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RESUMO

DESENVOLVIMENTO PRELIMINAR DE UM BIOSSENSOR ENZIMATICO PARA
DETERMINACAO DE TANINOS HIDROLISAVEIS

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Péds-
graduagcdo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos, Escola de
Quimica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos

requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias.

Ariana Farias Melo

Orientadores: Andréa Medeiros Salgado, D. Sc

Gustavo Adolfo Saavedra Pinto, D. Sc

O uso de enzimas para fins analiticos vem aumentando a cada dia,
principalmente no ramo da biotecnologia ligada ao desenvolvimento de novos
instrumentos de anadlises cada vez mais especificos. Desta forma, o
desenvolvimento de biossensores vem crescendo, ja que estes permitem que a
medida do analito de interesse seja realizada pela transdugdo seletiva de um
parametro da reagdao biocomponente-analito em um sinal elétrico passivel de ser
monitorado. Por este motivo, o elemento biolégico que compde o instrumento, torna-
se um componente essencial para a sua construgdo. Com isso o0 objetivo deste
trabalho foi o estudo de um processo de imobilizacdo da enzima tanase em suporte
vitreo, a determinagdo das suas condi¢cbes 6timas de atuacdo e a sua eficiéncia
quando aplicada a um sistema adequado de transducido para a construgdo de um

biossensor para taninos hidrolisaveis. Apos o processo de imobilizagdo o pH étimo



da tanase imobilizada, apresentou um pequeno desvio para o lado alcalino, ja
temperatura 6tima se manteve igual ao da tanase na forma soluvel. A tanase
imobilizada demonstrou um comportamento linear da sua atividade na faixa de
concentragdo de 100 a 500mg/L de acido tanico, iniciando a partir dai uma
diminuicdo na taxa de reagao até uma concentragdo de 1000mg/L de acido tanico,
para ambas as temperaturas avaliadas (30°C e 50°C), sendo que os valores de Vmax
e K., foram maiores na temperatura de 50°C. Verificou-se também que a tanase
imobilizada apresenta um 6timo perfil de estabilidade sob as condicées de reacao de
pH 5,0 e 30°C.Um outro ponto analisado foi o tempo de vida util, demonstrando que
a tanase imobilizada ap6s um periodo de 90 dias de estocagem reteve a sua
atividade . No aspecto de reutilizagao do suporte foi possivel verificar que é possivel
realizar a reutilizacdo do suporte o que torna a fabricagdo dos biossensor
economicamente mais viavel Com relacdo aos testes para o possivel transdutor a
ser utilizado a enzima tanase imobilizada demonstrou ser apta a ser utilizada no
desenvolvimento do biossensor enzimatico, quando foi utilizado o sistema de
transducao tanase imobilizada e colorimetro (490 nm), uma vez que o sistema

apresentou uma boa repetibilidade e linearidades em suas respostas.



ABSTRACT

DEVELOPEMENT AN ENZIMATIC BIOSENSOR FOR TANNIN DETERMINATION

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pdés-graduagdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos, Escola de Quimica, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios

a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias.

Ariana Farias Melo

Orientadores: Andréa Medeiros Salgado, D. Sc

Gustavo Adolfo Saavedra Pinto, D. Sc

The use of enzymes for analytical purposes is increasing every day, mainly in the
field of biotechnology related to the development of new tools for analysis increasingly
specific. Thus, 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. After the
process of immobilization the optimum pH of tannase immobilized, presented a small
diversion to the alkaline side, as optimum temperature remained the same as in the

tannase as soluble The tannase immobilized showed a linear behavior of its activity in



Xi

the concentration range of 100 to 500mg / L of tannic acid, starting from there a
decrease in the rate of reaction until a concentration of 1000 mg/L of tannic acid for both
temperatures evaluated (30°C and 50°C), and the values of Km Vmax and were higher
in temperature of 50°C. There was also that the tannase immobilized presents a great
profile of stability under the conditions of reaction at pH 5.0 and 30°C. An another point
considered was the time of life, demonstrating that the tannase immobilized after a
period of 90 days, stocking retained their activity. In the aspect of re-use of the media
were unable to verify that it is possible to reuse the support which makes the
manufacture of biosensor most economically viable With regard to testing for the
transducer can be used to tannase immobilized enzyme shown to be able to be used in
development the enzyme biosensor, when the system was used for transduction
tannase immobilized and colorimeter (490 nm), as the system showed good

repeatability and linearidades in their answers.
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Introducéao

CAPITULO 1

INTRODUCAO

A necessidade de sistemas de detecgcao mais versateis para o monitoramento
de bioprocessos tem estimulado a produgcdo de uma grande variedade de métodos
analiticos. Os biossensores revelam grandes perspectivas quanto a sua utilizagao no
monitoramento “on-line” de biorreatores, possibilitando uma rapida adaptacdo nos
processos biotecnolégicos (Alfaya, 2002). A incorporagdo de moléculas com
atividade bioldgicas, principalmente enzimas, em metodologias analiticas tem
aumentado sensivelmente nos ultimos anos, obtendo sucesso nos mais variados
procedimentos ,inclusive nos que visam a area de controle dos bioprocessos (Alfaya,

2002, Salgado, 2001).

Os biossensores sao ferramentas analiticas que combinam biomoléculas
imobilizadas com transdutores quimicos ou fisicos para criar uma superficie que
permita a medicdo direta, possivelmente continua, de um analito especifico. Assim,
um biossensor combina a especificidade de um componente bioldgico ativo, para o
analito de interesse, com a sensibilidade de um transdutor, que converte o sinal
biolégico em um sinal elétrico proporcional a concentracdo do analito (Salgado,
2001). Os biossensores representam uma ferramenta promissora para suplementar
as técnicas existentes, devido as suas caracteristicas unicas, tais como seletividade,

baixo custo relativo de construcdo e estocagem, potencial para miniaturizagao,
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facilidade de automacado e construgcao de equipamentos simples e portateis para
rapidas analises de monitoramento no campo. Entretanto, € necessario enfatizar que
estas ferramentas ndo podem e ndo devem ser vistas como uma substituicido das
técnicas analiticas classicas, mas sim como um complemento a estas (Cabral et al,

2003; Romani et al., 2000)

A possibilidade de minimizar ou até mesmo eliminar alguns fatores limitantes
apresentados pelas enzimas livres, como solubilidade em agua, baixa ou nenhuma
resisténcia a temperaturas elevadas, ndo poderem ser utilizadas em solventes
organicos e estarem presente em baixas concentragdes (Chibata e Tosa, 1978), faz
com que as enzimas imobilizadas tornem-se bastante atrativas para serem utilizadas
no desenvolvimento de novos métodos analiticos. Através da imobilizacao é possivel
obter uma maior estabilidade da enzima, uma menor interferéncia de compostos
indesejaveis e também a possibilidade de reutilizar a mesma diminuindo assim o
custo por analise (Zhao et al., 1998, Campanella et al., 2008 Cabral et al, 2003). O
processo de imobilizagdo do componente biolégico também é uma etapa crucial na
construgcao de um biossensor, pois a escolha da técnica de imobilizagao, bem como,
do suporte a ser utilizado é de extrema importancia para o bom desempenho deste

instrumento (Arya, et al., 2008)

Em contrapartida, o suporte a ser utilizado pode ter um efeito critico sobre a
eficiéncia do processo de imobilizacdo e da estabilidade da enzima (Tischer e
Kasche, 1999). Entres os suportes mais utilizados podemos citar os suportes
organicos e os inorganicos. Os suportes organicos podem ser sintéticos como o

nylon entre outros ou naturais (quitina, celulose, etc.), ja os inorganicos poder ser
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divididos em de origem mineral (argilas e areia) ou de origem sintética (vidro e

silica).

Os suportes inorganicos apresentam uma série de vantagens, tais como:
elevada forca mecanica, estabilidade térmica e resisténcia ao ataque de
microrganismos e de solventes organicos (Hernandez-Justiz et al., 1998). Além
disso, os materiais inorganicos nado apresentam modificagdo na sua estrutura

quando expostos a uma ampla faixa de valores de pressao, temperatura e pH.

Os taninos sdo compostos fendlicos com alto peso molecular que apresentam
a propriedade de se combinar com proteinas, formando complexos (Leka e Lonsane.
1997). Podem estar presentes em folhas, frutas, cascas, podendo se acumular em
grandes quantidades em tecidos vegetais especificos (Pinto et al. 2005). Os
complexos formados com as proteinas sdo de especial interesse para as industrias
de curtimento e de bebidas. Nesta ultima, causam grandes problemas nos
processos industriais, como por exemplo na produgdo de chas gelados formando

uma espécie de “creme” (Makkar, 1998; Santos et al. 1997).

Os taninos representam o segundo maior grupo entre os compostos fendlicos
e o0 quarto constituinte mais abundante nos vegetais (Haslam 2007 e Pinto et al.
2005). Sao divididos em dois grupos com base na sua estrutura molecular: os
taninos hidrolisaveis e as proantocianidinas (Aguilar e Guitiérrez-Sanchez 2001). Os
taninos hidrolisaveis sdo constituidos por poliésteres de acido galico e diferentes
carboidratos. A molécula com um poliol, em geral a glicose, compde 0 nucleo
central, cujos radicais hidroxil podem estar parcialmente ou totalmente esterificados
com radicais galoil. Esses taninos sao hidrolisaveis por acidos, bases e enzimas em

suas unidades formadoras, sendo divididos em galotaninos e elagitaninos. As
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proantocianidinas também chamadas de taninos condensados por causa da sua
estrutura quimica compacta. Sao constituidas por oligbmeros ou polimeros de
unidades flavondides unidas por ligagbes carbono-carbono ndo suscetiveis a

clivagem por hidrdlise.

Existem atualmente na literatura, varios métodos para determinacdo de
taninos hidrolisaveis, entretanto cada um apresenta restricobes de aplicagao,
principalmente no que se diz respeito a sua aplicacdo em amostras reais. Inoue e
Hagerman (1988) desenvolveu um procedimento para determinagcdo de taninos
hidrolisaveis, que envolve a formagao de complexo com a rodanina, porém esse
método so é eficiente para os galotaninos. Wilson e Hagerman (1990) relataram um
aperfeicoamento da metodologia que utiliza NaNO, como reagente, mas esse
método € eficiente apenas para a quantificagcado de acido elagico, acido formado pela
hidrolise dos elagitaninos. Ja Bate — Smith (1977) descreve um método para
determinagdo tanto de galotaninos como de elagitaninos, contudo esse método
apresenta dois pontos criticos, temperatura e tempo de reacgdo, ja que em
temperaturas elevadas aceleram a reacdo e o complexo formado s6 é estavel em
um curto espaco de tempo. Zhao et al., (1998) desenvolveram um sensor microbiano
para determinacdo de acido tanico (tipos mais comum utilizado como padrao para
quantificacdo de tanino), baseando-se na variagdo de oxigénio gerada pela
degradacgao do composto orgéanico (acido tanico) pelo microrganismo. Comparando
a proposta do sensor para acido tanico com outros biossensores este representa
uma nova abordagem conveniente e de baixo custo para a quantificagdo dos taninos
vegetais, porém sao necessarias algumas melhorias para torna-lo amplamente

aceito na industria de curtumes de produtos alimenticios e farmacéutica.



Introducéao

Neste trabalho foi estudado o processo de imobilizacdo da enzima tanase em
suporte vitreo (pérola de vidro), bem como as caracteristicas bioquimicas (pH e
temperatura 6tima, estabilidade térmica, alcalina e operacional) e as cinéticas da
tanase imobilizada em pérolas de vidro. Suas caracteristicas foram avaliadas
visando alcancar a melhor condicdo de atuacao para utilizacdo no desenvolvimento
de um biossensor enzimatico para que este possa ser aplicado no futuro na

monitoracdo de taninos hidrolisaveis.



Objetivo

CAPITULO 2

OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho foi alcangar o desenvolvimento preliminar
de um Biossensor Enzimatico, capaz de quantificar a concentracdo de taninos
hidrolisaveis, para que futuramente, este possa ser integrado a um biorreator para

monitorar continuamente de forma adequada a concentracao de taninos.

Para o desenvolvimento preliminar do biossensor para taninos foram

realizadas varias etapas iniciais, que estao descritas a seguir:

e Selecdo mediante pesquisa bibliografica do componente biolégico a ser

utilizado, baseado na sua reagéao bioldgica.

¢ Imobilizagdo do componente bioldgico e estudo da eficiéncia da imobilizagao,

usando suporte inorganicos, pérolas de vidro.
e Avaliagédo do tempo de vida util do componente imobilizado

e Estudo comparativo da eficiéncia do método de imobilizacdo e avaliagdo do

reuso do suporte.

e Avaliacdo das melhores condicbes de atuagdo do componente bioldgico

imobilizado (pH, temperatura, etc.).



Objetivo

Determinacédo da faixa de concentragdo do substrato a ser medida através

também da determinagéo da atividade do componente biologico.

Teste da estabilidade da enzima tanase imobilizada sob condicbes de

estocagem.

Selecao do transdutor apropriado para medigdo, baseado nos produtos das
reacdes bioldgicas e realizacdo de testes preliminares usando o transdutor

mais adequado.
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CAPITULO 3

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - TANINOS

Nos vegetais encontramos quantidades relativamente importantes de
compostos fendlicos. Seu papel € essencialmente proteger os tecidos contra o
ataque de insetos, fungos ou de bactérias (Haslam, 2007; Pinto et al.,2005; Lekha e
Lonsane, 1997), sendo considerado um sistema de defesa passiva relativamente
eficaz. As plantas podem igualmente produzir grandes quantidades de fendis a partir
de uma alteracdo na superficie das células vivas: € a defesa ativa. O melhor
exemplo é dado pela picada dos insetos nas folhas que s&o a origem da formagéo

das galhas (Haslam 2007).

O termo tanino possui diferentes definigcbes, Lekha e Lonsane (1997) definem
taninos como sendo, compostos fendlicos com alto peso molecular (500 a 3000
Kda.) que possuem a propriedade de combinar-se com proteinas, celulose e pectina
formando um complexo insoluvel. Ja Bate-Smith definem taninos como compostos
fendlicos soluveis em agua, com peso molecular entre 500 e 3000 u.m.a e
habilidade para precipitar proteina. Mais especificamente os taninos s&o compostos

de alto peso molecular, que contém suficientes grupamentos hidroxila fendlica, para
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permitir a formacgao de ligagbes cruzadas estaveis com proteinas (Mueller-Harvey,

2001).

Na forma n&o oxidada os taninos reagem com as proteinas através de pontes
de hidrogénio e/ou ligagcdes hidrofébicas. Quando oxidados os taninos se
transformam em quinonas, as quais formam ligagdes covalentes com alguns grupos
funcionais das proteinas, principalmente os grupos sulfidrilos da cisteina e amino da

lisina (Sgarbieri, 1996).

Esta classe de compostos fendlicos € o quarto mais abundante constituinte
vegetal, depois da celulose, hemicelulose e lignina (Haslam, 2007). Atuam como
parte do mecanismo de defesa dos vegetais contra microrganismos, herbivoros e
condicbes ambientais hostis. As plantas que contém altos niveis de taninos
apresentam vantagem evolucionarias significativas sobre seus predadores e outras
espécies vegetais, que competem pelo mesmo nicho. Altas quantidades de taninos
estdo associadas com a resisténcia de vegetais ao ataque microbiano (Aerts et

al.,1999; Pansera et al., 2003).

Os taninos sao compostos presentes em alimentos e bebidas, principalmente
na cerveja, cha e vinho (Pansera et al.,, 2003). Esses componentes sao muito
importantes na industria de alimentos, principalmente pelas influéncias que
apresentam sobre suas caracteristicas fisico-quimicas, por formarem precipitados
com proteinas e alguns sais e estarem sensorialmente ligados a adstringéncia de

certos frutos, além de apresentarem acao antioxidante.

A propriedade que os taninos possuem de causar adstringéncia esta
envolvida diretamente com a sua capacidade de interagir com proteinas, gerando

principalmente uma interacdo covalente (Poncet-Legrand et al. 2006). A

9
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adstringéncia € a percepcao sensorial da presenga de taninos, sendo que tal
percepcao na boca nao ocorre de forma imediata, requer um determinado tempo

para se desenvolver (Bate-Smith, 1954)

A perda da adstringéncia € a principal mudanga que ocorre durante o
amadurecimento das frutas comestiveis. Tal fato pode estar associado, ou nao, a
reducdo do conteudo de taninos. Frutas como caqui (Diospuros Kako) e o caju
(Anacarduim occidentale), por vezes sado adstringentes mesmo quando maduros

(Haslam e Lilley, 1988; Pinto, 2003)

Uma classificacdo baseada nos tipos estruturais,divide os taninos em

hidrolisaveis e condensados.

