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RESUMO

Santos, Vania Paula Salviano dos, Desenvolvimento de um biossensor para deteccio de acido
benzéico em refrescos a base de guarana. Rio de janeiro 2016. Tese de Doutorado do Programa
de Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Os sais do acido benzdico, os benzoatos, estdo dentre os conservantes de maior aplicacdo na
industria alimenticia, principalmente em bebidas ndo alcoélicas e alimentos de baixo pH. Pesquisas
reportadas na literatura, relatam casos de rea¢des adversas aos benzoatos, mesmo abaixo nos niveis
estabelecidos por agéncias reguladoras, além de estarem relacionados a potencial formagao de
benzeno em bebidas, quando na presenca do antioxidante acido ascorbico. Diante do exposto,
verifica-se a importancia do monitoramento dos niveis de benzoato como conservante, nao
excedam o limite previsto pela legislagdo que no Brasil ¢ de 0,05 g/100 mL, para bebidas ndo
alcoolicas. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ¢ método oficial de analise de
benzoatos em alimentos, mas embora seja um método estabelecido, a CLAE apresenta algumas
limitagdes tais como, complexidade, custo e o requerimento de operadores altamente treinados.
Nesse sentido, os biossensores podem oferecer algumas vantagens, como baixo custo relativo,
rapidez, portabilidade, facil manuseio e etapas menos complexas de tratamento das amostras. Esse
trabalho tem por objetivo a aplicacdo da enzima do extrato do macro fungo Agaricus bisporus
como componente bioldgico na construgao de um biossensor eletroquimico tendo como transdutor
um eletrodo de oxigénio, para a deteccdo de benzoatos em amostras de bebidas ndo alcodlicas a
base de guarana. Para obtencgdo da tirosinase foram testados métodos quimicos de rompimento
celular, com (permeabilizagao com etanol, acetona e Triton X-100) e fisico com N2 liquido, seguida
da concentragdo e purificacao parcial com acetona e sulfato de amonio. A tirosinase da extragao
com acetona, concentrada com sulfato de amonio, foi imobilizada em suportes de quitosana, vidro,
alginato de sodio e nylon. A imobilizagdo em membrana de nylon 6,6 foi otimizada por meio de
um planejamento fatorial 23 seguido do tratamento com borohidreto de sddio. As enzimas livre e
imobilizada foram caracterizadas em relagdo a atividade enzimatica (U/mL), estabilidade
operacional e de estocagem, pH, temperatura, concentracdo de substrato e determinados os
parametros cinéticos (km € vm). A enzima imobilizada em membrana de nylon 6,6 por meio de
ligacdo covalente com 1.5% de glutaraldeido seguida da reticulagdo com glutaraldeido 1.5% pH 6

sem reducao com borohidreto de sodio, resultante da otimizagao, foi aplicada na construcao das
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curvas padrdes com 5 concentragdes de benzoato de sddio (0.01, 0.02, 0.05, 0.07, 0.09 g/100 mL)
variando-se as concentragdes de substrato (0.4 mM, 0.6mM e 0.8mM de L-tirosina em tampao
fosfato de so6dio 0.1M pH 6 a 25°C). O tempo reacional foi fixado em 6 minutos, a concentragao
de substrato L-tirosina foi de 0.8 mM para constru¢ao da curva padrao A faixa linear foi de 0.01
g/100 mL a 0.07 g/100 mL de benzoato de sédio. O biossensor foi aplicado em amostras comerciais
de refrescos a base de guarand, mas os resultados ndo foram condizentes com os resultados das

analises por CLAE, apresentando percentuais de erro relativo acima de 10%.
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ABSTRACT

Santos, Vania Paula Salviano dos, Desenvolvimento de um biossensor para deteccio de acido
benzéico em refrescos a base de guarana. Rio de janeiro 2016. Tese de Doutorado do Programa
de Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Benzoic acid salts, benzoates, are among most of preservatives in food industry, especially in soft
drinks and low pH foods. Research reported in the literature report cases of adverse reactions to
benzoates, even below the levels established by regulatory agencies, as well as being related to
potential benzene formation in beverages, when in the presence of the antioxidant ascorbic acid.
Given the above, there is the importance of monitoring the levels of preservative benzoate to not
to exceed the established levels by the Brazilian legislation which is 0.05 g/100 mL, for non-
alcoholic beverages. The High Performance Liquid Chromatography Efficiency (HPLC) is the
official method of analysis benzoates in food, but although it is an established method, HPLC has
some limitations such as, complexity, cost, and the application of highly trained operators. In this
sense, the biosensors can offer some advantages, such as low relative cost, speed, portability, easy
handling and less complex processing steps of samples. This work aims at the application of the
enzyme of the macro fungi Agaricus bisporus extract as biological component in the construction
of an electrochemical biosensor having transducer as an oxygen electrode to the benzoates
detection in samples of non-alcoholic drinks Guarana based. To obtain tyrosinase were tested
chemical cell disruption methods, with (permeabilization with ethanol, acetone and Triton X-100)
and physically with liquid N>, followed by concentration and partial purification with acetone and
ammonium sulfate. Tyrosinase extraction with acetone, concentrated with ammonium sulfate,
chitosan immobilized on supports, glass, sodium alginate and nylon. Immobilization on a nylon
6,6 membrane was optimized using a 2° factorial design followed by treatment with sodium
borohydride. The free and immobilized enzymes were characterized with respect to enzyme
activity (U/ml), operational and storage stability, pH, temperature, substrate concentration and
determined the kinetic parameters (km and vm). The immobilized enzyme nylon 6,6 membrane by
covalent bonding with 1.5% of glutaraldehyde followed by crosslinking with 1.5% glutaraldehyde
pH 6 without reduction with sodium borohydride resulting optimization was applied to the
construction of standard curves to 5 sodium benzoate concentrations (0:01, 0:02, 0:05, 0:07, 0:09

g/100 mL) varying the substrate concentrations (0.4 mM, 0.6mm and 0.8mm L-tyrosine in 0.1M
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sodium phosphate buffer at pH 6 25 °© C). The reaction time was fixed at 6 minutes, L-tyrosine
substrate concentration was 0.8 mM for standard curve construction. The linear range was 0.01
2/100 ml to 0.07g/100 ml of sodium benzoate. The biosensor was applied in commercial samples
of soft drink guarana base, but the results were not consistent with the results of HPLC analysis,

showing relative error percentage above 10%.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes Gerais

O conceito de seguranga de alimentos implica na produ¢do e comercializacdo de produtos
alimenticios que ndo oferecam risco a saide do consumidor. O uso de aditivos ¢ um dos
procedimentos padrdes da industria de alimentos visando assegurar um maior tempo de vida util,
favorecendo a estocagem e transporte por longas distancias (KOKYA; FARHADI; KALHORI,
2011; RICKE; DONALDSON; PHILLIPS, 2015).

O uso de aditivos ¢ regulado por uma legislagdo especifica, que varia de acordo com o pais
de origem, visando controlar as quantidades e tipos de aditivos incorporados aos alimentos, a fim
de evitar fraudes, mas praticas de fabricacdo, alergias e outras reacdes adversas ao consumidor,
ocasionados por aditivos acima dos niveis considerados seguros (WATSON, 2002; MOTARJEMI;
MOY; TODD, 2013).

As mudangas nos habitos alimentares da populagdo tém intensificado o uso de aditivos. O
estudo de Martins et al., (2013), demonstrou que no Brasil, nas tltimas trés décadas houve uma
significativa reducao na participagdo calorica de alimentos in natura, minimamente processados e
ingredientes culindrios e aumento significativo na participagdo de alimentos prontos para o
consumo (de 23% para 27,8% das calorias), devido ao aumento no consumo de produtos
ultraprocessados (de 20,8% em 2002-2003 para 25,4% em 2008-2009).

Uma pesquisa de tendéncias temporais no consumo de alimentos ultraprocessados no
Canadé, mostrou que o consumo destes produtos, expresso sobre a percentagem total de calorias
adquiridas vem aumentando continuamente. Entre 1938 e 2011 houve uma queda no consumo de
ingredientes culindrios de 37% para 12,7% e minimamente processados de 34,3% para 25,6%. Os
alimentos prontos para consumo tiveram aumento de 28,7% para 61.7%, sendo os ultraprocessados
de maior participagdo nesse percentual de aumento (MOUBARAC et al., 2014).

Os sais do 4cido benzoico, os benzoatos, estdo dentre os conservantes de maior aplicacdo na
industria alimenticia, principalmente em bebidas nao alcoolicas e alimentos de baixo pH, como
molhos, geléias e outros (WHITEHURST; OORT, 2009; MOTARJEMI; LELIEVELD, 2013).
Embora o consumo desses conservantes seja considerado seguro para a saide humana, pesquisas
reportadas na literatura, relatam casos de reacdes adversas (exacerbagdo de sintomas de rinite
cronica e urticaria, reacdes asmaticas, hiperatividade em criangas) em decorréncia de seu consumo,
mesmo estando abaixo nos niveis estabelecidos por agéncias reguladoras (PACOR et al., 2004;

ASERO, 2006; EFSA, 2008; METCALFE; SAMPSON; SIMON, 2008; HASHIMOTO, 2011;
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BEEZHOLD; JOHNSTON; NOCHTA, 2012; WARNER, 2013; WEDGE, 2015; JACOB et al.,
2016). Além disso, diversos estudos vém relacionando os benzoatos a formagdo de benzeno em
bebidas, quando na presenca do antioxidante acido ascorbico sob determinadas condi¢des de
armazenamento (GARDNER; LAWRENCE, 1993; STADLER; LINEBACK, 2008; VINCI et al.,
2011, 2012).

Devido as reagdes adversas descritas a saude humana, verifica-se a importancia de um
controle rigido nas concentragdes de benzoatos adicionadas aos alimentos, de modo que nao
excedam os limites estabelecidos previstos pela legislacdo, que no Brasil ¢ de 0,05 g/100 mL para
bebidas (MAPA, 2007) e 0,1 g/mL/mg para molhos e condimentos (ANVISA, 2007).

A necessidade de um monitoramento eficiente tem estimulado o desenvolvimento de
metodologias de analise em complemento aos métodos cromatograficos que constituem os métodos
oficiais de deteccdo de benzoatos. Nesse sentido, os biossensores podem oferecer algumas
vantagens em relagdo aos métodos convencionais, como baixo custo relativo, rapidez,
portabilidade, facil manuseio e etapas menos complexas de tratamento das amostras (MUTLU,
2010).

Em termos gerais, biossensores sdo dispositivos que combinam a especificidade e a
seletividade das reagdes e interagdes de componentes biologicos com o alto poder de
processamento de transdutores eletronicos. Existem diversas possibilidades de desenvolvimento de
biossensores segundo o componente bioldgico e o transdutor escolhidos, cada um com suas
vantagens e limitagdes técnicas especificas (RUMAYOR et al., 2005).

Biossensores desenvolvidos para andlises de benzoatos em alimentos, geralmente sdo
constituidos pela enzima tirosinase acoplada a transdutores eletroquimicos. O mecanismo de
deteccao, geralmente baseia-se no processo de inibi¢do enzimatica promovido pelo analito. A
enzima tirosinase pode ser encontrada amplamente distribuida pela natureza, tanto em animais
como vegetais e fungos, mas no desenvolvimento de biossensores predomina a tirosinase extraida
do macro fungo Agaricus bisporus, disponivel na forma purificada comercial ou utilizando o tecido
fingico como fonte enzimatica (SILVA et al., 2013b).

A utilizagdo de tecidos ou extratos enzimaticos a partir de vegetais e fungos como
biorreceptores em alternativa a enzimas comerciais purificadas busca desonerar a construgao de

biossensores. Ha diversos trabalhos na literatura reportando o uso tecidos ou extratos brutos ou
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parcialmente purificados para a aplicagdo no desenvolvimento de metodologias analiticas
(FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002; GIL et al., 2009; SILVA; MELLO; SALGADO, 2014)

Os biossensores descritos na literatura para detec¢ao de acido benzdico, utilizam em sua
maioria, a enzima tirosinase comercial na forma purificada, o que eleva os custos do
desenvolvimento destes dispositivos (SHAN et al., 2007, 2008a; LI et al., 2010; LOPEZ; LOPEZ-
RUIZ, 2011; KOCHANA et al., 2012).

Desse modo, este trabalho tem por finalidade a extracao, concentragdo e purificagdo parcial
otimizada do extrato enzimatico da tirosinase obtido a partir do macro fungo Agaricus bisporus,
visando a aplicagdo como componente bioldgico na construcdo de um biossensor para a deteccao

de benzoatos em amostras alimenticias, de bebidas nao alcoolicas a base de guarana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Desenvolver um biossensor amperométrico baseado na inibi¢do da enzima tirosinase para
detec¢do e quantificacdo de acido benzdico/benzoatos em amostras de bebidas ndo-alcdolicas a

base de guarana.

2.2 Objetivos especificos

v’ Testar e comparar métodos de extragdo da enzima tirosinase a partir do macro fungo
Agaricus bisporus, utilizando os métodos de rompimento celular: quimico e fisico
combinados: permeabilizacdo celular empregando solventes (acetona e alcool etilico) e
detergente (Triton X-100) + congelamento e descongelamento e fisico
(congelamento/descongelamento com emprego de nitrogénio liquido)

v Testar os métodos de concentra¢do e purificacdo parcial dos extratos enzimaticos
utilizando precipitacdo de proteinas com sulfato de amodnio e acetona

v' Caracterizar o extrato enzimatico por meio da determinagdo da atividade enzimatica,
quantificagdo do teor de proteinas e determinagao da massa molar por meio da eletroforese
em gel de poliacrilamida

v’ Verificar a estabilidade de armazenamento dos extratos enzimaticos brutos e parcialmente
purificados

v' Testar suportes ¢ métodos de imobilizagdo para a tirosinase do extrato enzimatico de
Agaricus bisporus: tubo de vidro borossilicato (ligagdo covalente), alginato de calcio
(encapsulagdo), esferas de quitosana (ligagao covalente), membranas de nylon (ligagao
covalente, covalente cruzada)

v' Determinar a atividade enzimatica da tirosinase imobilizada e eficiéncia de imobilizacdo
dos métodos testados

v Determinar as melhores condi¢des de imobilizagdo do suporte/método escolhido, por
meio de um planejamento fatorial

v Testar o borohidreto de sdédio com o objetivo de aumentar a estabilidade operacional da
enzima imobilizada

v Determinar a estabilidade operacional e de estocagem da enzima imobilizada.
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2 OBJETIVOS

v' Determinar as melhores condi¢gdes de desempenho da enzima tirosinase do extrato
enzimatico, livre e imobilizada: o efeito do pH, temperatura, concentracao do substrato na
atividade da enzima tirosinase e calcular os parametros cinéticos (km € vim)

v Projetar o reator de vidro que compde a cAmara reacional do biossensor

v" Determinagio a concentragdo substrato para a construgdo da curva padrdo do biossensor
com as concentragoes do analito inibidor.

v" Aplicar o biossensor para quantificagdo do acido benzoico/benzoatos em amostras reais e

confrontar os resultados com o método padrao de determinagao.
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3.1 Biossensores

3.1.1 Caracteristicas gerais

Um biossensor ou sensor bioldgico tem como defini¢cdo, segundo a [IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry): “um dispositivo que utiliza rea¢des bioquimicas
especificas mediadas por enzimas isoladas, imunossistemas, tecidos, organelas ou células inteiras
para detectar compostos quimicos por meio de sinais elétricos, térmicos ou Opticos’’ (IUPAC,
1997).

Esses dispositivos combinam a seletividade e especificidade de um elemento bioldgico de
reconhecimento (biocomponente ou biorreceptor) e a capacidade de um elemento de transdugao
que converte a reacao de biorreconhecimento entre o biorreceptor e o analito em um sinal
quantificavel, como a difusdo de espécies eletroativas, mudanga de temperatura, de massa ou de
viscosidade, emissao ou absor¢do de luz, emissdao ou consumo de gases (Figura 1) (SADANA,
2001; ZHANG:; JU; WANG, 2011).

Um amplificador ou processador de sinal detecta, analisa e amplifica o sinal do transdutor
que pode ser exibido em um monitor através de unidades de acordo com o tipo de sinal

(MALHOTRA; TURNER, 2003).

Elementos de um Biosenssor |

. . / £ 5 } ¢) Amplificador de
Cultura de células ! p Dispositivo FET sinal
= Acidos nucléicos =
] h p' - ;
bl Armarindd hi
Amostras humanas: "‘-_ m‘?go: 2 W d) Processador
sangue, urna. saliva i de sinal
Células
— + 9
N o9
> ) . Nanoparticulas
, Anticorpos
2 T~ il | —
Amostras de alimentos . =5 \\ -y I_, -..... i
- .. $ \ " ! / i ' c
. & =} 1
: f e
2% _ " Eletrodos A T
d Enzimas [RONS——
Amostras ambientais:
Agua, ar, solo, vegetagio a) Biorreceptores b) Interfaces elétricas ) Monitor
- ~ 3
Amostras Transdutores Sistemas Eletronicos

Figura 1 - Esquema geral de um biossensor.
Fonte: Adaptado de GRIESHABER et al., (2008).
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Os diferentes tipos de biocomponentes e transdutores teoricamente oferecem possibilidades
de combinagdes que atendem a um vasto conjunto de aplicagdes em diferentes areas tais como,
ambiental, clinica, seguranca e qualidade de alimentos e etc (KOUGIANOS, 2006). No entanto, a
escolha do biorreceptor esta condicionada as caracteristicas do analito enquanto que a escolha do
transdutor estd condicionada as caracteristicas do biorreceptor (RUMAYOR et al., 2005;
FURTADO; DUTRA, 2008).

Para que a alta especificidade de biomoléculas e sistemas biologicos em relacao as interagdes
intermoleculares de interesse possam ser exploradas com sucesso em biossensores, ¢ essencial que
0 acoplamento entre os componentes bioldgicos e de transducdo seja eficiente (RICHMAN;
KRANZ; STONE, 2009).

A matriz de imobilizacdo pode ser utilizada apenas com o suporte assim como pode
influenciar na reposta do biossensor, no entanto qualquer método de imobilizacao deve visar
manter o componente bioldgico em atividade méaxima. Imobilizar o material bioldgico pode torna-
lo reutilizavel conferindo uma vantagem econdmica, como no caso de biossensores enzimaticos.
A selecao de um método de imobilizagao adequada depende da natureza do elemento bioldgico,
tipo de transdutor utilizado, propriedades fisico-quimicas do analito e condi¢des de funcionamento
para o biossensor (MELLO; KUBOTA, 2002; SILVA et al., 2013b).

As caracteristicas dos biossensores sdo 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 limitagdes e desvantagens como

quaisquer outros métodos de anélises (SERNA-COCK; PERENGUEZ-VERDUGO, 2011).

3.1.2 Classificacao dos biossensores

A classificagdo dos biossensores baseia-se no sistema de transducdo e no sistema de
reconhecimento bioldgico (Figura 2).

Os elementos bioldgicos podem ser enzimas (mono ou multi enzimas), tecidos vegetais ou
animais, microrganismos, organelas, receptores celulares, anticorpos, &cidos nucleicos
(VISWANATHAN; RADECKA; RADECKI, 2009; VAN DORST et al., 2010).

Os elementos de transducao sao geralmente eletroquimicos, Opticos ou piezoeléctricos. Os
sinais elétricos podem basear-se numa alteracdo da corrente medida num potencial fixo aplicado

(amperométrico); uma alteracdo na tensdo medida entre os elétrodos (potenciométricos); uma
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altera¢do na capacidade de transporte de carga (condutométrico). Os sensores Opticos geralmente
medem absor¢do, fluorescéncia, quimiluminescéncia, ressonancia de plasma de superficie ou
mudancas na refletividade da luz . Sensores de massa de produzir um sinal com base na massa de

produtos quimicos que interagem com a superficie de deteccdo (GIARDI; REA; BERRA, 2011).

Figura 2 - Classificacdo geral dos biossensores.
Fonte: Adaptado de VELUSAMY et al., (2010).

Uma classificacdo alternativa pode ser feita através da combinagdo entre o tipo de
biocomponente e o transdutor, como por exemplo, no caso de um biossensor cujo componente
biologico ¢ uma enzima e o transdutor um eletrodo de oxigénio (biossensor amperométrico

enzimatico) (THEVENOT et al., 2001).

3.1.3 Biossensores em analises de alimentos: principais areas de aplicacio

A aplicacdo dos biossensores no ambito da industria de alimentos se orienta nas principais
areas: seguranca de alimentos, qualidade de alimentos e controle de processos industriais (Quadro

1) (RUMAYOR et al., 2005; LEE, 2014). A produgdo de alimentos de alta qualidade e que ndo
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oferecam riscos a satide do consumidor requerem o desenvolvimento de tecnologias de

rastreabilidade em toda cadeia de produgao.

Quadro 1 - Principais areas de aplicacdo dos biossensores na industria alimenticia.

Seguranca de alimentos

Compostos xenobioticos Biotoxinas Microrganismos patogénicos
* Aditivos * Toxinas bacterianas * Virus
* Farmacos * Toxinas fiingicas * Bactérias
* Agrotoxicos * Toxinas marinhas * Protozoarios
* Metais pesados, dioxinas,
PCB’s, HPA’s
Controle de qualidade
Composicdo dos alimentos Vida util
* Acticares * Polifenois e acidos graxos (rango)
* Aminoacidos * Agucares e acidos orgénicos (maturagio)
* Alcoois * Aminas biogénicas (indice de frescor)

« Acidos organicos
* Colesterol

Controle de processos

* Acticares (fermentacdo e pasteurizacao) * Aminoacidos (fermentagao)
* Acido latico (producdo de queijos) * Alcoois (fermentagio)
* Dioxido de carbono

Outras aplicacoes
*OGM’s * Ciclo reprodutivo animal

Fonte: Modificado de RUMAYOR et al., (2005) e LEE, (2014).

Os métodos tradicionais de analises, como por exemplo, os cromatograficos, constituem
métodos robustos, reprodutivéis e sensiveis, mas geralmente exigem complexas etapas de
tratamento das amostras e requerem operadores altamente treinados, o que torna o processo
analitico, por vezes, dispendioso, além de aumentar o tempo de analise (J IMENEZ; LEON, 2009).

Nesse sentido os biossensores tem se mostrado uma importante opcao frente as ferramentas
convencionais de andlise, uma vez que oferecem algumas vantagens como, tamanho, custo,

especificidade, tempo de resposta, precisdo, sensibilidade, menor complexidade no pré-tratamento
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das amostras e a possibilidade de ser incorporado a sistemas integrados (SERNA-COCK;
PERENGUEZ-VERDUGO, 2011).

