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RESUMO

Santos, Vania Paula Salviano, Desenvolvimento de um método para deteccio de acido
benzdico em refrescos a base de guarana. Rio de janeiro 2012. Dissertagdo (Mestrado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

O 4cido benzdico, assim como seus sais, benzoatos de sddio e potdssio, estd entre 0s
conservantes mais utilizados para inibir o crescimento microbiano em alimentos, em fun¢ao da
favordvel relacdo de custo-beneficio. Embora sejam considerados seguros, esses conservantes,
tem sido reportados na literatura como causa de diversos efeitos adversos a saide (asma, rinite,
pseudo-alergias, hiperatividade em criancas), além de estarem relacionados a formacao de
benzeno, substincia comprovadamente cancerigena, em bebidas. Assim, € importante um
controle rigido de suas dosagens visando a qualidade dos alimentos e a seguranca dos
consumidores, aplicando-se métodos analiticos rdpidos e acessiveis. Atualmente, a deteccao
desses conservantes tem sido realizada por meio de métodos cromatograficos. O presente
trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia de deteccio e quantificacao
de benzoato de sédio. A metodologia fundamentou-se na medida da inibicdo da atividade da
enzima tirosinase pelo benzoato de sodio presente; uma vez que a concentragdo do conservante
estd relacionada com a percentagem de inibi¢do sofrida pela enzima. Para tanto, foi utilizado um
eletrodo de oxigénio para medi¢do de seu consumo durante a reacdo enzimatica, na presenca do
substrato L-tirosina. O tempo de estabilizacdo do eletrodo foi de 3 minutos e todas as amostras
foram saturadas durante 5 minutos antes das leituras com o eletrodo de oxigénio. A enzima

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

por método colorimétrico de 372 U/mL a 937 U/mL. As propor¢des adequadas de



enzima/substrato e o tempo reacional foram determinados de que as flutuagdes das variacdes do
consumo de oxigénio fossem menores: extrato puro/ solucdo de L-tirosina 1 mM ou extrato
diluido 2 vezes/ solu¢do de L-tirosina 1.2 mM , ambos durante 7 minutos. A curva padrdo de
inibicdo enzimdtica exibiu linearidade de 0.006 g a 0.014 g de benzoato de sédio, utilizando-se o
extrato puro e solucdo de L-tirosina 1.2 mM; para o extrato diluido 2 vezes, a inibi¢do ndo foi
suficientemente distinta entre as diferentes concentracdes de benzoato de sédio, ndo permitindo
quantificd-lo. Adicionalmente, foram efetuadas andlises em amostras de bebidas — refresco a
base de guarand (Paullinia cupana) natural. Primeiramente, ensaios com solucdes de extrato de
guarand organico foram realizados para verificar a possivel interferéncia do guarand na
linearidade da curva de inibi¢do enzimadtica. Os resultados deste ensaio mostraram que o extrato
de guarand ndo influenciou na linearidade da curva de inibicdo enzimadtica. A estabilidade do
extrato foi verificada através da medida da variacdo da atividade enzimadtica por método
colorimétrico, durante um periodo de 5 meses. Testes com refrescos a base de guarand indicaram

a presencga de benzoato de s6dio abaixo do limite de detec¢do do método.

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

Santos, Vania Paula Salviano, Desenvolvimento de um método para deteccio de acido
benzdico em refrescos a base de guarana. Rio de janeiro 2012. Dissertagdo (Mestrado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, 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 guarana

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

Key words: benzoate, beverage, biosensor, tyrosinase
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CAPITULO 1 INTRODUCAO
1.1 Consideracoes Gerais

A agropecudria moderna e o processamento de alimentos muitas vezes envolvem a
utilizacdo de produtos naturais ou desenvolvidos artificialmente para aumentar a produtividade
(fertilizantes), proteger as culturas de ervas daninhas e pragas (pesticidas), preven¢do de doencas
(antibidticos), melhorar ou conferir caracteristicas organolépticas desejdveis e/ou aumentar o
tempo de vida util por meio de aditivos alimentares (corantes, edulcorantes, conservantes,
antioxidantes), agregar ou aumentar o valor nutricional do alimento (vitaminas naturais ou
sintéticas), dentro outros (GRATZFELD-HUSGEN e RAINER, 2001).

O uso desses produtos deve trazer beneficios 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 caracteristicas organolépticas, aspectos
nutricionais e seguros do ponto de vista quimico e microbiolégico (GRATZFELD-HUSGEN e
RAINER, 2001; MUTLU, 2010). Desse modo, a maioria dos paises t€ém estabelecidos em sua
legislacdo, niveis de tolerancia maximos de aditivos quimicos, residuos de agroquimicos, toxinas
e microrganismos patégenos e contaminates em alimentos de um modo geral, afim de promover
a seguranca alimentar dos consumidores (VISWANATHAN, RADECKA e RADECKI, 2009).

Atualmente, mudancas de hdabitos alimentares da populacdo, no que se refere a
substituicdo do consumo de produtos in natura por produtos industrializados, tem intensificado o
uso aditivos cuja fungdo esteja relacionada ao aumento da validade comercial do alimento
(POLONIO e PERES, 2009). No Brasil, um estudo recente realizado para avaliar as tendéncias
temporais na compra de alimentos feita pelas familias brasileiras, mostrou que nas ultimas trés
decadas alimentos minimamente processados, ndo processados e ingredientes culindrios vem
sendo constantemente substituidos por alimentos altamente processados (prontos para o
consumo) (MONTEIRO, LEVY, et al., 2011).

Desse modo, questdes realtivas a inocuidade alimentar vem ganhando destaque nos
ultimos anos, principalmente no que se refere ao uso de conservantes e as suas possiveis
consequéncias negativas para a satide humana, amplamente reportadas na literatura (POLONIO e

PERES, 2009).
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O acido benzdico sob a forma de seus sais (benzoatos de sédio e potdssio) é considerado
um dos conservantes mais utilizados na industria alimenticia, principalmente em alimentos de
pH mais baixo (Ex.: molhos) e bebidas ndo alcodlicas. Embora seu consumo seja considerado
seguro para a saide humana (GRAS — Generally recognized as safe), diversos estudos apontam
casos de reacdes adversas em decorréncia do seu uso, mesmo abaixo de niveis estabelecidos
pelas agéncias reguladoras, além de estar relacionado a formacdo 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, YUZBAs1OgLU, et al., 2011).

Com bases nas reacdes adversas do dcido benzdico e seus sais, verifica-se a importancia
de um rigido controle nas quantidades adicionadas aos alimentos, visando a seguranca dos
consumidores, além do monitoramento de suas concentragdes por meio de métodos analiticos
rapidos e acessiveis, de modo que tais concentracdes nao excedam os niveis previstos na
legislacdo. Essa necessidade tem estimulado o desenvolvimento de diversas metodologias de
andlise em complemento as convencionais. No momento, os métodos cromatograficos sdo o0s
mais utilizados e estabelecidos para a deteccdo e quantificacdo desse conservante. Entretanto,
apresentam algumas limitacdes 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 espaco na literatura, pela seletividade, tamanho
(possibilidade de miniaturizacdo), e serem relativamente econOmicos, rdpidos e sensiveis
(RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005; FURTADO, DUTRA, et al., 2008).

Em termos gerais, trata-se de um dispositivo de andlise que combina de forma eficaz a
especificidade e a seletividade que oferecem as reacdes biolégicas com o alto poder de
processamento de transdutores da inddstria eletronica moderna. E importante ressalvar que
existem diversos tipos de biossensores segundo o componente biolégico e transdutor utilizados,
cada um com suas vantagens e limitagdes técnicas especificas (RUMAYOR, IGLESIAS, et al.,

2005).
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Para a detec¢do e monitoramento de acido benzdico em alimentos, a enzima tirosinase
vem sendo bastante utilizada no desenvolvimento de biossensores baseados no processo de
inibicdo enzimatica. Embora a tirosinase possa ser encontrada abundantemente distribuida na
natureza, tanto em animais quanto em vegetais, na maior parte dos trabalhos utilizando tirosinase
em biossensores hd a predominancia da tirosinase origindria do macrofungo Agaricus bisporus,
na forma purificada comercial ou por meio da utilizacdo do tecido in natura do cogumelo
(MORALES, MORANTE, et al., 2002; SEO, SHARMA e SHARMA, 2003; SEZGINTURK,
GOKTUG e DINCKAYA, 2005; SHAN, SHI, et al., 2007; SHAN, LI, et al., 2008; LI, TAN, et
al., 2010; LOPEZ e LOPEZ-RUIZ, 2011).

A tirosinase € uma enzima que contém cobre e consome oxigénio quando catalisa a
oxidagdo de substratos fendlicos, a quinonas, substincias de coloragdo amarela que apods
sofrerem polimerizacdo adquirem tonalidades que vao desde o vermelho até o preto,
denominados melaninas, que sdo consideradas como a principal causa do escurecimento de
vegetais durante a maturagdo, manuseio, armazenamento e processamento (SEO, SHARMA e
SHARMA, 2003).

Neste trabalho, a fonte da enzima tirosinase foi o extrato enzimatico do macro fungo
Agaricus bisporus, para o desenvolvimento de um método de deteccdo de acido benzdico
visando sua futura aplicacdo na constru¢do de um biossensor para andlise de alimentos.

O método tem como principio a medida da inibicdo da atividade enzimadtica da enzima
tirosinase com o substrato L-tirosina, pelo dcido benzdico, utilizando para isso um eletrodo de
oxigénio tipo Clark, sendo que a concentracao do conservante estd quantitativamente relacionada
com a percentagem de inibi¢do sofrida pela enzima.

A enzima tirosinase tem sido amplamente utilizada em métodos de deteccdo,
principalmente para analitos em amostras das dreas ambiental e alimenticia. Na literatura os
trabalhos descritos utilizam a enzima tirosinase do macrofungo Agaricus bisporus, na forma
purificada comercial ou o préprio tecido vegetal homogeneizado, em ambos 0s casos,
imobilizadas. Este trabalho utilizou o extrato enzimdtico do Agaricus bisporus como fonte da
enzima tirosinase para a deteccao de benzoato de sédio em bebidas ndo alcodlicas. Na literatura
nao foram encontrados estudos utilizando esse extrato enzimdtico para o objetivo do presente

trabalho.
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Capitulo 2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um método de detec¢ao do 4acido
benzdico em bebidas a base de guarand, baseado na inibi¢do da atividade catalitica da enzima
tirosinase na presenca do analito em questdo, visando futura aplicacdo em um biossensor para

analise de alimentos.

2.2 Objetivos especificos

Visando alcancar o objetivo principal deste trabalho, os seguintes objetivos especificos

foram tracados:

1. Extrair a enzima tirosinase a partir dos corpos de frutificagdo do macrofungo
Agaricus bisporus, determinar a atividade enzimatica, o teor de proteinas e avaliar
a estabilidade

2. Determinar o tempo de estabilizacdo do eletrodo de oxigénio

3. Determinar os parametros da cinética de inibi¢do enzimadtica:

e tempo de reagdao

¢ melhor relacdo [S] x [E]

4. Desenvolver o método para a detec¢do e quantificacdo de benzoato de sédio:
e condicdes padroes
e constru¢do da curva de inibi¢ao padrao

e determinar os limites de deteccdo e quantificagio

5. Aplicar o método desenvolvido na andlise de amostras de refrescos comerciais a

base de guarand
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Capitulo 3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O guarana

O guarand € o fruto do guaranazeiro, uma planta nativa brasileira da regido amazonica.
De nome cientifico Paullinia cupana variedade sorbilis (Mart.) Ducke, € uma espécie da familia
das sapinddceas e se encontra em estado nativo nas regides compreendidas entre 0s rios
Amazonas, Maués, Parand do Ramos e Negro (estado do Amazonas) e bacia do Rio Orinoco
(Venezuela). Sendo genuinamente brasileiro, o guarand é um dos produtos amazonicos mais
conhecidos tanto no Brasil como no exterior (SUFRAMA, 2003).

Os frutos possuem coloracdo 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 guarand (PALMOLIVE, 2011-)
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3 %9

O guarand (derivado de “varand’’, arvore que sobre apoiada em outra) € utilizado ha
séculos por alguns povos indigenas pelas suas propriedades terapéuticas no combate a
enxaquecas, nas convalescencas e regulador intestinal (FILHO, 2006). Os indios Sateré-Mawé,
chamados de “’filhos do guarand’’apds domesticarem a planta, desenvolveram um processo de
beneficiamento do guarand sendo estes, portanto, inventores da cultura do guarand. O guarana
produzido pelos Sateré-Mawé, conhecido como guarand de terras altas € de altissima qualidade
mas é produzido em pequena escala, apenas em anos de safra excelente (MINISTERIO DA
CULTURA, INSTITUTO SOCIOAMBIENTAL, 2008).

O guarand € conhecido por suas propriedades estimulantes e ergogénicas e também pelas
alegacOes terapéuticas, como antidepressivo, antidiarréico, diurético, antineurdlgico. Efeito
antioxidante para inibir a agregacdo plaquetdria e acdo de protecdo gdstrica também foram
reportados em estudos sobre o guarand (LIMA, CARNEVALL et al., 2004). No Brasil, o guarana
tem seu consumo bastante difundido entre atletas, com alega¢des de melhorias no desempenho e
também tem sido adotado como suplemento na dieta de cavalos de corrida. Suplementos
contendo guarand e o termogénico Ma Huang, sdo comercializados como redutores de peso sob a
alegacdo de promoverem a perda de gordura em individuos com sobrepeso, embora os estudos
sobre esse tema ndo sejam conclusivos (LIMA, CARNEVALL et al., 2004).

