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RESUMO 

 

Santos, Vânia Paula Salviano, Desenvolvimento de um método para detecção de ácido 

benzóico em refrescos a base de guaraná. Rio de janeiro 2012. Dissertação (Mestrado em 

Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos) – Escola de Química, Universidade Federal 

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012. 

 

O ácido benzóico, assim como seus sais, benzoatos de sódio e potássio, está entre os 

conservantes mais utilizados para inibir o crescimento microbiano em alimentos, em função da 

favorável relação de custo-benefício. Embora sejam considerados seguros, esses conservantes, 

tem sido reportados na literatura como causa de diversos efeitos adversos à saúde (asma, rinite, 

pseudo-alergias, hiperatividade em crianças), além de estarem relacionados à formação de 

benzeno, substância comprovadamente cancerígena, em bebidas.  Assim, é importante um 

controle rígido de suas dosagens visando à qualidade dos alimentos e a segurança dos 

consumidores, aplicando-se métodos analíticos rápidos e acessíveis. Atualmente, a detecção 

desses conservantes tem sido realizada por meio de métodos cromatográficos. O presente 

trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia de detecção e quantificação 

de benzoato de sódio. A metodologia fundamentou-se na medida da inibição da atividade da 

enzima tirosinase pelo benzoato de sódio presente; uma vez que a concentração do conservante 

está relacionada com a percentagem de inibição sofrida pela enzima. Para tanto, foi utilizado um 

eletrodo de oxigênio para medição de seu consumo durante a reação enzimática, na presença do 

substrato L-tirosina. O tempo de estabilização do eletrodo foi de 3 minutos e todas as amostras 

foram saturadas durante 5 minutos antes das leituras com o eletrodo de oxigênio. A enzima 

utilizada foi obtida do macrofungo Agaricus Bisporus, tendo atividade enzimática determinada 

por método colorimétrico de 372 U/mL a 937 U/mL. As proporções adequadas de 
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enzima/substrato e o tempo reacional foram determinados de que as flutuações das variações do 

consumo de oxigênio fossem menores: extrato puro/ solução de L-tirosina 1 mM ou extrato 

diluído 2 vezes/ solução de L-tirosina 1.2 mM , ambos durante 7 minutos. A curva padrão de 

inibição enzimática exibiu linearidade de 0.006 g a 0.014 g de benzoato de sódio, utilizando-se o 

extrato puro e solução de L-tirosina 1.2 mM; para o extrato diluído 2 vezes, a inibição não foi 

suficientemente distinta entre as diferentes concentrações de benzoato de sódio, não permitindo 

quantificá-lo. Adicionalmente, foram efetuadas análises em amostras de bebidas – refresco a 

base de guaraná (Paullinia cupana) natural. Primeiramente, ensaios com soluções de extrato de 

guaraná orgânico foram realizados para verificar a possível interferência do guaraná na 

linearidade da curva de inibição enzimática. Os resultados deste ensaio mostraram que o extrato 

de guaraná não influenciou na linearidade da curva de inibição enzimática. A estabilidade do 

extrato foi verificada através da medida da variação da atividade enzimática por método 

colorimétrico, durante um período de 5 meses. Testes com refrescos a base de guaraná indicaram 

a presença de benzoato de sódio abaixo do limite de detecção do método.  

 

Palavras-chave: benzoato, bebidas, biossensor, tirosinase 
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ABSTRACT 

 

Santos, Vânia Paula Salviano, Desenvolvimento de um método para detecção de ácido 

benzóico em refrescos a base de guaraná. Rio de janeiro 2012. Dissertação (Mestrado em 

Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos) – Escola de Química, Universidade Federal 

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012. 

 

Benzoic acid, as well as its salts, sodium benzoate and potassium, is among the most widely used 

preservatives to inhibit microbial growth in food products, due to the favorable cost-effective. 

Although considered safe, these preservatives have been reported in the literature as a cause of 

many adverse health effects (asthma, rhinitis, pseudo-allergies, hyperactivity in children), and 

are related to the formation of benzene, carcinogenic substances, in beverages . Thus, it is 

important to tight control of their strengths in order to food quality and safety of consumers, 

applying analytical methods fast and affordable. Currently, the detection of these preservatives 

have been performed by means of chromatographic methods. This study aimed to develop a 

methodology for detection and quantification of sodium benzoate. The methodology was based 

on the measurement of inhibition of the enzyme tyrosinase sodium benzoate present, since the 

concentration of preservative is related to the percentage inhibition suffered by the enzyme. For 

this purpose, we used an oxygen electrode to measure their consumption during the enzymatic 

reaction in the presence of the substrate L-tyrosine. The settling time of the electrode was 3 

minutes, all samples were saturated for 5 minutes before reading the oxygen electrode. The 

enzyme used was obtained from mushroom Agaricus bisporus having enzymatic activity 

determined by colorimetric method 372 U / ml to 937 U / mL. The proportions of enzyme / 

substrate reaction time were determined and that the fluctuations in oxygen consumption 

variations were lower, pure extract / solution of L-tyrosine or 1 mM 2-fold diluted extract / 
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solution of 1.2 mM L-tyrosine, both for 7 minutes. The standard curve exhibited enzymatic 

linearity of 0006 g to 0014 g sodium benzoate, using the pure extract solution and 1.2 mM L-

tyrosine; extract diluted to 2 times, the inhibition was not sufficiently different between the 

different concentrations sodium benzoate, not allowing quantified. In addition, analyzes were 

performed on samples of beverages - soft drinks the basis of guarana (Paullinia cupana) natural. 

First tests with solutions of organic guarana extract were performed to verify the possible 

interference of guarana on the linearity of the curve of enzyme inhibition. The results of this 

testing showed that guarana extract did not influence the linearity of the curve of enzyme 

inhibition. The stability of the extract was checked by measuring the variation in enzyme activity 

by a colorimetric method, for a period of five months. Tests on the basis of refreshments guaraná 

indicated the presence of sodium benzoate below the limit of detection. 

 

Key words: benzoate, beverage, biosensor, tyrosinase  
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INTRODUÇÃO 
 

1 
 

CAPÍTULO 1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Considerações Gerais 
 

 A agropecuária moderna e o processamento de alimentos muitas vezes envolvem  a 

utilização de produtos naturais ou desenvolvidos artificialmente para aumentar a produtividade 

(fertilizantes), proteger as culturas de ervas daninhas e pragas (pesticidas), prevenção de doenças 

(antibióticos), melhorar ou conferir características organolépticas desejáveis e/ou aumentar o 

tempo de vida útil por meio de aditivos alimentares (corantes, edulcorantes, conservantes, 

antioxidantes),  agregar ou aumentar o valor nutricional do alimento (vitaminas naturais ou 

sintéticas), dentro outros (GRATZFELD-HÜSGEN e RAINER, 2001). 

 O uso desses produtos deve trazer benefícios tanto para as empresas, no sentido de 

melhorar as margens de competitividade e lucro, como para os consumidores que necessitam 

consumir produtos de alta qualidade em termos de características organolépticas, aspectos 

nutricionais e seguros do ponto de vista químico e microbiológico (GRATZFELD-HÜSGEN e 

RAINER, 2001; MUTLU, 2010). Desse modo, a maioria dos países têm estabelecidos em sua 

legislação, níveis de tolerância máximos de aditivos químicos, resíduos de agroquímicos, toxinas 

e microrganismos patógenos e contaminates em alimentos de um modo geral, afim de promover 

a segurança alimentar dos consumidores (VISWANATHAN, RADECKA e RADECKI, 2009). 

 Atualmente, mudanças de hábitos alimentares da população, no que se refere à 

substituição do consumo de produtos in natura por produtos industrializados, tem intensificado o 

uso aditivos cuja função esteja relacionada ao aumento da validade comercial do alimento 

(POLÔNIO e PERES, 2009). No Brasil, um estudo recente realizado para avaliar as tendências 

temporais na compra de alimentos feita pelas famílias brasileiras, mostrou que nas ultimas três 

decadas alimentos minimamente processados, não processados e ingredientes culinários vem 

sendo constantemente substituídos por alimentos altamente processados (prontos para o 

consumo) (MONTEIRO, LEVY, et al., 2011). 

 Desse modo, questões realtivas à inocuidade alimentar vem ganhando destaque nos 

ultimos anos, principalmente no que se refere ao uso de conservantes e as suas possíveis 

consequências negativas para a saúde humana, amplamente reportadas na literatura (POLÔNIO e 

PERES, 2009). 
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O acido benzóico sob a forma de seus sais (benzoatos de sódio e potássio) é considerado 

um dos conservantes mais utilizados na indústria alimentícia, principalmente em alimentos de 

pH mais baixo (Ex.: molhos) e bebidas não alcoólicas. Embora seu consumo seja considerado 

seguro para a saúde humana (GRAS – Generally recognized as safe), diversos estudos apontam 

casos de reações adversas em decorrência do seu uso, mesmo abaixo de níveis estabelecidos 

pelas agências reguladoras, além de estar relacionado à formação do benzeno em bebidas  

(GARDNER e LAWRENCE, 1993; WHO, 2000; ASERO, 2006; EFSA, 2008; 

LACHENMEIER, REUSCH, et al., 2008; BILAU, MATTHYS, et al., 2008; LACHENMEIER, 

REUSCH, et al., 2008; NYMAN, DIACHENKO, et al., 2008; METCALFE, SAMPSON e 

SIMON, 2009; ZENGIN, YÜZBAşıOğLU, et al., 2011).  

Com bases nas reações adversas do ácido benzóico e seus sais, verifica-se a importância 

de um rígido controle nas quantidades adicionadas aos alimentos, visando à segurança dos 

consumidores, além do monitoramento de suas concentrações por meio de métodos analíticos 

rápidos e acessíveis, de modo que tais concentrações não excedam os níveis previstos na 

legislação. Essa necessidade tem estimulado o desenvolvimento de diversas metodologias de 

análise em complemento às convencionais. No momento, os métodos cromatográficos são os 

mais utilizados e estabelecidos para a detecção e quantificação desse conservante. Entretanto, 

apresentam algumas limitações por serem de alto custo, complexos, exigirem operadores 

altamente treinados e pré-tratamento das amostras (SHAN, LI, et al., 2008). 

 Nesse sentido, o desenvolvimento de biossensores como métodos complementares aos 

convencionais, vem ganhando cada vez mais espaço na literatura, pela seletividade, tamanho 

(possibilidade de miniaturização), e serem relativamente econômicos, rápidos e sensíveis 

(RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005; FURTADO, DUTRA, et al., 2008).  

 Em termos gerais, trata-se de um dispositivo de análise que combina de forma eficaz a 

especificidade e a seletividade que oferecem as reações biológicas com o alto poder de 

processamento de transdutores da indústria eletrônica moderna. É importante ressalvar que 

existem diversos tipos de biossensores segundo o componente biológico e transdutor utilizados, 

cada um com suas vantagens e limitações técnicas específicas (RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 

2005). 
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 Para a detecção e monitoramento de ácido benzóico em alimentos, a enzima tirosinase 

vem sendo bastante utilizada no desenvolvimento de biossensores baseados no processo de 

inibição enzimática. Embora a tirosinase possa ser encontrada abundantemente distribuída na 

natureza, tanto em animais quanto em vegetais, na maior parte dos trabalhos utilizando tirosinase 

em biossensores há a predominância da tirosinase originária do macrofungo Agaricus bisporus, 

na forma purificada comercial ou por meio da utilização do tecido in natura do cogumelo 

(MORALES, MORANTE, et al., 2002; SEO, SHARMA e SHARMA, 2003; SEZGINTÜRK, 

GÖKTUG e DINÇKAYA, 2005; SHAN, SHI, et al., 2007; SHAN, LI, et al., 2008; LI, TAN, et 

al., 2010; LÓPEZ e LÓPEZ-RUIZ, 2011).  

 A tirosinase é uma enzima que contém cobre e consome oxigênio quando catalisa a 

oxidação de substratos fenólicos, à quinonas, substâncias de coloração amarela que após 

sofrerem polimerização adquirem tonalidades que vão desde o vermelho até o preto, 

denominados melaninas, que são consideradas como a principal causa do escurecimento de 

vegetais durante a maturação, manuseio, armazenamento e processamento (SEO, SHARMA e 

SHARMA, 2003). 

 Neste trabalho, a fonte da enzima tirosinase foi o extrato enzimático do macro fungo 

Agaricus bisporus, para o desenvolvimento de um método de detecção de acido benzóico 

visando sua futura aplicação na construção de um biossensor para análise de alimentos. 

O método tem como princípio a medida da inibição da atividade enzimática da enzima 

tirosinase com o substrato L-tirosina, pelo ácido benzóico, utilizando para isso um eletrodo de 

oxigênio tipo Clark, sendo que a concentração do conservante está quantitativamente relacionada 

com a percentagem de inibição sofrida pela enzima.  

A enzima tirosinase tem sido amplamente utilizada em métodos de detecção, 

principalmente para analitos em amostras das áreas ambiental e alimentícia. Na literatura os 

trabalhos descritos utilizam a enzima tirosinase do macrofungo Agaricus bisporus, na forma 

purificada comercial ou o próprio tecido vegetal homogeneizado, em ambos os casos, 

imobilizadas. Este trabalho utilizou o extrato enzimático do Agaricus bisporus como fonte da 

enzima tirosinase para a detecção de benzoato de sódio em bebidas não alcoólicas. Na literatura 

não foram encontrados estudos utilizando esse extrato enzimático para o objetivo do presente 

trabalho.
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Capítulo 2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo principal 
  

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um método de detecção do ácido 

benzóico em bebidas a base de guaraná, baseado na inibição da atividade catalítica da enzima 

tirosinase na presença do analito em questão, visando futura aplicação em um biossensor para 

análise de alimentos.  

 

2.2 Objetivos específicos 
 

 Visando alcançar o objetivo principal deste trabalho, os seguintes objetivos específicos 

foram traçados: 

 

1. Extrair a enzima tirosinase a partir dos corpos de frutificação do macrofungo 

Agaricus bisporus; determinar a atividade enzimática, o teor de proteínas e avaliar 

a estabilidade 

2. Determinar o tempo de estabilização do eletrodo de oxigênio 

3. Determinar os parâmetros da cinética de inibição enzimática: 

 

• tempo de reação 

• melhor relação [S] x [E] 

 

4. Desenvolver o método para a detecção e quantificação de benzoato de sódio:  

 

• condições padrões 

• construção da curva de inibição padrão 

• determinar os limites de detecção e quantificação 

 

5. Aplicar o método desenvolvido na análise de amostras de refrescos comerciais à 

base de guaraná 
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Capitulo 3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1 O guaraná 
 

 O guaraná é o fruto do guaranazeiro, uma planta nativa brasileira da região amazônica. 

De nome científico Paullínia cupana variedade sorbilis (Mart.) Ducke, é uma espécie da família 

das sapindáceas e se encontra em estado nativo nas regiões compreendidas entre os rios 

Amazonas, Maués, Paraná do Ramos e Negro (estado do Amazonas) e bacia do Rio Orinoco 

(Venezuela). Sendo genuinamente brasileiro, o guaraná é um dos produtos amazônicos mais 

conhecidos tanto no Brasil como no exterior (SUFRAMA, 2003). 

 Os frutos possuem coloração predominantemente vermelha podendo apresentar em 

menor escala, tonalidades amarelas ou alaranjadas. Quando maduros, entreabrem-se exibindo as 

sementes pretas envoltas por uma polpa branca (Figura 1) (SUFRAMA, 2003).                                 

