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IN‘l'l'l()l')l.J(;A(] NEANALSE DIOTECNOL OGICA PELO BHOSSENSOR

1-INTRODUGAO

Dentre os setores relacionados com as atividades desenvolvidas nas inddstias
de alimentos, o controle de qualidade da matéria-prima detém  ume  grande
responsabilidade no gue se refere a observéncia de normas e padifes a sersm
aplicados quando se trata de um alimento a ser oferecido ao consumidor.

Desta forma uma empresa que atua neste ramo jamais poderd oferecer um
produto final de qualidade aceitavel, caso a matéria-prima seja considerada impropria;.
especialmente guando se tata de indistias que operam com pescado. Pois,
considerando as fases por que passa o pescado, até sua chegada ao consumidor,
podemos dizer que este necessita de um controle de gualidade mais rigoroso frente aos
outros alimentos. Sendo assim, 0 éxito de uma atividade de inspengiio estd relacionado
diretamente com a velocidade e reprodutibilidade das andlises, a fim de reduzir as perdas
da matéria-prima e dos produtos finais, tanto quanto combater as enfermidades gue
podem atingir o consumidor.

Muito j& se tem confirmado quanto ao valor da gualidade do peixe e dos testes
utilizados para diagnosticar sua aceitag8o para 0 consumo na obteng@io de produtos
industrializados de alta qualidade. Contudo, SAITO et al. (1959 ) por WATANABE et al. (
1983 ). referem que a estimagdo do frescor do pescado tem importéancia fundamental no
beneficiamento deste. Porque apds a more do peixe, ocorrem alteragties que se iniciam

pela agdo autolitica dos énzimos musculares fazendo com gue o ATP se degrade de

acordo com a sequinte sequéncia: ATP ( adenosina-b'trifosfato ) ADP ( adenosina-

5'-difosfato )

AMP (adenosina-5'-monofosfato ) IMP ( inosina-5-monofosfato )

HxR (inosina ) Hx ( hipoxantina ) ——— X ( xantina ) —— U ( &cido drico .



Véarios métodas ja foram descritos para determiner a hipoxantine. (JONES et al.. 1964
KOBAYASHI & UCHIVAMA 1970; TANAKA et al, 1970 & JAHNS et al, 1976 ). Ainda no
que concerne a determinagéio do frescor do pescado. temas o método do Valor do K. Este
método foi considerado mais pritico e logico frente aos démais. Com 0s recentes
avancos alcancados no setor de determinac8io da qualidade nas indistrias pesqueiras.
pslth o mdtodo do bivssunsor. Lslo so baseia no uso de sensoros guimicos, Do acordo
com WATANABE et al. (1983), ja foram testados com éxito, sensores enzimahcos.
bioldgicos e sensor organela e existem outros em fase esperimental.

Os sensores néo sfo resultados de pesquisas recentes, em 1930 j& havia trabalho
publicado mostrando a importéncia de um sensor enzimatico. UPDAKE (1967) elaborou o
primeiro sensor enzimético, porem sem imobilizar a enzima, ficando o seu uso restritc & no
méximo 10 andlises, pois de acordo com WATANABE et al. (1883), & enzima imobilizada
fica estével podendo ser utilizada para mais de 100 andlises. O sensor enzimélico
elaborado para detenminar hipoxantina foi usado xantina oxidase & um teste de oxigénio,
comparado com o método de EHIRA & UCHIYAMA ( 1969 ) foi considerado mais rapido,
eficiénie e econdmico.

Em virtude do exposto acima o biossensar se torna um método promissor na
anélise, hélo s6 do frescor, como na determinag@o de substéncias estranhas no pescado
usado por empresas que tentam mascarar a ma gualidade do produto.

O presente estudo, trata da introcdugdo de técnicas de analise pelo biossensar, MNa
ocasifio, desenvolveu-se um sensor enzimatico pera a determinagdo de glicose, baseado
na seguinte reagdo:

B—D-glucose + Op  glucose oxidase, D - gluconclactone

O sensor foi testado com a determinagdo de analise em tres amosiras.
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2 - MATERIAL E METODOS

Com aduptagtio de materiais, foi montado um biossensor enzimélico pare.
determinacfo de glicose. O sistema constou de um frasco de polietileno contendo solugao
tampao de fosfato pi1 7,0, colocado sobie um agitador maginético. A fungao do agitador
foi de oxigenar a soluc@n. Dentro do frasco foi realizado um subsistema de sifonagéio em
substituigiio a uma bomba perstaltica, para obtengdo de um fluxo constante. A velocidade
do fluxo foi controlada na vazéio de 1 mli/min. A eficiéncia desta vaz&o foi confirmada em
gstudos realizados por WATANABE et al. (1988). Como sensor foi utilizado um eletrodo
DO de oxigénio. modelo ABLE. tipo DG-5G, acoplado a um registrador Vatian Tectron
modelo 135 A. Com a finalidade de aumentar a sensibilidade do registrador foram
adaptadas a este duas resistencias 1K2 5% e 5W.