As sementes torradas (ramas) sdo comercializadas para atender ao mercado externo e
interno na agroindustria. Apds a agro industrializag¢do, sdo obtidos: o xarope para consumo como
bebida energética; o bastdo que origina o p6 de guarand consumido misturado em dgua; ou o pé
j4 vendido em frascos, cdpsulas ou saches. Embora esses produtos facam parte de um mercado
em expansdo, os produtos de maior aceitacdo nacional e internacional, ainda s@o os refrigerantes
gaseificados a base de guarand uma vez que cerca de 70% da produg¢do de ramas do pais €
destinada a atender essa industria. Os 30% restantes destinam-se a atender a produgdo de guarand
em po e bastdo, empregados em bebidas energéticas, cosméticos e fitoterdpicos. A producio de
ramas no Brasil em 2003 era de 4300 toneladas/ano, sendo MT, PA, BA ¢ AM os maiores
estados produtores (SUFRAMA, 2003). Em 2010, a produ¢do nacional foi de 4642 toneladas
(IBGE, 2012).

No Brasil o refrigerante de guarand ¢ um produto muito popular principalmente entre o
publico de faixa etdria mais jovem, estando em segundo lugar em consumo, ficando atrds apenas

dos refrigerantes de cola (BNDS, 2006).
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3.1.2 Bebidas nao alcodlicas a base de guarana: refresco

O refresco pode ser definido como uma bebida ndo gaseificada, ndo fermentada, obtida
pela diluicdo, em dgua potdvel, do suco de fruta, polpa ou extrato vegetal de sua origem,
adicionada de agucares. Os refrescos a base de guarand, devem conter semente de guarand
(género Paullinia) ou o seu equivalente em extrato a uma concentracdo minima de 0.02 g/100
mL (MAPA, 1998).

O refresco se tornou um habito constituindo um mercado de grande importancia para a
regido metropolitana do Rio de Janeiro que € responsdvel pelo maior consumo de refrescos de

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

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

Grande Rio Grande Sdo  Interior

I EE TITEE de Janeiro Paulo SP

Sul Centro-Oeste Nacional

Agua de Guarana

Agua de Guarana %

Populagao 2010 ( Milhées)

Populagao 2008 (%) 100,0%

Per Capita Litros/Ano 0,41 4,03 6,63 222 1,48 0,95 1,75 0,62 1,81

= Max - Per Capita
== Min - Per Capita

O conservante mais comumente usado para evitar a proliferacdo microbioldgica
nessas bebidas € o 4cido benzdico e seus sais (benzoatos de sédio e potdssio). A legislacdo
brasileira permite a concentracdo maxima de 0.05g do conservante para cada 100 mL de bebida

(MAPA, 1998).



REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.2. O acido benzdico

O 4cido benzodico (C7H0,), dcido carboxilico (Figura 2) de massa molar 112,13g/mol é
um s6lido branco, pouco soldvel em dgua (2,9 g/ a 20°C) e sua solug@o aquosa é ligeiramente
acida (WHO, 2000).

De ocorréncia natural em animais e plantas, o dcido benzodico, é constituinte de muitos
alimentos, como frutas (principalmente oxicoco e ameixas), produtos lacteos, canela, cravo, com
relatos de concentracdes maximas encontradas de 40 mg/kg de alimento (GAVA, BENTO e

FRIAS, 2008) (WHO, 2000).

0

OH

Figura 2 - Estrutura quimica do 4cido benzéico (THERON e LUES, 2009).

7z

A principal via de obtencdo industrial do 4cido benzodico € a oxidagdo catalitica do
tolueno (CUBERO, MONFERRER e VILLALTA, 2002; GAVA, BENTO e FRIAS, 2008).
Além de alimentos e bebidas, o dcido benzdico também € usado em cosméticos, produtos
farmacéuticos e herbicidas. O dcido benzdico € mais frequentemente usado como matéria-prima
na producdo de substdncias quimicas, tais como fendis, caprolactamas, dibenzoatos glicol,
benzoatos de sédio e potdssio e outros derivados (CFS, 2007).

Em termos de importancia industrial, conta com uma produgao anual de 560000 t por
ano, onde o principal mercado € a producdo de fenol (75%), seguida a producao de benzoato de

sddio (10%) e sintese quimica de plastificantes (5%) (OECD, 2001).
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3.2.1 Os sais derivados do acido benzéico: benzoatos de sodio e potassio como conservantes

Aproximadamente 60% da produgdo de benzoato de sédio de cerca de 75000 t € voltada
para o mercado de conservantes em alimentos e bebidas. A producdo de benzoato de potdssio é
estimada em 7000 t por ano tendo como mercado principal o de conservantes para bebidas
(OECD, 2001).

Em decorréncia da crescente demanda por alimentos processados, o uso de conservantes
vem ganhando cada vez mais importancia na tecnologia alimentar moderna. O 4cido benzdico,
assim como seus sais, benzoatos de Na e K, estdo entre os conservantes mais utilizados para
inibir o crescimento microbiano, em fun¢do da relagdo custo-beneficio (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 ¢ importante tanto para evitar a deterioracdo do produto,
quanto pela inibi¢do do crescimento de microrganismos patogénicos (BILAU, MATTHYS, et

al., 2008).

Tabela 2 - Algumas caracteristicas fisico-quimicas do 4cido benzdico e seus sais (CFS, 2007)

Acido benzéico Benzoato de sédio Benzoato de potassio
Férmula estrutural o OH o o° N o o-k*
Numero INS' 210 211 212
Numero Cas’ 65-85-0 532-32-1 582-25-2
Formula molecular C;HqO, C;Hs0, Na C,Hs0,K
Solubilidade a 20°C 29 ¢g/L 566 g/L 566 g/L

1., R . . . . ~ .. . . .

INS significa International Numbering System ou Sistema Internacional de Numeracdo de Aditivos Alimentares. Este sistema foi elaborado
pelo Comité do Codex sobre Aditivos Alimentares e Contaminantes de Alimentos (CCFAC) para estabelecer um sistema numérico internacional
de identificac@o dos aditivos alimentares nas listas de ingredientes como alternativa a declara¢do do nome especifico do aditivo.’.’

2 . . . . P . S P L
Cas Nimero (Chemical Abstracts Service Registry Number). Trata-se do nimero de registro atribuido a cada produto quimico atribuido pelo
Chemical Abstracts Service - CAS, 6rgao da Sociedade Americana de Quimica (American Chemical Society-ACS).
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Embora o dcido benzdico ndo dissociado seja o agente antimicrobiano mais efetivo, os
benzoatos s@o mais comumente utilizados pela maior solubilidade em dgua, uma vez que o acido
benzdico € parcialmente solivel em temperaturas normais (ASHURST, 2005).

Uma vez em solugdo, o dcido benzdico ocorre em equilibrio entre as formas dissociada e
ndo dissociada e com a diminuicdo do pH a quantidade de 4cidos na forma ndo dissociada
aumenta.

Adicionado na forma de seus sais, o acido benzdico permanece em equilibrio apés sofrer

hidrdlise (Figura 3).

2O = O

S _

™~ OH O
—_— _|_H.

Figura 3 - Hidrdlise do acido benzéico (GAVA, BENTO e FRIAS, 2008)

O valor do pK para o 4cido benzdico € de 4,2. O pK, pode ser definido com sendo o valor
do pH em que as concentracdes da forma dissociada e ndo dissociada se igualam, portanto nesse
caso, em valores abaixo de 4.2, predomina a forma nao dissociada do 4cido e em valores acima a
forma dissociada (Tabela 3). Desse modo, atua com maior eficiéncia em alimentos que possuam
pH na faixa de 2.5 a 4.5 ou que possam ser acidificados. Tem como maiores mercados de

conservantes alimenticios: bebidas nao alcodlicas, conservas, geléias, doces, margarinas, balas,

molhos (GAVA, BENTO e FRIAS, 2008).

10
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Tabela 3 - Percentagem do acido benzdico ndo dissociado em fun¢do do pH (GAVA, BENTO e
FRIAS, 2008)

pK 4.2
pH % de 4cido ndo dissociado
3 94
4 61
5 13
6 1.5
7 0.2

As bebidas ndo alcodlicas contribuem para o consumo estimado de benzoatos
representando freqiiéncias superiores a 80% do consumo estimado para o consumidor médio,
tornando-as o maior mercado desses conservantes (LINO e PENA, 2010).

O 4cido benzodico geralmente exibe efeito inibitorio no crescimento de fungos e leveduras
e em menor escala, de bactérias, mais freqiientemente associadas a problemas de contaminacao
em produtos com faixas de pH acima de 4.5, (THERON e LUES, 2009). Melhores resultados de
preservacdo podem ser obtidos quando o 4cido benzdico € utilizado em conjunto com outros
conservantes, como o diéxido de enxofre e o 4cido sérbico devido aos efeitos sinérgicos
(ASHURST, 2005). O aumento do efeito antimicrobiano foi observado quando o benzoato foi
combinando com ultrasonicagao, irradiacao, uso de embalagem a vacuo e atmosfera modificada
(ROSS, GRIFFITHS, et al., 2003) (AUGUSTINE, KUDACHIKAR, et al., 2011).

O mecanismo de inibi¢do do crescimento microbiano pela fracdo ndo dissociada do dcido
benzodico, se da pelo fato deste ser lipossolivel, o que o torna permedvel a membrana celular
liprotéica dos microrganismos. Por meio da difusdo simples através da membrana, o 4dcido em
equilibrio apés a hidrélise acidifica o meio intracelular (BARBOSA-CANOVAS, 1999).

Em geral, os microrganismos mantém o pH do interior de suas células maior que o
exterior. Quando o 4cido benzdico entra no citoplasma, a fracdo ndo dissociada do 4cido sofre
dissociagdo liberando, portanto, fons H" e COO ~.Visando manter o pH, a célula promove um
fluxo de prétons para o exterior, cuja demanda energética faz com que o crescimento celular seja

restringido (Figura 4). Havendo superacao das reservas energéticas da célula, o pH do citoplasma
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diminuird, afetando negativamente o seu crescimento celular (GOULD, 2000). A neutralizacao
dos prétons por meio de agentes tamponantes celulares causa a acidificacao do interior da célula

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

pH 4.5 pH7.0

Anion g——® Acid —t®Acid—*Anion +Proton

Figura 4 - Teoria clédssica da acidificacdo citoplasmética (RUSSELL e GOULD, 2003)

O benzoato pode ser considerado o conservante mais efetivo em acidificar o citoplasma.
O acimulo de anions COO "no citoplasma, possui efeito antimicrobiano por toxicidade a célula

(RUSSELL e GOULD, 2003).

3.2.2 Aspectos toxicologicos

Uma vez ingerido e em contato com a acidez estomacal, hd um deslocamento do
equilibrio que favorece o 4cido benzdico ndo dissociado que é rapidamento absorvido no trato
gastrointestinal. No figado € metabolizado em conjugacdo com o a glicina originando &cido
hipdrico que é excretado pela urina. O mesmo ocorre com a ingestao de benzoatos, uma vez que
em solucdo aquosa a forma ionizada origina o dcido benzdico ndo dissociado. Isso permite que o
metabolismo e os efeitos sistémicos possam ser analizados de forma conjunta (WHO, 2000).

O 4cido benzdico assim como seus sais, sao considerados conservantes seguros para a
saide humana em todo o mundo (GRAS) (QI, HONG, et al., 2008). Os limites maximos
permitidos variam de acordo com a legislacdo de cada pais que os estabelece de acordo com o

tipo de alimento (Tabela 4) (LINO e PENA, 2010).
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Tabela 4 - Concentragdo maxima de benzoato (expressa como 4cido benzdico) em algumas
partes do mundo.

Concentraciao maxima de benzoato (expressa como acido benzéico) | Referéncias

em algumas partes do mundo

EUA 0.1 % (FDA, 2011)
Brasil 0.05 g/100 mL. (MAPA, 1998)
Uniado Européia 0.5% (WHO, 2000)
Japao 0.2 % (WHO, 2000)

A IDA (Ingestao Didria Aceitdvel) € uma estimativa efetuada pelo Comité Conjunto
FAO/OMS de Peritos Alimentares (JECFA), da quantidade do aditivo alimentar expressa em
relagdo ao peso corporal, que uma pessoa pode ingerir diariamente durante a toda a sua vida sem
riscos aprecidveis a sua saide e € utilizado como critério de avaliacao dos aditivivos em todo o
mundo (POLONIO e PERES, 2009). No caso do 4cido benzéico, 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 saude, estudos sugerem que o consumo desses
conservantes estd relacionado a uma série de efeitos adversos a saude, principalmente em
criangas e pessoas suscetiveis (Quadro 1). A toxicidade aguda de benzoatos é baixa. No entanto,
casos de urticdria, rinite, asma ou choque anafildtico t€ém sido relatados apds exposi¢do oral,
dérmica ou por inalagdo. Em pessoas sensiveis, mesmo em doses inferiores as de 5 mg/kg pode
causar reacdes ndo imunolégicas de contato (pseudo-alergias) (BILAU, MATTHYS, et al.,
2008).

Em se tratando dos aditivos alimentares, é importante ressaltar que a toxicidade ou os
beneficios, dependem da extensio em que esse componentes alimentares tem a adsorc¢do,
excre¢do e metabolismo como um todo, afetados, uma vez que havendo interacdes 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 reagdes alérgicas cruzadas entre os benzoatos e

outros aditivos, como o amarelo crepusculo, por exemplo (POL@NIO e PERES, 2009).

Quadro 1 - Alguns efeitos adversos relacionados ao consumo de benzoatos

Possiveis efeitos adversos Referéncia
Prurido crénico (ASERO, 2006)
Reacdes asmaticas (BALATSINOU, DI GIOACCHINO, et al.,
2004)

(METCALFE, SAMPSON e SIMON, 2009)

Exacerbac¢ao dos sintomas de rinite (PACOR, DI LORENZO, et al., 2004)
crOnica
Exacerbac¢ao dos sintomas de urticaria (POLONIO e PERES, 2009)
crOnica
Hiperatividade em criangas (METCALFE, SAMPSON e SIMON, 2009)

(EFSA, 2008)
(HASHIMOTO, 2011)

Genotoxicidade, clastogenicidade e (ZENGIN, YUZBA§1OgLU, etal., 2011)
mutagenicidade (em linfécito humanos in

Vitro)

3.2.3 Formacao de benzeno em alimentos

O benzeno ¢é reconhecido pelo IARC (International Agency for Research on Cancer)
como carcinogénico para humanos, e a sua ocorréncia em alimentos tem sido atribuida a diversas
fontes potenciais como, por meio de lixiviagdo de materiais € embalagens ou do ambiente de
armazenamento, dgua de abastecimento contaminada, processos de coc¢do ou degradagdo por
calor, processos de irradiacdo em alimentos e degradacdo de conservantes, tais como os

benzoatos (BARSHICK, SMITH, et al., 1995).
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Os benzoatos quando na presenga de dcido ascérbico e metais de transicdo como o Cu
(I1) e Fe (III), podem sofrer descarboxilacdo, reacdo que pode ser acelerada pelo incidéncia de
luz e calor (NYMAN, WAMER, et al., 2010) (GARDNER ¢ LAWRENCE, 1993). Ambos os
compostos possuem ampla aplicagdo como conservante e antioxidante, respectivamente, em
bebidas nao alcodlicas (APREA, BIASIOLL, et al., 2008).

