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RESUMO

A glicose oxidase (GOx) possui diversas aplicacbes industriais. Acredita-se que
existem diversificadas espécies fungicas que possuem capacidade de produzir essa
enzima e a maior parte encontra-se inexplorada. Este trabalho teve como finalidade
investigar a producdo de Glicose Oxidase (EC 1.1.3.4) por fungos isolados de
amostras de solo da Floresta Amazoénica. Foram isolados fungos filamentosos de
amostras de solo da Reserva Florestal Adolpho Ducke, localizada na cidade de
Manaus-Amazonas. Para selecionar bons produtores de GOx, esses foram
submetidos em cultivo submerso. Os isolados destacados na produgao da enzima
foram submetidos a ensaios de cinética onde foi avaliada a producdo da mesma,
biomassa e o consumo do substrato pelos isolados. Ensaios univariados e
multivariados foram realizados para otimizar o processo de producdo. Uma producao
enzimatica foi realizada utilizando processo semi-continuo. A enzima bruta foi
purificada pelos processos de precipitacdo, didlise cromatografia de troca ibnica.
Foram investigadas as caracteristicas bioquimicas da GOx (melhor temperatura,
melhor pH, estabilidade e o efeito de ions na atividade enzimatica). Analisou-se o
potencial desta enzima na elaboragcédo de um Kit de quantificacdo de Glicose através
de curvas de calibracdo, o coeficiente de regressdo e coeficiente de correlacao.
Quanto aos resultados obtidos, foi detectada a produgcédo de GOx em todas as cepas
analisadas, entretanto, apenas sete se destacaram como potenciais produtores desta
enzima, sendo cinco do género Aspergillus e dois do género Penicillium, com valores
que variaram de 14,93 U/mL — 35,54 U/mL. A cinética demonstrou que o isolado
Aspergillus LMMO1 foi o melhor produtor da enzima, sendo portanto este isolado,
utilizado nos experimentos posteriores. Experiéncias multivariadas demonstraram que
0s parametros com maior efeito na producao de GOx foram o pH e a agitacdo. Obteve-
se um resultado estavel para GOx (7,74 U/mL), durante 7 dias, utilizando o processo
semi-continuo. Apos o processo de purificacdo, a atividade da enzima melhorou
938%, a temperatura de 40° C e o pH 6,0 foram os melhores para a acéo catalitica da
enzima e a estabilidade apresentou-se adequada as suas principais necessidades
industriais. Os ions Fe*** Pb**, Ag*, Hg™ e Cu** exibiram inibicdo significante na
atividade de GOx. No presente estudo, a correlacdo de Pearson do Kit desenvolvido
e o Kit comercial foi forte positiva, com valor de r = 0,9978. Os resultados foram
compativeis com a literatura, onde destacam-se os géneros Aspergillus e Penicillium
como os principais produtores industrias de GOX.

Palavras-chave: biotecnologia, microrganismo, enzima, bioprocesso.



ABSTRACT

Glucose oxidase (Gox) has several industrial applications. It is believed that there are
diversified fungal species that have the production capacity of this enzyme and most
are unexplored. The objective of this work was to investigate a production of Glucose
Oxidase (EC 1.1.3.4) by fungi isolated from soil samples from the Amazon Forest. Soill
fungi were isolated from the Adolpho Ducke Forest Reserve, located in the city of
Manaus-Amazonas. To select good GOx producers, such as submitted in submerged
bioprocess. The isolates highlighted in the production of the enzyme were submitted
to kinetic tests where the enzyme production, biomass and substrate consumption by
isolates were evaluated. Univariate and multivariate assays performed to optimize the
production process. An enzymatic production for the semi-continuous process. The
crude enzyme was purified by precipitation processes, dialysis ion exchange
chromatography. The potential of this enzyme in the elaboration of a Glucose
quantification kit through calibration curves, the regression coefficient, was
investigated as biochemical characteristics and GOx (optimum temperature, optimum
pH, stability and ionic effect in the enzymatic activity. However, only seven were
identified as potential producers of this enzyme, being five of the genus Aspergillus
and two of the genus Penicillium, with values ranging from 14.93 U/mL — 35.54 U/mL.
Kinetics showed that the Aspergillus LMMO1 isolate was the best producer of the
enzyme, and this was used isolated in the subsequent experiments. Experiments with
variants demonstrated with the greatest effect on the production of GOx were PH and
agitation. A result for GOx (7.74 U/mL) was obtained, for 7 days, use the semi-
continuous. After purification process, an activity and the enzyme improved 938%, a
temperature of 40 ° C and pH 6.0 were the optimum for a catalytic action of the enzyme
and stability presented as its main industrial needs. Fe***, Pb**, Ag*, Hg** and Cu**
ions showed significant inhibition of GOx activity. In the present study, a Pearson
correlation of the developed Kit and the commercial Kit was strong positive, with value
of r =0.9978. The results are compatible with a literature where the genera Aspergillus
and Penicillium stand out as the main industrial producers of GOXx.

Key words: biotechnology, microorganism, enzyme, bioprocess.
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1. INTRODUCAO

A Glicose Oxidase (EC 1.1.3.4) (GOx) possui aplicacdes tecnoldgicas
importantes desde 1950. GOx tem sido utilizadas na industrias de alimentos,
farmacéutica, téxtil, nanotecnologia e em pesquisas cientificas. Sua utilizacdo mais
conhecida € como principal reagente para a determinacdo dos niveis de glicose
sanguinea (BANKAR et al., 2009a; BLAZ et al., 2014; FERRI; KOJIMA; SODE, 2011).
No entanto, esta enzima ainda possui baixa producdo no Brasil (MONTEIRO; SILVA,

2009).

Atualmente, a GOx vem sendo produzida principalmente por recombinacao
génica de cepas mutantes dos fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium (BANKAR
et al., 2009a). Houve grande crescimento da utilizacdo desta enzima na area de
nanotecnologia, para a composicdo de biossensores de deteccdo de glicose, nao
desfavorecendo sua importancia nas outras areas ja citadas (DEVASENATHIPATHY

et al., 2015).

A Floresta Amazonica possui um grande potencial para bioprospeccéo de
substancias Uteis a partir de fungos isolados dela. A rapida ciclagem da matéria
organica presente no seu solo sugere a presenca de micro-organismo de potencial
biotecnolégico. Apesar disso, ndo existem trabalhos publicados na literatura
demonstrando selecao de fungos amazonicos para a producéo de GOx. (CELESTINO
et al., 2014a; DELABONA et al., 2012; SANTOS et al., 2015; TONELOTTO et al.,

2014).

A producéo GOx por isolados obtidos a partir de amostras de solo da regiao
amazoénica pode resultar no desenvolvimento de patentes, produtos e no surgimento

de negdcios regionais relacionados a comercializacdo da GOx. Centros académicos,



industria e populagéo seriam os maiores beneficiados com o resultado positivo dessa

abordagem (MENDES et al., 2015).

Visando o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico e afim de contribuir com a
sociedade, este trabalho tem como finalidade a producéo de GOx por fungos isolados
da floresta amazonica, investigando pontualmente: a) quais fungos seréo isolados das
amostras de solo da Floresta Amazoénica; b) quais destes serdo produtores de GOX;
c) determinar as condi¢cbes o6timas de bioprocesso; d) produzir GOx utilizando
processo semi-continuo; e) purificar a GOx produzida; f) determinar as caracteristicas

da enzima produzida; g) validar o potencial da enzima produzida.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Glicose Oxidase

Glicose Oxidase (B-D-glucose: Oxigénio, 1-Oxidoredutase, EC 1.1.3.4) (GOx) é
uma enzima que oxida a glicose para acido glucénico. Esta presente em todos o0s
organismos aerobios e normalmente funciona em conjunto com a Catalase (EC
1.11.1.6). A Tabela 1 mostra a ocorréncia natural e a importancia desta enzima, para
alguns organismos. Tornou-se uma enzima muito Uutili e de ampla aplicacao,

especialmente na industria de alimentos e nas analises clinicas (Bankar et al., 2009a).

A glicose oxidase pertence ao grande grupo de enzimas oxido redutases e
também é chamada de glicose aerodeidrogenase. A GOx é uma flavo enzima que
catalisa a oxidagao da 3-D-glicose a 6-D gluconolactona com H202, como apresentado

na Figura 1. (FERRI; KOJIMA; SODE, 2011)
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Figura 1. Representacao estrutural da reacao da Glicose Oxidase
Fonte: (WITT et al., 2000)



Tabela 1. Ocorréncia natural e funcfes da Glicose oxidase.

Ocorréncia natural

Funcao

Insetos Mel de abelha (Apis mellifera L.) - secrecao salivar de Glandula

hipofaringea (Ohashi et al., 1999, Santos et al., 2005;
AbuSara 2006)

Larva (Helicoverpa zea (Eichenseer et al., 1999), Helicoverpa
Armigera, Helicoverpa assulta (Zong e Wang 2004) — saliva

Secrecdo da glandula labial.

Gafanhoto (Schistocerca americana) -cuticula (Candy 1979)
Larva (Spodoptera exigua, Mamestra configurata) —Secrecao
salivar das glandulas labiais (Merkx-Jacques e Bede 2004,

2005)
Fungos Talaromyces flavus (Kim et al. 1990; Murray et al. 1997)
Pleurotus ostreatus (Shin et al. 1993)

Aspergillus niger (Muller 1928; Kriechbaum et al.

Hatzinikolaou et al. 1996)— parede celular de micélio (Witteveen

et al. 1992)

Penicillium spp., Penicillium amagasakiense (Wohlfahrt et al.
1999), Penicillium canescens (Simpson 2006), Penicillium
notatum (Coulthard et al. 1945; Bright and Appleby 1969),
Penicillium pinophilum (Rando et al. 1997), Penicillium
funiculosum (Sukhacheva et al. 2004), Penicillium variabile
(Pulci et al. 2004), Penicillium chrysogenum (Leiter et al. 2004),

Penicillium adametzii (Eremin et al. 2006)
Phanerochaete chrysosporium (Ramasamy et al. 1985)
Botrytis cinerea (Liu et al. 1998)

Preservacdo do mel (AbuSara 2006)

Desinfectar alimentos ingeridos e funcdo gastrointestinal
(Eichenseer

Et ai. 1999), suprimir a defesa da planta (Musser et al., 2002, Zong
e Wang 2004; Musser et ai. 2005)

Antibacteriano, endurecimento da cuticula (Candy 1979)

NA

Anti-bacteriano e anti-fungico (Kim et ai, 1990, Murray et. al., 1997)
Gerar H,O, para degradacao de lignina dependente de H>O, por
Peroxidase extracelular (Kang et al., 1993, Shin et al., 1993)
Diminui o pH do ambiente (Magnuson e Lasure 2004)

Anti-bacteriano e anti-fingico (Leiter et al. 2004)

Ajuda na degradacéo da lignina (Ramasamy et al. 1985)
Ajuda na infeccdo de plantas (Edlich et al. 1989)

Fonte: (WONG; WONG; CHEN, 2008)



A reacéo pode ser dividida em uma parte redutora e uma outra oxidativa.
Na metade da reagao de redugéo, GOx catalisa a oxidagédo de B-D-glicose para
D-glucono-d-lactona, que € ndo-hidrolisada enzimaticamente a &cido glucénico.
Subsequentemente a flavina-adenina-dinucleétido (FAD) € reduzida para
FADH2. Na metade da reacdo de oxidacao a GOx reduzida é novamente oxidada

com oxigénio para produzir peroxido de hidrogénio (BANKAR et al., 2009a).

O peroxido de hidrogénio é clivado pela catalase para produzir agua e
oxigénio (Beltrame et al., 2004). Witteveen et al.; (1992) afirmaram que em A.
niger a enzima Lactonase (EC 3.1.1.17) foi responséavel por catalisar a hidrolise
de D-glucono-6-lactona ao acido glucénico, embora a presenca de lactonase nao
fosse necessaria uma vez que o passo de hidrolise ocorre espontaneamente,
porém a uma taxa mais baixa (FERRI; KOJIMA; SODE, 2011). A taxa da reacao
acima € medida por acoplamento de outro sistema de enzima muito mais rapido

a producéo de H202, com demonstrado na Figura 2.

Glicose

D-Glicose + H,0 + O, &dase_’ Ac. Glucénico + H,0,

Reduzida p i Oxidada
H,0, + o-Dianisidina ——°TOXIAa%® , o-Dianisidina
(incolor) (castanho)

Figura 2. Reacgéo estrutural da detecgcdo de Glicose Oxidase, utilizando o-
Dianisidina.

2.1.1. Importancia da Glicose Oxidase na industria

As vendas de enzimas industriais estdo em torno de US $ 2 bilhdes por
ano, com mais de 50 aplicacdes diferentes (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG,

2002). Apesar de ser uma pequena parte de todo o mercado de especialidades



guimicas, o campo de enzimas esta projetado para crescer rapidamente, a uma
taxa préxima de dois digitos por ano. Com base na aplicagdo, ~ 65% das
enzimas comerciais sdo técnicas, como detergente, téxtil e amido, ~ 35% sédo

enzimas alimentares. Sendo que a GOx faz parte destes dois grupos.

A GOx é de consideravel importancia comercial, como se pode observar
na tabela 2. Tem sido utilizada na industria farmacéutica, na producao de vinho
e na producao de acido gluconico, entre outros (WONG; WONG; CHEN, 2008).
Porém, as suas aplicacdes nao se resumem apenas as industrias. Esta enzima
€ a mais estudada para a atuacao em biossensores de glicose devido a sua alta
especificidade e estabilidade, quando comparada a outras enzimas

(DEVASENATHIPATHY et al., 2015; LIN et al., 2015).

Nas industrias de alimentos a glicose oxidase é utilizada para remover o
oxigénio de bebidas, como uma fonte de peréxido de hidrogénio para a
preservacao de alimentos e reducao do escurecimento enzimatico. Também foi
observado que o sistema GOx - glicose apresenta um efeito antibacteriano em
organismos causadores de infeccdo alimentar (BANKAR et al., 2009a;

NOGUERA et al., 2014).

A GOx possui grande importancia na industria de vinho, onde pode
diminuir o teor alcodlico, removendo parcialmente a glicose (pela converséo para
0-glucono-1, 5-lactona), como foi demonstrado na figura 1, a qual posteriormente
seria convertida em alcool. Além disso, essa enzima possui efeito bactericida,
sendo assim, a necessidade de conservantes é menor (MALHERBE et al., 2003;

PICKERING; HEATHERBELL; BARNES, 1998).