                Figura 1 - Fruto do guaranazeiro: o guaraná (PALMOLIVE, 2011) 
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 O guaraná (derivado de ‘’varaná’’, árvore que sobre apoiada em outra) é utilizado há 

séculos por alguns povos indígenas pelas suas propriedades terapêuticas no combate a 

enxaquecas, nas convalescenças e regulador intestinal (FILHO, 2006). Os índios Sateré-Mawé, 

chamados de ‘’filhos do guaraná’’após domesticarem a planta, desenvolveram um processo de 

beneficiamento do guaraná sendo estes, portanto, inventores da cultura do guaraná. O guaraná 

produzido pelos Sateré-Mawé, conhecido como guaraná de terras altas é de altíssima qualidade 

mas é produzido em pequena escala, apenas em anos de safra excelente (MINISTÉRIO DA 

CULTURA, INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL, 2008).  

 O guaraná é conhecido por suas propriedades estimulantes e ergogênicas e também pelas 

alegações terapêuticas, como antidepressivo, antidiarréico, diurético, antineurálgico. Efeito 

antioxidante  para inibir a agregação plaquetária e ação de proteção gástrica também foram 

reportados em estudos sobre o guaraná (LIMA, CARNEVALI, et al., 2004). No Brasil, o guaraná 

tem seu consumo bastante difundido entre atletas, com alegações de melhorias no desempenho e 

também tem sido adotado como suplemento na dieta de cavalos de corrida. Suplementos 

contendo guaraná e o termogênico Ma Huang, são comercializados como redutores de peso sob a 

alegação de promoverem a perda de gordura em indivíduos com sobrepeso, embora os estudos 

sobre esse tema não sejam conclusivos (LIMA, CARNEVALI, et al., 2004). 

 As sementes torradas (ramas) são comercializadas para atender ao mercado externo e 

interno na agroindústria. Após a agro industrialização, são obtidos: o xarope para consumo como 

bebida energética; o bastão que origina o pó de guaraná consumido misturado em água; ou o pó 

já vendido em frascos, cápsulas ou saches. Embora esses produtos façam parte de um mercado 

em expansão, os produtos de maior aceitação nacional e internacional, ainda são os refrigerantes 

gaseificados a base de guaraná uma vez que cerca de 70% da produção de ramas do país é 

destinada a atender essa indústria. Os 30% restantes destinam-se a atender a produção de guaraná 

em pó e bastão, empregados em bebidas energéticas, cosméticos e fitoterápicos. A produção de 

ramas no Brasil em 2003 era de 4300 toneladas/ano, sendo MT, PA, BA e AM os maiores 

estados produtores (SUFRAMA, 2003). Em 2010, a produção nacional foi de 4642 toneladas 

(IBGE, 2012). 

 No Brasil o refrigerante de guaraná é um produto muito popular principalmente entre o 

público de faixa etária mais jovem, estando em segundo lugar em consumo, ficando atrás apenas 

dos refrigerantes de cola (BNDS, 2006). 
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3.1.2 Bebidas não alcoólicas a base de guaraná: refresco  
  

 O refresco pode ser definido como uma bebida não gaseificada, não fermentada, obtida 

pela diluição, em água potável, do suco de fruta, polpa ou extrato vegetal de sua origem, 

adicionada de açúcares. Os refrescos a base de guaraná, devem conter semente de guaraná 

(gênero Paullínia) ou o seu equivalente em extrato a uma concentração mínima de 0.02 g/100 

mL (MAPA, 1998). 

 O refresco se tornou um hábito constituindo um mercado de grande importância para a 

região metropolitana do Rio de Janeiro que é responsável pelo maior consumo de refrescos de 

guaraná (Tabela 1) no Brasil (ABIR, 2011). 

 

Tabela 1 - Dados sobre o consumo de refrescos per capita por região de 2005 a 2010 (ABIR, 
2011). 

 

  

 O conservante mais comumente usado para evitar a proliferação microbiológica 

nessas bebidas é o ácido benzóico e seus sais (benzoatos de sódio e potássio). A legislação 

brasileira permite a concentração máxima de 0.05g do conservante para cada 100 mL de bebida 

(MAPA, 1998). 
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3.2. O ácido benzóico 

 

 
O ácido benzóico (C7H6O2), ácido carboxílico (Figura 2) de massa molar 112,13g/mol é 

um sólido branco, pouco solúvel em água (2,9 g/L a 20°C) e sua solução aquosa é ligeiramente 

ácida (WHO, 2000). 

De ocorrência natural em animais e plantas, o ácido benzóico, é constituinte de muitos 

alimentos, como frutas (principalmente oxicoco e ameixas),  produtos lácteos, canela, cravo, com 

relatos de concentrações máximas encontradas de 40 mg/kg de alimento (GAVA, BENTO e 

FRIAS, 2008) (WHO, 2000). 

                 Figura 2 - Estrutura química do ácido benzóico (THERON e LUES, 2009). 

 

A principal via de obtenção industrial do ácido benzóico é a oxidação catalítica do 

tolueno (CUBERO, MONFERRER e VILLALTA, 2002; GAVA, BENTO e FRIAS, 2008). 

Além de alimentos e bebidas, o ácido benzóico também é usado em cosméticos, produtos 

farmacêuticos e herbicidas. O ácido benzóico é mais frequentemente usado como matéria-prima 

na produção de substâncias químicas, tais como fenóis, caprolactamas, dibenzoatos glicol,  

benzoatos de sódio e potássio e outros derivados (CFS, 2007). 

Em termos de importância industrial, conta com uma produção anual de 560000 t por 

ano,  onde  o principal mercado é a produção de fenol (75%),  seguida a produção de benzoato de 

sódio (10%) e sintese quimica de plastificantes (5%) (OECD, 2001). 
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3.2.1 Os sais derivados do ácido benzóico: benzoatos de sódio e potássio como conservantes 
 

Aproximadamente 60% da produção de benzoato de sódio de cerca de 75000 t é voltada 

para o mercado de conservantes em alimentos e bebidas. A produção de benzoato de potássio é 

estimada em 7000 t por ano tendo como mercado principal o de conservantes para bebidas 

(OECD, 2001). 

Em decorrência da crescente demanda por alimentos processados, o uso de conservantes 

vem ganhando cada vez mais importância na tecnologia alimentar moderna. O ácido benzóico, 

assim como seus sais, benzoatos de Na e K, estão entre os conservantes mais utilizados para 

inibir o crescimento microbiano, em função da relação custo-benefício (Tabela 2) (THERON e 

LUES, 2009). Os benzoatos constituem um grupo muito importante de aditivos alimentares 

utilizados para o controle do desenvolvimento microbiano: algumas bactérias, fungos 

filamentosos e leveduras. Tal controle é importante tanto para evitar a deterioração do produto, 

quanto pela inibição do crescimento de microrganismos patogênicos (BILAU, MATTHYS, et 

al., 2008). 

. 

 

Tabela 2 - Algumas características físico-químicas do ácido benzóico e seus sais (CFS, 2007) 

 Ácido benzóico Benzoato de sódio Benzoato de potássio 

Fórmula estrutural 

   

Numero INS1 210 211 212 

Numero Cas2 65-85-0 532-32-1 582-25-2 

Fórmula molecular C7H6O2 C7H5O2 Na C7H5O2 K 

Solubilidade a 20°C 2.9 g/L 566 g/L 566 g/L 

                                                      
1 ‘’INS significa International Numbering System ou Sistema Internacional de Numeração de Aditivos Alimentares. Este sistema foi elaborado 
pelo Comitê do Codex sobre Aditivos Alimentares e Contaminantes de Alimentos (CCFAC) para estabelecer um sistema numérico internacional 
de identificação dos aditivos alimentares nas listas de ingredientes como alternativa à declaração do nome específico do aditivo.’.’ 
2 Cas Número (Chemical Abstracts Service Registry Number). Trata-se do número de registro atribuído a cada produto químico atribuído pelo 
Chemical Abstracts Service - CAS, órgão da Sociedade Americana de Química (American Chemical Society-ACS). 
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Embora o ácido benzóico não dissociado seja o agente antimicrobiano mais efetivo, os 

benzoatos são mais comumente utilizados pela maior solubilidade em água, uma vez que o ácido 

benzóico é parcialmente solúvel em temperaturas normais (ASHURST, 2005). 

Uma vez em solução, o ácido benzóico ocorre em equilíbrio entre as formas dissociada e 

não dissociada e com a diminuição do pH a quantidade de ácidos na forma não dissociada 

aumenta. 

Adicionado na forma de seus sais, o acido benzóico permanece em equilíbrio após sofrer 

hidrólise (Figura 3). 

 

 

           Figura 3 - Hidrólise do ácido benzóico (GAVA, BENTO e FRIAS, 2008) 

 

 

O valor do pK para o ácido benzóico é de 4,2. O pK, pode ser definido com sendo o valor 

do pH em que as concentrações da forma dissociada e não dissociada se igualam, portanto nesse 

caso, em valores abaixo de 4.2, predomina a forma não dissociada do ácido e em valores acima a 

forma dissociada (Tabela 3). Desse modo, atua com maior eficiência em alimentos que possuam 

pH na faixa de 2.5 a 4.5 ou que possam ser acidificados. Tem como maiores mercados de 

conservantes alimentícios: bebidas não alcoólicas, conservas, geléias, doces, margarinas, balas, 

molhos (GAVA, BENTO e FRIAS, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 



REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

11 
 

Tabela 3 - Percentagem do ácido benzóico não dissociado em função do pH (GAVA, BENTO e 
FRIAS, 2008) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As bebidas não alcoólicas contribuem para o consumo estimado de benzoatos 

representando freqüências superiores a 80% do consumo estimado para o consumidor médio, 

tornando-as o maior mercado desses conservantes (LINO e PENA, 2010). 

O ácido benzóico geralmente exibe efeito inibitório no crescimento de fungos e leveduras 

e em menor escala, de bactérias, mais freqüentemente associadas a problemas de contaminação 

em produtos com faixas de pH acima de 4.5, (THERON e LUES, 2009). Melhores resultados de 

preservação podem ser obtidos quando o ácido benzóico é utilizado em conjunto com outros 

conservantes, como o dióxido de enxofre e o ácido sórbico devido aos efeitos sinérgicos 

(ASHURST, 2005). O aumento do efeito antimicrobiano foi observado quando o benzoato foi 

combinando com ultrasonicação, irradiação, uso de embalagem a vácuo e atmosfera modificada 

(ROSS, GRIFFITHS, et al., 2003) (AUGUSTINE, KUDACHIKAR, et al., 2011). 

O mecanismo de inibição do crescimento microbiano pela fração não dissociada do ácido 

benzóico, se da pelo fato deste ser lipossolúvel, o que o torna permeável a membrana celular 

liprotéica dos microrganismos. Por meio da difusão simples através da membrana, o ácido em 

equilíbrio após a hidrólise acidifica o meio intracelular (BARBOSA-CÁNOVAS, 1999). 

Em geral, os microrganismos mantém o pH do interior de suas células maior que o 

exterior. Quando o ácido benzóico entra no citoplasma, a fração não dissociada do ácido sofre 

dissociação liberando, portanto, íons H+ e COO - .Visando manter o pH, a célula promove um 

fluxo de prótons para o exterior, cuja demanda energética faz com que o crescimento celular seja 

restringido (Figura 4). Havendo superação das reservas energéticas da célula, o pH do citoplasma 

                                          pK 4.2 

pH        % de ácido não dissociado 

3                 94 

4                61 

5               13 

6               1.5 

7               0.2 
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diminuirá, afetando negativamente o seu crescimento celular (GOULD, 2000). A neutralização 

dos prótons por meio de agentes tamponantes celulares causa a acidificação do interior da célula 

contribuindo para a inibição do crescimento (KREBS, WIGGINS, et al., 1983). 

 

     Figura 4 - Teoria clássica da acidificação citoplasmática  (RUSSELL e GOULD, 2003) 

 

O benzoato pode ser considerado o conservante mais efetivo em acidificar o citoplasma.  

O acúmulo de ânions COO - no citoplasma, possui efeito antimicrobiano por toxicidade à célula 

(RUSSELL e GOULD, 2003). 

 

3.2.2 Aspectos toxicológicos 
 

Uma vez ingerido e em contato com a acidez estomacal, há um deslocamento do 

equilíbrio que favorece o ácido benzóico não dissociado que é rapidamento absorvido no trato 

gastrointestinal. No fígado é metabolizado em conjugação com o a glicina originando ácido 

hipúrico que é excretado pela urina. O mesmo ocorre com a ingestão de benzoatos, uma vez que 

em solução aquosa a forma ionizada origina o ácido benzóico não dissociado. Isso permite que o 

metabolismo e os efeitos sistêmicos possam ser analizados de forma conjunta (WHO, 2000).  

O ácido benzóico assim como seus sais, são considerados conservantes seguros para a 

saúde humana em todo o mundo (GRAS) (QI, HONG, et al., 2008). Os limites máximos 

permitidos variam de acordo com a legislação de cada país que os estabelece de acordo com o 

tipo de alimento (Tabela 4) (LINO e PENA, 2010). 
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Tabela 4 - Concentração máxima de benzoato (expressa como ácido benzóico) em algumas 
partes do mundo. 

Concentração máxima de benzoato (expressa como ácido benzóico) 

em algumas partes do mundo 

Referências 

 

 

EUA 0.1 % (FDA, 2011) 

Brasil 0.05 g/100 mL (MAPA, 1998) 

União Européia 0.5% (WHO, 2000) 

Japão 0.2 % (WHO, 2000) 

 

A IDA (Ingestão Diária Aceitável) é uma estimativa efetuada pelo Comitê Conjunto 

FAO/OMS de Peritos Alimentares (JECFA), da quantidade do aditivo alimentar expressa em 

relação ao peso corporal, que uma pessoa pode ingerir diariamente durante a toda a sua vida sem 

riscos apreciáveis a sua saúde e é utilizado como critério de avaliação dos aditivivos em todo o 

mundo (POLÔNIO e PERES, 2009). No caso do ácido benzóico, a IDA é de 0-5 mg/kg (WHO, 

2000).  

No Brasil, o consumo estimado de benzoato para o consumidor médio ficou entre, 0,3-0,9 

mg/kg , o que corresponde a 18% da IDA (IBGE) e 54% (Datamark) (LINO e PENA, 2010). 

Embora considerados seguros para a saúde,  estudos sugerem que o consumo desses 

conservantes está relacionado a uma série de efeitos adversos a saúde, principalmente em 

crianças e pessoas suscetíveis (Quadro 1). A toxicidade aguda de benzoatos é baixa. No entanto, 

casos de urticária, rinite, asma ou choque anafilático têm sido relatados após exposição oral, 

dérmica ou por inalação. Em pessoas sensíveis, mesmo em doses inferiores às de 5 mg/kg pode 

causar reações não imunológicas de contato (pseudo-alergias) (BILAU, MATTHYS, et al., 

2008).  

Em se tratando dos aditivos alimentares, é importante ressaltar que a toxicidade ou os 

benefícios, dependem da extensão em que esse componentes alimentares tem a adsorção, 

excreção e metabolismo como um todo, afetados, uma vez que havendo interações sinérgicas 

entre eles, os limites para o consumo humano podem ser alterados (MOUTINHO, BERTGES e 
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ASSIS, 2007). Alguns estudos reportam casos de reações alérgicas cruzadas entre os benzoatos e 

outros aditivos,  como o amarelo crepúsculo, por exemplo (POLÔNIO e PERES, 2009). 