Metais de transicdo, por exemplo, Cu (I1) e Fe (III), podem catalisar a redu¢do de um
elétron de oxigénio por acido ascérbico para produzir o anion superdxido, que sofre dismutacao
espontanea para produzir peréxido de hidrogénio. A reducao catalisada pelo metal de H,O, por
acido ascorbico pode gerar o radical hidroxila que pode descaboxilar o acido benzdico, levando a
formacao de benzeno (GARDNER e LAWRENCE, 1993).

Algumas pesquisas indicam que adocantes nutritivos, como agucar e xarope de milho rico
em frutose, o 4cido etileno diamino tetra-acético (EDTA) e o hexametafosfato de s6dio podem
reduzir ou até inibir a formacdo do benzeno, o que aumenta o potencial de formagdo em bebidas
nas versoes diet e light . A acdo quelante do EDTA e do hexametafosfato de s6dio pode ser bem
reduzida quando sdo adicionados cdlcio e outros minerais no alimento. Outro fator importante
estd relacionado com o tempo de estocagem: a formacdo do benzeno € maior quando sio
considerados longos tempos de estocagem e altas temperaturas (NYMAN, WAMER, et al.,,
2010; APREA, BIASIOLLI, 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 adicdo de benzoatos continham
benzeno em concentracdes < 2 ng/g. A concentracdo 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 presenca de benzeno acima do permitido pela
legislacdo dos paises onde foram realizadas as andlises, principalmente em bebidas nao-
alcoodlicas (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 Associacdo Americana de Bebidas
(ABA), na tentativa de auxiliar os fabricantes de bebidas a reduzir ou evitar a formacdo de
benzeno. Dentre elas destacam-se: substitui¢do do dcido ascdrbico por outro antioxidante, uso de

EDTA ou polifosfatos de sédio foram recomendados para seqiiestrar ions metdlicos que podem
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catalisar a hidroxila formacao radical, avaliacdo das condi¢des de estocagem e prazo de validade
para minimizar a exposi¢ao dos produtos a temperaturas elevadas e ultravioleta (UV) (NYMAN,
WAMER, et al., 2010).

Vale destacar, que ndo existem limites legais estabelecidos para o benzeno em alimentos
ou bebidas sendo o limite na d4gua potdvel usado como valor de referéncia, sendo estes limitados
a 10 ug/L"' pela Organizacio Mundial da Saide (OMS), 5 ug/L"' pela Agéncia de Protecdo
Ambiental dos EUA e 1 ug/L"' pelo Conselho Europeu (APREA, BIASIOLL, et al., 2008).

No Brasil, em 2011, o Ministério Publico Federal (MPF) firmou um termo de
ajustamento de conduta (TAC), com 3 fabricantes de refrigerantes (Coca-Cola Industrias Ltda.,
(Companhia de Bebidas das Américas (AMBEV) e a Primo Schincariol Industria de Cervejas e

Refrigerantes Ltda.), que prevé a quantidade méaxima de 5 ug/LL (MPF/MG).

3.2.4 Métodos de determinacao de acido benzdico/benzoatos em amostras de alimentos

O conceito de seguranca alimentar implica na producido e comercializacao de produtos
alimenticios que ndo oferecam risco a saide do consumidor. O uso de aditivos tem se tornado
uma pratica cada vez mais comum na industria de alimentos visando um maior tempo de vida
util favorecendo a estocagem e transporte por longas distancias (KOKYA, FARHADI e
KALHOR, 2011).

Tendo em vista a ampla utilizacdo do 4cido benzdico e seus sais (benzoatos) como
conservantes na industria alimenticia, a deteccdo e a quantificacdo destes sdo de grande
importancia no controle de qualidade dos produtos visando evitar fraudes e préticas inadequadas
de fabricacdo, considerando os possiveis efeitos adversos desses conservantes discutidos nas
sessoes 3.2.3 e 3.2.4 (METCALFE, SAMPSON e SIMON, 2009).

Na Tabela 5, estdo listados alguns dos procedimentos analiticos convencionais utilizados
para determinacao de benzoatos em alimentos.

Atualmente, o procedimento de andlise mais utilizado para detectar e monitorar os niveis
de acido benzdico e benzoatos em alimentos e bebidas é por HPLC (High-performance liquid
chromatography) em portugués CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) (SHAN, LI,
et al., 2008).
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Tabela 5 — Alguns procedimentos analiticos para determinacao e quantificagao de benzoatos

Método
HPLC/CLAE:

Cromatografia
Liquida de Alta

Performance

CG: Cromatografia

Gasosa

CCD: Cromatografia
de Camada Delgada

EC: Eletroforese
Capilar

E-UV:
Espectroscopia de

Ultra-Violeta

Faixa de deteccao

7-21 mg/L (bebidas nao alcodlicas)
3.17- 56.77 mg/kg (iogurte e
queijo)

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

804 mg/L (bebidas ndo alcodlicas)

0.1-134 mg/1 (bebidas nao-
alcodlicas)

0.5 -159.6 mg/L

50-300 ppm (bebidas nao-
alcodlicas)

9.8 ug/L (molho de soja)
197-401 mg /L (bebidas ndo

alcodlicas)

897 mg/L (bebidas nao alcodlicas)

3.2.5 Biossensores para a deteccio de acido benzédico

Referéncias

(ENE e DIACU, 2009)
(YILDIZ, ERDOGAN, et al.,
2011)

(MACHADO, TFOUNI, et al.,
2007)

(TFOUNI e TOLEDO, 2002)

(PAN, WANG, et al., 2005)
(KOKYA, FARHADI e
KALHOR, 2011)

(KHAN, MURAWSKI e
SHERMA, 1994)

(WEL LI et al., 2011)
(COSTA, PERFEITO, et al.,
2008)

(YOSHIKAWA, SAITO e
SAKURAGAWA, 2011)

A monitorizacdo continua, sensivel, seletiva, e fidvel de uma grande variedade de

diferentes compostos em vdarias amostras de alimentos e bebidas é de importancia crescente para

assegurar a alta qualidade de rastreabilidade de qualquer possivel fonte de contaminacdo de

alimentos e bebidas (CSOOREGI, GASPNR, et al., 2002). A maioria dos métodos classicos de
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andlise utilizados atualmente, embora sejam estabelecidos e confidveis, necessitam muitas
vezes, de instrumentagao sofisticada, pessoal bem treinado e tempos longos de andlise tornando
essas andlises de alto custo (MELLO e KUBOTA, 2002).

Com o objetivo de tornar as analises de benzoatos em alimentos, mais rdpidas, baratas e
simples, o desenvolvimento de diversas metodologias € descrito na literatura em termos de

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

Tabela 6 - Biossensores para detec¢dao de benzoatos/acido benzdico em amostras de alimentos

Biossensor/principio Faixa de deteccao/amostra Referéncias
Tecido de cogumelo 25-100 uM (bebidas ndo alcodlicas) (SEZGINTURK,
homogenizado/inibi¢do GOKTUG e
amperométrica DINCKAYA, 2005)
PPO-PANI 0.0366 mg/L (bebidas ndo alcodlicas) (LI, TAN, et al., 2010)
PPO-PANI- PAn 2x107 M (leite, iogurte e bebidas nao | (SHAN, SHI, et al., 2007)
alcodlicas)
PPO-Teflon/grafite 9.0x107" M (maionese e bebidas nio- | (MORALES,
alcodlicas) MORANTE, et al., 2002)

Eletrodo de carbono | 5.6x107 - 9.2x10° M (iogurte, bebidas ndo | (SHAN, LI, et al., 2008)
modificado com PPO- | alcodlicas)

nano-CaCO3

Eletrodo de carbono | 119.6-132 mg/L. (bebidas ndo-alcodlicas, (LOPEZ e LOPEZ-RUIZ,
vitreo modificado com | maionese) 2011)

PPO/CaHPO4

Biossensores amperométricos baseados em enzimas surgiram na ultima década, com
possibilidade de aplicagdo muito promissora na inddstria de alimentos e bebidas. Esses
dispositivos sdo, em geral altamente seletivos, sensiveis, de custo relativamente baixo e de fécil
manuseio e integracdo em sistemas de andlise continuas. Uma aplicagdo bem sucedida de tais

sensores para fins industriais, no entanto, requer um desenho do sensor, que satisfaca as
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necessidades especificas de monitorizacdo do analito alvo na aplicacdo em particular, uma vez
que cada aplicagdo individual necessita de diferentes condi¢cdes de funcionamento e
caracteristicas do sensor (CSOOREGI, GASPNR, et al., 2002). Desse modo, a imensa
oportunidade de desenvolvimento e o potencial de mercado, tem impulsionado as pesquisas de
métodos de andlises para a drea de alimentos em termos de biossensores (VISWANATHAN,
RADECKA e RADECKI, 2009).

As caracteristicas dos biossensores sao dependentes do elemento biorreconhecimento e
do transdutor de sinal utilizados, assim como a comunicagdo entre estes dois elementos, o que
faz com que embora sejam promissores, também apresentem limitacdes e desvantagens como

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

3.2.2 O macrofungo Agaricus bisporus (Champignon de Paris)

O champignon de Paris (Agaricus bisporus), € uma das espécias de cogumelos mais
extensivamente cultivada no mundo sendo a primeira a ser cultivada no Brasil (FURLANI e
GODOQY, 2005). Sao organismos pertencentes ao reino Fungi e ao filo Basidiomycota sendo
denominados de basidiomicetos. Em geral, apresentam corpo de frutificacdo macroscépico
(basidiocarpo), constituido por hifas entrelacadas que formam pseudo-tecidos, os quais se
diferenciam em pileo, estipe e lamelas (Figura 5) (AQUINI, 2010).

Pertencente a familia Agaricaceae, o champignon, constitui um alimento com excelente
valor nutritivo devido aos elevados teores de proteinas, vitaminas e fibras e baixos teores de
carboidratos e gorduras. (FURLANI e GODOY, 2005). Embora o maior consumo de
champignons esteja relacionado a 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 produ¢ao mundial, em 10 anos (FURLANI e GODOY, 2005).

Diversos estudos apontam o Agaricus Bisporus, como um fungo de grande potencial de
degradacdo sendo utilizado na biorremediacdo de xenobidticos fendlicos, bem como na
constru¢do de biossensores de uso ambiental por ser uma fonte barata da enzima tirosinase

(SILVA, 2009), (ARORA, 2002).
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Lamela

Foto: Vdnia Paula Salviano dos Santos

Figura 5 - Basidiocarpo do macrofungo Agaricus Bisporus

3.3 Tirosinase

3.3.1 Caracteristicas gerais

A tirosinase [EC 1.14.18.1], também conhecida como polifenol oxidase, bifuncional que
contém dois dtomos de cobre (CuA e CuB) ambos os quais coordenados por trés residuos de

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

HIS 194

Figura 6 - Estrutura do sitio ativo da tirosinase (ROLFF, SCHOTTENHEIM, et al., 2011)
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Estando amplamente distribuida em microorganismos, animais e plantas, a tirosinase esta
envolvida em processos de melanizacdo da pele, cabelo e escurecimento enzimético de frutas
(DECKER, SCHWEIKARDT e TUCZEK, 2006). No entanto, sua atividade nem sempre é
detectdvel por estar sob efeito de inibidores endégenos ou na forma latente (SANCHEZ-
FERRER, RODRIGUEZ-LOPEZ, et al., 1995).

Em relacdo aos grupos substituintes ligados aos dois dtomos de cobre, a tirosinase pode
apresentar trés formas distintas: oxitirosinase (Eqyi), metirosinase (Eme) € deoxitirosinase (Egeoxi)-
No estado latente, a tirosinase apresenta cerca de 2 — 30% da forma E; e o restante da forma
Enet (KIM e UYAMA, 2005). In vivo, a forma predominate € a E ., (FARIA, 2008).

Utilizando oxigénio molecular, a tirosinase catalisa a reacdes diferentes: a o-hidroxilacdo
de monofendis e a subseqiiente oxida¢do do o-difenol resultando em o-quinonas (Figura 7). As
consecutivas atividades cataliticas da tirosinase sdo chamadas de cresolase e catecolase,
respectivamente. Posteriormente as o-quinonas reagem com nucledfilos diferentes, produzindo
intermedidrios que sofrem polimerizacdo originando pigmentos (melaninas) que vao desde o

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

I‘\IHE NH2 NHZ
OH OH OH
I[:J'Tirr;:sinase O Tirosinase O
P T
0, ?on 0, HO
HO HO
L-Tirosina L-DOPA o-Dopaquinona

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

O comportamento cinético da tirosinase é muito complexo porque a oxidagao enzimadtica
do monofenol e o-difenol e deste para o-quinonas ocorre simultaneamente com reagdes
associadas niio enzimdticas destas ultimas (FENOLL, PENALVER, et al., 2004). O ciclo dos
monofendis, tem como particularidade, em relag@o a cinética da tirosinase, uma fase lag antes de

chegar a velocidade méxima. O tempo necessdrio para atingir o estado estaciondrio depende de
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varios fatores: pH, temperatura, a fonte de enzima, a concentragdo de monofenol (diretamente
proporcional ao periodo da fase lag), a concentracao da enzima (com o aumento da concentragao
de enzima o periodo lag diminui, mas nunca desaparece totalmente) e a presenca de quantidades
cataliticas de o-difenol ou fons de metais de transicdao (Fe+2 ou com menor eficécia, Cd+2, Ni+2,
Co**e Zn™) que podem eliminar a fase lag completamente. Quanto ao ciclo dos o-difendis, a
cinética segue a de Michaeles-Menten (SANCHEZ—FERRER, RODRIGUEZ-LOPEZ, et al.,
1995; FENOLL, PENALVER, et al., 2004).

