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1 - INTRODUÇÃO 

Dentre os setores relacionados  corn  as atividades desenvolvidas nas indústrias 

de alimentos, o controle do qualidade da matéria-prima detém urna  Tondo  

responsabilidade no que se refere a observancia de normas e padres a serem 

aplicados quando se trata de  urn  alimento a ser oferecido ao consumidor. 

Desta forma, uma empresa que atua neste  raw  jamais poderá oferecer  urn  

produto final de qualidade aceitável, caso a matéria-prima seja considerada imprópria:. 

especialmente quando se trata de indústrias que operam com pescado. Pois, 

considerando as fases por que posse o pescado, ate sua chegada ao consumidor, 

podemos dizer que este necessita de  urn  controle de qualidade mais rigoroso frente aos 

outros alimentos. Sendo assim, o êxito de uma atividade de inspenção esta relacionado 

diretamente  corn  a velocidade e reproclutibilidade das analises, a fim de reduzir as perdas 

da matéria-prima e dos produtos finais, tanto quanto combater eis enfermidades que 

podem atingir o consumidor. 

Muito já se tem confirmado quanto ao valor da qualidade do peixe e dos testes 

utilizados para diagnosticar sua aceitação para o consumo na obtenção de produtos 

industrializados de alta qualidade. Contudo, SAITO et  al.  (1959) por WATANABE et  al.  ( 

1983), referem que a estimação do frescor do pescado  tern  importeancia fundamental no 

beneficiamento deste. Porque após a morte do peixe, ocorrem alterageies que se iniciam 

pela ação autolftica dos 6nzimos musculares fazendo  corn  que o  ATP  se degrade de 

acordo com a seguinte sequência:  ATP  ( adenosina-5'-trifosfato ) ADP  ( adenosina- 

5'-difosfato ) AMP(  adenosina-51-monofosfato ) IMP  ( inosina-51-rnonofosfato ) 

HxR ( inosina )  Hx ( hipoxantina ) X ( xantina )  U ( ácido úrico . 



Vários métodos já foram descritos para determinar a hipoxantina  (JONES  et  al.,  1964; 

KODAYASI. II & UCI VAMA 1970; TANAKA et  al.,  1970 e  JAI-INS  et  al.,  1976 ). Ainda no 

que concerne determinnçáo do frescor do pescado. ternos o método do Valor do K. Este 

método foi considerado mais pratico e lógico frente aos demais. Com  os recentes 

avanços alcançados no setor de determinação da qualidade nas indústrias pesqueiras. 

ostá o método do biossoi isor.  Lilo so  baseia no uso do sonsoros químicos. De ocordo  

corn  WATANAHE et  al.  (1903), já foram testados com ôxito, sensores enzimaticos. 

biológicos e sensor organela e existem outros em fase esperimental. 

Os sensores  air)  Sa0 resultados de pesquisas recentes, cm 1 930 já havia trabalho 

publicado mostrando a importância de  urn  sensor enzimático. UPDAKE (1967) elaborou o 

primeiro sensor enzimatioo, porem sem imobilizar a enzima, ficando o seu uso restrito a no 

máximo 10 analises, pois de acordo  corn  WATANABE et  al.  (1983), a enzima imobilizada 

fica estável podendo ser utilizada para mais de 100 analises. O sensor enzimatico 

elaborado para determinar hipoxantina foi usado xantina oxidase e  urn  teste de oxigénio, 

comparado  corn  o método de EHIRA & UCHIYAMA ( 1969 ) foi considerado mais rapido, 

eficiênte e econômico. 

Em virtude do exposto acima o biossensor se torna  urn  método promissor na 

análise, n.o  so  do frescor, corno na determinação de substâncias estranhas no posoado 

usado por empresas que tentam mascarar a ma qualidade do produto. 

O presente estudo, trata da introdução de técnicas de análise pelo biossensor. Na 

ocasião, desenvolveu-se um sensor enzimatico para a determinação de glicose, baseado 

na seguinte reação: 

D -  glucose  + 02  glucose  oxidase,D  - gluconolactone 

0 sensor foi testado  corn  a determinação de análise em tres amostras. 



2- MATERIAL E MFTODOS  

Com adaptação do matt.ftiars, foi montado  urn  biossonsor onzimatico para 

determina00 de qlicose. O sistema constou de um frasco de polietileno contendo soluçao 

tampao de foshato pi I 7.0. colocado sobre um agitador mognOtico. A funçtfao do agitador 

foi de oxigenar a solução. Dentro do frasco foi realizado um subsistema de sifonagão em 

substituição a uma bombu peristaltica, para obtenção do um fluxo constante. A velocidade 

do fluxo foi controlada na vazão de 1 ml/min. A eficiência desta vazão foi confirmada em 

estudos realizados por WATAI`slAf3E et  al_  (1988). Corno sensor foi utilizado um eletrodo 

DO de oxigênio. modelo  ABLE,  tipo DG-5G, acoplado a um registrador  Varian  Tectron 

modelo 135 A.  Corn  a finalidade de aumentar a sensibilidade do registrador foram 

adaptadas a este duos resistencias 1K 2 5% e 5W. . 

