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ABSTRACT

The development of biosensors is growing, it allows the measurement of the analyte of
interest is achieved by transduction of a selective parameter of the reaction biocomponente-
analyte in an electric signal that can be monitored. For this reason, the biological factor that
makes up the instrument, it is an essential component for its construction. With that the aim of
this work was the study of a process of immobilization of the enzyme tannase in support
vitreous, the determination of their conditions of work and their optimal efficiency when
applied to a proper system of transduction for the construction of a biosensor for hydrolysable

tannins.
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1-INTRODUCAO

Existem atualmente na literatura, vdrios métodos para determinagio de taninos
hidroliséveis, entretanto cada um apresenta restri¢des de aplicagdo, principalmente no que se
diz respeito a sua aplicagdo em amostras reais (MUELLER-HARVEY, 2001). ZHAE er al,
(1998) desenvolveram um sensor microbiano para determinagdo de 4cido tanico, baseando-se
na variagdo de oxigénio gerada pela degradagdo do composto orginico (4cido tanico) pelo
microrganismo. Comparando a proposta do sensor para 4cido ténico com outros biossensores,
este representa uma nova abordagem conveniente e de baixo custo para a quantificagdo dos
taninos vegetais, porém sdo necessdrias algumas melhorias para tornd-lo amplamente aceito
na indistria de curtumes de produtos alimenticios e farmacéutica. Assim o objetivo deste
trabalho foi avaliar o melhor método de transdugdo a ser utilizado no desenvolvimento
biossensor enzimético para que este possa ser aplicado no futuro na monitoragdo de taninos

hidrolisdveis.

2 - MATERIAL E METODOS

A enzima tanase foi adquirida a partir do produto comercial Biopectinase CT,
gentilmente doada pela Quest International, produzida por Aspergillus niger, batelada 502051.
O suporte utilizado para o processo de imobilizagdo no presente trabalho foi pérolas de vidro

aminopropil da Sigma (tamanho de poro de 700 A%/ 80-120 mesh).



XXI Congresso Brasileiro de Cldncia e Tecnologla de Alimentos
06 a 08 de Outubro de 2008 - Belo Horizonte, MG

Baseado no produto da reagdo enzimdtica da tanase sobre o substrato foi realizada a
sele¢do de dois transdutores a serem avaliados: O primeiro um eletrodo de pH (marca Actron)
acplado a um pHmetro e o segundo um colorfmetro com comprimento de onda fixo em 490nm.

Para verificar a variagdo de pH na solugdo de 4cido tanico pela agdo da enzima tanase,
foram realizados testes estdticos com a enzima livre e imobilizada em contato com a solugdo de
4cido ténico preparada com dgua destilada variando as concentragdes de 10 a 100mg/L, na
temperatura de 25°C por 5 minutos para a tanase livre, e 15 minutos para a tanase imobilizada. A
fim de avaliar a possfvel utilizagdo de um colorfmetro, foram realizados ensaios com a enzima
imobilizada em contato com a solugdo de 4cido tinico preparada com tamp@o acetato 20 mM pH
5,0 variando as concentragdes de 50 a 500 mg/L, na temperatura de 50°C por 15 minutos. Os
ensaios foram realizados, de modo que as solugdes de 4cido tanico fossem testadas em ordem
crescente e decrescente em valores de concentragdo, e ainda com e sem lavagem da enzima
imobilizada e do eletrodo de pH com 4gua destilada no volume de 300 mL durantes as medidas.
A cada nova concentragdo testada a variagdo de pH ( ApH) e de absorbancia (AAbs) foram

registrados através do produto obtido da reagdo enzimitica.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Na selegdo inicial do transdutor foi escolhido o sistema eletrodo de pH com pHmetro.
A partir da Figura 1.1 € possivel observar que até uma concentragdo de 50mg/L de 4cido
tanico foi possivel obter uma linearidade na resposta da variagdo do pH em relagio a atividade

da enzima em fungdo da formagdo do produto (4cido gélico).
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Para a IUPAC s6 é considerado um biossensor aquele instrumento que apresenta na
sua constru¢do o componente biolégico em contato diretamente com elemento transdutor
(THEVENOT et al, 2001) Assim foram realizados testes com o sistema eletrodo de pH e a
tanase imobilizada. A partir da Figura 1.2a é possivel verificar que ndo existe uma resposta

linear, bem como uma estabilidade e repetibilidade dos dados obtidos em todas as ordens
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testadas, de forma que ndo seria possivel utilizar o eletrodo de pH como transdutor do
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Figura 1.2: Curva de resposta para o sistema transdutor (eletrodo de pH) ¢ a enzima imobilizada (Ae

colorimetro e tanase imobilizada (B). CCL = crescente com lavagem; CSL = crescente sem lavagem; DCL =

decrescente com lavagem; DSL = decrescente sem lavagem.

Em seguida em fungio dos resultados insatisfatérios obtidos com o sistema de

transdugo inicial, um novo transdutor foi testado um colorimetro, tendo este comprimento de

onda fixo em 490 nm. Ao analisar a linearidade das curvas apresentadas na Figura 1.2b pode-

se observar que independente das condigdes dos testes, todas as curvas apresentaram uma boa

linearidade do sistema testado, portanto sua elevada sensibilidade.

4 - CONCLUSAO

Desta forma podemos concluir que na construgio do biossensor enzimdtico para

taninos o sistema detector colorimétrico a 490 nm mais enzima tanase imobilizada em pérola

de vidro podem ser usadas e aplicadas para a quantificagéo do 4cido tanico na concentragdo

de 50 a 500 mg/L, na temperatura de 50°C, pH 5,0 e com 15 minutos de reagdo.
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