 

Quadro 1 - Alguns efeitos adversos relacionados ao consumo de benzoatos 

Possíveis efeitos adversos Referência 

Prurido crônico (ASERO, 2006) 

Reações asmáticas (BALATSINOU, DI GIOACCHINO, et al., 

2004) 

(METCALFE, SAMPSON e SIMON, 2009) 

Exacerbação dos sintomas de rinite 

crônica 

(PACOR, DI LORENZO, et al., 2004) 

Exacerbação dos sintomas de urticária 

crônica 

(POLÔNIO e PERES, 2009) 

 

Hiperatividade em crianças (METCALFE, SAMPSON e SIMON, 2009) 

(EFSA, 2008) 

(HASHIMOTO, 2011) 

Genotoxicidade, clastogenicidade e 

mutagenicidade (em linfócito humanos in 

vitro) 

(ZENGIN, YÜZBAşıOğLU, et al., 2011) 

 

 

3.2.3 Formação de benzeno em alimentos 
 

O benzeno é reconhecido pelo IARC (International Agency for Research on Cancer) 

como carcinogênico para humanos, e a sua ocorrência em alimentos tem sido atribuída a diversas 

fontes potenciais como, por meio de lixiviação de materiais e embalagens ou do ambiente de 

armazenamento, água de abastecimento contaminada, processos de cocção ou degradação por 

calor, processos de irradiação em alimentos e degradação de conservantes, tais como os 

benzoatos (BARSHICK, SMITH, et al., 1995). 
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Os benzoatos quando na presença de ácido ascórbico e metais de transição como o Cu 

(I1) e Fe (III), podem sofrer descarboxilação, reação que pode ser acelerada pelo incidência de 

luz e calor (NYMAN, WAMER, et al., 2010) (GARDNER e LAWRENCE, 1993). Ambos os 

compostos possuem ampla aplicação como conservante e antioxidante, respectivamente, em 

bebidas não alcoólicas  (APREA, BIASIOLI, et al., 2008). 

Metais de transição, por exemplo, Cu (I1) e Fe (III), podem catalisar a redução de um 

elétron de oxigênio por ácido ascórbico para produzir o ânion superóxido, que sofre dismutação 

espontânea para produzir peróxido de hidrogênio. A redução catalisada pelo metal de H2O2 por 

ácido ascórbico pode gerar o radical hidroxila que pode descaboxilar o acido benzóico, levando a 

formação de benzeno (GARDNER e LAWRENCE, 1993). 

Algumas pesquisas indicam que adoçantes nutritivos, como açúcar e xarope de milho rico 

em frutose, o ácido etileno diamino tetra-acético (EDTA) e o hexametafosfato de sódio podem 

reduzir ou até inibir a formação do benzeno, o que aumenta o potencial de formação em bebidas 

nas versões diet e light . A ação quelante do EDTA e do hexametafosfato de sódio  pode ser bem 

reduzida quando são adicionados cálcio e outros minerais no alimento. Outro fator importante 

está relacionado com o tempo de estocagem: a formação do benzeno é maior quando são 

considerados longos tempos de estocagem e altas temperaturas (NYMAN, WAMER, et al., 

2010; APREA, BIASIOLI, et al., 2008; STEVE e GOMPEL, 2008). 

Um levantamento de mais de 50 alimentos coletadas e analisados de 1991-1992 (McNeal 

et al., 1993) revelou que os alimentos (incluindo ovos) sem a adição de benzoatos continham 

benzeno em concentrações < 2 ng/g. A concentração de benzeno em alimentos que continham 

benzoatos e ascorbatos variou de  1 a 38 ng/g (MCNEAL, NYMAN, et al., 1993). 

Na literatura, diversos estudos apontam a presença de benzeno acima do permitido pela 

legislação dos países onde foram realizadas as análises, principalmente em bebidas não-

alcooólicas (BARSHICK, SMITH, et al., 1995; MCNEAL, NYMAN, et al., 1993; APREA, 

BIASIOLI, et al., 2008; LACHENMEIER, REUSCH, et al., 2008; NYMAN, WAMER, et al., 

2010; NYMAN, DIACHENKO, et al., 2008). 

Em 2006, algumas diretrizes foram publicadas pela Associação Americana de Bebidas 

(ABA), na tentativa de auxiliar os fabricantes de bebidas a reduzir ou evitar a formação de 

benzeno. Dentre elas destacam-se: substituição do ácido ascórbico por outro antioxidante, uso de 

EDTA ou polifosfatos de sódio foram recomendados para seqüestrar íons metálicos que podem 
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catalisar a hidroxila formação radical, avaliação das condições de estocagem e prazo de validade 

para minimizar a exposição dos produtos a temperaturas elevadas e ultravioleta (UV) (NYMAN, 

WAMER, et al., 2010). 

Vale destacar, que não existem limites legais estabelecidos para o benzeno em alimentos 

ou bebidas sendo o limite na água potável usado como valor de referência, sendo estes limitados 

a 10 µg/L-1 pela Organização Mundial da Saúde (OMS), 5 µg/L-1 pela Agência de Proteção 

Ambiental dos EUA e 1 µg/L-1  pelo Conselho Europeu (APREA, BIASIOLI, et al., 2008). 

No Brasil, em 2011, o Ministério Público Federal (MPF) firmou um termo de 

ajustamento de conduta (TAC), com 3 fabricantes de refrigerantes (Coca-Cola Indústrias Ltda., 

(Companhia de Bebidas das Américas (AMBEV) e a Primo Schincariol Indústria de Cervejas e 

Refrigerantes Ltda.), que prevê a quantidade máxima de 5 µg/L (MPF/MG). 

 

3.2.4 Métodos de determinação de ácido benzóico/benzoatos em amostras de alimentos 
 

O conceito de segurança alimentar implica na produção e comercialização de produtos 

alimentícios que não ofereçam risco a saúde do consumidor. O uso de aditivos tem se tornado 

uma prática cada vez mais comum na indústria de alimentos visando um maior tempo de vida 

útil favorecendo a estocagem e transporte por longas distâncias (KOKYA, FARHADI e 

KALHOR, 2011). 

Tendo em vista a ampla utilização do ácido benzóico e seus sais (benzoatos) como 

conservantes na indústria alimentícia, a detecção e a quantificação destes são de grande 

importância no controle de qualidade dos produtos visando evitar fraudes e práticas inadequadas 

de fabricação, considerando os possíveis efeitos adversos desses conservantes discutidos nas 

sessões 3.2.3 e 3.2.4 (METCALFE, SAMPSON e SIMON, 2009). 

Na Tabela 5, estão listados alguns dos procedimentos analíticos convencionais utilizados 

para determinação de benzoatos em alimentos. 

Atualmente, o procedimento de análise mais utilizado para detectar e monitorar os níveis 

de ácido benzóico e benzoatos em alimentos e bebidas é por HPLC (High-performance liquid 

chromatography) em português CLAE (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência) (SHAN, LI, 

et al., 2008).  
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   Tabela 5 – Alguns procedimentos analíticos para determinação e quantificação de benzoatos 

Método Faixa de detecção Referências 

HPLC/CLAE: 

Cromatografia 

Líquida de Alta 

Performance 

7-21 mg/L (bebidas não alcoólicas) 

3.17- 56.77 mg/kg (iogurte e 

queijo) 

295,6-608,4 mg/L (vinho tinto e 

sidra) 

804 mg/L (bebidas não alcoólicas) 

 

(ENE e DIACU, 2009) 

(YILDIZ, ERDOGAN, et al., 

2011) 

(MACHADO, TFOUNI, et al., 

2007) 

(TFOUNI e TOLEDO, 2002) 

CG: Cromatografia 

Gasosa 

0.1-134 mg/l (bebidas não-

alcoólicas) 

0.5 -159.6 mg/L 

(PAN, WANG, et al., 2005) 

(KOKYA, FARHADI e 

KALHOR, 2011) 

CCD: Cromatografia 

de Camada Delgada 

50–300 ppm (bebidas não-

alcoólicas) 

(KHAN, MURAWSKI e 

SHERMA, 1994) 

EC: Eletroforese 

Capilar 

9.8 µg/L (molho de soja) 

197–401 mg /L (bebidas não 

alcoólicas) 

 

(WEI, LI, et al., 2011) 

(COSTA, PERFEITO, et al., 

2008) 

E-UV: 

Espectroscopia de 

Ultra-Violeta 

897 mg/L (bebidas não alcoólicas) (YOSHIKAWA, SAITO e 

SAKURAGAWA, 2011) 

 

 

3.2.5 Biossensores para a detecção de acido benzóico 
 

A monitorização contínua, sensível, seletiva, e fiável de uma grande variedade de 

diferentes compostos em várias amostras de alimentos e bebidas é de importância crescente para 

assegurar a alta qualidade de rastreabilidade de qualquer possível fonte de contaminação de 

alimentos e bebidas (CSÖOREGI, GÁSPÑR, et al., 2002). A maioria dos métodos clássicos de 
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análise utilizados atualmente, embora sejam estabelecidos e confiáveis,  necessitam muitas 

vezes, de instrumentação sofisticada,  pessoal bem treinado e  tempos longos de análise tornando 

essas análises de alto custo (MELLO e KUBOTA, 2002).  

 Com o objetivo de tornar as análises de benzoatos em alimentos, mais rápidas, baratas e 

simples, o desenvolvimento de diversas metodologias é descrito na literatura em termos de 

biossensores como alternativas promissoras aos métodos convencionais (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Biossensores para detecção de benzoatos/ácido benzóico em amostras de alimentos 

Biossensor/princípio Faixa de detecção/amostra Referências 

Tecido de cogumelo 

homogenizado/inibição 

amperométrica  

25–100 µM (bebidas não alcoólicas) (SEZGINTÜRK, 

GÖKTUG e 

DINÇKAYA, 2005) 

PPO-PANI 0.0366 mg/L (bebidas não alcoólicas) (LI, TAN, et al., 2010) 

PPO-PANI- PAn 2×10-7 M (leite, iogurte e bebidas não 

alcoólicas) 

(SHAN, SHI, et al., 2007) 

PPO-Teflon/grafite 9.0×10-7 M (maionese e bebidas não-

alcoólicas) 

(MORALES, 

MORANTE, et al., 2002) 

Eletrodo de carbono 

modificado com PPO- 

nano-CaCO3  

5.6×10-7 - 9.2×10-5 M (iogurte, bebidas não 

alcoólicas) 

(SHAN, LI, et al., 2008) 

Eletrodo de carbono 

vítreo modificado com 

PPO/CaHPO4 

119.6-132 mg/L (bebidas não-alcoólicas, 

maionese) 

(LÓPEZ e LÓPEZ-RUIZ, 

2011) 

 

   

Biossensores amperométricos baseados em enzimas surgiram na última década, com 

possibilidade de aplicação muito promissora na indústria de alimentos e bebidas. Esses 

dispositivos são, em geral altamente seletivos, sensíveis, de custo relativamente baixo e de fácil 

manuseio e integração em sistemas de análise contínuas. Uma aplicação bem sucedida de tais 

sensores para fins industriais, no entanto, requer um desenho do sensor, que satisfaça as 
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necessidades específicas de monitorização do analito alvo na aplicação em particular, uma vez 

que cada aplicação individual necessita de diferentes condições de funcionamento e 

características do sensor (CSÖOREGI, GÁSPÑR, et al., 2002). Desse modo, a imensa 

oportunidade de desenvolvimento e o potencial de mercado, tem impulsionado as pesquisas de 

métodos de análises para a área de alimentos em termos de biossensores (VISWANATHAN, 

RADECKA e RADECKI, 2009). 

As características dos biossensores são dependentes do elemento biorreconhecimento e 

do transdutor de sinal  utilizados, assim como a comunicação entre estes dois elementos, o que 

faz com que embora sejam promissores, também apresentem limitações e desvantagens como 

quaisquer outros métodos de análises (COCK, ARENAS e APONTE, 2009). 

  

3.2.2 O macrofungo Agaricus bisporus (Champignon de Paris) 
 

 O champignon de Paris (Agaricus bisporus), é uma das espécias de cogumelos mais 

extensivamente cultivada no mundo sendo a primeira a ser cultivada no Brasil (FURLANI e 

GODOY, 2005). São organismos pertencentes ao reino Fungi e ao filo Basidiomycota sendo 

denominados de basidiomicetos. Em geral, apresentam corpo de frutificação macroscópico 

(basidiocarpo), constituído por hifas entrelaçadas que formam pseudo-tecidos, os quais se 

diferenciam em píleo, estipe e lamelas (Figura 5) (AQUINI, 2010). 

 Pertencente a família Agaricaceae, o champignon, constitui um alimento com excelente 

valor nutritivo devido aos elevados teores de proteínas, vitaminas e fibras e baixos teores de 

carboidratos e gorduras.  (FURLANI e GODOY, 2005). Embora o maior consumo de 

champignons esteja relacionado à dieta oriental, um crescimento na dieta ocidental pode ser 

verificado por meio de dados fornecidos pela FAOSTAT, onde se pode observar um aumento de 

60% na produção mundial, em 10 anos (FURLANI e GODOY, 2005). 

Diversos estudos apontam o Agaricus Bisporus, como um fungo de grande potencial de 

degradação sendo utilizado na biorremediação de xenobióticos fenólicos, bem como na 

construção de biossensores de uso ambiental por ser uma fonte barata da enzima tirosinase 

(SILVA, 2009), (ARORA, 2002). 
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           Figura 5 - Basidiocarpo do macrofungo Agaricus Bisporus 

 

3.3 Tirosinase 

 

3.3.1 Características gerais 

 
A tirosinase [EC 1.14.18.1], também conhecida como polifenol oxidase, bifuncional que 

contém dois átomos de cobre (CuA e CuB) ambos os quais coordenados por três resíduos de 

histidina constiuíndo uma proteina de cobre tipo 3 (Figura 6) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Estrutura do sítio ativo da tirosinase (ROLFF, SCHOTTENHEIM, et al., 2011) 
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Estando amplamente distribuída em microorganismos, animais e plantas, a tirosinase está  

envolvida em processos de melanização da pele, cabelo e escurecimento enzimático de frutas 

(DECKER, SCHWEIKARDT e TUCZEK, 2006). No entanto, sua atividade nem sempre é 

detectável por estar sob efeito de inibidores endógenos ou na forma latente (SÀNCHEZ-

FERRER, RODRIGUEZ-LÒPEZ, et al., 1995).  

Em relação aos grupos substituintes ligados aos dois átomos de cobre, a tirosinase pode 

apresentar três formas distintas: oxitirosinase (Eoxi), metirosinase (Emet) e deoxitirosinase (Edeoxi).  

No estado latente, a tirosinase apresenta cerca de 2 – 30%  da forma Eoxi e o restante da forma 

Emet (KIM e UYAMA, 2005). In vivo, a forma predominate é a Emet  (FARIA, 2008). 

Utilizando oxigênio molecular, a tirosinase catalisa a reações diferentes: a o-hidroxilação 

de monofenóis e a subseqüente oxidação do o-difenol resultando em o-quinonas (Figura 7). As 

consecutivas atividades catalíticas da tirosinase são chamadas de cresolase e catecolase, 

respectivamente. Posteriormente as o-quinonas reagem com nucleófilos diferentes, produzindo 

intermediários que sofrem polimerização originando pigmentos (melaninas) que vão desde o 

vermelho até o preto (HAGHBEEN e TAN, 2003).  

 

Figura 7 - Esquema simplificado do mecanismo de ação da tirosinase (SEO, SHARMA e 
SHARMA, 2003) 

 

O comportamento cinético da tirosinase é muito complexo porque a oxidação enzimática 

do monofenol e o-difenol e deste para o-quinonas ocorre simultaneamente com reações 

associadas não enzimáticas destas últimas (FENOLL, PEÑALVER, et al., 2004). O ciclo dos 

monofenóis, tem como particularidade, em relação à cinética da tirosinase, uma fase lag antes de 

chegar à velocidade máxima. O tempo necessário para atingir o estado estacionário  depende de 
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vários fatores: pH, temperatura, a fonte de enzima, a concentração de monofenol (diretamente 

proporcional ao período da fase lag), a concentração da enzima (com o aumento da concentração 

de enzima o período lag diminui, mas nunca desaparece totalmente) e a presença de quantidades 

catalíticas de o-difenol ou íons de metais de transição (Fe+2 ou com menor eficácia, Cd+2, Ni+2, 

Co+2 e Zn+2) que podem eliminar a fase lag completamente. Quanto ao ciclo dos o-difenóis, a 

cinética segue a de Michaeles-Menten  (SÀNCHEZ-FERRER, RODRIGUEZ-LÒPEZ, et al., 

1995; FENOLL, PEÑALVER, et al., 2004).  