A GOx pode ser usada como antimicrobiano em produtos de higiene oral.
A cavidade oral abriga varias espécies de estreptococos, como o Streptococcus
mutans, que € um importante contribuinte para a carie dentaria. O H20:2
produzido pela glicose oxidase age como um util bactericida (LAROCCA et al.,

2008).

NOGUERA et al. (2014) adicionaram GOx no leite e avaliaram o seu efeito
sobre o crescimento de uma cepa de Escherichia coli ATCC 25922. Os autores
verificaram que o tratamento com GOX inibe significativamente o crescimento de
bactérias. Esses achados sugerem que a GOx € uma alternativa para a

conservacao do leite, tanto bruto como pasteurizado



Tabela 2. Aplicacdes da Glicose oxidase na industria.

Aplicacéo Comentéario Autores
Aditivo para processamento de GOx é classificada com propriedades antioxidantes, conservantes e estabilizantes. Codex
alimentos Alimentarius

Laticinios e sistema

lactoperoxidase
Fabricagéo de péo

Ovo em po seco
Antioxidante / conservante

(eliminador de oxigénio)
Vinho com alcool reduzido

Producéo de &cido glucénico

Biossensor de glicose

Kit de deteccéo de glicose

Célula de combustivel

Branqueamento téxtil

O sistema Lactoperoxidase, quando usado em conjunto com a glicose oxidase, € um
agente anti-microbiano muito util.

GOx é um oxidante eficaz para produzir pdo. O peroxido produzido produz uma massa
mais el4stica e viscosa

Remocéo da glucose do ovo liquido, evitando o escurecimento ndo enziméatico de Maillard
e servindo como anti-microbiano.

A reacdo da GOx consome oxigénio, uma caracteristica que permite que esta enzima seja
utilizada na eliminag¢éo do oxigénio ativo.

Adicao de GOx ao mosto antes da fermentacéo. GOx consome parte da glicose presente,
tornando-a ndo disponivel para a fermentacdo alcodlica, resultando em um vinho com
alcool reduzido.

O &cido glucdnico é um produto da agdo de enzimatica de GOx. Industrialmente, &cido
gluconico é produzido principalmente a partir da fermentagdo, com uma producao global
estimada de cerca de 50.000-100.000 ton/ano.

A GOx é comumente usada em biossensores médicos e em indUstria de alimentos, para
construir amperometria (método eletroquimico de andlise quantitativa que determina a
concentracdo de glicose um uma solugéo).

Na reacdo de glicose com GOx ocorre a producdo de um produto colorido, derivado do
peroxido de hidrogénio que reage com o-dianisidina na presenca de peroxidase.

A GOx é utilizada no anodo de biocombustiveis para oxidar a glicose, extrair elétrons e
transferi-los para o eletrodo anodo a partir do qual os elétrons fluirdo através da carga no
circuito para o catodo.

Para substituir o branqueamento quimico. O bio-branqueamento pode ser possivel no
cotidiano por adicdo de GOx em detergente para roupa.

Commission’s
database (2007b).
(Seifu et al. 2005).

Vemulapalli et.
1998;

Rasiah et. al., 2005
Sisak et. al., 2006;
Dobbenie et. al., 1995
Breene (1989)

al.,

Pickering et al., 1998;

Pickering et al., 1999a;
Pickering et al., 1999b;
Pickering et al., 1999c
Singh et. al., 2005

Newman e Turner
2005;
Wilkins e Atanasov
1996;

Mello e Kubota 2002
Giampietro et. al., 1982

Weibel e Dodge, 1975

Pramod 1999




Ramanavicius et al. (2015) utilizaram GOx, de Penicillium funiculosum, em
célula de biocombustivel enzimatica (E-BFC) operando em temperatura ambiente e
em baixas concentracdes de combustivel. A GOx foi imobilizada na concepcéo de
anodo da célula de biocombustivel e a peroxidase de rabano (HRP) modificada foi
aplicado no catodo da mesma célula de biocombustivel. A tensdo maxima registada,
no circuito, excedeu 640 mV. Tal concepcdo da nova célula de biocombustivel
permite utilizar a glicose como um combustivel para o anodo, e H202 formados
durante a acao catalitica de GOXx, pode ser utilizado como um combustivel no catodo

da mesma célula de biocombustivel (RAMANAVICIUS et al., 2015).

A fim de degradar uma gama de compostos farmaceuticamente ativos,
Touahar et al. (2014) combinaram as trés enzimas oxidativas: lacase de Trametes
versicolor, peroxidase de Bjerkandera adusta e GOx de Aspergillus niger, assim,
fazendo um total combinado em cascata enzimatica. Experimentos foram realizados
para testar a capacidade da combinacdo enzimatica degradar varios compostos
ativos, dentre eles, naproxeno, diclofenac, diazepam, ciprofloxacina, trimetoprima.
Uma remocao alta foi alcancada (mais de 80%) para os cinco compostos (TOUAHAR

et al., 2014).

Um sistema homogéneo que consiste em nanoprismas de prata e GOX,
sensivel, e de baixo custo, para deteccao colorimétrica simples de glicose no soro.
Neste sistema, devido a sensibilidade ultra-elevada, apenas 10 mL de soro sdo
suficientes para a determinacdo. O sensor de glicose tem um grande potencial nas
aplicacoes de diagndsticos, especialmente para os paises do terceiro mundo onde
diagnosticos de alta tecnologia séo inacessiveis para a maior parte da populacéo

(XIA et al., 2013).



Liu et al. (2014) descreveram um imunoensaio colorimétrico quantitativo com
base em GOx, que pode detectar biomarcadores de cancer, em niveis picomolares.
Cheng et. al., 2012, desenvolveram um imunossensor altamente sensivel baseado
em nanoparticulas de ZnO e glicose oxidase para a deteccdo de biomarcadores de
cancer. A estratégia de ampliacdo da aplicacdo desta enzima, na industria
farmacéutica, € uma boa promessa para a aplicacdo na triagem clinica (CHENG et

al., 2012; LIU et al., 2014).

FAROOQ et al. (2013) realizaram uma pesquisa sobre o branqueamento
enzimatico do tecido de malha de algodao, utilizando GOx. A técnica de
branqueamento enzimatico foi desenvolvida para ser melhor do que a técnica
convencional, no que diz respeito a brancura, além das propriedades mecanicas,
como resisténcia a tracao e resisténcia ao rasgamento. Observou-se um aumento
de cerca de 6% no indice de brancura do tecido e aumentou a resisténcia a tracao.
O peréxido de hidrogénio produzido pela GOx € a alternativa de branqueamento mais

utilizada na industria de transformacao de téxteis.

Enzimas, incluindo a glicose oxidase, estdo ganhando importancia e
popularidade na industria como alternativa aos tratamentos quimicos tradicionais,
especialmente quando se torna mais rentavel produzir. Espera-se ver mais avancos,

investimentos e inovagdes nas aplicacbes da GOx, no futuro.

2.1.2. Micro-organismo produtores de Glicose Oxidase

Séao destacados, na literatura, varios micro-organismo produtores de GOx. O

quadro 1 apresenta um resumo dos principais fungos produtores desta enzima.



Foi realizado um estudo com o objetivo de coletar e isolar fungos filamentosos
do solo, plantas e bagaco da cana-de-acucar. Quarenta isolados foram examinados
guanto a sua capacidade de produzir varias enzimas, dentre os quais, a GOx. Entre
estes, pelo menos trés produziram altos niveis de glicose oxidase, sendo Rhizopus

stolonifer e Aspergillus versicolor os melhores produtores (GUIMARAES et al., 2006).

Micro-organismo do género Aspergillus e Penicillium se destacam como bons
produtores de GOx (BODADE et al.,, 2013). Isolados de Aspergillus niger foram
avaliados quanto a producdo de GOx por bioprocessos submersos e em estado
sélido. A alta atividade da enzima foi observada em 24 e 48 h de bioprocesso
submerso, no qual observou-se uma atividade enzimatica de 10 U/mL. A GOx
produzida pela mesma espécie foi purificada, no qual atividades maximas de 60

U/mg de proteinas foram obtidas (SINGH et al., 2014).

A expressao heteréloga em outras células hospedeiras tem sido empregada
para potencializar a producéo de GOx. Esta metodologia, em micro-organismo que
utilizam recombinacdo genética, ainda é o ponto alto no desenvolvimento e
exploracéo da biotecnologia moderna, ja que algumas proteinas sao encontradas em
qguantidades limitadas em sua fonte natural. Os principais genes envolvidos
correspondem ao género Aspergillus, e o principal género hospedeiro é Pichia (BLAZ

et al., 2014; GAO et al., 2012; GU et al., 2015; MENG et al., 2013)



Quadro 1. Micro-organismo produtores de Glicose Oxidase.

Microrganismo Composicao do meio (g/L) Ensaio enzimatico Atividade | Referéncias
Aspergillus niger — | Meio YPD: Extrato de levedura, 10; Peptona, | Ensaio em placa, com o-dianisidina- | 125 Hodgkins et al.
Gene expresso em | 20; Glicose, 20. peroxidase. U/mL (1993).
Saccharomyces Malherbe et al.
cerevisiae (2003).
Penicillium variabile | Glicose,80; NaNOs,5; KCI,0.5; KH2PO,,1; | A reducdo da benzoquinona pela | 5,52 Petruccioli et al.
P16 FeS0.,.7H,0,0.01; Peptona micoldgica, 1; | hidroquinona medida pela taxa de | U/mL (1999).

CaCO0:s3,35. aumento da absorbancia a 290 nm. Petruccioli et al.

(1995b)
Aspergillus niger | Sacarose,70; (NH4)2HPO4,0.4; KH2P0O4,0.2; | Reagéo o-dianisidina-peroxidase. 7,5 U/mL | Hatzinikolaou e
(BTL) MgS0,4.7H,0,0.2; peptone,10; CaCO3,35 Macris
(1995)

Saccharomyces Extrato de levedura,40; hycas, 5; glicose, 20; | Reagdo ATBS 3,43 Kapat et al. (2001).
cerevisiae galactose,30. U/mg de
recombinante cél.
Aspergillus niger | Glicose,80; peptone,30; NaNO3,0.5; | Ensaio de reacdo acoplada 2,5 U/mL | Fiedurek e Gromada
AM111 KH2PO4,1; CaC0O3,35 (2000)
Penicillium Sacarose,40; Na;P04.2H,0,4; KH2PO4,1.5; | Reacdo ABTS - peroxidase 1,9 U/mL | Rando et al. (1997).
pinophilum NaNOs, 1.9; MgS0..7H.0,0.2; CaCl..2H:0,
DSM 11428 0.02; extrato de malte,10; extrato de

levedura,5; Trago elementar,10; vitamina, 10.
Aspergillus niger | Glicose,150; sais inorganicos,0.35; | Titrimetria 6 U/mL Tongbu et al. (1996).
ZBY-7 carbonato de metal,35
Penicillium Meio LB-rich: Triptona,10; extrato de | Teste Enzimatico de Ferrocenometanol | 800 Mano et. al.,, 2014
amagasakiense levedura,5; NacCl,5. (FMox) U/mg (Patente)
mutante - Gene

V564T expresso em
Escherichia coli

Fonte: Bankar, 2009 (modificado)




Haq et al. (2014) estudaram a producdo de GOx da linhagem selvagem
Aspergillus niger 1IB-31 por meio de mutagénese aleatdria, usando mutagénicos
guimicos, com o objetivo de aumentar o rendimento da cepa selvagem. Aspergillus
niger 1IB-31 foi tratado com mutagénicos quimicos, tais como metano sulfonato de
etilo (EMS) e &cido nitroso. Usando bioprocesso submerso, a cepa mutante, tratada

com EMS, conseguiu a maior producao de GOx (69,47 U/mL) (HAQ et al., 2014a).

A producdo de GOx vem sendo cada vez mais necessaria, afim de atender o
mercado mundial. Estudos que visam a descoberta de novas fontes e a otimizacao de
producdes existentes tém um grande valor para a literatura, sendo que esta é uma

enzima altamente utilizada pela industria, como podemos ver a seguir.

2.2. Caracteristicas gerais da Glicose Oxidase

O peso molecular da GOx varia de aproximadamente 130 kDa a 175 kDa. A
enzima GOx é altamente especifica para o B-andmero de D-glicose. A taxa de
oxidacdo € cerca de 157 vezes mais rapida que para o a-anémero de D-glicose. Baixo
niveis de GOx sdo exibidos quando se utiliza 2-desoxi-D-glicose, D-manose e D-
galactose como substratos. Os inibidores de GOx incluem p-cloromecuribenzoato,
Ag*, Hg?*, Cu?*, Hidroxilamina, hidrazina, fenilhidrazina, dimedona e bissulfato de

sédio (MENG et al., 2013)

Nakamura e Ogura (1968) realizaram estudos comparativos sobre as enzimas
GOx de A. niger e P. amagasakiense. Os pesos moleculares das enzimas GOx a partir
dos 2 organismos foram determinados como sendo 150 kDa para o P. amagasakiense
e 152 kDa para A. niger. As composi¢des, das enzimas, de hidrato de carbono e de

aminoacidos também foram pesquisadas e comparadas, o que indicou que



carboidratos similares estavam contidos em ambas as enzimas que continham
principalmente glicose, manose e hexosamina. A GOx de A. niger continha mais

manose e hexosamina do que a de P. amagasakiense, mas menos glicose.

Verificou-se que o teor global de hidratos de carbono era de 16% para A. niger
e 11% para P. amagasakiense. Os conteudos de aminoacidos de ambas as enzimas
mostraram que a GOx A. niger continha mais histidina, arginina e tirosina e menos
lisina e fenilalanina do que a GOx de P. amagasakiense (Nakamura e Fujiki, 1968).
Os intervalos de pH O6ptimos para a producdo da GOx de A. niger e de P.
amagasakiense, foram mostrados como 3,5-6,5 e 4,0-5,5, respectivamente. Verificou-
se que a GOx de A. niger tinha um intervalo de pH mais amplo do que a GOx de P.
amagasakiense. O pH 6timo para a acdo catalitica da enzima é amplo, encontra-se

entre 4,5 e 7,0 (FERRI et al, 2011).