No ciclo da monofenolase, o monofenol pode reagir apenas com a forma E,y; e se liga a
posicdo axial de um dos cobres desta forma. Por meio de rearranjo trigonal bipiramidal
intermedidrio ocorre a o-hidroxilacio de monofenol pelo peréxido que gera o o-difenol, que é
oxidado a o-quinona, resultando na forma Egeoxi para nova ligacdo com o peréxido. O o-difenol
pode reagir com a forma E; presente, para originando o coordenado o-difenol no ciclo da
monofenolase. No ciclo da difenolase, tanto a forma E,y; quanto a forma Ey,, 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-isomeros a D-isdmeros correspondentes.

Em 1895 foram realizadas as primeiras investigagdes bioquimicas com o cogumelo
Russula nigricans, que apds serem cortados e expostos ao ar, adquiriam uma coloragdo
avermelhada passando ao castanho escuro/preto. As tirosinases melhores caracterizadas sao
derivadas de Streptomyces glaucescens e dos fungos Neurospora crassa e Agaricus bisporus.
Em fungos e vertebrados a tirosinase catalisa o primeiro passo para a formagao de pigmento
melanina a partir da tirosina, enquanto que nas plantas hd uma ampla variedade de substratos

fendlicos (NYANHONGO, STEINER e GUBITZ, 2011).
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Figura 8 - Esquema detalhado do mecanismo de reacdo da tirosinase (LOPEZ e LOPEZ-RUIZ,
2011)
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3.3.2 Tirosinases macrofiingicas

As tirosinases macrofiingicas, geralmente podem ocorrer em diversas isoformas tais
como, imaturas, maturas e latentes e ativas. No entanto, a descricdo bioquimica em relagdo a
caracterizacdo cinética e relagdo entre estas isoformas ainda ndo estd bem estabelecida. Os
cogumelos apresentam cerca de 99% da tirosinase sob a forma latente (FARIA, MOURE, et al.,
2007).

Tal como como outras tirosinases macroftingicas, o tirosinase de Agaricus bisporus é
intracelular. E uma heterotetrimero 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 estdo relacionadas ao escurecimento enzimdtico e a
pigmentacdo. Melaninas flingicas sdo 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 radiagdes UV, raios gama, radicais livres, desidratacdo e temperaturas
extremas, além de contribuir para a resisténcia da parede celular contra enzimas hidroliticas
evitando a lise celular (HALAOULI, ASTHER, et al., 2006). Esses pigmentos possuem ainda
fungdes relacionadas a diferenciacdo dos orgdos reprodutivos e formacdo de esporos,
viruléncia em fungos patogénicos e protecdo dos tecidos apds lesdo (SEO, SHARMA e
SHARMA, 2003).

Atualmente a tirosinase utilizada por pesquisadores sdo obtidas comercialmente ou
extraidas em laboratério, principalmente a partir dos corpos de frutificacdo do Agaricus Bisporus
obtidos em mercados locais. Na literatura é possivel encontrar estudos que descrevem a
utilizacdo da tirosinase a partir do tecido integro, extrato enzimatico ou tecido homogenizado do
corpo de frutificacdo do macrofungo, senso utilizada em sua forma livre ou imobilizada
(KAMEDA, 2003; SILVA, 2009; SEZGINTURK, GOKTUG e DINCKAYA, 2005).

Imobiliza¢do de enzimas € um dos aspectos importantes do biotecnologia, uma vez que
reduz o custo de producdo devido a reutilizagdo das enzimas e tendéncias recentes apontam a
viabilidade industrial. As vdrias técnicas usadas para imobilizacdo de enzimas incluem o

aprisionamento em gel polimérico, adsor¢do em materiais insoliveis, encapsulacio em
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membranas, ligacdes cruzadas com reagentes bifuncionais ou multifuncionais, e vinculagdo a

suportes inertes (SEO, SHARMA e SHARMA, 2003)

3.3.3 Aplicacoes das tirosinases macrofiingicas

Até a ultima década, os estudos sobre tirosinases flngicas, principalmente a partir do
cogumelo comestivel Agaricus bisporus, eram essencialmente motivados pelo fendmeno de
escurecimento enzimético durante desenvolvimento e pds-colheita de armazenamento . Hoje, um
crescente interesse € dedicado ao potencial das tirosinases de fungos em biotecnologia e
aplicacdes ambientais, cendrio que propicia a criacdo de uma grande demanda para a enzima
(HALAOULIL, ASTHER, et al., 2006; FARIA, MOURE, et al., 2007).

As reagdes de oxidacdo sequenciais catalizadas pela tirosinase descritas na se¢ao 3.3.1,
sdo utilizadas como base para diversas aplicagdes biotecnoldgicas que estdo resumidas no

Quadro 2.

Quadro 2 - Resumo de algumas aplica¢des de tirosinases macroftingicas

. L. Macrofungo
Aplicacao Principio/ detec¢ao . Referéncias
de origem
(CAMPANELLA,
SAMMARTINO e
TOMASSETT]I,
Consumo de oxigénio 1992; SILVA, 2009)
Desenvolvimentos de ( ONNERFJORD.,
novas ténicas de Reducio direta da o-quinona ,
EMNEUS, et al.,
determinacgdo de liberada Agaricus
compostos fendlicos Reducdo da o-quinona usando um bisporus 1995)
. . (BONAKDAR,
mediador, como o hexacianoferrato
VILCHEZ e

MOTTOLA, 1989)
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(LI, TAN, et al.,
2010; LOPEZ e
LOPEZ-RUIZ,

Desenvolvimentos de 2011; SHAN, LI, et
novas ténicas de al., 2008;
determinagdo de acido Inibicdo enzimatica Agaricus SEZGINTURK,
benzdico/benzoatos bisporus GOKTUG e

DINCKAYA, 2005;
SHAN, SHI, et al.,

2007)
(ENSUNCHO e
Remocdo de compostos
ALVAREZ-
fendlicos / Agaricus
Oxidacdo de fendis CUENCA, 2005;
biorremediacdo bisporus
KAMEDA, 2003)
Desenvolvimento de (HALAOULI,
biopolimeros para Pycnoporus ASTHER, et al.,
Rede de proteinas ligadas de caseina
alimentos sanguineus 2006)
(HAQ, ALIe
Produgdo de L-DOPA L-tirosina como substrato Aspergillus
oryzae QADEER, 2002)

3.3.4 Inibidores da atividade biocatalitica da enzima tirosinase

Um inibidor enzimdtico € uma substancia que interfere na atividade de uma enzima de
modo reversivel diminuindo a taxa de rea¢do ou de modo irreversivel inativando-a (CAMPBELL
e FARRELL, 2011). Uma série de inibidores da tirosinase de fontes naturais e sintéticas t€m
sido identificados e relatados na literatura (Tabela 6). Os inibidores reversiveis sdo classificados
em quatro tipos: competitivos, ndo competitivos, incompetitivos €  mistos

(competitivo/incompetitivo) (Figura 9) (CHANG, 2009).
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1. Inibidores competitivos: apresentam caracteristicas estruturais semelhante as do substrato
competindo com o mesmo pelo sitio ativo da enzima. Quando ligado a enzima forma um
complexo inativo enzima/inibidor (EI) impedindo-a de realizar outra catalise. No entanto
esse processo € reversivel com a adi¢ao de mais substrato o equilibrio pode ser deslocado

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

2. Inibidores ndo-competitivos: o inibidor ndo compete com o substrato pelo mesmo sitio
ativo da enzima, se ligando um sitio ativo diferente ndo havendo, portanto, a
possibilidade de reverter a inibicao por meio de adi¢do de substrato. Ocorre a formagao
de um complexo entre a enzima/ inibidor (EI) e entre o enzima / substrato / inibidor

(ESD

3. Inibidores incompetitivos: se ligam ao mesmo sitio dos inibidores ndao competitivos, a
diferenca € 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).

K
E+S > ES —> E+P
+ +
I I
K, Tl Competitivo Ky Tl Incompetitivo
K;
FI < * ESI

Misto ou ndo competitivo (K,=k,)

Figura 9 - Mecanismo de acdo de inibidores reversiveis. Adaptado de (CHANG, 2009)
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Além do mecanismo de inibicdo, a forca inibitéria expressa com o valor de ICsy e
definida como sendo a concentra¢do de um inibidor necessdria para inibir metade da atividade da
enzima na condic¢do testada, € o critério primario 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 enzimético durante a
maturidade ou por danos causados no manejo pds-colheita, o que causa graves prejuizos
econdmicos para industrias de cogumelo. O inibidor mais comumente aplicado ao processo de
descoloragdo, atualmente, é o sulfito. Em humanos, embora a melanina tenha funcao
fotoprotetora, o acumulo de uma quantidade anormal de melanina em diferentes partes
especificas da pele, resultando em manchas mais pigmentadas pode se tornar um problema
estético. O captopril , uma droga antihipertensiva, também € reportado como sendo um inibidor
da formacdo da melanina. Logo, tanto a hiperpigmentacdo em pele humana quanto o
escurecimento enzimatico em frutas sdo fendmenos que tém 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 inibicao IDso mM
Oxiresveratrol Natural/Morus alba Nao-competitivo 0.001
Acido p-cumarico | Natural/Panax ginseng Misto 0.65
Agaritina Natural/ Agaricus bisporus incompetitivo -

Acido cinidmico Sintético Misto 0.70
Acido kéjico Sintético Misto 0.014
Captopril Sintético Nao-competitivo -
Benzaldeido Sintético Nao-competitivo 0.82

Adaptado de (SEO, SHARMA e SHARMA, 2003)

Os processos cinéticos de inibi¢do reversiveis sdo abordados em muitos estudos, com o

objetivo de aplicacdo em diversas dreas, como a farmacéutica (produgdo de farmacos), ambiental
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e alimenticia, sendo nessas duas, voltados, principalmente, para o desenvolvimento de métodos
analiticos (COELHO, SALGADO e RIBEIRO, 2008).

O processo de inibicdo enzimdtica tem sido bastante utilizado na constru¢do de
biossensores para aplicacdo em diversas dreas tais como, medicina, biologia, quimica, fisica e
farmécia, bem como em distintos setores de aplicacdo, tais como monitoramento ambiental,
medicina, setor militar, industrial e de saide (MARQUES e YAMANAKA, 2008).

H4 ainda os inibidores que se ligam a enzima de forma irreversivel por meio de ligagcdes
covalentes podendo inativd-la em seguida (KAMEDA, 2003). No entanto, os inibidores
irreversiveis da tirosinase sdo diferentes dos inativadores irreversiveis ndo especificos de
enzimas, tais como acidos ou bases, que destroem todas as estruturas de proteinas. Em vez disso,
eles geralmente sdo especificas para tirosinase alterando especificamente o sitio ativo dessa
enzima (CHANG, 2009).

Entre os inibidores irreversiveis, hd uma classe especial de substratos responsdveis pela
chamada inativagdo suicida, fendmeno durante o qual uma enzima € inativada pelos seus
produtos de reacdo de oxidagao de difendis a oquinona, o catecol e L-DOPA (KAMEDA, 2003;
CHANG, 2009).

O 4cido benzdico estudado no presente trabalho, é um inibidor reversivel, competitivo da

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

3.3.5 Estudo dos possiveis interferentes das amostras a serem analisadas

Como descrito na se¢do 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 4cido benzdico poderia causar inibi¢do da enzima tirosinase.

Uma das amostras de refresco de guarand apresenta dcido ascérbico como antioxidante
em sua composicdo. Trabalhos da literatura descrevendo biossensores para a deteccdo de acido
benzdico em amostras de bebidas ndo-alcodlicas que também continham acido ascérbico relatam
a interferéncia deste na resposta do analito em diferentes percentagens (Tabela 7).

Na literatura ndo foram encontrados estudos sobre interferéncia da atividade da enzima

tirosinase pelo extrato de guarana.
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Tabela 8 - Influéncia do 4cido ascérbico na inibi¢do da enzima tirosinase em diferentes
biossensores

Biossensor Inibidor /interferente % de Referéncia
inibicao
PPO- acido ascorbico 17 (MORALES,
Teflon/grafite MORANTE, et al.,
2002)
PPO-PANI- PAn acido latico, acido sorbico, acido 1-4 (SHAN, SHI, et al.,
citrico, sacarina sédica, cafeina 2007)
acido ascorbico 11
PPO- nano- acido latico, acido sorbico, acido 1,3-4,7 (SHAN, LI, et al.,
CaCoO3 citrico, sacarina soédica, cafeina 2008)
acido ascorbico 10,6
PPO/CaHPO4 4cido ascorbico 5,3 (LOPEZ ¢ LOPEZ-
RUIZ, 2011)

3.3.6 Eletrodo de oxigénio

O oxigénio participa de diversas reagdes fisioldgicas envolvendo oxigenases,
hidroxilases e oxidases, sendo este ultimo, o grupo a qual pertence a tirosinase. O eletrodo de
oxigénio foi desenvolvido por L.C. Clark em 1953 (Figura 10), o que contribuiu grandemente

para os estudos de reacdes oxigénios-dependentes.
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» Amplificador

2 '_ Anodo de Ag

-_I—— Scolugdo saturada de KCl

Catodo de Pt

—Solucdo da‘\‘
cie  amostra S
: i Membrana permeavel a oxigénio

Figura 10 - Esquema do eletrodo de oxigénio 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 € eletrodo de prata/cloreto de prata, ambos imersos em solu¢do de KCIl. A voltagem
constante entre os dois eletrodos é de 0.5-0.8 V. Uma membrana de teflon ou polietileno
permedvel ao oxigénio separa o eletrodo da solugdo que contém o analito. A tensdo € selecionada
fazendo com que o oxigénio seja difundido através da membrana e reduzido no cétodo, criando

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

Catodo 4H*+4e-+0; ——» 2 H:0

Anodo 4Ag+4Cl- —» 4. AgCl+ de-

4H*+4A4Ag+4Cl- +0; —» 4 AgCl+2H;0

Figura 11 - Rea¢des no anodo e citodo do eletrodo de Clark (BISSWANGER, 2008)

A corrente gerada é proporcional a concentracdo de oxigénio na solucdo. Antes de ser

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

de oxigénio (Figura 12).
Monofenol

PPO

4e (o o-difenol

" 2
+ a4 PPO
Eletrodo H,O o-quinona

4

Figura 12 - Reacao de catdlise de monofenol (L-tirosina) a o-quinona com consumo de oxigénio
(SILVA, 2009)

Historicamente, o eletrodo de Clark, foi o primeiro transdutor associado a enzima glicose
oxidase pata o monitoramento dos niveis de glicose no sangue, seguindo a atividade da glicose
oxidase na presenga de glicose e oxigénio (MUTLU, 2010).