 No ciclo da monofenolase, o monofenol pode reagir apenas com a forma Eoxi e se liga à 

posição axial de um dos cobres desta forma. Por meio de rearranjo trigonal bipiramidal 

intermediário ocorre a o-hidroxilação de monofenol pelo peróxido que gera o o-difenol, que é 

oxidado a  o-quinona,  resultando na forma  Edeoxi para nova ligação com o peróxido. O o-difenol 

pode reagir com a forma  Emet  presente, para originando o coordenado o-difenol no ciclo da 

monofenolase. No ciclo da difenolase, tanto a forma Eoxi  quanto a forma Emet, reagem com o 

difenol oxidando-o a o-quinona (Figura 8) (KIM e UYAMA, 2005). 

O termo tirosinase refere-se ao substrato tirosina. Ambas as atividades (cresolase e 

catecolase) parecem ter amplas especificidades de substrato, embora a enzima possua maior 

afinidade por L-isômeros à D-isômeros correspondentes.  

 Em 1895 foram realizadas as primeiras investigações bioquímicas com o cogumelo 

Russula nigricans, que após serem cortados e expostos ao ar, adquiriam uma coloração 

avermelhada passando ao castanho escuro/preto. As tirosinases melhores caracterizadas são 

derivadas de Streptomyces glaucescens e dos fungos Neurospora crassa e Agaricus bisporus. 

Em fungos e vertebrados a tirosinase catalisa o primeiro passo para a formação de pigmento 

melanina a partir da tirosina, enquanto que nas plantas há uma ampla variedade de substratos 

fenólicos (NYANHONGO, STEINER e GUBITZ, 2011). 
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Figura 8 - Esquema detalhado do mecanismo de reação da tirosinase (LÓPEZ e LÓPEZ-RUIZ, 
2011) 
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3.3.2 Tirosinases macrofúngicas  
 

 

 As tirosinases macrofúngicas, geralmente podem ocorrer em diversas isoformas tais 

como,  imaturas, maturas e latentes e ativas. No entanto, a descrição bioquímica em relação à 

caracterização cinética e relação entre estas isoformas ainda não está bem estabelecida. Os 

cogumelos apresentam cerca de 99% da tirosinase sob a forma latente (FARIA, MOURE, et al., 

2007). 

 Tal como como outras tirosinases macrofúngicas, o tirosinase de Agaricus bisporus é 

intracelular. É uma heterotetrâmero com uma massa molecular aparente de 120 kDa 

aproximadamente, de duas subunidades de 43-48 kDa (H) e duas subunidades de 13,4 kDa (L). 

Geralmente as tirosinases obtidas de fungos possuem propriedades semelhantes (SEO, 

SHARMA e SHARMA, 2003)  

             Nos fungos, as tirosinases estão relacionadas ao escurecimento enzimático e a 

pigmentação. Melaninas fúngicas são derivadas de L-tirosina c-glutaminil-3, 4-dihidroxibenzeno 

(GDHB) ou catecol no caso dos basidiomicetos e constituem um mecanismo de defesa ao 

estresse, tais como radiações UV, raios gama, radicais livres, desidratação e temperaturas 

extremas, além de contribuir para a resistência da parede celular contra enzimas hidrolíticas 

evitando a lise celular (HALAOULI, ASTHER, et al., 2006). Esses pigmentos possuem ainda 

funções relacionadas à diferenciação dos órgãos reprodutivos e formação de esporos, 

virulência em fungos patogênicos e proteção dos tecidos após lesão (SEO, SHARMA e 

SHARMA, 2003). 

 Atualmente a tirosinase utilizada por pesquisadores são obtidas comercialmente ou 

extraídas em laboratório, principalmente a partir dos corpos de frutificação do Agaricus Bisporus 

obtidos em mercados locais. Na literatura é possível encontrar estudos que descrevem a 

utilização da tirosinase a partir do tecido íntegro, extrato enzimático ou tecido homogenizado do 

corpo de frutificação do macrofungo, senso utilizada em sua forma livre ou imobilizada 

(KAMEDA, 2003; SILVA, 2009; SEZGINTÜRK, GÖKTUG e DINÇKAYA, 2005). 

 Imobilização de enzimas é um dos aspectos importantes do biotecnologia, uma vez que 

reduz o custo de produção devido à reutilização das enzimas e  tendências recentes apontam a 

viabilidade industrial. As várias técnicas usadas para imobilização de enzimas incluem o 

aprisionamento em gel polimérico, adsorção em materiais insolúveis, encapsulação em 
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membranas, ligações cruzadas com reagentes bifuncionais ou multifuncionais, e vinculação à 

suportes   inertes (SEO, SHARMA e SHARMA, 2003) 

  

3.3.3 Aplicações das tirosinases macrofúngicas 
 

 Até a última década, os estudos sobre tirosinases fúngicas, principalmente a partir do 

cogumelo comestível  Agaricus bisporus, eram essencialmente motivados pelo fenômeno de 

escurecimento enzimático durante desenvolvimento e pós-colheita de armazenamento . Hoje, um 

crescente interesse é dedicado ao potencial das tirosinases de fungos em biotecnologia e 

aplicações ambientais, cenário que propicia a criação de uma grande demanda para a enzima  

(HALAOULI, ASTHER, et al., 2006; FARIA, MOURE, et al., 2007). 

As reações de oxidação sequenciais catalizadas pela tirosinase descritas na seção 3.3.1, 

são utilizadas como base para diversas aplicações biotecnológicas que estão resumidas no 

Quadro 2. 

 

 

Quadro 2 - Resumo de algumas aplicações de tirosinases macrofúngicas 

Aplicação Princípio/ detecção 
Macrofungo 

de origem 
Referências 

Desenvolvimentos de 

novas ténicas de 

determinação de 

compostos fenólicos 

Consumo de oxigênio 

 

Redução direta da o-quinona 

liberada 

Redução da o-quinona usando um 

mediador, como o hexacianoferrato 

 

 

Agaricus 

bisporus 

(CAMPANELLA, 

SAMMARTINO e 

TOMASSETTI, 

1992; SILVA, 2009) 

(ÖNNERFJORD, 

EMNÉUS, et al., 

1995) 

(BONAKDAR, 

VILCHEZ e 

MOTTOLA, 1989) 
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Desenvolvimentos de 

novas ténicas de 

determinação de ácido 

benzóico/benzoatos 

 

Inibição enzimática 

 

 

Agaricus 

bisporus 

(LI, TAN, et al., 

2010; LÓPEZ e 

LÓPEZ-RUIZ, 

2011; SHAN, LI, et 

al., 2008; 

SEZGINTÜRK, 

GÖKTUG e 

DINÇKAYA, 2005; 

SHAN, SHI, et al., 

2007) 

Remoção de compostos 

fenólicos / 

biorremediação 

 

Oxidação de fenóis 

 

Agaricus 

bisporus 

(ENSUNCHO e 

ALVAREZ-

CUENCA, 2005; 

KAMEDA, 2003) 

Desenvolvimento de 

biopolímeros  para 

alimentos 

 

Rede de proteínas ligadas de caseína 

 

Pycnoporus 

sanguineus 

(HALAOULI, 

ASTHER, et al., 

2006) 

Produção de L-DOPA L-tirosina como substrato Aspergillus 

oryzae 
 

(HAQ, ALI e 

QADEER, 2002) 

 

 

3.3.4 Inibidores da atividade biocatalítica da enzima tirosinase 
 

 Um inibidor enzimático é uma substância que interfere na atividade de uma enzima de 

modo reversível diminuindo a taxa de reação ou de modo irreversível inativando-a (CAMPBELL 

e FARRELL, 2011). Uma série de inibidores da tirosinase de fontes naturais  e  sintéticas têm 

sido identificados e relatados na literatura (Tabela 6). Os inibidores reversíveis são classificados 

em quatro tipos: competitivos, não competitivos, incompetitivos e mistos 

(competitivo/incompetitivo) (Figura 9) (CHANG, 2009). 
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1. Inibidores competitivos: apresentam características estruturais semelhante as do substrato 

competindo com o mesmo pelo sítio ativo da enzima. Quando ligado a enzima forma um 

complexo inativo enzima/inibidor (EI) impedindo-a de realizar outra catálise. No entanto 

esse processo é reversível com a adição de mais substrato o equilíbrio pode ser deslocado 

de modo a favorecer a formação do complexo enzima-substrato (ES)  

 
 

2. Inibidores não-competitivos: o inibidor não compete com o substrato pelo mesmo sítio 

ativo da enzima, se ligando um sítio ativo diferente não havendo, portanto, a 

possibilidade de reverter a inibição por meio de adição de substrato.  Ocorre a formação 

de um complexo entre a enzima/ inibidor  (EI) e entre o enzima / substrato / inibidor 

(ESI) 

 
 

3. Inibidores  incompetitivos: se ligam ao mesmo sítio dos inibidores não competitivos, a 

diferença é que no caso dos inibidores incompetitivos, estes se ligam apenas ao complexo 

enzima/substrato formado (ESI) 

 
 

4. Inibidores mistos (competitivo/incompetitivo): Se ligam tanto com a enzima livre quanto 

com o complexo enzima/substrato (ES) (CHANG, 2009; MARQUES e YAMANAKA, 

2008). 

 

        

Figura 9 - Mecanismo de ação de inibidores reversíveis. Adaptado de  (CHANG, 2009) 
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Além do mecanismo de inibição, a força inibitória expressa com o valor de IC50 e 

definida como sendo a concentração de um inibidor necessária para inibir metade da atividade da 

enzima na condição testada,  é o critério primário de um inibidor (CHANG, 2009). 

Embora 98-99% da tirosinase presente em cogumelo esteja na sua forma latente, o 

restante que permanece na forma ativa tem um potencial de escurecimento enzimático durante a 

maturidade ou por danos causados no manejo pós-colheita, o que causa graves prejuízos 

econômicos para indústrias de cogumelo. O inibidor mais comumente aplicado ao processo de 

descoloração, atualmente, é o sulfito.  Em humanos, embora a melanina tenha função 

fotoprotetora, o acúmulo de uma quantidade anormal de melanina em diferentes partes 

específicas da pele, resultando em manchas mais pigmentadas pode se tornar um problema 

estético. O captopril , uma droga antihipertensiva, também é reportado como sendo um inibidor 

da formação da melanina. Logo, tanto a hiperpigmentação em pele humana quanto o 

escurecimento enzimático em frutas são fenômenos que têm incentivado pesquisadores a buscar 

novos inibidores da tirosinase (SEO, SHARMA e SHARMA, 2003; CHANG, 2009).  

 

Tabela 7 - Alguns inibidores da tirosinase de cogumelo 

Inibidor Fonte Tipo de inibição ID50 mM 

Oxiresveratrol Natural/Morus alba Não-competitivo 0.001 

Ácido p-cumarico Natural/Panax ginseng Misto 0.65 

Agaritina Natural/ Agaricus bisporus incompetitivo - 

Ácido cinâmico  Sintético Misto  0.70 

Ácido kójico Sintético  Misto  0.014 

Captopril Sintético Não-competitivo - 

Benzaldeído Sintético Não-competitivo  0.82 

  Adaptado de (SEO, SHARMA e SHARMA, 2003) 

 

Os processos cinéticos de inibição reversíveis são  abordados em muitos estudos, com o 

objetivo de aplicação em diversas áreas, como a farmacêutica (produção de fármacos), ambiental 
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e alimentícia, sendo nessas duas, voltados, principalmente, para o desenvolvimento de métodos 

analíticos (COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008). 

O processo de inibição enzimática tem sido bastante utilizado na construção de 

biossensores para aplicação em diversas áreas tais como, medicina, biologia, química, física e 

farmácia, bem como em distintos setores de aplicação, tais como monitoramento ambiental, 

medicina, setor militar, industrial e de saúde (MARQUES e YAMANAKA, 2008). 

Há ainda os inibidores que se ligam a enzima de forma irreversível por meio de ligações 

covalentes podendo inativá-la em seguida (KAMEDA, 2003). No entanto, os inibidores 

irreversíveis da tirosinase  são diferentes dos inativadores irreversíveis não específicos de 

enzimas, tais como ácidos ou bases, que destroem todas as estruturas de proteínas. Em vez disso, 

eles geralmente são específicas para tirosinase alterando especificamente o sítio ativo dessa 

enzima (CHANG, 2009).  

Entre os inibidores irreversíveis, há uma classe especial de substratos responsáveis pela 

chamada inativação suicida, fenômeno durante o qual uma enzima é inativada pelos seus 

produtos de reação de oxidação de difenóis a oquinona, o catecol e L-DOPA (KAMEDA, 2003; 

CHANG, 2009).  

O  ácido benzóico estudado no presente trabalho, é um inibidor reversível, competitivo da 

tirosinase (MORALES, MORANTE, et al., 2002; LI, TAN, et al., 2010). 

 

 

3.3.5 Estudo dos possíveis interferentes das amostras a serem analisadas 
  

 Como descrito na seção 3.3.4, diversos inibidores podem interferir na atividade da 

tirosinase. Sendo assim, os componentes das amostras foram pesquisados extensivamente a fim 

de verificar se algum deles além do ácido benzóico poderia causar inibição da enzima tirosinase. 

 Uma das amostras de refresco de guaraná apresenta ácido ascórbico como antioxidante 

em sua composição. Trabalhos da literatura descrevendo biossensores para a detecção de ácido 

benzóico em amostras de bebidas não-alcoólicas que também continham ácido ascórbico relatam 

a interferência deste na resposta do analito em diferentes percentagens (Tabela 7). 

 Na literatura não foram encontrados estudos sobre interferência da atividade da enzima 

tirosinase pelo extrato de guaraná. 
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Tabela 8 - Influência do ácido ascórbico na inibição da enzima tirosinase em diferentes 
biossensores 

Biossensor Inibidor /interferente % de 

inibição 

Referência 

 

PPO-

Teflon/grafite 

ácido ascorbico 

 

17 (MORALES, 

MORANTE, et al., 

2002) 

PPO-PANI- PAn ácido lático, ácido sórbico, ácido 

cítrico, sacarina sódica, cafeína 

 

ácido ascorbico 

 

1-4 

 

 

11 

 

(SHAN, SHI, et al., 

2007) 

PPO- nano-

CaCO3 

ácido lático, ácido sórbico, ácido 

cítrico, sacarina sódica, cafeína 

 

ácido ascorbico 

 

1,3-4,7 

 

 

10,6 

 

(SHAN, LI, et al., 

2008) 

PPO/CaHPO4 

 

ácido ascórbico 5,3 (LÓPEZ e LÓPEZ-

RUIZ, 2011) 

 

 

3.3.6 Eletrodo de oxigênio 
 

  O oxigênio participa de diversas reações fisiológicas envolvendo oxigenases, 

hidroxilases e oxidases, sendo este último, o grupo a qual pertence à tirosinase. O eletrodo de 

oxigênio foi desenvolvido por L.C. Clark em 1953 (Figura 10), o que contribuiu grandemente 

para os estudos de reações oxigênios-dependentes.  
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Figura 10 - Esquema do eletrodo de oxigênio do tipo Clark. Adaptado de (BISSWANGER, 
2008) 

 

 O catodo consiste em um fio de platina fixado em um tudo de vidro, enquanto que o 

anodo é eletrodo de prata/cloreto de prata, ambos imersos em solução de KCl. A voltagem 

constante entre os dois eletrodos é de 0.5-0.8 V. Uma membrana de teflon ou polietileno 

permeável ao oxigênio separa o eletrodo da solução que contém o analito. A tensão é selecionada 

fazendo com que o oxigênio seja difundido através da membrana e reduzido no cátodo, criando 

uma corrente elétrica mensurável (Figura 11) (BISSWANGER, 2008; WANG e LIU, 2011). 