3.1.1 —- TANINOS HIDROLISAVEIS

Sao poliésteres de acido galico e diferentes carboidratos que podem ser
hidrolisados por acidos, bases ou enzimas (por exemplo a tanase) a agucares ou
alcodis e acidos carboxilicos fendlicos. A molécula com um poliol, em geral glicose,
compde o nucleo central, cujos radicais hidroxil podem estar parcialmente ou
totalmente esterificado com radical galoil. Para serem considerados taninos é
necessario que pelo menos 3 grupamentos hidroxil da molécula de glicose estejam
esterificados para exibir a capacidade de se ligar e precipitar proteinas (Mueller-

Harvey, 2001; Aguilar e Guitiérrez-Sanchez 2001).

Existe na natureza uma grande numero de moléculas de taninos hidrolisaveis.
A variagao de estruturas entre estes componentes é causada por reagdes oxidativas

de unidades de acidos galico vizinhos ou por oxidagao do anel aromatico. A Figura

10
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3.1 mostra um exemplo desses dois tipos de reagdes. As reagdes de acoplamento

oxidativo podem produzir taninos hidrolisaveis longos e complexos (Mueller-Harvey,

2001).

HO aH
-‘q—h"""-l-.._‘_‘_‘_“ (]
HO HQ COH

Galagyh

Deshyorcigaicyl- HO CoOD—
HO

Figura 3.1: Reacéao de oxidacao do anel aromatico de unidades de acido galico

(Mueller-Harvey, 2001).

A Figura 3.2 mostra a estrutura quimica de um tanino hidrolisavel formado
pela unido oxidativa entre duas moléculas de acidos galico, cada qual unida por
diferente anéis de glicose. Cabe ressaltar que a maioria das determinagdes
colorimétricas dos taninos hidrolisaveis detecta somente o grupo galoil, mas néo os

produtos mais complexos da reagao descritos nas Figuras 3.1 e 3.2.

11
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HO OH

Figura 3.2: Reacéo oxidativa de formagao de um tanino hidrolisavel (Mueller-

Harvey, 2001)

Os taninos hidrolisaveis de acordo com a sua estrutura, podem ser divididos
em duas sub-classes : galotaninos e elagitaninos (Figura 3.3). Nos galotaninos, os
grupos fendlicos que esterificam o nucleo glicosidico sdo constituidos pelo acido
galico, ou pelo acido digalico, estando as duas unidades galoil unidas por ligagdes
depsidicas. Nos elagitaninos, os grupos fendlicos utilizados sdo moléculas de acido
hexahidroxidifénico que podem se desidratar espontdneamente para formar sua

dilactona estavel, o acido elagico.

12
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Figura 3.3: Divisdo dos taninos hidrolisaveis (Mueller-Harvey, 2001).

3.1.2 — TANINOS CONDENSADOS — PROANTOCIANIDINAS

Proantocianidinas também conhecidas como taninos condensadas, sao
oligbmeros ou polimeros de unidades flavondides unidas por ligagdes carbono-
carbono, nao suscetiveis a clivagem por hidrélise (Figura 3.4). O tamanho das
moléculas pode ser descrito pelo seu grau de polimerizagdo. Ao contrario dos
taninos hidrolisaveis, proantocianidinas nao contém residuos de carboidratos.
Contém de 2 a 50 ou mais unidades flavondides, podendo atingir massas

moleculares superiores a 20 KDa (Lekha e Lonsane, 1997).

13
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Flavan-3-ol (b) Procianidina (c)

Figura 3.4: Taninos condensados (Mueller-Harvey, 2001)

Proantocianidinas sao de grande interesse na medicina e na nutricdo pela sua
potente capacidade de agir como antioxidante e possiveis efeitos sobre a protegao
da saude humana. Recentemente foi relatada a hipdétese de que as
proantocianidinas podem reduzir o risco de doencas cardiovasculares, cancer e
coagulagao sanguinea, além de que, alguns de tipos podem auxiliar no trato urinario.
Estudos anteriores constataram que houve uma relagcdo direta entre atividade
antioxidante destes compostos fendlicos totais presentes em ervas, legumes e frutas

selecionadas (Barahona et al., 2006, Ferwerda et al., 2006).

As proantocianidinas apresentam uma diversidade estrutural devido ao
grande numero de grupos hidroxilas presente em cada unidade, a estereoquimica
dos trés centros quirais do anel B (Figura 3.4), a localizagdo das ligacdes
interflavanas e em menor propor¢cao, as possiveis derivatizagcbes como O-

metilalagdo ou de O-glicosilagbes. Em razdo de suas estruturas quimicas, sem a

14



Revisao Bibliografica

presenga de ligagcbes éster e depsidica, as proantocianidinas ndo séao suscetiveis a
hidrolise pela enzima tanase. (Barahona et al., 2006; Aguilar e Guitiérrez-Sanchez

2001, Pinto et al,2005).

3.1.3 — TANINOS NA INDUSTRIA

Os taninos industriais sdo extraidos a partir de um grande numero de
espécies vegetais e sao encontrados nas partes lignificadas, nos frutos e nas
protuberéncias de origem patdégena apresentadas como forma de marcas ou
cicatrizes em frutos e nas folhas. Seu campo de utilizagdo compreende as industrias

agro-alimentares, farmacoldgicas e de curtimento de couros.

Na industria alimenticia os taninos s&o usados como antioxidante em sucos
de frutas e bebidas, como corantes téxteis na producido de borrachas e como
coagulantes e floculantes na tratamento de agua em barragens (Santos e Melo,
1999). Também podem ser aplicados no curtimento do couro, em fungdo da sua
capacidade de se combinar com proteinas da pele animal, ou seja, na associagéo
dos polifenois com a proteina do colageno que ira inibir o processo de putrefacao da
pele (Khandnbabaee e Ree, 2001). Também sdo considerados potentes inibidores
de enzimas devido a sua complexagdo com proteinas enzimaticas (Naczk et al.,

1994).

Os taninos condensados estdo presentes na fragdo da fibra alimentar de
diferentes alimentos e podem ser considerados indigeriveis ou pobremente
digeriveis. Em leguminosas e cereais os taninos tém recebido consideravel atencao,
devido aos seus efeitos adversos na cor, sabor e qualidade nutricional (Salunkhe et

al., 1982).

15
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3.1.4 — METODOS DE QUANTIFICACAO DE TANINOS

Bate- Smith (1977) descreveram um procedimento para determinacéo de
taninos hidrolisaveis em plantas da espécie Aces, na qual produz uma cor rosa apos
a reagao com KlO3;. Hagerman et al. (1997) notou que esta analise ndo seria
compativel com misturas complexas de taninos, ja que estes tentem a adquirir uma
coloragao marrom frente a cor rosa. Além disso, esta analise ndao é considerada
confiavel pois o desenvolvimento da cor é criticamente dependente da temperatura e
do tempo de reacgdo. Willis e Alen (1998) re-examinaram tal metodologia de analise
em detalhes e sugeriram um aperfeicomento do protocolo para determinagao de

galotanino e elagitanino.

Inoue e Hagerman (1988) relataram um método para determinagao de
galotaninos, que envolve a formagdo de um complexo entre rodanina e o acido
galico, liberado apés uma etapa de hidrdlise acida do tanino. O complexo, que
possui absorbancia maxima a 520 nm, resulta da reagédo da rodanina com os grupos
hidroxil vicinais do acido galico. As moléculas de rodanina que n&o reagiram, nao
apresentam em solugao basica absorbancias em comprimentos de onda superiores
a 450 nm. A rodanina apresenta baixa ou nenhuma afinidade pelos grupos hidroxil
de radicais galoil presentes na estrutura dos taninos e também pode reagir, em
solucbes alcalinas, com quinonas ou hidroquinonas, sendo que os produtos destas
reagcdes absorvem em comprimentos de onda maiores (Thies e Fischer, 1973).
Desta forma, este método é muito util para analises rotineiras, pois apresenta alta
especificidade (sem interferéncia dos compostos vegetais fendlicos), sensibilidade e

precisao.

16



Revisao Bibliografica

Wilson e Hagerman (1990) relataram um aperfeicoamento da analise com o
reagente NaNO, que foi primeiramente descrido por Bate-Smith para determinagao
de elagitaninos. Com as modificagdes feitas por Wilson e Hagerman (1990) a analise
tornou-se seletiva somente para determinagdo do acido elagico de forma que o
acido galico, galotaninos, elagitaninos, taninos condensados e flavondéides n&o iram

mais interferir na quantificacao.

A caréncia de métodos analiticos praticos, rapidos e seguros para a
quantificacéo de taninos e ainda metodologias que sejam capazes de discrimina-los
torna necessaria a busca por técnicas ou instrumentos de medidas alternativas e

mais eficientes como por exemplos os chamados biossensores.

3.2 - BIOSSENSORES

O uso de enzimas para fins analiticos vem crescendo a cada dia, desde a
década de 60 quando Clark e Lyons (1962) tiveram a idéia de usar uma enzima
aliada a um eletrodo para determinacgao de glicose para controle de diabetes. Neste
caso um sensor foi desenvolvido baseado na oxidagao de glicose a acido gliconico,
envolvendo consumo de oxigénio e formagao de perdxido de hidrogénio por agao da
enzima glicose oxidase, de forma que o oxigénio ou perdoxido consumido poderiam

ser detectados.

Posteriormente os dispositivos criados a partir da jungédo de uma enzima com
um eletrodo receberam o nome de “Eletrodos Enzimaticos”. Contudo, com o

desenvolvimento intensivo na busca de novos sensores fisico-quimicos, em

17
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especial, utilizando-se reagdes enzimaticas variadas, foi introduzido um termo mais

genérico e abrangente, o de “Biossensor” (Alfaya et.al, 2002; Rosatto, 2000).

A ciéncia dos biossensores € uma area multidisciplinar para a qual nao existe
forma delineada. A rapida proliferacdo dos biossensores e sua diversidade podem
justificar as varias formas de definicdo de um biossensor que se encontram na
literatura, mas de forma geral trata-se de uma ferramenta analitica que combinam
biomoléculas imobilizadas com transdutores quimicos ou fisicos para criar uma
superficie que permita a medicdo direta, possivelmente continua, de um analito
especifico. Assim um biossensor combina a especificidade de um componente
biolégico ativo para o analito de interesse com a sensibilidade de um transdutor para
converter o sinal biolégico em um sinal elétrico proporcional a concentragdo do
analito (Salgado, 2001). Um biossensor deve ser claramente diferenciado de um
sistema bioanalitico que requer etapas adicionais de processamento, tais como,
adicao de reagentes e o componente biolégico ndo esta necessariamente ligado

diretamente ao detector.

Os biossensores fornecem informacdes analiticas quantitativas usando um
elemento biolégico reconhecedor incorporado a um transdutor que deve ser capaz
de converter a resposta quimica em um sinal apropriado. O elemento chave do
biossensor € a camada sensora, constituida por biomoléculas, que permite avaliar a
concentracdo de componente desejado contido na amostra. A escolha do material
biolégico e do transdutor adequado depende de cada amostra e do tipo de medida
em que se tem interesse. O biocomponente determina o grau de seletividade ou
especificidade do biossensor. O reconhecimento seletivo é a principal caracteristica

da tecnologia dos biossensores. Diferentes materiais e transdutores tem sido
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empregados na construcdo dos biossensores sendo os eletroquimicos os mais
populares, pois apresentam resposta rapida, possuem a vantagem de serem
econbmicos e a possibilidade de automacgdo, permitindo sua aplicagdo em um

grande numero de amostras (Mello et.al, 2007; Perez, 2000).

O desenvolvimento dos biossensores em particular é definido pelas
exigéncias regulatérias e natureza da aplicacdo destes e alguns fatores
desempenham um papel decisivo na arquitetura do sensor como sensibilidade, meio
ambiente de amostra, custo, tempo de vida util e uso especifico. Além disso, para
ser usado como instrumento de analise o biossensor deve apresentar as seguintes
caracteristicas: seletividade, exemplificada pela especificidade das enzimas; faixa de
sensibilidade; acuracia e precisao; tempo de resposta e de recuperacgao; freqliéncia
de amostragem; estabilidade operacional e reprodutibilidade dos resultados, entre

outros. (Arya et al., 2008, Rosatto, 2000)

3.2.1 - FUNCIONAMENTO DE UM BIOSSENSOR

Uma caracteristica dos biossensores que os diferencia dos sensores quimicos
€ a especificidade da analise. As divisdes da quimica analitica e fisico-quimica da
UIPAC propuseram uma definicdo para biossensores: “um biossensor € um
dispositivo que é capaz de fornecer informacao analitica "especifica”, quantitativa ou
semi-quantitativa usando um elemento de reconhecimento biolégico (receptor
bioquimico) o qual estd em contato espacial direto com um elemento de transdugao”.
Entdo, de um modo geral, um biossensor é formado de duas partes: o componente
biolégico e o transdutor. O componente biolégico faz o reconhecimento da

substancia de interesse por meio de uma reacao quimica gerando um sinal que
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pode resultar de uma variagdo na concentracdo de protons, liberacdo de gases,
emissao ou absorcdo de luz, emissdo de calor, variagcdo de massa, mudanca de
estado de oxidacdo, etc. o transdutor converte este sinal em uma resposta
mensuravel tal como: corrente, potencial, variagdo de temperatura, etc. (Salgado,

2001; Perez, 2000).

O funcionamento de um biossensor de uma forma geral envolve a
especificidade e alta sensibilidade do componente biolégico com o substrato de
interesse. Em seguida como produto desta interagdo entre a molécula bioldgica e o
substrato, variacdes de um ou mais parametros fisico-quimicos sdo convertidos em
um sinal elétrico quantificavel e processavel pelo uso de um transdutor adequado

(Figura 3.5) (Arya et al., 2008).

W
u]
*® *
Processamento
. = de Dados
ot *
Analito Componente biol6gico
imobilizado

Figura 3.5: Esquema geral de funcionamento de um biossensor (Arya, et al., 2008).
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3.2.2 - COMPONENTE BIOLOGICO

A seletividade, habilidade para discriminar um entre diferentes substratos, que
€ uma das caracteristicas mais importantes de um biossensor, € uma fungao
principalmente do componente biolégico, embora algumas vezes o transdutor
também contribua para a seletividade. Por isso, enzimas foram e continuam sendo o
elemento biolégico mais usado na construgdo de biossensores (Du, et al., 2008;

Alfaya et.al, 2002).

Alguns requisitos basicos sédo exigidos na escolha de um biocomposto para
atuar como elemento de reconhecimento biolégico, como disponibilidade de um sitio
reativo que posso reagir/ interagir com o analito, estabilidade face ao meio e as
condicbes de medicao e possibilidade de modificagao/ imobilizagao sobre suporte
por método quimicos sem afetar o seu desempenho (Salgado, 2001). Baseado
nestas exigéncias alguns biocompostos se adéquam para o uso na composi¢ao dos
sensores (Figura 3.6). Assim de acordo com a sensibilidade do biocomposto
utilizado para a sua construgao os biossensores podem ser divididos em varias
classes (Figura 3.6), mas dentre as classes existentes quatro sdao as mais
desenvolvidas, que sdo dos biossensores enzimaticos, microbiolégicos, os

quimioreceptores e 0s imunossensores.
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Figura 3.6: Classificacdo dos biossensores de acordo com o Elemento Biologico

Sensivel (Salgado, 2001).

Biossensores Enzimaticos

A maior parte dos biossensores desenvolvidos utiliza como componente
biolégico enzimas, em geral imobilizadas. A vantagem do uso deste componente é
que as enzimas sdo catalisadores biolégicos altamente especificos e seletivos.
Comparados com os catalisadores quimicos, as enzimas apresentam um alto nivel
de especificidade com o substrato, devido principalmente & ligagao forte na molécula

de substrato pelo seu sitio ativo envolvendo fatores do meio ambiente reacional tais
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como, tamanho da molécula substrato, polaridade, grupos funcionais ligados e

relativa energia de ligagao.

Uma desvantagem em relagdo ao uso de enzimas na construgcdo de um
biossensor é o fato de apresentar uma estabilidade relativamente baixa,
principalmente no que diz respeito a variacdo das condicdes fisico-quimicas do meio
reacional, mas que podem ser contornados usando as condicdes adequada de pH,

temperatura e pressao que garantam a manutencgao da atividade enzimatica.

