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Introducao

Atualmente diversos pesquisadores tém focado na
obtencdo da transferéncia direta de elétrons (TDE)
entre enzimas e a superficie de eletrodos2. A TDE
tem sido observada em proteinas redox, no entanto,
para a glicose oxidase (GOx) devido a seu cofator
(FAD - flavina adenina dinucleotideo) estar
localizado a 15 A da superficie enzimatica3, essa
transferéncia de elétrons € bastante limitada. Um
dos métodos descritos na literatura para facilitar a
obtencdo da TDE € a modificacdo da estrutura
proteica utilizando procedimentos de deglicosilacéo.
Esses procedimentos clivam os glicanos presentes
na estrutura proteica diminuindo a distancia entre o
centro ativo da enzima e a superficie do eletrodo?.

Resultados e Discussao |

Esse trabalho apresenta uma rota quimica de
deglicosilagdo para a GOx, a qual utliza o &cido
trifluorometanosulfénico (TFMS) para a clivagem
dos glicanos resultando em um ndcleo de proteina
intacto. Técnicas espectroscépicas foram utilizadas
a fim de comparar as estruturas proteicas da GOx
nativa e da GOx deglicosilada (dGOx) e sugeriram
gue a deglicosilacdo utilizando o TFMS néo afetou
de forma significativa a estrutura da enzima. Com o
intuito de comparar a resposta eletroquimica da
GOx e da dGOx, obtiveram-se os voltamogramas
ciclicos dos bioeletrodos FFC-GOx-néafion e FFC-
dGOx-néfion nas mesmas condi¢bes experimentais
(figura 1). A fim de enfatizar esse resultado, a figura
1b mostra os voltamogramas ciclicos da figura la
com a linha de base corrigida. Observou-se um
aumento na corrente faradaica para a dGOx em
relacdo a GOx nativa, confirmando que apés a
deglicosilagdo quimica obteve-se uma melhora na
TDE entre o FAD presente na GOx e a superficie do
eletrodo.

Para confirmar se a enzima continuou ativa apés a
deglicosila¢é@o, determinou-se a atividade enzimética
da GOx e da dGOx. Este ensaio mostrou que a
enzima continuou ativa apds a reacdo com o TFMS,
sendo que a GOx apresentou atividade especifica
igual a 0,0239 U/mg, enquanto que a dGOXx
apresentou atividade especifica igual a 0,0237
U/mg.
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Figura 1. (a) Voltamogramas ciclicos dos

bioeletrodos FFC-GOx-nafion (linha preta) e FFC-
dGOx-néfion (linha vermelha). Velocidade de
varredura: 100 mVs?. Eletrélito suporte: tampéao
fosfato de sédio 0,10 mol L* (pH 7,5). Temperatura:
25 °C; (b) voltamograma com a linha de base
corrigida a partir do voltamograma ciclico
apresentado em (a).

Conclusodes

De acordo com os resultados apresentados, o
procedimento utilizando o TFMS se mostrou
eficiente para a deglicosilagdo quimica da GOx, uma
vez que ndo ocorreram alteracdes estruturais
significativas e que as correntes faradaicas obtidas
na voltametria ciclica foram maiores para a dGOx do
gue para a GOx. Ressalta-se o proximo passo do
trabalho é provar que houve uma diminuicdo na
massa molecular da enzima, o que permitiria
concluir que a clivagem dos glicanos presentes na
estrutura da enzima foi eficiente.
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