Afigura 4 mostra o diagrama esquematico do biossensor utilizado e na figura 2 o
diagrama esquematico de outr;J sensor desenvolvido por WATANABE et al. (1983), para

efeito de comparagdo.
Reagentes

- Glucose oxidase (E.C.1.1.3.4, from Aspergiius imgelfabricada pela Sigma Co.

Glutaraldeldo a 25%.

Triacetilcelulose pela Estmon Kodac Co.

Diclorometano pela Sigma Co.

Sol. de Diclorometano saturada.

Diaminofenol.

- Sol. Tampé&o de fosfato pH 7.8.



Imobilizagtio da enzima

A enzima glucose oxidase toi imobilizada em uma membrons preparade de
acordo com as onentagtes do Prof. Dr. Kisuo Wutanabe da "Tokyo University of Fishories'.
Foram dissoividas 250 q da triacetl colulose em b ml de diclorometano, em sequida
adicionado 0,2 mil de glulaialdeido, com agitagtio a solugiio foi homogeneizada e
adicionado 1.5 n de diaminofenol e 5 ml de solucfio de diclorometano saturada. Apdos a
mistura completa o suluylo ful despejuda sobre una placa de vidro onde foi espalhada
com auxilio de um bastiio de vidro e ali permaneceu 24 horas em temperature. ambiente.
Note-se gue a maior porte do tempo o ambiente foi resfriado por um condicionador de ar.
Formou-se entio uma camada fina sobre o vidro, esta foi contada em pedacos de 1 cm? e
depois foi retirada com dgua destilada. Em seguida foram lavadas com solugdo tampdo
de fosfato 0,05 M e umedecidas com glutaraldeido 0.05 M por aproximadamente 3 horas e
novamente lavadas em Gyua dustiludo. Dopois foram imersas em solugdo tampéio de
fosfato contendo glucose oxidase. As membranas foram estocadas em geladeira a

temperaturade 10 o C.

Procedimento da analise

Uma solugdio tampdo de pH 7.0 foi transferida manualmente para o frasco de
polietileno. O sistema de sifonacfio encarregou-se de circular a solug@o continuamente
pelo sistema. Apds controlada a velocidade do fluxo(lml/min.), imobilizar a enzima na
mebrana e fixdla no eletrddo, pode-se der Inicio eos testes. Com auxilio de uma
microseringa foi injetado na diregdo do fluxo e aproximadamente 5 cm de distancia do
eletrddo, uma aliquota de 0.1 ml da amostra a ser analizada. A enzima catalizou a
oxidagdo da p-D-glucose, contida na amostra. O consumo de oxigénio da reag8o, medido

pelo eletrddo causou um decréscimo da corrente produzida pelo registrador. A diferenca



entre a corrente inicial e o decréscimo desta, foi usado como determinaciio da

concentrag@io de glicuse na amostia e foi dada na unidade de mA (miliampere).

O material analisado foi hemolinfa de caranguejo. Os caranguejos vivos, foram
adquindos no mercado e transteridos para o leboreiorio até o momento da coleta de
hemolinfa. O liquido linfatico foi obtido mediante extirpag@o de um dos pereidpodes do
animal, deixando-o escorrer em um becker. N&o foi necessario o uso de anticosgulante,
pois a analise foi reslizada logo em seguida da coleta da hemolinfa. A amostra foi
aplicada no sensor conforme descrito anteriormente, antes que o liquido linfético
coagulasse. Foram determinados os teores de glicose na hemolinfa de 5 caranguejos.

Alom da hemolinfa do caranguejo, tor determinado o teor de ghcose para Coct-
Cola e suco de laranjn (Solaranja) para avaliar a eficiéncia do oparelho.

Para a curva padréio da glicose, usou-se uma solug8o de glucose 0,1 M, esta toi
diluida com agua destilada na seguinte sequéncia: 1? diluicBo (soluggio 10): 1 ml da
soluggio 0,1 M completada para 10 ml; 2?2 diluigo(solugdo 1) Iml da solugdo 10
completada para 10 ml; 3¢ diluic8o (solug8o 3): 3 ml da soluc8o 10 para 10 ml, 42 diluigdo
(solugéo 5): 5 ml da soluggo 10 para 10 ml e finalmente 5¢ diluigdo (solugéo 7); 7ml da
solug8o 10 para 10 ml.

A partir do peso molecular da solug8io padréio foi calculado a guantidade de
glicose em mg/ml para cada diluig8o. Comparando os dados obtidos na determinag8io de

glicose das amostras com a curva padrdo, obteve-se o teor de glicose em mg/ml.