 

 

 

Figura 11 - Reações no ânodo e cátodo do eletrodo de Clark (BISSWANGER, 2008) 

 

 A corrente gerada é proporcional a concentração de oxigênio na solução. Antes de ser 

utilizado o eletrodo precisa ser calibrado simulando-se 100% de umidade (WANG e LIU, 2011).  
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 A reação entre a enzima tirosinase e o substrato L-tirosina ocorre mediante ao consumo 

de oxigênio (Figura 12).  

Figura 12 - Reação de catálise de monofenol (L-tirosina) a o-quinona com consumo de oxigênio 
(SILVA, 2009) 

  

Historicamente, o eletrodo de Clark, foi o primeiro transdutor associado à enzima glicose 

oxidase pata o monitoramento dos níveis de glicose no sangue, seguindo a atividade da glicose 

oxidase na presença de glicose e oxigênio (MUTLU, 2010).  

Nesse trabalho esse princípio será utilizado para medir a variação do consumo de 

oxigênio na reação enzimática na ausência e presença do inibidor ácido benzóico, onde a taxa de 

inibição da atividade enzimática é proporcional a concentração do analito, no caso, o próprio 

ácido benzóico. 

Na literatura é possível encontrar vários trabalhos onde o eletrodo de oxigênio é utilizado 

como transdutor na construção de biossensores para área ambiental, alimentícia e clínica 

(SILVA, 2009; KAMEDA, 2003; SHAN, LI, et al., 2008). 

 

 

3.4 Biossensores 
 

3.4.1 Características gerais 
 

  

Um biossensor ou sensor biológico consiste em um instrumento no qual o sistema de 

reconhecimento utiliza um mecanismo bioquímico que integrado a um transdutor físico-químico 
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processa o sinal gerado devido à interação entre o analíto com o biocomponente (BARTLETT, 

2008). A medida do analito alvo é obtida por meio da transdução seletiva da reação 

biocomponente-analito em um sinal quantificável, óptico ou elétrico que é proporcional a 

concentração do analito (WANG e LIU, 2011). 

 Os componentes biológicos de reconhecimento incluem: anticorpos, enzimas, 

membranas, organelas, tecidos e microrganismos. Os transdutores incluem os ópticos 

(fluorescência ou absorbância), eletroquímicos (amperométrico, condutimétrico e 

potenciométrico), piezelétrico, calorimétrico e mecânico (Figura 13) (WANG e LIU, 2011). 

 

 

Figura 13 - Esquema geral de funcionamento de um biossensor. Modificado de (YOKOYAMA, 
2006) 

 

O elemento de reconhecimento ao interagir com o analito por meio de uma reação 

química gera um sinal produzido pela difusão de espécies eletroativas, variação de temperatura, 

de massa ou viscosidade, da turbidez, emissão ou absorção de luz, emissão de calor, emissão ou 

consumo de gases, etc (SILVA, 2009; MELLO e KUBOTA, 2002). Essas alterações são 
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detectadas pelo transdutor escolhido de acordo com a modificação bioquímica produzida pelo 

biocomponente. 

As diferentes possibilidades de combinações de biomoléculas e elementos de trandução 

constituem vários tipos de biossensores para atender um vasto conjunto de aplicações 

(MOHANTY e KOUGIANOS, 2006).  

Para que a alta especificidade de biomoléculas e sistemas biológicos em relação às 

interações intermoleculares de interesse possam ser exploradas com sucesso em biossensores, é 

essencial que o acoplamento entre os componentes biológicos e de transdução seja eficiente. A 

matriz de imobilização pode ser utilizada apenas com o suporte assim como pode influenciar na 

reposta do biossensor, no entanto qualquer método de imobilização deve visar manter o 

componente biológico em atividade máxima. Imobilizar o material biológico pode torná-lo 

reutilizável conferindo uma vantagem econômica, como no caso de biossensores enzimáticos. A 

seleção de um método de imobilização adequada depende da natureza do elemento biológico, 

tipo de transdutor utilizado, propriedades físico-químicas do analito e condições de 

funcionamento para o biosensor (MELLO e KUBOTA, 2002; MARQUES e YAMANAKA, 

2008). 

Dentre as propriedades mais importantes de um biossensor estão a especificidade e a 

sensibilidade para com o analito alvo. A especificidade de um biosensor é inteiramente 

dependente do componente biológico e sua interação com o analito  enquanto que a sensibilidade 

depende tanto da interação biocomponente-analito quanto da eficiência da detecção subsequente 

pelo transdutor (WANG e LIU, 2011). 

Em comparação aos métodos convencionais de analises, os biossensores apresentam 

algumas vantagens, o que os tornam promissores como ferramentas alternativas e  

complementares às já existentes. De um modo geral, entre as principais vantagens dos 

biossensores pode-se destacar: tamanho, custo, precisão, especificidade, sensibilidade, 

reprodutibilidade, curto tempo de análise, capacidade de inclusão em sistemas integrados, 

utilização de amostras sem necessidade de pré-tratamento, possibilidade de análises em tempo 

real e facilidade de atuomatização, versatilidade que permite o desenho de dispositivos 

específicos e etc (SADANA, 2003; MUTLU, 2010). 
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 Embora os biossensores apresentem caracteristicas únicas e vantajosas, estes também 

apresentam limitações que podem estar relacionadas tanto com o biocomponente quanto com o 

sistema de transdução, ou ainda com ambos (SADANA, 2003; SILVA, 2009). 

   

3.4.1 Biossensores amperométricos baseados no processo de inibição enzimática 
  

 Um biossensor enzimático combina como biocomponente uma enzima a qual reage 

seletivamente com um substrato, acoplada a um transdutor que pode ser eletroquímico, óptico, 

térmico ou gravimétrico. Dentre os transdutores eletroquímicos, os amperométricos são os mais 

utilizados e mais importantes comercialmente (MUTLU, 2010). Nesse caso o potencial em 

relação ao eletrodo de referência é fixo e o fluxo de corrente gerado na superfície do eletrodo de 

trabalho é medido devido à oxidação ou redução do produto da reação enzimática, cujo sinal é 

correlacionado a concentração do substrato. O princípio amperométrico tem sido extensivamente 

utilizado no qual é medido o consumo de oxigênio durante a oxidação do substrato (LÓPEZ e 

LÓPEZ-RUIZ, 2011). 

 Além da atividade enzimática, a inibição enzimática também pode ser utilizada como 

sinal analítico a ser monitorado em biossensores, desse modo a atividade é medida antes de 

depois da inibição promovida por um inibidor específico, num dado intervalo de tempo. O 

percentual de inibição pode ser calculado pela seguinte equação (LI, TAN, et al., 2010): 

 

% In = [S1 – (S2/S1)] x100     (1) onde: 

 

% In: percentagem de inibição 

S1: A resposta inicial (S1) do biossensor em uma dada concentração de substrato na ausência do 

inibidor 

S2: A resposta corrente (S2) do biossensor na dada concentração de substrato na presença de um 

inibidor de determinada concentração 

 

 O percentual de inibição sofrido pela enzima está relacionado de modo quantitativo com 

a concentração do inibidor (MARQUES e YAMANAKA, 2008).  
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 Em combinação com os diversos tipos de transdutores, várias enzimas (colinesterases, 

uréase e tirosinases) têm sido utilizadas na construção de biossensores baseados no princípio da 

inibição enzimática, empregados na detecção de uma ampla gama de analitos tais como 

pesticidas oganofosforados e organoclorados, derivados de inseticidas, metais pesados e outros 

contaminantes químicos implicados na segurança alimentar e ambiental (Quadro 3) (AMINE, 

MOHAMMADIA, et al., 2006; MARQUES e YAMANAKA, 2008; SILVA, 2009; COELHO, 

SALGADO e RIBEIRO, 2008). 

 

Quadro 3- Algumas enzimas utilizadas na construção de biossensores baseados no processo de 
inibição enzimática. 

Adaptado de (MARQUES e YAMANAKA, 2008). 

 

3.4.3 Aplicações dos biossensores na área de alimentos 
  

Enzima Reação catalisada Inibidor 
Colina oxidase 
 

colina + O2 → aldeído 
betaina + H2O2 

 

organofosforados, carbamatos, Ag+, Cu+, Hg2+ 

Colinesterase 
 

acetil (butiril) colina + 
H2O → colina + ácido 

acético 
 

organofosforados, carbamatos, metais. nicotina, 
microcistinas 

Fosfatase 
 

glucose-6-fosfato + H2O 
→ glucose + fosfato 

inorgânico 
 

organofosforados, carbamatos, microcistinas 

Glucose oxidase 
 

beta-D-glucose + O2 → D-
glucono-1,5-lactone + 

H2O2 
 

hidroxiquinolina, adenina nucleotídeo, Ag+, Br-, 
Cl-, CN-, CuSO4, Hg+, hidrazina 

Lactato desidrogenase 
 

lactato + NAD+ → 
piruvato + NADH+ 

fluoropiruvato, ADP, ATP, Cd2+, citrato, CO2, 
glutamato, Hg2+, Mn2+, piruvato 

Peroxidase 
 

ROOR’ + doador (2 e-) + 
2H+ → ROH + R’OH 

tiuréia, etilinotiuréia, sulfitos, mercúrio 

Tirosinase 
 

monofenol + ½ O2 → O-
diidroxifenol 

O-diidroxifenol → O-
quinona 

benzoatos, carbamatos, organofosforados, 
atrazinas, tiuréas, herbicidas, clorofenóis, agentes 

quelantes 

Urease uréia + H2O → CO2 + 2 
NH3 

metais, Hg2+, Mg2+, tiuréia 
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 Na área de alimentos o interesse no desenvolvimento dos biossensores se concentra 

principalmente em analises de segurança alimentar (detecção de compostos contaminantes, 

alergênicos, toxinas, patógenos, aditivos e etc.) composição dos alimentos e em controle de 

processos online (Quadro 4) (RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005). 

 

Quadro 4 - Principais Áreas de aplicação das tecnologias dos biossensores dentro da indústria 
alimentar 

Segurança alimentar 

Compostos xenobióticos 

• Aditivos 

• Fármacos 

• Praguicidas e fertilizantes 

• Outros contaminantes: dioxinas, PCB´s, 

HAP´s, metais pesados 

Biotoxínas 

• Toxinas bacterianas  

• Micotoxinas 

• Toxinas marinhas 

Microrganismos patógenos 

• Vírus 

• Bactérias 

• Protozoários 

Outras aplicações 

• OMG´s 

• Ciclo reprodutivo animal 

 

Qualidade alimentar 

Composição do alimento 

• Açúcares 

• Animo ácidos 

• Alcoóis 

• Ácidos orgânicos 

• Colesterol 

Vida útil 

• Polifenóis e ácidos graxos (ranço) 

• Açúcares e ácidos orgânicos (maturação) 

• Aminas Biogênicas (índice de frescor) 

Compostos aromáticos 

• Aliína (alho e cebola) 

Controle de processos 

• Açúcares (fermentação e pasteurização) 

• Alcoóis (fermentação alcoólica) 

• Aminoácidos (fermentação) 

• Ácido láctico (elaboração de queijos) 

 

Fonte: (RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005) 

  

 Os biossensores mais utilizados em análise de alimentos são os baseados na combinação 

de transdutores eletroquímicos, principalmente os amperométricos, com oxidases. Eletrodos 

amperométricos e enzimas oxidases têm mostrado bons resultados  pela facilidade para medida, 

associada à alta sensibilidade (MELLO e KUBOTA, 2002). 



REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

38 
 

 

3.4.3.1 Segurança alimentar 
  

 A segurança alimentar pode ser traduzida pela produção e comercialização de alimentos 

que não ofereçam risco para a saúde dos consumidores. Nesse campo os biossensores são 

utilizados para detectar: 

 

• Compostos xenobióticos: aditivos, agrotóxicos, fármacos 

• Componentes do alimento: alergênicos e antinutrientes 

• Toxinas diversas: bacterianas, micotoxinas e toxinas marinhas 

• Microrganismos patógenos 

 

O uso de aditivos é regulado pela legislação, portanto sua detecção e quantificação são 

muito importantes para evitar fraudes e más práticas de fabricação uma vez que seu uso acima da 

legislação pode causar reações adversas ao consumidor como já foi discutido na seção 3.2.2. 

 Dispositivos enzimáticos para analises de edulcorantes artificiais como o sorbitol e 

aspartame e de conservantes como o ácido benzóico e sulfitos tem sido reportados, no entanto há 

poucos biossensores sendo utilizados na determinação de aditivos alimentares. Em alguns casos 

reações de interferência acabam por diminuir a eficácia desses dispositivos, como no caso da 

determinação de sorbitol, cujos biossensores interagem também com o xilitol. Alguns 

dispositivos para determinação de acido benzóico também ocorrem problemas pela presença de 

antioxidantes como o BHA (hidroxianisol butilado) e propil galato (RUMAYOR, IGLESIAS, et 

al., 2005). 

 Como conseqüências do uso de fármacos em animais podem aparecer resíduos em 

alimentos de origem animal. Os biossensores desenvolvidos para essa finalidade são 

principalmente biossensores de bioafinidade combinados com transdutores ópticos utilizados 

para detectar antibióticos e promotores de crescimento (GUSTAVSSON, BJURLING e 

STERNESJÖ, 2002).  

Biossensores baseados na inibição enzimática tem sido reportados para a determinação de 

praguicidas e fertilizantes em alimentos e água. Em relação à detecção de herbicidas, células 
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íntegras ou organelas acopladas a transdutores ópticos e amperométricos, tem sido utilizado na 

construção de biossensores (RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005). 

Componentes antinutricionais (oxalato, amidalinas e glucoalcalóides) ou alergênicos 

(glúten) podem estar contidos naturalmente nos alimentos. Os primeiros em sua maioria são 

detectados por biossensores amperométricos enzimáticos, enquanto para os alergênicos são 

descritos imunossensores (RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005). 

A detecção imunológica com anticorpos é talvez o única tecnologia que tem sido 

empregada com sucesso em biossensores comerciais para a detecção de células, esporos, vírus e 

toxinas. Desde o desenvolvimento de técnicas hibridomas e o surgimento de anticorpos 

recombinantes (tecnologia de phage display), desenvolvido durante a década passada, a detecção 

imunológica de contaminação microbiana tornou-se mais sensível, específica, reprodutível e 

confiável com muitos imunoensaios comerciais disponíveis para a detecçãode uma ampla 

variedade de micróbios e seus produtos.  Estudos recentes enfocando métodos de transdução 

ópticos, visam atingir um sistema de análise mais robusto, fácil de usar, portátil e barato. 

Os fenômenos de ressonância de  plasma de superfície (SPR), tem mostrado bom potencial de 

biosensoriamento e muitos sistemas SPR comerciais já estão disponíveis (por exemplo, 

BIAcoreTM) (LEONARD, HEARTY, et al., 2003). 

O principal foco na detecção de patógenos e suas toxinas esta na detecção de Escherichia 

coli O157:H7, Salmonela campylobacter, Listeria monocytogenes, Staphylococcal enterotoxin B 

e toxina botulínica (Clostridium botulinum) (MUTLU, 2010). 

 

3.4.3.2 Controle de qualidade 
 

 O controle de qualidade visa avaliar as características organolépticas bem como a 

composição dos produtos ou propriedades funcionais. Nesse sentido, os biossensores vêm sendo 

desenvolvidos a fim de realizar análises de composição dos alimentos, o que permite verificar se 

estes contem as quantidades requeridas tanto de componentes presentes naturalmente (glicose, 

amido) ou adicionados (vitaminas, aminoácidos). A avaliação da composição também permite 

verificar o índice de frescor dos alimentos, através do qual se obtém informações sobre a 

qualidade sanitária do alimento, uma vez que quando armazenados os alimentos sob ação de 

microrganismos podem sofrer alterações de cor, sabor e aroma. Um exemplo disso é a 
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degradação das aminas e gorduras em pescado ou carne que alteram negativamente as 

características organolépticas desses produtos e servem como índices de frescor, portanto quanto 

menor o índice de frescura maior a probabilidade de crescimento microbiano e menor a 

segurança e qualidade do alimento (MUTLU, 2010) (RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005). 

