 8,0) era misturada a igual
volume de fase micelar (CTAB em
isooctano/hexanol/butanol). Essa mistura era
agitada em vortice por 1 minuto, a fim de se
obter o equilibrio das fases, e a separacdo
em duas fases (fase aquosa | — WPI e fase
micelar 1 — MPI) por centrifugagcédo a 1,670g
por 10 minutos (Hettich Zentrifugen model
Universal 32R). Um mililitro e meio da fase
micelar (contendo glicose oxidase) era
misturada a 1,5mL de fase aquosa fresca
(tampdo acetato 1,0M em pH 5,5 adicionado
de 1,0M NaCl), a fim de transferir a enzima
de dentro da micela reversa para esta nova
fase aquosa, chamada fase aquosa Il (WPII -
reextracdo), a qual era finalmente coletada
apos centrifugacdo (1,670g; 10min). Ambas
fases aquosas (WPl e WPII) eram ensaiadas
para determinar a sua atividade enzimatica.
Os resultados de extracdo eram reportados
em termos de atividade total recuperada (%)
na fase aquosa Il usando a quantidade de
glicose oxidase presente na fase aquosa
inicial como referencia.

2.5. Avaliagao dos parametros
cinéticos
As constantes cinéticas Ky e Vua, da
enzima glicose oxidase pura, adquirida da

-
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Sigma®, contida no meio inicial (homogenato
celular) e apés a extracdo na fase aquosa Il
(Fa) foram calculadas através da
linearizacao pelo método de Lineweaver-Burk
do modelo de Michaelis-Menten para os
ensaios antes e ap0s a extracdo (9). Para
tanto se variou a concentracao de glicose de
0.006 a 0.111M. Mediu-se atividade
enziméatica para cada uma das
concentragdes e os valores foram colocados
em um grafico da velocidade de reagdo em
funcdo da concentracdo de substrato. Pela
linearizacdo de Lineweaver-Burk faz-se o
inverso da velocidade de reacéo e o inverso
da concentragdo de substrato para os pontos
citados, esses pontos sdo colocados em um
grafico no qual deve-se obter uma reta da
qgual o coeficiente linear é o0 inverso da
velocidade maxima e o coeficiente angular é
Kuw/Vmax- Para realizar esse procedimento
utilizaram-se 0s pontos contidos no intervalo
de 0.006M até 0.056M de glicose.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Extragao da glicose oxidase

A enzima foi extraida em valores de
pH que védo de 4.5 a 8.0 (Tabela 1). Os
estudos cinéticos foram realizados com
amostras da melhor condicdo de extracao
(92,70% de rendimento), ou seja, em pH 7,0.

Tabela 1 Resultados de extragdao da glicose oxidase por micelas reversas. Condi¢gées de
extragdo: Temperatura: 25°C; relagdao (solvente/co-solvente): 76% isooctano
(solvente): 6% hexanol: 18% butanol (co-solvente); [tensoativo]=0,20M. Condig¢oes
de reextragao: temperatura=25°C e pH = 5,5

Recuperagédo em

Recuperacdo em

Balanco de Atividade

pH V\é/;z I V\gz ] %

45 19,15 44,50 63,70
5.0 0,00 53,90 53,90
55 0,00 60,40 60,40
6.0 0,00 55,25 55,25
6.5 0,00 74,90 74,90
7.0 1,40 92,70 94,10
7.5 0,00 83,00 83,00
8.0 0,20 78,05 78,25

Wpl = fase aquosa |; Wpll = fase aquosa Il
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3.2 Avaliagao dos parametros cinéticos

O modelo apresentado na Figura 2
foi proposto por DIXON (1955, apud 13) para
glicose oxidase, tendo em vista que o modelo
simplificado de Michaelis—Menten
(Ku=(kot+ks)/k;) ndo se aplica diretamente a

-
s

essa enzima, pois sua atividade é forte
dependente da concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio. Isso faz com que a
atividade enzimatica seja de 1,5 a 2,0 vezes
maior quando 0 meio € saturado com
oxigénio puro do que quando saturado com
ar atmosférico.

E+G4>I EG

k
EG —"3—p FEP
R4

E'P 1:“5 E'+P

E' + 0O, p E+H0;

k2k4 + k2k5 + k3k5

Ky =

k| k; +k, + K + k3k15<[02]

7

Figura 2 Modelo cinético propsto por DIXON (1955, apud 13) para a glicose oxidase

Esse fendbmeno ocorre, utilizando-se
ar atmosférico se consegue uma pressao
parcial de oxigénio muito menor do que
quando se usa mesmo puro. Assim sendo a
guantidade de oxigénio dissolvido no meio é
maior do que quando se usa este gas puro.
Entretanto, uma vez que neste estudo a
quantidade de oxigénio no meio ndo limitou a
reacdo e o modelo pode ser aproximado pelo
de Michaelis—Menten. Isso pode ser

Tabela 2 Valores de Ky, para a glicose oxidase.

confirmado pelas curvas apresentadas na
Figura 3 que mostra a variagdo da atividade
enzimatica em funcdo da concentragdo do
substrato (glicose), para a enzima pura, para
enzima presente no homogeneizado celular e
apo6s ser purificada por extracdo liquido-
liguido em sistemas micelares reversos.
Como se pode observar, a glicose oxidase
apresenta comportamento cinético
semelhante ao modelo de Michaelis-Menten.