Biossensores mais comumente utilizados na analise de alimentos sdo baseados na
combinagdo de transdutores eletroquimicos, particularmente os amperométricos, com enzimas
oxidases e transdutores Opticos, principalmente SPR (Surface Plasmom Resonance) junto com
anticorpos e acidos nucleicos (SUN, 2011). Analitos, nomeadamente agticares tais como, a sacarose
e a dextrose (detectados pelas enzimas mutarotase, invertase e glucose oxidase), a lactose
(detectada pela galactose oxidase), o etanol e o metanol (detectado pela alcool oxidase), a colina
(detectada pela colina oxidase), o L-glutamato e L-glutamina (detectados pela L-glutamato
oxidase), entre outros (USI LIFE SCIENCE, 2009). O sistema Biacore SPR (Surface Plasmom
Ressonancia) utiliza sequéncias de DNA complementares e anticorpos imobilizados para a
deteccao de agentes patogé€nicos, hormonios e antibioticos (GULLINO; BONANTS, 2014; FANG;
RAMASAMY, 2015).

Novas oportunidades de melhorias na tecnologia dos biossensores tem surgido com o
advento da nanotecnologia, uma vez que a integracdo da alta especificidade de componentes
biologicos com as propriedades Opticas, elétricas e eletroquimicas dos nanomateriais, fornecem

plataformas de detec¢@o com sensibilidade superior as técnicas existentes (LAROU et al., 2013).

3.1.3.1 Seguranca de alimentos

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a cada ano, milhdes de pessoas
em todo o mundo sao afetados por doencas de origem alimentar. Os perigos bioldgicos produzidos
por bactérias, virus e fungos; substancias quimicas (como por exemplo, aditivos), nutrientes
adicionados aos alimentos; agrotoxicos, residuos de medicamentos veterinarios; contaminantes
gerados durante o processamento (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, acrilamida e etc)
derivados da decomposicao de proteinas, ou agentes mutagénicos (por exemplo, triptofano) em
alimentos cozidos, constituem riscos para a satide dos consumidores (WHO, 2008).

As condi¢des de inseguranca quimica, fisica ou biologica dos alimentos podem ser o
resultado de contaminag@o ambiental ou falhas durante a manipulagdo, processamento, embalagem
e distribui¢do de alimentos. Contaminantes alimentares podem ter origem no pré-processamento

dos alimentos, originarios de matérias primas; durante o processamento onde pode haver
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contaminac¢do ou formag¢do de compostos toxicos; durante o armazenamento devido a condigdes
inadequadas (MUTLU, 2010).

A seguranca dos alimentos consiste na producdo e comercializagao de alimentos que nao
oferegam riscos a saude dos consumidores (COCK; ARENAS; APONTE, 2009; MOTARJEMI;

LELIEVELD, 2013). Nessa area, estdo descritos na literatura, biossensores para analises de:

xendbioticos: aditivos, agrotoxicos, farmacos (CLAUDIA RUIZ-CAPILLAS, 2016);

e componentes do alimento: alergénicos, antinutrientes (ESCARPA; GONZALEZ; LOPEZ,
2015)

e toxinas: bacterianas, micotoxinas, toxinas marinhas (SERGEY YURISH, 2014);

e microorganismos patogénicos (DIMITRIOS P. NIKOLELIS, 2016).

O desenvolvimento de biossensores para a deteccdo de aditivos, geralmente, emprega
enzimas como elementos de reconhecimento. Dispositivos enzimaticos para analises de
edulcorantes artificiais como o sorbitol e aspartame (WANG et al., 2013) , de conservantes como
o acido benzoico (SILVA etal., 2013b), sulfitos (DINCKAYA et al., 2007; SROYSEE et al., 2016)
e glutamato monossodico (HONG; LEE; LEE, 2011; HUGHES et al., 2014) tem sido reportados.
Em alguns casos reagdes de interferéncia acabam por diminuir a eficacia desses dispositivos, como
no caso da determinagdo de sorbitol, cujos biossensores interagem também com o xilitol. Em
alguns dispositivos para determinag¢ao de acido benzoico também ocorrem interferéncias pela
presenca de antioxidantes como o 4acido ascorbico, butilhidroxianisol (BHA) e propil galato
(PATEL, 2002; SHAN et al., 2008b; LOPEZ; LOPEZ-RUIZ, 2011).

A administracdo de farmacos em animais pode resultar na presenga de residuos de
medicamentos em alimentos de origem animal. Os biossensores desenvolvidos para essa finalidade
sdo principalmente biossensores de bioafinidade combinados com transdutores Opticos utilizados
para detectar antibidticos e promotores de crescimento (BISWAS et al., 2010; HUET et al., 2010;
OZKAN; KAUFFMANN; ZUMAN, 2015).

Biossensores baseados na inibi¢dao enzimatica tem sido reportados para a determinacao de
agrotoxicos em alimentos e agua. Em relacdo a detec¢ao de herbicidas, células integras ou
organelas acopladas a transdutores opticos e amperométricos, tém sido utilizados na construcao de

biossensores (RUMAYOR et al., 2005; PUNDI; CHAUHAN, 2012).
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Componentes antinutricionais (oxalato, amidalinas e glucoalcaldides) ou alergénicos (gluten,
por exemplo) podem estar contidos naturalmente nos alimentos. Os primeiros em sua maioria sao
detectados por biossensores amperométricos enzimaticos (RICCI; PALLESCHI, 2005), enquanto
para os alergénicos sdo descritos imunossensores (SINGH et al., 2011; WEST et al., 2013).

Sensores para monitorar a qualidade dos alimentos também pode ser incorporado em
embalagens para detectar produtos quimicos, agentes patogénicos, toxinas e varios contaminantes,
resultando na chamada embalagem inteligente (KERRY; BUTLER, 2008). Embalagem inteligente
pode ser definida como uma embalagem que ndo s6 oferece protecdo, mas fornece informagdes
sobre o produto durante o transporte, distribui¢do e armazenamento, através de sensores integrados
(KUSWANDI et al., 2011; YAM; LEE, 2012).

A detecgao imunologica com anticorpos € a tecnologia que tem sido empregada com maior
sucesso em biossensores comerciais para a detec¢ao de bactérias, esporos, virus e toxinas. O
principal foco na deteccdo de patogenos e suas toxinas estd na detec¢do de: Clostridium
perfringens, Bacillus cereus, Vibrio spp., Escherichia coli O157:H7, Salmonela spp,
Campylobacter, Listeria monocytogenes, enterotoxina estafilococica tipo B (Staphylococcus
aureus) e toxina botulinica (Clostridium botulinum) (MUTLU, 2010; WANG; YE; YING, 2012;
LAW etal., 2014).

3.1.4 Biossensores comerciais para analises de alimentos

Biossensores sdo, em geral, dispositivos altamente seletivos, sensiveis, de custo
relativamente baixo e de facil manuseio e integragdo em sistemas de andlise continuas. Uma
aplicacdo bem sucedida de tais sensores para fins industriais, no entanto, requer um desenho do
sensor, que satisfaca as necessidades especificas de monitoramento do analito alvo na aplicagdo
em particular, uma vez que cada aplicagdo individual necessita de diferentes condi¢des de
funcionamento e caracteristicas do sensor (CUYPER; BULTE, 2001; BAHADIR; SEZGINTURK,
2015). 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; RADECKI, 2009; THAKUR; RAGAVAN, 2013;
MOSCONE et al., 2016).

No entanto, a aplicacao de biossensores comerciais na area de alimentos nao ¢ tdo comum

quanto na area clinica, embora o nimero de publica¢des sobre o desenvolvimento de biossensores
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para anélises de alimentos seja expressivo. Monosik; Stred’ansky; Sturdik, (2012), apontaram a
complexidade e variabilidade dos tipos de amostras na area de alimentos em comparagdao com a
area clinica, o que tornaria mais dificil a concepgao e otimizacao das condigoes de medigdao. As
limitagdes do uso destes dispositivos na industria agroalimentar podem ser atribuidas a
caracteristicas estruturais do setor alimenticio, tais como, legislacdo, inércia metodologica e
capacidade de absor¢ao (RUMAYOR et al., 2005; COCK; ARENAS; APONTE, 2009).

Kirsch et al., (2013) e Barthelmebs et al., (2010), reportaram em suas revisoes sobre os
recentes avancos em tecnologia de biossensores, a existéncia de pesquisas suficientes para resolver
a maior parte dos problemas associados a sistemas de transducdo, através da combinacdo das
diversas plataformas existentes (Opticas, eletroquimicas, piezoelétricas e etc). No entanto, o gargalo
dos biossensores reside na relativa falta de compreensao do elemento bioldgico de reconhecimento:
como este se liga a superficie; suas possiveis alteracdes durante a imobilizagdo; a forma de
promover sua estabilidade por longos periodos de tempo nas condi¢cdes ambientais nas quais as
analises sdo realizadas. A parte dos obstidculos a serem ainda superados pela tecnologia dos
biossensores, o potencial de aplicagao desses dispositivos ¢ uma realidade.

No Quadro 2, estdo citados alguns biossensores comercialmente disponiveis para analises de

alimentos.

Quadro 2 — Alguns biossensores comerciais disponiveis para analises de alimentos.

Empresa Biossensor — analito Pais
Oriental electric Freshness Meter KV-101 — Indice de frescor do peixe China
Massachusetts Institute of CANARY —E. coli O157:H7 em alface EUA
Technology

Molecular Circuitry Inc. Detex™ — E. coli 0157 Salmonella, Listeria, Campylobacter EUA
Research International Analyte 2000 ™ — Proteinas , virus, bactérias, e esporos EUA

FAST 6000™ — Toxinas, virus, bactérias, esporos, e fungos
Raptor™ — Seis analitos simultanemente

Universal Sensors ABD 3000 Biosensor — Etanol, metanol, glicose, sacarose, EUA
lactose, L-aas
Assay System — glutamato, acido ascorbico e oxalato

Texas Instruments Inc. Spreeta™ — Alergénicos de amendoim, antibidticos EUA
Yellow Springs Instruments YSI 2700 SELECT™ — Glicose, sacarose, lactose, L-lactato, EUA
Co galactose

Biochemical Analyzer — L-glutamato, etanol H,O,, amido,
glutamina, colina
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Affinity Sensors IASys plus™ e IASys Auto+Advantage™ — S. aureus, toxina Reino
colérica Unido

Ambri Limited AMBRI Biosensor — Salmonella e Enterococcus Australia

Biacore AB Biacore® — Vitaminas hidrossoluveis, residuos quimicos e Suécia
veterinarios, micotoxinas

BioFutura Srl PerBacco2000 e 2002 — Glicose, frutose, acido malico e latico Italia
(fermentagdo)

Chemel AB SIRE™ — Glicose, sacarose, etanol, metanol e lactato Suécia

Motorola ESensor™ — Microrganismos e OGMs Japdo

Inventus Bio Tec AscoSens — Acido ascorbico Alemanha

Dupont Qualicon, Inc. BAX system — E.coli O157:H7, Campylobacter, Salmonella, USA

Listeria, enterobaterias, vibrido
Lateral Flow System — E.coli O157:H7, Listeria, Salmonella

Neogen Reveal® — E.coli 0157:H7, Listeria, Salmonella Reino
GeneQuence® — E.coli 0157:H7, Salmonella Unido
ANSR® — Listeria e Salmonella

Biomérieux Vidas — E.coli O157:H7, Campylobacter, Listeria, Franga
enterobaterias
ACCUPROBE - Campylobacter

Sensolytics OLGA - glicose, lactato, etanol, glutamato, sacarose Alemanha

Tectronik SensytecOne — Glicose, lactato e malato Italia

Fonte: Adaptado de BARTHELMEBS et al., (2010); FURTADO; DUTRA, (2008); RUMAYOR
etal., (2005); SINGH; POSHTIBAN; EVOY, (2013).

3.2 Enzimas como biocomponentes em biossensores

Em funcdo da especificidade e propriedades cataliticas das enzimas, estas t€ém sido
amplamente utilizadas como biorreceptores no desenvolvimento de biossensores para aplicagdo em
diversas areas, tais como, ambiental, clinica e de alimentos (ZHAO; JIANG, 2010; MONOSIK et
al., 2012).

Dentre os grupos de elementos de reconhecimento, o das enzimas ¢ o mais comumente
utilizado no desenvolvimento de biossensores. Dentre as enzimas comercialmente disponiveis, as
oxidases sdo as mais utilizadas, devido a estabilidade, e em alguns casos ndo requerem coenzimas
como cofatores. O melhor exemplo de biossensor enzimatico comercial disponivel, ¢ o sensor de
glicose. Estima-se que um valor de 85% do mercado de biossensores seja atribuido ao biossensor

de glicose apenas para a area clinica (MELLO; FERREIRA; KUBOTA, 2010; TURNER, 2013).
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Um biossensor enzimatico, 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 importantes comercialmente (MUTLU, 2010; RIPP; DICLAUDIO; SAYLER, 2010).

O uso de extratos e tecidos de vegetais e fungos como fonte de enzimas na construgio de
biossensores ¢ uma alternativa, que pode ser economicamente vantajosa em relagdo ao uso das
enzimas comerciais disponiveis. Geralmente, nesse tipo de abordagem, as enzimas utilizadas na
construcao dos dispositivos analiticos podem estar dispostas dentro da célula integra ou podem ser
extraidas e parcialmente ou totalmente purificadas (FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002; SILVA;
SALGADO; COELHO, 2010; SILVA et al., 2013a; BRISOLARI; GONCALVES, 2014a;
SADEGHI; FOOLADI; MALEKANEH, 2014; SILVA; MELLO; SALGADO, 2014).

Biossensores baseados em células inteiras podem ser mais baratos do que enzimas extraidas
purificadas, e além disso, sdo mais estaveis pelo fato da enzima se encontrar em seu ambiente
natural. Por outro lado, estes biossensores geralmente, apresentam longos tempos de resposta e
baixa especificidade devido a presenca de multiplas enzimas dentro da célula (EGGINS, 2008).

De um modo geral o uso de enzimas em biossensores pode oferecer algumas vantagens:
seletividade; ser um elemento de biorreconhecimento passivel de seu obtido a partir de fontes
biorrenovaveis; possibilidade de modificacdo das propriedades cataliticas ou da especificidade em
relacdo ao substrato por meio de engenharia genética e amplificagdo catalitica da resposta do
biossensor por meio da modulagdo da atividade da enzima em relagdo ao analito alvo
(PALCHETTI; MASCINI, 2011).

Dentre as desvantagens podem ser citados: alto custo das enzimas purificadas e possibilidade
de perda de atividade catalitica durante a imobilizagdo e armazenamento (EGGINS, 2008;
KIRSCH et al., 2013a).

Biossensores enzimaticos podem ser classificados de acordo com a abordagem de detecgao:

1) investigacdo do produto, resultante da a¢do da enzima, derivado do metabolismo do
analito;

2) investigagdo do decréscimo da atividade enzimatica em fun¢do do poder inibitério do
analito (AMINE et al., 2006; ARDUINI; AMINE, 2014). Nesse caso o potencial em relagdo ao

eletrodo de referéncia ¢ fixo e o fluxo de corrente gerado na superficie do eletrodo de trabalho ¢
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medido devido a oxidagdo ou redugdo do produto da reacdo enzimatica, cujo sinal é correlacionado

a concentragio do substrato (LOPEZ; LOPEZ-RUIZ, 2011).

3.2.1 A inibi¢ao enzimatica como mecanismo de detec¢cio em biossensores

Um inibidor enzimatico ¢ uma substancia que pode reduzir a taxa de uma reagao catalisada

por uma enzima. A perda da atividade pode ser reversivel, quando a atividade pode ser recuperada

por meio da remocao do inibidor, no entanto quando a atividade nao pode ser recuperada dentro de

uma escala de tempo de interesse, a inibicao ¢ irreversivel (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE,

2009). Os inibidores reversiveis sdo classificados em: competitivos, ndo competitivos,

incompetitivos e mistos (competitivo/incompetitivo) (Figura 9) (CHANG, 2009).

b)

d)

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¢do de mais substrato o equilibrio pode ser deslocado de modo

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

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 inibi¢do por meio de adi¢cdo de substrato. Ocorre a formacao de um complexo entre

a enzima/ inibidor (EI) e entre o enzima / substrato / inibidor (ESI)

Inibidores incompetitivos: se ligam ao mesmo sitio dos inibidores ndo competitivos, a
diferenca ¢ que no caso dos inibidores incompetitivos, estes se ligam apenas ao complexo

enzima/substrato formado (ESI)

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

o complexo enzima/substrato (ES) (MARQUES; YAMANAKA, 2008; CHANG, 2009).
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Ki
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K, Tl Competitivo Ky Tl Incompetitivo
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Misto ou ndo competitivo (K;=k,)

Figura 3 - Mecanismo de a¢ao de inibidores reversiveis.
Fonte: Adaptado de CHANG,( 2009).

Além do mecanismo de inibi¢ao, a forca inibitoria expressa com o valor de ICso e definida
como sendo a concentra¢do de um inibidor necessaria para inibir metade da atividade da enzima
na condicao testada, € o critério primario de um inibidor.

A inibicao enzimatica gerada por um analito inibidor, pode ser utilizada como sinal analitico
a ser monitorado em biossensores, onde a atividade ¢ medida antes e depois da inibi¢do promovida
por um inibidor especifico, num dado intervalo de tempo. O percentual de inibicdo pode ser

calculado pela equagdo 1, descrita a seguir (LI et al., 2010):

%In = [S1 — (5§2/51)]x100 Equagdo 1

Onde:

% In: percentagem de inibi¢do
S1: A resposta inicial (S1) do biossensor em uma dada concentragdo de substrato na auséncia do

inibidor
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S2: A resposta corrente (S2) do biossensor na dada concentragdo de substrato na presenca de um
inibidor de determinada concentracao

O percentual de inibigdo sofrido pela enzima esta relacionado de modo quantitativo com a
concentragdo do inibidor. A equacdo supracitada, pode ser utilizada tanto para rea¢des de inibi¢ao
enzimatica reversiveis e quanto para as reagdes irreversiveis. No entanto, nas inibigdes reversiveis,
a interacao entre o inibidor e sitio ativo da enzima € ndo-covalente, podendo o inibidor ligar-se ao
sitio ativo (inibi¢ao competitiva) ou ao complexo enzima substrato (inibi¢ao ndo competitiva)
(UPADHYAY; VERMA, 2012).

Em ambos os casos, depois da medida da inibicdo, a atividade enzimatica pode ser
recuperada. Por outro lado, na inibicao irreversivel, o inibidor se liga covalentemente ao sitio ativo
da enzima, o que resulta na sua inativac¢ao, sendo necessarios, a reconstru¢ao do biossensor com
nova carga enzimadtica ou procedimentos de reativagdao da enzima apos a inibicdo, utilizando
reagentes especificos (PREEDY; PATEL, 2012).

Em combinagdo com os diversos tipos de transdutores, varias enzimas (colinesterases, uréase
e tirosinases) tém sido utilizadas na constru¢do de biossensores baseados no principio da inibi¢ao
enzimatica, 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 seguranga de alimentos e ambiental (Quadro 3) (AMINE et
al., 2006; COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008; MARQUES; YAMANAKA, 2008;
UPADHYAY; VERMA, 2012; SILVA et al., 2013b; ZHANG et al., 2015).

O 4cido benzoico estudado como analito alvo no presente trabalho, ¢ classificado como um
inibidor reversivel, competitivo da enzima tirosinase (MORALES et al., 2002; TOPCU;
SEZGINTURK; DINCKAYA, 2004; SHAN et al., 2008b; LI et al., 2010; BRISOLARI;
GONCALVES, 2014b).

Quadro 3 - Algumas enzimas utilizadas na construcao de biossensores baseados no processo de
inibi¢do enzimatica.

Enzima Reacio catalisada Inibidor
Colina oxidase colina + O2 — aldeido organofosforados, carbamatos, Ag+, Cu+, Hg2+
betaina + H202
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Colinesterase

Fosfatase

Glucose oxidase

Lactato desidrogenase
Peroxidase

Tirosinase

Urease

acetil (butiril) colina +
H20 — colina + acido
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

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, clorofenois, agentes
quelantes

metais, Hg2+, Mg2+, tiuréia

Fonte: Adaptado de (MARQUES; YAMANAKA, 2008).

3.2.2 Cinética enzimatica

Muitos dos biossensores enzimaticos desenvolvidos baseiam-se no mecanismo de inibigao
competitiva, onde o inibidor compete com o substrato pelo sitio ativo da enzima. Logo, a
concentragdo de substrato ¢ um fator importante na constru¢do de biossensores baseados na
inibicao enzimatica competitiva (BANICA, 2012).

Uma etapa importante no desenvolvimento desse tipo de biossensor ¢ a determinacao dos
parametros cinéticos de Michaelis-Mentem: velocidade inicial (Vo) velocidade maxima (Vmax),
constante de afinidade entre a enzima e o substrato (km), constante aparente de afinidade entre o
substrato e a enzima imobilizada (kmap) € a constante de inibi¢do (K;). A afinidade entre a enzima
e o substrato ¢ inversamente proporcional ao valor numérico do km Por meio desses estudos
cinéticos, € possivel determinar a afinidade de ligagdo entre substratos e inibidores a uma enzima
(GOPEL et al., 2008). A constante km pode ser calculada de acordo com a equagio de Michaelis-

Mentem:
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__ Vmax.[S] E 502
°" "Km+[S] quagac

Onde: V(= taxa de reacdo
Vmax= velocidade maxima
S= concentragdo de substrato

km= constante de afinidade entre enzima e substrato

A atividade enzimatica ¢ medida a partir de uma concentracdo fixa de enzima e variando-se
a concentracao de substrato de modo crescente, até que a enzima atinja a o equilibrio estacionario
alcancando a velocidade maxima. A concentracao de substrato que produz metade da velocidade
maxima, ¢ numericamente igual ao km (Figura 4). O ideal é que um biossensor exiba um valor de
km, préximo ao da enzima em solugdo (ARDUINI; AMINE, 2014). Os parametros cinéticos km e
vm sd0 especificos e caracteristicos para cada enzima, sob determinadas condi¢des de pH,

temperatura, forca ionica e outros (BARONAS et al., 2009).

Vmax 777777777777777777777

=
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<
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Figura 4 - Grafico de Michaelis-Mentem.
Fonte: Adaptado de (CHANG; COLLEGE, 2005).

O método para calcular os parametros cinéticos, mais comumente utilizado ¢ o de
Lineweaver-Burk, que consiste da linearizacdo da equagdo (2) de Michaelis-Mentem

(WHITFORD, 2005), resultando na equagao (3):

1 Km 1 1

Vo Vmax'[S] Vmax

Equacao 3
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O grafico de 1/vm versus 1/[S] resulta em uma reta com inclinacdo igual a km/vim €

intercepto no eixo y igual a 1/vmax € eixo X, -1/km (Figura 5) (LINEWEAVER; BURK, 1934).

1
v
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angular vma:-:
B | /
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Figura S - Grafico de Lineweaver-Burk.
Fonte: Adaptado de (CHANG; COLLEGE, 2005).

Para biossensores baseados em inibi¢do competitiva, o inibidor pode ligar-se ao centro ativo
da enzima em competicdo com o substrato. Este equilibrio € regulado pela constante de inibi¢ao
(ki), que descreve a afinidade do inibidor pela enzima. O uso de altas concentragdes de substrato
em biossensores por inibi¢cdo competitiva, impede a detec¢do de baixas concentra¢des do inibidor.
O valor do k; é diretamente proporcional ao aumento da concentracdo do substrato. Por essa razao
a escolha da concentracao de substrato deve atender a necessidade de um bom sinal analitico e um
efeito de inibicao detectavel para o analito (ARDUINI; AMINE, 2014).