Biossensores Microbioldgicos

Os biossensores microbiolégicos sao formados por um microrganismo
imobilizado, sensivel e que especificamente reconhece a espécie de interesse,
interigada a um adequado sistema de transduc¢do.O principio de funcionamento
dessa classe de biossensores envolve assimilagdo do composto organico pelo
microrganismo, acompanhado por uma variagdo na atividade respiratéria ou na

producado de metabolitos, que sdo monitorados diretamente por um transdutor.

Imunossensores

Utilizam proteinas globulares de soro (tais como imunoglobulinas) que
formam parte de um importante grupo de proteinas altamente ligaveis. Anticorpos
ligam-se a substancias particulares (antigenos) com alta especificidade e alta
afinidade. O principal problema deste biossensor € o elevado peso molecular dos

anticorpos que dificulta a sua adaptagao ao transdutor.
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Quimioreceptores

Trata-se de um sistema que utiliza proteinas que interagem com espécies
quimicas, tais como hormoénios, resultando em variagcbes conformacionais.
Apresentam problemas de ligagado ao transdutor, dificuldade de manipulagdo e um

tempo de vida curto.

3.2.3 - TRANSDUTOR

A escolha do transdutor é realizada mediante trés requisitos basicos: que ele
seja adequado para adaptagao ao material bioldgico imobilizado, que seja altamente
especifico para o analito de interesse, sendo capaz de detectar alguma variagcao
especifica que ocorra durante a reagao biolégica e que esta variagdo ocorra na faixa

de concentragao apropriada (Salgado 1997; Mello e Kubota, 2002).

Dos varios transdutores empregados na construgdo dos biossensores, 0s
mais utilizados sao os eletroquimicos, oticos e calorimétricos. Na Tabela 1.1
encontram-se o0s varios sistemas de transdugdo, seus modos de medigdo e

aplicagao tipica (Mascini, et al., 2001; Habermuller, et al. 2000).
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Tabela 3.1: Tipos de transdutores empregados em biossensores

Sistema Transducéo

Modo de Medida

Aplicagao Tipica

Eletroquimico

Condutimétrico

Condutancia

Reacao catalizadas por
enzimas

Eletrodo enzimatico

Amperomeétrico (corrente)

Substratos enzimaticos e
sistemas imunoldgicos
(antigenos/anticorpo)

Transistores de Efeito de
campo (FET)

Potenciométrico (voltagem)

ions, gases, substratos
enzimaticos e analitos
imunoldégicos

Eletrodo ions seletivos (ISE)

Potenciométrico (voltagem)

lons em meio bioldgicos,
eletrodos enzimaticos,
imunoeletrodos

Eletrodo sensiveis a gases

Potenciométrico (voltagem)

Eletrodo de gases, enzimas,
organelas, células ou tecidos,
imunoeletrodos enzimaticos

Impedimétrico

Impedancia

Imunosensores enzimaticos

Cristais Piezo Elétricos,
Equipamentos de superficie
acustica

Variagdo de massa

Gases volateis, vapores e
analitos imunolégicos

Optoeletrdnicos, fibras éticas

Oticos

pH, substrato enzimaticos,
analitos imunoldgicos

Termistores, Diodos

Termomeétrico/ calorimétrico
(calor)

Enzimas, organelas, células
integradas ou tecidos,
sensores para substratos,
gases, poluentes,
Antibiéticos, vitaminas,
analitos imunoldégicos
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Assim como os bissosensores foram classificados de acordo com o
componente biolégico utilizados, pode-se também fazer uma classificagdo de acordo
com o sistema de transducdo utilizado. Desta forma, os biossensores podem ser
classificados em: Eletroquimicos  (Amperometricos, Potenciometrico e

Condutimétrico), Calorimetricos ou Oticos.

BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Essa classe de biossensores se caracteriza por serem, simples, sensiveis,
confiaveis, de resposta rapida, necessitam de instrumentacdo de baixo custo,
operam em condicdes em que ndo € necessario um pré-tratamento da amostra e

permitem efetuar determinagdes em uma ampla faixa de concentracao.

As técnicas eletrostaticas sdo capazes de fornecer limites de deteccdo
excepcionalmente baixos e uma abundancia de informacdes que caracterizam e
descrevem eletroquimicamente determinados sistemas, sempre baseado nas
propriedades elétricas de uma solugao de analito quando ele esta em contato com
uma célula eletroquimica. Tais informagdes incluem a estequiometria e a velocidade
de transferéncia de carga interfacial, a velocidade de transferéncia de massa, a
extensao de adsorcéo e de quimissorcao e as velocidades e constantes de equilibrio
de reagdes quimicas. Uma vantagem deste método é que células eletroquimicas séao
frequentemente especificas para um estado de oxidacdo particular e sua
instrumentacao é relativamente barata. Todas estas vantagens fazem com que os
biossensores eletroquimicos constituam a grande maioria dos biossensores

desenvolvidos (Castilho, 2003).
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Dependendo do principio de medicdo estes podem ser divididos em

amperomeétricos, potenciométricos e condutimétricos.

BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS

O principio de funcionamento de um biossensor amperometrico € a medida da
corrente produzida por uma reagao quimica entre espécies eletroativas. Esta reagao
quimica ocorre num potencial determinado e a corrente gerada esta relacionada com
a espécie em solugdao. Assim estes biossensores dependem tipicamente de um
sistema bioloégico que converta cataliticamente analitos inativos eletroquimicamente
em produtos que possam ser oxidados ou reduzidos em um eletrodo operante, o
qual € mantido em um potencial especifico de acordo com um eletrodo de
referéncia. A corrente produzida pela reacdo redox € linearmente proporcional a
concentragado do produto eletroativo, a qual é proporcional ao analito (substrato da

enzima) nao eletroativo (Demir et al., 2008).

Todavia, como estes biossensores sao operados por difusdo, as principais
desvantagens apresentadas por eles sdo: uma faixa dindmica pequena devido a
cinética de saturacado da enzima, os potenciais relativamente elevados podem oxidar
espécies diferentes do composto de interesse, a corrente pode ser afetada pela
velocidade com a qual o analito difunde até a superficie do eletrodo. Algumas
inovagdes tém tentado superar estes problemas, como o uso de membranas
limitantes de difusdao para manter as concentragcdes de substrato abaixo dos niveis

de saturagao da enzima e o uso de mediadores (Perez, 2000).
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A construcdo de eletrodos quimicamente modificados através do
desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo tanto das enzimas como dos
mediadores fez surgir uma nova classe de transdutores amperométricos. Os
mediadores podem ser incorporados aos eletrodos por adsorcao, oclusdo em filmes
poliméricos, ligagdo covalente ou simplesmente misturadas em pasta de carbono

(Romani et al., 2000).

Este tipo de biossensor representa a maioria dos dispositivos comerciais
disponiveis atualmente, isto porque estes eletrodos sdo baseados em enzimas redox
(oxiredutases) e existem um grande numero destas enzimas comerciais disponiveis

que podem atuar em acidos graxos, agucares, aminoacidos, aldeidos e fendis.

BIOSSENSORES POTENCIOMETRICOS

Os biossensores potenciométricos em geral utilizam um eletrodo de referéncia
(inerte) e um eletrodo operante, preferencialmente eletrodos gases ou ions seletivos,
ambos em contato com a amostra, e se baseiam no desenvolvimento de um
potencial significativo no eletrodo operante por acumulagido da carga e portanto,
densidade de carga aumentada na superficie do eletrdlito. Desta forma, enzimas
consomem ou produzem espécies quimicas fortemente polares ou ions, em
decorréncia da catalise, e esta espécies sao detectadas pelo eletrodo de ions
seletivos e sdo transformadas em um sinal possivel de ser lido e determinado

(Cabral et al, 2003; Arya et al., 2006).

Os eletrodos de ions seletivos apresentam as vantagens de serem rapidos,

sensiveis, de baixo custo e apresentarem simplicidade na medi¢ao, onde somente a
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medicdo do pH € necessaria, ndo um sistema polarografico como requer os
sensores amperometricos. Em geral a faixa analitica destes sensores é de 10™ a 10°
®> mol e como sua resposta é logaritmica, j& que o potencial elétrico desenvolvido
pelo eletrodo é proporcional ao logaritmo da atividade do ion em solugao, a precisao

da medida é constante por toda sua faixa dindmica (Salgado, 2001)

BIOSSENSORES CONDUTIMETRICOS

Poucos biossensores que utilizam transdutores condutimétricos tém sido
desenvolvidos, em fungao da dificuldade de efetuar medidas condutimétricas com
dispositivos simples, do sinal depender fortemente da temperatura (sdo sensiveis a
variagdes de temperatura na ordem de + 1°C) e por ndo poder usar amostras sem

diluicido prévia.

Biossensores baseados na medicdo de condutancia estdo relacionados ao uso
de enzimas que produzem ou consomem espécies idnicas, nas reagdes por elas
catalisadas, alterando a condutividade global da solugdo. Muitas reacdes
enzimaticas produzem uma variagdo de condutividade, mas somente poucas
oferecem um sinal de magnitude estavel. Equipamentos microeletrénicos contendo a
enzima imobilizada tém sido usado no desenvolvimento de biossensores
condutimétricos. O principio de funcionamento envolve um par de microeletrodos
separados por uma solucdo de eletrdlito contendo a enzima e a amostra a ser
detectada. O campo elétrico é gerado pela aplicagdo de uma voltagem nos
microeletrodos, onde ocorrem variagcdes das concentracdes de espécies polarizadas

(Cabral et al., 2003).
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BIOSSENSORES OTICOS

A utilizagao de fibras oticas e sistemas 6ticos integrados ou de transdutores
para medicdo em reagbes bioldgicas tem se tornado extremamente vantajosa,

levando os biossensores 6ticos a terem uma especial atencao.

Devido a sua confiabilidade e grande variedade, os métodos oticos de
transducao fisica sdo muito usados em analises bioquimicas para quantificacdo de
determinadas substancias. Estes métodos, tais como, absorcdo, fluorescéncia
fosforescéncia, polarizacado, interferéncia, podem ser usados em sensores de
estados sodlidos, através do uso de um transdutor 6tico associado a um componente
biolégico imobilizado, juntamente com um indicador ou n&o, formando um
instrumento definido como Biossensor 6tico. O seu principio se baseia em que,
algumas reagdes enzimaticas alteram a propriedade otica de determinadas
substancias e a luz emitida por este elemento biolégico ou sua resposta a
iluminacdo pode ser convenientemente transmitida via fibra 6tica e monitorada em

equipamento 6tico (Hall, 1990).

BIOSSENSORES CALORIMETRICO

Algumas reagbes bioldégicas sdo acompanhadas por uma consideravel
liberagdo de energia permitindo que estas sejam quantificada calorimétricamente,
relacionando-se a evolugao de calor gerado com a quantidade de substrato reagido
ou produto formado. Os biossensores calorimétricos permitem este
acompanhamento, embora tenham as desvantagem de apresentarem altos custos,

serem altamente complexos e terem baixa especificidade na analise, pois toda
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variacao de entalpia ocorrida seja na reacao de mistura ou pelo efeito da diluicdo e
solvatagao ou mesmo perda de calor para o exterior, contribui para o resultado final

ocasionando possiveis erros de analise (Spink et al., 1976).

3.2.4 — APLICACAO DOS BIOSSENSORES

O emprego industrial dos biossensores tende a crescer, em particular nas
industrias quimicas e demais setores correlatos, o que inclui a industria farmacéutica
e de alimentos. Assim um vasto campo de aplicacdo esta em constante
desenvolvimento e alguns eletrodos enzimaticos, ja se apresentaram bem

estabelecidos para analises de diagndsticos.

A capacidade destes sensores em determinar de forma seletiva analitos em
amostras complexas, apresentarem rapidez de analise, a diminuirem custo e
residuos gerados por andlise, tem atraido o interesse de diferentes areas como
medicina, ambiental, alimenticia, e da biotecnologia na sua aplicagdo. A maior
motivacao é a possibilidade de monitorar continuamente “in vivo” ou “on-line” estes
processos. As caracteristicas dos biossensores sao vantajosas em relagdo aos
eletrodos convencionais ou a técnicas “off-line” que utilizam HPLC ou
espectroscopia de massa, uma vez que estas técnicas convencionais requerem

preparagao da amostra, equipamentos caros e um longo tempo de processamento.

Na area de analises clinica uma aplicacdo importante dos biossensores esta
relacionada com o controle de glicose em pacientes com diabete e mais

recentemente no controle do colesterol (Arya et al.,2008).
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Na industria biotecnoldgica, os biossensores tém sido largamente utilizados
para deteccdo de varios nutrientes, em especial podemos citar fontes de carbono
(glicose, amido, etc.) presentes nos meios de cultivo de bactérias, leveduras e
fungos filamentosos e na industria alimenticia e fermentativa de levedura de pao, de

cerveja e vinho (Campanella et al., 2008; Cabral et al., 2003).

Na area ambiental, os biossensores sao usados na monitoracéo e controle do
ambiente, principalmente na deteccdo de metais pesados em amostras de solo e
herbicidas e pesticidas em amostras de agua de rios e lagoas. Mais recentemente,
os biossensores tem tido uma utilizagdo crescente com o desenvolvimento de
dispositivos analiticos com capacidades de resposta em tempo real, na deteccéo e

monitoragao de agentes quimicos e bioldgicos perigosos.

Da grande maioria dos biossensores utilizados nas mais diferentes areas, os

biossensores enzimaticos eletroquimicos apresentam-se como predominantes.

3.3 - ENZIMAS

Enzimas sdo, em sua maioria, proteinas de elevado peso molecular, com
propriedades cataliticas especificas presentes em todos os seres vivos. Elas
possuem uma estrutura tridimensional complexa de uma ou varias cadeias
polipeptidicas. Muitas enzimas também contém constituintes ndo peptidicos, como
por exemplo, uma consideravel quantidade de residuos de carboidratos. Como
outros catalisadores elas aceleram as reacdes promovendo o alcance do equilibrio
sem altera-las, através da diminuicdo da energia de ativagdo. Além da sua fungéo

catalitica, enzimas sao caracterizadas por sua alta especificidade. Elas catalisam
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uma certa espécie de reacdo quimica com um unico reagente ou um numero de
reagentes estruturalmente similares. Dessa forma, a razéo principal para o amplo
uso de enzimas em biossensores envolve sua “especificidade” e suas propriedades
cataliticas. As reacdes catalisadas por enzimas podem ser usadas para a
determinacao de substratos, ativadores, inibidores e também da prépria enzima

(Lehninger, 1989.).

A classificacdo de enzimas envolve uma divisdo de seis grupos principais de
acordo com o tipo de reagdo que elas catalisam: 1 — Oxido — redutase , 2 —
transferase , 3 — hidrolase, 4 — liases, 5 — isomerase, 6 — ligase. Dentro de uma
classe, por exemplo, as 6xido — redutases, sdo subdivididas conforme o grupo

prostético: flavina, quinona, heme ou cobre.

Muitas sdo as enzimas que podem ser utilizadas em biossensores. Os
reagentes consumidos ou produtos formados podem ser detectados ou medidos
através de transdutores. Contudo, existe uma classe de enzimas que, em
comparagao com os outros grupos, tem sido especialmente utilizado: as 6xido-
redutases. Este grupo de enzimas catalisa reagdes de oxido-redugéo ou redox que
envolvem processos de transferéncia de eletrons na conversdo enzimatica do

reagente em produto (Lehninger, 1989; Cabral, 2003).

Atualmente cerca de 50 tipos de enzimas entre elas podemos citar as
fosfatases, esterases, nucleases, descarboxilase, vém sendo estudadas visando sua
futura utilizacdo na confecgao dos biossensores. Isto se deve ao crescente aumento
da utilizacdo de enzima nos diagndsticos clinicos, ja que para tais fins estas devem
possuir elevado grau de pureza, implicando na utilizagcdo de processos de

purificacdo complexos e dispendiosos
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3.3.1 — ATIVIDADE ENZIMATICA

Dentre os parametros analisados de uma enzima a atividade enzimatica,
corresponde a um ponto chave para avaliacdo do potencial de aplicagao desta no

desenvolvimento de um biossensor.

A velocidade inicial de uma reagao enzimatica é diretamente proporcional ao
numero de sitios ativos presentes, quando a concentragao de substrato ndo esta em

niveis de saturagao e outras variaveis sdo otimizadas e mantidas (Lehninger, 1989).

A saturagao do substrato (elevada concentragéo) limita a reagao apenas pela
concentracdo da enzima. Nestas condicbes, a atividade enzimatica pode ser

estimada pelo acompanhamento da velocidade reacional.