Nesse trabalho esse principio serd utilizado para medir a variagio do consumo de
oxigénio na reagdo enzimadtica na auséncia e presenca do inibidor 4cido benzdico, onde a taxa de
inibicdo da atividade enzimadtica é proporcional a concentracdo do analito, no caso, o préprio
acido benzoico.

Na literatura € possivel encontrar varios trabalhos onde o eletrodo de oxigénio € utilizado
como transdutor na constru¢do de biossensores para drea ambiental, alimenticia e clinica

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

3.4 Biossensores

3.4.1 Caracteristicas gerais

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

reconhecimento utiliza um mecanismo bioquimico que integrado a um transdutor fisico-quimico
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processa o sinal gerado devido a interagdo entre o analito com o biocomponente (BARTLETT,
2008). A medida do analito alvo é obtida por meio da transducdo seletiva da reagdo
biocomponente-analito em um sinal quantificavel, optico ou elétrico que € proporcional a
concentracdo do analito (WANG e LIU, 2011).

Os componentes biolégicos de reconhecimento incluem: anticorpos, enzimas,
membranas, organelas, tecidos e microrganismos. Os transdutores incluem os Opticos
(fluorescéncia ou absorbancia), eletroquimicos (amperométrico, condutimétrico e

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

Principio de um Biossensor

Enzima Substanciaeletroativa ——> Eletrodo

: A Anticorpo Mudanga no pH : Semicondutor
[ ] Eletrodo pH
- A ’_ Organela
Calor 5 Termdmetro Sinal J
Py u ,— Microrganismo J

luz -  Fotdmetro

L3
a® Células

-
™ A Tecidos Mudanga de massa ——=  Aparelho
L Piezoelétrico
5% 3
Analito ‘ Ehme"‘.m e ‘ [ Transdutores de sinal ]
reconhecimento

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 reagdo
quimica gera um sinal produzido pela difusdo de espécies eletroativas, variacdo de temperatura,
de massa ou viscosidade, da turbidez, emissdo ou absorcao de luz, emissdo de calor, emissao ou

consumo de gases, etc (SILVA, 2009; MELLO e KUBOTA, 2002). Essas alteracdoes sao
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detectadas pelo transdutor escolhido de acordo com a modificagdo bioquimica produzida pelo
biocomponente.

As diferentes possibilidades de combinacdes de biomoléculas e elementos de tranducao
constituem vdarios tipos de biossensores para atender um vasto conjunto de aplicagdes
(MOHANTY e KOUGIANQOS, 2006).

Para que a alta especificidade de biomoléculas e sistemas bioldgicos em relacdo as
interacdes intermoleculares de interesse possam ser exploradas com sucesso em biossensores, €
essencial que o acoplamento entre os componentes biolégicos e de transdugdo seja eficiente. A
matriz de imobilizacdo pode ser utilizada apenas com o suporte assim como pode influenciar na
reposta do biossensor, no entanto qualquer método de imobilizacdo deve visar manter o
componente biologico em atividade maxima. Imobilizar o material biol6gico pode torna-lo
reutilizdvel conferindo uma vantagem econdmica, como no caso de biossensores enzimaticos. A
selecdo de um método de imobilizacdo adequada depende da natureza do elemento biolégico,
tipo de transdutor utilizado, propriedades fisico-quimicas do analito e condi¢des de
funcionamento para o biosensor (MELLO e KUBOTA, 2002; MARQUES e YAMANAKA,
2008).

Dentre as propriedades mais importantes de um biossensor estdo a especificidade e a
sensibilidade para com o analito alvo. A especificidade de um biosensor € inteiramente
dependente do componente bioldgico e sua interacdo com o analito enquanto que a sensibilidade
depende tanto da interacdo biocomponente-analito quanto da eficiéncia da detec¢dao subsequente
pelo transdutor (WANG e LIU, 2011).

Em comparagdo aos métodos convencionais de analises, os biossensores apresentam
algumas vantagens, o que o0s tornam promissores como ferramentas alternativas e
complementares as jd existentes. De um modo geral, entre as principais vantagens dos
biossensores pode-se destacar: tamanho, custo, precisdo, especificidade, sensibilidade,
reprodutibilidade, curto tempo de andlise, capacidade de inclusdo em sistemas integrados,
utilizacdo de amostras sem necessidade de pré-tratamento, possibilidade de andlises em tempo
real e facilidade de atuomatizacdo, versatilidade que permite o desenho de dispositivos

especificos e etc (SADANA, 2003; MUTLU, 2010).
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Embora os biossensores apresentem caracteristicas Unicas e vantajosas, estes também
apresentam limita¢des que podem estar relacionadas tanto com o biocomponente quanto com o

sistema de transdug¢do, ou ainda com ambos (SADANA, 2003; SILVA, 2009).

3.4.1 Biossensores amperométricos baseados no processo de inibicao enzimatica

Um biossensor enzimético combina como biocomponente uma enzima a qual reage
seletivamente com um substrato, acoplada a um transdutor que pode ser eletroquimico, Optico,
térmico ou gravimétrico. Dentre os transdutores eletroquimicos, os amperométricos sao 0s mais
utilizados e mais importantes comercialmente (MUTLU, 2010). Nesse caso o potencial em
relagdo ao eletrodo de referéncia € fixo e o fluxo de corrente gerado na superficie do eletrodo de
trabalho € medido devido a oxidagao ou reducdo do produto da reacdo enzimética, cujo sinal é
correlacionado a concentragdo do substrato. O principio amperométrico tem sido extensivamente
utilizado no qual é medido o consumo de oxigénio durante a oxidacio do substrato (LOPEZ e
LOPEZ-RUIZ, 2011).

Além da atividade enzimdtica, a inibicdo enzimdtica também pode ser utilizada como
sinal analitico a ser monitorado em biossensores, desse modo a atividade € medida antes de
depois da inibicdo promovida por um inibidor especifico, num dado intervalo de tempo. O

percentual de inibi¢do pode ser calculado pela seguinte equacao (LI, TAN, et al., 2010):

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

% In: percentagem de inibi¢ao

S1: A resposta inicial (S1) do biossensor em uma dada concentracdo de substrato na auséncia do
inibidor

S2: A resposta corrente (S2) do biossensor na dada concentracio de substrato na presenga de um

inibidor de determinada concentracdo

O percentual de inibicao sofrido pela enzima estd relacionado de modo quantitativo com

a concentracio do inibidor MARQUES e YAMANAKA, 2008).
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Em combinagdo com os diversos tipos de transdutores, vdrias enzimas (colinesterases,

uréase e tirosinases) tém sido utilizadas na constru¢ao de biossensores baseados no principio da

inibicdo enzimadtica, empregados na deteccdo de uma ampla gama de analitos tais como

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

contaminantes quimicos implicados na seguranca 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 constru¢do de biossensores baseados no processo de

inibi¢do enzimatica.

Enzima

Colina oxidase

Colinesterase

Fosfatase

Glucose oxidase

Lactato desidrogenase
Peroxidase

Tirosinase

Urease

Reacio catalisada

colina + O2 — aldeido
betaina + H202

acetil (butiril) colina +
H20 — colina + 4cido
acético

glucose-6-fosfato + H20
— glucose + fosfato
inorganico

beta-D-glucose + 02 — D-
glucono-1,5-lactone +
H202

lactato + NAD+ —
piruvato + NADH+

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

monofenol + Y2 02 — O-
diidroxifenol
O-diidroxifenol — O-
quinona

uréia + H20 — CO2 + 2
NH3

Adaptado de (MARQUES e YAMANAKA, 2008).

Inibidor

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

organofosforados, carbamatos, metais. nicotina,
microcistinas

organofosforados, carbamatos, microcistinas

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

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

tiuréia, etilinotiuréia, sulfitos, mercurio

benzoatos, carbamatos, organofosforados,
atrazinas, tiuréas, herbicidas, clorofendis, agentes
quelantes

metais, Hg2+, Mg2+, tiuréia

3.4.3 Aplicacoes dos biossensores na area de alimentos
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Na 4drea de alimentos o interesse no desenvolvimento dos biossensores se concentra
principalmente em analises de seguranca alimentar (detec¢do de compostos contaminantes,
alergénicos, toxinas, patégenos, aditivos e etc.) composi¢do dos alimentos e em controle de

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

Quadro 4 - Principais Areas de aplicagio das tecnologias dos biossensores dentro da industria
alimentar

Seguranca alimentar Qualidade alimentar
Compostos xenobidticos Composicao do alimento

*  Aditivos *  Acucares

*  Farmacos *  Animo 4cidos

*  Praguicidas e fertilizantes *  Alcodis

*  Outros contaminantes: dioxinas, PCB’s, «  Acidos organicos

HAP’s, metais pesados ¢ Colesterol

Biotoxinas Vida util

* Toxinas bacterianas *  Polifendis e acidos graxos (rango)

*  Micotoxinas *  Acitcares e dcidos organicos (maturagio)

*  Toxinas marinhas *  Aminas Biogénicas (indice de frescor)
Microrganismos patégenos Compostos aromdticos

*  Virus * Aliina (alho e cebola)

*  Bactérias Controle de processos

*  Protozodrios *  Acucares (fermentacdo e pasteurizacio)
Outras aplicacoes *  Alcodis (fermentacgdo alcodlica)

* OMG’s *  Aminoécidos (fermentagio)

*  Ciclo reprodutivo animal +  Acido lactico (elaboragdo de queijos)

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

Os biossensores mais utilizados em andlise de alimentos sdo os baseados na combinagao
de transdutores eletroquimicos, principalmente os amperométricos, com oxidases. Eletrodos
amperométricos e enzimas oxidases t€m mostrado bons resultados pela facilidade para medida,

associada a alta sensibilidade (MELLO e KUBOTA, 2002).
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3.4.3.1 Seguranca alimentar

A seguranca alimentar pode ser traduzida pela produgdo e comercializacdo de alimentos
que ndo oferecam risco para a saide dos consumidores. Nesse campo os biossensores sao

utilizados para detectar:

¢ Compostos xenobidticos: aditivos, agrotoxicos, farmacos
e Componentes do alimento: alergénicos e antinutrientes
e Toxinas diversas: bacterianas, micotoxinas e toxinas marinhas

e Microrganismos patdégenos

O uso de aditivos € regulado pela legislacdo, portanto sua detec¢do e quantificagdo sdo
muito importantes para evitar fraudes e mas préticas de fabricagdo uma vez que seu uso acima da
legislagdo pode causar reagdes adversas ao consumidor como jé foi discutido na secao 3.2.2.

Dispositivos enzimaticos para analises de edulcorantes artificiais como o sorbitol e
aspartame e de conservantes como o dcido benzodico e sulfitos tem sido reportados, no entanto ha
poucos biossensores sendo utilizados na determinacdo de aditivos alimentares. Em alguns casos
reacOes de interferéncia acabam por diminuir a eficdcia desses dispositivos, como no caso da
determinagdo de sorbitol, cujos biossensores interagem também com o xilitol. Alguns
dispositivos para determinagdo de acido benzdico também ocorrem problemas pela presenca de
antioxidantes como o BHA (hidroxianisol butilado) e propil galato (RUMAYOR, IGLESIAS, et
al., 2005).

Como conseqiiéncias do uso de farmacos em animais podem aparecer residuos em
alimentos de origem animal. Os biossensores desenvolvidos para essa finalidade sdo
principalmente biossensores de bioafinidade combinados com transdutores Opticos utilizados
para detectar antibiticos e promotores de crescimento (GUSTAVSSON, BJURLING e
STERNESIJO, 2002).

Biossensores baseados na inibi¢do enzimética tem sido reportados para a determinagdo de

praguicidas e fertilizantes em alimentos e dgua. Em relacdo a deteccdo de herbicidas, células
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integras ou organelas acopladas a transdutores 6pticos e amperométricos, tem sido utilizado na
constru¢do de biossensores (RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005).

Componentes antinutricionais (oxalato, amidalinas e glucoalcaldides) ou alergénicos
(gluten) podem estar contidos naturalmente nos alimentos. Os primeiros em sua maioria Sao
detectados por biossensores amperométricos enzimaticos, enquanto para os alergénicos sao
descritos imunossensores (RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005).

A detec¢do imunoldgica com anticorpos é talvez o tunica tecnologia que tem sido
empregada com sucesso em biossensores comerciais para a deteccdo de células, esporos, virus e
toxinas. Desde o desenvolvimento de técnicas hibridomas e o surgimento de anticorpos
recombinantes (tecnologia de phage display), desenvolvido durante a década passada, a detec¢ao
imunoldgica de contaminagdo microbiana tornou-se mais sensivel, especifica, reprodutivel e
confidvel com muitos imunoensaios comerciais disponiveis para a deteccdode uma ampla
variedade de micrébios e seus produtos. Estudos recentes enfocando métodos de transdugdao
Opticos, visam atingir um sistema de andlise mais robusto, facil de usar, portitil e barato.
Os fendmenos de ressonancia de plasma de superficie (SPR), tem mostrado bom potencial de
biosensoriamento € muitos sistemas SPR comerciais ja estdo disponiveis (por exemplo,
BlAcore™) (LEONARD, HEARTY, et al., 2003).