Na presenca de um inibidor competitivo tem-se a equacao de Michaelis-Mentem (Equagao

4):

[S]

Km(1+%)+ [s]

Vo =Vmax. Equagdo 4

Aplicando a linearizagdo de Lineweaver-Burk na equacao 4, tem-se a Equacao 5:
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1
1 Km(1+%) 1 + 1 . -
Vo  Vmax °[S] Vmax quagao

A determinagdo da constante de inibicdo (k;), pode ser feita por meio de graficos de

Lineweaver-Burk, para a reagdo na presenca e na auséncia do inibidor (Figura 6).
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Figura 6 - Grafico de Lineweaver-Burk para inibi¢do competitiva.
Fonte: Adaptado de (CHANG; COLLEGE, 2005).

Cineticamente, a inibicdo competitiva afeta inclinagdo dos graficos de Lineweaver-Burk
sem modificar a velocidade méaxima, logo a constante de afinidade da enzima pelo substrato, km,

aumenta a medida que aumenta a concentragdo do inibidor (BILITEWSKI; TURNER, 2000).

3.3 Imobilizacao de enzimas

A possibilidade de imobilizagao de enzimas a um suporte ¢ fundamental do ponto de vista
econOmico, pois elimina a necessidade da adi¢ao de uma nova carga de enzimas a cada novareagao,
0 que tornaria o emprego de enzimas dispendioso (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008). Além
disso, a imobilizacdo pode conferir maior estabilidade, atividade e seletividade e consequente
melhoria no desempenho da enzima, além de evitar a dissociagdo de subunidades de enzimas
multiméricas (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2009;
MOHAMAD et al., 2015).

A estabilidade e atividade das enzimas sao um reflexo das condi¢des ideais de seu ambiente

natural. Remoc¢do de um enzima a partir de suas condigdes nativas para uso em um sistema
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concebido pode alterar a dindmica da proteina com o seu ambiente, e pode alterar o equilibrio
molecular entre o estado nativo e desdobrado da proteina. Ao compreender a natureza especifica
da enzima a ser imobilizada, em relacdo aos mecanismos de desdobramento que podem ocorrer
quando em contato com a superficie de um material, as estratégias podem ser desenvolvidas para
manter ou melhorar a atividade do conjugado imobilizado (TALBERT; GODDARD, 2012).

A escolha de estratégias de imobiliza¢ao adequadas consiste na etapa mais complexa durante
o desenvolvimento de um biossensor. No caso de enzimas a ligagdo a superficie de imobilizacao
pode ocorrer pelo sitio ativo da enzima obstruindo-o, o que pode levar a perda parcial ou total de
sua atividade biocatalitica (OLIVEIRA; VIEIRA, 2006; MARQUES; YAMANAKA, 2008).

Os métodos de imobilizacdo mais comumente utilizados para imobilizacdo de enzimas na
construgdo de biossensores consistem, basicamente, em: adsor¢do, ligacdo covalente, ligacao
covalente cruzada, (crosslinking) em suportes solidos e o aprisionamento em matriz e

encapsulamento (Figura 7) (MONOSIK; STREDANSKY; STURDIK, 2012).

Figura 7 - Métodos para imobiliza¢do de biocomponentes: 1) adsor¢do, 2) ligacdo covalente, 3)
aprisionamento em matriz, 4) ligagéo covalente cruzada e 5) encapsulag¢do
Fonte: Adaptado de (MONOSIK; STREDANSKY; STURDIK, 2012).

O desenvolvimento de metodologias de imobilizacao precisa considerar muitos fatores a fim
de preservar a capacidade de biocatalise da enzima: propriedades do material de imobiliza¢ao
(hidrofobicidade/hidrofilicidade, carga, tamanho e topografia da superficie), propriedades da
enzima (anfifilicidade, grupos ionizaveis, rigidez e estrutura multiméricas), propriedades da

interface enzima/material/solu¢do de substrato (efeito de microambiente, influéncia dos ligantes
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quimicos e carga enzimatica) e condi¢cdes experimentais (pH, temperatura) (DATTA;
CHRISTENA; RAJARAM, 2012; TALBERT; GODDARD, 2012; SANTOS et al., 2015).

Protocolos de imobilizagdo podem ser desenvolvidos a partir da combinagdo de varios
métodos de imobilizacdo. Um exemplo disso, seria a imobiliza¢do de uma enzima em esferas, por
adsor¢do ou ligacdo covalente, para posterior aprisionamento em um polimero poroso
(SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012).

Para o desenvolvimento de biossensores enzimaticos um dos métodos mais comumente
utilizados para imobilizagdo de enzimas ¢ a ligacdo cruzada com glutaraldeido. Este método
confere alta estabilidade operacional ao biossensor ainda que usualmente possa ocorrer um
decréscimo na afinidade enzimatica pelo substrato devido a distor¢des na estrutura da enzima, com
consequente valor da constante de afinidade aparente entre enzima e substrato (kmpp) maior do que

a constante de afinidade entre a enzima e o substrato (km) (ARDUINI et al., 2007).

3.3.1 Adsorc¢ao

Os métodos de imobilizacao baseados em ligagdes nao-covalentes podem ser classificados

em adsor¢do (CAO, 2006):

e Fisica nao-especifica: adsor¢ao por forgas ndo especificas como forca de Van der Waals,
interagdes hidrofilicas e pontes de hidrogénio

e Bioespecifica: introducao de ligantes bioespecificos da enzima em um suporte

e Por afinidade: adi¢ao de metais ao suporte

e Por interacdo hidrofobica: interagdo de regides hidrofobicas da enzima e do suporte
funcionalizado

e Por ligagdo i0nica: interagdo eletrostatica entre as cargas da enzima e do suporte

A adsorc¢do constitui um conjunto de métodos mais simples de imobilizagdo fisica. A
enzima em solu¢do ¢ deixada em contato com o material sélido de imobilizagdo, por um periodo
de tempo. Os métodos adsortivos sdo simples e possibilitam alta retencdo da atividade enzimatica,
porém, em geral, a estabilidade operacional e de estocagem sdo comprometidas devido as fracas
ligagdes com o suporte, podendo haver perdas significativas da carga enzimatica, por meio da

dessor¢ao causada por alteragdes de temperatura, pH e forca idonica (CHOIL, 2004).
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Visando resolver essas limitacdes uma série de modificagdes quimicas em suportes vem
sendo desenvolvidas nas ultimas décadas tais como, silanizagao (AISSAOUI et al., 2013;
ANIRUDHAN; RAUF, 2013), deposi¢ao de nanoparticulas de ouro (WANG et al., 2009),
funcionalizacdo de superficie com peptideos (FU; REINHOLD; WOODBURY, 2011) e o
desenvolvimento de métodos combinados de adsor¢do-aprisionamento (TANRISEVEN;
ULUDAG; DOGAN, 2002), adsor¢do-ligacdo covalente (DONG et al., 2012), adsorcdo-
reticulagio (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005).

3.3.2 Ligacao covalente

A imobilizagdo por ligagdo covalente possibilita ligagdes mais fortes entre a enzima e o
suporte em comparagao a métodos de adsor¢do. Em geral, a ligagdo covalente entre uma enzima e
um suporte ¢ baseada na reagao quimica entre os residuos de aminoacidos ativos localizados na
superficie da enzima (ndo necessarios a atividade catalitica) ou introduzidos para essa finalidade e
funcionalidades ativas que estdo ligados a superficie do suporte ou vice-versa (GUISAN, 2006).

As ligagdes covalentes podem prover algumas vantagens as enzimas tais como: baixa
dessorcao da carga de enzimas durante o uso, facil acesso do substrato a enzima e aumento da
estabilidade térmica da enzima devido sua forte ligacdo ao substrato. Por outro lado, podem ser
citadas as seguintes desvantagens: modificacdes na estrutura da enzima podem causar a destrui¢ao
de estruturas ativas da enzima, a rigidez causada pela forte interagdo entre o suporte € a enzima
pode causar perdas na retengdo da atividade (AEHLE, 2006).

As enzimas s3o ligadas ao suporte ativado, geralmente por meio de reagente
multifuncionais (glutaraldeido, carbodiimida). O suporte pode constituir-se de materiais como
vidro, celulose, polimeros sintéticos e membranas pré-ativadas. Biorreagentes como o
glutaraldeido ou carboiimida, sdo amplamente utilizados em biossensores enzimaticos que tem
aumentada a estabilidade enzimatica (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012).

A ligacdo quimica por meio de cadeias laterais de aminoacidos que ¢ frequentemente
aleatoria, uma vez que ¢ baseada em residuos normalmente presentes no exterior da proteina.
Portanto, a ligagdo pode ocorrer simultaneamente, através de muitos residuos, aumentando a
heterogeneidade na populacdo de proteinas imobilizadas. O problema nesse caso se refere a
quantidade elevada de biorreagentes necessaria e a reprodutibilidade, que em geral, ¢ baixa
(SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012).
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A ligagdo entre a enzima e o suporte pode ocorrer de modo ordenado para atingir uma
imobilizacdo orientada evitando a desnaturacdo da proteina, permitindo reprodutibilidade e
estabilidade conformacional (RUSMINI; ZHONG; FEIJEN, 2007).

Desse modo alguns fatores importantes precisam ser levados em conta na imobilizagao por
ligacdes covalentes: localizacdo dos residuos necessarios a ligagdo, pH de imobilizagdo adequado
ao ataque nucleofilico, flexibilidade conformacional requerida pelo mecanismo catalitico

(HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009).

3.3.3 Ligacao covalente cruzada

A ligacdo cruzada ¢ um método de imobilizagdo de enzimas irreversivel sem o
requerimento de um suporte. As enzimas sdo reticuladas com o uso de um agente bifuncional com
o di-isocianato e glutaraldeido. Existem dois métodos principais de ligacdo covalente cruzada:
Agregados de Enzima por Ligagdao Cruzada (CLEA) e Cristais de Enzima por Ligagdao Cruzada
(CLEC). Ambos sao derivados a partir de um método desenvolvido em 1960 envolvendo o uso de
glutaraldeido, que reage com os grupos NH2 na superficie da proteina (CLE). O primeiro pode ser
preparado por meio da precipitagdo de enzimas utilizando sais ou solventes, seguida pelo uso de
um agente de ligagdo cruzada, sendo o mais comum o glutaraldeido. Ja o segundo, exige alto grau
de pureza da enzima (GORECKA; JASTRZEBSKA, 2011).

O CLEA ¢ um método simples, de rapida otimizagdo, baixo custo e curto tempo de
preparacdo. Pode ser aplicavel a uma grande variedade de enzimas, incluindo extratos brutos,
promovendo estabilidade e alta retencao da atividade catalitica. Por outro lado o CLEC requer
enzimas com alto padrao de purificagdo o que o torna mais caro, no entanto essa abordagem provem
maior estabilidade térmica e a solventes organicos (GUISAN, 2006).

3.3.4 Aprisionamento em matriz

O método de aprisionamento consiste em confinar a enzima em uma matriz formada pela
dispersdo da enzima em um meio fluido (solu¢do de polimero, por exemplo) por processos fisicos
ou quimicos. Alguns agentes de polimeriza¢do mais comuns sdo: poliacrilamida, amido, alginato,
pectato, alcool polivinilico, policarbonato, acetado de celulose, gel de silica, dentre outros
(MONOSIK; STREDANSKY; STURDIK, 2012). As propriedades geométricas das aprisionadas

podem ser adaptadas em vérias formas, tais como, esferas, filmes, fibras e etc. Uma vez que a
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matriz de retencdo ¢ formada durante o processo de imobilizagdo, seus precursores e as condigdes
utilizadas devem ser compativeis com a biomolécula (CAO, 2006).

Em geral, as estratégias de aprisionamento enzima envolvem primeiro, a solubiliza¢ao
enzima em uma solu¢do aquosa do componente da matriz, ou seja, a dispersao de mondmeros, géis
organicos ou a suspensdo coloidal de argilas, seguida da eletropolimerizagdo ou reticulagdo na
superficie de um transdutor, permitindo, assim, um melhor controle da configuragao da
matriz/enzima e em particular, da carga enzimatica (COSNIER et al., 2006).

Biossensores que utilizam o aprionamento em matriz como métodos de imobilizagdo
geralmente caracterizam-se pelo aumento da estabilidade operacional e de estocagem. Por ser um
método menos rigido que a imobilizacao covalente, o aprisionamento em matriz pode prover maior
retencao da atividade enzimatica, no entanto podem ocorrer problemas difusionais e de perda da

carga enzimatica (ZOUROB, 2010; SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012).

3.3.5 Encapsulacao

O processo de encapsulacdo baseia-se no aprisionamento da enzima em poros de uma
matriz polimérica, sem interacao covalente com o suporte. Os poros do suporte devem permitir o
acesso do substrato a enzima e a eliminagao do produto formado (GUISAN, 2006).

Dentro os métodos de encapsulamento mais amplamente utilizados para imobilizagdo de
enzimas em biossensores, estd o sol-gel, que se constitui de materiais de silica porosos e
quimicamente inerte que podem ser moldados em qualquer forma, promovendo areas superficiais
especificas extensas com didmetro de poros controlaveis que podem ser adaptados para a dimensao
de uma enzima especifica, micro (< 2 nm), meso (2-50 nm, sendo os mais utilizados entre para a
maioria das enzimas entre 3-6 nm) ou macroporosas (> 50 nm) (BETANCOR; LUCKARIFT,
2008; HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009).

Uma das principais limitagdes da técnica de sol-gel ¢ a baixa eficiéncia no carregamento de
enzima e perda de carga enzimatica. O desenvolvimento de variagdes das técnicas de
encapsulamento convencionais podem minimizar tais limitagdes, como por exemplo a combinagao
da encapsulagdo seguida da reticulacao por meio de ligagdes cruzadas (CAO, 2006; BANICA,
2012).

3.4 O analito de trabalho: acido benzoico e os benzoatos como conservantes alimenticios
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O 4cido benzdico (C7H602), acido carboxilico de massa molar 112,13g/mol é um so6lido
branco, pouco soluvel em agua (2,9 g/L a 20°C) e sua solucao aquosa ¢ ligeiramente acida. O acido
benzdico, assim como seus sais, benzoatos de sddio e potassio, estdo entre os conservantes mais
utilizados para inibir o crescimento microbiano, em func¢do da relagdo custo-beneficio (Quadro 4)

(THERON; LUES, 2010).

Quadro 4 - Algumas caracteristicas fisico-quimicas do 4cido benzdico e seus sais.

Acido benzobico Benzoato de sodio Benzoato de potassio
Formula estrutural o OH o O@ N éa o o-K*
Numero INS! 210 211 212
Numero Cas’ 65-85-0 532-32-1 582-25-2
Formula molecular C7H6O2 C;Hs50,Na C7Hs0, K
Solubilidade a 20°C 29 ¢/L 566 g/L 566 g/L

Fonte: (WHO, 2005).

De ocorréncia natural em animais e plantas, o acido benzobico, € constituinte de muitos
alimentos, como frutas (principalmente oxicoco e ameixas), produtos lacteos, canela, cravo, com
relatos de concentragdes maximas encontradas de 40 mg/kg de alimento (DAVIDSON; SOFOS;
BRANEN, 2010).

Os benzoatos constituem em grupo muito importante de aditivos alimentares para proteger o
consumidor dos riscos microbiologicos de algumas bactérias, fungos filamentosos e leveduras
enfermidades de origem alimentar, bem como deterioradores de alimentos (BILAU et al., 2008;
DEL OLMO; CALZADA; NUNEZ, 2015).

Uma vez em solucdo, o acido benzdico ocorre em equilibrio entre as formas dissociada e

nao dissociada e com a diminui¢do do pH a quantidade de 4cidos na forma nao dissociada aumenta.

I “INS significa International Numbering System ou Sistema Internacional de Numeragao de Aditivos Alimentares. Este sistema foi elaborado
pelo Comité do Codex sobre Aditivos Alimentares ¢ Contaminantes de Alimentos (CCFAC) para estabelecer um sistema numérico internacional
de identificagdo dos aditivos alimentares nas listas de ingredientes como alternativa a declaragdo do nome especifico do aditivo.’.”

2 Cas Numero (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 (dmerican Chemical Society-ACS).
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Adicionado na forma de seus sais, o 4cido benzodico permanece em equilibrio apos sofrer hidrolise

(Figura 8) (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).
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Figura 8 - Hidrdlise do acido benzoico.
Fonte: (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).

Embora o 4cido benzodico ndo dissociado seja o agente antimicrobiano mais efetivo, os
benzoatos sao mais comumente utilizados pela maior solubilidade em 4gua, uma vez que o acido
benzoico ¢ parcialmente solivel em temperaturas normais (ASHURST, 2005).

O valor do pK para o 4cido benzdico ¢ de 4,2. O pK, pode ser definido como sendo o valor
do pH em que as concentragdes da forma dissociada e nao 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 (Quadro 5). 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 ndo alcodlicas, conservas, geléias, doces, margarinas, balas,
molhos (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).

As bebidas ndo alcoolicas 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; PENA, 2010).

Quadro 5 - Percentagem do 4cido benzodico nao dissociado em func¢do do pH

pK 4.18
pH 3 4 5 6 7
% de acido nao dissociado 94 61 13 1.5 0.2

Fonte: (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).

O 4cido benzoico geralmente exibe efeito inibitdrio no crescimento de fungos e leveduras
e em menor escala, de bactérias laticas que sdo os principais agentes deterioradores de produtos
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acidos, onde os maiores problemas de contaminagdo ocorrem em faixas de pH acima de 4,5
(THERON; LUES, 2010). Melhores resultados de preservagao podem ser obtidos quando o acido
benzodico ¢ utilizado em conjunto com outros conservantes, como o didéxido de enxofre e o acido
sorbico devido aos efeitos sinérgicos (ASHURST, 2005). O aumento do efeito antimicrobiano foi
observado quando o benzoato foi combinando com ultrassonicacao, irradiacao, uso de embalagem
a vacuo e atmosfera modificada (ROSS et al., 2003; AUGUSTINE et al., 2013).

O mecanismo de inibicao do crescimento microbiano pela fragdo nao dissociada do acido
benzoico, se da pelo fato deste ser lipossoluvel, o que o torna permeavel a membrana celular
liprotéica dos microrganismos. Por meio da difusdo simples através da membrana, o acido em
equilibrio apds a hidrolise acidifica o meio intracelular (CANOVAS, 1999).

Em geral, os micro-organismos mantém o pH do interior de suas células maior que o
exterior. Quando o acido benzodico entra no citoplasma, a fragdo nao dissociada do acido sofre
dissociagdo liberando, portanto, ions H e COO . Visando manter o pH, a célula promove um fluxo
de protons para o exterior, cuja demanda energética faz com que o crescimento celular seja
restringido (Figura 9). Havendo superagao das reservas energéticas da célula, o pH do citoplasma
diminuird, afetando negativamente o seu crescimento celular (GOULD, 2000). A neutralizagao dos
protons por meio de agentes tamponantes celulares causa a acidificacdo do interior da célula

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

Figura 9 - Teoria classica da acidificagdo citoplasmatica.
Fonte: Adaptado de (RUSSELL; GOULD, 2003).
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O benzoato pode ser considerado o conservante mais efetivo em acidificar o citoplasma. O
acumulo de anions COO ~no citoplasma, possui efeito antimicrobiano por toxicidade a célula

(RUSSELL; GOULD, 2003).

3.4.1 Toxicologia

Uma vez ingerido e em contato com a acidez estomacal, hd um deslocamento do equilibrio
que favorece o 4acido benzodico ndo dissociado que ¢ rapidamento absorvido no trato
gastrointestinal. No figado ¢ metabolizado em conjuga¢ao com a glicina originando acido hiptrico
que ¢ excretado pela urina. O mesmo ocorre com a ingestao de benzoatos, uma vez que em solucao
aquosa a forma ionizada origina o dcido benzdico nao dissociado. Isso permite que o metabolismo
e os efeitos sistémicos possam ser analizados de forma conjunta (NAIR, 2001; WHO, 2005;
SHIBAMOTO; BJELDANES, 2009).

O 4cido benzodico assim como seus sais, ¢ considerado um conservante seguro (GRAS-
Generally Recognized as Safe) para a saide humana em todo o mundo (DAVIDSON; SOFOS;
BRANEN, 2010). Os limites maximos permitidos variam de acordo com a legislacdo de cada pais

que os estabelece de acordo com o tipo de alimento (Quadro 6).

Quadro 6 - Concentragdo maxima de benzoato (expressa como acido benzdico) em alguns paises
do mundo.

Concentracio maxima de benzoato (expressa como acido benzdico) em Referéncia
alguns paises do mundo

EUA 0.1 % (FDA, 2013)
México 600 mg/L (bebidas ndo alcoodlicas, xaropes e concentrados) (CCNREF, 2012)
Brasil 0.05 g/100 mL ou g/100g (bebidas ndo alcoodlicas) (MAPA, 2007)
Uniao 150 mg/L (bebidas nao alcoolicas) (EPC, 1995)
Européia 500 mg/L (geléias, produtos de baixas calorias e aglcar)
Japao 0.6 g/kg (bebidas ndo alcodlicas e molho de soja) (JETRO, 2011)

1 g/kg (margarina)
2.5 g/kg (caviar)

A Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) ¢ uma estimativa efetuada pelo Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA-Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos Alimentares), da
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quantidade do aditivo alimentar expressa em relagdo ao peso corporal, que uma pessoa pode ingerir
diariamente durante a toda a sua vida sem riscos apreciaveis a sua saude e ¢ utilizado como critério
de avaliacdo dos aditivivos em todo o mundo (POLONIO; PERES, 2009). No caso do 4cido
benzoico, a IDA ¢ de 0-5 mg/kg (WHO, 2005). 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; PENA, 2010).

Embora considerados seguros para a saude, estudos sugerem que o consumo desses
conservantes esta relacionado a uma série de efeitos adversos a satide, principalmente em criancas
e pessoas suscetiveis (Quadro 7).

A toxicidade aguda de benzoatos ¢ baixa. No entanto, casos de urticaria, rinite, asma ou
choque anafilatico tém sido relatados apds exposicao oral, dérmica ou por inalagdo. Em pessoas
sensiveis, mesmo em doses inferiores as de 5 mg/kg pode causar reagdes nao imunoldgicas de
contato (pseudo-alergias) (BILAU et al., 2008; SILVA; LIDON, 2016).

Em se tratando dos aditivos alimentares, ¢ importante ressaltar que a toxicidade ou os
beneficios, dependem da extensao em que esses componentes alimentares tem a adsor¢do, excre¢ao
e metabolismo como um todo, afetados, uma vez que havendo interagdes sinérgicas entre eles, os
limites para o consumo humano podem ser alterados (MOUTINHO; BERTGES; ASSIS, 2007).
Alguns estudos reportam casos de reagdes alérgicas cruzadas entre os benzoatos e outros aditivos,
como o amarelo crepusculo, por exemplo (POLONIO; PERES, 2009), ou com medicamentos como

a amoxicilina + &cido clavulanico (MORI et al., 2012).