 Para analises de controle de qualidade predominam as pesquisas de desenvolvimento de 

sensores amperométricos enzimáticos.  

3.4.3.4 Biossensores comerciais disponíveis para a indústria de alimentos 
 

Apesar do grande número de publicações sobre biossensores aplicados na análise de 

alimentos, apenas alguns sistemas são comercialmente disponíveis (Quadro 5). Dentre algumas 

limitações  que devem ser superaradas são o tempo de vida limitado dos componentes 

biológicos, a produção em massa, bem como praticidade no manuseio. No entanto, estes 

problemas tendem a ser gerenciados em um futuro próximo, uma vez que os biossensores 

oferecem soluções únicas para análise de alimentos em termos de especificidade e economia de 

tempo (MELLO e KUBOTA, 2002). 

 

Quadro 5 - Biossensores comerciais para a indústria de alimentos 

Biossensor Empresa País 

Oriental electric  Acompanhamento de deterioração de peixe China 

Massachusetts Institute of 
Technology 

Detecção de Escherichia coli O157:H7 em 
alface (Canary) 

EUA 

Michigan State University’s 
Electrochemical Biosensor 

Detecção de E. coli O157:H7 e Salmonella 

em produtos cárneos 
EUA 

Georgia Research Tech Institute Detecção de Salmonella e Campilobacter 

em indústrias de suíno 
EUA 

Naval Research Laboratory Detecção de enterotoxina estafilocócica B e 
toxina botulínica A em tomate, milho doce, 
grãos e cogumelos 

EUA 

Universitat Autònoma de 
Barcelona 
(UAB), em cooperação com CSIC 

Detecção de traços de atrazina  
 

Espanha 

Molecular Circuitry Inc. E. coli 0157 

Salmonella, Listeria, Campylobacter 
EUA 

Research International Proteínas, vírus, bactérias e esporos EUA 
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Toxinas, vírus, bactérias, esporos e fungos 
Seis analitos simultaneamente 

Universal Sensors Etanol, metanol, glicose, sacarose, lactose, L-aas, 
glutamato, ácido ascórbico e oxalato 

EUA 

Texas Instruments Inc. Alergênicos de amendoim, antibióticos EUA 

Yellow Springs Instruments Co Glicose, sacarose, lactose, L-lactato, galactose, 
L-glutamato, etanol H2O2, amido, glutamina, colina 

EUA 

Affinity Sensors S. aureus, Toxina colérica Reino 
Unido 

Ambri Limited Patógenos como Salmonella e Enterococcus EUA 

Biacore AB Vitaminas  hidrosolúveis , resíduos 
químicos e veterinários, micotoxinas 

Suécia 

BioFutura Srl Glicose, frutose,  ácido málico e lático (fermentação) Itália 

Biomerieux Microrganismos França 

Biosensor Systems Desing Microrganismos e substâncias tóxicas EUA 

Biosensores S.L. Substâncias tóxicas Espanha 

Chemel AB Glucose, sacarose, etanol,  metanol e lactato Suécia 

IVA Co Ltd Metais pesados Rússia 

Motorola Microrganismos e OGMs Japão  

Inventus Bio Tec Ácido ascórbico  Alemanha 

Fonte: (FURTADO, DUTRA, et al., 2008; RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005)
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Capítulo 4 MATERIAIS E MÉTODOS  
 

4.1 Equipamentos  
 

 Os seguintes equipamentos foram utilizados durante a execução os experimentos desse 

trabalho:  

 

• Estufa de secagem (Quimis) 

• Placa de aquecimento e agitação (Quimis) 

• Espectrofotomêtro  Shimadzu UV-1800  

• Bomba a vácuo (Motores Elétricos Brasil S/A) 

• Medidor de pH (Chemcadet) 

• Centrífuga (Excelsa 2) 

• Bomba de aquário (Aqualife) 

• Balança eletrônica FA-2104N ( Bioprecisa) 

• Oxímetro e eletrodo de oxigênio DM-4P (Digimed) 

• Liquidificador inox (Croydon Industrial Ltda) 

• Rotaevaporador (Quimis) 

         

4.2 Fonte da enzima tirosinase: extrato enzimático do macrofungo Agaricus bisporus  
 

 Foram utilizados no desenvolvimento do presente trabalho, corpos de frutificação do 

macrofungo Agaricus bisporus (popularmente conhecidos como champignons de Paris), 

adquiridos em uma feira popular situada no bairro Glória do município do Rio de Janeiro (Feira 

da Glória). Os lotes adquiridos continham 500g e possuíam aparência similar, com frutos 

apresentando coloração branca e tons amarronzados. Após a compra os cogumelos foram 

estocados em refrigerador a 4°C por cerca de 1 a 2 dias  até serem utilizados na extração 

enzimática da tirosinase. 
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4.3 Amostras: refrescos a base de guaraná 

 

 Foram realizados análises em 3 amostras de refrescos de guaraná (guaracopos) de duas 

marcas. Estes foram adquiridos em supermercado. 

 

4.4 Métodos analíticos 
 
 
4.4.1 Procedimento de extração da tirosinase  

 
 O procedimento seguido para realizar a extração da enzima tirosinase foi o desenvolvido 

por Kameda (2003) com adaptações para as quantidades de acetona e cogumelos. Em um 

liquidificador com jarra de inox, foram triturados 390g de corpos de frutificação de Agaricus 

bisporus com 2 L de acetona gelada. A mistura foi então, filtrada á vácuo utilizando para isso 

papel de filtro Watman n°1. O resíduo de cogumelo retido no filtro foi acondicionada em um 

becker que foi vedado com papel filme e levado ao congelador por 24 horas. O resíduo de 

cogumelo foi então ressuspenso com 150 mL de água destilada e levado ao congelador  por mais 

24 horas. Posteriormente a o resíduo foi centrifugado a 3000 rpm de 5 a 7 minutos, onde o 

sobrenadante obtido consistiu no primeiro extrato enzimático. As etapas de ressuspensão e 

centrifugação foram repetidas com o resíduo da primeira centrifugação para a obtenção do 

segundo extrato enzimático. Ambos os extratos foram armazenados em frascos escuros no 

congelador. 

 

4.4.2 Tratamento do filtrado para recuperação da acetona 
 

 O filtrado foi submetido à destilação em um rotaevaporador à temperatura controlada de 

56 °C, visando recuperar a acetona para posterior reutilização. 

 

4.4.3 Procedimento de determinação da atividade enzimática dos extratos 
 

 A medida da atividade enzimática da tirosinase foi determinada seguindo o procedimento 

adaptado de CAMPOS, SOUZA, et al. (1996). Foi retirada uma aliquota de 1 mL do primeiro 
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extrato, seguida da preparação de diluições de 1:10 em solução tampão de fosfato de sódio 0.2 M 

a pH 6. Em um becker de 10 mL foram adicionados 5.5 mL da solução do tampão fosfato de 

sódio 0.2M  a pH 6,  1.5 mL de solução de L-tirosina 1.2 mM e 1 mL do extrato enzimático 

previamente diluído.  A mistura foi imediatamente vertida em cubeta e levada ao 

espectrofotômetro para análise, onde a variação da absorvancia resultante da reação da enzima 

do extrato enzimatico com o substrato L-tirosina, foi lida em 280 nm em intervalos de 30 

segundos durante 1120 s. O procedimento descrito foi realizado para primeiro e segundo 

extratos. 

 Uma unidade de atividade enzimática foi definida como sendo a quantidade de enzima 

que provoca o aumento de 0.001 na absorvância a 280 nm por minuto.  

 Para o calculo da atividade a seguinte fórmula (Equação 2) foi utilizada:  

 

 

                        A = (Abs2 – Abs1) x 1000 x DE    (2) 

                                            (t2 – t1) x VE 

  

 

Onde: Abs1:  absorvancia inicial  

           Abs2: absorvancia final  

 t1 : tempo inicial   

            t2 :  tempo final  

            VE : volume de solução enzimática 

            DE : fator de diluição da solução enzimática 

 

4.4.4 Determinação do teor de proteínas 

 
 Para a determinação do teor de proteínas foi utilizado o método de Biureto. As proteínas 

apresentam diversas ligações peptídicas que quando na presença do reagente de Biureto de 

coloração azul (solução de sobre, hidróxido de sódio e tartarato de sódio e potássio) produz uma 

coloração violeta que obedece a Lei de Lambert-Bier. Essa Lei estabelece que absorbância de 
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uma solução seja diretamente proporcional a concentração de partículas absorventes (ZAIA, 

ZAIA e LICHTIG, 1998). 

 Portanto, a intensidade da coloração é proporcional ao número de ligações peptídicas 

presente nas proteínas. 

 A amostra com 1 mL do extrato diluído 10x foi misturada com 5 mL da solução de 

biureto e levadas à leitura em espectrofotômetro em 540 nm. Este teste foi realizado em triplicata 

com o extrato 1 e 2. 

 

4.4.5 Determinação do tempo de estabilização do eletrodo de oxigênio  
 

 Um eletrodo de oxigênio do tipo Clark foi utilizado para realizar as medidas 

amperométricas. Antes de cada utilização o equipamento foi calibrado.  

As medidas do consumo de oxigênio pela reação da enzima tirosinase do extrato com o 

substrato L-tirosina, foram precedidas da saturação com ar do meio reacional, contendo apenas o 

substrato.  O tubo contendo a solução do substrato foi vedado com filme de PVC e saturado por 

5 minutos com bombeamento de ar pelo uso de uma bomba de aquário (Figura 14). Esse 

procedimento visou minimizar as variações das concentrações de oxigênios iniciais entre as 

amostras. Em seguida o eletrodo de oxigênio foi mergulhado no tubo que foi vedado novamente. 

A vedação teve por finalidade minimizar as trocas gasosas entre a solução de análise e o meio 

externo. Foram realizadas leituras das variações da concentração de oxigênio de 1 a 5 minutos 

visando determinar o tempo necessário para a estabilização do eletrodo. O tempo selecionado foi 

determinado como aquele em que a variação nas leituras fosse a menor possível. Foram 

realizados 5 experimentos em duplicata. 
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             Figura 14- Esquema do procedimento de saturação com ar da solução do substrato 

 

4.4.6 Determinação da proporção adequada para a concentração de tirosinase e L-tirosina 
 

 As soluções de L-tirosina e as diluições do extrato enzimático utilizados nos ensaios, 

foram preparados com solução tampão de fosfato de sódio 0.2 M e pH 6, uma vez que este esta 

dentro da faixa de pH ótimo para a atividade da tirosinase (CAMPOS, SOUZA, et al., 1996). A 

temperatura durante os ensaios variou de 23 °C a 25 °C.   

Para a determinação da concentração de enzima que permite obter a menor variação da 

atividade enzimática, em relação à concentração do substrato utilizada em um dado tempo, foram 

realizados ensaios com o extrato puro e extratos diluído 2, 4, 8 e 10 vezes, sendo que cada 

concentração do extrato foi testada com soluções de L-tirosina de concentrações 1 mM, 1.2 mM, 

1.6 mM  e 2 mM. 

A solução de trabalho, a princípio, teve o volume definido em 5 mL, sendo 4 mL de 

solução de L-tirosina  e 1 mL de extrato enzimático. Tubos do tipo Eppendorf de 20 mL, foram 

utilizados para estes ensaios (Figura 15). 
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            Figura 15 - Fotografia dos ensaios para determinação da proporção adequada  
de enzima e substrato 
 

A determinação da proporção adequada de enzima e substrato é muito importante para 

garantir que durante os ensaios de inibição enzimática pelo ácido benzóico não haja nenhum 

fator que possa interferir na linearidade da inibição. 

Os testes foram realizados de acordo com o procedimento descrito no item 4.3.3. Após a 

estabilização do eletrodo o extrato enzimático foi adicionado e o consumo de oxigênio registrado 

a cada minuto até o término da reação indicado pela mínima variação de concentração oxigênio 

registrada pelo eletrodo de oxigênio tipo Clark. 
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4.4.7 Determinação do tempo de reação 
 

  Para cada uma das 5 concentrações de extrato enzimático (puro, e diluído 2, 4, 8, 10 

vezes) foram testadas 4 concentrações de substrato L-tirosina (1 mM, 1.2mM, 1.6mM e 2mM), 

resultando em tempos de reações de 4 minutos a 80 minutos.  

 Visando selecionar o menor tempo de reação em que a atividade enzimática da tirosinase 

do extrato exibisse a menor flutuação da variação do consumo de oxigênio para as quatro 

concentrações de substrato, foram construídos gráficos do consumo de oxigênio em função das 

concentrações do substrato L-tirosina para cada uma das diferentes concentrações de extrato 

enzimático, com os menores tempos de reação fixados. 

 

4.4.8 Determinação do percentual de inibição da atividade catalítica da tirosinase por ácido 
benzóico: construção da curva de inibição padrão 

 
 Para a determinação do percentual de inibição da atividade catalítica da tirosinase do 

extrato enzimático, foram testadas 2 concentrações de extrato enzimático e 2 concentrações de 

substrato L-tirosina determinados no item 4.3.4 com o tempo de reação definido no item 4.3.5.  

 O benzoato de sódio foi o sal de ácido benzóico utilizado nos ensaios por ser o 

conservante mais comumente presente em bebidas não alcoólicas. As quantidades de benzoato 

de sódio foram definidas em função da concentração máxima permitida pela legislação brasileira 

para bebidas não alcoólicas, que é de 0.05 g/100 mL (como ácido benzóico), segundo a 

ANVISA. Foram definidos limites inferiores e superiores ao estabelecido pela legislação, 

proporcionais a solução de trabalho que de 5 mL (1 mL de extrato enzimático e 4 mL de solução 

de substrato L-tirosina), definidos anteriormente, foi reajustada para 20 mL, sendo 4 mL de 

extrato enzimático e 16 mL de solução de substrato L-tirosina) de modo a facilitar a pesagem, 

diminuindo a probabilidade de erros por serem quantidades muito pequenas e próximas entre si. 

As quantidades de benzoato de sódio utilizadas para os ensaios de inibição enzimática foram: 

0.006g, 0.008g, 0.01g (máximo permitido pela legislação), 0.014g, 0.018g e 0.02g que em 20 mL 

de solução são proporcionais a 0.03g, 0.04g, 0.05g (máximo permitido pela legislação), 0.07g, 

0.09g e 0.1g em 100 mL de solução, respectivamente. 
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 O procedimento realizado seguiu como o descrito no item 4.3.5, com a adição do 

benzoato de sódio antes da saturação com ar da solução de substrato L-tirosina com a bomba de 

aquário. Após o tempo de estabilização do eletrodo, o extrato enzimático foi adicionado e 

realizadas as medições na variação do consumo de oxigênio em função da reação enzimática, 

minuto a minuto. Antes dos testes com a adição do benzoato, o consumo de oxigênio foi medido 

em uma amostra em branco para calcular o percentual de inibição com base na fórmula (Equação 

3): 

 

   

Onde,  

           % I: percentual de inibição 

           ∆O2 c/ benzoato: variação de oxigênio na presença do benzoato 

           ∆O2 s/benzoato: variação de oxigênio na ausência do benzoato 

 

 

4.4.9 Determinação do percentual de inibição da atividade catalítica da tirosinase por ácido 
benzóico em solução de extrato de guaraná orgânico em pó 

 
 A determinação do percentual de inibição da atividade catalítica da tirosinase por ácido 

benzóico em solução de extrato de guaraná orgânico em pó foi determinada visando verificar a 

possível interferência do guaraná na atividade da enzima tirosinase. O procedimento foi 

realizado de acordo com o item 4.3.7.  