O principal foco na deteccdo de patdgenos e suas toxinas esta na deteccao de Escherichia
coli O157:H7, Salmonela campylobacter, Listeria monocytogenes, Staphylococcal enterotoxin B

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

3.4.3.2 Controle de qualidade

O controle de qualidade visa avaliar as caracteristicas organolépticas bem como a
composi¢ao dos produtos ou propriedades funcionais. Nesse sentido, os biossensores vém sendo
desenvolvidos a fim de realizar andlises de composi¢do dos alimentos, o que permite verificar se
estes contem as quantidades requeridas tanto de componentes presentes naturalmente (glicose,
amido) ou adicionados (vitaminas, aminodcidos). A avaliacdo da composi¢ao também permite
verificar o indice de frescor dos alimentos, através do qual se obtém informagdes sobre a
qualidade sanitdria do alimento, uma vez que quando armazenados os alimentos sob acdo de

microrganismos podem sofrer alteragdes de cor, sabor e aroma. Um exemplo disso € a
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degradacdo das aminas e gorduras em pescado ou carne que alteram negativamente as
caracteristicas organolépticas desses produtos e servem como indices de frescor, portanto quanto
menor o indice de frescura maior a probabilidade de crescimento microbiano € menor a
seguranca 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 enzimaticos.

3.4.3.4 Biossensores comerciais disponiveis para a industria de alimentos

Apesar do grande nimero de publicacdes sobre biossensores aplicados na andlise de
alimentos, apenas alguns sistemas sdo comercialmente disponiveis (Quadro 5). Dentre algumas
limitacbes que devem ser superaradas sdo o tempo de vida limitado dos componentes
biol6gicos, a produgdo em massa, bem como praticidade no manuseio. No entanto, estes
problemas tendem a ser gerenciados em um futuro proximo, uma vez que os biossensores

oferecem solugdes Unicas para andlise de alimentos em termos de especificidade e economia de

tempo (MELLO e KUBOTA, 2002).

Quadro S - Biossensores comerciais para a industria de alimentos

Biossensor Empresa Pais

Oriental electric Acompanhamento de deterioragdo de peixe China

Massachusetts Institute of Deteccdo de Escherichia coli O157:H7 em EUA

Technology alface (Canary)

Michigan State University’s Deteccdo de E. coli O157:H7 e Salmonella EUA

Electrochemical Biosensor em produtos carneos

Georgia Research Tech Institute Deteccdo de Salmonella e Campilobacter EUA
em inddustrias de suino

Naval Research Laboratory Deteccdo de enterotoxina estafilococica B e EUA
toxina botulinica A em tomate, milho doce,
grios e cogumelos

Universitat Autdnoma de Deteccdo de tragos de atrazina Espanha

Barcelona

(UAB), em cooperagdo com CSIC

Molecular Circuitry Inc. E. coli 0157 EUA
Salmonella, Listeria, Campylobacter

Research International Proteinas, virus, bactérias e esporos EUA
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Toxinas, virus, bactérias, esporos e fungos
Seis analitos simultaneamente
Universal Sensors Etanol, metanol, glicose, sacarose, lactose, L-aas, EUA
glutamato, dcido ascérbico e oxalato
Texas Instruments Inc. Alergénicos de amendoim, antibiéticos EUA
Yellow Springs Instruments Co Glicose, sacarose, lactose, L-lactato, galactose, EUA
L-glutamato, etanol H,O,, amido, glutamina, colina
Affinity Sensors S. aureus, Toxina colérica Reino
Unido
| Ambri Limited | Patégenos como Salmonella e Enterococcus | EUA
Biacore AB Vitaminas hidrosoliveis , residuos Suécia
quimicos e veterindrios, micotoxinas
| BioFutura Srl | Glicose, frutose, acido mdlico e latico (fermentacdo) | Ttalia
| Biomerieux | Microrganismos | Franca
| Biosensor Systems Desing | Microrganismos e substincias téxicas | EUA
| Biosensores S.L. | Substancias téxicas | Espanha
| Chemel AB | Glucose, sacarose, etanol, metanol e lactato | Suécia
| IVA Co Ltd | Metais pesados | Russia
| Motorola | Microrganismos e OGMs | Japao
| Inventus Bio Tec | Acido ascérbico | Alemanha
Fonte: (FURTADO, DUTRA, et al, 2008; RUMAYOR, IGLESIAS, et al., 2005)

41




MATERIAIS E METODOS

Capitulo 4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados durante a execu¢do os experimentos desse

trabalho:

e Estufa de secagem (Quimis)

e Placa de aquecimento e agitagdao (Quimis)

¢ Espectrofotométro Shimadzu UV-1800

® Bomba a viacuo (Motores Elétricos Brasil S/A)

¢ Medidor de pH (Chemcadet)

e (entrifuga (Excelsa 2)

e Bomba de aquério (Aqualife)

¢ Balanca eletronica FA-2104N ( Bioprecisa)

e Oximetro e eletrodo de oxigénio DM-4P (Digimed)
¢ Liquidificador inox (Croydon Industrial Ltda)

e Rotaevaporador (Quimis)

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

Foram utilizados no desenvolvimento do presente trabalho, corpos de frutificagdo do
macrofungo Agaricus bisporus (popularmente conhecidos como champignons de Paris),
adquiridos em uma feira popular situada no bairro Gléria do municipio do Rio de Janeiro (Feira
da Gléria). Os lotes adquiridos continham 500g e possuiam aparéncia similar, com frutos
apresentando coloracdo branca e tons amarronzados. Apds a compra os cogumelos foram
estocados em refrigerador a 4°C por cerca de 1 a 2 dias até serem utilizados na extracdo

enzimatica da tirosinase.
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4.3 Amostras: refrescos a base de guarana

Foram realizados anélises em 3 amostras de refrescos de guarand (guaracopos) de duas

marcas. Estes foram adquiridos em supermercado.

4.4 Métodos analiticos

4.4.1 Procedimento de extracao da tirosinase

O procedimento seguido para realizar a extragdo da enzima tirosinase foi o desenvolvido
por Kameda (2003) com adaptacdes para as quantidades de acetona e cogumelos. Em um
liquidificador com jarra de inox, foram triturados 390g de corpos de frutificacdo de Agaricus
bisporus com 2 L de acetona gelada. A mistura foi entdo, filtrada & vacuo utilizando para isso
papel de filtro Watman n°1. O residuo de cogumelo retido no filtro foi acondicionada em um
becker que foi vedado com papel filme e levado ao congelador por 24 horas. O residuo de
cogumelo foi entdo ressuspenso com 150 mL de dgua destilada e levado ao congelador por mais
24 horas. Posteriormente a o residuo foi centrifugado a 3000 rpm de 5 a 7 minutos, onde o
sobrenadante obtido consistiu no primeiro extrato enzimdtico. As etapas de ressuspensao e
centrifugacdo foram repetidas com o residuo da primeira centrifugacdo para a obtencdo do
segundo extrato enzimdtico. Ambos os extratos foram armazenados em frascos escuros no

congelador.

4.4.2 Tratamento do filtrado para recuperacao da acetona

O filtrado foi submetido a destilacdo em um rotaevaporador a temperatura controlada de

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

4.4.3 Procedimento de determinacao da atividade enzimatica dos extratos

A medida da atividade enzimatica 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 preparagao de dilui¢des de 1:10 em solug¢do tampao de fosfato de sédio 0.2 M
a pH 6. Em um becker de 10 mL foram adicionados 5.5 mL da solu¢do do tampao fosfato de
s6dio 0.2M a pH 6, 1.5 mL de solucdo de L-tirosina 1.2 mM e 1 mL do extrato enzimético
previamente diluido. =~ A mistura foi imediatamente vertida em cubeta e levada ao
espectrofotometro para andlise, onde a variacdo da absorvancia resultante da reacdo 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 enzimdtica foi definida como sendo a quantidade de enzima
que provoca o aumento de 0.001 na absorvancia a 280 nm por minuto.

Para o calculo da atividade a seguinte formula (Equacdo 2) foi utilizada:

A = (Abs,— Abs;) x 1000 x Dy (2)
(t—t;) x Vg

Onde: Abs;: absorvancia inicial
Abs,: absorvancia final
t; : tempo inicial
ty: tempo final
Vg : volume de solucdo enzimética

Dg : fator de dilui¢@o da solucao enzimética

4.4.4 Determinacao do teor de proteinas

Para a determinac¢do do teor de proteinas foi utilizado o método de Biureto. As proteinas
apresentam diversas ligagdes peptidicas que quando na presenca do reagente de Biureto de
coloragdo azul (solucdo de sobre, hidréxido de sddio e tartarato de sddio e potdssio) produz uma

coloragdo violeta que obedece a Lei de Lambert-Bier. Essa Lei estabelece que absorbancia de
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uma solucdo seja diretamente proporcional a concentragdo de particulas absorventes (ZAIA,
ZAIA e LICHTIG, 1998).

Portanto, a intensidade da coloragcdo € proporcional ao nimero de ligacdes peptidicas
presente nas proteinas.

A amostra com 1 mL do extrato diluido 10x foi misturada com 5 mL da solu¢do de
biureto e levadas a leitura em espectrofotdmetro em 540 nm. Este teste foi realizado em triplicata

com o extrato 1 e 2.

4.4.5 Determinacao do tempo de estabilizacao do eletrodo de oxigénio

Um eletrodo de oxigénio do tipo Clark foi utilizado para realizar as medidas
amperométricas. Antes de cada utiliza¢do o equipamento foi calibrado.

As medidas do consumo de oxigé€nio pela reagdo da enzima tirosinase do extrato com o
substrato L-tirosina, foram precedidas da saturacdo com ar do meio reacional, contendo apenas o
substrato. O tubo contendo a solucdo do substrato foi vedado com filme de PVC e saturado por
5 minutos com bombeamento de ar pelo uso de uma bomba de aqudrio (Figura 14). Esse
procedimento visou minimizar as variagdes das concentracdes de oxigénios iniciais entre as
amostras. Em seguida o eletrodo de oxigénio foi mergulhado no tubo que foi vedado novamente.
A vedacdo teve por finalidade minimizar as trocas gasosas entre a solucido de andlise € o meio
externo. Foram realizadas leituras das variagdes da concentracdo de oxigénio de 1 a 5 minutos
visando determinar o tempo necessario para a estabilizacdo do eletrodo. O tempo selecionado foi
determinado como aquele em que a variacdo nas leituras fosse a menor possivel. Foram

realizados 5 experimentos em duplicata.
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Figura 14- Esquema do procedimento de satura¢do com ar da solucdo do substrato

4.4.6 Determinacao da proporcao adequada para a concentracio de tirosinase e L-tirosina

As solucdes de L-tirosina e as dilui¢des do extrato enzimdtico utilizados nos ensaios,
foram preparados com solug¢do tampao de fosfato de s6dio 0.2 M e pH 6, uma vez que este esta
dentro da faixa de pH 6timo para a atividade da tirosinase (CAMPOS, SOUZA, et al., 1996). A
temperatura durante os ensaios variou de 23 °C a 25 °C.

Para a determinag@o da concentragdo de enzima que permite obter a menor variacdo da
atividade enzimatica, em relacio a concentragcdo do substrato utilizada em um dado tempo, foram
realizados ensaios com o extrato puro e extratos diluido 2, 4, 8 e 10 vezes, sendo que cada
concentracdo do extrato foi testada com solugdes de L-tirosina de concentracdes 1 mM, 1.2 mM,
1.6 mM e 2 mM.

A solucdo de trabalho, a principio, teve o volume definido em 5 mL, sendo 4 mL de
solugdo de L-tirosina e 1 mL de extrato enzimdtico. Tubos do tipo Eppendorf de 20 mL, foram

utilizados para estes ensaios (Figura 15).
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Figura 15 - Fotografia dos ensaios para determinagdo da propor¢ao adequada
de enzima e substrato

A determinagdo da propor¢do adequada de enzima e substrato € muito importante para
garantir que durante os ensaios de inibi¢cdo enzimadtica pelo dcido benzéico nido haja nenhum
fator que possa interferir na linearidade da inibigao.

Os testes foram realizados de acordo com o procedimento descrito no item 4.3.3. Apds a
estabilizacdo do eletrodo o extrato enzimético foi adicionado e o consumo de oxigénio registrado
a cada minuto até o término da reacdo indicado pela minima variacdo de concentra¢do oxigénio

registrada pelo eletrodo de oxigénio tipo Clark.
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4.4.7 Determinacao do tempo de reacao

Para cada uma das 5 concentragdes de extrato enzimatico (puro, e diluido 2, 4, 8, 10
vezes) foram testadas 4 concentracdes de substrato L-tirosina (1 mM, 1.2mM, 1.6mM e 2mM),
resultando em tempos de reacdes de 4 minutos a 80 minutos.

Visando selecionar o menor tempo de reacdo em que a atividade enzimadtica da tirosinase
do extrato exibisse a menor flutuacdo da variagdo do consumo de oxigénio para as quatro
concentracdes de substrato, foram construidos graficos do consumo de oxigénio em funcdo das
concentracdoes do substrato L-tirosina para cada uma das diferentes concentragdes de extrato

enzimadtico, com os menores tempos de reacao fixados.

4.4.8 Determinacao do percentual de inibi¢ao da atividade catalitica da tirosinase por acido
benzdico: construcao da curva de inibicao padrao

Para a determinacdo do percentual de inibicdo da atividade catalitica da tirosinase do
extrato enzimdtico, foram testadas 2 concentragdes de extrato enzimdtico e 2 concentracdes de
substrato L-tirosina determinados no item 4.3.4 com o tempo de rea¢ao definido no item 4.3.5.