Quadro 7 - Alguns efeitos adversos relacionados ao consumo de benzoatos.

Possiveis efeitos adversos Referéncia

Reag¢des asmaticas (BALATSINOU et al., 2004; METCALFE;
SAMPSON; SIMON, 2008; PARK et al., 2013;
BREWER, 2014)

Exacerbacdo dos sintomas de rinite cronica (PACOR et al., 2004; ASERO, 2006; WECK;
BUNDGAARD, 2012; METCALFE et al., 2013;
GIMENEZ-ARNAU; MAIBACH, 2014;
SEEDAT, 2015)

Exacerbacdo dos sintomas de urticaria cronica (POLONIO; PERES, 2009; MORI et al., 2012;
JACOB et al., 2016; MOWAD et al., 2016)
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Hiperatividade em criangas (EFSA, 2008; METCALFE; SAMPSON;
SIMON, 2008; HASHIMOTO, 2011;
BEEZHOLD; JOHNSTON; NOCHTA, 2012;
AV; ADELOYE; MA, 2015; SALTMARSH,
2015; MOWAD et al., 2016)

Genotoxicidade, clastogenicidade e mutagenicidade (em (BRAHMACHARIL PAHAN, 2007,
MPOUNTOUKAS et al., 2008; PAHAN, 2011;
ZENGIN et al., 2011; ONYEMAOBI;
WILLIAMS; ADEKOYA, 2012; PONGSAVEE,
2015; YADAV et al., 2016)

linfécito humano in vitro)

3.4.2 A formacao de benzeno em alimentos

O benzeno ¢ reconhecido pelo International Agency for Research on Cancer (IARC-Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cdncer) como carcinogénico do grupo 1 para humanos e seu papel
como um leucemogénico foi claramente estabelecido através de uma série de estudos
epidemiologicos (IARC, 1987). A ocorréncia de benzeno em alimentos tem sido atribuida a
diversas fontes potenciais como, por meio de lixiviacdo de materiais e embalagens ou do ambiente
de armazenamento, dgua de abastecimento contaminada, processos de coc¢do ou degradagdo por
calor, processos de irradiacao em alimentos e degradacdo de conservantes, tais como os benzoatos
(BARSHICK et al., 1995; STADLER; LINEBACK, 2008).

Os benzoatos quando na presenga de 4cido ascorbico e metais de transi¢gdo como o Cu (II)
e Fe (III), podem sofrer descarboxilacdo, reacdo que pode ser acelerada pelo incidéncia de luz e
calor (GARDNER; LAWRENCE, 1993). Metais de transi¢do, por exemplo, Cu (II) e Fe (III),
podem catalisar a reducdo de um elétron de oxigénio por acido ascorbico para produzir o anion
superdxido, que sofre dismutagdo espontinea para produzir perdéxido de hidrogénio. A reducgdo
catalisada pelo metal de H>O; por é4cido ascérbico pode gerar o radical hidroxila que pode
descaboxilar o acido benzoico, levando a formagao de benzeno Tanto o acido ascorbico, quanto os
benzoatos possuem ampla aplicacdo como antioxidante e conservante, respectivamente, em
bebidas ndo alcoolicas (APREA et al., 2008).

Nao existem limites legais estabelecidos para o benzeno em alimentos ou bebidas, sendo o
limite na 4gua potavel usado como valor de referéncia, sendo estes limitados a 10 pg/L! pela
Organizagdo Mundial da Satide (OMS), 5 ng/L™! pela Agéncia de Protegio Ambiental dos EUA
(EPA) e 1 pg/L! pelo Conselho Europeu (VINCI et al., 2012).
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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 Induastria de Cervejas e Refrigerantes
Ltda.), que prevé a quantidade maxima de 5 pg/L(MPF, 2011).

Um levantamento com mais de 50 alimentos coletados e analisados de 1991-1992, revelou
que os alimentos (incluindo ovos) sem a adi¢ao de benzoatos continham benzeno em concentragdes
<2 ng/g. A concentracao de benzeno em alimentos que continham benzoatos e ascorbatos variou
de 1a38ng/g (MCNEAL et al., 1993).

Na literatura, diversos estudos apontam a presenca de benzeno acima do permitido pela
legislagao dos paises onde foram realizadas as analises, principalmente em bebidas ndo-alcodlicas
(MCNEAL etal., 1993; BARSHICK et al., 1995; APREA et al., 2008; NYMAN et al., 2008; VAN
POUCKE et al., 2008; LACHENMEIER et al., 2010, BONACCORSI et al., 2012;
TECHAKRIENGKRAI; LERTBORWORNWONG, 2013).

Diversas pesquisas tem sido realizadas com sistemas liquidos modelos e com amostras de
alimentos contendo benzoato de sddio e acido ascorbico, com o intuito de verificar o potencial de
formacgao de benzeno, bem como a influéncia de fatores intrinsecos (natureza da matriz alimenticia,
pH, concentragdo de benzoato de sddio e acido ascorbico, concentragdo de ions metalicos, acdo de
antioxidantes e agucares como quelantes, precursores de hidroxilas) e extrinsecos (temperatura,
radiacao ultravioleta, tempo de estocagem) ao meio reacional. Adogantes nutritivos, como agtiicar
e xarope de milho rico em frutose, o dacido etileno diamino tetra-acético (EDTA) e o
hexametafosfato de s6dio podem reduzir ou até inibir a formagao do benzeno, o que aumenta o
potencial de formagao em bebidas nas versdes diet e light, ja que estas ndo contém agucar. A agao
quelante do EDTA e do hexametafosfato de sddio, como inibidores da formagao de benzeno, pode
ser reduzida quando sao adicionados célcio e outros minerais no alimento. Outro fator importante
estd relacionado com o tempo de estocagem: a formacgdo do benzeno ¢ maior quando sdo
considerados longos tempos de estocagem e altas temperaturas (APREA et al., 2008; NYMAN et
al., 2010; CANADIAN BEVERAGE ASSOCIATION, 2011; VINCI et al., 2011; MORSI; EL-
TOBGY, 2012).

Em 2006, algumas diretrizes foram publicadas pela Associagdo Americana de Bebidas
(AMERICAN BEVERAGE ASSOCIATION, 2006), na tentativa de auxiliar os fabricantes de

bebidas a reduzir ou evitar a formacao de benzeno. Dentre elas destacam-se: substituicdo do acido
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ascorbico por outro antioxidante, uso de EDTA ou polifosfatos de s6dio recomendados para
seqliestrar ions metalicos que podem catalisar a hidroxila formacao radical, avaliacdo das
condigdes de estocagem e prazo de validade para minimizar a exposicdo dos produtos a

temperaturas elevadas e ultravioleta (UV) (NYMAN, WAMER, et al., 2010).

3.4.3 Métodos analiticos de analises de benzoatos

Tendo em vista a ampla utilizagdo do acido benzbdico e seus sais (benzoatos) como
conservantes na industria alimenticia, a detec¢do e a quantificagao destes sao de grande importancia
no controle de qualidade dos produtos visando evitar fraudes e praticas inadequadas de fabricacao,
considerando os possiveis efeitos adversos desses conservantes ja discutidos na sessao 3.2.1 e
formagao de benzeno na se¢do 3.2.2.

Atualmente, o procedimento de andlise mais utilizado para detectar e monitorar os niveis
de acido benzodico e benzoatos em alimentos e bebidas ¢ por HPLC (High-performance liquid
chromatography) em portugués CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) (SHAN, LI, et
al., 2008).

No Quadro 8, estdo listados alguns dos procedimentos analiticos de HPLC/CLAE utilizados

para determinacao de benzoatos em alimentos.

Quadro 8 — Resultados de analises de benzoatos em alimentos por CLAE.

Método Amostras - Ne total Concentracio Referéncias

Marmelada —11 4 amostras 413,9 — 489,7 mg/kg (FERREIRA et al.,
7 amostras 509,1 — 1501 mg/kg (> | 2000)
limite permitido)

Bebidas ndo alcodlicas — 15 média: 225 mg/L (TFOUNI;

Margarina — 16 média: 276 mg/kg TOLEDO, 2002)

Sucos de fruta — 18 média: 495 mg/L

Sucos de frutas - 156 179-198 mg/kg (MOTA et al.,
2003)
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Vinho - 46 295,6 mg/L em 1 amostra—
presenca ndo permitida (MACHADO et al.,

Sidra - 3 608,4 — mg/L em 2 amostras 2007)

presenga nao premitida

CLAE

Sucos de frutas — 11 30,29 — 107,75 mg/L (ENE; DIACU,
2009)
Pasteurizado — 24 0,51-8.8 mg/kg em 11 amostras (Qi et al., 2009)
0,62-13 mg/kg em 35 amostras
UHT - 45 19-110 mg/kg em 27 amostras

11-88 mg/kg em 36 amostras

Queijo 3.17- 56.77 mg/kg (YILDIZ et al.,
logurte 8,94-28.30 mg/kg 2011)

3.4.4 Biossensores para determinacio de acido benzoico

A monitoriza¢do continua, sensivel, seletiva, e fiavel de uma grande variedade de diferentes
compostos em varias amostras de alimentos e bebidas ¢ de importincia crescente para assegurar a
alta qualidade de rastreabilidade de qualquer possivel fonte de contaminagdo de alimentos e
bebidas. A maioria dos métodos classicos de andlise utilizados atualmente, embora sejam
estabelecidos e confidveis, necessitam muitas vezes, de instrumentagdo sofisticada, pessoal bem
treinado e tempos longos de andlise tornando essas andlises de alto custo (MELLO; KUBOTA,
2002; THAKUR; RAGAVAN, 2013). Com o objetivo de tornar as analises de benzoatos em
alimentos, mais rapidas, baratas e simples, o desenvolvimento de diversas metodologias ¢ descrito

na literatura em termos de biossensores como alternativas promissoras aos métodos convencionais

(Quadro 9).

Quadro 9 - Biossensores para detec¢ao de benzoatos/acido benzdico em amostras de alimentos

Biossensor Faixa de | Resultados do biossensor CLAE Referéncias
deteccao
PPO-eletrodo de | 1 —40 uM g/mL (MORALES
Teflon/grafite Refrigerantes:media: 0.17+0.01 et al., 2002)
pepsi-cola 0.152+0.00
coca-cola 1
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Tecido de
cogumelo
homogeneizado

PPO-filme de
polianilina-
poliacrilamida

PPO -
nanoparticulas
de CaCO3

PPO-filme de
polianilina

PPO-CaHPO4

PPO-
poliestireno

PPO-titania gel
modificada com
nanotubos de
carbono
multicamada

25-100 pM

Até 20 M

0.56-92 uM

Até 40 M

0.03-3 pM

100-700 ppm

0.1-2.46 uM

g/100 mL

Limonada 1: 0.033
Limonada 2: 0.033
Limonada 3: 0.034
Bebida de maga: 0.055
Bebida de péssego: 0.026
mg/L

Leite: 12.8 £ 0.1
Iogurte: 15.4+0.2
Sprite: 106.0 £ 0.7
Coca-cola®: 110.8 £ 0.8

Mg/kg

Coca-cola®: 130 + 0.4
Pespsi-cola®: 131 + 0.5
Sprite®: 113 + 0.8
logurte: 12 +£0.2

mmol/dm?

Vinagre: 1.54
Vinho de arroz: 3.58
Sprite®: 0.716

mg/L

Coca-cola®: 132 £3.1
Sprite: 119.6 £2.5

Ppm

Molho de soja: 604.0 = 10
Molho de ostra: 680.0 £5

mg/L
Bebida: 105.6 £ 2.0
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% erro
-8
-6.7
-1
-4.8
-7.8

% erro
+5.8 +5.5
-3.14+23

% erro
+2.3+1.5
-7.14+8.3

% erro
-4.3
—4.1
-1.9

% erro
+1.9
+2.6

0.152+0.00
4

0.0364
0.0354
0.0344
0.0344
0.0284

12.1£04
14.6+£0.3
109.4+23
108.3+2.7

127+3.4
129 +0.1
121+1.3
11+0.1

1.61
3.44
0.730

592.3+0.8
662.0+ 16

109.9+0.1

*Polifenoloxidase (PPO), Carbonato de calcio (CaCO3), Fosfato de célcio (CaHPOs,).

(SEZGINT
URK;
GOKTUG;
DINCKAY
A, 2005)

(SHAN et
al., 2007)

(SHAN et
al., 2008)

(LT et al.,
2010)

(LOPEZ;
LOPEZ-
RUIZ, 2011)

(HAMZAH
etal.,, 2011)

(KOCHAN
A et al,
2012)

A enzima tirosinase tem sido utilizada como biocomponente no desenvolvimento de

biossensores para determinacao de acido benzodico em amostras de alimentos. Diferentes protocolos
de imobiliza¢dao em transdutores eletroquimicos e mais recentemente, opticos, tém sido utilizados

visando aumentar a estabilidade operacional e de estocagem da enzima e a sensibilidade do método.

Na maioria dos trabalhos relacionados no Quadro 9, a enzima tirosinase comercial foi

utilizada. No entanto, no trabalho de SEZGINTURK, (2005), o tecido homogenizado do macro
fungo Agaricus bisporus, imobilizado por reticulagcdo com glutaraldeido em membrana acoplada a

um um eletrodo de oxigénio como transdutor, foi utilizado como fonte da enzima tirosinase. A
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obtencdo de enzimas por meio da utilizacdo de tecidos integros ou extratos, confere vantagem
econdmica em relagdo a enzimas comerciais, na constru¢ao de biossensores.

Nao foram encontrados na literatura, trabalhos utilizando o extrato enzimatico da tirosinase,
obtido de macro fungo Agaricus bisporus, na construcdo de biossensores para acido benzodico.
Tanto o extrato quanto o tecido do macro fungo Agaricus bisporus, podem oferecer vantagem
econOmica frente a utilizagdo de enzimas comerciais purificadas. No entanto, o uso do extrato
enzimatico em relagdo ao tecido homogeneizado a partir do macro fungo Agaricus bisporus,
possibilita a padronizacdo da concentracdo enzimatica necessaria ao desenvolvimento do

biossensor.

3.5 Biorreceptor de trabalho: enzima tirosinase

3.5.1 Caracteristicas gerais

A tirosinase [EC 1.14.18.1], também conhecida como polifenol oxidase, ¢ uma enzima
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 10). Estando amplamente
distribuida em microorganismos, animais e plantas, a tirosinase estd envolvida em processos de
melanizagdo da pele, cabelo e escurecimento enzimatico de frutas (DECKER; SCHWEIKARDT;
TUCZEK, 2006).

A tirosinase do macrofungo Agaricus bisporus ¢ intracelular. E uma heterotetrimero com
uma massa molar aparente de 120 kDa aproximadamente, de duas subunidades de 43-48 kDa (H)
e duas subunidades de 13,4kDa (L) (WICHERS; GERRITSEN; CHAPELON, 1996) . Possui ponto
isoelétrico na faixa de 4,7-5,0. Seu melhor desempenho em termos de atividade se da na faixa de
pH entre 6-8. Geralmente as tirosinases obtidas de fungos possuem propriedades semelhantes

(SEO; SHARMA; SHARMA, 2003; HALAOULI et al., 2006; SELINHEIMO et al., 2007).
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Figura 10 - Estrutura do sitio ativo da tirosinase.
Fonte: (ROLFF et al., 2011).

A tirosinase do macrofungo Agaricus bisporus ¢ intracelular. E uma heterotetrimero com
uma massa molar aparente de 120 kDa aproximadamente, de duas subunidades de 43-48 kDa (H)
e duas subunidades de 13,4kDa (L) (WICHERS; GERRITSEN; CHAPELON, 1996) . Possui ponto
isoelétrico na faixa de 4,7-5,0. Seu melhor desempenho em termos de atividade se da na faixa de
pH entre 6-8. Geralmente as tirosinases obtidas de fungos possuem propriedades semelhantes
(SEO; SHARMA; SHARMA, 2003; HALAOULI et al., 2006; SELINHEIMO et al., 2007).

Em 1895 foram realizadas as primeiras investigagdes bioquimicas com o cogumelo Russula
nigricans, que apds serem cortados e expostos ao ar, adquiriam uma coloracdo avermelhada
passando ao castanho escuro/preto. As tirosinases melhores caracterizadas sdo 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 (WICHERS; GERRITSEN; CHAPELON, 1996).

Utilizando oxigénio molecular, a tirosinase catalisa a reagdes diferentes: a o-hidroxilagdo de
monofendis e a subsequente oxidacdo do o-difenol resultando em o-quinonas (Figura 11). As
consecutivas atividades cataliticas da tirosinase sdo chamadas de cresolase e catecolase,
respectivamente. Posteriormente as o-quinonas reagem com nucleofilos diferentes, produzindo
intermediarios que sofrem polimerizacdo originando pigmentos (melaninas) que vdo desde o

vermelho até o preto (HAGHBEEN; WUE TAN, 2003; KARBASSI et al., 2003).
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Figura 11 - Esquema simplificado do mecanismo de acdo da tirosinase.
Fonte: (HAGHBEEN; WUE TAN, 2003).

O comportamento cinético da tirosinase ¢ muito complexo porque a oxidag¢do enzimatica
do monofenol e o-difenol e deste para o-quinonas ocorre simultaneamente com reacdes associadas
ndo enzimaticas destas ultimas (FENOLL et al., 2004). O ciclo da monofendis, tem como
particularidade, em relagdo a cinética da tirosinase, uma fase lag antes de chegar a velocidade
maxima. O tempo necessario para atingir o estado estacionario depende de varios fatores: pH,
temperatura, a fonte de enzima, a concentragao de monofenol (diretamente proporcional ao periodo
da fase lag), a concentracdo da enzima (com o aumento da concentra¢dao de enzima o periodo lag
diminui) e a presen¢a de quantidades cataliticas de o-difenol ou fons de metais de transi¢do (Fe™?
ou com menor eficacia, 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 et
al., 1995; FENOLL et al., 2004).

3.5.2 O macro fungo Agaricus bisporus

O champignon (Agaricus bisporus), ¢ uma das espécias de cogumelos mais extensivamente
cultivada no mundo sendo a primeira a ser cultivada no Brasil (FURLANI; GODOY, 2005). Sao
organismos pertencentes ao reino Fungi e ao filo Basidiomycota sendo denominados de
basidiomicetos. Em geral, apresentam corpo de frutificagdo macroscopico (basidiocarpo),

constituido por hifas entrelagadas que formam pseudo-tecidos, os quais se diferenciam em pileo,
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estipe e lamelas (Figura 7) (KUES; LIU, 2000). 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; GODOQOY, 2005).
Diversos estudos apontam o Agaricus bisporus, como um fungo de grande potencial de
degradacdo sendo utilizado na biorremedia¢do de xenobioticos fendlicos, bem como na construgdo
de biossensores de uso ambiental por ser uma fonte barata da enzima tirosinase (KAMEDA;

LANGONE; COELHO, 2006; SANTOS; SILVA, 2013; SILVA et al., 2013b).

Lamela

Foto: Vdnia Paula Salviano dos Santos

Figura 12 - Basidiocarpo do macro fungo Agaricus bisporus
3.5.3 Tirosinase macrofiingicas e suas aplicacoes

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

Nos fungos, as tirosinases estdo relacionadas ao escurecimento enzimatico e a
pigmentacao. Melaninas fingicas 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 et al., 2006). Esses pigmentos possuem ainda funcdes relacionadas diferenciagao dos

orgaos reprodutivos e formacao de €sporos,
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viruléncia em fungos patogénicos e prote¢ao dos tecidos apos lesdo (SEO; SHARMA; SHARMA,
2003).
As reacdes de oxidagdo sequenciais catalizadas pela tirosinase descritas na secao 3.3.1, sdo

utilizadas como base para diversas aplicacdes biotecnoldgicas que estdo resumidas no Quadro 10.

Quadro 10 - Aplicagdes de tirosinases macrofungicas.

Aplicagao Principio/ deteccio Macrofungo Referéncias
Determinagao de Consumo de oxigénio (SILVA; SALGADO;
o1 ~ : P COELHO, 2010)
compostos fendlicos Fsdu@(;lo direta da o-quinona o (ONNERFJORD, 1995)
10€rada ) garicus (BONAKDAR,
Reducao da o-quinona usando um bisporus VILCHEZ; MOTTOLA,
mediador, como o hexacianoferrato 1989)
Determinagdo de acido (TOPCU;
L. e~ c . . SEZGINTURK;
benzoico/benzoatos Inibi¢do enzimatica Agarzcus DINCKAYA. 2004:
bisporus SHAN et al., 2008b;
SANTOS; SILVA, 2013)
Remocédo de compostos (KAMEDA;
fendlicos / Oxidagéo de fenois Agaricus LANGONE; COELHO,
R .. - 2006; DINCER;
blOITemedlaQaO blSpOi’llS BECERIK; AYDEMIR,
2012)
Desenvolvimento de (HALAOULI et al.,
biopolimeros para Rede de proteinas ligadas de caseina Pycnoporus 2006)
alimentos sanguineus
Produc¢do de L-DOPA L-tirosina como substrato Aspergillus (IKRAM-UL-HAQ;

ALIL; QADEER, 2002)
oryzae

Até a ultima década, os estudos sobre tirosinases fungicas, principalmente a partir do
cogumelo comestivel Agaricus bisporus, eram essencialmente motivados pelo fenomeno de
escurecimento enzimatico durante desenvolvimento e pds-colheita de armazenamento. Hoje, um
crescente interesse ¢ dedicado ao potencial das tirosinases fungos em biotecnologia e aplicagdes
ambientais, cenario que propicia a criacdo de uma grande demanda para a enzima (HALAOULI
et al.,, 2006; FARIA et al., 2007). A tirosinase utilizada por pesquisadores sdao obtidas
comercialmente ou extraidas em laboratdrio, principalmente a partir dos corpos de frutificagdo do
Agaricus bisporus obtidos em mercados locais. Na literatura ¢ possivel encontrar estudos que
descrevem a utilizagdo 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

58



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

imobilizada (TOPCU; SEZGINTURK; DINCKAYA, 2004; KAMEDA; LANGONE; COELHO,
2006; SILVA et al., 2013b).

3.6 Extracio de enzimas intracelulares: métodos de rompimento celular

A escolha de um método de extracao de enzimas depende do tipo de células que contém a
enzima e da localizagdo da enzima dentro da estrutura celular. As enzimas denominadas
extracelulares sdo secretadas para fora da célula do organismo produtor, ao contrario das enzimas
intracelulares que localizam-se dentro das células no citoplasma ou em compartimentos de
organelas (BALASUNDARAM; PANDIT, 2001).

Para a obten¢do de enzimas intracelulares sao necessarios de métodos de extracao que

promovam o rompimento ou permeabiliza¢do da célula (Quadro 11).

Quadro 11 - Métodos de extragdo de enzimas intracelulares.