A atividade enzimatica é funcao direta da estruturas terciaria e quaternaria da
enzima. Todo tratamento que modifigue a conformacdo da enzima como
aquecimento, alteracdo do pH do meio e outros, modifica também a estrutura do

sitio ativo diminuindo suas propriedade cataliticas.

A unidade de atividade enzimatica, U, é estabelecida através da medida da
velocidade de reagdo a partir de uma quantidade de substrato consumido (ou
produto formado), em uma unidade de tempo. Geralmente € definido como
quantidade de enzima capaz de converter 1 umol de substrato por minuto em pH e

temperatura adequada para cada tipo de enzima.

Um grande numero de outras definicdes de unidade de atividade tem sido
usados. Uma nova unidade internacional para atividade enzimatica é recomendada
pela Enzyme Commission (Lehninger 1989) denominada Kat que é definida como a
quantidade de enzima que transforma 1mol por segundo de substrato a 25°C. A
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nova unidade esta de acordo com as dimensdes das constantes de velocidade em
cinética quimica, sendo expressa também em termos de seus submultiplos, mili (m),
micro (u) e nano (n) katals. Assim, 1 kat é igual a 6 x 10" unidades de atividade ou a
6 x 10" umol/min de substrato. O kat ndo é usado freqlientemente, embora seja uma
unidade recomendada pelo Sistema Internacional de Unidade. Ainda segundo

Lehninger (1989) outras expressodes de atividade também podem ser usadas.

Atividade especifica — expressa em unidade de enzima por miligrama de

proteina (U/mg).

Atividade molecular — expressa como unidade por pmol de enzima em
condigdes 6timas de substrato (numero de moléculas de substrato transformado por

minuto por molécula de enzima).

Existem fatores que afetam as reacdes enzimaticos atuando no mecanismo
cinético dessas reacdes, podendo aumentar ou diminuir a velocidade reacional, pela
modificacdo na estrutura dos sitios das diferentes enzimas e consequentemente
alterando a atividade catalitica. Os principais fatores sao: concentragao do substrato,
concentracdo de enzima, presenga ou auséncia de ativadores e inibidores,

temperatura, pH e forga idnica da solugao (Lehninger, 1989; Cabral et al, 2003).

3.3.2-TANASE

Tanino-acil-hidrolase (E.C. 3.1.1.20), usualmente chamada de tanase, € uma
enzima que catalisa a hidrélise de ligacbes ésteres e depsidicas de varios taninos
hidrolisaveis, como o acido tanico. Esta enzima pode ser encontrada em diferentes
vegetais, porém seus principais produtores sao os microrganismos, destacando-se
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os fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium. (Chang et al. 2006;

Leka e Losane, 1997; Aguilar e Guitiérrez-Sanchez 2001, Pinto et.al,2005)

A aplicagédo industrial da tanase, (E.C. 3.1.1.20), é bastante diversificada,
sendo usada na produgado industrial de acido galico cujo éster é utilizado como
agente conservante, na industria de alimentos para remover certas substancias
indesejaveis, na industria de racdo animal, e no tratamento de efluentes de

curtumes.

Na industria de alimentos sua maior aplicacdo € no tratamento de folhas ou
extratos de folhas de cha, para reduzir o surgimento de turbidez em bebidas
geladas, devido a presenga de taninos. A tanase apresenta também grande

potencial de aplicacdo em sucos de frutas tropicais ricos em taninos.

3.3.2.1 — ACAO DA ENZIMA TANASE

A decomposicado de taninos hidrolisaveis € mediada por duas enzimas. Uma
com atividade esterasica sobre a ligagdo éster entre o grupo anel aromatico e o
residuo de glicose e outra depsidasica sobre a ligagao éster entre os anéis
aromaticos (Figura 5.1). Haslam e Stragroom (1966) identificaram que a Tanase era
a responsavel pelas duas atividades. Também relataram em seu trabalho que a
proporcado entre duas fragdes podia variar de acordo com as condi¢gdes de cultivo.
Beverini e Metche (1990), utilizando colunas de afinidade, fracionaram duas
isoformas de Tanase fungica. Ambas apresentaram as duas atividades, contudo a
Tanase | possui maior caracteristica esterasica, enquanto na Tanase |l a atividade

depsidica é mais pronunciada.
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Figura 3.7: Atividade esterasica e depsidase da Tanase (Pinto et al, 2005)

A Figura 3.8 apresenta um modelo proposto para a degradagdo do acido
tdnico pela Tanase. Inicialmente, a Tanase rompe as ligacbes depsidicas da
molécula de acido tanico liberando, 1,2,3,4,6-pentagaloilglicose e quatro moléculas
de acido galico. Em seguida, os demais residuos galoil, ligados ao nucleo
glicosidico, sdo sequencialmente removidos até a liberagdo da molécula de glicose e

de outras cinco moléculas de acido galico (Leka e Losone, 1997; Pinto et al., 2005).
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Figura 3.8: Etapas da degradagéo do acido tanico pela Tanase

3.3.2.2 — FONTE DE OBTENCAO DA ENZIMA TANASE

A tanase pode ser obtida a partir de fontes vegetal, principalmente em plantas
rica em taninos, de animal, que pode ser extraida da mucosa do intestino dos

ruminantes ou fonte microbiana (Sasakia, et al., 2005;).

A principal fonte de obtencdo de tanase € a microbiana, pois a producao
desta enzima é mais estavel do que as similares obtidas a partir de outras fontes.
Alguns microrganismos podem produzir tanase em grandes quantidades e de modo

constante. Além disso, os microrganismos podem sofrer modificacbes a partir de
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novas técnicas, como a manipulagao genética, que podera resultar em um aumento

na producao e na atividade da tanase (Leka e Losone, 1997).

A tanase pode ser sintetizada por algumas bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. E relatado que bactérias sdo muito sensiveis & presenca de acido
tdnico, mas apenas bactérias da espécie Bacillus, Corybacterium, Streptococcus
bovis e Selenomonas ruminantium foram capazes de crescer na presenca deste
composto e degrada-lo (Sasakia et al., 2005; Aguilar e Guitiérrez-Sanchez 2001).

Candida sp. foi a unica levedura que produziu tanase na presenga de acido tanico.

A classe de microrganismo mais estudada para a producgéo de tanase € a dos
fungos filamentosos entres eles podemos citar Ascochyta, Aspergillus, Chaetomium

Mucor, Myrothecium, Neurospora, Rhizopus, Trichothecium e Pencillium.

Apesar de varios microrganismos produzirem tanase, estas nado séao
igualmente ativas com todos os taninos hidrolizaveis. As tanases de levedura sao
efetivas somente na decomposicdo do acido tanico, em contrapartida as tanases
bacterianas e fungicas sao eficientes na degradagao de acido tanico e outros taninos

hidrolizaveis que ocorrem na natureza (Pinto, et al. 2005).

3.3.2.3 - PROPRIEDADES DA ENZIMA TANASE

A tanase é um glicoproteina formada por um mistura de esterase e depsidade.
O conteudo de carboidratos pode variar de 25,4 a 66,2% do peso total da enzima O
papel exato desses elevados conteudos de carboidratos ndo € conhecido, suspeita-
se que seja a maneira de proteger o nucleo protéico da agcdo desnaturante dos
taninos hidrolisaveis e de direcionar o substrato ao centro ativo da enzima para
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possibilitar a quebra desse em seus respectivos componentes, glicose e acido galico
(Aguilar e Guitiérrez-Sanchez, 2001) A tanase apresenta ponto isoelétrico entre 4,0
e 4,5 e peso molecular entre 186 e 300 KDa. Contudo certas propriedade da enzima

depende das condicbes de cultivo.

Sua estabilidade em diferentes valores de pH pode variar entre faixas
estreitas (5,0 a 5,5) e amplas (3,5 a 8,0), dependendo da fonte de obtencdo da
enzima. Em geral apresenta pH 6timo em torno de 5,5, porém em alguns relatos da
literatura € observado a presenca de dois picos de pH 6timos. Tal falto € atribuido a
dupla especificidade de agao da tanase. Um dos valores corresponderia a 6tima
atividade esterasica enquanto o outro corresponderia a atividade depsidasica (Lekha
e Lonsane, 1997, Pinto, et al., 1997). A temperatura 6tima para atividade desta

enzima ocorre, em geral, proxima a 30°C e 40°C (Chang et al., 2006).

A estabilidade da tanase ao pH ocorre em uma ampla faixa para varias
linhagens microbianas. Entretanto, as tanases produzidas por A. flavus IFO 5839, A.
niger AN11 e P. chrysogenum enquadraram-se em faixas bem mais estreitas (5,0 a
5,5; 5,0 a 6,5 e 4,5 a 6,0, respectivamente). Para a temperatura, a estabilidade da

tanase ocorre basicamente entre 10°C e 45°C (Aguilar e Guitiérrez-Sanchez 2001)

A tanase tem a sua atividade inibida por fons metalicos como Cu?*, Zn** , Fe**

, Mn** e Mg?* e é inativada por diferentes substancias como o-fenantrolina, PMSF,
EDTA, 2-mercaptoetanol, etileno diamina e tioglicolato de sddio (Bratali Kar, et al.,

2003).
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3.4 — IMOBILIZACAO DO COMPONENTE BIOLOGICO

A imobilizagdo de enzimas teve um desenvolvimento muito grande nos
ultimos anos, visto que as vantagens desta técnica vém sendo, ao longo deste
tempo, avaliada e utilizada nas, mais diversas areas. Uma das razdes para a grande
expansao da tecnologia da imobilizagdo esta ligada ao material de suporte, que
pode agir sobre a estabilidade e a eficiéncia da enzima imobilizada. Quando a
enzima esta em solugdo seu comportamento € igual ao de qualquer soluto em que
ha uma dispersdo na solucdo e os movimentos sao livres, porém quando
imobilizadas estes movimentos sao restritos (Giorno e Drioli, 2000). Para um
biossensor a escolha de um método de imobilizagado apropriado depende do tipo de
transdutor usado, da natureza do analito e das suas condigdes de operacgao.
Algumas propriedades devem ser observadas na escolha da matriz de imobilizagao,
tais como: caracteristicas fisicas (area superficial, nado compressibilidade,
resisténcia, grau de porosidade), quimicas (hidrofibicidade, grupos funcionais
passiveis de modificacdo), estabilidade (mecénica e de estocagem), aspectos
econdmicos (custo — beneficio, impacto ambiental, equipamentos e reagentes
requeridos) e reagdes (limitagdes de transferéncia de massa, de substancia, de co-

fatores e de produtos) (D’Souza, 2002).

As enzimas podem ser imobilizadas sobre um transdutor ou em uma matriz
suporte através de métodos fisicos e quimicos. Métodos como oclusido e adsorgao
provocam pouca perturbacao sobre a fungao e a estrutura da enzima e podem ser
aplicados a muitas delas (Kennedy et al. 1988). Ja os quimicos sdo mais drasticos e

podem levar a uma perda da atividade enzimatica, por isso devem ser utilizados com
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cautela. O uso dos métodos quimicos de imobilizacdo geralmente conferem ao
biossensor melhor estabilidade operacional (Yesiloglu, 2005). Nestes métodos estao

incluidos os de ligagdes cruzadas e ligagbes covalentes.

Quando uma enzima é imobilizada, algumas de suas caracteristicas podem

alterar-se (Worsfold, 1995):

Estabilidade — a velocidade de desnaturagdo de uma enzima imobilizada é
menor do que de uma livre, pois esta protegida como se estivesse em seu ambiente

natural.

Constante de Michaelis-Menten — geralmente ha um aumento no valor de Km
devido a modificacédo na estrutura tridimencional da enzima o que reflete diretamente

no abaixamento da atividade catalitica.

pH — o pH 6timo para a atividade enzimatica sofre uma mudanga, podendo
aumentar a faixa, onde nao ha perda de atividade da enzima imobilizada, em até

uma unidade de pH.

A utilizacdo de enzimas em quimica analitica tem sido cada vez mais
explorada no sentido de converter enzimas soluveis em imobilizadas, aprisionado-as
nos mais diversos suportes inertes, nos quais as enzimas mantém suas
propriedades cataliticas por maior tempo, podendo ser empregada em um maior

numero de analises (Mateos et al., 2000; Fernandez-Lorente et al., 2001).

Cada enzima é unica em suas caracteristicas e isto influencia na escolha do
procedimento de imobilizacdo. Entretanto, a obtengdo de um biossensor com
estabilidade operacional depende, da estabilidade do suporte e do tipo de amostra, a
qual pode conter diferentes ativadores e/ou inibidores. Como nao existe um método
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ideal ou procedimento geral para a imobilizagdo do componente bioldgico, a
diversidade de métodos existentes permite a escolha de um que promova uma
melhor imobilizagcdo e menor perda da atividade enzimatica (Mateo, et.al, 2000).
Dentre os mais importantes destacam-se: ligagdo covalente, ligagdo covalente

cruzada, oclusdo, adsorgao e encapsulagao (Figura 3.9)

etodos de Imobilizacao de
Enlzimas

Encapsulament

Ligacao

Ligacao
Covalente

Figura 3.9: Classificagao dos métodos de imobilizagdo de enzimas

3.4.1 — IMOBILIZACAO POR ADSORCAO

Neste método, a imobilizagdo ocorre principalmente através de interagdes
entre o suporte e a enzima. Estas interagdes s&do do tipo Van der Walls ou pontes de
hidrogénio, que embora fracas ocorrem em numero suficiente para que a
imobilizacdo seja possivel. Entre os adsorventes mais utilizados estdo o quartzo, o

vidro, o carvao, a silica-gel , a celulose e as resinas de troca idnicas (Kennedy et al.,
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1998). A grande vantagem do método reside na simplicidade e nas condi¢des
brandas como é realizado, preservando a atividade enzimatica. Alem disso, é rapido,

simples e barato ( Bailiy e Ollis, 1986).

Apesar destas vantagens, devido as interagdes envolvidas, com o decorrer do
tempo had uma dessorcao progressiva das moléculas de enzimas, além de serem
altamente afetadas pelo pH, forga ibnica do meio, temperatura ou mesmo pelo
substrato da enzima. Por isso, € importante o conhecimento e controle destes
fatores para conseguir a imobilizagdo das enzimas e manté-las adsorvidas com

atividade (Kennedy et al., 1998; Yesiloglu et al., 2005).

3.4.2 — IMOBILIZACAO POR OCLUSAO

Na oclusdo, a imobilizacdo da enzima acontece durante o processo de
reticulacdo de um polimero insoluvel em agua. A rede polimérica forma espagos
vazios dentro dos quais a enzima fica livre na solugao, diferente da adsorcao e da
ligacao covalente, porém seus movimentos sdo limitados pela estrutura da rede

(Yesiloglu, 2005; Boadi et al, 2001).

A grande dificuldade de transporte do substrato e do produto,através da
estrutura do polimero, aumenta o tempo de resposta, assim como a perda continua
de enzimas pelos poros, constituem duas grandes desvantagens do método (Zanin,

1989; Mateo et al., 2000).
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3.4.3 - IMOBILIZACAO POR ENCAPSULACAO

Neste método, a enzima, fica dentro de microcapsulas delimitadas por uma
membrana semipermeavel que permite a passagem do substrato e dos produtos
reacionais. Os principais tipos de membranas usadas s&o: acetato de celulose,
policarbonato, colageno, Teflon e Nylon. A difusdo das espécies envolvidas no
processo e a retengcdo de produtos dentro da capsula sdo as principais
desvantagens do método, uma vez que podem levar a um rompimento da

membrana (Boadi, et.al, 2001; Zanin, 1989).

3.4.4 — IMOBILIZACAO POR LIGACAO COVALENTE CRUZADA

Neste método de imobilizagdo, as moléculas de enzimas ligam-se entre si por
pontes intermoleculares, formando uma ampla rede tridimensional. A ligagao
cruzada envolve a formagao de ligagao covalente entre enzimas, utilizando para tal,
agentes bi ou multifuncionais (glutaraldeido, hexa-metil-diisocianato entre outros). O
grande problema destes reagentes € sua toxicidade que limita o seu uso em células

vivas e em diversas enzimas (Mateo et al., 2000; Yesiloglu, 2005).

O glutaraldeido €, dos reagentes polifuncionais, um dos mais utilizados devido
ao baixo custo e baixa toxicidade quando comparado com os demais. As ligagcbes
que se formam entre a enzima e o glutaraldeido séo estaveis diante dos efeitos de

pH, forca ibnica, solvente e temperatura.