2.3. Potencial biotecnoldgico dos fungos presentes na Amazénia

Os solos da Floresta Amazénica possuem uma restrita camada fértil de matéria
organica, em sua superficie. Nela os organismos vivos reciclam o0s nutrientes
disponiveis no ambiente. Varios fatores contribuem para o processo, como a restrita
variacdo do clima, a umidade relativa do ar e a temperatura (FERREIRA et al., 2006;

FISCH et al, 2006; VOLKOFF; CERRI, 1981).

O ambiente afeta diretamente o metabolismo microbiano, induzindo os fungos
do solo a ativar muitas rotas metabolicas para a degradagdo de variados
componentes, dependendo das condicbes do meio em que se encontram e da

disponibilidade de nutriente (PETIT et al., 2009). Eles liberam enzimas extracelulares,



as quais degradam essas substancias antes de serem internalizadas por suas células,

e utilizam-nas como fonte de energia (SNAJDR et al., 2011).

Os fungos encontrados no solo sdo na sua maioria Ascomycetos assexuados e
Zigomicetos (BASSI et al, 2011; GAMS, 2007). Espécies de Aspergillus e Penicillium
tém sido amplamente relatadas como agentes presentes no solo sendo importantes
na ciclagem do carbono, como agentes de controle biolégico e como produtores de
enzimas(CELESTINO et al., 2014b; CHAVEZ et al, 2006; DELABONA et al., 2012;

MENDES et al., 2015).

A Amazonia possui uma ampla diversidade de micro-organismo que podem ser
explorados para a producao de diferentes enzimas de interesse industrial nas mais

diversas areas, como demonstrado no tabela 3.



Tabela 3. Micro-organismo, isolados da Floresta Amazonia, produtores de enzimas de interesse industrial.

Substancia Micro- Local da Coleta Metodologia de producéo Referéncia
produzida organismo
Celulase Aspergillus spp.  Solo da Floresta de Macuya, Peru Bioprocesso submerso Vega et. al. (2012)
alcalina Penicillium spp.
Amilase Rhizobium spp.  Varzea da Amazobnia Central Bioprocesso submerso Oliveira et. al. (2010)
Bradyrhizobium
spp.
Lipopeptideos  Bacillus spp. Bacia Amazénia Crescimento em estado sélido Velho et. al. (2011)
Celulase Aspergillus Floresta Amazbnica Bioprocesso em estado soélido utilizando residuos  Delabona et. al. (2012)
fumigatus agro-industriais
D-Xilose Leveduras Floresta Amazbnica Bioprocesso Submerso utilizando hidrolisado de Cadete et. al. (2012)
Bagaco de cana
Lipase Bactérias Solos e raizes da Amazébnia Bioprocesso submerso utilizando substratos Willerding et. al. (2011)
oleaginosos da flora da Amazénia
Hidrolase Fungos Parque Nacional Yasuni, Amazbnia Crescimento em meio de cultura sélido, contendo Russell et. al. (2011)
serina endofiticos equatoriana PUR como Unica fonte de carbono
Pigmentos Aspergillus Solo da Reserva Adolpho Ducke, Cultura submersa Celestino et. al. (2014)
calidoustus Amazonia, Brasil
Penicillium sp.
Amilase Aspergillus spp.  Manipueira (subproduto liquido Bioprocesso em estado sélido, utilizando farelo Celestino et. al. (2014)
Penicillium spp.  obtido da producéo de farinha) de trigo
Lacase Agaricomycetes Madeira em decomposicdo na Bioprocesso submerso Santos et. al. (2015)
Universidade Federal do
Amazonas, Brasil
Protease Trametes sp Casca de arvore em decomposi¢cdo Bioprocesso em estado sélido Mendes et. al. (2015)
Lipase Colletotrichum Folhas e frutos da Floresta Bioprocesso em estado solido Silva et. al. (2015)
sp. Amazonica, Estado do Par4, Brasil
Proteinas de Aspergillus flavo  Residuos de fruta da Amazo6nia Bioprocesso submerso contendo exocarpo de Alecrim et. al. (2015)
coagulacdo do furcatis cupuagu e farelo de arroz.
leite
Celulase Aspergillus Floresta Amazénica Bioprocesso em estado solido Pirota et. al., (2016)
oryzae
Enzimas Cladosporium sp  Floresta Amazénica Bioprocesso submerso Cangussu et. al., (2016)

pectinoliticas Aspergillus sp

Rhizopus sp

Obs: A especificidade das informacdes foi dependente dos dados disponiveis pelos autores.
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2.4. Producéao Industrial de Enzimas

A producao industrial de enzimas acontece principalmente pelo processo
de fermentacdo submersa, que envolve o crescimento de micro-organismo em
um meio rico e com elevadas concentracdes de oxigénio. Os processos mais
utilizados para a producdo sao o0 processo continuo e o0 processos em batelada
alimentada. Parametros operacionais como temperatura, pH, taxa de
alimentacdo, consumo de oxigénio e formacdo de dioxido de carbono sao
medidos e controlados para otimizar o processo de fermentacédo. Para 0 aumento
da escala de producéo, sao utilizados os biorreatores (BAILEY; POUTANEN,

1989)

Os biorreatores sdo equipamentos usados para converter matérias-
primas em produtos utilizando micro-organismo, células animais ou vegetais ou
enzimas. Os biorreatores tém por objetivo proporcionar as condi¢cdes adequadas
de temperatura, pH, concentracdo de substrato, sais minerais, vitaminas e
oxigénio para que micro-organismo e células crescam e produzam metabolitos
de interesse. O tipo de biorreator mais utilizado é o de tanque agitado (STR). A
primeira aplicacdo data dos anos 40, quando foi utilizado durante a Il Guerra
Mundial no cultivo aerdbio para producéo do antibiético penicilina (SCHMIDELL,;

FACCIOTTI, 2001)

Na industria de fermentacéo, os biorreatores tipo tanque agitado e aerado
sdo 0s mais empregados. Algumas das razdes € por assegurar correta
homogeneizagé&o do nutrientes, um minimo de morte celular resultante da adigédo
de acido e base concentrados para o controle de pH, uma confiavel transferéncia
de calor para o controle da temperatura e de massa para 0 suprimento de

oxigénio e a facilidade no aumento de escala (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001)
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2.5. Fatores que influenciam na producéo de Glicose Oxidase

Substancias importantes para a composi¢cao do meio de cultura devem ser
avaliadas para a melhor eficacia da producédo enzimatica. Uma ampla lista de
compostos sao estudados afim de melhor conhecer os fatores que influenciam
na producdo de GOx. Dentre eles, podem destacar-se a concentracdo de
glicose, fontes de nitrogénio, CaCOs, FeSO4, MgSO4, CuSOas, HgCl2, ZnSOa4,

BaS0O4, KH2PO4, pH e aeragdo (BANKAR et al., 2009a).

Kriaa et. al., em 2015, utilizaram a espécie Aspergillus tubingensis para
comparar bioprocesso submerso (SMF) e bioprocesso em estado sélido (SSF),
avaliando o crescimento do fungo, para a producdo de GOx. Resultados
cinéticos mostraram que o crescimento fangico utilizou glicose e &cido glucénico
como substratos e que SMF é mais adequada para crescimento de fungos. No
entanto, SSF levou o fungo a produzir mais GOx, 170,59 U/mL contra 43,73

U/mL por SMF (KRIAA; KAMMOUN, 2009).

Hatziuikolaou & Macris, em 1995, investigaram alguns fatores que afetam
a producao extracelular de GOx por Aspergillus niger. A intencédo era a de
maximizar a atividade total de GOx. O trabalho identificou CaCOs, como um forte
indutor da atividade da GOx e que a utilizagdo de melagcos como fonte de
carbono aumenta a atividade da enzima em aproximadamente 40 vezes

(MACRIS, 1995).

Bodade et. al., em 2010, estudaram a otimizacao da producao extracelular
de GOx por Penicillium chrysogenum isolado de queijo em decomposicao. A
méaxima produgédo foi atingida em caldo de bioprocesso a pH 6 e a 20° C apés

72 h de incubacdo. Dos sete ions estudados, CaCOs3 e FeSO4 atuam como
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moduladores, enquanto que com MgSQOas4, CuSO4, HgCl2, ZnSO4 e BaSOa4

obteve-se a producéo mais baixa (BODADE et al, 2010).

Khurshid et. al. (2011) realizaram a otimizacdo da producéo de GOx por
Aspergillus niger isolado de batata. A produ¢do maxima da enzima foi obtida em
10% de concentracédo de glicose, apos 48 h de bioprocesso submerso. O pH
optimo para a producéo de enzima foi de 5,5. A adicao de ureia (0,2%) e KH2POa4
(0,4%), no meio de bioprocesso, aumentou a atividade da enzima, enquanto que

a adicdo de MgSOa4-7H20 inibiu a producdo (KHURSHID et al., 2011).

A producédo de GOx é aumentada em ambientes com alta concentracéo de
oxigénio e glicose porém, estudos mostram que nenhuma quantidade desta
enzima pode ser obtida em ambientes onde a concentracdo de oxigénio
dissolvido é menor que 7%. No entanto, estdo sendo realizadas varias pesquisas
com o objetivo de otimizar a producdo de GOD através da utilizacdo de cepas
mutantes de Aspergillus niger. Nestes casos, ha possibilidade de haver formacéao
da enzima mesmo em concentracfes de oxigénio inferiores a 7% (LIU et al.,

2003; RAMZAN; MEHMOOD, 2009)

Jithendar et. al., em 2014, estudaram varios parametros do bioprocesso,
tais como pH médio, temperatura de incubacao, velocidade de agitacdo, fonte
de carbono e fontes de nitrogénio, utilizando o método One factor at a time
(OFAT). A atividade mais elevada de GOx foi obtida a pH 5,5, temperatura de
incubacédo 30 °C, velocidade de agitacdo 140 rpm, 50 g/L de glicose como fonte
de carbono e 10 g/L de extrato de carne e extrato de levedura, em 72 horas de

incubacgéo (JITHENDAR,; et al, 2014).
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Farid et. al. (2013) usaram a metodologia de superficie de resposta (RSM),
empregando o desenho fatorial fracionado (DFF) para otimizar o meio de
bioprocesso para a producédo de GOx a partir de um isolado de Aspergillus niger
em bioprocesso submerso. Utilizou-se CaCOs, fosfato de amonio e MgSO4 como
fatores. Um modelo de superficie de resposta e método quadréatico de segunda
ordem mostrou que as concentrac¢des (g/L) 6timas de glicose, 100; CaCOs, 25;
(NH4) 2HPO4, 1,8 e 0,4 de MgSOa, resultou numa melhoria de producao de GOx
(170 + 0,88 U/mL) em comparacdo com o nivel inicial (109,81 + 1,38 U/mL),

depois de quatro dias de incubacao a 200 rpm e 30 °C (FARID et al., 2012).
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3. OBJETIVOS DO TRABALHO

Este trabalho tem como obijetivo principal investigar a producéo de Glicose

Oxidase (EC 1.1.3.4) por fungos isolados de amostras de solo da Floresta

Amazonica.
Para tanto, especificamente objetivou-se:
l. Isolar fungos das amostras de solo da Floresta Amazonica;
Il. Selecionar os isolados produtores de GOX;
lll. Determinar as melhores condi¢des de bioprocesso;
IV. Produzir GOx utilizando processo semi-continuo;
V. Conhecer as caracteristicas bioquimicas da enzima produzida;

VI. Validar o potencial e aplicagdo da enzima produzida em um Kit de

deteccao de glicose.
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4. APRESENTACAO DOS CAPITULOS

Os materiais, metodologias, resultados e discussdes dessa presente tese

estdo apresentados na forma de capitulos:

Capitulo 1 — Apresenta “Isolamento, identificagcdo e detecgédo de fungos
produtores de Glicose Oxidase”. Esse capitulo foi publicado no African Journal

of Microbiology Research (Apéndice A);

Capitulo 2 — Apresenta “Caracterizagdo da enzima Glicose Oxidase
produzida por Aspergillus niger LMMO01”. O artigo resultante sera submetido ao

periodico Enzyme Research.

Capitulo 3 — Apresenta “Analise comparativa de dois métodos de
detecgéo de glicose, utilizando a Glicose Oxidase, produzida por Aspergillus
niger LMMO1”. O artigo resultante sera submetido no Annals of Clinical and

Laboratory Science.
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5. CAPITULO 1

ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO E DETECCAO DE FUNGOS

PRODUTORES DE GLICOSE OXIDASE

Diego Rayan T. Sousal, Elusiane S. Santos?, Ana Claudia A. Cortez?, Jodo

Vicente B. Souzal 2.

'Rede de Biodiversidade e Biotecnologia da Amazbnia Legal-
PPGBIONORTE - Universidade Federal do Amazonas, Av. General Rodrigo
Octavio 6200, 69077-000, Manaus, Amazonas, Brasil.

2Laborat6rio de Micologia, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia -

INPA. Av. André Araujo 2936, 69080-97, Manaus, Amazonas, Brasil.

RESUMO

A GOx tem vérias aplica¢des industriais. Acredita-se que existem varias
espécies de fungos que tém a capacidade de produzir esta enzima, e a maioria
sdo inexplorados. Este trabalho tem por objetivo investigar a producdo de
Glicose Oxidase (EC 1.1.3.4) por fungos isolados de amostras de solo da floresta
amazonica. Os fungos filamentosos foram isolados de amostras de solo da
Reserva Florestal Adolpho Ducke, localizada em Manaus, Amazonas. As cepas
foram submetidas ao bioprocesso para selecionar os melhores produtores de
GOx. Os isolados que se destacaram na producao da enzima, foram submetidos
a testes cinéticos que avaliaram a producéo da enzima, o consumo do substrato
e a biomassa. Além disso, foram realizados experimentos para avaliar as

melhores fontes de carbono, nitrogénio e fosforo e a influéncia de fatores de
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bioprocesso. Finalmente, a producao de GOx foi analisada em um sistema semi-
continuo por sete dias. Os isolados mais frequentes das amostras de solo
pertenceram ao género Aspergillus, Penicillium e Trichoderma. Aspergillus niger
LMMOL1 foi o melhor produtor de GOx. Glicose, peptona e KH3PO4 demonstraram
ser as melhores fontes de carbono, nitrogénio e fésforo, respectivamente.
Experiéncias multivariadas demonstraram que os parametros com maior efeito
na producdo de GOx foram pH e agitacdo. Obteve-se um resultado estavel para
GOx (7,74 U/ ml), durante sete dias, utilizando o processo semi-continuo. Neste
contexto, a nova fonte amazénica desta enzima (A. niger LMMO1) e a producéo
enzimatica em processo semi-continuo demonstram a importancia do presente

trabalho.