À solução de substrato de L-tirosina, foi adicionado 0.02 g de extrato de guaraná para 

cada 100 mL de solução simulando uma bebida de guaraná que contém o mínimo de extrato que 

deve estar contido em refrescos de guaraná segundo a legislação (0.02 g/100 mL). 

 
 

4.4.10 Determinação de benzoato em amostras de refresco de guaraná  
 

 
 
       ∆O2 s/benzoato - ∆O2 c/ benzoato               

 ∆O2 s/benzoato  

(3) 
x 100  % I = 
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 Para a determinação de benzoato em amostras comerciais, a solução de substrato de L-

tirosina foi feita diluindo-se a L-tirosina na própria amostra do refresco de guaraná comercial. 

Posteriormente o pH da solução foi ajustado com fosfato de sódio dibásico até a obtenção de pH 

6. Em seguida foram seguidos os procedimentos dos itens 4.3.4 e posterior comparação da 

inibição enzimática com a curva de inibição padrão para cálculo da concentração de benzoato na 

amostra . Uma nova curva padrão foi construída para quantificação do benzoato nas amostras.  

  

4.5 Estudo da estabilidade do extrato enzimático 

   

A atividade do extrato 2 do lote 2, foi verificada mensalmente nos meses de novembro e 

dezembro de 2011 e janeiro, fevereiro e março de 2012,  com objetivo de avaliar a estabilidade 

do  mesmo. Tais medidas foram realizadas de acordo com o procedimento descrito no item 4.3.2. 
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Capítulo 5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 
5.1 Extração e determinação da atividade da enzima tirosinase nos extratos do macro fungo 
Agaricus bisporus 
 

 
 Foram utilizados 3 lotes de cogumelos e realizadas 3 extrações enzimáticas utilizados nos 

experimentos. Para cada extração foram obtidos 2 extratos (1 e 2) sendo que o segundo extrato 

apresentou maior atividade que o primeiro. Esse padrão foi observado com os extratos obtidos 

em todas as extrações, com exceção do lote 3 que resultou em extratos sem atividade enzimática 

(Tabela 8). Outros trabalhos descritos na literatura também descrevem resultados semelhantes 

em relação à atividade dos extratos (SILVA, 2009; BOTELHO, 2010). Os valores mínimos e 

máximos para as atividades enzimáticas dos extratos foram, respectivamente, 352 U/mL e 937 

U/mL. 

 

Tabela 9 - Valores da atividade enzimática da tirosinase dos extratos obtidos a partir dos 3 lotes 
de cogumelos 

Lote Extratos Atividades U/mL 

1 1 

2 

 

352 

758 

2 1 

2 

 

536 

937 

3 1 

2 

 

0 

0 

 

 De acordo com Silva (2009), a tirosinase do macro fungo Agaricus bisporus, é 

encontrada no citoplasma, fazendo com que um maior rompimento celular promova uma melhor 

difusão da enzima para o meio externo, o que pode ter ocorrido durante a incubação da segunda 
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ressuspensão para obtenção do segundo extrato, contribuindo para o incremento na atividade 

enzimática.  

 

5.2 Teores de proteínas  
 

 Os ensaios para determinação do teor de proteínas apresentaram os resultados descritos 
da tabela 9. 

 

Tabela 10 - Dados dos ensaios da medida do teor de proteína dos extratos provenientes das duas 
extrações realizadas, durante o trabalho.  

Extrato Atividade U/mL Teor de proteína/ Desvio padrão 

1 352 0.074              ± 0 

2 758 0.074              ± 0 

1 536        0.086              ± 0.001 

2 937        0.084              ± 0.001 

 

 Embora os ensaios tenham demonstrado que ambos os extratos 1 e 2 das duas extrações 

apresentem teores praticamente iguais de proteínas, a atividade do extrato 2, de cada extração, 

apresentou valor de atividade superior. Isso pode ser explicado pelo fato do segundo extrato 

possuir proteínas na forma mais ativa, o que foi descrito em trabalho anterior (SILVA, 2009). 

 

5.3  Tempo de estabilização do eletrodo 
 

 Com o objetivo de minimizar as variações nas concentrações iniciais de oxigênio nas 

amostras, estas passaram por uma etapa de saturação com ar, que foi realizada de acordo com o 

item 4.3.4. Após a saturação, o eletrodo foi imerso na solução e observou-se o tempo necessário 

para que não fosse significativa a variação da quantidade de oxigênio dissolvido registrada pelo 

oxímetro. De acordo com MULCHANDANI e ROGERS (1998), os procedimentos de saturação 

e estabilização do eletrodo podem evitar que possíveis variações nas concentrações de oxigênio 

externas a reação enzimática, possam interferir nos resultados, ocasionando erros de leitura. 
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 De acordo com a Figura 16, a leitura da variação de oxigênio medida pelo eletrodo se 

tornou estável a partir de 3 minutos (desvio padrão ±0.08). O resultado obtido nesse ensaio foi 

igual ao obtido por BOTELHO, (2010), em que o eletrodo de oxigênio foi utilizado para o 

desenvolvimento de um método de detecção de Streptococcus agalactiae em amostras de leite. 

 

 

 

Figura 16 - Gráfico das variações de oxigênio dissolvido nos tempos de 0a 5 minutos nas 
soluções de substrato L-tirosina dos 5 experimentos, após serem saturadas com ar. 

 

 

5.4  Proporção adequada entre a concentração da enzima tirosinase e o substrato L-tirosina 
  

A determinação da proporção adequada de enzima e substrato é muito importante para 

garantir que durantes os ensaios de inibição enzimática pelo ácido benzóico não haja nenhum 

fator que possa interferir na linearidade da inibição. Desse modo, para a determinação da 

concentração de enzima que permite obter a menor variação da atividade enzimática, em relação 

à concentração do substrato utilizada em um dado tempo, foram realizados ensaios conforme 

descrito no item 4.3.5. 
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Os ensaios utilizando 4 soluções de L-tirosina com concentrações de 1 mM, 1.2 mM. 1.6 

mM e 2 mM sendo para cada uma dessas extratos puro e diluído 2, 4, 8 e 10 vezes, forneceram 

os gráficos da Figura 17, Figura 18, Figura 19 e Figura 20.  

 

 

Figura 17 - Gráfico das reações enzimáticas entre a solução do substrato 1mM com os  extratos  
puro e  diluído 2, 4, 8 e 10 vezes. 

 

 

Figura 18 - Gráfico das  reações enzimáticas entre a solução do substrato 1.2 mM com os 
extratos  puro e diluído 2, 4. 8 e 10 vezes 
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Figura 19 - Gráfico das  reações enzimáticas entre a solução do s
extratos  puro e diluído 2, 4, 8 e 10 vezes

 

 

 

Figura 20 - Gráfico das  reações enzimáticas entre a solução do substrato 2 mM c
extratos  puro e diluído 2, 4, 8 e 10 vezes
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Gráfico das  reações enzimáticas entre a solução do substrato 1.6 mM com os   
extratos  puro e diluído 2, 4, 8 e 10 vezes 

 

Gráfico das  reações enzimáticas entre a solução do substrato 2 mM c
e diluído 2, 4, 8 e 10 vezes 
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ubstrato 1.6 mM com os   

 

Gráfico das  reações enzimáticas entre a solução do substrato 2 mM com os       

70 75 80

Extrato puro

Extrato diluído 2x

Extrato diluído 4x

Extrato diluído 8x

Extrato diluído 10x

70 75 80

Extrato puro

Extrato diluído 2x

Extrato diluído 4x

Extrato diluído 8x

Extrato diluído 10x



 

  A partir da análise dos grá

independente da concentração da solução do substrato utilizada, quanto maior a diluição do 

extrato enzimático maior o tempo de reação. Sendo assim, considerando que uma das 

características desejáveis do método de detecção seja a rapidez, foram eleitas concentrações de 

extrato enzimático com os menores tempos reacionais: o extrato puro e o extrato diluído 2 vezes.

 De modo a encontrar a faixa linear da reação enzimática da tirosinase com a L

foram fixados tempos reacionais de 3, 4, 5 e 7 minutos para os extratos puro e 4, 5 , 7 e 15 

minutos para o diluído 2 vezes e em seguida realizados cálculos do consumo de oxigênio durante 

a reação da enzima tirosinase com o substrato 

 

                                                      

  

  

Sendo obtidos os resultados apresent

 

Figura 21 - Gráfico do consumo de oxigênio nos tempos rea
utilizando o extrato enzimático puro
1mM, 1.2 mM, 1.6 mM e 2 mM.
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se dos gráficos das Figuras 17,18, 19 e 20, é possível concluir que 

independente da concentração da solução do substrato utilizada, quanto maior a diluição do 

extrato enzimático maior o tempo de reação. Sendo assim, considerando que uma das 

desejáveis do método de detecção seja a rapidez, foram eleitas concentrações de 

extrato enzimático com os menores tempos reacionais: o extrato puro e o extrato diluído 2 vezes.

De modo a encontrar a faixa linear da reação enzimática da tirosinase com a L

foram fixados tempos reacionais de 3, 4, 5 e 7 minutos para os extratos puro e 4, 5 , 7 e 15 

minutos para o diluído 2 vezes e em seguida realizados cálculos do consumo de oxigênio durante 

a reação da enzima tirosinase com o substrato L-tirosina por meio da Equação 4 

                                                      ∆O2 = Cf.  - Ci                                                                         

Sendo obtidos os resultados apresentados nos gráficos das Figuras 21 e 22. 

Gráfico do consumo de oxigênio nos tempos reacionais de 3, 4, 5 e 7 minutos
o o extrato enzimático puro nas quatro concentrações de solução de substrato L

1mM, 1.2 mM, 1.6 mM e 2 mM. 
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é possível concluir que 

independente da concentração da solução do substrato utilizada, quanto maior a diluição do 

extrato enzimático maior o tempo de reação. Sendo assim, considerando que uma das 

desejáveis do método de detecção seja a rapidez, foram eleitas concentrações de 

extrato enzimático com os menores tempos reacionais: o extrato puro e o extrato diluído 2 vezes. 

De modo a encontrar a faixa linear da reação enzimática da tirosinase com a L-tirosina, 

foram fixados tempos reacionais de 3, 4, 5 e 7 minutos para os extratos puro e 4, 5 , 7 e 15 

minutos para o diluído 2 vezes e em seguida realizados cálculos do consumo de oxigênio durante 

 descrita abaixo:  

i                                                                         (4) 

 

is de 3, 4, 5 e 7 minutos 
nas quatro concentrações de solução de substrato L-tirosina: 

2 2.2

3 minutos

4 minutos

5 minutos

7 minutos



 

 
 
  
 

Figura 22 - Gráfico do consumo de oxigênio nos tempos reacionais 
reação utilizando o extrato enzimático diluído 2 vezes nas quatro concentrações de solução de 
substrato L-tirosina: 1mM, 1.2 mM, 1.6 mM e 2 mM.
 
 

 
 Com base nos gráficos das Figuras 22 e 23, conclui

extrato puro, o tempo reacional em que a enzima exibe menor flutuação em termos de consumo 

de oxigênio, é de 7 minutos, enquanto que para o extrato diluído 2 vezes a menor flutuação foi 

obtida no tempo reacional de 15 minutos. Ambos os tempos foram escolhid

menores valores de desvio padrão, ±0.35 para o tempo de 7 minutos e ± 0.25 para o tempo de 15 

minutos. Os ensaios foram realizados em duplicata.

  

5.5 Percentagem de inibição da atividade catalítica da tirosinase por ácido benzóico 
utilizando o extrato diluído 2 vezes e tempo reacional de 15 minutos
 

 A princípio o extrato diluído 2 vezes foi eleito para ser utilizado nos ensaios visando a 

construção da curva de inibição padrão  por ácido benzóico por fatores de custo, já que um maior 
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Gráfico do consumo de oxigênio nos tempos reacionais de 4, 5, 7 e 
extrato enzimático diluído 2 vezes nas quatro concentrações de solução de 

tirosina: 1mM, 1.2 mM, 1.6 mM e 2 mM. 

Com base nos gráficos das Figuras 22 e 23, conclui-se, respectivamente, que para o 

xtrato puro, o tempo reacional em que a enzima exibe menor flutuação em termos de consumo 

de oxigênio, é de 7 minutos, enquanto que para o extrato diluído 2 vezes a menor flutuação foi 

obtida no tempo reacional de 15 minutos. Ambos os tempos foram escolhidos tendo em vista os 

menores valores de desvio padrão, ±0.35 para o tempo de 7 minutos e ± 0.25 para o tempo de 15 

minutos. Os ensaios foram realizados em duplicata. 

ercentagem de inibição da atividade catalítica da tirosinase por ácido benzóico 
lizando o extrato diluído 2 vezes e tempo reacional de 15 minutos 

A princípio o extrato diluído 2 vezes foi eleito para ser utilizado nos ensaios visando a 

construção da curva de inibição padrão  por ácido benzóico por fatores de custo, já que um maior 
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de 4, 5, 7 e 15 minutos 

extrato enzimático diluído 2 vezes nas quatro concentrações de solução de 

se, respectivamente, que para o 

xtrato puro, o tempo reacional em que a enzima exibe menor flutuação em termos de consumo 

de oxigênio, é de 7 minutos, enquanto que para o extrato diluído 2 vezes a menor flutuação foi 

os tendo em vista os 

menores valores de desvio padrão, ±0.35 para o tempo de 7 minutos e ± 0.25 para o tempo de 15 

ercentagem de inibição da atividade catalítica da tirosinase por ácido benzóico 

A princípio o extrato diluído 2 vezes foi eleito para ser utilizado nos ensaios visando a 

construção da curva de inibição padrão  por ácido benzóico por fatores de custo, já que um maior 
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volume de extrato reacional seria obtido e além disso por ter apresentado menor desvio padrão 

em relação as medidas realizadas O procedimento foi realizado como descrito no item 4.3.7. Os 

resultados destes ensaios estão exibidos nos gráficos das Figuras 23 e 24. 

 

 

 

Figura 23 - Gráfico do consumo de oxigênio da reação enzimática na presença das 
concentrações de benzoato de sódio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. 
utilizando o extrato diluído 2 vezes com uma solução de substrato de L-tirosina 

 

 A Figura 23 exibe o consumo de oxigênio na presença do inibidor benzoato de sódio nas 

diferentes concentrações: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. utilizando o extrato 

diluído 2 vezes com uma solução de substrato de L-tirosina 1 mM. Para o ensaio sem a presença 

do inibidor nas mesmas condições citadas a variação de oxigênio encontrada em função da 

reação enzimática foi de 7,5. Observa-se que, com concentrações crescentes de benzoato sendo 

utilizadas nos ensaios de inibição da enzima tirosinase, as variações no consumo de oxigênio 

durante as reações enzimáticas foram semelhantes, apresentando reduções em função da inibição 

da reação Esses dados foram utilizados para calcular a percentagem de inibição enzimática para 

cada concentração do inibidor (Figura 24). 
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Figura 24 - Gráfico da curva de inibição padrão da enzima tirosinase por benzoato de sódio em    
concentrações de 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. utilizando o extrato diluído 
2 vezes com uma solução de substrato de L-tirosina 1 mM. 

 

 De acordo com a Figura 24, a inibição enzimática ocorreu praticamente da mesma forma 

em todas as concentrações do inibidor benzoato de sódio uma vez que é possível observar que os 

percentuais de inibição apresentaram valores bastante próximos, em cerca de 85% a 90% de 

inibição.  