A maior desvantagem é que muitas enzimas sao sensiveis a reagao e podem
perder a atividade catalitica, quando é utilizado glutaraldeido, ja que nao existe um
procedimento especifico para cada enzima. Entretanto, a efetividade da imobilizacao
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depende das condigbes experimentais em que o procedimento € realizado, devido a
multiplicidade de estrutura quimicas possiveis em cada situagao (Fernandez-Lorente

et al., 2001).

3.4.5 — IMOBILIZACAO POR LIGACAO COVALENTE

A imobilizagao por ligagao covalente ocorre entre grupos reativos do suporte e
grupos funcionais da enzima, que ndo sejam essenciais para a atividade catalitica
da mesma. Os grupos funcionais potencialmente presentes na enzima estédo
mostrados na Figura 5.4. Basicamente, dois passos estdo envolvidos na ligagcao
covalente entre a enzima e o suporte. No primeiro, o suporte é ativado com o
reagente especifico e no segundo, a enzima € adicionada para formacgao da ligagao

(Kennedy et al., 1988).

-NH, T-amino de L-lisina e grupamento amino N-terminal

-SH Tiol de L-cisteina

-COOH Carboxila de L-asparpato e L-glutamato e grupamento
carboxllico C-terminal

-¢ %-OH Grupamento fenélico de L-tirosina

-5-§- Pontes dissulfidicas de L-cisteina

CH,-S - Tioeter de L-metionina

-CH,OH Hidroxila de L-serina e L-treonina

N NH Imidazol de L-histidina

S
-NH-C~. N Guanidino de L-arginina
Y

Figura 3.10: Grupamentos funcionais presentes nas enzimas
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Esta técnica é simples e ocorre em baixas temperaturas, baixa forga i6nica e
dentro do pH fisiolégico. A escolha de reagente para promover a imobilizagdo tem
como pré-requisito o conhecimento do aminoacido presente no centro ativo da
enzima, isto porque este aminoacido ndo deve reagir com o reagente de
imobilizacdo. Assim, se a enzima utilizar o grupo carboxil do centro ativo para
participar da catélise, € conveniente que a ligacdo covalente entre a enzima e o

suporte se faga através do grupo amino (Mateo et al. 2000; Kennedy et.al, 1988).

3.4.6 - INFLUENCIA DO GLUTARALDEIDO

Um dos agentes de ligagdo para estruturas protéicas mais disponiveis
comercialmente, o glutaraldeido, tem encontrado ampla aplicagédo no processo de
imobilizagdo enzimatica (covalente ou cruzada) em suportes solidos para
biossensores, tanto em reatores enzimaticos, como em cromatografia por

bioafinidade e em pesquisa de imunossensores (Junior, 1999; Walt e Agayn, 1994).

A efetividade da imobilizagdo com glutaralteido, depende diretamente das
condigdes experimentais em que tal procedimento é aplicado, devido, como ja
citados, a multiplicidade das estruturas quimicas possiveis em cada situacao.
Diferentes publicagdes tem mostrado que solugdes aquosas de glutaralteido (25%
ou 70%) representam misturas de multicomponentes. O pH desta solugdo é de
aproximadamente 3,1 e pode ser explicado ja que alguns dos grupos aldeidos séo
parcialmente oxidados a seus acidos carboxilicos correspondentes, dai a redugao do

pH da solucéo.
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A Figura 3.11 e 3.12 mostra algumas estruturas do glutaralteido em solugao
aquosa, acida ou neutra. Todas as formas propostas para o glutaralteido podem
reagir com proteinas formando produtos com estruturas monoméricas ou

poloméricas

HO HOQ
HCO HCO = ﬂ Hoﬂ

iy (n
HO/Q\Q/Q\UH HO/Q\OH
M vy

Figura 3.11: Formas propostas para o glutalradeido — aquosa, () liner-mono

(1) e dihidratos (l11), um hemiacetal ciclico (IV) e oligbmeros (V).

ENHZ I\\
N/ ~ /A\\

HCO HCO -I-I;O

( dimérico )
E \TH;
O/Q\C/Q\ -H:0 /E \E/Q\)/Q\N /E ~
H
( polimérico )

Figura 3.12: Estrutura do glutaralteido em solug¢ao acida e neutra
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Sob condigdes basicas, o glutaralteido submete-se a condensacdes alddlicas
para formar aldeidos multiméricos a,B-insaturados de estruturas complexas, que
podem reagir com grupos protéicos através da formagdo de bases de Schiff

estabilizadas.

As estruturas do glutaralteido polimérico em ambas as formas, linear ou
ciclica, mostram melhores capacidades de agente imobilizante em relagdo ao
produto puro, sendo que o uso de glutaralteido para imobilizagdo enzimatica torna-
se especifico para cada estrutura protéica em particular, bem como sua aplicacao.
Apds a imobilizagdo enzimatica apropriada, € necessario remover-se 0 excesso de
glutaralteido ndo reagente, pelo uso de uma solugédo de glicina, para evitar

problemas de interferéncia na determinagao analitica.

Na confecgcdo dos biossensores reacdes de imobilizacdo de enzimas com
agentes bifuncionais como glutaralteido em suporte sélidos tem sido amplamente
aplicada mostrando eficiéncia no processo e mantendo o biocomponente ativo sem
que haja perdas do mesmo durante a analise (Salgado, 1997; Folly, 1996, Alhadeff,

2005)
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo, estdo apresentados os principais materiais e reagentes
utilizados, bem como a descricdo das metodolégicas aplicadas ao estudo de
imobilizacdo, caracterizagao e determinagdao das condicbes otimas atuacdo do
componente bioldgico utilizado e na sele¢cdo do sistema de transducdo a ser
utilizado no desenvolvimento de um biossensor enzimatico para taninos

hidrolisaveis.

4.1 — MATERIAIS E REAGENTES.
41.1-Enzima

A enzima tanase foi adquirida a partir do produto comercial Biopectinase CT,
gentiimente doada pela Quest International, produzida por Aspergillus niger,

batelada 502051.
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4.1.2 - Suporte

O suporte utilizado (Figura 4.1) para o processo de imobilizagao foi pérolas de

vidro aminopropil com tamanho de poro de 700 A°/ 80-120 ym adquiridos da Sigma.

Figura 4.1: Fotografia do suporte utilizado — Pérola de vidro.

4.1.3 - Reagentes

A rodanina, e glutaralteido foram adquiridos da Sigma Chemical Co., Aldrich e
enquanto que acido galico e o acido tanico foram adquiridos da Vetec.. O Etanol

99% foi adquirido da Merck.

4.2 - METODOLOGIAS
4.2.1 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA TANASE LIVRE
A atividade enzimatica da tanase livre foi determinada pela quantificacdo de

acido galico, liberado a partir da hidrélise de acido tanico (Figura 5.2), utilizando
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rodanina em solugao alcodlica, segundo método descrito por Sharmat et al. (2000) e

adaptado por Pinto et al. (2006).

A reagao enzimatica deu-se em 10ml da solugéo de acido tanico 0,02% (p/v)
em tampao acetato 20mM pH 5,0, onde foi adicionado 0,25mL do complexo
enzimatico. A reagao de hidrdlise foi paralisada com a solugao etandlica de rodanina
0,666% (p/v) que forma um complexo com o &cido galico liberado (Figura 4.2). O
complexo formado possui absorbdncia maxima a 520 nm, e as moléculas de
rodanina que nao reagiram, ndo apresentam em solugdo basica, absorbancia em
comprimentos de onda superiores a 450nm. A reacgao foi conduzida a 30°C por 10

minutos (Anexo 01).

OH

OH S
" + o%@ = ACIDO GALICO-RODANINA+ EXCESSO
S -
OH r

Oﬁ&cido Gdlico H Rodanina

Figura 4.2: Formacg&o do complexo: Acido Galico com a Rodanina

Neste trabalho, definiu-se que uma unidade (U) de atividade enzimatica é a
quantidade de enzima que libera 1umol de acido galico por minuto de reagéo a pH

5,0 e 30°C.

O calculo da atividade da enzima livre foi realizado através da Equagéao 4.1.

ATIV = _ (AbSamostra— AbSpranco) X Dil x f x 21 Equacéo 4.1

170,1 x 10
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Onde:

ATIV — Atividade da tanase (U/mL)
Absamostra —> Absorbancia da amostra

AbSpranco — Absorbancia do branco (Anexo 02)
Dil — Diluigdo do complexo enzimatico

f — Fator de conversao da curva padrao de acido galico (mg/L)

Na equacéao os valores 21, 170,1 e 10 representam a diluicdo da enzima no
meio reacional, o peso molecular do acido galico (u.m.a) e tempo de reagao (min),

respectivamente.
4.2.1 — TECNICA DE IMOBILIZACAO

O processo de imobilizacao utilizado no presente trabalho consistiu na ligagao
covalente da enzima a um suporte vitreo (pérola de vidro), no qual este suporte
sofreu uma ativagao anterior. O processo de ativagao do suporte com o glutaralteido
ocorre formando grupamentos aldeidicos necessarios a ligagdo da enzima (Figura

4.3).
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OC,H5
%OH + H5020-Sil-(CH2)3NH2 + COH - (CHy)3 - COH+ HzN'@
lOC2H5
Pérola de vidro l Glutaraldeido Enzima
OC,H5
%o si- (CH,)3N=HC - (CH,)3 - ch-@
OCoHs
Enzima imobilizada

Figura 4.3: Descricdo quimica da reagao no processo de imobilizagédo

A técnica de imobilizagdo consiste em primeiramente ativar o suporte (pérola
de vidro) com solugao de glutaraldeido a 2,5% v/v em tampéao fosfato 0,1M pH 7,0
por uma hora a 30°C na razdo de 12,5mL de solugdo por grama de suporte, em
seguida as pérolas sao lavadas e colocadas em contato com uma solugdo de tanase
em tampao acetato 20mM (pH 5,0) por 24h na razdo de 20mL por grama de suporte.
A eficiéncia da imobilizacdo foi determinada em termos de atividade total do

sobrenadante transferida para o suporte.

Para avaliar o processo de imobilizagado, quantificou-se a atividade hidrolitica
da solucédo de enzima fornecida ao suporte e do sobrenadante ao final do processo
de imobilizagcdo e da enzima imobilizada (derivado imobilizado). A partir destes
resultados foi possivel calcular a atividade recuperada da enzima imobilizada e o

rendimento de imobilizagdo que serdo demonstradas no item a seguir.
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4.2.2 — DETERMINACAO DE ATIVIDADE DA TANASE IMOBILIZADA

A atividade da tanase imobilizada foi determinada de acordo com Melo et al
(2005), que adaptou o método de rodanina em solugao alcodlica para tanase livre

descrito por Sharmat et al. (2000) e adaptado por Pinto et al (2006).

O método consiste, na reagao de hidrdlise da solugéo de acido tanico 0,05%
(p/v) pela tanase imobilizada (Figura 3.8) que ocorre em tampao acetato 20 mM pH
5,0, sob agitagdo, a 50°C por 30 minutos. Em 20 mL de substrato (acido tanico), foi
adicionado 0,1 g de tanase imobilizada. A determinacdo da atividade da tanase
imobilizada foi realizada através da quantificacdo do acido galico liberado apés agao

da enzima sobre o acido tanico utilizando rodanina em solugéo alcodlica (Anexo 03).

Para esta metodologia, definiu-se que uma unidade (U) de atividade
enzimatica € a quantidade de enzima que libera 1 ymol de acido galico por minuto

de reacao a pH 5,0 e 50°C.

O calculo da atividade da enzima imobilizada, foi realizado através da
Equacao 4.2.

Coef * fator

Ativ,, = —"— —
Derivado = 170,1* massa

Equacéo 4.2

Onde:

Ativperivado —> Atividade do derivado imobilizado (enzima imobilizada) (U/g)
Coef. — Coeficiente angular da curva que relaciona Abs x tempo de reacao
fator — Fator de conversdo da curva padrao de acido galico (mg/L)

170,17 — Peso molecular do acido galico (u.m.a.)

massa — massa do derivado (g) (enzima imobilizada )
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O percentual de enzima que foi ligada covalente ao suporte foi calculado
através da Equacédo 4.3 que expressa o rendimento de imobilizacdo (Rend.). O
rendimento de imobilizacdo é a relagcdo entre a diferenca da atividade do
sobrenadante antes e depois do processo de imobilizagdo e a atividade inicial do

sobrenadante.

(At i — AliVg)
= X

Ativ.

inicial

Rend

100 Equacao 4.3

Onde:

Rend. —» Rendimento de imobilizagéo (%)
Ativ.iniciai  — Atividade livre inicial do sobrenadante (U/mL)

Ativingr — Atividade livre final do sobrenadante (U/mL)

A partir da Equacédo 4.4 foi possivel determinar atividade recuperada da

enzima imobilizada (Ativ ). Atividade recuperada pode ser definida como a

recuperada

relagdo entre a quantidade de atividade retida no suporte e a diferenca da
quantidade de atividade presente no sobrenadante antes e depois do processo de
imobilizacao.

AtiV'derivado
— AtiV. )

Ativ ) x f x 100 Equacdo 4.4

recuperada* = ( (AtIV

inicial
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Onde:

AtiVrecuperada — Atividade recuperada do derivado imobilizado

Ativgerivado — Atividade do derivado imobilizado (enzima imobilizada) (U/g).

Ativ.inciaar —  Atividade livre inicial do sobrenadante (U/mL)

Ativinar  — Atividade livre final do sobrenadante (U/mL)

f — fator que correlaciona a quantidade de uporte e o volume de
imobilizagao utilizados (g/mL)

Em todos os experimentos os valores de atividade medidos foram expressos
em percentuais, considerando como 100% o valor maximo da atividade medida e os
demais em percentuais calculados relacionados a este. A esta medida

denominamos atividade residual.

4.2.3 — DETERMINACAO DO EFEITO DA IMOBILIZACAO SOBRE O PERFIL DE

ATIVIDADE DA ENZIMA.
4.2.31-pH

A variagdo do pH do meio de reacdo pode provocar mudangas
conformacionais no sitio ativo da enzima ou ainda alterar as concentracdes entre
especies carregadas, substrato, produto, ions hidrogénio, ions hidroxila, tanto no

microambiente da enzima imobilizada quanto no meio reacional (macroambiente).

Para avaliar o efeito do pH do meio reacional na atividade da enzima
imobilizada, as solu¢gdes de substrato (acido tanico) foram preparadas usando
diferentes solugdes tampao de valores de pH variando de 3.0 a 8,0. Para solucbes

na faixa de pH entre 4 e 6, utilizou-se solugdo de tampao acetato. Para valores
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acima e abaixo desta faixa, utilizaram-se solugcbes de tampdes citrato e fosfato,
respectivamente. A atividade catalitica foi determinada segundo procedimento

descrito no item 4.2.2 a 30°C por 30 minutos.

4.2.3.2 -TEMPERATURA

Uma reagao catalisada por enzimas, diferentemente de uma reagado nao-
catalisada, possui duplo efeito na relacido temperatura-reacdo. Até uma dada faixa
de temperatura, o efeito predominante sera o aumento da velocidade da reacéo,
como prevé a teoria da cinética quimica representada através da equacao de
Arrhenius. A partir de um determinado ponto, um fator oposto, a desnaturagao
térmica, tornando-se cada vez mais importante, até que, acima de um certo limite, a
rapida desnaturacao destruira a funcao catalitica da enzima. Mas as faixas de
temperatura onde ocorrerdo tais fenbmenos dependem do tipo de enzima. Assim
para avaliar a influéncia da temperatura na atividade da enzima imobilizada, foram
realizados ensaios em diferentes valores de temperatura variando de 15 a 70°C em
tampao acetato 20mM pH 5,0 por 30 minutos de acordo com o procedimento

descrito no item 4.2.2.

42.4 — DETERMINACAO DO EFEITO DE FATORES EXTERNOS E

OPERACIONAIS SOBRE A ESTABILIDADE DA ENZIMA IMOBILIZADA.

42.4.1-pH

A estabilidade da enzima imobilizada para hidrolise do acido tanico com
relagao ao pH, foi estudada incubando a enzima imobilizada em solugdes de tampao
acetato 20mM nos valores de pH 4,0 a 6,0 a 30°C durante 5 horas. A cada 30
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minutos até completar duas horas, e depois de hora em hora até completar 5 horas,
foi determinado a atividade catalitica de hidrdlise da tanase imobilizada usando

metodologia descrita no item 4.2.2.