Método Principio
Ruptura celular
Pressao Compressao, cisalhamento
Homogeneizagao Cisalhamento, cavitagdo
Moagem/fresagem Compressao, cisalhamento
Sonicagdo Cavitagao
Descompressao Explosao descompressiva

Congelamento-descongelamento
Dispersdo aquosa

Termolise

Tratamento alcalino
Tratamento com solvente
Tratamento com enzimas

Autolise

Cisalhamento
Choque osmotico

Rompimento da parece celular

Permeabilizacio celular

Digestao da parede celular

Digestdo da membrana

Digestdo da parede celular e choque osmotico
Digestdo da parede celular e choque osmotico

Fonte: (ILLANES, 2008).

O método de rompimento ideal deve caracterizar-se pela liberagdo maxima do produto de
interesse, nao desnaturacao térmica ou mecanica do produto durante o rompimento, minima
liberacdo de proteases que podem degradar o produto, minima liberagdo de fragmentos celulares
ou contaminantes soliiveis que podem influenciar em etapas de processamentos posteriores

(GOLDBERG, 1997).
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Em geral, enzimas de células e tecidos animais sdo as mais faceis de extrair, sendo efetivos
métodos brandos de extracdo, como o choque osmotico, desde que tais células sejam desprovidas
de parede celular. O mesmo ndo ocorre com células de plantas que requerem métodos mais
rigorosos, com forg¢as de cisalhamento, devido a sua estrutura rigida formada pela presenca de uma
camada celulosica (PIERPOINT, 2003). Células microbianas, principalmente de bactérias e
leveduras sao particularmente dificeis de serem rompidas devido a natureza elastica de seus

envelopes celulares (GECIOVA; BURY; JELEN, 2002).

3.6.1 Rompimento celular de fungos

As paredes das células fungicas sao compostas de glucanas, quitina e quitosana, mananos
e/ou galactomananos e glicoproteinas. Uma variedade de glucanos , incluindo B-1,3- e B-1,3-/B-
1,4-, B-1,6- combinados e a-1,3-glucanos, foram identificados em paredes de células fungicas

(Figura 13) (RONCERO, 2002).

we=  Diembrana plasmatica “ Ancora Epi Quitina —  Glucanos {f-1.3-p-1.6-0-1.3-)

= Proteina 1{ Oligossacarideos IN-ligados « DMNiananos

Figura 13- Estrutura basica da membrana celular de um fungo.
Fonte: (FREE, 2013).
Em fungos filamentosos a quitina compde até 15% da membrana celular. Polimeros de

quitina no espaco da parede celular podem participar em intercadeias com ligagdes de hidrogénio
e formar microfibrilas em que as moléculas de quitina sdo dispostas em um padrao antiparalelo

(RUIZ-HERRERA; GONZALEZ-PRIETO; RUIZ-MEDRANO, 2002).
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Essas microfibrilas t€m enorme resisténcia a tragdo e contribuem significativamente para a
rigidez e a integridade da parede celular (FREE, 2013).

O rompimento das células fingicas € o passo mais critico da biologia molecular, enzimologia
e bioquimica, devido a sua estrutura filamentosa. A composi¢ao da parede celular, sua rigidez e
crescimento especifico sdo as principais limitagdes para a utilizagdo de procedimentos fisicos
comuns (TASKOVA et al., 2006).

Embora os fungos possam prover uma imensa gama de produtos intracelulares de interesse
biotecnoldgico, procedimentos adequados para o rompimento celular dessas células sdo
relativamente pouco estudados (TASKOVA et al., 2006). A maior parte das metodologias descritas
na literatura estd voltada para a extracao de proteinas de interesse a partir de fungos e leveduras
crescidos em meios de cultura liquidos, em laboratério (BRIDGE; KOKUBUN; SIMMONDS,
2004).

A desintegracao das células precede o fracionamento e purificacdo dos constituintes da célula
e influencia a qualidade do produto final (KLIMEK-OCHAB et al., 2011). Varios métodos de
rompimento celular tem sido desenvolvidos para estabelecer um que seja de baixo custo, eficiente
e que promova a liberacao efetiva de produtos, de acordo com o tipo de célula que se quer romper
e das caracteristicas do bioproduto desejado (HO et al., 2008; ZHENG et al., 2011).

A aplicagdo de certas técnicas de desintegracdo depende das propriedades da célula tais
como, a resisténcia fisica da parede celular e localizacdo intracelular do produto desejado
(KLIMEK-OCHAB et al., 2011).

A utilizagdo de enzimas extraidas de fungos ou microrganismos diversos em alternativa ao
uso de enzimas comerciais disponiveis, pode oferecer uma vantagem econdmica, nas mais diversas
aplicagdes industriais e tecnologicas. A enzima tirosinase (EC 1.14.18.1), por exemplo, vem sendo
utilizada no desenvolvimento de métodos de biorremediacdo e deteccdo de compostos fenolicos
em amostras ambientais e acido benzdico em amostras de alimentos e o uso de fontes alternativas
dessa enzima, tende a desonerar o desenvolvimentos desses métodos, sem diminuir sua eficacia
(SILVA et al., 2013Db).

Para a obtengdo da enzima tirosinase a partir de corpos de frutificacdo de macrofungos, os
métodos de extracdo mais utilizados incluem a permeabilizacgdo com solventes e

congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido (Quadro 12).

Quadro 12 - Métodos de extragdo da enzima tirosinase a partir de macrofungos.
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Fungo Método de extraciao Referéncia
Agaricus bisporus Permeabilizacdo com acetona (PAPA et al.,,
1994)
Agaricus bisporus Congelamento de N, liquido, homogeneizagao em cadinho (ESPIN;
de porcelana, reidratacdo com tampao fosfato WICHERS,
1999)
Agaricus bisporus Congelamento em N; liquido e homogeneiza¢ao com (ZHANG;
(Portobello) tampao fosfato em liquidificador FLURKEY,
1997)
Agaricus bisporus Congelamento em N; liquido e homogeneiza¢ao com (FAN;
(Portobello) tampao fosfato em liquidificador FLURKEY,
2004)
Agaricus bisporus Permeabiliza¢do com acetona (KAMEDA;
LANGONE;
COELHO,
20006)

3.7 Purifica¢ao parcial de enzimas: métodos de precipitacao de proteinas

O extrato enzimatico cru, possui além da enzima de interesse, diversos contaminantes. No
caso de enzimas intracelulares podem estar presentes: acido nucleicos, proteinas diversas e outros
fragmentos celulares (ILLANES, 2008). Uma etapa de precipitagdo de proteinas além da remogao
de parte desses fragmentos celulares, reduz o volume total do extrato enzimatico obtido,
possibilitando o controle da concentragcdo da enzima em termos da atividade necessaria de acordo
com a aplicagdo. Ajustando-se parametros como pH e temperatura, € possivel promover uma
precipitacdo seletiva e a remocao de proteinas indesejadas, o que leva a um aumento na atividade
especifica da enzima de interesse. A precipitagcdo de proteinas constitui uma etapa de purificacdo
parcial de enzimas que antecede os procedimentos cromatograficos de purificacao de alta resolucao
(BHATIA, 2005).

Em relacdo a enzima tirosinase empregada no presente trabalho, em decorréncia da
variabilidade inerente aos lotes dos corpos de frutificagdo do macro fungo Agaricus bisporus, as
extracdes produzem extratos enzimaticos com atividades enzimaticas, varidveis € nem sempre
condizentes com as necessidades da aplicagao. O uso de técnicas de precipitagao de proteinas, pode

possibilitar a dimui¢do do volume, aumento da concentracdo em termos de atividade enzimatica e
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consequente controle sobre esta, além da estabilizacdo dos extratos enzimaticos, aumentando a

estabilidade de armazenamento.

3.7.1 Sulfato de amonio

Uma das técnicas mais utilizadas para precipitagdo e concentragdo de enzimas ¢ a
precipitacdo com o sal sulfato de amdnio, devido a sua alta solubilidade, baixo custo, auséncia de
toxicidade para um numero significativo de enzimas, além do efeito estabilizante (PANESAR;
MARWAHA; CHOPRA, 2010).

Proteinas soliveis em meios aquosos possuem aminoacidos hidrofilicos de cadeias laterais
que podem interagir com a d4gua. Em condic¢des de elevada forca idnica, em decorréncia da adicao
de altas concentragdes do sal sulfato de amdnio, as moléculas da dgua interagem mais fortemente
com os fons produzidos pela dissociagdo do sal, reduzindo a disponibilidade de 4gua e a
solubilidade das proteinas, tornando as interacdes entre estas, mais forte, possibilitando a formagao
de agregados e formas precipitadas. Mantendo-se a temperatura baixa o suficiente (em torno de
4°C) a desnaturagdo irreversivel € evitada e o precipitado pode ser redissolvida em solucao tampao.
Esse fenomeno ¢ conhecido como “’salting out’” (SCOPES, 1994; SHANMUGAM, 2009).

A concentragdo ideal de sal a ser utilizada precisa ser obtida experimentalmente. Em geral
a precipitagdo sequencial ¢ empregada com concentracdes de sal variando de 20% a 100% (Figura

14).
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Figura 14 - Perfil tipico de precipitagdo com sulfato de amonio para proteinas de extratos crus.
Fonte: (SCOPES, 1994).
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3.7.2 Solventes organicos

Algumas enzimas ndo resistem a precipitagdo com sais. Uma alternativa ao uso de sais ¢ a
precipitacdo usando solventes organicos, como metanol, etanol, acetona e outros. Nesse caso, a
presenca de solventes reduz a constante dielétrica do meio. O efeito de solvatagdo das moléculas
de agua em torno das proteinas diminui e assim como a solubilidade das proteinas, devido ao
favorecimento das interagdes eletrostaticas e dipolares entre proteinas em detrimento das interagdes
solvente-proteina (SCOPES, 1994; AEHLE, 2006).

A precipitagdo ocorre efetivamente quando o valor do pH da solugdo ¢ proximo ao valor
do ponto isoelétrico da proteina alvo. As proteinas de maior tamanho, precipitam em concentragdes
menores de solvente, ao contrario de proteinas menores. A temperatura de precipitacdo com
solventes €, geralmente, em torno de 0°C ou menos quando a mistura do meio proteico e do
solvente permitir. A adi¢cdo de solvente organico causa a elevagao da temperatura do meio, exigindo
um rigoroso controle da temperatura. A maioria das proteinas precipitam no intervalo de 20%-50%

(v/v) de solvente (ROSENBERG, 2006).

3.7.3 Polimeros organicos

Os polimeros organicos usados para precipitacdo de proteinas possuem mecanismo de agao
semelhante aos solventes organicos (HARRIS, 1992). O polietilenoglicol (PEG) ¢ o polimero mais
utilizado em precipitacdo de proteinas. Soluvel em agua, nao toxico e disponivel em varios graus
de polimerizagao, ¢ utilizado em baixas concentragdes, abaixo de 20% (p/v). Os tipos de PEG mais
comumente utilizados sio PEG-2000, PEG-4000 e PEG-6000. PEGs de maior peso molar ndo sdo
recomendados em funcao da alta viscosidade produzida em solu¢des aquosas, dificultando a
obtencdo do precipitado durante a centrifugacdo (SCOPES, 1994; DENNISON, 2003;
ROSENBERG, 2006).

Uma das principais vantagens da utilizagdo do PEG como agente precipitante, em relagao
aos sais e solventes € o curto tempo requerido para a precipitagao. A molécula do PEG pode ser
considerada um solvente organico polimerizado sendo que o percentual necessdrio para a
precipitagdo, ¢ menor do que no caso da precipitacdo usando solventes. A remog¢ao do PEG do

precipitado ndo ¢ facilmente executavel como na precipitacdo com sais ou solventes mas quando
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este € utilizado como etapa de purificagdao que antecede métodos de alta resolucao, a remogao pode

ser através de etapas cromatograficas subsequentes (HATTI-KAUL; MATTIASSON, 2003).

3.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) na presenc¢a do detergente dodecil sulfato
de s6dio (SDS-CH3(CH2)1:1SO3Na') e um agente redutor (B-mercaptoetanol) é o método mais
utilizado para o monitoramento de etapas de purificacdo de proteinas. Uma vez que o método
baseia-se na separacao de proteinas de acordo com o tamanho, o método também pode ser utilizado
para a determinacao da massa molar relativa (Mr) de uma proteina (SHI; JACKOWSKI, 1998).

Sob a influéncia de um campo elétrico, as moléculas das amostras de proteinas de acordo
com a sua densidade de carga, migram na dire¢ao do eletrodo de carga contraria. Devido a variagao
de cargas e massas, diferentes moléculas da mistura de proteinas migram em diferentes
velocidades, o que leva a separagdo da amostra em fragdes individuais (CHRAMBACH, 1985).

A eletroforese ¢ realizada em um meio suporte (gel) com poros de tamanhos definidos
segundo sua composi¢ao, que separa as proteinas por carga e tamanho, relacionados as proteinas
as quais se pretende analisar. Antes de serem aplicadas no gel, as amostras de proteinas precisam
ser aquecidas de 5-10 minutos em tampao contendo o agente redutor, f-mercaptoetanol e SDS
(WILSON; WALKER, 2000).

O SDS, ¢ um detergente anidnico que converte a estrutura nativa globular ou terciaria fibrosa
da proteina roteinas, em uma estrutura linear, a uma razao de 1,4 g de SDS/g de proteina (em media
uma molécula de SDS para cada 2 residuos de proteina para formar complexos carregados
negativamente), por meio de grupos SOs’, provenientes da ligagdo entre os hidrocarbonetos do
detergente e regides hidrofobicas no interior das proteinas (DUNN; BRADD, 1993). As proteinas
sdo desnaturadas por aquecimento na presenca do SDS e o agente redutor ¢ empregado para quebar
as pontes de dissulfeto. As moléculas do SDS, ligam-se a estrutura da proteina alterando sua forma
nativa conferindo extensa carga negativa na maior parte da proteina até que sua forma seja
linearizada (WILSON; WALKER, 2000; PALMER; BONNER, 2007).

Dependendo dos tipos de sistemas tamponantes utilizados, a eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS, pode ser realizada por meio de sistemas continuos ou
descontinuos. No sistema continuo o gel tem porosidade uniforme e um mesmo tampao ¢ utilizado

no gel, nas amostras e na cuba contendo os eletrodos, de modo que as proteinas das amostras
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mantém sua conformagao nativa e atividade biologica. O sistema descontinuo ¢ composto por dois
tipos de gel (gel de resolugao/corrida e gel de empilhamento), com porosidades diferentes, além da
solucdo tampao dos géis ser diferente da cuba que contém os eletrodos (LAEMMLI, 1970). A
maior vantagem de sistemas descontinuos ¢ que maiores volumes de proteinas diluidas podem ser

aplicados no gel e a resolucao ¢ maior quando comparada a do método continuo (LANGEL, 2008).

3.9 O transdutor de trabalho: eletrodo de oxigénio e oximetro

O oxigenio participa de diversas reagdes fisiologicas 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 15), o que contribuiu grandemente para os estudos
de reacdes oxigénios-dependentes.

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).

_p Amplificador

Anodo de Ag

Solugdo saturada de KCl

Catodo de Pt

““Solugdo da’® e
. amostra =
: Membrana permeavel a oxigénio

R

Figura 15 - Esquema do eletrodo de oxigénio do tipo Clark.
Fonte: 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 solugdo de KCI. A voltagem constante entre

os dois eletrodos ¢ de 0.5-0.8 V. Uma membrana de teflon ou polietileno permeavel ao oxigénio
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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 catodo, criando uma corrente elétrica

mensuravel. Reagdes no anodo e no catodo do eletrodo de Clark (BISSWANGER, 2013):

Catodo 4H " +4e+0; ——> 2H,0

Anodo 4Ag + 4CI —>  4AgCl+4e

A corrente gerada ¢ proporcional a concentragdo de oxigénio na solu¢do. Antes de ser
utilizado o eletrodo precisa ser calibrado simulando-se 100% de umidade (ZHANG; JU; WANG,
2011).

Neste trabalho, esse principio sera utilizado para medir a variacdo do consumo de oxigénio
na reacao enzimatica na auséncia e presenga do inibidor dcido benzdico, onde a taxa de inibicao da
atividade enzimatica € proporcional a concentragdo do analito, no caso, o proprio acido benzdico.

A reacdo entre a enzima tirosinase e o substrato L-tirosina ocorre mediante ao consumo de

oxigénio (Figura 16).

Monofenol

J PPO

o-difenol

4e O,
LY
4 PPO
Eletrodo H,0 o-quinona

Figura 16 - Reacao de catalise de monofenol (L-tirosina) a o-quinona com consumo de oxigénio.
Fonte: (MARQUES; YAMANAKA, 2008).

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).

No desenvolvimento de biossensores enzimaticos, as enzimas sao imobilizadas na superficie

dos transdutores, em geral, eletrodos de carbono vitreo, grafite e outros. Os eletrodos de oxigénio
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possuem uma membrana de teflon permedvel apenas ao oxigénio. Isso ndo impossibilita a
imobilizacdo de uma enzima diretamente em sua superficie, mas podem ocorrer problemas e
difusdo por obstrucdo de parte da area util da membrana, em funcdo da imobilizagdo. Como
alternativa, a enzima pode ser imobilizada em um suporte acloplado ao eletrodo ou na superficie
do reator do biossensor, empregando metodologias compativeis com o material escolhido para a

confeccao do mesmo.

3.10. As amostras a serem analisadas: bebidas nio alcodlicas a base de guarana

O refresco pode ser definido como uma bebida ndo gaseificada, nao fermentada, obtida pela
diluicao, em agua potavel, do suco de fruta, polpa ou extrato vegetal de sua origem, adicionada de
acucares. Os refrescos a base de guarana, devem conter semente de guarana (género Paullinia) ou
0 seu equivalente em extrato a uma concentragdo minima de 0.02 g/100 mL (MAPA, 2009). O
consumo de refrescos de guarand, se tornou um habito constituindo um mercado de grande
importancia para a regido metropolitana do Rio de Janeiro que ¢ responsavel pelo maior consumo

de refrescos de guarana (Figura 17) no Brasil (ABIR, 2011).

Interior
SP

Grande Rio Grande Sao

2 Sul Centro-Deste Norte Nacional
de Janeiro Paulo

Nordeste Sudeste

Agua de Guarana

Agua de Guarana % . 2,9%

Populagao 2010 ( Milhoes) 27,19 11,59 18,60 21,65 27,19 14,40 16,06 194,73

Populagao 2008 (%) 14,3% 6,1% 10,3% 11,4% 14,3% 7,6% 8,4% 100,0%

Per Capita Litros/Ano 4603 6,63 2,22 248 295 £ g.62 1,81

Fonte: Canadaar = Max - Per Capita
=== \in - Per Capita

Figura 17 - Dados sobre o consumo de refrescos per capita por regidao de 2005 a 2010.
Fonte: (ABIR, 2011).

Na figura 18 estdo ilustrados os dados de consumo per capita de refrescos e bebidas de 2010

a 2014 (litros/habitante/ano):
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‘ Ano ‘ Litros/Habitante/Ano Variacdo Anual (em %)
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Figura 18 - Consumo per capita do mercado brasileiro de refrescos e bebidas mistas dos anos
de 2010 a 2014.
Fonte: (ABIR, 2016)

O conservante mais comumente usado para evitar a proliferacdo microbiologica nessas
bebidas € o 4cido benzobico e seus sais (benzoatos de sodio e potdssio). A legislacdo brasileira, para
este tipo de produto, permite a concentracdo maxima de 0.05g do conservante para cada 100 mL
de bebida (MAPA, 2007).

Mediante aos dados de consumo apresentados e as possiveis reagdes adversas do acido
benzdico, além da sua relagdo com a formacdo de benzeno, apresentados, respectivamente nas
secodes 3.2.1 e 3.2.2, evidencia-se a importancia do monitoramento desse conservante por meio de

métodos que sejam rapidos, simples e eficientes.
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4.1 Equipamentos, materiais e reagentes

Durante a execugdo dos experimentos, foram utilizados:

Equipamentos:

YV V.V V V V V V V V V V V V

Balanga eletronica FA-2104N (Bioprecisa)
Liquidificador industrial (Croydon)

Bomba a vacuo (Motores elétricos Brasil S/A)

Estufa de secagem (Quimis)

Espectrofotometro Shimadzu UV-1800

Medidor de pH (Chemcadet)

Centrifuga (Excelsa 2)

Centrifuga refrigerada Thermo Scientific Sorvall LYNX
Espectrofotometro FENTOM 800X

Oximetro e eletrodo de oxigénio DM-4P (Digimed)
Cuba vertical Mini VE e fonte EPS 301 GE para eletroforese
Banho termostatico TBC

Evaporador rotativo (Quimis)

Shaker refrigerado (Quimis)

Materiais:

YV V.V V V V V V V

Béqueres borossilicato: 5 mL, 10 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL , 500 mL, 1 Le2 L
Tubos Falcom 50 mL

Tubos Polipropileno (PP) Nalgene

Bastao de borossilicato

Papel de filtro (filtragdo rapida) Vetec

Frascos de vidro ambar: 50 mL, 300 mL, 500 mL e 1 L

Frascos de plastico ambar: 50 mL, 300 mL, 500 mL e 1 L

Provetas: 5 mL, 50 mL, 100 mL ¢ 250 mL

Tubos de ensaio 20 cm

70



4 MATERIAIS E METODOS

» Caixa de isopor 20 L

» Funil de Buchner 400 mL

» Kitassato: 1L

» Baldes volumétricos: 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 1Le2 L
» Membranas de celulose (MM 10000 KDa) (Labdist)

» Membrana de nylon 6,6 45 um x 47mm

Reagentes:

Acetona PA ACS Vetec

Reagente de Bradford Sigma-Aldrich

L-tirosina Sigma-Aldrich

Benzoato de s6dio E-211 Mapric

Fosfato de s6dio monobasico monohidratado Vetec
Fosfato de sodio dibasico anidro Vetec

Sulfato de amonio Vetec

Padrdo de proteinas: Pré-corado 10-170 kDa Thermo Scientific
Temed Sigma-Aldrich

Persulfato de amonio Sigma-Aldrich
Acrilamida/bisacrilamida 30% Sigma —Aldrich
SDS (Dodecil sulfato de sddio) Sigma — Adrich
Tris (hidroximetil) aminometano

Glicina Sigma — Aldrich

Azul de bromofenol Sigma — Aldrich
-mercaptanol Sigma — Aldrich

Glutaraldeido 25% Vetec

YV V.V V V V V V V V V V V V V V V
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4.2 Métodos
4.2.1 Extracio da enzima tirosinase

A fonte da enzima tirosinase utilizada no desenvolvimento deste trabalho foi o extrato
enzimatico obtido de corpos de frutificacdo do macro fungo Agaricus bisporus (conhecido
popularmente como “’Champignon de Paris’’), adquiridos em hortifrutis da regido metropolitana
do Rio de Janeiro.