A figura I mostra o diagrama esquemático do biossensor utilizado e na figura 2 o 

diagrama esquemático de outro sensor desenvolvido por WATANABE et  al.  (1983), para 

efeito de comparação. 

Reagentes 

-  Glucose  oxidase (E.C.1.1.3,4,  from  Aspergaas flige4 fabricada pela Sigma Co. 

Glutaraldefdo a 25%. 

- Triacetilcelulose pela Estrrion Kodac Co. 

- Diclorometano pela Sigma Co. 

Sol. de Diclorometano saturado. 

- Diaminofenol. 

- Sol. Tampão de fosfato  pH  73. 



lmobilização da enzirria 

A enzima  glucose  oxidnso foi imobilizada  ern  urna membrana preparada de 

acordo  corn us  onentaçãos do  Prof. Dr.  Ltsuo Watemabo da  'Tokyo University of Fisheries'.  

Foram dissolvidas 250 q do trincotil caluloso  urn  S ml de diclmomotana um soguida 

adicionado 0,2 ml do glutanaldeido,  corn  agitação a solução foi homogeneizada 

adicionado 1.5 g de diaminnfonol e 5-  ml de solução de diclorometano saturada Após 

mistura completa a solução foi despojuda sabre uma placa de vidro onde foi espalhada 

com auxilio de um hasttio de vidro e ali permaneceu 2/1 horas em temperatura ambiente. 

Note-se que a  rooks  parto do tempo o ambiente foi resfriado por um condicionador de ar. 

Formou-se então urna camada fina sobre o vidro, estafni cortada  ern  pedaços de 1 cm2  

depois foi retirada  corn  água destilada. Em seguida foram lavadas  corn  solução tampão 

de fosfato 0,05 M e umedecidas com glutaraldeido 0..05 M por aproximadamente 3 horas e 

novamente lavadas om  aqua.  destilada. Dopois  forum  imorsas em solução tampão do 

fosfato contendo  glucose  oxidase. As membranas foram estocadas em geladeira 

temperatura de 1 0 o C. 

Procedimento da anAlise 

Urna solução tampão de  pH  7,8 foi transferida manualmente para o frasco de 

polietileno. 0 sistema de sifonacl.=':to encarregou-se de circular a solução continuamente 

pelo sistema. Após controlada a velocidade do fluxo(1 imobilizar a enzima na 

mebrana e fixei-la no eletrôrio, pôde-se dar inicia aos testes. Com  auxilio de uma 

microseringa foi injetado na direção do fluxo e aproximadamente 5 cm de distEincia do 

eletr8do, uma aliquota de 0,1 ml da amostra a ser analizada. A enzima catalizou 

oxidação da f)-D-glucose,  contida na amostra. O consumo de oxigênio da reação, medido 

pelo eletrôdo causou um decréscimo da corrente produzida pelo registrador. A diferença 



entre a corrente inicial e o decréscimo  &stn.,  foi usado como determinacrto da 

concentração de glicose na arriostra e foi dada na unidade de mA (miliampere). 

0 material analisado foi hemolinfa de caranguejo. Os caranguejos vivos, foram 

adquiridos no mercado e transferidos para o laboraterio ate o momento da coleta da 

hemolinfa. O liquido linfático foi obtido mediante extirpação de um dos pereiápocies do 

animal, deixando-o escorrer em um becker. Não foi necessário o uso de anticoagulante, 

pois a analise foi realizada logo em seguida da coleta da hemolinfa. A amostra foi 

aplicada no sensor conforme descrito anteriormente, antes que o liquido linfático 

coagulasse. Foram determinados os teores de glicose na hemolinfa de 5 caranguejos.  

Alum  da heinolinta do carunquejo, lei determinado o teor de glicose poro üoca-

Cola o suco de laranjit (Solaranja) poro, avaliar ci eficiOncia do aparelho. 

Para a curva padrão da glicose, usou-se uma solução de  glucose  0,1 M, esta foi 

diluída com água destilada na seguinte sequência: 1 diluição (solução 10): 1 ml da 

solução 0,1 M completada para -10 ml: 29. diluição(solução 1): 1 ml da soluço 10 

completada para 10 ml, 3 diluição (solução 3): 3 ml da solução 10 para 10 ml, •49  diluição 

(solução 5): 5 ml da solução 10 para 10 ml e finalmente 59  diluição (solução 7): 7m1 da 

solução 10 para 10 ml. 