3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das condigles essencials para se ubler 8xito, utilizando um biossensor em
analises biotecnologicas, e a imobilizagBo da enzima. De acordo com WATANABE et
al.(1963) & KARUBLE et al.(1504) a estabilidade da enzima geralmente aumenta com a
imobilizagBo. A enzima glucose oxidase estabilizade, permite a execuctio de até 100

andlises.

A figura 3 mostra que a molécula do substrato se ajusta ao sitio ativo da enzima

como conjunto de chave e fechadura, em uma relag8o de complementariedade.

O valor da gquantidade do fiuxo contiolado em Tml/min. ndo afetou a produgéo da
corrente @ com o volume amostrada de 0,1 ml a corrente foi estabilizada. Vale frisar
conforme WATANABE et al. (1960), a produgBo da corrente diminuiu guando houve um
aumento na velocidade de fluxo. Portanto & fundamental manter a velocidede do fluxo
constante e utilizar sempre a mesma aliquota da amostra..

A curva padrdo foi representada na figura 4. A emostra padréio foi apliceda no
sensor como ja descrito e obteve-se uma reta nas concentragBes de 10 a1 mM.

O nivel méximo de glicose dado pelo biossensor é de 05 mg/ml, segundo
WATANABE (1988).

Para a hemolinfa do caranguejo ocorreu uma variag8o nos teores de glicose. Os
resultados foram os seguintes: 1,3; 1,2; 1.8; 1.7 e 1,3 mA. Os resultados se encontram na
tabela 1.

O indice de metabolismo nos animais pode terem infuenciado netes valores, pois
de acordo com JONHSTON & DAVIES (1972), a hemolinfa funciona como meio de
transpoite dos compostos de beixo peso molecular gue sBo metabolizados pelo

arganismo do animal.



O metaholismo da glicose em crustaceos tem sido investigado por vérios autores.
HEMMINGSEN (1925) por OLIVEIRA (13888), encontrou valores normais de substéncias
redutoras entre 2 a 40 mg/100 ml em camarBes de égua doce.

A glicose néo € utilizada como substrato para metabolismo oxidativo nas espécies
Panulirus peniciflatus e F japonic: A hipdtese proposta por SCHEER (1951), & que o
impoténcia de glicose estd relacionada com a formagdo da quitina no tegumento.
HEMMIGSEN (1924a), encantrou um aumento de acucar no sangue em £ aziecusdepois
do alimento e registrou uma gueda no nivel de glicose em Carcmes meaenas apos
alguns dias de jejum. Para hemolinfa de caranguejo. os teores de glicose foram variados..
Essa variagao se deu talvez devido as condigdoes em gue se encontravam o0s
caranguejos antes de serem analisados. Tendo em vista que foram totalmente
desconhecidas.

No tocante aos teores de glicose encontrados para a Coca-Cola e suco de -

laranja, foram respectivamente; 1.5e 1.7 mA. .



4- CONCLUSOES

Basedo. no prasente estudn obtéve-se as sequites conclusnes:

5 3 ~ 3 i 3
1- O método de determincao de glicose utilizando um hiossansar. tem a vantagem de se
obter uma seiie de ensaios ein um cuito espago de tempo.

~

2- Também nao houve a necessidade de preparagao de amostras para a andlise. A

T

amostra foi injetada diretamente no sistema, s6 requerendo de diluicoes para o ajuste de

faixas dos niveis de glicose.

3 O controle da velocidade do fluxo e a imobilizagao da enzima sto parBmetros

marcantes, quando se frabalha com um sensor enziméatica.

4- Foi comprovado a eficiéncia do biossensor para determinar glicose, seja em matetia

animal como também para outros alimentos..

5 Para a heinolinfa do caranguejo os teores de glicose foram variados, para 0 suco de

laranja e Coca-Cola os resultados foram praticamente semelhantes.
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Figura 2 - Diagrama esquematico de um sensr enzimatico para zlucose
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do solug@o tampao; local da aplicagao da amostra.
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Tubela 1- 'l'eorws de glicose para hemolinfa de caranguejo, Coca-Cola

e suco de laranjz (solaranja).

C: Representa hemolinfa de carangue jo

AMOSTRAS TROR DR FLICOSE (mA) TROR DE ALICOTE(me/m1)
c1 1,3 0,0137
c2 1,2 0,0127
C!
& 19 0,0160
7 5 5.3 0,0137
Coca-Cola 1,5% 1,7 0,015 a 0,011
Suco de laranja 1,5 % 17T 0,015 a 0,011




BEIETRONO EN7ZIMATICO

eletrddo de oxigento

¢ borrachns pary prender ng membranas

¢ membrana enzimatica

¢ membrana de teflon

» d .
membraona de dialise
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