Com o objetivo de suprimir ou substituir o uso do solvente acetona no processo quimico de
extracao enzimatica utilizado na metodologia do trabalho anterior (SANTOS, 2012) e aumentar o
rendimento em termos de concentracdo de enzima, foram testadas e comparadas as seguintes
metodologias de rompimento celular:

e (Combinagao de métodos de permeabilizacdo quimica com dois solventes (acetona
e alcool etilico) + congelamento/descongelamento

e (Combinagdao de métodos de permeabilizagao quimica com detergente (Triton X-
100) + congelamento/descongelamento

e (Congelamento/descongelamento como nitrogénio liquido

4.2.1.1 Preparaciao das amostras do macro fungo Agaricus bisporus

Devido a alta variabilidade da composi¢cdo quimica dos lotes de cogumelos, a amostra
primdria referente aos lotes de cogumelos destinados a extragdo, passou por um processo de
diminui¢do de tamanho dos corpos de frutificagao, por meio de um processamento manual seguido
da homogeneizagdo das particulas. Este processo visou minimizar a heterogeneidade dos lotes de
cogumelos e possibilitar a comparagao da eficiéncia entre os processos de extracao testados.

Amostras de massas iguais (500g) foram retiradas aleatoriamente da amostra primaria, para
serem utilizadas em todas as metodologias de extragdes experimentadas em uma mesma data. Os
experimentos para cada método de extracdo foram realizados em triplicata a partir de 3 lotes

diferentes de cogumelos.
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4.2.1.2 Permeabilizacao celular com solventes

O procedimento utilizado para realizar a extragcdo quimica com solventes seguida de etapas
de congelamento/descongelamento, foi adaptado do procedimento de Kameda; Langone; Coelho,
(20006).

Os procedimentos descritos foram utilizados para a extracdo com alcool etilico e com
acetona.

Em um liquidificador industrial com jarra de inox, foram triturados 500 g de corpos de
frutificagdo de Agaricus bisporus com 1 L de solvente gelado. A mistura foi filtrada a vacuo. O
residuo de cogumelo foi congelado por 24 horas. Apds descongelamento, o residuo de cogumelo
foi ressuspenso com tampao fosfato de sdédio 0.IM pH 6 e congelado por 24 horas. Apos
descongelamento, o residuo foi centrifugado a 4000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante obtido constitui o extrato enzimatico. O precipitado foi ressuspenso com
tampao e repetidas as etapas de congelamento/descongelamento e centrifugacao. Os extratos foram
misturados e armazenados congelados em frascos escuros.

A acetona foi recuperada por evaporacdo rotativa para reutilizacdo.

4.2.1.3 Remocao de residuos de solventes dos extratos enzimaticos

O excesso de acetona dos extratos foi removido submetendo os extratos enzimaticos a
destilagdo em um rotaevaporador a vacuo. Foram testadas duas temperaturas (23 °C e 35 °C) e

durante 3 horas de evaporacao rotativa.

4.2.1.4 Permeabilizacdo com detergente (Triton X-100)

Os de corpos de frutificacao de Agaricus bisporus, foram triturados com solugdo de Triton
X-100 5% (v/v) em tampao fosfato de sddio pH 6. Apos filtragdo a vacuo o residuo de cogumelo
foi submetido ao mesmo procedimento da permeabilizagdo com solventes (Secao 4.2.1.2). O

extrato foi armazenado congelado em frascos escuros.
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4.2.1.5 Congelamento/descongelamento com nitrogénio liquido

Em uma caixa de isopor de 10 L, 500 g de cogumelos foram congelados com nitrogénio
liquido. O excesso de nitrogénio liquido foi retirado e os cogumelos foram descongelados a
temperatura ambiente. A massa de cogumelos foi homogeneizada em liquidificador industrial e
submetida dupla centrifugacao refrigerada a temperatura de 4 °C, em rotagcao de 4000 rpm durante

10 minutos. O extrato foi armazenado congelado em frasco escuro.

4.2.2 Concentragao do extrato enzimatico por precipitacao de proteinas

Visando concentrar e padronizar o extrato em relagdo a atividade enzimatica total, foram
testados 2 métodos de precipitagdo sequencial de proteinas utilizando sulfato de amonio e acetona.
Para verificar a eficiéncia da precipitagdo em relacdo a concentracdo dos extratos

enzimaticos, foi calculado o fator de recuperagdo, dados pela equagao:

UTr ~
FR = UTi Equagdo 6

Onde, FR: fator de recuperagado
UTr: atividade total recuperada

Uti : atividade total inicial

4.2.2.1 Precipitacdo com Sulfato de aménio

Amostras de 50 mL de extrato enzimatico proveniente das extragdes com o solvente acetona,
foi submetida a precipitagdo sequencial com sulfato de amonio nos intervalos de 0-20%, 20-40%,
40-60%, 60-80% e de 80-100%, de saturagao (SCOPES, 1994).

A precipitacao foi realizada com as amostras mantidas em banho de gelo, a temperatura de 0
°C, sob agitacdo lenta, por 60-90 minutos. Apos a solubiliza¢do do sal as amostras foram
centrifugadas a 9000 rpm a temperatura de 2 °C durante 30 minutos. Esse processo foi repetido
para todos os intervalos de saturagdo. Os precipitados de cada intervalo foram ressuspendidos em

5 mL e armazenados junto com os sobrenadantes, congelados.
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Para retirar o excesso de sal sulfato de amoénio, os precipitados de todos os intervalos de
saturacao foram dialisados com membranas de celulose (MM 10000 KDa) em solu¢ao tampao

fosfato de sodio pH 6, por 24 h a temperatura de 0 °C.

4.2.2.2 Precipitacdo com Acetona

Amostras de 50 mL do extrato enzimatico foram submetidas a precipitagdo sequencial com
acetona nos intervalos de 0-20% e 20%-125% (v/v) de saturagdo. A amostra permaneceu em banho
de gelo, a temperatura de 0 °C, sob agitacdo por 20 minutos. Depois foram centrifugadas a 9000
rpm a temperatura de 2 °C durante 30 minutos. Os precipitados de cada intervalo foram

ressuspendidos em 5 mL de tampao fosfato de sodio pH 6 e armazenados congelados.

4.2.3 Caracterizacao dos extratos enzimaticos

4.2.3.1 Determinac¢ao da atividade enzimatica total

A medida da atividade enzimadtica da tirosinase foi realizada seguindo o procedimento
adaptado de CAMPOS et al., (1996).

Um volume de 5.5 mL de solugao tampao fosfato de sédio 0.1M pH 6 e 1.5 mL de solucao
de L-tirosina 1.2 mM foram adicionadas a 1 mL do extrato enzimatico diluido dez vezes em mesmo
tampao. A mistura foi agitada em agitador vortex por 3s, imediatamente vertida em cubeta de
quartzo e levada ao espectrofotometro para leitura em 280 nm, onde a variagdo da absorvancia
resultante da reacao da enzima do extrato enzimatico com o substrato L-tirosina, foi em intervalos
de 30 segundos durante 870 segundos.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como sendo a quantidade de enzima que

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

Para o célculo da atividade total (U/mL), a seguinte formula foi utilizada:

__ (Abs2—-Abs1)x1000xDE
- (T1-T2)xVE

U Equagdo 7

Onde: Abs;: absorbancia inicial
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Abs;: absorbancia final
T1 : tempo inicial
T, : tempo final
VE : volume de solugdo enzimatica

Dk : fator de diluicdo da solug¢do enzimatica

4.2.3.2 Determinac¢ao da concentracio de proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais dos extratos foi determinada pelo método de
(BRADFORD, 1976).

A curva de calibragdo e analises das amostras dos extratos seguiram o protocolo do método
do reagente de Bradford (Sigma-Aldrich)(SIGMA-ALDRICH, 2013). A partir de solu¢des padroes
de BSA (albumina de soro bovino) (0.1-1.4 mg/mL), construiu-se uma curva analitica adicionando-
se 3 mL do reagente de Bradford (Sigma-Aldrich) a 0.1 mL das solug¢des padrdes de proteina em
tubos de ensaio que foram agitados em um vortex. Apds 10 minutos de reagdo as amostras padroes
foram levadas a leitura em espectrofotometro a 595 nm (Fentom X 800).

Apds a constru¢do da curva analitica, uma aliquota de 0.1 mL dos extratos enzimaticos,
previamente diluida dez vezes, em tampao fosfato de sddio pH 6, foi adicionada a um tubo de
ensaio contendo 3 mL do reagente de Bradford e levada a leitura em espectrofotdometro depois de
10 minutos de reagao.

O calculo do teor de proteinas foi feito com base na equagdo da reta da curva de calibragdo

linear:

[P] _ (Abs—b

" ) .FD Equagéo 8
Onde, [P]: concentragao de proteinas

Abs: absorbancia

FD: fator de diluicao

a e b: constantes da equacao da reta
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4.2.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condic6es desnaturantes (SDS-PAGE)

Através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida os extratos enzimaticos foram
analisados, de modo que as diferentes moléculas da sua composi¢ao fossem separadas em relagao
a sua massa molecular. Essa técnica também permite a estimacdo das massas moleculares da
proteina de interesse, no caso desse trabalho, a enzima tirosinase contida nos extratos obtidos a
partir do macro fungo Agaricus bisporus.

A eletroforese dos extratos enzimaticos em gel de poliacrilamida em condigdes
desnaturantes, utilizando o dodecil sulfato de s6dio como desnaturante (SDS-PAGE 12,5%), foi
realizada segundo a metodologia descrita por LAEMMLI, (1970). O molde composto por duas
placas de vidro e separadores de acrilico, foi preenchido com o gel de resolucao (solucao de
acrilamida 40°) at¢ 2 cm da borda superior. Um molde de acrilico em formato de pente foi
adicionado para formac¢ao de pocos para a aplicagcdo das amostras. Ap6s a da polimerizacao do gel
de resolugdo, o molde foi completado com o gel de empilhamento 30°.

Os géis de resolugao e empilhamento foram preparados conforme descritos no Quadro 14:

Quadro 13 - Preparacao dos géis de resolucdo e empilhamento

Gel de resolucao 40’

Acrilamida bisa (30:0,8) 4,125 mL
Tampao Tris-HCL-SDS: 0,75 M/ pH 8 5mL
Agua destilada 0,8 mL
APS (persulfato de amoénio): 10% (p/v) 75 uL
TEMED (N,N,N',N'- tetrametiletilenodiamina) 5 uL

Gel de empilhamento 30’
Acrilamida bisa (30:0,8) 0,5 mL
Tampao Tris-HCL-SDS: 0,25 M/ pH 6,8 2,5 mL
Agua destilada 1.925 mL
APS (persulfato de amoénio): 10% (p/v) 75 uL
TEMED (N,N,N',N'- tetrametiletilenodiamina) 7,5uL
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As amostras dos extratos foram preparadas adicionando 20 pL. de amostra a 20 pL de tampao
Tris-HC1 0.6 M pH 6.8, contendo o agente redutor B-mercaptoetanol. O padrao da enzima tirosinase
(Sigma-Aldrich) foi solubilizado em 1 mL de tampao fosfato de s6édio 0.1 M pH 6, e uma aliquota
de 2 puL adicionada a 20 pL. do mesmo tampao das amostras dos extratos. As amostras foram entao
aquecidas em banho maria por 10 minutos e aplicadas no gel.

O molde com o gel contendo as amostras foi imerso na cuba dos eletrodos, em solucao
tampao Tris-glicina pH 8.9.

O gel que foi corado com Cromassie Brilliant Blue G-250 e documentado em um MiniBis
Pro com o software GelCapture (DNR Bio-Imaging Systems).

A massa molar das amostras foi estimada construindo-se uma curva padrao com as medidas
das distancias percorridas pelas proteinas marcadoras versus o Log de suas massas moleculares.
Os calculos para determinar as massas moleculares das amostras da enzima tirosinase comercial,
do extrato enzimatico bruto e das fragdes precipitadas com sulfato de sulfato de amonio, foram
efetuados a partir da equagdo da reta de regressdo linear que correlaciona a distancia percorrida
pelas proteinas marcadoras com os valores de Log da massa molecular:

LogM =a(D)+b Equacdo 9

Onde, LogM= massa molar
D= distancia percorrida pelas amostras
a = constantes da equacao da reta

b = constantes da equacdo da reta

4.2.3.4 Estabilidade de armazenamento dos extratos enzimaticos

A estabilidade de estocagem dos extratos enzimaticos brutos e parcialmente purificados foi
avaliada de acordo com o procedimento de determinacao da atividade catalitica, descrito na se¢ao
4.2.3.1. Amostras dos extratos brutos e parcialmente purificados oriundos das extracdes por
permeabilidade com solvente acetona e armazenados a temperatura de - 6°C, tiveram sua
estabilidade de estocagem avaliada mensalmente durante 4 meses . A atividade enzimatica dos
extratos bruto e parcialmente purificados também foi avaliada em 3 temperaturas de

armazenamento: 25°C, 4°C e -6°C, durante 96 horas a cada 24 horas.
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4.2.4 Imobilizacdo da tirosinase em diferentes suportes

Uma das etapas mais criticas no desenvolvimento de um biossensor ¢ a imobilizacdo do
biocomponente de modo que sua atividade catalitica ndo seja afetada a ponto de inviabilizar sua
utilizacdo na aplicagdo proposta € ao mesmo tempo prover estabilidade operacional e de
armazenamento. Desse modo foram testados alguns suportes (vidro borossilicato, alginato de
calcio recoberto com quitosana, esferas de quitosana e membrana de nylon 6,6) e métodos de
imobilizacao (ligagdo covalente, ligacdo covalente cruzada e encapsulamento) visando eleger os

mais adequados para a aplicagdo proposta nesse trabalho.

4.2.4.1 Tubo de vidro borossilicato

Para a imobilizacdo da tirosinase em vidro, tubos de vidro borossilicato foram silanizados
por meio da deposi¢ao de uma camada de grupos organosilanos. Neste trabalho foi utilizado o
composto aminosilano, 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS), com o objetivo de formar uma
camada de grupos silanos ligados a grupos hidroxila da superficie do vidro, seguida da ativagao
com glutaraldeido e ligagdo com a proteina (ZUCCA; SANJUST, 2014).

A silanizagdo foi realizada empregando tubos de superficie lisa sem tratamento adicional e
foscos por abrasdo mecanica.

A superficie a ser silanizada precisa estar livre de residuos, sendo para isso empregados
métodos de limpeza para a eliminagdo de contaminantes. A superficie vitrea foi lavada com acido
nitrico 10% (v/v), a temperatura ambiente, durante 30 minutos. Apds lavagem sequencial com
solugdo de acetona os tubos foram submetidos a secagem a 40°C, por uma hora. Uma solugdo de
3-aminopropriltrietoxisilano 0.5% (v/v), pH 3.3 a 75°C, foi adicionada aos tubos, por 3 horas. Apds
lavagem com agua destilada, os tubos foram ativados com glutaraldeido 2.5% em tampao fosfato
de sodio 0.1M, pH 7 a temperatura de 25°C, por 1 hora. Os suportes foram lavados com agua
destilada para retirar o excesso de glutaraldeido. 5 mL de solu¢do de enzima tirosinase (3000 U)
em tampao fosfato de s6dio 0.1M, pH 7, foram adicionados aos tubos e incubados sob refrigeracao,

por 24 horas (MELO et al., 2011).
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4.2.4.2 Alginato de calcio e quitosana

Os suportes de alginato de calcio e quitosana foram produzidos para imobiliza¢do por
encapsulamento, seguindo o procedimento adaptado de (RAMADAS et al., 2000). O extrato
enzimatico (3000 U) diluido dez vezes em tampao fosfato de s6dio 0.1 M pH 6, foi misturado ao
sal de acido alginico de algas marrons obtendo-se uma solucdo 2% (p/v). A solucdo permaneceu 2
horas sob agitacao até total dissolucdo do alginato. A solugdo enzimatica foi gotejada, com auxilio
de uma seringa, a 100 mL de solu¢do de cloreto de célcio 1.5% (p/v), quitosana 0.3% (p/v) e acido
acético 1% (v/v), em banho de gelo e sob agita¢do lenta, durante 30 minutos. As esferas foram

lavadas, filtradas e armazenadas em agua destilada.

4.2.4.3 Quitosana

Esferas de quitosana foram preparadas com base no procedimento modificado de Zhou et al.
(2013). Uma massa de 2 g de quitosana de médio peso molar foram adicionados em 100 mL de
solu¢do de acido acético 5% (v/v), sob agitacdo, por 24 horas. A solugdo foi gotejada por meio de
uma ponteira de plastico de aproximadamente 1 mm, acoplada a uma bomba peristaltica, em 1000

mL de solugdo de hidroxido de soédio 2 M e etanol (4:1), durante 24 horas, (Figura 19).

Figura 19 — Preparagdo das esferas de quitosana

As esferas foram filtradas e lavadas com dgua destilada até que o pH 7. Uma massa de 10 g
de esferas de quitosana foram ativadas com solugdo de glutaraldeido 0.5% em tampao fosfato de

sodio (v/v) por 2h. Apos lavagem com agua deionizada, a massa de 3 g de esferas ativadas,
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adicionou-se o extrato enzimatico (3600 U) sob agitagdo lenta, por 1 h. Em seguida glutaraldeido
foi adicionado, obtendo-se a concentragao final de 1% (v/v), sob agitacdo lenta, por 30 minutos.
As esferas foram lavadas com dgua destilada para retirar o excesso de glutaraldeido e enzimas nao

imobilizadas, seguido do armazenamento em tampao fosfato de sodio 0.1M pH 6 a 4°C.

4.2.4.4 Membrana de nylon 6,6

Para a imobilizacao da tirosinase utilizando como suporte membranas de nylon 6,6 (0.45 um,
47 mm, Sigma-Aldrich) foram testados 4 métodos, trés com cargas enzimaticas de 5328 U/mL
(métodos Covalente 1, Covalente 2 e Adsor¢ao fisica/ ligagdo covalente cruzada) e um com carga
enzimatica de 3600 U/mL (método ligagdo covalente/covalente cruzada). As membranas foram
previamente hidrolisadas com HCI 3M a temperatura de 37.5°C, durante 2 horas. A cada etapa das

imobiliza¢des as membranas foram lavadas com solugdo tampao 3 vezes (ISGROVE et al., 2001).

e M¢étodo Covalente 1): membranas foram ativadas com solucao de glutaraldeido 2.5% (v/v),
em tampao fosfato de sddio 0.1 M, pH 7, por 2h, adicionado extrato enzimatico ao suporte
e mantido em contato durante 24h a temperatura de 4°C. Procedimento adaptado de

PIALIS; JIMENEZ HAMANN; SAVILLE, (1996).

e Método Covalente 2): membranas foram colocadas em contato com metanol durante 20
minutos a temperatura de 50°C, ativadas com solugdo de glutaraldeido 2.5% (v/v) em
tampao fosfato de s6dio 0.1 M, pH 7, por 1h., e adicionado 1mL de extrato enzimatico
em contato com as membranas durante 24h a temperatura de 4°C. Procedimento adaptado

de BRUNO et al., (2004).

e M¢étodo Adsorcdo fisica/ ligagdo covalente cruzada): o volume 1 mL do extrato enzimatico
foi colocado em contato com a membrana por 2h a temperatura de 4°C. Foi adicionado
solucao de glutaraldeido em tampao fostfato de s6dio 0.1 M, pH 7, para concentragdo final
de 1% (v/v) durante 30 minutos de reagdo. Procedimento adaptado de BOSHOFF;
BURTON; BURTON, (2003).

e M¢todo Ligacdo covalente/covalente cruzada): membranas foram ativadas em solugdo de
glutaraldeido 0.5% (v/v) em tampao fosfato de sédio 0.IM, pH 7, durante 2 h. Foi

adicionado em seguida o extrato enzimatico ¢ mantido em contato por 1 h, em seguida
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adicionou-se solucao de glutaraldeido, obtendo-se a concentragdo final de 1% (v/v), sendo

este mantido por 30 minutos em contato com o suporte € enzima.

4.2.5 Determinacao da atividade catalitica da enzima imobilizada e eficiéncia de imobilizacao

A atividade enzimatica da tirosinase imobilizada foi realizada segundo a metodologia
descritana se¢dao 4.2.3.1, fazendo-se a leitura em modo fotométrico, durante 10 minutos com leitura
de aliquotas minuto a minuto.

A eficiéncia de imobilizagdo foi calculada com base na relagdo entre a atividade catalitica
exibida pela enzima tirosinase imobilizada em relacao a carga de enzima aplicada no processo de

imobilizacao, conforme a equagao 10:

n% = (Us|Ui) x 100 Equagéo 10

onde,
Us= unidades de atividade enzimatica totais presentes no suporte

Ui=unidades de atividade utilizadas na imobilizagao

4.2.6 Influéncia da carga enzimatica na imobilizacido com membrana de nylon 6,6

Para avaliar a capacidade de carga da membrana de nylon 6,6 como suporte de imobilizagao,
foram testadas 4 concentragdes da enzima tirosinase (1000, 2000, 3000 e 4000 U), para o método
de imobilizag¢@o por ligacdo covalente seguida da ligacdo covalente cruzada com glutaraldeido,

descrito na secao 4.2.4.6.

4.2.7 Planejamento fatorial para a otimizacao dos parametros da imobilizacao da tirosinase
em membrana de nylon 6,6
Um planejamento de experimentos, fatorial 2° com 3 repeticdes nos pontos centrais
totalizando 11 experimentos, foi aplicado para otimizar as condi¢des de imobilizagdo da tirosinase
do extrato de Agaricus bisporus em membrana de nylon 6,6. Como variavel de reposta foi utilizada
a atividade enzimatica (Ag) da tirosinase enquanto as varidveis independentes, foram, a
concentracao de gluraldeido para ativagao da membrana (x1), a concentragdao de gluraldeido para

reticulagdo da enzima (x2) e o pH (x3) (Quadro 15).
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Quadro 14 - Pardmetros avaliados no planejamento fatorial

Variaveis Niveis

-1 0 +1
X1 GA1 0,5 1 1,5
X2 GAz 0,5 1 1,5
x3 pH 6 7 8

Membranas de nylon foram hidrolisadas em solu¢ao de HCI 3M por 2 horas a temperatura de 35
°C. Apos lavagem tripla com agua destilada, as membranas foram ativadas com glutaraldeido
durante 2 horas sob agitacdo, a temperatura de 25 °C. Os suportes ativados foram lavados com
solugdo tampao fosfato de s6dio 0,1M e postos em contato com 5 mL solugdo de extrato enzimatico
(3000 U) durante 15 h a temperatura de 8 °C, sob agitacdo lenta. Gluraldeido foi adicionado para

promover a ligagdo cruzada enzima-enzima, durante 30 min (Figura 20).

A B c D
- NH, N=—"~"=0 —i] iy Mo_w
HCl 3M e ca N=TNTh=e Enzima -NH, N="N =0
—_— NH, ———> N=—""""=0 ——> N :/\\/\\.:ofg
—NH, NH, N=">"=0 - N="~"~=0—&
NH, N =0 N Mo—.@.
E

——N =/\/\=o—'{a§:’ w
N=""=0 —{w ‘

- N =" N=0 _:@ﬂw
N :/\/“-:0—,‘@' a@"
GA . b
—N :N\:o—'{ﬁ o

Figura 20 - Representacdo esquemadtica da imobilizagdo. A) Hidroélise com HCI 3M, B) Ativacao
com glutaraldeido (GA), C) Incubacao do suporte ativado com o extrato enzimatico, D) Enzima do
extrato enzimatico imobilizada covalentemente no suporte de nylon, E) Reticulagdo com GA.