O benzoato de sédio foi o sal de acido benzdico utilizado nos ensaios por ser o
conservante mais comumente presente em bebidas ndo alcodlicas. As quantidades de benzoato
de sodio foram definidas em fun¢@o da concentragdo méxima permitida pela legislacdo brasileira
para bebidas nao alcodlicas, que € de 0.05 g/100 mL (como &acido benzodico), segundo a
ANVISA. Foram definidos limites inferiores e superiores ao estabelecido pela legislacdo,
proporcionais a solucdo de trabalho que de 5 mL (1 mL de extrato enzimatico e 4 mL de solu¢do
de substrato L-tirosina), definidos anteriormente, foi reajustada para 20 mL, sendo 4 mL de
extrato enzimdatico e 16 mL de solug¢do de substrato L-tirosina) de modo a facilitar a pesagem,
diminuindo a probabilidade de erros por serem quantidades muito pequenas e proximas entre si.
As quantidades de benzoato de sédio utilizadas para os ensaios de inibi¢do enzimadtica foram:
0.006g, 0.008¢g, 0.01g (maximo permitido pela legislacdo), 0.014g, 0.018g e 0.02g que em 20 mL
de solugdo sdao proporcionais a 0.03g, 0.04g, 0.05g (méximo permitido pela legislacdo), 0.07g,

0.09g e 0.1g em 100 mL de solugao, respectivamente.
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O procedimento realizado seguiu como o descrito no item 4.3.5, com a adi¢do do
benzoato de sddio antes da saturacdo com ar da solucdo de substrato L-tirosina com a bomba de
aquério. Apds o tempo de estabilizacdo do eletrodo, o extrato enzimdtico foi adicionado e
realizadas as medi¢des na variagdo do consumo de oxigénio em fun¢do da reacdo enzimatica,
minuto a minuto. Antes dos testes com a adi¢do do benzoato, o consumo de oxigénio foi medido

em uma amostra em branco para calcular o percentual de inibi¢do com base na férmula (Equacao
3):

% I = AQ; s/benzoato - AO, ¢/ benzoato x 100 ©)
AQO, s/benzoato

Onde,
% 1: percentual de inibicao
AQO; ¢/ benzoato: variagdo de oxigénio na presenca do benzoato

AQ; s/benzoato: variacdo de oxigénio na auséncia do benzoato

4.4.9 Determinacao do percentual de inibi¢ao da atividade catalitica da tirosinase por acido
benzéico em solucio de extrato de guarana organico em po

A determinagdo do percentual de inibi¢do da atividade catalitica da tirosinase por acido
benzodico em solugdo de extrato de guarand organico em po foi determinada visando verificar a
possivel interferéncia do guarand na atividade da enzima tirosinase. O procedimento foi
realizado de acordo com o item 4.3.7.

A solucdo de substrato de L-tirosina, foi adicionado 0.02 g de extrato de guarand para
cada 100 mL de solucdo simulando uma bebida de guarand que contém o minimo de extrato que

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

4.4.10 Determinacao de benzoato em amostras de refresco de guarana
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Para a determinagdo de benzoato em amostras comerciais, a solu¢ao de substrato de L-
tirosina foi feita diluindo-se a L-tirosina na propria amostra do refresco de guarand comercial.
Posteriormente o pH da solugdo foi ajustado com fosfato de sédio dibésico até a obten¢dao de pH
6. Em seguida foram seguidos os procedimentos dos itens 4.3.4 e posterior comparacao da
inibicdo enzimdtica com a curva de inibi¢do padrdo para cdlculo da concentracdo de benzoato na

amostra . Uma nova curva padrao foi construida para quantificagdo do benzoato nas amostras.

4.5 Estudo da estabilidade do extrato enzimatico

A atividade do extrato 2 do lote 2, foi verificada mensalmente nos meses de novembro e
dezembro de 2011 e janeiro, fevereiro e marco 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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Capitulo 5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracao e determinacio da atividade da enzima tirosinase nos extratos do macro fungo
Agaricus bisporus

Foram utilizados 3 lotes de cogumelos e realizadas 3 extra¢des enziméticas utilizados nos
experimentos. Para cada extragdo foram obtidos 2 extratos (1 e 2) sendo que o segundo extrato
apresentou maior atividade que o primeiro. Esse padrdo foi observado com os extratos obtidos
em todas as extragdes, com excecdo do lote 3 que resultou em extratos sem atividade enzimética
(Tabela 8). Outros trabalhos descritos na literatura também descrevem resultados semelhantes
em relacdo a atividade dos extratos (SILVA, 2009; BOTELHO, 2010). Os valores minimos e
maximos para as atividades enzimdticas dos extratos foram, respectivamente, 352 U/mL e 937

U/mL.

Tabela 9 - Valores da atividade enzimatica da tirosinase dos extratos obtidos a partir dos 3 lotes
de cogumelos

Lote Extratos Atividades U/mL
1 1 352
2 758
2 1 536
2 937
3 1 0
2 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

difusdo da enzima para o meio externo, o que pode ter ocorrido durante a incubagdo da segunda
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ressuspensio para obten¢do do segundo extrato, contribuindo para o incremento na atividade

enzimatica.

5.2 Teores de proteinas

Os ensaios para determinagdo do teor de proteinas apresentaram os resultados descritos
da tabela 9.

Tabela 10 - Dados dos ensaios da medida do teor de proteina dos extratos provenientes das duas
extracOes realizadas, durante o trabalho.

Extrato Atividade U/mL Teor de proteina/ Desvio padrao
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 extragdes
apresentem teores praticamente iguais de proteinas, a atividade do extrato 2, de cada extracao,
apresentou valor de atividade superior. Isso pode ser explicado pelo fato do segundo extrato

possuir proteinas na forma mais ativa, o que foi descrito em trabalho anterior (SILVA, 2009).

5.3 Tempo de estabilizacio do eletrodo

Com o objetivo de minimizar as variacOes nas concentracOes iniciais de oxigénio nas
amostras, estas passaram por uma etapa de saturagdo com ar, que foi realizada de acordo com o
item 4.3.4. Ap0s a saturacao, o eletrodo foi imerso na solucio e observou-se o tempo necessario
para que nao fosse significativa a variagdo da quantidade de oxigénio dissolvido registrada pelo
oximetro. De acordo com MULCHANDANI e ROGERS (1998), os procedimentos de saturacao
e estabilizacdo do eletrodo podem evitar que possiveis variagcdes nas concentracoes de oxigénio

externas a reagdo enzimatica, possam interferir nos resultados, ocasionando erros de leitura.
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De acordo com a Figura 16, a leitura da variagdo de oxigénio medida pelo eletrodo se
tornou estavel a partir de 3 minutos (desvio padrao £0.08). O resultado obtido nesse ensaio foi
igual ao obtido por BOTELHO, (2010), em que o eletrodo de oxigénio foi utilizado para o

desenvolvimento de um método de deteccdo de Streptococcus agalactiae em amostras de leite.

=&—Experimento 1

7 == Experimento 2
6 Experimento 3
51 =>¢=Experimento 4

=#=Experimento 5

AO2 mg/L
N
——+

Tempo em min

Figura 16 - Grifico das variagdes de oxigénio dissolvido nos tempos de Oa 5 minutos nas
solucdes de substrato L-tirosina dos 5 experimentos, apds serem saturadas com ar.

5.4 Proporcao adequada entre a concentracao da enzima tirosinase e o substrato L-tirosina

A determinagdo da propor¢do adequada de enzima e substrato é muito importante para
garantir que durantes os ensaios de inibi¢do enzimdtica pelo 4cido benzdico ndo haja nenhum
fator que possa interferir na linearidade da inibicdo. Desse modo, para a determinacdo da
concentracdo de enzima que permite obter a menor variagdo da atividade enzimadtica, em relacdo
a concentragdo 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 solugdes de L-tirosina com concentracdes de 1 mM, 1.2 mM. 1.6
mM e 2 mM sendo para cada uma dessas extratos puro e diluido 2, 4, 8 e 10 vezes, forneceram

os gréficos da Figura 17, Figura 18, Figura 19 e Figura 20.

=&—Extrato puro
=—Extrato diluido 2x
Extrato diluido 4x
=>&=Extrato diluido 8x
==i=Extrato diluido 10x

II" PPN PN S PN SN RS
IR Mt 2 ottt v
35 40 Z 0 55 60

Concentracio de Oxgénio (mg/L)

Tempo (min)

Figura 17 - Grafico das reacdes enzimadticas entre a solu¢cdo do substrato ImM com os extratos
puro e diluido 2, 4, 8 e 10 vezes.

=&—Extrato puro
=—Extrato diluido 2x
Extrato diluido 4x
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Figura 18 - Grifico das reagdes enzimdticas entre a solu¢do do substrato 1.2 mM com os
extratos puro e diluido 2, 4. 8 e 10 vezes
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Figura 19 - Gréfico das reacgdes enzimaticas entre a solucdo do substrato 1.6 mM com os
extratos puro e diluido 2, 4, 8 e 10 vezes
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Figura 20 - Gréifico das reacdes enzimdticas entre a solucdo do substrato 2 mM com os
extratos puro e diluido 2, 4, 8 e 10 vezes
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A partir da andlise dos grificos das Figuras 17,18, 19 e 20, € possivel concluir que
independente da concentragdo da solucdo do substrato utilizada, quanto maior a dilui¢do do
extrato enzimdtico maior o tempo de reacdo. Sendo assim, considerando que uma das
caracteristicas desejaveis do método de deteccdo seja a rapidez, foram eleitas concentracdes de
extrato enzimético com 0s menores tempos reacionais: o extrato puro e o extrato diluido 2 vezes.

De modo a encontrar a faixa linear da rea¢do enzimatica 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 diluido 2 vezes e em seguida realizados cdlculos do consumo de oxigénio durante

a reacdo da enzima tirosinase com o substrato L-tirosina por meio da Equacao 4 descrita abaixo:

AOZ - Cf_ - Ci (4)

Sendo obtidos os resultados apresentados nos gréficos das Figuras 21 e 22.

=—&— 3 minutos
=4 minutos

AO2 mg/L

A= 5 minutos

=>¢="T7 minutos

0 T T T T T 1
1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 22

[L-tirosina]

Figura 21 - Grafico do consumo de oxigénio nos tempos reacionais de 3, 4, 5 e 7 minutos
utilizando o extrato enzimético puro nas quatro concentragdes de solucao de substrato L-tirosina:
ImM, 1.2 mM, 1.6 mM e 2 mM.
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Figura 22 - Gréfico do consumo de oxigénio nos tempos reacionais de 4, 5, 7 e 15 minutos
reacdo utilizando o extrato enzimético diluido 2 vezes nas quatro concentra¢des de solugdo de
substrato L-tirosina: ImM, 1.2 mM, 1.6 mM e 2 mM.

Com base nos graficos das Figuras 22 e 23, conclui-se, respectivamente, que para o
extrato puro, o tempo reacional em que a enzima exibe menor flutuagdo em termos de consumo
de oxigénio, é de 7 minutos, enquanto que para o extrato diluido 2 vezes a menor flutuacao foi
obtida no tempo reacional de 15 minutos. Ambos os tempos foram escolhidos tendo em vista os
menores valores de desvio padrio, +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 inibicdo da atividade catalitica da tirosinase por acido benzéico
utilizando o extrato diluido 2 vezes e tempo reacional de 15 minutos

A principio o extrato diluido 2 vezes foi eleito para ser utilizado nos ensaios visando a

constru¢do da curva de inibi¢do padrao por 4cido benzdico por fatores de custo, j4 que um maior
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volume de extrato reacional seria obtido e além disso por ter apresentado menor desvio padrdo
em relacdo as medidas realizadas O procedimento foi realizado como descrito no item 4.3.7. Os

resultados destes ensaios estdo exibidos nos graficos das Figuras 23 e 24.

A 02 mg/L

L \ 4!*4’

0 T T T T T T T T T 1
0 0.002  0.004 0.006  0.008 0.01 0.012 0.014 0.016  0.018 0.02

[benzoato de sédio] em g/20mL

Figura 23 - Gréafico do consumo de oxigénio da reacdo enzimadtica na presenca das
concentracdoes de benzoato de sddio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g.
utilizando o extrato diluido 2 vezes com uma solucao de substrato de L-tirosina

A Figura 23 exibe o consumo de oxigénio na presenca do inibidor benzoato de sédio nas
diferentes concentracdes: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. utilizando o extrato
diluido 2 vezes com uma solugdo de substrato de L-tirosina 1 mM. Para o ensaio sem a presenga
do inibidor nas mesmas condi¢des citadas a variacdo de oxigénio encontrada em funcdo da
reacdo enzimdtica foi de 7,5. Observa-se que, com concentragdes crescentes de benzoato sendo
utilizadas nos ensaios de inibi¢do da enzima tirosinase, as variagdes no consumo de oxigé€nio
durante as reagdes enzimdticas foram semelhantes, apresentando redu¢des em fungio da inibicdo
da reacdo Esses dados foram utilizados para calcular a percentagem de inibi¢do enzimdtica para

cada concentragdo do inibidor (Figura 24).
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Figura 24 - Gréfico da curva de inibi¢cdo padrdo da enzima tirosinase por benzoato de sédio em
concentracoes de 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. utilizando o extrato diluido
2 vezes com uma solucdo de substrato de L-tirosina 1 mM.

De acordo com a Figura 24, a inibicdo enzimética ocorreu praticamente da mesma forma
em todas as concentragdes do inibidor benzoato de sédio uma vez que € possivel observar que os
percentuais de inibicdo apresentaram valores bastante proximos, em cerca de 85% a 90% de
inibicao.

Esse resultado pode ser explicado pela baixa concentracdo de enzima disponivel no
extrato diluido 2 vezes. Os sitios ativos das enzimas podem ter sido rapidamente saturados pelo
inibidor j4 na presenga da menor concentracdo do mesmo. Nesse caso a concentracao de enzima
utilizada ndo estd apropriada para o método, pois com a inibicdo apresentando percentuais muito
proximos, fica impossibilitada a quantificacdo do benzoato de sédio quando presente nas

amostras.
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5.6 Percentagens de inibicio da atividade catalitica da tirosinase por acido benzéico
utilizando o extrato puro e tempo reacional de 7 minutos

Visando corroborar as conclusdes do item 5.4 e buscando uma maior sensibilidade do
método proposto, a partir da possivel obten¢do de uma relac@o linear entre a concentragao do
inibidor e o percentual de inibicdo 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 gréfico da Figura 25.