Palavras-chave: biotecnologia, enzima, microrganismo, bioprocesso.

Introducéo

A Glicose Oxidase (GOx, B-D-glucose: oxigénio, l-oxidoredutase, EC
1.1.3.4) catalisa a oxidacdo da glicose pelo oxigénio molecular (BANKAR et al.,
2009a). Desde o inicio dos anos 1950 Glicose Oxidase tem sido amplamente
utilizado na fabricacdo de ovos em po, tiras de teste de papel para pacientes
diabéticos, aplicacdo para GOx € a sua utilizacdo em biossensores (CHOI et al.,
2015; HWA, 2015; WONG et al., 2008). A Glicose Oxidase € produzida pelos
fungos como um mecanismo de defesa e tem efeitos antimicrobianos. Esta
enzima também pode ser uma boa alternativa aos tradicionais tratamentos

quimicos e fisicos na preservacao de alimentos (ABER et al., 2016; AMIRI et al.,
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2016; ROCKER et al., 2016). No entanto, esta enzima tem baixa produgdo no

Brasil.

As fontes microbianas mais comuns do GOx s&o Aspergillus e Penicillium,
embora a maioria de suas preparagfes comerciais seja obtida de espécies de A.
niger (KHAN et al., 2016; SAPOUNTZI et al., 2017). Houve um crescimento
extensivo no uso desta enzima na area da nanotecnologia para a composicao
que detecta os biossensores de glicose, desestimulando sua importancia em
outras areas jA mencionadas (ABER et al.,, 2016; FAPYANE et al., 2016;

SAPOUNTZ] et al., 2017).

A floresta amazobnica tem grande potencial para a bioprospeccédo de
substancias uteis de fungos isoladas (CELESTINO et al., 2014). Os papéis dos
fungos no solo sdo complexos e criticos para manter a funcionalidade do bioma.
Os fungos podem atuar em ciclagem de nutrientes e desenvolver associagdes
simbidticas ou patogénicas com plantas e animais, além de interagir com outros
microrganismos. A magnitude das funcées desempenhadas pelos fungos pode
ser melhor compreendida considerando a diversidade deste grupo de
organismos. No entanto, ndo existem estudos publicados que avaliem os
produtores de GOXx da floresta amazénica (JO ATILDE O et al., 2016; MENDES

et al., 2015; SALONY et al., 2016; SANTOS et al., 2015).

O presente trabalho descreveu a GOx produzida por A. niger LMMO1, uma
nova fonte de produgédo de GOx. Aléem disso, foram investigadas as melhores
condicbes de bioprocesso e examinado o0 potencial em um sistema semi-
continuo. Centros académicos, industria e populacdo sdo o0s maiores

beneficiados do resultado positivo desta abordagem.
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Material e Métodos
Isolamento e Identificagdo dos fungos provenientes do solo da Floresta

Amazodnica

As amostras de solo foram coletadas em junho de 2014 da reserva
florestal Adolpho Ducke (02°55'-03°01'S, 59°53'- 59°59'W) Manaus-AM Brasil.
Aproximadamente 1 g de solo superficial (2 cm de profundidade) foi submetido
a diluiges sucessivas (1x10? - 1x10°) e aliquotas de 100 uL foram semeadas
em placas de petri contendo Agar de Dextrose de Batata (BDA) com cloranfenicol
(250 mg/L). As placas foram incubadas a 30° C e monitorizadas diariamente
durante 14 dias para isolamento de fungos filamentosos. As colonias isoladas
foram purificadas e armazenadas em BDA a 36° C (GOMES et al., 2005). Estas
colénias puras permaneceram a 4° C durante o armazenamento e apos 0O

procedimento.

Os isolados foram transferidos para dois tubos, sendo um armazenado a
4° C e o outro foi utilizado nos experimentos. Os géneros isolados foram
investigados por avaliagdo micromorfolégica (BRIDGE; SPOONER, 2001) e a
definicdo das espécies foi obtida por sequenciamento de ITS1-5.8S-ITS2 do

DNAr.

O DNA foi extraido das amostras (200 yL de biomassa fungica) utilizando
o kit QlAamp Blood and Tissue (Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo as
recomendacdes do fabricante. O DNA foi quantificado por absorvancia a 260 nm
utilizando Genequant (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). As reac¢cdes de PCR
tinham um volume final de 50 yL contendo tampé&o de PCR (Tris-HCI 10 mM, pH
8,3; KCI 50 mM), MgCI2 1,5 mM, iniciadores 0,5 uM de ITS-1 (5-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS- 4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3Y),
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dNTPs 200 uM, DNA polimerase marcada com ampli de 1,5 U e 100 ng de DNA

fungico.

A PCR foi realizada como descrito por WHITE et al. (1990), nas seguintes
condicbes de PCR: a desnaturacao inicial a 94° C durante 5 minutos foi realizada
35 ciclos, consistindo de desnaturacdo de DNA a 94° C durante 1 minuto,
anelamento a 55° C durante 1 minuto e extenséo a 72° C durante 2 minutos e
finalmente uma extenséo final a 72° C durante 10 minutos. Incluem-se na
amplificacdo dois controles positivos e um controle negativo. Os produtos de
PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,5 % e corados
com SYBR® Green (SYBR Safe DNA Gel Stain, Invitrogen, Carlsbad, EUA). Um
DNA de 100 pb (SM0331, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Alemanha) serviu como

marcador de tamanho.

Os produtos da amplificagcéo foram purificados utilizando uma solucéo de
polietilenoglicol-PEG (10 g de polietilenoglicol 800, 7,3 g de NaCl em 35 mL de
agua). Volumes semelhantes de solucbes de PEG e amplicons foram
transferidos para tubo de microcentrifuga (1,5 mL) homogeneizados e incubados
(37° C durante 15 minutos). Em seguida a mistura foi centrifugada (15 minutos a
6.000 g), o sobrenadante foi rejeitado, o precipitado foi lavado duas vezes com

etanol a 70% e ressuspenso em agua.

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit BigDye® (Applied
Biosystem). O sequenciamento foi realizado em Seq 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystem). As sequéncias obtidas foram comparadas com as

depositadas no Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Selecédo de produtores de glucose oxidase

Os isolados fungicos foram incubados em frascos de 125 mL contendo 50
mL de meio (KH2PO4 5 g/L, CaClz 0,1 g/L, MgS0Oa4.7H20, 0,5 g/L, FeS04.7H20
0,01 g/L, ZnSO4 .7H20 0,01 g/L de MnS0O4.H20 0,03 g/L, peptona 5 g/L e glicose
80 g/L, pH 6,0). Suspenséo de esporos (1x10° esporos/mL) foi inoculada no meio
de cultura. O bioprocesso foi incubado a 26° C durante 96 horas sob agitacéo
orbital (100 rpm). Apdés incubacdo, as atividades enzimaticas foram

determinadas.
Determinacgao da glicose oxidase

Para a determinacdo de GOx foi utilizado o método de o-dianisidina,
proposto por HAQ et al. (2014b), modificado. O caldo fermentado foi centrifugado
a 10.000 rpm durante 30 min para separar a biomassa. Para a determinacao de
GOx utilizou-se uma mistura reacional consistindo em 0,1 mL de D-glicose
0,01M; 0,75 mL de o-dianisidina a 0,02% em tampé&o fosfato a pH 6; 0, 25 ug de
peroxidase (EC 1.11.1.7) e 0,1 ml de solucdo enzimética (GOx). A mistura foi
incubada durante 10 min a 35° C. A reacéo foi parada por adicdo de 0,5 mL de
HCl 4N e quantificada a 500 nm. Uma unidade (U) da atividade de GOx foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 mmol de glicose
por minuto em condi¢cdes de ensaio. A equacao 3 calculou a produtividade

enzimatica maxima.

GOx U/mL = [(ABS/teste - ABS/controle neg.). (V1). (Df)]. T2 (equacéo 3)
(7.5). (V2)

Onde: V1 = volume (em mL) de ensaio; (Df) = fator de diluicdo do caldo;
7,5 = coeficiente de extingdo milimolar para o-dianisidina oxidada a 500 nm; V2
= volume (em ml) de caldo contendo enzima e T = tempo de duracédo da reacéo.
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Uma unidade ira oxidar 1,0 umol de 3-D-glicose a gluconolactona e 6-H202 por
minuto a pH 7,0 a 35° C.

Cinética da producédo de GOx com os isolados selecionados

A cinética foi realizada utilizando isolados com as melhores producdes de
GOx. As condi¢des do bioprocesso foram semelhantes as utilizadas no item
“Selecéao de produtores de glucose oxidase”. Os solidos soluveis (g/L), biomassa
(g/L) e producédo de GOx (U/mL) foram quantificados a cada 24 horas durante
120 horas. Além disso, determinou-se a produtividade de GOx (Equacao 1) e a

relagéo Ypss (Equacgao 2).

PE = AEmax - AEtw (equacgéol)
Tf

Onde PE = produtividade enzimética méxima; AEmax = atividade
enzimatica maxima; AEw = atividade enzimatica inicial; e Tf = tempo (dias) de
fermentacdo em que se observou a atividade méaxima.

Yp/s = Massa do produto obtido (equacéo 2)
Massa do substrato consumido

Determinagao de Biomassa

O micélio foi separado do meio de cultura por filtracdo usando papel de
filtro Whatman N° 1, previamente seco a 105° C durante 24 horas. O crescimento
do fungo foi quantificado em termos de peso seco micelial por mL. Para este fim,
0 micélio obtido apés filtracdo foi transferido para o forno a 105° C durante 24

horas e depois pesado para determinar o0 peso seco.
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Determinacdo de aclcares

A concentracdo de acuUcares redutores (RS) foi determinada pelo método
do &cido dinitrosalicilico 3,5 — DNS, proposto por MILLER (1959). As amostras
foram centrifugadas a 3.500 rpm durante 5 min, diluidas com H20 e transferidas
para tubos de ensaio contendo 1 mL de solucdo de reagente DNS. Depois de
aguecer em um banho de agua a temperatura de ebulicdo durante 5 min e
subsequente resfriamento com agua corrente, a leitura de absorvancia de cada
amostra foi realizada a 540 nm em um espectrofotémetro digital FEMTO 700S.
O controle branco utilizado para calibrar o aparelho foi obtida utilizando apenas
1 mL de agua destilada. A absorvancia observada foi correlacionada com a
concentracdo de acucar redutor usando uma curva padréao de glicose (AHMED

et al., 2016).

Avaliacao das fontes de carbono, nitrogénio e fosforo

Através de uma estratégia univariada, avaliou-se a melhor fonte de
carbono, nitrogénio e fosforo. As condi¢cbes principais do bioprocesso foram
semelhantes as utilizadas em “Selegdo de produtores de glucose oxidase”. As
fontes de carbono (80 g/L) testadas foram: xilose, maltose, glicose, sacarose,
galactose e lactose. As fontes de nitrogénio (5 g/L) testadas foram: extrato de
levedura, extrato de malte, peptona, peptona de soja e KNOs. As fontes de

fosforo (5 g/L) foram: NasPOas, KH2PO4 e P4On1o.

Avaliacdo da influéncia dos fatores envolvidos no processo através do

desenho fatorial

Através de experimentos multivariados, avaliou-se a influéncia dos

fatores: [Concentracdo de Carbono] [Concentracdo de Nitrogénio]
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[Concentragdo de Fosforo] [agitacdo] e [pH], na producdo de GOx. As condi¢des
do bioprocesso foram semelhantes as utilizadas em “Selecdo de produtores de

glucose oxidase”’.

As influéncias dessas variaveis foram estudadas de acordo com um
delineamento experimental completo, com o objetivo de identificar os fatores
com influéncia estatistica. Foram realizados 32 experimentos, com trés pontos
centrais. Um modelo matematico foi determinado e a metodologia de superficie
de resposta, assim como 0s pontos centrais foram utilizados para calcular o erro

experimental. Os niveis dos fatores estudados sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Niveis utilizados para a concentracdo de carbono, concentracdo de
nitrogénio, concentracdo de fosforo, pH e agitacdo orbital no desenho
experimental 2° para a producéo de GOx, pelo fungo selecionado.

Fatores Niveis

-1 0 1
Concentracao de Glicose (g/L) 60 80 100
Concentracao de Peptona (g/L) 3 5 7
Concentracdo de KH3POa (g/L) 3 5 7
pH 5 6 7
Agitacéo orbital (rpm) 80 100 120

Producéo de Glicose Oxidase em bioprocesso semi-continuo

As culturas foram processadas em frascos de 2 L contendo 0,5 L de meio.
O bioprocesso foi mantido a 27° C a 120 rpm (velocidade de agitacédo). O pH da
cultura foi controlado a 6,0. As culturas foram crescidas sob luz ambiente, e as
condicoes foram idénticas para todas as fases de crescimento. Para a operagao
semi-continua, ap6s 72 horas de crescimento inicial, iniciaram-se as outras fases

de crescimento, com 24 horas cada, seguindo 0s mesmos parametros de cultivo,
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removendo 0,33% do meio fermentado e substituindo pela mesma quantidade

de novo meio.

Como alternativa, no processo semi-continuo, a determinacéao de sélidos
totais, pelo método de Brix°, foi medido, em refratbmetro ATAGO Pocket PAL-1,
a 25° C. O refratbmetro foi calibrado utilizando uma solu¢do de sacarose como
padrdo, de modo que 1 Brix° foi equivalente a 1 g de sacarose por 100 g de

solucéo.

Resultados

Isolamento e Identificacdo dos fungos isolados do solo da Floresta

Amazodnica

As amostras de solo foram diluidas e transferidas para o meio de cultura
para isolamento fungico. Foram realizadas técnicas de identificacdo
(micromorfologia e sequenciamento ITS1-5.8S-ITS2). Os isolados pertenciam

principalmente aos géneros: Aspergillus, Penicillium e Trichoderma (Tabela 2).
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Tabela 2. Géneros fungicos isolados de amostras de solo superficial (2 cm de profundidade) da Floresta Amazénica (Lat. 02°95'43
" S; Longo: 59°93'39"0).