As membranas foram lavadas com solugdo tampao fosfato de soédio 0.1M no pH a ser testado para
retirar enzimas nao imobilizadas. Os imobilizados foram armazenados, em condi¢des semi-imidas,

sem solucao tampao a temperatura de 4°C.
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4.2.8 Estabilizacao da imobilizacao com borohidreto de sédio

O efeito da reducdo dos imobilizados com borohidreto de sddio na estabilidade operacional
da enzima tirosinase imobilizada foi avaliado utilizando trés concentragdes (0.25, 0.5 ¢ 1 mg/mL
de borohidreto de s6dio). As membranas foram imersas em solugdes de NaBH4, pH 8, durante 15
min, sem agitacdo e sob refrigeracao (4°C). Apos a redugao as membranas foram lavadas com

solucdo tampao fosfato de sdédio pH 6 e armazenadas a temperatura de 4°C.

4.2.9 Estabilidade operacional da tirosinase imobilizada

Para a avaliagdo da estabilidade operacional, as membranas contendo a tirosinase imobilizada
com e sem tratamento com borohidreto de sodio, foram submetidos a 10 ciclos de reagao de 10

minutos cada, com substrato L-tirosina, medindo-se a atividade como descrito na se¢ao 4.2.4.1.

4.2.10 Estabilidade de armazenamento da tirosinase imobilizada

Para avaliagdo da capacidade de estocagem da tirosinase imobilizada, as membranas foram
armazenadas nas condi¢des: sem solugdo tampao a temperatura de 4°C (semi-umida), em solugdo
tampao fosfato de sodio pH 6 a temperatura de 4°C, e seca a temperatura de - 6°C . A atividade

catalitica foi medida durante 5 dias, a cada 24 horas.

4.2.11 Determinacio das melhores condi¢coes de desempenho da tirosinase livre e imobilizada

4.2.11.1 Efeito do pH

A atividade enzimatica foi medida como descrito na se¢do 4.2.3.1 para a enzima livre e se¢ao
4.2.4.1 para a enzima imobilizada, em tampao fosfato de s6dio 0.1 M em pH 5, 6, 7, 8 ¢ 9 a

temperatura de 25 °C.

4.2.11.2 Efeito da temperatura

A atividade enzimadtica foi medida como descrito na se¢dao 4.2.3.1 para a enzima livre e
secdo 4.2.4.1 para a enzima imobilizada, em tampao fosfato de so6dio 0,1 M em pH 6, nas seguintes
temperaturas: 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C e 45 °C, com banho recirculante acoplado a um espectro

Shimadzu 1800.
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4.2.11.3 Efeito da concentracio do substrato e calculos dos parametros cinéticos km € Vmax

A atividade enzimatica foi medida como descrito na se¢do 4.2.3.1 para a enzima livre e se¢ao
4.2.4.1 para a enzima imobilizada, em tampao fosfato de sodio 0,1 M em pH 6 a temperatura de 25
°C, em diferentes concentragdes do substrato L-tirosina, em mesmo tampao, nas concentragdes:
0.2mM, 0.4 mM, 0.6 mM, 0.8 mM, 1 mM, 1.2 mM, 1.4 mM e 1.6 mM.

Foram determinadas as taxas de reagdo (Vo) nas diferentes concentracdes do substrato. Os
dados das leituras das absorbancias pelo tempo de 1 minuto, para cada concentracdo foram
analisados graficamente, e as velocidades iniciais (Vo), obtidas a partir da equacao de regressao
linear (y=ax+b), sendo a = V(. Os parametros cinéticos da rea¢ao enzimatica: velocidade maxima,
Vmax (sendo vmax=1/b) ¢ a constante de Michaelis-Menten km, (sendo km=a/Vmax) foram
determinados utilizando o método de linearizagdo de LINEWEAVER; BURK, (1934), descrito na
secao 3.1.5.1.

4.3 Constituicao, principio e funcionamento do biossensor

Um reator tubular de batelada com abertura superior (entrada do eletrodo de oxigénio) e
lateral (entrada da amostra contendo substrato e inibidor) foi desenvolvido visando a imobilizagao
da enzima tirosinase em sua superficie inferior. O material utilizado foi o vidro devido versatilidade
da sua superficie em relagdo a diversas metodologias de imobilizagdo de enzimas, tanto em um
suporte quanto a imobilizagdo realizada diretamente na superficie interna do reator. O biossensor
enzimatico constitui-se de reator de vidro de 50 mL, contendo uma membrana de nylon com a
tirosinase imobilizada (biocomponente) e um eletrodo de oxigénio acoplado a um oximetro

(Digimed DM-4P) (sistema de transducao) (Figura 21).
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a) Eletrodo de oxigénio

Eletrodo de
oxigénio
b) Abertura superior (1,5 cm)
Reatar m m
I3 cm c} Abertura lateral (1 em) 0D 0.0ppm

- Membrana de nylon

agitador
magnatico

= I

Esquema do reator de vidro do biosensor a) Eletrodo
lif:. c::ugf:mm b) entrada superior para o v‘.‘-lﬂﬂ'ﬂfiﬂ de FEsauema do biossensor
oxigénio e c) entrada lateral para a solugio de R
substrato/mibidor/amostra.

DM-4P (www digimed. com br )

Figura 21 - Representacdo esquematica do biossensor enzimatico.

O biossensor proposto tem como principio de funcionamento a detec¢ao do acido benzodico,
no caso das amostras reais do benzoato de sodio das amostras de bebidas ndo alcoolicas a base de
guarand, baseada na inibicao da enzima tirosinase.

A tirosinase ¢ uma enzima ¢ uma metaloenzima contendo cobre que catalisa 2 tipos de
reacoes oxigénio-dependente que ocorrem consecutivamente: a orto-hidroxilagdo de monofenois
para difenois e a subsequente oxidacgao de orto-difenois a orto-quinonas, sendo estas polimerizadas,
levando a formag¢do de melanina (GIARDI; REA; BERRA, 2011). O benzoato de sédio € um
inibidor competitivo da atividade catalitica da tirosinase. Desse modo o principio das medidas do
biossensor baseou-se na variacdo do consumo de oxigénio durante a oxidacao do substrato na

auséncia (branco) e na presenca de concentragdes crescentes do inibidor.

O percentual de inibi¢do foi calculado utilizando a equacao:
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__A02 s/benzoato — AO2 c/ benzoato
- AO02 s/benzoato

%I

x100 Equagdo 11

Onde, % I: percentagem de inibigdo
AO> ¢/ benzoato: variagao de oxigénio na presenca do benzoato

AO> s/benzoato: variagdo de oxigénio na auséncia do benzoato

A concentrac¢do de benzoato de sddio presente nas amostras ¢ diretamente proporcional ao

percentual de inibi¢ao sofrido pela enzima tirosinase.

4.3.1 Calibracao do sistema de transducao

O eletrodo de oxigénio foi calibrado sempre que aplicado aos ensaios referentes ao
desenvolvimento do biossensor. A calibragao foi efetuada de acordo com o manual de instrugdes
do equipamento, em 2 pontos padrdes, 0% por meio de calibragdo interna automatica e 100% por

meio de ar saturado de 4gua mantendo-se a sonda a 1 cm da superficie de agua destilada.

4.3.2 Curva padrao de inibicao

Para a determinagao do percentual de inibi¢ao da atividade catalitica da tirosinase, o benzoato
de sodio foi o sal de acido benzodico utilizado nos ensaios por ser o conservante mais comumente
empregado como conservante em bebidas nao alcodlicas a base de guarana. As concentragdes de
benzoato de sodio foram definidas em fungdo da concentracdo méaxima permitida pela legislagao
brasileira para bebidas ndo alcoodlicas, que ¢ de 0.05 g/100 mL (como acido benzdico), segundo a
ANVISA. A curva de calibracdo foi composta de limites inferiores (0.01 e 0.03 g/mL), a

concentracdo maxima estabelecida pela legislacao (0.05/100 mL) e superiores (0.07 € 0.09 g/mL).

4.3.2.1 Efeito da concentracio de substrato na inibicao enzimatica

Para avaliar o efeito da concentragdao de substrato na inibi¢do enzimatica da tirosinase pelo

benzoato de sodio, foram testadas 5 concentragdes de substrato para a construcdo das curvas
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padrdes: 0.2 mM, 0.4 mM, 0.6 mM, 0.8 mM e 1 mM de L-tirosina em tampao fosfato de sodio
0.1M pH 6.

4.4 Aplicacio do biossensor em amostras comerciais

O biossensor enzimatico desenvolvido para determinagao de benzoato de sédio foi aplicado
em amostras comerciais de refrescos a base de guarand adquiridas no comércio da regido
metropolitana do Rio de Janeiro e analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para
efeitos comparativos (SILVA, 2016).

As amostras de guarand de diversas marcas foram conservadas congeladas até os ensaios. O
unico pré-tratamento aplicado as amostras foi a corre¢do do pH utilizando solugdo de NaOH 1N

até o pH 6.
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5 Caracterizac¢ao dos extratos enzimaticos

5.1 Atividade enzimatica total e teor de proteinas dos extratos

Na tabela 1, estdo contidas as atividades enzimaticas totais (U/mL) e especificas (U/mg) e
os teores de proteinas dos extratos (mg), resultantes das extragdes utilizando os métodos de
rompimento celular: acetona/congelamento-descongelamento, permeabilizagdo com Triton X-

100/congelamento-descongelamento e congelamento-descongelamento com N> liquido.

Tabela 1 - Atividade enzimatica e teor de proteinas dos extratos obtidos dos métodos de
rompimento celular nos 3 lotes de cogumelos testados.

Método de rompimento celular Volume de Atividade total  Teor de proteinas
P extrato (mL) (U/mL) totais (mg/mL)
Acetona/congelamento-descongelamento 90 7.1 2363 + 64.4 0.51 40,01
Triton X-100/congelamento-
descongelamento 410 £14,1 169 £22,9 0,11 +0,01
Congelamento-descongelamento com N> 2304283 63+ 8.8 0,69 +0,02

liquido

A permeabilizagdo com etanol ndo foi eficiente a ponto de romper a parede celular fingica e
promover a liberacdo da enzima tirosinase para o meio extracelular, por esses motivos os extratos
resultantes ndo exibiram atividade enzimatica detectavel. A extragdo com permeabilizacdo com
acetona combinada ao congelamento/descongelamento em congelador doméstico, produziu os
extratos com maiores atividades enzimaticas, nos 3 lotes de cogumelos utilizados nas extragoes.
Os teores de proteinas desses extratos foram menores que na extragdo com
congelamento/descongelamento com nitrogénio liquido, devido, provavelmente ao rompimento
celular parcial ocasionado pela acetona.

A extracdo com Triton X-100 produziu extratos com altos volumes e baixas atividades
enzimaticas, nao sendo, portanto, vantajosa frente a relagdo custo-beneficio.

A extragdo por congelamento/descongelamento com nitrogénio liquido originou extratos
com atividades enzimaticas mais baixos do que com a permeabiliza¢do com acetona. No entanto,
os teores de proteinas desses extratos foram maiores nos 3 lotes de cogumelos utilizados nas
extracdes, possivelmente devido a presenca de uma maior concentracdo de fragmentos celulares

originados pelo rompimento celular total devido ao dréastico congelamento com nitrogénio liquido.
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A permeabilizagdo com acetona permitiu o controle sobre o volume e concentragao do extrato
produzido, uma vez que estes estdo condicionados ao volume de tampao adicionados nas etapas de
ressuspensao. Ao contrario da extracao por congelamento/descongelamento com nitrogénio liquido
onde o volume de extrato depende da 4gua contida nos corpos de frutificagdo do macro fungo
Agaricus bisporus, o que produziu volumes de extratos cerca de 3 vezes maiores que na extracao
com acetona, conforme os resultados da Tabela 1.

Desse modo, a extracdo com acetona se mostrou mais vantajosa, devido a producao de
extratos com concentragdes menores de fragmentos celulares em fungdo de um rompimento celular
parcial e, portanto, mais seletivo, além da produg@o de volumes menores de extrato, o que leva a

uma maior relacao de custo-beneficio da etapa de purificagdo parcial.

5.1.1 Atividade enzimatica dos extratos apos remocio de residuos de acetona
Os resultados das medidas de atividade enzimatica das amostras de extratos oriundos de

permeabilizagdo celular com acetona estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 - Resultados das medidas das atividades enzimaticas das amostras de extratos oriundos
de permeabilizacdo celular com acetona submetidas a evaporacao rotativa.

U/mL das amostras Temperatura A U/mL
20°C 35°C Y%

1708 = 81,32 n.r. 363+45,57 - 78,70

1915 £49,50 n.r. 583+96,56 - 69,52

1708 = 81,32 2102 + 52,35 n.r. + 23,12

1915 £49,50 2273+112,56 n.r + 18,72

(n.r): ndo realizado

A remogao de residuos de acetona realizada a temperatura de 35 ° C causou perda de atividade
enzimatica nas amostras dos extratos 1 e 2 devido, possivelmente, a desnaturagdo térmica da
enzima tirosinase. Por outro lado, as amostras submetidas a evaporagao rotativa a temperatura de
20°C, apresentaram aumento na atividade enzimatica devido a remogao de solvente e agua das
amostras, sendo, portanto, a condi¢do de temperatura mais adequada para a remogao de residuos
de acetona dos extratos.

5.2 Precipitacdo de proteinas
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A precipitacdo sequencial de proteinas utilizando sulfato de amonio (faixas 0-20%, 20-40%,
40-60%, 60-80%, 80-100%, de saturacao (p/v) para a temperatura de 0°C) resultou na obten¢ao da
concentracdo da enzima tirosinase no intervalo de 40-60%. Nas concentragdes menores que essa
ndo foi detectada a presenca de tirosinase em testes de atividade com o substrato especifico L-
tirosina.

Nos ensaios com a acetona como agente precipitante (faixas de 0-20% e 20-125%), a maior
precipitacdo de tirosinase foi no intervalo de concentracdo de 20-125%, ndo sendo detectada
atividade enzimatica no intervalo menor.

Os resultados da precipitacdo sequencial com sulfato de amonio e acetona das amostras de

extratos da permeabilizagdo com acetona, estdo sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados da precipitacdo sequencial das amostras de extratos da permeabilizacao
com acetona com sulfato de amonio e acetona.

Extrato Atividade enzimatica (U/mL) Teor de proteinas (mg/mL) FR (%)

Bruto 558 2.27 100

Sulfato de amonio

(40%-60%) de 5286 £75,6 4,5 +0,06 94,73
saturagao
Acetona 4812+149,8 3,840,08 86,25

(20%-125%)

O sulfato de amonio apresentou os melhores resultados em termos de concentracdo da
proteina de interesse e recuperacdo da mesma, que foi cerca de 8% maior que com a acetona. Além
disso, dados da literatura apontam o sulfato de amoénio como agente estabilizador de proteinas,
inibindo a agdo de proteases e exercendo efeito bactericida, o que possibilita um maior tempo de

estocagem da enzima (ROSENBERG, 2013; SCOPES, 2013).

5.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A massa molar da enzima tirosinase dos extratos brutos, parcialmente purificados e da
enzima comercial foi determinada por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes

desnaturantes.
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Segundo, Wichers; Gerritsen; Chapelon, (1996), a enzima tirosinase possui massa molar em
torno de 110-120 kDa e ocorre como um composto tetramero de duas subunidades de 43-48 kDa
(H) e duas subunidades de 13,4 kDa (L), assumindo uma estrutura quaternaria HoLo.

Pela analise do gel de poliacrilamida, observa-se no pogo 2 (tirosinase comercial Sigma), a
presenca de duas bandas da enzima tirosinase de aproximadamente 12,88 e 51,28 kDa, totalizando
uma massa molar de 128 kDa, aproximadamente. Nos pogos 3 (extrato bruto), 6 (precipitado 40%-
60%) e 7 (precipitado 60%-80%), foram observadas bandas semelhantes de 12,58 kDa e 50,11
kDa, totalizando uma massa molar de 125 kDa, aproximadamente. No entanto, podem ser
observadas também outras bandas com pesos moleculares diversos, indicando a presenga de outras

proteinas contaminantes presentes no extrato (Figura 21).

170 kDa
130 kDa
100 kDa

70 kDa

55 kDa

40 kDa

35kDa

25 kDa

15 kDa

10 kDa

Figura 22 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). (1) Padrdes de massa moleculares
(kDa), (2) Tirosinase de Agaricus bisporus comercial Sigma, (3) Extrato bruto do Agaricus
bisporus, (4) precipitado da fragdo 0-20%, (5) precipitado da fragdo 20-40%, (6) precipitado da
fracdo 40-60%, (7) precipitado da fracdo 60-80%, (8) precipitado da fracao 80-100%.

5.4 Estabilidade de armazenamento dos extratos enzimaticos
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Os resultados da estabilidade dos extratos bruto e parcialmente purificado nas temperaturas
de 25°C, 4°C e - 6°C, durante 96 horas, podem ser verificados, respectivamente nos graficos das

Figuras 22 e 23.

3000 - Extrato bruto *-6°C

2500 -
m4°C

2000 gy i é ¢ ¢ 25°C
1500 O ]

1000 - -

500 -

Atividade enzimatica (U/mL)

0 24 48 72 96 120
Tempo (h)

Figura 23 - Estabilidade do extrato enzimatico bruto no periodo de 96 h
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Figura 24 - Estabilidade do extrato enzimdtico bruto no periodo de 96 h

A temperatura de 25 °C os extratos se mantiveram estaveis por 24 h, com queda da atividade
apos esse periodo para ambos os extratos bruto e parcialmente purificado e perda total da atividade
em 48 h. A temperatura de 4 °C os extratos mantiveram suas atividades estaveis por até¢ 24h. A

maior estabilidade dos extratos foi com armazenamento a temperatura de - 6°C.
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Em temperaturas mais altas, em geral, enzimas tendem a sofrer desnaturacdo devido ao
desequilibrio entre as diversas interagcdes em sua estrutura, tais como, pontes de hidrogénio,
interacdes hidrofobicas, for¢as de Van der Vaals e pareamento de ions. Em elevadas concentragdes
de sal e baixas temperaturas enzimas podem ser estabilizadas devido a inibi¢do da acdo de proteases
e da acdo bacteriana em decorréncia da reducdo da atividade de 4gua (GOMES et al., 2007).

A estabilidade dos extratos enzimaticos brutos e parcialmente purificados da extracdo com
acetona foi determinada pelo periodo de 4 meses (mensalmente) (Figura 24).

O extrato bruto perdeu cerca de 25% da sua atividade inicial, ao final de 4 meses de
armazenamento. O extrato parcialmente purificado manteve sua atividade praticamente inalterada
durante 0 mesmo periodo, fato que se deve a estabilizagdo proporcionada pela precipitagdo com

sulfato de amonio, que previne a proteolise de proteinas e a agcdo bacteriana, segundo SCOPES,
(2013).
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Figura 25 - Estabilidade do extrato enzimatico bruto e parcialmente purificado

5.5 Resultados dos métodos de imobilizacao do extrato enzimatico

5.5.1 Eficiéncia de imobilizaciao

A tabela 4 apresenta os resultados da eficiéncia de imobilizagdo em relacdo a atividade
enzimatica retida pelos suportes e métodos de imobilizagdo testados.

Nas imobilizacdes utilizando como suportes, tubos de vidros de superficie sem tratamento e
fosca por abrasdo mecanica, nao foi detectada atividade enzimatica, durantes 6 minutos de reacao

entre a tirosinase e L-tirosina, com medidas espectrofométricas, a cada minuto. Aparentemente nao
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houve adesdo da tirosinase do extrato enzimatico de Agaricus bisporus, na superficie de ambos os
suportes. A metodologia utilizada por MELO et al., (2011), para imobilizar lipase em suporte vitreo
comercial (esferas de silica com porosidade de 270 A), ndio foi adequada aos suportes de vidro

utilizados nesse trabalho.

Tabela 4 - Resultados da eficiéncia de imobilizagdo (n%) do extrato enzimatico nos suportes e
métodos testados.

Suporte Método de imobiliza¢ao (n%)

Tubo de vidro liso/fosco Covalente/silanizagao (APTS)/GA Atividade enzimatica
nao detectada

Esferas de alginato de Encapsulagdo Atividade enzimatica
calcio/quitosana ndo detectada
Esferas de quitosana Covalente/GA 22,5 +4,03
Covalente 1 21,17 +4,42
Covalente 2 13,23 £3,71
Membrana de nylon 6,6
Adsorgao fisica/covalente cruzada 42,04 £6,53
Covalente/covalente cruzada 61,6 £5,22

O encapsulamento de enzimas em suportes de alginato de calcio além de ser uma alternativa
atoxica e de baixo custo, em geral, proporciona um microambiente a enzima imobilizada,
semelhante ao da enzima livre, devido a preservacdo da sua estrutura conformacional e
consequentemente da atividade catalitica. Contudo, as principais desvantagens constituem-se da
baixa resisténcia mecéanica do alginato na presenca de alguns ions, tais como fosfato e citrato e
limitacdes difusionais (LI; BALLADA, 2016).

Na encapsulacao utilizando alginato de célcio/quitosana, o recobrimento dos suportes de
alginato de célcio com solucdo de quitosana 0,3%, proporcionou resisténcia mecanica, uma vez
que géis de alginato de calcio possuem alta afinidade com ions fosfato presentes na solugdo tampao
utilizado neste trabalho, o que leva a dissolucdo das esferas e perda de enzima para o meio
extracapsular. No entanto, nenhuma atividade enzimatica foi detectada durante 6 minutos de reacao
e medidas espectrofométricas minuto a minuto. Mas neste caso foi possivel verificar a alteragao de

cor caracteristica da oxidagdo da L-tirosina pela tirosinase, no interior das esferas, o que sugere a
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presenga de atividade catalitica da enzima imobilizada. No entanto, devido provavelmente, a
limitagdes difusionais ocasionadas pela porosidade das esferas e acimulo de substrato/produto em
seu interior, houve o impedimento do fluxo de liberacdo do produto de reacdo para o meio
extracapsular, no tempo de reagdo testado, ndo sendo possivel a determinacdo da atividade da
enzima imobilizada (MISHRA, 2015).

Na imobilizagao utilizando suporte de quitosana, a enzima tirosinase foi imobilizada na parte
externa das esferas por ligagdo covalente com grupamentos amino do suporte seguida da
reticulagdo com o agente bifuncional, glutaraldeido (GA). As esferas apresentaram didmetros entre

1,5 e 1,8 mm (Figura 25).

Figura 26 - Esferas de quitosana sem tratamento (a), ativadas com glutaraldeido (b) e apds a
imobilizagdo da tirosinase por ligacdo covalente-reticulacdo (c).