A partir do peso molecular da solução padrão foi calculado a quantidade de 

glicose em mg/mIpara cada diluição. Comparando os dados obtidos na determinação de 

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

^ 



3 - RESULTADOS E DISCUSSA0 

Uma das cundiçães essenciais p UM  so  ubter êxito, utilizando um biossensur em 

analises biotecnológicas, é ei imobilização da enzima. De acordo com WATANABE et 

al.(1983) e KARUDE et al.(190,1) a estabilidade da enzima geralmente aumenta  corn  a 

imobilização. A enzima  glucose  oxidose estabilizado, permite o execução do ate 100 

análises. 

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

como conjunto de chave e techadura, em uma relação de complementarieda.de. 

O valor da quantidade do fluxo controlado em loll/min. não afetou a produção da 

corrente e com o volume amostrado de 0,1 ml a corrente foi estabilizada. Vale frisar 

conforme WATANABE et  al.  (1 900), a produção da corrente diminuiu quando houve um 

aumento na velocidade de fluxo. Portanto é fundamental manter a velocidade do fluxo 

constante e utilizar sempre a mesma aliquota da amostra.. 

A curva padrão foi representada na figura A. A amostra padrão foi aplicada no 

sensor coma já descrito e obteve-se uma reta nas concentrações de 10 a 1 mM. 

O nível máximo de glicose dado pelo biossensor é de 0,5 mg/ml, segundo 

WATANABE (1988). 

Para a hemolinfa do caranguejo ocorreu uma variação 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 Índice  dc  metabolismo nos animais pode terem infuenciado netes valores, pois 

de acordo com JONHSTON & DAVIES (1972), a hemolinfa funciona como meio de 

transporte dos compostos de baixo peso molecular que são metabolizados pelo 

organismo do animal. 



O metabolismo da qlicose em crustaceos tem sido investigado por vários autores. 

HEMMINGSEN (1925) por OLIVEIRA (1988), encontrou valores normais de subst(ancias 

redutoras entre 2  ail()  mg/100 ml em camarries de água doce. 

A glicose no ci,  utilizada corno  substrate  para metabolismo oxidativo nas espécies 

Panuffras peniceatus e A? ./;71713/7/-C. A hipótese proposta por SCHEER (1951), é que a 

importância de glicose esta relacionada com a forrnaçao da quitina no tegumento. 

HEMMIGSEN (1924a), encontrou um aumento de açucar no sangue em P aztecusdepois 

do alimento e registrou uma queda no nível de glicose em Cardnas intienas tipos 

alguns dias de jejum. Para hemolinfa de caranguejo, os teores de glicose foram variados.. 

Essa variação se deu talvez devido as condições  ern  que se encontravam n os 

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; 1.5 e 1.7 mA. . 



4- CONCE USN'S 

Fiasedo. no presente estudo oliti'we-se as seguites concluso—es; 

1- 0 método de determin(A3 de glicose utilizando um biossensor. tem a vantagem de se 

obter uma serie de ensaios em um curto espaço de tempo. 

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

amostra foi injetada diretamente no sistema, só requerendo de diluigaes para o ajuste de 

faixas dos níveis de glicose. 

3- 0 controle da velocidade do fluxo e a imobilizaçao da enzima s-do parâmetros 

marcantes, quando se trabalha com um sensor enzimático. 

Foi comprovado a efici6ncia do biossensor para determinar glicose:  seja em materia 

animal corno tarrib6:im para outros alimentos.. 

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

laranja e  Coca-Cola  os resultados foram praticamente semelhantes. 

E _ _ 
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Tisbeia 1- Teoros d.e glicos*e parn, hemolinfa de caranguejo,  Coca-Cola  

eslICO de laranja (aOlaranja). 

7epresenta hemolinfa de caranguejo 

AMOSTRA7 770R 71E IITCOSE (mA) TEM DE ILTC07E(mp- 

1,3 0,0137 

C2 1,2 0,0127 

3 1.8 0,0180 

C4 
1,7 0,0160 

C5.  
1,3 0,0137 

Coca-Cola 1,5 a 1,7 0,015 a 0,011 

7uco de  laranja  1,5 a 1,7 0,015 a 0,011 
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ELETROW EM7,IM4TICO 

a: eletrOdo de oxigê,nio 

borrachas par prender  an  membranas 

o: membrana enziw;tica 

d; membrana de teflon 

e: membrana de dilise 
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