Cdédigo Organismo Cédigo Organismo Cdédigo Organismo Cédigo Organismo
LMMO1 Aspergillus sp. LMM26 Trichoderma sp. LMM51 Aspergillus sp. LMM76 Penicillium sp.
LMMO2 Trichoderma sp. LMM27 Trichoderma sp. LMM52 Aspergillus sp. LMM77 Oidiodendron sp.
LMMO3 Aspergillus sp. LMM28 Aspergillus sp. LMM53 Paecilomyces sp. LMM78 Penicillium sp.
LMMO4 Fusarium sp. LMM29 Aspergillus sp. LMM54  Penicillium sp. LMM79 Trichoderma sp.
LMMO5 Trichoderma sp. LMM30 Aspergillus sp. LMM55 Trichoderma sp. LMM80 Trichoderma sp.
LMMO6 Fusarium sp. LMM31 Penicillium sp. LMM56 Trichoderma sp. LMMS81 Penicillium sp.
LMMO7 Trichoderma sp. LMM32 Aspergillus sp. LMM57 Aspergillus sp. LMM82 Oidiodendron sp.
LMMO8 Aspergillus sp. LMM33 Penicillium sp. LMM58 Penicillium sp. LMMS83 Penicillium sp.
LMMO9 Penicillium sp. LMM34 Penicillium sp. LMM59 Aspergillus sp. LMM84 Penicillium sp.
LMM10 Penicillium sp. LMM35 Aspergillus sp. LMM60 Aspergillus sp. LMM85 Aspergillus sp.
LMM11 Penicillium sp. LMM36 Aspergillus sp. LMM61 Aspergillus sp. LMM86 Penicillium sp.
LMM12 Aspergillus sp. LMM37 Penicillium sp. LMM62 Penicillium sp. LMM87 Penicillium sp.
LMM13 Trichoderma sp. LMM38 Oidiodendron sp. LMM63 Aspergillus sp. LMM88 Penicillium sp.
LMM14 Trichoderma sp. LMM39 Penicillium sp. LMM64 Penicillium sp. LMM89 Paecilomyces sp.
LMM15 Penicillium sp. LMM40 Aspergillus sp. LMM65 Aspergillus sp. LMM90 Aspergillus sp.
LMM16 Penicillium sp. LMM41 Aspergillus sp. LMM66 Aspergillus sp. LMM91 Paecilomyces sp.
LMM17 Trichoderma sp. LMM42 Aspergillus sp. LMM67 Aspergillus sp. LMM92 Paecilomyces sp.
LMM18 Penicillium sp. LMMA43 Aspergillus sp. LMM68 Aspergillus sp. LMM93 Penicillium sp.
LMM19 Penicillium sp. LMM44  Aspergillus sp. LMMG69 Penicillium sp. LMM94 Penicillium sp.
LMM20 Penicillium sp. LMM45 Aspergillus sp. LMM70 Aspergillus sp. LMM95 Aspergillus sp.
LMM21 Penicillium sp. LMM46 Trichoderma sp. LMM71 Aspergillus sp. LMM96 Penicillium sp.
LMM22 Aspergillus sp. LMM47 Aspergillus sp. LMM72 Aspergillus sp. LMM97 Aspergillus sp.
LMM23 Aspergillus sp. LMMA48 Aspergillus sp. LMM73 Aspergillus sp. LMM98 Penicillium sp.
LMM24 Acremonium sp. LMM49 Penicillium sp. LMM74 Penicillium sp. LMM99 Aspergillus sp.
LMM25 Aspergillus sp. LMM50 Aspergillus sp. LMM75 Penicillium sp. LMM100 Fusarium sp.
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Selecédo de fungos produtores de Glicose Oxidase

Isolados fungicos (n = 100) foram submetidos a bioprocesso submerso, durante
96h. Os niveis de atividade de GOx (U/mL) dos 20 melhores produtores sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Isolados destacados na selecdo de produtores de Glicose Oxidase,
realizada com fungos isolados de amostras de solo da floresta amazoénica.

Microrganismo GOx (U/mL)
Aspergillus LMMO1 3,55+0,03
Aspergillus LMM85 2,90 £ 0,02
Aspergillus LMM15 2,75+ 0,02
Penicillium LMM29 2,62 +£0,03
Aspergillus LMMO03 1,54 £ 0,02
Aspergillus LMM16 1,51 +£0,02
Penicillium LMM12 1,49 + 0,04
Tricoderma LMM17 0,31 +0,03
Penicillium LMM41 0,29 £ 0,02
Aspergillus LMM42 0,29 £ 0,02
Tricoderma LMM46 0,27 £ 0,04
Penicillium LMM94 0,19 £ 0,03
Aspergillus LMM59 0,19 + 0,04
Aspergillus LMM25 0,17 £ 0,02
Aspergillus LMM51 0,16 + 0,04
Aspergillus LMM99 0,11 + 0,03

Paecilomyces LMM53 0,09 £ 0,02
Penicillium LMM79 0,03+ 0,04
Aspergillus LMM52 0,03 0,03
Penicillium LMM83 0,03 + 0,02

Cinética da producdo de GOx com os isolados selecionados

Foi avaliada cineticamente a producdo dos sete isolados que se destacaram
(Figura 1). Foram estudados GOx [U/mL] (P), biomassa [g/L] (X) e acUcares redutores
[g/L] (S) foram quantificados para encontrar o melhor produtor de GOx (Figura 1). A.

niger LMMO1 apresentou maior produtividade (0,093 U/dL) e Ypss (1,87).
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Figura 1. Cinética de producédo de Glicose Oxidase por fungos isolados de amostras
de solo amazobnico. Foi investigada a producdo enzimatica (P), Acucares redutores
(S) e a producédo de biomassa, medida pelo peso seco g/l (X). Onde (A) corresponde
a Aspergillus LMMOL1, (B) Aspergillus LMMO03, (C) Penicillium LMM12, (D) Aspergillus
LMM15, (E) Aspergillus LMM16, (F) Penicilium LMM29 e (G) Aspergillus LMM85.

Avaliacao das fontes de carbono, nitrogénio e fosforo
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Foram realizados experimentos para selecionar as melhores fontes de carbono,
nitrogénio e fésforo para a producdo de GOX, utilizando o isolado A. niger LMMO1
como o produtor. A glicose, peptona e KHsPO4 demonstraram ser as melhores fontes

de carbono, nitrogénio e fosforo, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Avaliacdo de fontes de carbono, nitrogénio e fésforo para a producéo de
Glicose Oxidase. O uso de fontes de carbono foi investigado (glicose, sacarose,
maltose, xilose, galactose e lactose), fontes de nitrogénio (peptona de carne, extrato
de malto, peptona de soja, extrato de levedura e KNO3) e fontes de fosforo (KH3PO4
Na2HPO4 e P4010) Para a producao de Glicose Oxidase, utilizando no bioprocesso o
isolado Aspergillus niger LMMO1.

Avaliacao da influéncia dos fatores envolvidos no processo através do desenho

fatorial
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Em adicéo, experimentos multifatoriais (2°) investigaram a influéncia de fatores:
[glicose], [peptona], [KH3PO4], agitacdo orbital (rpm) e pH na produgcéo de GOx. Os
niveis de GOx variaram de 0,12 a 7,7 U/mL (Tabela 4). Os efeitos dos fatores e suas
interacdes sdo mostrados na Tabela 5. O erro padréo (o) foi calculado e a andlise
estatistica (teste t) foi realizada (Tabela 4). Nas condi¢cdes experimentais, os fatores
considerados significativos para a producdo de GOx (95% de confianca) foram: pH
(D), agitacdo (E) e sua interagdo DE. O modelo matematico (Equacao 4) foi

desenvolvido de acordo com estes dados:

GOx (UmL) = 0525786 - 0,096875*pH — 0,108656*Agitacdo +
0,027625*pH*Agitacdo (Equacéo 4)

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada (Tabela 6) para validar a Equacao
1. Este modelo matematico mostrou regressao significativa e auséncia de ajuste. Um
grafico de resposta superficial (Figura 3) foi elaborado para representar os resultados
contidos na Equacao 1. A superficie de resposta mostrou o maior nivel de GOx com

pH 6 e agitacao orbital de 120 rpm.

Tabela 4. Planejamento fatorial 2° para producédo de Glucose Oxidase de Aspergillus
niger LMMO1, os fatores analisados foram: glicose, KH2POa4, peptona, pH e agitacao
orbital. O experimento desta varidvel de resposta foi a producdo de Glicose Oxidase.

Glicose KH2POs4 Peptona Agitacao GOx
N° de experimentos (g/L) (g/L) (g/L) pH (rpm) (U/mL)

1 80 3 3 4 80 0,12




72

80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
90
90
90

ClOTol~N NN ~NSNSNNNWWWWWWWWN SN NSNS NN N WWWWWWw

GO0 OIT NN~ WWWWwNNNINNWWWWNNNAWWLWWNNANANWWW

cooouogouogoopr~boobr~hrb,hoobrdrpbbooobrpbpoopdrpbboob~bboobr~bboo b

120
80
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80
120
80
120
80
120
80
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80
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80
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80
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80
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80
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80
120
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80
120
100
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0,34
4,41
6,25
0,21
0,28
4,43
6,04
0,18
0,21
4,71
6,67
0,22
0,28
4,99
7,03
0,13
0,15
4,32
5,87
0,31
0,33
4,82
7,69
0,21
0,32
4,51
6,92
0,42
0,48
3,42
7,41
3,51
3,71
3,69
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Tabela 5. Efeitos dos fatores na producao de Glicose Oxidase e desvio padrdo
calculados para o ponto central.

(Média)
A:Glicose
B:KH2PO4
C:Peptona

D:pH

E:Agitacéo

AB
AC
AD
AE
BC
BD
BE
CD
CE
DE

2,98829 +/- 0,0812731
0,05875 +/- 0,169995
0,1425 +/- 0,169995
0,19 +/-0,169995
5,33125 +/- 0,169995
1,17875 +/- 0,169995*
-0,13375 +/- 0,169995
0,11625 +/- 0,169995
-0,005 +/-0,169995
0,20 +/- 0,169995
-0,125 +/-0,169995
0,08625 +/- 0,169995
0,15375 +/- 0,169995
0,08125 +/- 0,169995
0,16125 +/- 0,169995
1,105 +/- 0,169995*

* Valores estatisticamente significativos p<0.05.

Tabela 6. Andlise estatistica do planejamento fatorial 2° por ANOVA em uma faixa de
confianca de 95%.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrado F P Valor
variacao guadrados liberdade meédio

D:pH 227,378 1 227,378 1159,85 0,0000
E:Agitacdo 11,1156 1 11,1156 56,70 0,0000
DE 9,76,82 1 9,7682 49,83 0,0000
Falta de 1,37943 1 1,37943 8,81 0,0058
ajuste

Erro puro 4,69784 30 0,156595

Total (corr,) 254,339 34

R? = 97,6106 %
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Figura 3. Superficie de resposta do planejamento fatorial 2° para a producéo de
glicose oxidase de Aspergillus niger LMMO1 com os fatores glucose, KH2POu,

peptona, pH e agitacdo orbital. O resultado desta variavel de resposta foi a producéo
de glicose oxidase.

Producado de GOx por A. niger LMMO1 em um bioprocesso semi-continuo

Com o objetivo de avaliar a produ¢éo de GOx bioprocesso semi-continuo, GOXx-
U/mL (P), biomassa-g/L (X) e sélidos soltuveis-g/L (S) foram quantificados durante a
experiéncia de 7 dias. Pode-se observar, na figura 4, os resultados obtidos para P

(7,74 U/mL), X (9,60 g/L) e S (4,8 g/L).
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Figura 4. Producdo de Glicose Oxidase em processo semi-continuo utilizando
Aspergillus niger LMMO1.

Discussao

O presente estudo demonstrou o potencial de producdo de GOx por isolados
fungicos obtidos de amostras de solo da Regido Amazonica. Especificamente, um
novo isolado, A. niger LMMOL1, produziu altos niveis de GOx (3,74 U/mL). Além disso,
foi demonstrada a producdo desta enzima em um processo semi-continuo com altos
niveis enzimaticos usando sacarose (como alternativa a glicose) como substrato.
Esses dados demonstram, pela primeira vez, o potencial de linhagens de solo

amazoénico para produzir esta enzima economicamente importante.

No presente estudo, as linhagens de fungos isoladas de amostras de solo

pertenceram principalmente aos géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma.
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Esses fungos foram os mais prevalentes em amostras de solo de estudos anteriores
(HAMED, 2013; IQBAL; UTARA, 2016; MIRHENDI et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2013;
SONDHIA et al., 2016; ZHANG et al., 2014) e sdo também predominantes em outros
ambientes, como a agua (SESSEGOLO et al., 2011), plantas (CORREA et al., 2014;
PINHEIRO et al.,, 2013; RUSSELL et al.,, 2011; ZHOU et al., 2016) organismos
marinhos (CICATIELLO et al., 2016; DEBBAB et al., 2012; HAYASHI et al., 2016) e
até mesmo no ambiente glacial do Artico (SONJAK et al., 2006; SONJAK et al., 2007;

ZHANG et al., 2016)(Sonjak et al. Al., 2006, Sonjak et al., 2007, Zhang et al., 2016).

Uma fracdo dos isolados fungicos (20%) foi capaz de produzir GOx. Esta
observacédo é semelhante aos estudos anteriores de producédo de GOx, que também
demonstraram o potencial dos géneros Aspergillus e Penicillium (AHMAD, 2014,
BHAT et al., 2013; GAO; LI; ZHANG, 2012; KONISHI et al., 2013; SINGH; VERMA,
2013) para produzir GOx. Este estudo € o primeiro a descrever um screening de GOx

realizada com fungos amazonicos.

No presente trabalho, o estudo cinético demonstrou que a producdo de GOXx
ocorreu na fase de crescimento exponencial e que A. niger LMMO1 foi o melhor
produtor. Outros estudos que investigaram a producéo de GOx por Aspergillus niger
obtiveram resultados semelhantes. Bankar et. al., 2009, obtiveram um rendimento de
GOx de 2,0 U/mL, FIEDUREK; GROMADA, 2000, relataram um rendimento de 2,5

U/mL e LU et al., 1996, obtiveram um rendimento de 6,0 U/mL.