4.2.4.2 - TEMPERATURA

Um aumento de temperatura geralmente corresponde a um aumento na taxa
de reacgao por unidade de enzima. Entretanto, a elevacdo de temperatura e o tempo
de exposicdo também podem promover o aumento na taxa de desativacédo térmica
da enzima. A fim de avaliar a estabilidade térmica da tanase imobilizada, a mesma
foi incubada a uma faixa de temperatura entre 30 e 60°C em solugdo de tampao
acetato 20 mM pH 5,0 durante 5 horas. A cada 30 minutos, até completar duas
horas e depois de hora em hora ate completar 5 horas, foi determinada a atividade
catalitica de hidrolise da tanase imobilizada usando metodologia descrita no item

4.2.2.

4.2.4.3 - OPERACIONAL

A fim de avaliar a estabilidade operacional da tanase imobilizada foram
realizados reacdes de hidrolise do acido tanico em regime de bateladas
consecutivas com a reutilizacdo da enzima imobilizada. O poder catalitico da tanase
imobilizada foi determinado através da hidrolise do acido tanico em solugdo de
tampao acetato 20 mM, pH 5,0 a 30 e 50°C com cada batelada durando 30 minutos.

Foram realizadas 8 bateladas.

59



Materiais e Métodos

425 — AVALIACAO DA INFLUENCIA DA IMOBILIZACAO SOBRE O0S

PARAMETROS CINETICO DA ENZIMA

Para caracterizacdo da tanase imobilizada foi determinada a taxa de reacéo
em diferentes concentracbes de substrato, a velocidade maxima (Vmax) de reacgéo e

a constante de Michaelis-Mentes (Ky,) para o substrato.

4.2.5.1 — DETERMINACAO DA TAXA DE REACAO (Vo)

Os parametros cinéticos das catalises enzimaticas sao determinados
tradicionalmente pelo uso da velocidade inicial (Vo), quando diferentes
concentracdes de um substrato sao utilizadas. A taxa de reacado foi determinada
mantendo-se fixa a quantidade de enzima imobilizada em 50mg (0,2mg/ml de
proteina) e variando a concentragao de substrato, em tampéao acetato 20mM, pH 5,0
a 30 e 50°C. A atividade da enzima imobilizada foi determinada nas concentracdes
de 100 a 1000mg/L de acido tanico. Os dados obtidos para cada concentragéo
foram representados graficamente, a partir destes, calculada a velocidade da reagéo
(Vo) pela equagao de regressao linear. Assim foi possivel determinar o efeito do
substrato na velocidade inicial da reacédo, podendo-se, entdo, calcular a velocidade

maxima (Vmax) da reagéo e a constante de Michaelis-Menten (Kr,).

4.2.5.2 — DETERMINACAQ DE Vpuax E Ku

A partir dos valores de velocidade da reagao e concentragao de substrato (S),

os coeficientes cinéticos, velocidade maxima (Vmax) € constante de Michaelis-Menten
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(Km) foram calculados utilizando o método Lineweaver-Burk. A equacao da reta foi
determinada, sendo y = 1/Vo; x = 1/S; a declividade (a) = Km/Vmax; e o intercepto b

= 1/Vmax.

4.2.6 — AVALIACAO DO TEMPO DE VIDA UTIL DA ENZIMA IMOBILIZADA

O tempo de vida util da tanase imobilizada foi avaliado por um periodo de 90
dias. Para isto foram realizados testes de medida do poder catalitico da tanase
imobilizada nas suas melhores condicbes de atuagao (pH 5,0/ 50°C/30min de
reagao), como descrito no item 4.2.2, a cada 30 dias, sendo a mesma estocadas

entre as analise a 10°C em solugao de tampao acetato 20mM pH 5,0.

4.2.7 — AVALIACAO DA REUTILIZACAO DO SUPORTE

Para que o uso dos componentes imobilizados torne o processo produtivo &
necessario que estes sejam viaveis por um maior tempo possivel e ainda que os
suportes apos a inativagdo do componente biolégico possam ser reutilizados.Para
avaliar a possibilidade de reutilizacdo do suporte, as pérolas de vidro contendo a
enzima ja sem atividade catalitica foram lavadas com a agua destilada e secadas a
100°C por 12hs. Apods este tratamento a mesma foi submetida a um novo processo de
imobilizacdo de acordo com o item 4.2.1. A capacidade de sua reutilizacdo foi
determinada avaliando a sua eficiéncia de imobilizagdo, atividade do derivado e

atividade recuperada de acordo com o procedimento descrito no item 4.2.2.
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4.2.8 — DETERMINACAO DA VARIACAO DE pH USANDO O TRANSDUTOR

(ELETRODO DE pH) PELA ACAO DA ENZIMA TANASE LIVRE E IMOBILIZADA.

Para verificar a variacdo de pH na solucido de acido tanico pela agcéo da enzima
tanase livre e imobilizada em pérolas de vidro, foram realizados testes estaticos com a
enzima livre e imobilizada em contato com a solugao de acido tanico preparada com
agua destilada variando as concentragbes de 10 a 100mg/L, na temperatura de 25°C
por 5 minutos para a tanase livre e 15 minutos para a tanase imobilizada. As variacoes

de pH ocorridas foram registradas usando o eletrodo de pH marca Actron (transdutor).

A quantidade de enzima utilizada para os testes foram: 0,66 mg de proteina/mL
(ou 0,679 U/ml) para a enzima tanase livre e de 0,26 mg de proteina por grama de

suporte (ou 0,3243 U/g) para a enzima tanase imobilizada.

Nos ensaios realizados com a enzima tanase imobilizada, as solugdes de acido
tanico foram testadas de forma crescente e decrescente em valores de concentragao, e
ainda, com e sem lavagem da enzima imobilizada com agua destilada no volume de
300 mL durantes as medidas. A cada concentracao testada a variacdo de pH ( ApH) foi
registrada através da leitura do sinal de saida do transdutor, ou seja, pela diferencga

entre o sinal de pH antes e apds a reacado enzimatica.

4.2.9 — DETERMINACAO DA VARIACAO COLORIMETRICA PELA ACAO DA

ENZIMA TANASE IMOBILIZADA.

A fim de avaliar a possivel utilizagdo de um colorimetro com comprimento de
onda fixo em 490 nm, como sistema de transdug¢do junto com a tanase imobilizada,

foram realizados ensaios com a enzima imobilizada em contato com a solug¢ao de acido
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tanico preparada com tampéao acetato 20 mM pH 5,0 variando as concentragdes de 50
a 500 mg/L, na temperatura de 50°C por 15 minutos e o produto da reacéo
determinado em espectrofotometro (DR 4000UV, HACH) a 490.A quantidade de
enzima tanase imobilizada utilizada foi de 0,26 mg de proteina por grama de suporte

(ou 0,3243 U/g)

Os ensaios foram realizados, de forma que as solugdes de acido tanico
fossem testadas de forma crescente e decrescente em valores de concentracdo do
acido tanico, e ainda com e sem lavagem da enzima imobilizada com agua destilada
no volume de 300 mL durantes as medidas. A cada nova concentracao testada a
variagao da intensidade da cor resultante do produto obtido da reacdo enzimatica foi
determinada a 490 nm, em valores de delta de absorbancia (AAbs), obtidos pela

diferenca entre as leituras da absorbancia antes e apds a reagao enzimatica.

63



Resultados e Discussoes

CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados preliminares obtidos para o desenvolvimento do biossensor

enzimatico proposto estdo apresentados no decorrer deste capitulo.

A escolha do componente biolégico, baseado no elemento medido e a
caracterizagcao deste componente, bem como a imobilizagdo, a determinagdo do
tempo de vida do biocomponenete e a selecdo do transdutor, foram alguns dos

testes preliminares realizados.

Em todos os resultados apresentados a seguir foram obtidos em ftriplicata.

5.1- IMOBILIZACAO DO COMPONENTE BIOLOGICO (ENZIMA TANASE) E

AVALIACAO DA TECNICA UTILIZADA SOB DIFERENTES ASPECTOS

Devido a sua natureza protéica, as enzimas sdo altamente sensiveis as
variagbes de pH, temperatura, concentracdo de substrato, entre outros fatores.
Portanto, o conhecimento da influéncia destes parametros sobre a reacao

enzimatica permite explorar melhor as suas propriedades cataliticas.
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Qualquer que seja o método de imobilizagdo da enzima o que se deseja &
preservar, tanto quanto possivel, a atividade biocatalitica da mesma e a sua
especificidade. Apesar da superioridade das enzimas imobilizadas sobre as livres
em diversos aspectos, o processo de imobilizagdo pode modificar a cinética e as
propriedades fisico-quimicas da enzima, normalmente, reduzindo a sua atividade
especifica. As modificacbes das propriedades enzimaticas ocasionadas pelo
processo de imobilizagdo devem-se aos seguintes fatores (Gomes et.al, 2006):
efeitos conformacionais — modificacbes conformacionais da molécula da enzima
devido a alteracbes na sua estrutura terciaria em funcao de alteragdes na estrutura
terciaria do sitio ativo; efeito estequereoquimicos - uma parte da molécula da
enzima €& imobilizada em uma posicao tal que o sitio ativo é relativamente
inacessivel ao substrato; efeitos microambientais (efeitos de particdo) — interacdes
eletrostaticas entre o suporte e o0 substrato, neste caso, as condi¢gdes do
microambiente proximo a enzima sao diferentes daqueles da solugao reacional; e
efeitos difusionais ou de transferéncia de massa — tém origem na resisténcia de
difusdo do substrato até o sitio catalitico da enzima, e do produto para a solugao

(Brigida, 2006;Gomes et.al, 2006; Rodrigues, et al 2008).

Para verificar as alteracbes causadas pelo processo de imobilizagdo foram
determinados as influéncias do pH e da temperatura na atividade da tanase
imobilizada, bem como estimados os parametros cinéticos. Em quase todos os
ensaios os efeitos ocasionados pelo processo de imobilizacdo foram avaliados
comparando os resultados obtidos com a tanase imobilizada e em solugao (tanase

livre).
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5.1.1- Avaliacao do Procedimento de Imobilizagéo

A imobilizacdo por ligacdo covalente é o resultado da reacdo de um
grupamento funcional do suporte com um grupamento presente na enzima.
Dependendo do grupamento disponivel no suporte, a ligagdo pode ocorrer com 0s
grupos aminas, hidroxilas e/ou tidis da enzima que irdo influenciar na sua atividade
quando imobilizada. O critério utilizado para avaliar o desempenho do método de
imobilizagcdo do componente biolégico selecionado foi descrito no item 4.2.2 e os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 5.1 e na Tabela 5.1, bem como o0s
valores da atividade da enzima tanase imobilizada (atividade do derivado), seu

percentual de atividade recuperada, e o rendimento da imobilizacao.
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Figura 5.1: Atividade residual de tanase no sobrenadante ao longo do processo de

imobilizacdo
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Tabela 5.1: Atividade da tanase imobilizada no suporte avaliado

Atividade Pérola de vidro
Transferida do sobrenadante para o

suporte (U/mL) 0404
Rendimento de imobilizagéo (%) 99

Derivado (U/g) 0,1636

Recuperada (%) 40,5

Assim, analisando a Figura 5.1 podemos verificar que houve uma rapida
reducdo na atividade do sobrenadante, apresentando um rendimento de
imobilizacdo em torno de 99%. Porém, a partir de calculos posteriores observou-se
que apesar da alta reducao da atividade da tanase no sobrenadante foi possivel
obter apenas 40,5% de atividade recuperada (Tabela 5.1), tal fato pode ser atribuido
a problemas de limitagdes difusionais, como dificuldades do substrato em difundir
até a matriz imobilizada, ou a resisténcia em liberar o produto para fora da matriz
(Cabral et al, 2003, Gomes et al 2006).

Rodrigues et al (2008) observaram que dependendo do suporte utilizado, bem
como dos grupamentos formados na superficie do suporte, ocorre uma diferenca
nos valores de atividade recuperada da enzima lipase em relagdo ao valor de
rendimento de imobilizacdo. Este fato corrobora os dados obtidos no presente
estudo, onde obtem-se altos rendimentos de imobilizagdo com menores valores de

atividade recuperada.

5.1.2 — Avaliagcédo do Tempo no Processo de Imobilizag&o

Apos formadas as primeiras ligagdes entre a enzima e o suporte, esta comeca
a perde flexibilidade e novas ligagdes se tornam mais dificeis de serem

estabelecidas. Desta forma, o tempo de imobilizagao implicaria em mais ligagdes
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formadas entre a enzima e o suporte e como consequiéncia, uma diminuicdo da
atividade enzimatica devido a mudangas conformacionais tornando a estrutura da
enzima mais rigida, como seria esperado. Porém, por outro lado, pode ocorrer
também um aumento na estabilidade térmica e alcalina da enzima imobilizada em

funcdo do aumento do tempo de imobilizagao.

A fim de avaliar a influéncia do tempo do processo de imobilizagdo no
rendimento do mesmo, a atividade do derivado e a atividade recuperada, foram
determinados realizando testes reduzindo o tempo de contato entre o suporte e a
solucdo enzimatica. Analisando a Tabela 5.2 constata-se que com a diminuicdo do
tempo de imobilizacdo foi possivel obter um aumento no valor da atividade do

derivado, embora a atividade recuperada nao foi afetada.

Rodrigues et al (2008) avaliaram também a influéncia do tempo de
imobilizacdo sobre a atividade recuperada da lipase imobilizada e verificaram que
quando a enzima lipase foi imobilizada em agarose e quitosana ocorreu uma
diminuicdo da sua atividade apds 24 h. Tal fato pode ser justificado pela possivel
ocorréncia de mudangas conformacionais da enzima quando esta foi exposta a um

tempo maior de imobilizagao.

Tabela 5.2: Efeito do tempo do processo de imobilizacdo na atividade da enzima

tanase imobilizada

Tempo de imobilizacédo (horas)

Atividade
24 5
Rendimento de imobilizagéo (%) 99 97,8
Derivado (U/g) 0,1636 0,2716
Recuperada (%) 40,5 43
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5.1.3-Efeito do pH na Atividade da Enzima Tanase Livre e Imobilizada

Sabe-se que mudancas de pH provocam alteracbes no carater ibnico dos
grupamentos aminos e carboxilicos das proteinas, afetando o sitio catalitico e a
conformacgao da enzima. Tais mudangas conformacionais influenciam na interagao
enzima-substrato afetando a atividade enzimatica, a taxa de reacdo maxima e a
estabilidade da enzima. Diante de tais influéncias foi avaliado o efeito do pH no perfil
de atividade e na estabilidade da tanase imobilizada em comparacdo com o efeito

dos mesmo fator na tanase livre.

5.1.3.1-Influéncia do pH no perfil de atividade da enzima tanase.

Na figura 5.2 podemos observar o perfil de atividade da tanase imobilizada

em pérolas de vidro em diferentes valores de pH do meio reacional e da tanase livre.
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Figura 5.2: Perfil da atividade residual da tanase livre (¢) e imobilizada em pérolas

de vidro (m) a diferentes valores de pH.
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Normalmente, apds sofrer o processo de imobilizagado o pH 6timo de atuagao
das enzimas tendem a se modificar, um dos motivos para que isso ocorra pode ser
atribuido aos grupamentos hidroxilas (-OH) presentes na estrutura do suporte que
possuem afinidade pelos hidrogénios ionizaveis (H*) disponiveis no meio reacional,
ocasionando um acumulo desses ions, 0 que pode afetar o microambiente da
enzima, e consequentemente, sua faixa de pH 6timo de atuacdo. Por outro lado, os
grupos carboxilicos da enzima podem também influénciar no acumulo de
hidrogénios ionizaveis. A estabilidade deste microambiente ocorre em pH basico,
permitindo maior reducdo da concentracdo de ions H' no sistema imobilizado

deslocando, por essa razao, o valor de pH 6timo de atuagao da enzima.

Na enzima tanase tal fato também foi observado, visto que o valor do pH
6timo da enzima apods o processo de imobilizacdo mudou de 4,5 para 5,0. Também
foi observada uma melhora na atividade residual da tanase em valores de pH acima
do valor 6timo, ficando em torno de 60% para a tanase imobilizada em pH 7,0,

enquanto que a livre apresentou 20% de atividade residual em pH 6,5 (Figura 5.2).