A 02 mg/L

a —+—

0 T T T T T T T T T 1

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014 0.016 0.018 0.02
[benzoato de s6dio] em g/20 mL

Figura 25 - Grifico do consumo de oxigénio da reacdo enzimdtica na presenca das
concentracdoes de benzoato de sodio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g.
utilizando o extrato puro com uma solu¢do de substrato de L-tirosina 1.2 mM

De acordo com o grafico da Figura 26, pode-se observar que o uso do extrato puro
permitiu que a variacdo do consumo de oxigénio durante a reacdo enzimética fosse maior entre
os ensaios com concentragdes diferentes do inibidor, caracterizando um aumento linear da
variacdo de oxigénio com o aumento da concentragdo de benzoato de sédio na faixa de
concentracdo de benzoato de 0,006 g a 0,014 g, obtendo-se uma curva linear com equagio y = -
153.7x + 3.395 e coeficiente de correlagcdo de R” = 0.93. Da mesma forma que nas figuras dos

itens anteriores, depois de calculadas as percentagens de inibicdo para cada concentragdo do
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inibidor benzoato de sédio, o grafico relacionando o percentual de inibi¢do e a concentracdo do

inibidor foi obtido (Figura 26).
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Figura 26 - Grifico da percentagem de inibi¢do enzimdtica na presenca das concentragdes de
benzoato de sédio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. utilizando o extrato puro
com uma solugdo de substrato de L-tirosina 1.2 mM .

Observa-se, portanto, que a variacao linear entre o percentual de inibicdo com o aumento
da concentracdo do inibidor foi observado de 0.006 g a 0.014 g de benzoato de sédio obtendo-se
uma curva linear com equacdo y = 3169x + 29.99 e R? = 0.93, acima dessas concentragdes a
inibi¢do ocorreu de modo que a variacdo no consumo de oxigénio ndo foi suficientemente
distinta de modo a quantificd-la. Além disso, para valores inferiores a 0,006 g de benzoato nao é
possivel afirmar que esta variagdo linear de oxigénio em fun¢do do aumento da concentragdo do
inibidor exista, visto que ndo foram realizados experimentos com concentracdes menores que
0,006 g de benzoato de sddio.

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos relacionados ao desenvolvimento de
metodologias de quantificacdo de acido benzdico 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 padrdoes com maior linearidade de inibi¢do, quando utilizadas
enzimas comerciais imobilizadas.

Como foi observado nos itens 5.5 e 5.6, o aumento linear da inibi¢do, depende da
concentracdo enzimdtica em termos de atividade, logo o uso de enzimas comerciais com maior
atividade e/ou imobilizadas, € favordvel ao método, uma vez que o processo de imobiliza¢io
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;
LOPEZ e LOPEZ-RUIZ, 2011).

SHAN, LI, et al., (2008), desenvolveram um biossensor para detec¢ido de dcido benzdico
em bebidas alcodlicas, utilizando a enzima tirosinase comercial imobilizada em nanomaterial de
carbonato de cdlcio sobre um eletrodo de carbono vitreo com atividade de 807 U/mg. A faixa
linear de deteccdo foi de 0.006 g a 0.1 g de 4cido benzdico.

SEZGINTURK, GOKTUG e DINCKAYA (2005), desenvolveram um biossensor para
acido benzdico utilizando o tecido do cogumelo Agaricus bisporus homogeneizado e
imobilizado com glutaraldeido. A faixa de detec¢do foi de 25-100 pmol de 4cido benzdico,

equivalente a encontrada nesse trabalho.

5.7 Percentagens de inibicido da atividade catalitica da tirosinase por acido benzdico em
solucao de extrato de guarana organico em po

Utilizando a melhor concentracio do extrato enzimatico , o extrato puro, definido no itém
5.6, foram realizados os ensaios para determinacdo da possivel influéncia do extrato de guarand
no comportamento da enzima tirosinase, de acordo com o procedimento descrito no item 4.3.8.
Os graficos das figuras 27 e 28 mostram o perfil de inibicdo da reacdo enzimética na presenca do
benzoato em diferentes concentragdes usando amostra real de guarand organico em pé diluida
em tampao.

O gréfico da figura 27 demonstra que a curva do consumo de oxigénio durante a inibi¢ao
enzimadtica se manteve linear no intervalo das concentra¢des do benzoato de sédio de 0.006 g a
0.014 g na presenca do extrato de guarand obtendo-se uma curva linear com equacdo y = -260.8x

+4.088 e R2=10.910, assim como nos ensaios realizados na auséncia do mesmo, indicando que a
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inibicdo também € observada em amostras reais quando o benzoato € utilizado nas concentragdes

testadas.
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[benzoato de sodio] em g/20mL

Figura 27 - Gréafico do consumo de oxigénio da reacdo enzimadtica na presenca das
concentracdoes de benzoato de sddio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g.
utilizando o extrato puro com uma solucdo de substrato de L-tirosina 1.2 mM contendo 0.02 g de
extrato de guarand em p6 organico.

120 ~

100 -

—+—

80 -
60 -

40 -

% de Inibicao enzimatica

20 ~

0 T T T T T T T T T 1
0 0.002  0.004  0.006  0.008 0.01 0.012 0.014 0.016 0.018 0.02

[benzoato de sédio] em g/20mL

Figura 28 - Grifico da percentagem de inibicdo enzimatica na presenca das concentracdes de
benzoato de sédio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g. utilizando o extrato puro
com uma solucdo de substrato de L-tirosina 1.2 mM contendo 0.02 g de extrato de guarand
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Para verificar se além do efeito inibitério do benzoato adicionado, a amostra de guarana
possui também algum componente que poderia intensificar esta inibicdo, uma tabela comparativa
entre o percentual de inibicdo na presenca e na auséncia do guarand orginico em péd foi

construida (Tabela 10).

Tabela 11 - Comparac¢do do percentual de inibi¢do das curvas padrdes na auséncia e na presenca
de guarand organico

Concentragdo  de | % de inibi¢do das curvas padrdoes na | % de inibicdo da curva

benzoato de sédio | ausé€ncia de guarand organico padrao na presenca do
g/20 mL guarand  organico 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 R 0.93 0.905 0.910

Os dados observados na tabela 10 indicam que extrato de guarand presente na solucio de
substrato L-tirosina utilizado nos ensaios de inibi¢do enzimdtica ndo afetou a linearidade da
inibi¢do enzimatica que se manteve de 0.006 g a 0.014 g de benzoato de sédio, conferindo

potencialidade o método para o uso em amostras comerciais de refresco de guarana.
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5.8 Percentagens de inibicido da atividade catalitica da tirosinase por acido benzdico em
amostras reais de refrescos de guarana

Foram realizados testes com amostras reais de duas marcas de refresco de guarana,
sendo utilizadas na detec¢do e quantificacao de benzoato de sddio 2 lotes do refresco de guarana
em copo da marca A e 1 do refresco de guarani em copo marca B, com cada ensaio sendo
efetuado em triplicata. As Figuras 29 e 30 exibem, respectivamente, os graficos do consumo de
oxigénio durante a inibi¢do enzimatica pelo benzoato de sédio nas concentracdes de 0.006 g a
0.02 g e da curva padrdo construida para o calculo da percentagem da inibicdo enzimdtica para

posterior quantificacdo do benzoato nas amostras.

A 02 mg/L
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[benzoato de sédio]lem g/20mL

Figura 29 - Grifico do consumo de oxigénio da reacdo enzimdtica na presenca das
concentracdoes de benzoato de sodio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g.
utilizando o extrato puro com uma solucao de substrato de L-tirosina 1.2 mM contendo 0.02 g de
guarand em po

Uma curva linear com equacdo y = 3082.x + 46.09 e R? = 0.905, foi obtida para a faixa

de 0.006 g a 0.014 g de benzoato de sddio a partir do grafico da figura 30.
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Figura 30 - Grifico da percentagem de inibicdo enzimadtica na auséncia e na presenga das
concentracoes de benzoato de sddio: 0.006 g, 0.008 g, 0.01g, 0.014 g, 0.018 g e 0.02 g.
utilizando o extrato puro com uma solu¢@o de substrato de L-tirosina 1.2 mM

A tabela 11 contém os dados com os resultados dos ensaios de detec¢do e quantificacao
de 4cido benzdico em amostras comerciais de refrescos de guarand pelo método de inibi¢ao da
atividade enzimdtica da tirosinase. No rotulo dos produtos, ndo foram informadas as
concentracoes de benzoato de sédio presentes nas amostras reais, 0 que impossibilita confirmar
se ha concordancia entre os valores encontrados. No entanto, ensaios de medida de benzoato por
meio de Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE), podem ser realizados para confirmar a

confiabilidade do método.
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Tabela 12 - Resultados das andlises de benzoato de s6dio em refrescos de guarand, utilizando o
método de inibi¢do enzimaética.

Refresco/Marca Lotes Concentracao de Concentracao de
benzoato de sodio em  benzoato de sodio
g/20 mL em g/100 mL
A 1 0.0054 0.027
A 2 0.0031 0.015
B 1 0.0037 0.019

As concentragdes de benzoato de sédio detectadas pelo método, ficaram abaixo da faixa

de linearidade determinada, estando portanto, abaixo do limite de detec¢cdo/ quantificacao.

5.9 Estabilidade do extrato enzimatico

O gréfico da Figura 30 exibe os resultados dos ensaios do estudo da estabilidade do

extrato em relacdo a atividade da enzima tirosinase em um periodo de 5 meses conforme descrito

no item 4.4.
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Figura 31 - Variacdo da atividade enzimdtica do extrato de Agaricus bisporus no periodo de 5
meses

67



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados mostram que durante os 5 meses de armazenamento houve uma diminuicao de
25% na atividade enzimatica do extrato. No entanto, essa dimuinui¢@o na atividade ndo afetou a
linearidade dos ensaios de inibi¢do enzimdtica umas vez que as curvas de calibracio mantiveram

a faixa de deteccdo de 0.006 g a 0.014 g de benzoato de s6dio, como visto nos ensaios realizados

nos itens 5.6, 5.7 e 5.8.
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Capitulo 6 CONCLUSOES E SUGESTOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, chegaram-se as seguintes conclusoes:

» As extragoes efetuadas ao longo dos ensaios exibiram atividades enzimdticas com
valores similares ao encontrados em trabalhos da literatura utilizando enzimas
comerciais (até 971U/mL), fazendo com que o extrato enzimdtico obtido dos

champignons de Paris seja uma fonte barata de enzima e com alta atividade.

» O tempo de estabilizacdo do eletrodo de oxigénio foi de 3 minutos, tempo em que a

variacdo de oxigénio foi a menor registrada pelo oximetro

» A propor¢ido adequada entre as concentragdes da enzima tirosinase e o substrato L-
tirosina, resultaram em duas possibilidades em que as menores variacdes do consumo de
oxigénio foram obtidas: extrato puro/ solu¢do de L-tirosina 1 mM e extrato diluido 2
vezes/solu¢do de L-tirosina 1.2 mM. No entanto para utilizacdo da curva de inibicao
enzimatica padrdo de com benzoato de sédio, apenas o extrato puro/solucao de L-tirosina
1.2 mM, se mostrou aplicavel, exibindo linearidade na inibi¢ao diretamente proporcional
ao aumento das concentracdes de benzoato de sddio de 0.006 g a 0.014 g. O mesmo nao
foi verificado utilizando extrato diluido 2 vezes/solucdo de L-tirosina 1.2 mM, uma vez
que os percentuais de inibicdo exibiram valores muito proximos (de 80% a 85%), ndo
sendo adequado para o método, pois com a inibi¢do apresentando percentuais muito
proximos, fica impossibilitada a quantificacdo do benzoato de s6dio quando presente nas
amostras. Desse modo a linearidade da inibicdo esta diretamente relacionada com a

atividade enzimatica do extrato.
» O melhor tempo de reagao foi de 7 minutos, usando o extrato enzimdtico puro
» Limite de detecgao/limite de quantificagao: 0.006 g a 0.0014 g do analito

» O extrato de guarana presente na solu¢ao de substrato L-tirosina utilizado nos ensaios de

inibicdo enzimadtica ndo afetou a linearidade da inibi¢do enzimatica que se manteve de
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0.006 g a 0.014 g de benzoato de sédio, conferindo potencial de uso do método para

deteccao em amostras comeciais de refresco de guarand.

» Ensaios de detec¢do de benzoato em amostras comerciais resultaram em concentra¢des
menores do que o mdximo permitido pela legislacdo. No entanto, essas concentragdes

exibiram valores abaixo da faixa de deteccao/quantificagao do método.

» Durante o tempo de 5 meses de estocagem do extrato enzimatico houve uma queda de

25.26% na atividade da tirosinase, que nao interferiu na linearidade do método.

O trabalho realizado apresentou resultados coerentes e com potencial de utilizagdo para
deteccdo de benzoatos em amostras comerciais. Desse modo algumas seguem algumas sugestoes
visando melhorar o método de detec¢do que serd utilizado na construcao de um biossensor assim

como as perspectivas futuras em relacdo ao mesmo. Podem ser destacadas:

» Testar concentragdes de benzoato de sédio abaixo de 0.006 g

» Buscar métodos de imobiliza¢do adequados para a enzima tirosinase presente no extrato,
visando melhorar a linearidade da curva padrdo, ampliando a faixa de deteccdo e a

sensibilidade do método

» Realizar ensaios para verificar a influéncia de possiveis interferentes da atividade

enzimadtica da tirosinase, que podem estar presentes em amostras reais

» Utilizagdo do método padrio de deteccdo de benzoatos em alimentos (HPLC), para
comparagdo com resultados obtidos pela metodologia utilizada em trabalhos dessa

natureza

» Montagem e determinagdo das caracteristicas do sistema biossensor, estabelecidas pelo
protocolo da ITUPAC para biossensores: determinagdo da faixa de sensibilidade, da faixa

de calibracdo, tempos de resposta de sinal, ensaios de reprodutibilidade nas mesmas
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condi¢des do meio e concentracdes de amostras, a avaliacio do desempenho e

caracterizacao estatica e dinamica do instrumento
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