A glicose, peptona e KH2PO4 foram as melhores fontes para a produgao de
GOx, utilizando A. niger LMMO1. MACRIS et. al., 1995, investigaram os efeitos de
diferentes fontes de carbono na producédo de GOx por A. niger e observaram que a
producado significativa desta enzima foi obtida usando glicose, sacarose e melaco

como substratos. KONA; QURESHI; PAI, 2001 também demonstraram o potencial da



77

sacarose como fonte alternativa de carbono. Além disso, ROGALSKI et al., 1988,
demonstraram a importancia da suplementagéo de peptona para producéo elevada

de GOXx.

No presente trabalho, experimentos multivariados demonstraram que o0s
parametros que tiveram maior efeito na producdo de GOx foram pH e agitacdo, como
observados em estudos anteriores. A aeracao da cultura tem uma relacao direta com
a producao final de GOx (BANKAR et al., 2009b; KHURSHID et al., 2011; MACRIS,
1995; ROCKER et al., 2016). LIU et al., 2003, também demonstraram a importancia

das condicdes aerdbicas e alta transferéncia de oxigénio para a producéo de GOX.

Este estudo demonstrou a producéo de altos niveis de GOx em um processo
semi-continuo durante um ensaio de 7 dias. Nossos resultados demonstram o
potencial de A. niger LMMOL e as condicdes atuais de bioprocesso para uso em uma
ampla gama de industrias, particularmente no ramo alimenticio e farmacéutico

(BANKAR et al., 2009a; WONG; WONG; CHEN, 2008).

Nos ultimos anos, a importancia do GOx aumentou. Numerosos estudos (CHOI;
HAN; KIM, 2015; ROCKER et al., 2016; SINGH; VERMA, 2013; TALBERT et al., 2014;
WONG et al., 2008) mostraram aumentos nos usos tradicionais desta enzima. Além
disso, a GOx foi mais recentemente utilizada em aplicagdes de biossensores (CHEN
et al., 2015; DEVASENATHIPATHY et al., 2015; HWA, 2015; TURKMEN et al., 2014)
e outras aplicagcdes nanotecnoldgicas foram demonstradas (ABER et al., 2016;
SAPOUNTZI et al., 2017). Neste contexto, a nova fonte amaz6nica desta enzima (A.
niger LMMO1) e a produgdo de GOx em um processo semi-continuo demonstram a
importancia do presente trabalho. No futuro, as experiéncias ampliadas e a utilizacao
de residuos como substrato devem ser investigadas para tornar a producdo de

enzimas economicamente mais atrativa e seu uso mais difundido.
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6. CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DA ENZIMA GLICOSE OXIDASE PRODUZIDA POR

Aspergillus niger LMMO1
Resumo

Recentemente foi encontrado um novo fungo potencial produtor de GOx na
Amazonica. No entanto, ainda sabe-se pouco sobre esta enzima. O presente trabalho
teve por finalidade estudar as caracteristicas desta GOx. A producdo da enzima foi
realizada utilizando o fungo amazénico Aspergillus niger LMMOL. A purificacdo da
enzima GOx foi realizada por precipitacdo com sulfato de amoénio, didlise e
cromatografia ionica. Posteriormente, foi realizada a caracterizagdo da enzima
purificada. A precipitagdo com sulfato de amoénio demonstrou melhor resultado com
80% de saturacdo. A purificacdo em cromatografia de afinidade resultou em uma
atividade especifica de 13,79 U/mg de proteina, com um rendimento de 8,75 % e onde
a técnica apresentou-se ser 9,38 vezes melhor para a purificacdo desta enzima. A
enzima purificada possuiu massa molar de 140 KDa, pH 6timo de 6,0 e temperatura
Otima de 40° C. A atividade residual ndo foi afetada durante 18 h a 25° C, enquanto
que mostrou uma meia vida de 50 minutos a 37° C e em 50° C e 60° C foi de 64,1 %
e 50,8 %. A GOx foi estavel em pH 5 — 7, a 25° C, por 18 horas. A sequéncia de
inibicdo foi da seguinte ordem: acetato de cobre> sulfato de prata> cloreto de
mercurio> acetato de chumbo>sulfato de ferro, na mesma concentracao inicial. Neste
contexto, o conhecimento das caracteristicas de uma nova Glicose Oxidase descrita

demonstra a importancia do presente trabalho.

Palavras-chave: Amazonia, fungos, caracterizagdo, glicose oxidase
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Introducéo

Glicose Oxidase (EC 1.1.3.4) é uma enzima que oxida a glicose para acido
glucénico e esta presente em todos 0s organismos aerobios. E uma enzima de grande
interesse e importancia para as indastrias alimenticias, farmacéuticas e em pesquisas
cientificas. E obtida, essencialmente, como um produto da producéo de gluconato
[1,2]. Recentemente foi isolado, da Floresta Amaz6nica, um novo produtor desta
enzima [3], no entanto, ndo se conhece as caracteristicas bioquimicas da enzima

produzida.

A enzima GOx tem sido utilizada na industria, em solug¢des, juntamente com
Catalase e Peroxidase. A enzima GOx na sua forma mais pura € um pé amarelo
palido. As amostras de enzimas secas sao estaveis a 0° C por até 2 anos. As solucdes
aquosas sao estaveis durante uma semana a 5° C e o pH de ac¢édo catalitica é entre 5
e 6, sendo que, esta enzima possui maior aplicacao na industria de alimentos (25° C)

e na industria farmacéutica (37° C) [2,4].

Recentemente, foi encontrada uma nova linhagem com potencial producéao de
GOx na Amazobnica [3]. Mesmo com a anterior producdo de GOx a partir de A. niger
LMMO1, ainda pouco se sabe sobre esta enzima, de origem amazonica. Estudos sao
necessarios a fim de compreender as caracteristicas quimicas e moleculares desta
enzima. A abordagem, neste trabalho, direciona ao entendimento da funcionalidade

desta enzima para a padronizacdo em processos bioquimicos e de producéo.

O presente trabalho teve por finalidade avaliar as caracteristicas quimicas e
moleculares da enzima Glicose Oxidase, produzida por Aspergillus niger LMMO1. Os
objetivos do estudo foram: A) Purificacdo da GOx produzida por Aspergillus niger

LMMO1; B) Determinar a temperatura e pH 6timo de acao catalitica; C) Determinar a
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estabilidade térmica da GOx; D) Determinar a estabilidade da GOx em relacao ao pH;

e; F) Estudar o efeito de ions na atividade desta Glicose Oxidase.

Material e métodos
Microrganismo

O fungo Aspergillus niger LMMO1 pertence a Colecdo microbiolégica do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia e foi isolado do solo da Floresta
Amazonica, especificamente na Reserva Adolpho Ducke, localizada na cidade de
Manaus, Amazonas, Brasil, na estagdo chuvosa do ano de 2013. O microrganismo,
previamente armazenado em meio Agar Saboraud com 6leo vegetal, foi reativado em

meio Agar Batata Dextrose (BDA), para a realizacdo dos experimentos a seguir.
Producédo da enzima

O bioprocesso para a producéo da enzima e posterior purificacao foi realizado
em erlenmeyers (2 L) contendo 0,5 L de meio de cultivo (KH2PO4 5 g/L, CaClz2 0,1 g/L,
MgS0a4.7H20, 0,5 g/L, FeS04.7H20 0,01 g/L, ZnSO4 .7H20 0,01 g/L de MnSO4.H20
0,03 g/L, peptona 5 g/L e glicose 80 g/L, pH 6,0). Apods esterelizacdo, o meio foi
inoculado (1x10° esporos/mL), incubado a temperatura ambiente e agitacdo orbital de
120 rpm por 72 h. O pH da cultura foi controlado em 6,0. As culturas foram crescidas
sob luz ambiente. Para a obtencdo do extrato bruto a cultura foi centrifugada 4.000

rpm por 5 min.
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Purificacao da enzima

O extrato bruto (1 L) foi filtrado em um filtro com tamanho de poro de 0,45 mm.
A purificacdo da enzima GOx foi realizada por precipitacdo com sulfato de amonio,

didlise e cromatografia idnica.

Salting out e dialise

O filtrado foi submetido a precipitacdo com sulfato de aménio (NH4)2SOa,
empregando quatro concentragdes de saturacdo: 60, 70, 80 e 90%. A solugéao de
saturacao com sulfato de amonio foi deixada em descanso por uma noite (overnight),
centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos, coletado o precipitado e submetidos aos
testes analiticos. Os precipitados foram dialisados em membrana de celulose contra

agua destilada a 4° C (overnight) e submetidos aos testes analiticos.

Coluna de purificacao

A amostra dialisada, obtida ap6s a adi¢do do sulfato de aménio, foi submetida
a cromatografia em coluna de troca anidnica. A coluna cromatografica HiTrapQFF (1
ml) (Akta Prime plusGE, Suécia) foi utilizada para a analise de purificacdo. Todos 0s
tampdes e amostras foram previamente filtrados em membrana de ultra filtracdo de
0,45 um. A coluna foi pré equilibrada com tampéo Fosfato 10 mM, pH 5,6 para cerca
de 6 volumes de coluna (CV), afim de atingir linhas de base zero no cromatrograma.
10 ml do concentrado enzimatico obtido pela dialise foram aplicadas no equipamento.
A proteina ligada foi eluida usando um gradiente (20 — 100%) de tamp&o NaCl 1,0 M,
pH 5,6, que foi seguido pela coleta das fragdes. A pureza da enzima foi verificada por

SDS-PAGE.
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Gel de eletroforese

A pureza e a massa molar da GOx foram avaliadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, sob condi¢cbes desnaturantes (SDS-PAGE), conforme descrito por
LAEMMLI, 1970. Utilizando-se gel gradiente, com concentracao de 10%, as amostras
(10 uL) foram preparadas na proporcao de 1:1 (v/v) em tampé&o de amostra (glicerol
27 %, viv; SDS 6 %, m/v; azul de bromo fenol 0,01 %, m/v; em TrisHCI 0.12 M, pH
6,8), na presenca de 10% (v/v) de B-mercaptoetanol e aquecidas durante 5 min em
agua fervente. A eletroforese foi realizada sob corrente de 200 V em tampéo
tris/glicina/SDS pH 8,3. ApoOs a corrida, o gel foi fixado e corado com coomassie
brilliant blue R-250 0,1 % (m/v), em metanol: acido acético: agua (5: 2: 5, vivlv), e

descorado com a mesma solucao, sem corante.

Métodos analiticos

Dosagem da enzima

Para a determinacdo de GOx foi utilizado o método proposto por HAQ et al.,
2014b, modificado. Para a determinacdo de GOx utilizou-se uma mistura reacional
consistindo em 0,1 mL de D-glicose 0,01M, 0,75 mL de o-dianisidina a 0,02% em
tampéo fosfato pH 6.0, 25 ug de peroxidase (EC 1.11.1.7) e 0,1 ml de solucéo
enzimatica (GOx). A mistura foi incubada durante 10 min a 35° C. A reacao foi parada
por adicdo de 0,5 mL de HCI 4N e quantificada a 500 nm. Uma unidade (U) da
atividade de GOx foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1
mmol de glicose por minuto nas condi¢des de ensaio. Através da equacao 1 pode-se

calcular a produtividade enzimatica.
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GOx U/mL = [(ABS/teste - ABS/controle neq.). (V1). (Df)]. T (equacéo 1)
(7.5). (V2)

Onde: V1 = volume (em mL) de ensaio; (Df) = fator de diluicdo do caldo; 7,5 =
coeficiente de extingdo milimolar para o-dianisidina oxidada a 500 nm; V2 = volume
(em ml) de caldo contendo enzima e T = tempo de duragédo da reagdo. Uma unidade
ira oxidar 1,0 umol de B-D-glicose a gluconolactona e 8-H202 por minuto a pH 7,0 a

35° C.

Dosagem das proteinas

A determinacao de proteinas foi realizada pelo método de Lowry. Preparou-se
0 reagente A, que consistiu na adi¢éo de 20 g de bocarbonato de sédio em um litro de
hidroxido de sédio 0,1 N. O reagente B consistiu em adicionar 1 g de tartarato de sodio
em 100 ml de agua e acrescentou-se 0,5 g de sulfato de cobre penta-hidratado. O
reagente C foi preparado somente na hora do uso e constituiu em misturar 50 partes
do reagente A com 1 parte do reagente B. O reagente D, também preparado na hora
do uso constituiu em Reagente Folin-fenol Ciocalteu diluido em proporcao de 1:1 em
agua. Em um tubo de ensaio colocou-se 0,5 ml de amostra, adicionou-se 2,5 ml de
reagente C. Os tubos foram agitados em descanso por 10 minutos a temperatura
ambiente. A seguir, adicionou-se 0.25 ml de reagente D e misturou-se. As amostras

formam lidas a 750 nm apés 30 minutos ou mais, a temperatura ambiente.

Avaliacao das caracteristicas da enzima purificada

Foram realizadas analises as quais verificaram: melhor temperatura para a acéo
catalitica, melhor pH para a agéo catalitica, estabilidade da enzima e os efeitos de

jons na atividade enzimatica.
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Determinacdo da melhor temperatura e do melhor pH de acéo catalitica

O efeito da temperatura e do pH na atividade de GOXx foi determinado segundo
Simpson et al. (2006). Os reagentes do ensaio da GOx foram incubados, durante a
reacao, a temperaturas variando de 20 a 80° C. A determinacédo do pH 6timo foi
realizada utilizando-se tampdes acetato 0,1 mol/L (pH 3,6; 4,0; 4,6 e 5,0) e em
tampao fosfato 0,1 mol/L (pH 6,0 e 7,0). O tampao de ensaio foi substituido pelo
tampdo testado. A atividade de GOx foi expressa como atividade relativa e foi

calculado pela equacéo 4.

% de Atividade relativa = Atividade enzimatica na amostra tratada x 100
Atividade enzimatica na amostra padrao

(equacao 4)
Determinacdo da estabilidade térmica da GOx

A estabilidade térmica da GOx purificada foi determinada com base no método
descrito por Simpson et al. (2007). A temperatura foi analisada em 20, 37, 60 e 70° C.
Para cada experimento, 0,1 ml da enzima purificada foi previamente diluida em
tampao fosfato 0,1 mol/L, pH 6,0 na proporcdo de 1:10, de modo a garantir que néo
ocorra variacéo no valor de pH. O experimento foi conduzido por 0, 2, 4, 19 e 26 horas.
Apos cada tempo, amostra foi resfriada em banho de gelo e em seguida foi feita a
medida da atividade residual (equagéao 5) da GOx a 40° C em pH 6,0 por meio de

ensaio enzimatico como descrito anteriormente.