O deslocamento em diregdo a regido alcalina também foi observado por
Weetall e Detar (1974). Contudo, estes autores destacam que a enzima utilizada em
seu estudo, ja apresentava como particularidade um patamar étimo de atividade da
enzima livre que ocorria na faixa de pH entre 6,0 e 7,0, destoando do observado por
outros autores, onde o 6timo acontecia em pH 5,0. Apds imobilizagao o 6timo foi
deslocado para 7,0 a 7,5. Ja Abdel-Naby et al. (1999) observaram uma redugéo no
valor de pH 6timo, de 5,5 para 4,5, enquanto Sharma et al. (2007) n&o observaram

alteracao no pH 6timo, permanecendo em 5,0.
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Pundir et al (2008) também observaram um aumento no valor do pH 6timo da
enzima oxalato oxidase apds processo de imobilizacado, passando de 5,0 para 6,5,
enquanto Pahujani et al (2008) observaram que o pH 6timo da lipase apds sua
imobilizacdo imobilizada em Nylon-6 ativado com glutaraldeido deslocou para o lado
acido saindo de 8,5 para 7,5. Bayramoglu et al (2008) demonstraram que com o
processo de imobilizacio o valor do pH 6timo da enzima cloroperoxidase, bem como

o seu perfil de atividades néo foi alterado.

5.1.3.2- Estabilidade da enzima tanase sob diferentes valores de pH.

Como as enzimas sdo proteinas, mudangas de pH provocam alteracbes no
carater idnico dos grupamentos da enzima de forma a afetar a sua atividade
catalitica, através de modificagdes causadas no sitio ativo e na estrutura
conformacional. Tais mudangas conformacionais influenciam na estabilidade da
enzima, de forma que efeitos puramente ibnicos provocados por baixos ou altos
valores de pH podem causar desnaturacdo consideravel e consequentemente

inativagdo enzimatica (Mateo et al, 2007).

Testes foram realizados visando verificar a estabilidade da enzima tanase a
diferentes valores de pH e observou-se que tanto a tanase livre quanto a imobilizada
mostraram ter estabilidade na sua atividade hidrolitica na faixa de pH estudada (4,0-
6,0) por 5 horas, mantendo a sua atividade residual em torno de 70% (£ 4,56 %). Em
pH 5,0 foi observado a melhor estabilidade da atividade para ambas, apresentando
92,24% (+ 7,68%) de atividade residual para tanase imobilizada e de 88,25% (+

1,89%) para tanase livre apds 5 horas de incubagao (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Estabilidade da tanase livre e imobilizada em pérola de vidro sob

diferentes valores de pH .

5.1.4- Efeito da Temperatura na Atividade da Enzima Tanase Livre e

Imobilizada.

A maioria das reagdes quimicas se processam em uma velocidade maior a
medida que a temperatura aumenta. Um aumento na temperatura imprime maior
energia cinética as moléculas dos reagentes, ocasionando um maior numero de
colisdes produtivas por unidades de tempo. As reacdes catalisadas por enzimas
apresentam um comportamento semelhante as reagdes catalisadas quimicamente.
Porém, as enzimas sao moléculas protéicas complexas e sua atividade catalitica
esta relacionada a necessidade de que sua estrutura tercidaria seja mantida
principalmente por um grande numero de ligagées nao covalentes, como ponte de
hidrogénio, ligagdes dissulfetos e interagdes hidrofébicas (Brigida, 2006). Se a

molécula absorve excesso de energia, a estrutura terciaria se rompe e a enzima
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ficara desnaturada, perdendo sua atividade catalitica. A medida que a temperatura
se eleva o aumento esperado na velocidade, resultante do aumento das colisbes
entre a enzima e o substrato, € contraposto pelo aumento da velocidade de
desnaturacdo. Consequentemente, a curva de atividade-temperatura é o resultado
liquido dos efeitos opostos resultantes da elevagao da temperatura (aceleragéo da

reacao) e do aumento da inativagao (desnaturacgao).

5.1.4.1- Influéncia da temperatura no perfil da atividade da tanase.

A dependéncia da atividade da tanase imobilizada e livre em relacdo a
temperatura foi investigada de acordo com o procedimento descrito no item 4.2.3.2

e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 5.4.
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Figura 5.4: Perfil da atividade residual da tanase livre (¢) e imobilizada (m) a

diferentes valores de temperatura.
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Na faixa de temperatura estudada (25 a 70°C) a tanase apresentou o seu
maximo de atividade em torno de 50°C para a enzima imobilizada, enquanto que
para a enzima livre em torno de 55°C (Figura 5.4) A temperatura de 25°C foi possivel
observar que com o processo de imobilizagao ocorreu um aumento na atividade
residual da tanase imobilizada, ficando em torno de 32%. A temperatura de 70°C, a
tanase livre apresentou uma atividade abaixo de 10%, contrastando com a enzima
tanase imobilizada, que demonstrou uma retencédo de 40% na sua atividade residual.
Em temperaturas acima do 6timo de reacido a tanase imobilizada mostrou ter uma

melhor retencao de sua atividade.

Abdel-Naby et al.(1999) em seus estudos observaram que com o processo de
imobilizacdo houve um aumento no valor de temperatura 6tima passando de 40° C
para 55°C, fato inverso ao alcangado em nosso estudo em que o valor da
temperatura 6tima diminuiu com a imobilizagdo. Contudo, Sharma et al (2007)
avaliaram a influéncia da temperatura na atividade da tanase de Penicillum variable
bruta, purificada e imobilizada e demonstraram que nao houve alteragao no valor da
temperatura 6tima, apresentando o maximo de atividade em torno de 50°C. Tais
diferengcas nos resultados podem ser justificadas novamente, pelas diferengas
conformacionais que cada enzima pode possuir devido a sua fonte de origem, bem

como, pela matriz e técnica de imobilizagao utilizada (Fukui, 1975)
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5.1.4.2- Estabilidade térmica da enzima tanase.

A Figura 5.5 apresenta a variagado da atividade da tanase livre e imobilizada
apds tratamento térmico de 30 a 60°C por 5 horas realizado de acordo com a
procedimento descrito no item 4.2.4.2. E possivel verificar que a 30°C ambas,
enzimas livre e imobilizada, apresentaram uma retencédo de atividade em torna de
95% e 100% apds 1 hora, respectivamente. Apos 5 horas a enzima livre apresentou
88% de atividade residual em relagdo a sua atividade residual inicial e a imobilizada
92%. Em contra partida a 60°C a tanase livre, apos 1 hora de incubagéo apresentou
19% da sua atividade inicial, enquanto que, a imobilizada manteve 40% da sua
atividade inicial. J& a 50°C, que foi o valor de temperatura étimo encontrado para a
tanase imobilizada, apds 1 hora de incubacido a enzima imobilizada manteve a sua
atividade residual em torno de 88% (+ 2,57%) e de 64% (= 1,87%) apds 5 horas em

relagao a atividade inicial.
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Figura 5. 5: Estabilidade térmica da tanase livre e imobilizada e imobilizada.
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Esta melhora na estabilidade com a enzima imobilizada também foi
observada por Abdel-Naby et al. (1999) e Sharma (2007) quando relataram que a
estabilidade térmica a 50°C apés uma hora e 24 horas de experimento manteve a

sua capacidade catalitica em torno de 85%.

Godjevargova et al (2006) observaram que a estabilidade térmica da enzima
glicose oxidase foi consideravelmente melhorada com o processo de imobilizagao,
de forma que apds 5 horas de incubagao a 60°C a enzima apresentou 78% da sua
atividade residual enquanto que na forma livre apds 1 hora sua atividade catalitica

foi totalmente perdida.

5.1.5- Determinagdo dos Parametros Cinéticos da Tanase Imobilizada
Os valores obtidos de atividade da tanase imobilizada para cada
concentracdo de acido tanico usada nas duas temperaturas avaliadas de acordo

com o procedimento descrito no item 4.2.5 estdo apresentados na Figura 5.6.

76



Resultados e Discussoes

. | |
S 0,35 - E {
=2 03 1
: T
o 0,25 - T T —
o ®
S o2 I i | Y
< 0,15 L

0,1 - l

B
0,05 -
0 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentracao de acido tanico (mg/L)

Figura 5.6: Atividade da tanase imobilizada em fungao da concentragéo de

acido tanico nas temperaturas de reagao de 30°C (¢) e 50°C (m).

Observa-se que a atividade da tanase imobilizada aumentou linearmente até
a concentracdo de 300 mg/L, iniciando-se a partir dessa concentragcdo uma
diminuicdo na taxa de reagéo até a concentragdo de 500 mg/L, acima da qual a taxa
de reagdo tente a se estabilizar, sugerindo assim que a atividade da tanase
imobilizada para ambas as temperaturas avaliadas (30°C e 50°C) em fungdo da

concentragéo de acido tanico segue cinética do tipo Michaelis-Menten.

Os valores de Km e Vmax (Tabela 5.3) foram calculados pelo método de
Linewearver-Burk, em que foi plotado o grafico 1/[S] versus 1/Vo tanto para tanase
livre como para a tanase imobilizada. O valor mais elevado de Km determinado para
tanase imobilizada indica que mediante imobilizacdo, a afinidade da tanase pelo
substrato foi reduzida. Esse comportamento se deve a menor transferéncia de

massa do meio reacional para o sistema imobilizado, pois o processo da
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imobilizacdo reduz a difusdo do substrato nos intersticios do suporte (Mateo et. al,

2007). Este fato também foi observado por Bayramoglu et al (2008) e Tukel e

Alptekin et al (2004) quando observaram que os valores de Km das enzimas

cloroperoxidase e catalase, respectivamente foram aumentados apds o0 processo

imobilizacao por ligagao covalente.

Tabela 5.3: Parametros cinéticos da tanase livre e imobilizada.

Temperatura
Parémetros Livre Imobilizada
30°C 30°C 50°C
R? 0,9894 0,9800 0,9816
Vmax (U/mg proteina) 3,465 1,259 2,967
Km (mg) 317,00 348,81 914,88
Vmax/Km 85,1 x 10* 10,2 x 10™ 8,43 x 10™

Este é um perfil tipico dos sistemas imobilizados, tento em vista que a enzima

livre exerce sua atividade catalitica em um meio homogéneo, enquanto a enzima

imobilizada em um suporte sélido deve agir em um meio heterogéneo. Desta forma o

decréscimo da atividade das enzimas imobilizadas pode ser normalmente atribuida

as mudangas conformacionais na sua estrutura terciaria ou aos impedimentos

estéricos que resultam na dificuldade de acesso do substrato ao seu sitio ativo

(Bayramoglu et. al, 2008; Mateo et. al, 2007).
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5.1.5- Determinagdo do Tempo de Vida util da Tanase imobilizada.

Um parametro importante que deve ser considerado quando se quer
desenvolver um biossensor enzimatico € o tempo de vida util, durabilidade e
estabilidade as condigbes de estocagem da enzima em questdo (Shanet et al 2007;

Salgado, 2001).

Normalmente as enzimas imobilizadas mantém sua atividade em condi¢des
de estocagem quando nao sao expostas a condi¢gdes adversas de pH e temperatura
(Gomes et al, 2006). A determinagdo da atividade da tanase livre e imobilizada
durante o processo de armazenamento (10°C em ph 5,0)pode ser observado na
Figura 5.7. Foi verificado que ap6s 90 dias de estocagem a atividade hidrolitica da
tanase imobilizada manteve-se estavel, apresentando ainda valores de atividade
residual em torno de 94%. Desta forma quando comparada a tanase livre pode-se
observar que o procedimento de imobilizagdo nao afetou a atividade hidrolitica da

enzima.
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Figura 5.7: Avaliacdo do tempo de vida util da tanase livre e imobilizada em pérolas

de vidro.

Sharma et al (2007) estudaram o tempo de vida util da tanase de P. variable
livre e liofilizada armazenadas a 4°C e 30°C por um periodo de um ano, os
resultados mostraram que apés 15 dias de armazenamento a atividade se manteve
em 90%, com 120 dias apresentou uma retencao de 70% da sua atividade residual e
esta permaneceu até um ano durante sua estocagem para ambos os tipos

avaliados.
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5.1.6- Determinacéo da Estabilidade Operacional da Tanase Imobilizada

Estudos de estabilidade operacional podem mostrar a robustez do processo
de imobilizagdo através do reuso de uma mesma enzima imobilizada em varios
ciclos reacionais consecutivos (Rosatto et al. 2001). A estabilidade operacional da
tanase imobilizada em pérola de vidro foi testada em reacdes de hidrélise do acido
tanico nas temperaturas de 30°C e 50°C por 30 min. A atividade catalitica da enzima
foi calculada ao final de cada ciclo, tomando por base a concentragdo de acido
galico formado a partir da hidrélise do acido tanico por grama de enzima imobilizada.
Assim foi possivel verificar que apds 8 repeticdes a atividade catalitica do derivado

imobilizado a 30°C diminuiu 30% (+ 3,57 %) enquanto que a 50°C sofreu uma

reducao de 20% (£ 1,63 %) em relagc&o a primeira repeti¢cao (Figuras 5.8a e 5.8b).
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Figura 5.8: Estabilidade operacional da tanase imobilizada em pérolas de vidro a

30°C (a) e 50°C (b).

Abdel-Naby et al.(1999) apds imobilizar tanase em quitosana observaram que
a enzima era capaz de manter o seu alto poder de hidrdlise apdés 17 repeticdes de
uso da mesma, apresentando apenas um perda de 15% da sua capacidade

catalitica. Pahujani et al (2008) observaram que lipase imobilizada em Nylon-6 apdos
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8 repeticbes de sua reacgao de hidrdlise, apresentava 85% de sua atividade residual

e apo6s 13 repeticdes 20%.

Porém no caso do objetivo futuro deste estudo a utilizagdo da tanase
imobilizada na constru¢do de um biossensor enzimatico, a queda de 20% da
atividade ndo compromete o reuso do mesmo lote, ja que novas calibragbes do
instrumento podem ser refeitas adaptando o novo valor, de forma que o mesmo lote

podera ser utilizado mais de oito vezes, o que ira diminuir o custo do instrumento.

5.1.7- Estudos de Reutilizacdo do Suporte para o Processo de Imobilizacéo

Para que o uso dos componentes imobilizados torne o processo de
construcao do futuro sensor viavel € necessario que estes se mantenham ativos por
um maior tempo possivel, e ainda que os suportes apoés inativagdo do componente
bioldégico possam ser reutilizados (Shanet et al 2007, Salgado 2001; Romani et al,
2000) pois o custo econémico do suporte € bem expressivo de forma a encarecer
bastante o valor final de tal instrumento. Com isso testes foram realizados para

avaliar a eficiéncia do método de imobilizacdo com o uso do suporte reutilizado.

As pérolas de vidros contendo a enzima ja sem atividade catalitica foram
lavadas com agua destilada e secas a 100°C. Apds este tratamento foram
submetidas a um novo processo de imobilizagdo. A cada novo processo realizado foi
determinado o rendimento de imobilizagdo, atividade da enzima imobilizada e
atividade recuperada para avaliar a eficiéncia da reutilizacdo do suporte. Este

mesmo procedimento foi seguido antes de cada reutilizagao do suporte
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Assim, de acordo com os dados apresentados na Tabela 5.4 podemos
verificar que até a terceira reutilizagao foi possivel obter um rendimento em torno de
93%, a partir da quarta reutilizagado o rendimento caiu, ficando em torno 68%. Porém
ao se analisar os valores de atividade do derivado e atividade recuperada podemos
verificar que os resultados obtidos na quarta e quinta reutilizagdes foram maiores do
que o da primeira utilizacdo do suporte. Esse aumento pode ter ocorrido devido a
obtencdo de novas formas estruturais da enzima imobilizada de forma que favoreca
um melhor acesso do substrato ao sitio ativo, bem como a melhor liberacido do
produto para o macroambiente. Salgado et al (1997) ao utilizadar pérolas de vidro
para imobilizacdo de enzimas observaram que com a reutilizacdo do suporte ocorreu
uma queda de 30% no rendimento de imobilizagdo quando comparadas ao valor

obtido com a pérola nova.

Com isto pode-se concluir que a reutilizacdo dos suportes € possivel o que
garante maior economia na fabricacdo do biossensor, ja que sempre que 0

biocomponente perde totalmente sua eficiéncia é necessaria sua substitui¢ao.
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Tabela 5.4: Rendimento da imobilizacdo e determinagao das atividades com a

reutilizacdo do suporte.

Reutilizac&o
Atividade
1° 20 3° 40 50
Rendimentode g4 92,2 95,2 74,9 61,6
imobilizagao (%)
Derivado (U/g) 0,1636 0,1594 0,1342 0,3243 0,3029
Recuperada (%) 40 26,3 20 63,7 65,9

5.2- TESTES COM TRANDUTORES

Baseado no produto da reagdo enzimatica da enzima tanase sobre o
substrato (acido tanico), citada no item 3.3.2.1, foi realizada a sele¢ao do transdutor
a ser utilizado visando a construgao futura de um biossensor enzimatico para taninos
hidrolisaveis. Esta selecdo busca a utilizacdo de um transdutor que fosse de facil
implementacdo e o mais versatil possivel, para que a concentragcdo de taninos
presente no meio analisado pudesse ser determinada sem grandes dificuldades
operacionais durante o seu uso, e a construcdo do biossensor futuramente seja

viavel.