 Esse resultado pode ser explicado pela baixa concentração de enzima disponível no 

extrato diluído 2 vezes. Os sítios ativos das enzimas podem ter sido rapidamente saturados pelo 

inibidor já na presença da menor concentração do mesmo. Nesse caso a concentração de enzima 

utilizada não está apropriada para o método, pois com a inibição apresentando percentuais muito 

próximos, fica impossibilitada a quantificação do benzoato de sódio quando presente nas 

amostras. 
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5.6 Percentagens de inibição da atividade catalítica da tirosinase por ácido benzóico 
utilizando o extrato puro e tempo reacional de 7 minutos 

 
 Visando corroborar as conclusões do item 5.4 e buscando uma maior sensibilidade do 

método proposto, a partir da possível obtenção de uma relação linear entre a concentração do 

inibidor e o percentual de inibição obtido, foram realizados ensaios com o extrato puro. Os 

ensaios foram conduzidos de acordo com o procedimento descrito no item 4.3.7. Os resultados 

podem ser visualizados no gráfico da Figura 25.  

 

 

Figura 25 - Gráfico do consumo de oxigênio da reação enzimática na presença das 
concentrações de benzoato de sódio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. 
utilizando o extrato puro com uma solução de substrato de L-tirosina 1.2 mM  

 

 De acordo com o gráfico da Figura 26, pode-se observar que o uso do extrato puro 

permitiu que a variação do consumo de oxigênio durante a reação enzimática fosse maior entre 

os ensaios com concentrações diferentes do inibidor, caracterizando um aumento linear da 

variação de oxigênio com o aumento da concentração de benzoato de sódio na faixa de 

concentração de benzoato de 0,006 g a 0,014 g, obtendo-se uma curva linear  com equação y = -

153.7x + 3.395 e coeficiente de correlação de R2 = 0.93.  Da mesma forma que nas figuras dos 

itens anteriores, depois de calculadas as percentagens de inibição para cada concentração do 
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inibidor benzoato de sódio, o gráfico relacionando o percentual de inibição e a concentração do 

inibidor foi obtido (Figura 26). 

 

 

Figura 26 - Gráfico da percentagem de inibição enzimática  na presença das concentrações de 
benzoato de sódio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. utilizando o extrato puro 
com uma solução de substrato de L-tirosina 1.2 mM . 

 

 Observa-se, portanto, que a variação linear entre o percentual de inibição com o aumento 

da concentração do inibidor foi observado de 0.006 g a 0.014 g de benzoato de sódio obtendo-se 

uma curva linear com equação y = 3169x + 29.99 e R² = 0.93, acima dessas concentrações a 

inibição ocorreu de modo que a variação no consumo de oxigênio não foi suficientemente 

distinta de modo a quantificá-la. Além disso, para valores inferiores a 0,006 g de benzoato não é 

possível afirmar que esta variação linear de oxigênio em função do aumento da concentração do 

inibidor exista, visto que não foram realizados experimentos com concentrações menores que 

0,006 g de benzoato de sódio. 

 Na literatura não foram encontrados trabalhos relacionados ao desenvolvimento de 

metodologias de quantificação de acido benzóico e seus sais utilizando o extrato do macrofungo 

Agaricus bisporus, como fonte da enzima tirosinase. No entanto, outros trabalhos, como mesmo 
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objetivo, descrevem curvas padrões com maior linearidade de inibição, quando utilizadas 

enzimas comerciais imobilizadas. 

Como foi observado nos itens 5.5 e 5.6, o aumento linear da inibição, depende da 

concentração enzimática em termos de atividade, logo o uso de enzimas comerciais com maior 

atividade e/ou imobilizadas, é favorável ao método, uma vez que o processo de imobilização 

pode trazer melhorias no desempenho das enzimas (MORALES, MORANTE, et al., 2002; 

SADANA, 2003; SHAN, SHI, et al., 2007; SHAN, LI, et al., 2008; LI, TAN, et al., 2010; 

LÓPEZ e LÓPEZ-RUIZ, 2011). 

SHAN, LI, et al., (2008), desenvolveram um biossensor para detecção de ácido benzóico 

em bebidas alcoólicas, utilizando a enzima tirosinase comercial imobilizada em nanomaterial de 

carbonato de cálcio sobre um eletrodo de carbono vítreo com atividade de 807 U/mg. A faixa 

linear de detecção foi de 0.006 g a 0.1 g de ácido benzóico.  

SEZGINTÜRK, GÖKTUG e DINÇKAYA (2005), desenvolveram um biossensor para 

ácido benzóico utilizando o tecido do cogumelo Agaricus bisporus homogeneizado e 

imobilizado com glutaraldeído. A faixa de detecção foi de 25-100 µmol de ácido benzóico, 

equivalente a encontrada nesse trabalho. 

 

5.7 Percentagens de inibição da atividade catalítica da tirosinase por ácido benzóico em 
solução de extrato de guaraná orgânico em pó 

 
 Utilizando a melhor concentração do extrato enzimático , o extrato puro, definido no itém 

5.6, foram realizados os ensaios para determinação da possível influência do extrato de guaraná 

no comportamento da enzima tirosinase, de acordo com o procedimento descrito no item 4.3.8. 

Os gráficos das figuras 27 e 28 mostram o perfil de inibição da reação enzimática na presença do 

benzoato em diferentes concentrações usando amostra real de guaraná orgânico em pó diluida 

em tampão. 

 O gráfico da figura 27 demonstra que a curva do consumo de oxigênio durante a inibição 

enzimática se manteve linear no intervalo das concentrações do benzoato de sódio de 0.006 g a 

0.014 g na presença do extrato de guaraná obtendo-se uma curva linear com equação y = -260.8x 

+ 4.088 e R² = 0.910, assim como nos ensaios realizados na ausência do mesmo, indicando que a 
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inibição também é observada em amostras reais quando o benzoato é utilizado nas concentrações 

testadas. 

 

Figura 27 - Gráfico do consumo de oxigênio da reação enzimática na presença das 
concentrações de benzoato de sódio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. 
utilizando o extrato puro com uma solução de substrato de L-tirosina 1.2 mM contendo 0.02 g de 
extrato de guaraná em pó orgânico. 

 

 
 
Figura 28 - Gráfico da percentagem de inibição enzimática na presença das concentrações de 
benzoato de sódio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. utilizando o extrato puro 
com uma solução de substrato de L-tirosina 1.2 mM contendo 0.02 g de extrato de guaraná 
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Para verificar se além do efeito inibitório do benzoato adicionado, a amostra de guaraná 

possui também algum componente que poderia intensificar esta inibição, uma tabela comparativa 

entre o percentual de inibição na presença e na ausência do guaraná orgânico em pó foi 

construída (Tabela 10). 

 

Tabela 11 - Comparação do percentual de inibição das curvas padrões na ausência e na presença 
de guaraná orgânico 

Concentração de 
benzoato de sódio 
g/20 mL 

% de inibição das curvas padrões na 
ausência de guaraná orgânico 

% de inibição da curva 
padrão na presença do 
guaraná orgânico 0.02 
g/mL 

0 0 0 0 

0.006 51.91 61.07 47.24 

0.008 59.57 73.21 63.97 

0.01 69.09 80.26 78.42 

0.014 74.88 86.96 87.92 

0.018 76.56 91.51 91.34 

0.02 77.73 92.85 92.39 

Valor do R2 0.93 0.905 0.910 

 
 

 

Os dados observados na tabela 10 indicam que extrato de guaraná presente na solução de 

substrato L-tirosina utilizado nos ensaios de inibição enzimática não afetou a linearidade da 

inibição enzimática que se manteve  de 0.006 g a 0.014 g de benzoato de sódio, conferindo 

potencialidade  o método para o uso em amostras comerciais de refresco de guaraná. 
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5.8 Percentagens de inibição da atividade catalítica da tirosinase por ácido benzóico em 
amostras reais de refrescos de guaraná 

 
 Foram realizados testes com amostras reais de duas marcas de refresco de guaraná,  

sendo utilizadas na detecção e quantificação de benzoato de sódio 2 lotes do refresco de guaraná 

em copo da marca A e 1 do refresco de guaraná em copo marca B, com cada ensaio sendo 

efetuado em  triplicata. As Figuras 29 e 30 exibem, respectivamente, os gráficos do consumo de 

oxigênio durante a inibição enzimática pelo benzoato de sódio nas concentrações de 0.006 g a 

0.02 g e da curva padrão construída para o calculo da percentagem da inibição enzimática para 

posterior quantificação do benzoato nas amostras. 

 

 

Figura 29 - Gráfico do consumo de oxigênio da reação enzimática na presença das 
concentrações de benzoato de sódio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. 
utilizando o extrato puro com uma solução de substrato de L-tirosina 1.2 mM contendo 0.02 g de 
guaraná em pó 

 

 Uma curva linear com equação y = 3082.x + 46.09 e R² = 0.905, foi obtida para a faixa 

de 0.006 g a 0.014 g de benzoato de sódio a partir do gráfico da figura 30. 
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Figura 30 - Gráfico da percentagem de inibição enzimática na ausência e na presença das 
concentrações de benzoato de sódio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. 
utilizando o extrato puro com uma solução de substrato de L-tirosina 1.2 mM  

 

A tabela 11 contém os dados com os resultados dos ensaios de detecção e quantificação 

de ácido benzóico em amostras comerciais de refrescos de guaraná pelo método de inibição da 

atividade enzimática da tirosinase. No rotulo dos produtos, não foram informadas as 

concentrações de benzoato de sódio presentes nas amostras reais, o que impossibilita confirmar 

se há concordância entre os valores encontrados. No entanto, ensaios de medida de benzoato por 

meio de Cromatografia de Alta Eficiência (CLAE), podem ser realizados para confirmar a 

confiabilidade do método. 
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Tabela 12 - Resultados das análises de benzoato de sódio
método de inibição enzimática. 

Refresco/Marca 

A 

A 

B 

 

 As concentrações de benzoato de sódio detectadas pelo método, ficaram abaixo da faixa 

de linearidade determinada, estando portanto, abaixo do limite de detecção/ quantificação.

 

5.9 Estabilidade do extrato enzimático
  

O gráfico da Figura 30 exibe os resultados dos ensaios do estudo da estabilidade do 

extrato em relação a atividade da enzima tirosinase em u

no item 4.4. 

 

Figura 31 - Variação da atividade enzimática do extrato de Agaricus bisporus no perí
meses 
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s das análises de benzoato de sódio em refrescos de guaraná

Lotes Concentração de 
benzoato de sódio em 

g/20 mL 

Concentração de 
benzoato de sódio 

1 0.0054 

2 0.0031 

1 0.0037 

As concentrações de benzoato de sódio detectadas pelo método, ficaram abaixo da faixa 

terminada, estando portanto, abaixo do limite de detecção/ quantificação.

Estabilidade do extrato enzimático 

O gráfico da Figura 30 exibe os resultados dos ensaios do estudo da estabilidade do 

extrato em relação a atividade da enzima tirosinase em um período de 5 meses conforme descrito 

Variação da atividade enzimática do extrato de Agaricus bisporus no perí

2 3 4

Tempo (meses)
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em refrescos de guaraná, utilizando o 

Concentração de 
benzoato de sódio 

em g/100 mL 

0.027 

0.015 

0.019 

As concentrações de benzoato de sódio detectadas pelo método, ficaram abaixo da faixa 

terminada, estando portanto, abaixo do limite de detecção/ quantificação. 

O gráfico da Figura 30 exibe os resultados dos ensaios do estudo da estabilidade do 

m período de 5 meses conforme descrito 

 

Variação da atividade enzimática do extrato de Agaricus bisporus no período de 5 

5
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Os dados mostram que durante os 5 meses de armazenamento houve uma diminuição de 

25% na atividade enzimática do extrato. No entanto, essa dimuinuição na atividade não afetou a 

linearidade dos ensaios de inibição enzimática umas vez que as curvas de calibração mantiveram 

a faixa de detecção de 0.006 g a 0.014 g de benzoato de sódio, como visto nos ensaios realizados 

nos  itens 5.6, 5.7 e 5.8. 
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Capítulo 6 CONCLUSÕES E SUGESTÕES 
  

 Com base nos resultados obtidos neste trabalho, chegaram-se as seguintes conclusões:  

 

� As extrações efetuadas ao longo dos ensaios exibiram atividades enzimáticas com 

valores similares ao encontrados em trabalhos da literatura utilizando enzimas 

comerciais (até 971U/mL), fazendo com que o extrato enzimático obtido dos 

champignons de Paris seja uma fonte barata de enzima e com alta atividade. 

 

� O tempo de estabilização do eletrodo de oxigênio foi de 3 minutos, tempo em que a 

variação de oxigênio foi a menor registrada pelo oxímetro 

 
�  A proporção adequada entre as concentrações da enzima tirosinase e o substrato L-

tirosina, resultaram em duas possibilidades em que as menores variações do consumo de 

oxigênio foram obtidas: extrato puro/ solução de L-tirosina 1 mM e extrato diluído 2 

vezes/solução de L-tirosina 1.2 mM. No entanto para utilização da curva de inibição 

enzimática padrão de com benzoato de sódio, apenas o extrato puro/solução de L-tirosina 

1.2 mM, se mostrou aplicável, exibindo linearidade na inibição diretamente proporcional  

ao aumento das concentrações de  benzoato de sódio de 0.006 g a 0.014 g. O mesmo não 

foi verificado utilizando extrato diluído 2 vezes/solução de L-tirosina 1.2 mM, uma vez 

que os percentuais de inibição exibiram valores muito próximos (de 80% a 85%), não 

sendo adequado para o método, pois com a inibição apresentando percentuais muito 

próximos, fica impossibilitada a quantificação do benzoato de sódio quando presente nas 

amostras. Desse modo a linearidade da inibição esta diretamente relacionada com a 

atividade enzimática do extrato. 

 
� O melhor tempo de reação foi de 7 minutos, usando o extrato enzimático puro 

 
� Limite de detecção/limite de quantificação: 0.006 g a 0.0014 g do analito 

 
� O extrato de guaraná presente na solução de substrato L-tirosina utilizado nos ensaios de 

inibição enzimática não afetou a linearidade da inibição enzimática que se manteve  de 
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0.006 g a 0.014 g de benzoato de sódio, conferindo potencial de uso do método para 

detecção em amostras comeciais de refresco de guaraná. 

 
� Ensaios de detecção de benzoato em amostras comerciais resultaram em concentrações 

menores do que o máximo permitido pela legislação. No entanto, essas concentrações 

exibiram valores abaixo da faixa de detecção/quantificação do método. 

 
� Durante o tempo de 5 meses de estocagem do extrato enzimático houve uma queda de 

25.26% na atividade da tirosinase, que não interferiu na linearidade do método. 

 
 

O trabalho realizado apresentou resultados coerentes e com potencial de utilização para 

detecção de benzoatos em amostras comerciais. Desse modo algumas seguem algumas sugestões 

visando melhorar o método de detecção que será utilizado na construção de um biossensor assim 

como as perspectivas futuras em relação ao mesmo. Podem ser destacadas: 

 

� Testar concentrações de benzoato de sódio abaixo de 0.006 g 

 

�  Buscar métodos de imobilização adequados para a enzima tirosinase presente no extrato,   

visando melhorar a linearidade da curva padrão, ampliando a faixa de detecção e a 

sensibilidade do método  

 

� Realizar ensaios para verificar a influência de possíveis interferentes da atividade 

enzimática da tirosinase, que podem estar presentes em amostras reais 

 

� Utilização do método padrão de detecção de benzoatos em alimentos (HPLC), para 

comparação com resultados obtidos pela metodologia utilizada em trabalhos dessa 

natureza 

 

� Montagem e determinação das características do sistema biossensor, estabelecidas pelo 

protocolo da IUPAC para biossensores: determinação da faixa de sensibilidade, da faixa 

de calibração, tempos de resposta de sinal, ensaios de reprodutibilidade nas mesmas 
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condições do meio e concentrações de amostras, a avaliação do desempenho e 

caracterização estática e dinâmica do instrumento 
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