% de Atividade residual = Atividade enzimética apds a incubacdo x 100
Atividade enzimatica depois da incubacéo

(equacao 5)
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Determinacao da estabilidade da GOx em relagéo ao pH.

A estabilidade ao pH da GOx purificada foi determinada com base no método
descrito por SIMPSON et al., 2007. A estabilidade da GOx foi analisada em pH 3,0;
4,0; e 5,0 (tampéao acetato 0,1 mol/L) e pH 6,0; 7,0 e 8,0 (tampéo fosfato 0,1 mol/L).
Em cada experimento, 0,1 ml da enzima foi diluida nos tamp&es acima na propor¢ao
de 1:10 e incubados a 30° C. O experimento foi conduzido por 0, 2, 18, 24, 48 horas.
ApoOs cada tempo, uma aliquota de 0,5 ml de cada uma das amostras foi separada e
diluida em 2 ml de tampéo fosfato 0,1 mol/L, pH 6,0 de modo que o sistema retornasse
ao pH 6timo e em seguida foi feita a medida da atividade residual (equacao 5) da GOx

a 40° C em pH 6,0 por meio de ensaio enzimatico como descrito anteriormente.

Efeito de ions na atividade de Glicose Oxidase

Os efeitos dos ions na atividade enzimatica foram estudados a uma
concentracdo de 1 mM de diferentes ions, tais como MgSO04.7H20, CaClz,
ZnS04-7H20, MnSO04.H20, Cu(CHsCOO)2, Ag2S04, Hg2Cl2, Pb(C2H302)2 e
Fe2(S0a4)3. Um volume de 100 pyL de enzima com atividade enzimética de 1 U/mL foi
incubado juntamente com 0,9 mL de ion 1 mM durante 20 minutos [8]. Apos o periodo

de incubacéo foi analisada a atividade enzimatica com descrito anteriormente.

Resultados

Producéo da enzima Glicose oxidase

ApOs a incubacéo, foi realizada a determinacdo enziméatica, onde foi aferido
5,99 U/mL de Glicose oxidase. Este extrato bruto foi submetido a processos de

purificacdo, como demonstrado a seguir.
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Purificacdo da GOx produzida por Aspergillus niger LMMO1

Os resultados apresentados na tabela 1 mostram que a atividade especifica, a
recuperacdo e a Fold de purificagdo, atingiram 0s seus valores maximos a uma
concentracéo de sulfato de amonio a 80 %, correspondendo a 14,36 U/mg de proteina
com recuperacao de enzima de 47,86 % e indicaram 1,02 vezes que a saturacao 80%

de sulfato de aménio foi 6tima para a precipitacdo da glicose oxidase.

Tabela 1. Padrdo de precipitacdo da Glicose Oxidase de A. niger LMMO1 por sulfato
de amonio.

Concentracdo Volume Atividade Proteina Atividade Rendimento

de Sulfato de  final de GOXx total  especifica enzimatico** Punflcl?jgao
amonio (%)  (mL) (UmL) (mg/mL)  (U/mg) (%) Fo
Controle* 900 5,99 4,07 1,47 100 1
60 89 17,20 12,02 1,43 28,40 0,97
70 102 19,96 13,42 1,49 37,78 1,01
80 120 21,50 14,36 1,50 47,86 1,02
90 132 18,92 14,55 1,30 46,32 0,88

*Determinacéo realizada sem precipitacao sulfato de aménio (extrato bruto).

Apbés a precipitacdo com sulfato de amobnio, o precipitado com maior
rendimento (80%), foi submetido a didlise contra dgua destilada, onde ao final do

processo, obteve-se 23,5 U/mL de enzima.

As amostras concentradas por precipitacdo com (NH4)2SO4 e dialisadas foram
suspendidas em 100 mL de tampao de citrato 0,1 M (pH 5,0). Esta preparacéo

enzimatica foi filtrada em coluna HiTrap QFF em troca ibnica, onde o resultado
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Figura 1. Perfil cromatografico da enzima Glicose Oxidase, produzida por Aspergillus niger LMMO1, submetida a cromatografia de
troca ibnica utilizando coluna HiTrap QFF. Cromatograma emitido pelo aparelho Akta Prime plusGE, Suécia.
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cromatografico € apresentado na figura 1. Foram recolhidas um total de 31
fracbes de aproximadamente 1,5 mL cada que foram sujeitas a ensaio
enzimatico e estimativa de proteina, como demonstrado na figura 2. Dois picos

cromatograficos da proteina foram observados a 280 nm.

120 - 25

100

[=2) =]
o [=]

Atividade (U/ml)

Proteina total (mg/ml)
Atividade especifica (U/mg)

20

12 3 456 7 8 91011121314151617 18192021 22232425262728293031

Fra¢Oes da enzima

= Atividade (U/ml) -«Proteina total (mg/ml) -e-Atividade especifica (U/mg)

Figura 2. Resultados analiticos da enzima Glicose Oxidase, produzida por
Aspergillus niger LMMO1, submetida a cromatografia de troca ibnica utilizando
coluna HiTrap QFF.
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Apés os processos de purificacdo, obteve-se a tabela 2, onde os
resultados mostraram que apds o processo de troca ibnica, utilizando a coluna
HiTrap QFF, a atividade especifica atingiu o seu valor maximo, correspondendo
a 13,79 U/mg de proteina, com um rendimento de 8.75% e onde a técnica

apresentou-se ser 9,38 vezes melhor para a purificacdo desta enzima.

Tabela 2. Resumo da purificacdo e recuperacdo global da glucose oxidase
produzida por A. niger LMMOL1.

Volume final . . Atividade Rendimento e
Atividade Proteina - o Purificacéo
Amostra (mt) otal (U) _ total (mg) especifica enzimatico Fold
Y (umg) (%)

Controle* 900 5391,00 3665,00 1,47 100 1
(NH4)2S04 120

(80%) 2580,00 1684,32 1,53 47,86 1,04

Dialise 42 989,28 520,83 1,90 18,35 1,29

HiTrap

QFF 6 471,65 34,19 13,79 8,75 9,38

*Determinacéo realizada com o extrato bruto.

As fragcbes que demonstraram atividade enzimatica significativa (12 a 23),
segundo a tabela 2, foram avaliadas em gel de policrilamida 10% (SDS-PAGE).
Os produtos de purificagcdo demonstraram um tamanho de aproximadamente
140 KDa, variando a sua intensidade de maneira proporcional a atividade
enzimatica, como demonstrado na figura 3. Ap6s o procedimento em gel, onde
avaliou-se a pureza da enzima, as fragbes que obtiveram maior concentracao
enzimatica (13 a 18) foram reunidas em uma Unica solucao para a avaliagdo das

caracteristicas da enzima purificada.
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Figura 3. Produto de cromatografia (HiTrapQFF), em Gel (SDS-PAGE). (A)
FracOes de 12 a 23 da enzima Glicose Oxidase produzida por Aspergillus niger
LMMOL1. (B) Produto da unido das fragoes de 13 a 18.

Avaliagado das caracteristicas da enzima purificada

Determinacao da melhor temperatura e do melhor pH de acao catalitica

A temperatura 6tima de acado catalitica da GOx foi 40° C, sendo que a
partir de 50° C a enzima demonstrou perder a metade de sua atividade. Em
temperaturas acima de 50° C a atividade de GOx diminuiu rapidamente. O pH

6,0 foi observado como o 6timo para a acao catalitica (Figura 4).
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Figura 4. Avaliacdo da temperatura e pH 6timo de acéo catalitica da enzima

Glucose Oxidase, produzida por Aspergillus niger LMMOL1.

Determinacao da estabilidade térmica da GOx

A estabilidade da enzima foi avaliada frente a diferentes temperaturas
(Figura 5), onde os resultados demonstraram que a atividade residual n&o
demosntrou mudanca durante 18 h a 25° C, em 70 minutos a atividade residual
em 50° C e 60° C foi de 64,1% e 50,8%, respectivamente. Em temperaturas de
70° C e 80° C, a enzima apresentou meia vida em aproximadamente 20 e 30
minutos, respectivamente. A enzima foi totalmente inativa em 80° C por 70

minutos.
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Figura 5. Avaliacdo da estabilidade térmica da enzima Glucose Oxidase

produzida por Aspergillus niger LMMOL.

Determinacao da estabilidade da GOx em relacédo ao pH.

A estabilidade da GOx purificada em relacdo ao pH foi testada em pH 3,

4,5, 6, 7, 8. A GOx foi mais estavel nos pH entre 5 e 7 (Figura 6).
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Figura 6. Estabilidade ao pH da Glicose oxidase produzida por Aspergillus

niger LMMOL1.

Efeito de ions na atividade de Glicose Oxidase

Com base nos resultado obtidos, o sulfato de cobre, o sulfato de
prata e o cloreto mercurio inibiram notavelmente a atividade de GOx mesmo a
uma concentracdo de 1 mM. O sulfato de ferro e o acetato de chumbo inibiram
5,5% e 11%, respectivamente, a atividade da enzima, conforme os resultados
apresentados na tabela 3. A sequéncia de inibicdo foi da seguinte ordem:
acetato de cobre> sulfato de prata> cloreto de mercario> acetato de

chumbo>sulfato de ferro, na mesma concentracgéo inicial.

-3
-4
=5
-6
+7
-8
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Tabela 3. Efeito de ions na atividade de Glicose Oxidase produzida por
Aspergillus niger LMMO1.

fons Concentragao [M]  Atividade Residual Classificagéo
(%)
Mg** 103 103 Ativador
Ca't 103 104 Ativador
Zn** 103 110 Ativador
Mn** 103 112 Ativador
Fe**+ 103 94,5 Inibidor
Pb** 103 89 Inibidor
103 0
Ag* 104 0 Inibidor
10° 22
103 0
Cu*t 104 3 Inibidor
10° 6
103 40,5
Hg** 104 82,1 Inibidor
Discusséo

No presente trabalho foi realizada a caracterizacdo da enzima GOXx
produzida por Aspergillus niger LMMO1. Os achados foram peso molecular, pH
otimo e temperatura 6tima de 140 KDa, 6,0 e 40° C, respectivamente. Em adicéo,
observou-se que a enzima possui meia vida maior que 18 h em temperatura de
40° C (pH entre 3-8). O presente trabalho é o primeiro a realizar a caracterizacao
bioquimica e molecular da enzima GOx produzida por um fungo isolado da
amazobnia Brasileira. O mundo passa por uma mudanca no cenario industrial
onde a bio economia e bio industria apresentam-se como parte fundamental da
economia das nac¢des desenvolvidas. O modelo de bioecnomia também deve ser

observado como estratégia alternativa para o desenvolvimento do Brasil.

No presente estudo, a temperatura Otima de acdo catalitica da GOXx

analisada foi temperatura e pH 40° C e o pH 6,0, respectivamente. Uma
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observacdo semelhante foi relatada por OZYILMAZ; TUKEL; ALPTEKIN, 2005
onde observaram o pH 5,5 como 6timo, no entanto, a GOx € descrita na literatura
como enzima com caracteristicas variaveis [1]. GOUDA et al., 2003 relataram
que a dissociacdo da molécula FAD da enzima em meio aquoso ocorreu a 59° C
e concluiu que essa dissociacao € responsavel pela inativacdo térmica da GOx.
Gulozyilmaz et. al., 2005 também observaram que, a temperatura de 60° C
afetou significativamente a atividade da GOx em 33% e que a atividade méaxima

foi atingida em 35° C.

Nas condigOes experimentais a massa molecular da GOx de Aspergillus
niger LMMO1 correspondeu a aproximadamente 140 KDa. Esse resultado esta
de acordo com trabalhos anteriores onde foi relatada uma variacdo de 130 kDa
a 175 kDa na massa de GOx. A semelhanca dos dados pode ser atribuida a

frequente utilizacdo do género Aspergillus na producdo desta enzima [2]

A GOx foi mais estavel nos pH entre 5 e 7 e em 25° C. A estabilidade
desta enzima € adequada para as atividades da GOx na industria. Os trabalhos
realizados demonstraram que a GOx é mais estavel em faixas de pH 4- 6 e
temperatura 20 — 40° C, abaixo do pH 2, acima de pH 8 e em temperaturas acima

de 40° C a enzima é rapidamente perdida [4,11].

Os ions Fe*** Pb**, Ag*, Hg** e Cu** exibiram uma inibicdo na atividade de
GOx. Estes resultados estdo em concordancia com os obtidos. Nakamura e
Ogura, 1986 relataram que a reacao catalisada pela GOx de A niger foi inibida
por Ag*, Hg** e Cu**, demonstrando que a enzima estudada neste trabalho
possui caracteristicas inibitorias semelhantes as descritas na literatura. Estes
mesmos autores descrevem que Ag* e Hg** inibem a oxidacdo da molécula de

FAD reduzida, competindo com o oxigénio molecular utilizado como aceitador de
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hidrogénio e concluiram que os locais de ligacao para estes dois ions metélicos
sao diferentes.

Nos ultimos anos, a importancia da GOx aumentou. Numerosos estudos
[12-15] mostraram aumentos nos usos tradicionais desta enzima. Além disso, a
GOx foi mais recentemente utilizada em aplicagdes de biossensores [16-18] e
outras aplicagbes nanotecnolégicas foram demonstradas [19,20]. Neste
contexto, o conhecimento das caracteristicas de uma nova Glicose Oxidase
descrita demonstra a importancia do presente trabalho. No futuro, a otimizag&o
da purificacdo e a expressdo heteréloga desta enzima devem ser investigadas
para tornar a sua utilizacdo mais atraente economicamente e seu uso mais

difundido.

Referéncias

[1] Bankar SB, Bule MV, Singhal RS, Ananthanarayan L. Glucose oxidase--
an overview. Biotechnology advances 2009;27:489-501.

doi:10.1016/j.biotechadv.2009.04.003.

[2] Ferri S, Kojima K, Sode K. Review of Glucose Oxidases and Glucose

Dehydrogenases : 2011;5:1068-76.

[8] Sousa DRT, Santos ES, Cortez ACA, Souza VB. Aspergillus niger
LMMO1 : A new source of glucose oxidase in Amazon 2017;11:955-64.

doi:10.5897/AJMR2017.8566.

[4] Singh J, Verma N. Glucose oxidase from Aspergillus niger : Production ,

characterization and immobilization for glucose oxidation 2013;4:250-7.