Na selecgéo inicial do transdutor foi escolhido o sistema eletrodo de pH com
pHmetro. Este eletrodo mede a diferenga de potencial entre duas superficies que
variam de acordo com o pH da solugdo, na qual estdo imersos. Para verificar se o

eletrodo respondia as variacbes de pH da solucdo de acido tanico pela acdo da
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enzima foram realizadas primeiramente testes estaticos com a enzima livre em
contato com as solug¢des de substrato (acido tanico) preparadas com agua destilada
nas concentragbes de 10 a 100 mg/L, na temperatura de 25°C por um tempo de
reacdo de 5 minutos. A partir da Figura 5.9 é possivel observar que até uma
concentragcdo de 50mg/L de acido tanico foi possivel obter uma linearidade na
resposta da variacdo do pH em relagdo a atividade da enzima em funcido da

formagao do produto (acido galico).

Desta forma seria possivel o uso deste sistema como medida do produto da
reacao enzimatica, nas condicdes testadas para concentracdes de substrato na faixa

de 10 a 50 mg/L.
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Figura 5.9: Curva de resposta para o transdutor (eletrodo de pH) a partir de reagdes

da enzima tanase livre

Além do carater linear da medida outra caracteristica avaliada foi a
estabilidade de resposta do eletrodo com relacdo ao tempo da reagao enzimatica.
Assim, foram realizados testes sucessivos com solu¢cdes de acido tanico com a
mesma concentragao (200mg/l) e com a mesma quantidade de solugdo enzimatica
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(0,1 mL) a 25°C variando o tempo de reacgao. Os resultados obtidos apresentados na
Figura 5.10 revelaram que com 5; 10 e 15 min de reagao enzimatica o eletrodo de
pH demonstrou ter uma estabilidade, ou seja, foram obtidos desvios de 2%; 0%, e
3% respectivamente, mostrando que o eletrodo de pH pode ser utilizado para
deteccdo do sinal da resposta biolégica da reagao enzimatica da tanase quando esta

€ utilizada na sua forma livre.
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Figura 5.10: Avaliagao da estabilidade de resposta do eletrodo com o tempo de

reacao (¢) 5 min (m) 10 min (A) 15 min.

Apos os testes com a enzima livre para verificar as caracteristicas de
respostas do eletrodo de pH em relagdo as mudangas que ocorrem no meio em
funcao das reacdes enzimaticas, foram realizados ensaios com a enzima imobilizada
em pérolas de vidro a fim de verificar se também nesta condicdo a resposta se

mantinha estavel. Para a IUPAC (Union of Pure Apllied Chemistry , 2001) s6 é
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considerado um biossensor aquele instrumento que apresenta na sua construgao o
componente biolégico em contato diretamente com elemento transdutor, e para
atender tal caracteristica € necessario que este componente biolégico esteja

imobilizado na sua superficie ou proximo ao mesmo (Thevenot et al, 2001).

Inicialmente foi realizada a construcdo da curva de resposta para o sistema
eletrodo de pH e a enzima imobilizada testada. A curva de resposta de um
instrumento é extremamente importante pois esta garante a sua precisdao e
confiabilidade. Em geral a maior parte dos sensores analiticos ou analisadores
industriais comercialmente disponiveis necessitam ser testados e calibrados antes
da sua utilizacao, pois se por qualquer motivo ocorrer qualquer alteracdo nas suas

condi¢des padrdes de operacao isto poderia acarretar em erros de medicao.

Estes testes simulam uma calibracdo do mesmo e podem ser realizados
facilmente através de experimentos sob as condigdes padroes que variam para cada
instrumento. Curvas entdo podem ser tragadas usando um conjunto de pontos
experimentais obtidos observando o sinal de saida do instrumento (eletrodo de pH)
para um determinado valor do sinal de entrada (concentragcéo de acido tanico). Estas
curvas sao chamadas de curvas de calibragao e através delas pode-se obter a faixa
linear e o grau de linearidade do instrumento. Saber se um instrumento € ou nao
linear é indispensavel, pois instrumentos nio lineares ndo possuem relagao direta da
leitura do sinal de saida com o da entrada. Desta forma para estes instrumentos é
necessario obter uma funcdo de calibracdo e a partir dela relacionar valores de

saida e entrada.

Para a determinagao das curvas de resposta ou de calibracdo para o futuro

biossensor enzimatico, testes foram realizados usando solugdes de acido tanico na

88



Resultados e Discussoes

mesma faixa de concentragao utilizada nos ensaios para a tanase livre (10 a 100
mg/L); sendo estas testadas de forma crescente e decrescente em valores de
concentragdo, e ainda com e sem lavagem da enzima imobilizada durante as

medidas; sendo a variacado de pH obtida para cada concentracao testada.

As curvas de resposta ou calibragao para o biossensor enzimatico podem se

observadas na Figura 5.11
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Figura 5.11: Curva de resposta ou calibragcdo para o sistema transdutor
(eletrodo de pH) e a enzima imobilizada usando solugdes de diferentes
concentragbes de acido tanico com e sem lavagem entre as medidas. CCL =
crescente com lavagem; CSL = crescente sem lavagem; DCL = decrescente com

lavagem; DSL = decrescente sem lavagem.

Através das curvas obtidas foi possivel verificar que nao existe uma resposta
linear, bem como uma estabilidade e repetibilidade dos dados obtidos em todas as
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formas testadas, de forma que n&o seria possivel utilizar o eletrodo de pH como

transdutor do biossensor.

Porém antes de rejeitar a possibilidade de utilizagdo do eletrodo de pH como
transdutor devido aos resultados néo satisfatorios obtidos foram feitos novos testes
para verificar se tal falta de linearidade e repetibilidade de resposta do sistema nao
seria causado pelo desconhecimento em relacdo ao tempo ideal de resposta para a
enzima imobilizada, pois caso o tempo usado fosse maior que o necessario para a
medida em cada concentragdo, saturagdes do sistema (enzima imobilizada) ou da

propria membrana do eletrodo poderiam ocorrer dificultando assim as medidas.

Desta forma foi verificado o tempo de resposta do eletrodo com relagdo a
acao da enzima imobilizada. O tempo de resposta € uma caracteristica dindmica de
um instrumento e pode ser definido como o tempo que a leitura deste instrumento
leva para ir de um valor inicial a valor final de equilibrio na leitura. Geralmente
instrumentos comerciais tém esta variavel, tempo de resposta, como uma variavel
especificada. No caso dos biossensores o tempo de resposta em geral é maior que
o de outros instrumentos, ja que leva-se em conta o tempo que a amostra

permanece em contato com o componente bioldgico.

Para determinar o tempo de resposta do eletrodo de pH utilizado em relagéo a
enzima imobilizada, testes foram realizados variando a concentracdo da solucao de
acido tanico de 10 a 50mg/L em ordem crescente de concentragdo e sem lavagem
do eletrodo e da enzima. Os resultados podem ser visualizados nas Figuras 5.12a,

5.12b, e 5.12c.
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Figura 5.12: Avaliagao do tempo de reagao na resposta do sistema eletrodo
de pH + enzima tanase imobilizada em pérolas de vidro. (a) 5 minutos, (b) 10

minutos e (c) 15 minutos.
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Assim podemos constatar que, independente do tempo de resposta utilizado a
falta de repetibilidade, estabilidade e linearidade continua, demonstrando que o
sistema eletrodo de pH usando a enzima tanase imobilizada em pérolas de vidro nao

€ adequado para ser utilizado como transdutor do biossensor.

Em seguida em fungdo dos resultados insatisfatérios obtidos com o sistema
de transducdo inicial, um novo transdutor foi testado usando como base outro
produto da reagao , citada nos itens 3.3.2.1 e 4.2.1 , um complexo colorido capaz de

ser detectado oticamente a 490nm.

Desta forma, visando o uso de um colorimetro na construcdo do biossensor
de taninos, tendo este comprimento de onda fixo em 490 nm (disponivel no
laboratério de sensores bioldégicos do DEB/EQ), testes foram realizados para avaliar
este novo sistema de transducao. A construcdo da curva de resposta para o sistema
transdutor (colorimetro + enzima tanase imobilizada) para diferentes solugbes de
acido tanico com e sem lavagem entre as medidas é mostrada na Figura 5.13. Neste
teste foi fixado o tempo de reagcdo de 15 minutos em variagcbes crescentes da
concentragdo de substrato (50 a 500 mg/L), e as medidas foram realizadas em
deltas de absorbancia, ou seja, diferengas entre o valor da absorbancia da solugéo

do substrato puro e da absorbancia da solugéo originaria da reagao enzimatica.
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Figura 5.13: Curva de resposta ou calibracdo para o sistema transdutor
(colorimetro) + enzima tanase imobilizada usando solugdes de diferentes
concentragbes de acido tanico com e sem lavagem entre as medidas. CCL =
crescente com lavagem; CSL = crescente sem lavagem; DCL = decrescente com

lavagem; DSL = decrescente sem lavagem

Ao analisar a linearidade das curvas apresentadas na Figura 5.13 pode-se
observar que a curva obtida usando o sistema colorimetro mais tanase imobilizada
em analise crescente de concentracdao d acido tanico e sem lavagem entre as
medidas foi a que apresentou maior linearidade, com coeficiente de correlagdo de R?
= 0,9633. No entanto ao observarmos as linearidade de todas as curvas obtidas

(Tabela 5.5) independente das condi¢des dos testes, todas apresentaram coeficiente
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de correlacédo superior a 0,9 o que indica uma boa linearidade do sistema testado,

portanto sua elevada sensibilidade.

Tabela 5.5: Equacéao da reta das curvas obtidas pelo sistema colorimetro +

tanase imobilizada

Condic¢des dos Testes Equacéo da Reta R?

Crescente com Lavagem Y =0,0001x + 0,0375 0,9562

Crescente sem Lavagem Y =0,002x + 0,0258 0,9633
Decrescente com Lavagem Y =0,0002x + 0,0245 0,9078
Decrescente sem Lavagem Y =0,0002 + 0,028 0,9520

Desta forma podemos concluir que na construcdo do biossensor enzimatico
para taninos o sistema detector colorimétrico a 490 nm mais enzima tanase
imobilizada em pérola de vidro podem ser usadas e aplicadas para a quantificacao
do acido tanico na concentragao de 50 a 500 mg/L, na temperatura de 50°C, pH 5,0

e com 15 minutos de reacgao.

Cabe ressaltar que qualquer variacdo nestas condicbes podera afetar o

funcionamento do sistema e consequentemente do biossensor a ser construido.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante a realizacdo deste trabalho permitem obter

varias conclusdes que s&o descritas a seguir:

v A técnica de imobilizagcdo usada permitiu uma boa eficiéncia na
imobilizagédo, cerca de 99% mantendo o poder catalitico das enzimas imobilizadas
por cerca de 90 dias quando estocadas em tampao fosfato pH 5,0 a 10°C. O método
também permitiu que pérolas reutilizadas, pérolas com enzimas ja sem atividade
cataliticas e pré-tratadas com lavagem com agua destilada e secagem a 100°C,
fossem usadas como suporte de imobilizacdo embora ocorressem quedas em torno
de 20% de atividade recuperada e apds a quarta reutilizacdo ocorra um aumento na

atividade recuperada.

v As melhores condi¢des de atuagbes da enzima tanase imobilizada

foram: pH 6timo de atuacao 5,0 e temperatura 6tima de atuacéo entre 50°C e 55°C
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v A faixa de concentragdo de acido tanico suportada pela enzima
imobilizada foi de 100 a 500 mg/L de acido tanico mostrando até 500 mg/L de acido
tdnico aumento linear de sua atividade. Apresentando valores da constante de
Michaelis-Menten para ambas as temperaturas avaliadas, 30°C e 50°C superiores

ao valor da enzima livre.

v' O tempo de 5 horas para o processo de imobilizacao foi suficiente para

que o sistema pérola de vidro e enzima tanase atinjisse o equilibrio.

v' Dentro da faixa de valores de pH (4,0 — 6,0) estudados a enzima
tanase imobilizada se mostrou estavel por o tempo de 5 horas, apresentado melhor

estabilidade em pH 5,0 (92,24%).

v' A tanase imobilizada apresentou ter estabilidade térmica, mostrando
valores de atividade residual apés 5 horas de incubacédo de 92,24%; 63,23% e

26,92% para as temperaturas de 30°C; 50°C e 60°C respectivamente.

v Os estudos de estabilidade operacional mostram que a tanase
imobilizada apds 8 ciclos de reutilizagdo em regime de batelada apresentou uma
queda de 30% e 20% no valor de sua atividade residual em relagdo a primeira

utilizacdo nas temperaturas de 30°C e 50°C respectivamente.

v' O sistema eletrodo de pH mais enzima tanase imobilizada em pérolas
de vidro ndo se mostrou adequado para ser utilizado como sistema de transducéo,
nas condigdes testadas. Em contra partida o sistema colorimetro (490nm) mais
enzima tanase imobilizada apresentou em todas das curvas obtidas nos ensaios

realizados coeficientes de correlagao superiores a 0,9 de forma que se mostrou apto
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para ser utilizado como sistema de transdugcdo para a construcdo do futuro

biossensor.

6.2 — SUGESTOES

Através do estudo de imobilizagdo da enzima tanase e de suas caracteristicas foi
possivel constatar a sua possibilidade de ser utilizada no desenvolvimento do
biossensor para taninos hidrolisaveis, porem ainda existem muitos pontos a serem

explorado para a obtencao de tal instrumento, entre ele podem citar:

e Otimizagao do processo de imobilizagdo, de forma a avaliar quais seriam as
melhores condicbes para o técnica de imobilizagdo utilizada, como
quantidade de enzima fornecida ao suporte, tempo de imobilizacdo, pH do

meio de imobilizagao.

e Verificar a utilizacdo de outros sistemas de transducido para ser utilizado

como detector da reagao enzimatica.

e Construgdo do biossensor enzimatico para taninos hidrolisaveis e testa-los

em amostras reais, tais como chas, sucos e vinhos.

e Aplicar o biossensor em uma linha de fluxo de forma a automatizar de

maneira simples a técnica analitica desenvolvida.
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Anexo 01:

DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA TANASE EM
SOLUCAO

5,0 mL de solugédo 0,02% de acido tanico

Aclimatar em banho termostatico

Adicionar 0,25 mL do complexo enzimatico

J/ Incubar a 30°C por 10 min

Transferir 0,4 mL da mistura reacional para tubos contento 0,6 mL

de solucéao etandlica de rodanina 0,667 %

J/ Homogeneizar e deixar em repouso por 5
min

| |
| |
| |
| |
| |

J/ Homogeneizar e deixar em repouso por 2,5
min

Adicionar 8,6 mL de agua destilada

Homogeneizar

Ler a 520 nm




Anexo 02:

SEQUENCIA DE ANALISE DO BRANCO UTILIZADO NA
DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA TANASE EM
SOLUCAO

5,0 mL de solugcdo 0,02% de acido tanico

J/ Aclimatar em banho termostatico

Adicionar 0,25 mL do complexos enzimatico

Retirar a cada 5 min ate completar J/ Incubar a 50°C por 30 min
30 min

Transferir 0,4 mL da mistura reacional para tubos contento 0,6 mL

de solucdo etandlica de rodanina 0,667%

J/ Homogeneizar e deixar em repouso por 5
min

J/ Homogeneizar e deixar em repouso por 2,5
min

Adicionar 8,6 mL de agua destilada

J/ Homogeneizar

Ler a 520 nm

[ Adicionar 0,4 mL de solu¢do de KOH 0,5N

N R 2 S /S /S




Anexo 03:

DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA TANASE
IMOBILIZADA

10,0 mL de solugéo 0,05% de acido tanico

Aclimatar em banho termostatico

Adicionar 0,25 mL do complexo enzimatico

J/ Transferir imediatamente

Transferir 0,4 mL da mistura reacional para tubos contento 0,6 mL

de solucéao etandlica de rodanina 0,667 %

J/ Homogeneizar e deixar em repouso por 5
min

| |
| |
| |
| |
| |

J/ Homogeneizar e deixar em repouso por 2,5
min

Adicionar 8,6 mL de agua destilada

Homogeneizar

Ler a 520 nm