Microorganismo Kwu [M] Substrato pH TI[°C] Saturagio' Referéncia
A. niger 6,50. 10 Glicose 6,0 25 O, Puro
(Enzima pura da (100% Oy) Este trabalho
Sigma®)
A. niger 4,22.10° Glicose 6,0 25 O, Puro
(homogenato celular) (100% Oy) )
A. niger 7,88.10°  Glicose 6,0 25 O, Puro  Este trabalho

(ap0s extragdo)

(100% O,)
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A. niger 1,10. 10" Glicose 5,6 25 Ar GIBSON et al.,
Atmosferico 1964°
(21% O,)

" gas utilizado para saturagido do meio reacional com O;
homogeneizado celular contendo a enzima;
% apud TREVISAN, 1993.

Para a estimativa dos valores de Ky e Vya foi realizada a linearizacdo, proposta por
Lineweaver-Burk, para as curvas da Figura 3. Na Figura 4 encontram-se as linearizac6es das
curvas das Figuras 3.

3,500 ~
3,000 -
2,500 -
2,000 -

1,500 -

Enzymatic Activity [u/mL]

1,000 -

0,500 -

0,000 T T T T T |
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120

Glucose Concentration [M]

Figura 3 Atividade enzimatica da glicose oxidase em fung¢dao da concentragdo de glicose
para (—A—) enzima pura; (—s—) homogenato celular; (—e—) homogenato celular; (-----
---) modelo de Michaellis — Menten. Condigdes: i) Extracdo: pH 7,0; [CTAB] 0,20M;
Temperatura: 25°C; relagado (solvente/co-solvente): 76% isooctano (solvente): 6%
hexanol: 18% butanol (co-solvente). Reextragao: temperatura=25°C e pH = 5,5

Os valores de Ky obtidos neste Aspergillus niger é a catalase, isto porque a
trabalho foram similares aos valores medida da atividade enzimatica é feita
encontrados na literatura, como mostra a através de um sistema acoplado a
Tabela 2. A diferenca observada entre o0s peroxidase, enzima esta que também
valores das constantes cinéticas obtidas degrada o perodxido de hidrogénio formado
neste trabalho, antes e apds a extracao, durante a segunda etapa da reacao de
pode ser explicada pela presenca de oxidacdo da glicose (Figura 1). Durante essa
proteinas e outras moléculas contaminantes reacdo a peroxidase transfere elétrons para a
que modificam a cinética do sistema. o-dianisidina oxidando-a. Ao ser oxidada a o-

O principal contaminante da glicose dianisidina torna-se de cor alaranjada

oxidase que pode ser produzido pelo tornando possivel a determinacdo da
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atividade por espectrofotometria. Como a
catalase também atua sobre o peroxido de
hidrogénio, pode ter ocorrido um aumento na
medida da atividade da glicose oxidase, uma
vez que a o-dianisidina foi mais rapidamente
oxidada. Portanto o valor de Ky da enzima
antes da extracdo (4,22.102 M), foi inferior
aos obtidos na enzima aE)c')s a extracao e na
enzima pura (7,88.10° e 6,50.10% M,
respectivamente). GIBSON (1964, apud 3)
encontrou um valor de Ky 1,5 vez maior,
usando enzima pura, que o0s Vvalores
encontrados para a enzima pura e para apos
a extracdo observados nesse trabalho

8.00 4
7.00 +
6.00 +

5.00 4

y=0.0081x+0.1913

Vmax=5.23 U/mL
Ku=4,22.102 M

-
I‘{!:ﬁl

(Tabela 2). Isso pode ser explicado pelas
condicbes utilizadas para a medicdo da
atividade enzimatica. Por exemplo, o gas
utilizado por esse autor para saturar 0 meio
reacional com O, foi o ar. Portanto, s6 essa
variavel ja poderia ocasionar diferencas da
ordem de 1,5 a 2,0 vezes nos valores de Ky,
guando comparado ao meio saturado com
oxigénio puro. Também existe diferenca no
valor de pH utilizado nas reagbes do
presente trabalho (pH=6.0) guando
comparado com o0s experimentos conduzidos
por GIBSON (1964, apud 3)(pH=5.6).

R?=0.999

=)
5 =0.0091x + 0.1409
[= 4.00 4 y 2
= R?=0.998
2 Vyax=7.10U/mL
3.00 | Ku=6,50.10"2M
2.00 +
y=0.0264x + 0.3352
R?=0.9998
1.00 - Vmax=2.98 U/mL
Kw=7,881072 M
0.00 T T T T T )
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00
1/s M7

Figura 4 Linearizagdo dos dados referentes a glicose oxidase: pura (—¢-), em homogenato
celular (- A-) e apds extragcido (—m-). Condig¢des: i) Extragao: pH 7,0; [CTAB] 0,20M;
Temperatura: 25°C; relagao (solvente/co-solvente): 76% isooctano (solvente): 6%
hexanol: 18% butanol (co-solvente). Reextragdo: temperatura=25°C e pH = 5,5

4. CONCLUSAO

As melhores recuperacdes de
extracdo (92,70%) foram obtidas sob as
seguintes condi¢bes: pH 7,0; 0,20 M CTAB;
condutividade elétrica 0 = 5,0mS.cm™,
relacdo entre isooctano/hexanol/butanol de

76/6/18. Este estudo mostrou valores de Ky
diferentes dos que foram encontrados na
literatura. Causado por uma diferenca nas
condi¢Bes usadas na leitura da atividade (pH
e gas para saturacéo em O,). A Catalase é o
contaminante mais importante para glicose
oxidase. Comparando os valores de Ky antes



il

Livrvmrmciecs ce sl do ®ere'a
(4,22x10 M) e apds (7,88x10°M) extracéo
pode ser verificado que a enzima catalase foi
eliminada ou consideravelmente reduzida
pelo sistema. Este trabalho mostrou que a
extracdo liquido-liquido por micelas reversas
podem ser uma boa maneira de eliminar a
catalase na producéo de glicose oxidase.
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