[5] Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the



[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

104

head of bacteriophage T4. nature 1970;227:680-5.

Haq IU, Nawaz A, Mukhtar H, Ahmed W. Isolation and Identification of

Glucose Oxidase Hyper Producing Strain of Aspergillus niger. 2014.

Simpson C, Jordaan J, Gardiner NS, Whiteley C. Isolation , puri W cation
and characterization of a novel glucose oxidase from Penicillium sp . CBS
120262 optimally active at neutral pH 2007;51:260-6.

doi:10.1016/j.pep.2006.09.013.

Lu T, Peng X, Yang H, Ji L. The production of glucose oxidase using the
waste myceliums of Aspergillus niger and the effects of metal ions on the

activity of glucose oxidase 1996;0229:339-42.

Ozyilmaz G, Tukel SS, Alptekin O. Activity and storage stability of
immobilized glucose oxidase onto magnesium silicate. Journal of

molecular catalysis B: Enzymatic 2005;35:154-60.

Gouda MD, Singh SA, Rao AGA, Thakur MS, Karanth NG. Thermal
inactivation of glucose oxidase mechanism and stabilization using

additives. Journal of Biological Chemistry 2003;278:24324-33.

Flores RVG, Elda PSC, Rosalba de LG, Cecilia BG, Jos LMH, Gerardo
GL, et al. Production and partial characterization of glucose oxidase and
catalase from xerophytic strain of Aspergillus niger. African Journal of

Microbiology Research 2014;8:2788-800. doi:10.5897/AJMR2014.6850.

Talbert JN, He F, Seto K, Nugen SR, Goddard JM. Modification of
glucose oxidase for the development of biocatalytic solvent inks. Enzyme

and microbial technology 2014;55:21-5.



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

105

Wong CM, Wong KH, Chen XD. Glucose oxidase: natural occurrence,
function, properties and industrial applications. Applied microbiology and

biotechnology 2008;78:927-38.

Choi J-M, Han S-S, Kim H-S. Industrial applications of enzyme
biocatalysis: Current status and future aspects. Biotechnology advances

2015. doi:10.1016/j.biotechadv.2015.02.014.

Singh H, Reddy MS. Effect of inoculation with phosphate solubilizing
fungus on growth and nutrient uptake of wheat and maize plants fertilized
with rock phosphate in alkaline soils. European Journal of Soil Biology

2011:;47:30-4.

Devasenathipathy R, Mani V, Chen S-M, Huang S-T, Huang T-T, Lin C-
M, et al. Glucose biosensor based on glucose oxidase immobilized at
gold nanoparticles decorated graphene-carbon nanotubes. Enzyme and
Microbial Technology 2015;78:40-5.

doi:10.1016/j.enzmictec.2015.06.006.

Turkmen E, Bas SZ, Gulce H, Yildiz S. Glucose biosensor based on
immobilization of glucose oxidase in electropolymerized poly(o-
phenylenediamine) film on platinum nanoparticles-polyvinylferrocenium
modified electrode. Electrochimica Acta 2014;123:93-102.

doi:10.1016/j.electacta.2013.12.189.

Hwa K. Immobilization of Glucose Oxidase on Gold Surface for
Applications in Implantable Biosensors 2015;4:297-301.

doi:10.12720/jomb.4.4.297-301.

Aber S, Mahmoudikia E, Karimi A, Mahdizadeh F. Immobilization of



[20]

106

Glucose Oxidase on Fe304 Magnetic Nanoparticles and its Application in
the Removal of Acid Yellow 12. Water, Air, & Soil Pollution 2016;227:93.

doi:10.1007/s11270-016-2754-x.

Sapountzi E, Braiek M, Vocanson F, Chateaux J-F, Jaffrezic-Renault N,
Lagarde F. Gold nanoparticles assembly on electrospun poly(vinyl
alcohol)/poly(ethyleneimine)/glucose oxidase nanofibers for ultrasensitive
electrochemical glucose biosensing. Sensors and Actuators B: Chemical

2017;238:392—-401. doi:10.1016/j.snb.2016.07.062.



107
7. CAPITULO 3

ANALISE COMPARATIVA DE DOIS METODOS DE DETECCAO DE
GLICOSE, UTILIZANDO A GLICOSE OXIDASE, PRODUZIDA POR Aspergillus

niger LMMO1
Resumo

Recentemente foi isolado da Floresta Amazo6nica um fungo produtor da
enzima GOx. Essa enzima apresenta, entre as suas varias aplicacdes, o
potencial para a quantificagéo de glicose. O presente trabalho teve como objetivo
analisar o potencial desta enzima na elaboragdo de um Kit de quantificagéo de
Glicose. Foram estudados dois Kits: Kit A (comercial) e o Kit B (desenvolvido a
partir da GOx produzida pelo fungo amazonico. Foram obtidas as curvas de
calibracdo dos kits e o coeficiente de regressao e coeficiente de Pearson foi
usado para determinar a correlac@o entre as diferentes medidas dos niveis de
glicose do Kit B em relacéo ao Kit A. Com base nos resultados alcan¢cados no
presente trabalho, pode-se observar que a determinacéo do nivel de glicemia do
Kit B foi satisfatéria, em relacdo ao Kit A, com coeficiente de r = 0,9978,
caracterizando uma correlacdo forte positiva. Esses dados demonstram, pela
primeira vez, a utilizacdo da Glicose Oxidase de Aspergillus niger LMMO1,

isolado amazdnico, para mensuracao de glicose.

Introducéo
A determinacao da glicose € til no diagnostico e monitoracdo terapéutica
do diabetes mellitus, na avaliacéo de disturbios do metabolismo de carboidratos,

no diagndstico diferencial das acidoses metabdlicas, desidratacdes,
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hipoglicemias e na avaliagao da secrecao inapropriada de insulina (1-6). Para a
deteccdo da glicose utiliza-se como principal ferramenta o teste enzimético com
glicose oxidase (GOx) (1,6—11)
Na maioria dos testes bioquimicos, glicemia é quantificada por meio da
GOx que catalisa a oxidacdo da glicose para acido glucénico e peroxido de
hidrogénio (7,10,8). Através de uma reacao oxidativa catalisada pela peroxidase
(POD), o peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol,
formando um complexo de cor vermelha (quinoneimina), cuja absorbancia
medida em 500 nm € diretamente proporcional a concentracdo de glicose na
amostra. Atualmente, as enzimas utilizadas sé&o oriundas de fungos do género
Aspergillus e tem como caracteristica a alta afinidade por -D-Glicose (10).
Recentemente foi isolado, da Floresta Amaz6nica, um novo
produtor de GOx, no entanto, pouco se sabe sobre a enzima produzida por
Aspergillus niger LMMO1 (12). A abordagem, neste trabalho, investiga a

utilizacdo da GOx produzida pelo fungo amazénico na quantificagao de glicose.

Material e métodos
Kit comercial

Para a preparacao da curva de calibragéo, utilizou-se o Kit Glicose Liquiform
— Labtest: Reagente 1- Contém tampao fosfato 30 mmol/L; pH 7,5; glicose
oxidase 212.500 U/L; peroxidase =800 U/L; 4-aminoantipirina 2290 ymol/L; fenol
=1 mmol/L; azida sédica 7,5 mmol/L e surfactantes. Adicionou-se 10 ul da
amostra teste em 1 ml do reagente 1. Apos a incubacao em banho maria a 37°
durante 10 minutos a leitura ocorreu em 500 nm, em espectrofotdémetro (FEMTO

600S). A determinacéo da glicose ocorreu conforme a reacéo 1.
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Glicose + Oz + H2O CGHCOSE OXIDASE - Acido Glucdnico + H202

2H202 + 4-Aminoantipirina + fenol PEROXIDASE Antipi(rilquinor(lji)mina+4HzO
VERMELH

(Reacgao 1).

Kit desenvolvido

O Kit B para a deteccdo de glicose utilizou uma mistura reacional
consistindo em 0,1 mL da amostra de glicose (teste), 0,75 ml de o-dianisidina a
0,02% em tampao fosfato a pH 6, 0,25 ug de peroxidase (EC 1.11.1.7) e 12,5 U
de Glicose Oxidase produzida por Aspergillus niger LMMO1. A mistura reacional
foi incubada a 37° C durante 10 min e quantificada a 500 nm. A determinacao da

glicose ocorre conforme a reacgao 2.

Glicose
D-Glicose + H,0 + O, tixidase » Ac. Glucénico + H,0,
Reduzida Bl Oxidada
H,O, + o-Dianisidina — o-Dianisidina
(incolor) (castanho)

(Reacao 2)

Solucdes investigadas
Solucdes de glicose foram elaboradas analiticamente nas concentracdes
de: 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 mg/dL. As solucdes foram preparadas

com Glicose p. a. e solugéo fisiologica de cloreto de sédio 0,9 %, em pH 7,3.

Anélise estatistica
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A regressao linear foi utilizada para a estimativa dos valores de glicose. O
coeficiente de Pearson foi usado para determinar a correlacdo entre as diferentes
medidas dos niveis de glicose em relacédo ao Kit A (teste colorimétrico utilizado
comercialmente para a dosagem de glicose). Esta andlise de correlacéo entre
meétodos foi baseada em padrbes estabelecidos pelo Manual Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (13). Foi realizada a anélise de variancia

(ANOVA), onde foi estabelecido um intervalo de confianga de 95%.

Resultados
Dosagem com Kit A (Comercial)

Para a preparacdo da curva de calibragdo, utilizou-se o Kit Glicose
Liquiform — Labtest. Pode-se observar na figura 1, os valores referentes a
absorbéancia e a equacao da reta para a determinacao da glicose, utilizando o Kit

comercial.

=
]

=
o

y =0,0028x+ 0,0094
R?=0,9973

=
IS

T 1,2

ABS (500 nm
oo 909
o N & O 00 =

0 100 200 300 400 500 600
Glicose mg/dl

Figura 1. Curva padrdo de deteccéo de Glicose, utilizando o Kit A (comercial).
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Dosagem com Kit B (Desenvolvido)

A curva padréo do Kit B para a deteccdo de glicose utilizou uma mistura
reacional consistindo de Glicose Oxidase produzida por Aspergillus niger
LMMOL1. A figura 2 demonstra os valores de absorbancia e a equacgao da reta

para a determinacgao de glicose a partir do Kit desenvolvido.

=
- -

y =0,0023x-0,0359

[
-

6
4
2
t R2=0,9947
c 1
3
A 0,8
X 0,6
<L
0,4
0,2
0 e
0 100 200 300 400 500 600
Glicose mg/dl

Figura 2. Curva padrdo de deteccéo de Glicose, utilizando o Kit B

(desenvolvido).

Andlise estatistica
O coeficiente de Pearson foi usado para determinar a correlacao entre as
diferentes medidas dos niveis de glicose em relacdo ao Kit A. Na figura 3 pode-

se observar que a determinacao do nivel de glicemia do Kit B foi satisfatéria, em
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relacdo ao Kit A, com coeficientes de r = 0,9978 e p = 0,83792, caracterizando

uma correlagao forte positiva.

3

r=0.9978
p =0,83792

3

3

Glicose mg/dl (Kit B)

0 100 200 300 400 500 600 700
Glicose mg/dl (Kit A)

Figura 3. Valores de correlacdo de Pearson para a determinacdo do nivel de
Glicose, utilizando o Kit A (comercial) e o Kit B (desenvolvido, utilizando Glicose
Oxidase de Aspergillus niger LMMO01).

Discussao

Os resultados do presente trabalho demonstram uma correlacdo forte
positiva entre o Kit desenvolvido e o Kit comercial. Foi estudado a comparacao
de dois métodos de deteccao de glicose, utilizando a glicose oxidase produzida
por Aspergillus niger LMMOL. Especificamente, avaliou-se o Kit desenvolvido
com o Kit comercialmente utilizado. Esses dados demonstram, pela primeira vez,
a utilizacdo da Glicose Oxidase de Aspergillus niger LMMO1 para mensuracéo
de glicose, proporcionando do desenvolvimento bioecondmico de produtos de

origem amazonica.
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No presente estudo, o coeficiente de Pearson (r = 0,9978) demonstrou uma
correlagcao forte positiva. Como estabelecido pelo Manual CLSI, a equivaléncia
dos métodos é significativa quando o coeficiente € maior que 0,9751 e ambos
apresentarem valores dentro dos limites aceitaveis de variagdo (+ 15 mg/dl)
(13,14). Mesmo os Kits apresentando diferencas de mensuragao, possivelmente
pela utilizacdo de diferentes reagentes, o Kit B apresentou sensibilidade
equivalente, no entanto revelando necessidade de otimizagao da estabilidade.

Nos ultimos anos, a importancia da mensuragdo da glicose aumentou.
Numerosos estudos mostraram aumento no uso de metodologias para a
dosagem de glicose (2,14-17). Neste contexto, o conhecimento do potencial de
utilizacdo de uma nova GOXx, de origem amazdnica, demonstra a importancia do
presente trabalho. Novos estudos necessitam ser feitos para a otimizagéo do Kit
desenvolvido, a validagcdo do método diagnéstico e a comparagdo com outras
metodologias, objetivando tornar a utilizacdo desta enzima mais atraente

economicamente e seu uso mais difundido.
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8. CONCLUSOES GERAIS

v No presente estudo, as linhagens de fungos isoladas de amostras de solo
pertenceram principalmente aos géneros Aspergillus, Penicilium e

Trichoderma.

v' Os dados demonstram, pela primeira vez, o potencial de linhagens de solo
amazonico para producédo de GOx, em um processo semi-continuo com altos

niveis enzimaticos usando sacarose (como alternativa a glicose).

v No presente trabalho, o estudo cinético demonstrou que a producédo de GOXx
ocorreu na fase de crescimento exponencial e que A. niger LMMO1 foi o

melhor produtor.

v' Ap6s o processo de purificacdo, a atividade da enzima melhorou 938%, a
temperatura de 40° C e o pH 6,0 foram os 6timos para a agéo catalitica da
enzima e a estabilidade apresentou-se adequada as suas principais

necessidades industriais.
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v' Osions Fe™* Pb**, Ag*, Hg** e Cu** exibiram inibi¢do significante na atividade

de GOXx.

v" No presente estudo, a correlacdo de Pearson do Kit desenvolvido e o Kit

comercial foi forte positiva, com valor de r = 0,9978.
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