A imobilizagdo na superficie das esferas ¢ uma alternativa as limitagdes difusionais do
processo de encapsulagdo. No entanto, a eficiéncia de imobilizacdo utilizando esferas de quitosana
apresentou um percentual 3 vezes menor em relagdo a membrana de nylon 6,6, utilizando o mesmo
procedimento de imobilizacdo (covalente/covalente cruzada). A concentracao de glutaraldeido
utilizada pode nao ter sido suficiente para promover a ativagdo dos grupos amino na superficie da
quitosana, ocasionando baixa imobiliza¢do da enzima tirosinase e consequente baixa atividade
enzimadtica recuperada (CHEN et al., 2013). No trabalho de Chuang., (2005), a enzima tirosinase
purificada foi imobilizada covalentemente em 1 g de esferas de quitosana ativadas com 7,5% de
solugdo de glutaraldeido, o que resultou em 13% de atividade enzimatica recuperada.

Comparando as eficiéncias da imobilizagdo por ligacdo covalente 1 e 2 da enzima tirosinase
extrato de Agaricus bisporus, verifica-se que na segunda a atividade recuperada foi menor
provavelmente devido a menor tempo de ativagdo com glutaraldeido o que resultou em um ntimero
menor de grupos aldeidos disponiveis no suporte. Ja a enzima imobilizada na membrana de nylon

6,6, por adsor¢do/ligagdo covalente cruzada, apresentou quase o dobro da atividade retida em
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relacdo ao método de imobilizag¢do covalente 1. Embora a ligacdo covalente promova uma ligacao
forte entre a enzima e o suporte, as ligagdes enzima-enzima resultantes da reticulagdo com
glutaraldeido promove maior estabilidade da imobilizagdo, devido a menor perda de enzima por
dessor¢ao do suporte, além de maior carga enzimatica imobilizada (BARBOSA et al., 2014).

De acordo com os resultados de imobilizagdo descritos na Tabela 1, a imobilizagao
covalente-reticulacao foi o método mais eficiente, com 61,6 % de atividade enzimatica recuperada
em relagdo a carga enzimatica utilizada na imobilizagao (3600 U), utilizando baixas concentragdes
de glutaraldeido, mas que foram suficientes para ativar os grupos amino do suporte, gerados pela

hidrolise parcial com HCl 3M (Figura 26).

Figura 27 - Membrana de nylon 6,6 sem tratamento (A) e com a enzima tirosinase imobilizada (B)

No trabalho de Boshoff et al., (2003), o extrato parcialmente purificado da enzima tirosinase
foi imobilizado por ligacdo covalente cruzada em membranas de nylon hidratas ndo hidrolisadas
em acido. O percentual de atividade enzimatica recuperada foi de 30%.

Em fung¢do deste resultado optou-se por usar a membrana de nylon 6,6 como suporte para
imobilizacdo do biocomponente, enzima tirosinase, e método adsor¢ao/ligagcdo covalente cruzada,
como método de imobilizacdo. Os ensaios posteriores buscaram a otimizacdo em relacdo a este

procedimento.

5.5.2 Capacidade de carga enzimatica da membrana de nylon 6,6

A carga de enzima imobilizada em um suporte ¢ um parametro que influencia no seu
desempenho. O ideal é que a carga de enzima imobilizada no suporte confira atividade catalitica
maxima. A carga enzimatica excessiva pode gerar interagdes enzima-enzima, impedindo a
flexibilidade da sua conformagao estrutural, causando impedimento estéreo. Com isso, sob

condi¢des de aglomeragdo molar o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima e liberacdo de
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produto sdo dificultados, reduzindo, portanto, o desempenho catalitico (ZHANG, DONG-HAO;
YUWEN, LI-XIA; PENG, 2013).

A avaliagdao da capacidade de carga da membrana de nylon 6,6 foi avaliada por meio da
imobilizacao de diferentes concentragdes de enzima (1000 U/mL, 2000 U/mL, 3000 U/mL e 4000

U/mL). Os resultados sdo apresentados no grafico da Figura 27.

4000
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3000 -
2500 - ®
2000 -
1500 -
1000 -
500 -

Atividade enzimatica (U/mL)
K

0 1000 2000 3000 4000 5000
Carga de enzima (U/mL)

Figura 28 - Desempenho da enzima tirosinase em funcao da capacidade de carga do suporte de
nylon.

A atividade enzimatica da tirosinase aumenta da menor concentragdo testada (1000 U/mL)
até atingir o desempenho maximo com carga enzimatica de 3000 U/mL. Com carga de enzima de
4000 U/mL, a atividade catalitica cai, indicando problemas de impedimento estéreo devido a

aglomeracdo de proteinas.

5.5.3 Otimizacao dos parametros de imobiliza¢do em suporte de nylon

A matrix de planejamento fatorial para avaliacdo da influéncia das varidveis (X1)
concentragao de gluraldeido para ativagdo da membrana de nylon, (x2) concentragdo de gluraldeido

para reticulagdo da enzima e (x3) pH e os resultados para a variavel de resposta da atividade

enzimatica, estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela S - Matrix experimental do planejamento fatorial

Variaveis codificadas  Variaveis reais ~ Reposta

Ensaios

Xl Xz X3 GA1 GAz pH U/mL
1 -1 -1 -1 0,5 0,5 6 1256
2 +1 -1 -1 1,5 05 6 1538
3 -1 +1 -1 1,5 1,5 6 1337
4 +1 +1 -1 1,5 1,5 6 1773
5 -1 -1 +1 0,5 0,5 8 1234
6 +1 -1 +1 1,5 0,5 8 1650
7 -1 +1 +1 0,5 1,5 8 1146
8 +1 +1 +1 1,5 1,5 8 1246
9 0 0 0 1 1 7 1682
10 0 0 0 1 1 7 1635
11 0 0 0 1 1 7 1710

Os dados da analise da variancia estdo sumarizados na tabela 63. O teste de significancia estatistica

foi realizado por meio das réplicas no ponto central.

Tabela 6 - Analises estatisticas. R2 = 0,995; R2ajust. = 0,973

Resultados da analise estatistica P

(1) GA 0,007462
(2) GA2 0,242317
(3)pH 0,027921
1'by?2 0,269836
1'by3 0,200182
2by3 0,017149
17273 0,048281

O modelo matematico proposto descreve de forma satisfatoria a atividade enzimatica (U/mL)
por apresentar R> = 0,995 ¢ R?¥"!, = 0,973. Apenas os fatores e interagdes significativos foram

incluidos no modelo:

Ag=-902.GA; — 61.pH + 33.GA, .pH — 235.GA1.GA,.pH
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O gréfico de Pareto (Figura 28) em funcao dos valores da estatistica de ¢ de Student mostra
que a concentracao 1 de glutaraldeido (GA1) e o pH, sdo os fatores estatisticamente significativos,
que isoladamente influenciam na atividade enzimatica. A concentracdo 2 de glutaraldeido (GA?)

ndo ¢ estatisticamente significativa, mas sua interagdo com o pH sim.

WYz RSG:
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OWH 0000000 et
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@62 75 ¥uer
wy2 {2 Z 2
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Figura 29 - Grafico de Pareto para a atividade enzimatica da enzima tirosinase imobilizada
em membrana de nylon 6, 6, em fungao dos valores da estatistica do teste t de Student.

O grafico de superficie de resposta (Figura 29) mostra as faixas altas, intermediarias e baixas da
atividade enzimatica apresentada pela tirosinase imobilizada, em fun¢do da concentragcdo de
glutaraldeido GA e do pH. E possivel verificar que a concentragdo de glutaraldeido 6tima ¢ de 1.5

% enquanto que o pH 6timo € 6.

Atividade
enzimatica
(U/mL)

0,8

> 1700
W <1700
B < 1600
I < 1500
0 < 1400
04 @ < 1300
58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 B2g<inn

pH

0,6

Figura 30 - Superficie de resposta para a atividade da enzima tirosinase imobilizada em membrana
de nylon 6,6 em funcao da concentracao de glutaraldeido (GA1) e pH.
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O grafico de superficie da interacdo GA2.pH (Figura 30), mostra que o aumento da atividade

enzimatica da enzima imobilizada com o aumento

diminui¢do do pH.

da concentragdo de glutaraldeido e com a

72
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Figura 31 - Superficie de resposta para a atividade da
de nylon 6,6 em funcdo da interagdo GA2.pH.

enzima tirosinase imobilizada em membrana

5.5.4 Avaliacio da estabilidade operacional com reduc¢ao por borohidreto de so6dio (NaBH 4)

Os resultados da redugdo em diferentes concentragdes de NaBH4 das membranas com

tirosinase imobilizada em comparagdo com as membranas ndo reduzidas, estdo apresentados no

grafico da Figura 31.
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Figura 32- Estabilidade operacional das membranas com tirosinase imobilizada sem

reducao com NaBH4, durante 10 ciclos de reacao.

€ com
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As membranas ndo submetidas a redu¢cdo com NaBH4, perderam cerca de 59% da atividade
inicial ao longo de 10 reutilizagcdes. As membranas tratadas com 0.25 mg/mL de borohidreto de
sodio, perderam cerca de 68% da atividade inicial do primeiro ciclo de reacdo, o que indica menor
estabilidade operacional em relagdo as membranas ndo reduzidas com borohidreto. Nas membranas
tratadas com as concentracdes de 0.5 mg/mL houve perda de atividade ao longo de 10 ciclos de
operagdo de cerca de 60%, o que indica menor estabilidade operacional em relagdo as membranas
nao reduzidas. Com a concentragao de 1 mg/mL a perda da atividade ao longo de 10 bateladas foi
51% sugerindo aumento de estabilidade operacional em relacdo as membranas ndo tratadas, mas
dréstica reducdo da atividade medida (1759 U/mL membranas ndo tratadas, 607 U/mL membranas
tratadas com 1 mg/mL de borohidreto de sodio).

Como ¢ possivel observar na Figura 30, houve diminui¢do da atividade enzimatica média
em todas as concentragdes testadas na reducao dos imobilizados com borihidreto de sodio, quando
comparadas com as membranas sem reducao, diretamente proporcional a concentragdao do NaBHa,
indicando que este pode causar danos aestrutura da enzima tirosinase (clivagem nas pontes de
dissulfeto e ligacdes de peptideos, por exemplo), ainda que na menor concentragao testada.

Na literatura estao descritos alguns trabalhos em que o borohidreto de sédio foi utilizado
conferindo estabilidade ao imobilizado, mas sempre com alguma perda na atividade da enzima,
que em geral, varia de acordo com a natureza da mesma e das condi¢des de redugdo. No trabalho
de CHUANG., (2005), a enzima tirosinase comercial, foi imobilizada em esferas de quitosana e
tratadas com 25 mg/mL de NaBH4 em pH 7, sob agitacdo, durante 1h. A retencdo da atividade
apos a imobilizagado foi de aproximadamente 12,3% para a imobilizacdo com a reducdo e de 12,9
% sem reducao com NaBHa. Nesse caso houve baixa perda de atividade e aumento na estabilidade
operacional e térmica. No trabalho de MIELENZ, ( 2009), todas as concentracoes de NaBHa,
utilizadas para a estabilizagdo da lipase em pH 10, promoveram decréscimo da atividade catalitica
além de promover o decréscimo da estabilidade térmica e ndo influir na estabilidade de
armazenamento € operacional.

O borohidreto de sédio nao foi considerado um redutor adequado para o sistema de
imobilizacao descrito dentro das condigdes testadas. Além de causar danos ao sitio ativo da tirosina
do extrato de Agaricus bisporus, ocasionando queda drastica na atividade recuperada da enzima

imobilizada, ndo promoveu aumento da estabilidade operacional.

5.5.5 Estabilidade de estocagem da tirosinase imobilizada em suporte de nylon
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A Figura 32, representa os resultados da atividade da tirosinase imobilizada em membrana
de nylon 6,6 sob armazenagem 4 dias a temperatura de 4°C, em tampao fosfato de sodio 0.1M pH

6, e semi-umida, sem tampao, armazenadas a temperatura de 4°C e -6 °C.

2200 - @ Estocagem sem solugdo tampdo 4 °C
3 2000 -
E 1800 - ; M Estocagem em solugdo tampdo a 4 C
=)
= 1600 - . lucs . coc
£ 1400 - I stocagem sem solugdo tamp3do a -62
‘<
E 1200 -
= 1000 - }
5]
2 800 -
S 600 - W ¢
2 400 - .
< 200 - - .
0 T T A A .
0 1 2 3 4 5 6
Tempo (dias)

Figura 33 - Atividade da tirosinase imobilizada em membrana de nylon 6,6, durante 5 dias com e
sem tampao fosfato de so6dio 0.1M pH6.

A tirosinase imobilizada em membrana de nylon estocada sem tampao fosfato de s6dio 0.1M
pH 6 a temperatura de 4°C, em tampao fosfato de sodio 0.1M pH 6 a temperatura de 4°C e sem
tampao fosfato de sdédio 0.1M pH 6 a temperatura de -6°C, apresentaram, respectivamente, perda
de 39.9% £2.5, 60,7% £0,9 e 80.8% =£1,5 nas primeiras 24 horas de estocagem indicando baixa

estabilidade de armazenamento nas condi¢des estudadas.

5.6 Resultados das melhores condi¢cdes de desempenho da enzima tirosinase

5.6.1 Influéncia do pH

O efeito do pH na atividade enzimatica da tirosinase foi determinado realizando-se medidas
de atividade em solugdes de tampao fosfato de sodio 0,1M de diferentes valores de pH. Os

resultados podem ser visualizados na Figura 33.
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Figura 34 - Influéncia do pH na atividade enzimatica da tirosinase do extrato de Agaricus
bisporus, livre e imobilizada.

A enzima tirosinase do extrato de Agaricus bisporus livre exibiu maior atividade enzimaticas
na faixa de pH 7 a pH 8. Para a tirosinase imobilizada o pH de maior atividade enzimaética foi o pH
6. No entanto foi possivel verificar visualmente que quanto maior o pH para a enzima imobilizada
a partir do pH 7, maior o escurecimento da superficie das membranas, quanto maior o valor do pH.
Isso provavelmente se deve a formagdo e deposi¢cdo na superficie da membrana, de o-quinonas
resultantes da oxidagdao do substrato e subsequente formacao de melaninas que podem causar a
inativacao da enzima (Figura 34) (MUNJAL; SAWHNEY, 2002).

Além disso, as amostras a serem analisadas pelo biossensor proposto (bebidas ndo alcodlicas
a base de guarand), possuem pH abaixo de 5. Portanto, o pH 6 foi escolhido como o de trabalho

para o extrato enzimatico.

Figura 35 - Membranas contendo tirosinase imobilizada, na sequéncia: a) membrana com
tirosinase imobilizada ndo submetida a reacdo com solug@o de substrato, b) reagdo com solugao de
substrato pH 5, ¢) reacdo com solugdo de substrato pH 6, d) reacao com solugdo de substrato pH 7,
e) reagdo com solucao de substrato pH 8, f) reagdo com solucdo de substrato pH 9. Todas as reagdes
foram realizadas utilizando tampao fosfato de s6dio 0.1M.
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5.6.2 Influéncia da temperatura na atividade de enzima

De acordo com o grafico da Figura 35, a atividade da enzima tirosinase livre atingiu o maior
valor na temperatura de 35 ° C, enquanto que a enzima imobilizada apresentou melhor desempenho

catalico na temperatura de 30 °C.

4500 -~
4000 A

3500 - § & M Enzima Imobilizada
3000 -

:
2500 - g ¥ W *
2000 - i 5
1500 - .
1000 - u
500 - |
0 . . : : : . . .
15 20 25 30 35 40 45 50 55

Temperatura (°C)

@ Enzima Livre

L 2

Atividade enzimatica (U/mL)

Figura 36 - Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da tirosinase do extrato de
Agaricus bisporus, livre e imobilizada.

Como visto na se¢do 5.1.2, a enzima tirosinase apresentou perda de atividade catalitica de
até 78%, quando submetida a temperatura de 35 ° C por um periodo de 3 horas, em rotacvaporacao
para eliminacao de residuos de acetona do processo de extracdo. Desse modo, a temperatura de

trabalho escolhida foi de 25 ° C visando a maior estabilidade térmica da enzima tirosinase.

5.6.3 Influéncia da concentraciao do substrato na atividade de enzima livre e imobilizada:

calculos dos parametros cinéticos da enzima livre (km e Vmax)

A influéncia da concentracdo do substrato na atividade enzimatica da tirosinase livre e
imobilizada foi medida variando-se as concentragdes do substrato L-tirosina (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0,

1.2, 1.4 e 1.6 mM) (Figura 36).
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A B
Figura 37 - Influéncia da concentrag@o do substrato L-tirosina na atividade enzimatica da enzima

livre (A) e imobilizada (B).

Os parametros cinéticos foram obtidos pelo método de Lineweaver-Burk, onde construiu-se

um grafico de 1/[s] versus 1/vo, (Figura 37).
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Figura 38 - Grafico de 1/[s] versus 1/vo, segundo o método de Linearweaver-Burk. (A) enzima
livre e (B) enzima imobilizada.

Os valores de km € vmax para a enzima livre e imobilizada foram sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7 - Constantes cinéticas para a enzima tirosinase comercial livre, tirosinase de extrato de
Agaricus bisporus livre e tirosinase do extrato de Agaricus bisporus imobilizada em nylon 6,6.

Tirosinase Kn mm) V max Ref.
o (SIGMA-ALDRICH,
Comercial (livre) 0.5 -
2013)
Extrato de Agaricus bisporus (livre) 0.88 0.32 Presente trabalho

Extrato de Agaricus bisporus
7.73 1.71 Presente trabalho
(imobilizada)
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Para a enzima do extrato de Agaricus bisporus foram encontrados os valores de km
equivalente a 0,88 mM e de Vmax 0,32 mM/min/mL de enzima. De acordo com o as informagdes da
SIGMA-ALDRICH, o valor de km para a enzima tirosinase comercial purificada ¢ de 0.5 mM para
o substrato L-tirosina. No trabalho de ESPIN et al., (2000), onde a enzima comercial purificada da
SIGMA-ALDRICH, passou por processo de purificagdo adicional, o valor de km para o mesmo
substrato foi de 0.2 mM e a Vmax 1.8 uMol/min. FENOLL et al., (2000), encontraram valores de kn
igual 2 0.21 mM e vmax igual a 0.23 pMol/min, para a enzima tirosinase de cogumelo da SIGMA-
ALDRICH, que passou por um processo adicional de purificagdo. A partir desses dados, pode-se
concluir que quanto maior for o fator de purificagdo de uma enzima, menor serd o seu valor de km
e consequentemente, maior sera a afinidade entre a enzima e o substrato.

Para a enzima tirosinase do extrato de Agaricus bisporus, parcialmente purificado,
imobilizada, foram encontrados os valores de km 7.73 mM € Vmax 1.71 mM/min/mL. Em geral em
enzimas imobilizadas ocorre a diminuicdo da atividade catalitica devido a alteragdes
conformacionais na estrutura tercidria da proteina assim como impedimentos estéreos que
impedem o acesso do substrato ao seu sitio ativo e criam barreiras difusionais, o que ndo ocorre
com a enzima livre em solugdo. Desse modo, em geral, os valores de ki para enzimas imobilizadas
¢ maior do que em enzimas livres correspondentes (ESPIN et al., 2000; CHANG; COLLEGE,
2005; SELINHEIMO et al., 2007).

5.7 Curva padrao de inibi¢ado com benzoato de sodio: efeito da concentracio de substrato

A concentracdo do substrato ¢ um dos principais fatores que afetam o desempenho de um
biossensor baseado em inibicdo enzimatica do tipo competitiva, como € o caso da inibicdo do
benzoato de sodio exercida na tirosinase. Neste tipo de inibi¢ao o inibidor compete com o substrato
pelo sitio ativo da enzima (UPADHYAY; VERMA, 2012). Por essa razdo, ¢ importante determinar
a concentracao de substrato.

Para este trabalho a determinagdo da concentragdo de substrato foi realizada utilizando 3
concentracdes de L-tirosina em tampao fosfato de sdédio 0.1M pH6, na construgdo de curvas de
inibicdo com solugdes padroes de benzoato de sodio (0.01, 0.02, 0.05, 0.07 e 0.09 g/100 mL)
(Figura 38).
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Figura 39 - Influéncia da concentragao do substrato L-tirosina na inibi¢ao padrao da enzima
tirosinase pelo inibidor benzoato de sédio.

A concentragdo de substrato afetou a percentagem de inibicdo das curvas construidas como
¢ possivel verificar na Figura 38. A inibicdo aumentou com o aumento da concentracdo de
substrato. Comportamento semelhante foi encontrado por AMINE et al., (2015).

A concentragdo de 0.8 mM de L-tirosina foi escolhida para a aplicagdo do biossensor em
amostras comerciais, devido ao maior coeficiente de correlagdo linear entre a concentragdao de
benzoato de sédio e o percentual de inibi¢do, mostrando que ha uma relacdo direta de
proporcionalidade entre o aumento da concentracdo do inibidor e o percentual de inibicao da

enzima tirosinase.

5.8 Resultados da aplicacido do biossensor em amostras comerciais

Com o objetivo de verificar a possibilidade de aplicacdo do biossensor, construido e
otimizado no presente trabalho, para deteccdo de acido benzodico em amostras comerciais de
refrescos a base de guarana, os resultados obtidos para as mesmas amostras usando o biossensor
foram comparados aos obtidos pelo método analitico padrao CLAE. Na tabela 8 estao sumarizados
os resultados das andlises de benzoato de sdédio em amostras de refrescos a base de guarana por

CLAE e com o biossensor enzimatico proposto neste trabalho.
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Tabela 8 - Quantificagdo de benzoato de s6dio em amostras comerciais de
refrescos a base de guarana usando o biossensor e método analitico CLAE.

Amostra CLAE (g/100 mL) Biossensor (g/100 mL) Erro
relativo
(%0)
Ay 0.039 £ 0.004 0.061 +0.008 56.41
GCs 0.045 +0.008 0.054 +0.002 20
B> 0.044 +0.003 0.073 +£0.003 65.91
B3 0.037 +£0.003 0.050 +0.009 35.14
Ci diet 0.028 +0.004 0.065 £+ 0.008 132.14
B diet 0.046 £ 0.002 0.066 £ 0.004 43.48
C4 diet 0.032 £ 0.006 0.058 +£0.001 81.25
Ci 0.039 +0.005 0.052 +0.003 33.33

* diet: versdo baixas calorias
** a numeragao sobrescrita indica o lote da amostra

Os resultados apresentados pelo biossensor enzimatico foram superiores aos obtidos pelo

método CLAE, com percentuais de erro relativo acima de 10%, indicando, possivelmente a

presenca de interferentes com acao inibidora sobre a enzima tirosinase além do benzoato de sédio.

Diversos inibidores podem interferir na atividade da enzima tirosinase. Dentre as amostras

de refresco de guarana analisadas pelo biossensor proposto, a maioria apresenta acido ascorbico

como antioxidante em sua composi¢ao, com excecao das amostras C. Trabalhos da literatura

descrevendo biossensores para a detec¢ao de acido benzoico em amostras de bebidas ndo alcoolicas

que também continham &cido ascérbico relatam a interferéncia deste na resposta do analito em

diferentes percentagens (Quadro 15).

O quadro 15, apresenta a influéncia de alguns possiveis inibidores que afetam a atividade

da enzima tirosinase em biossensores.

Quadro 15 - Influéncia do acido ascorbico na inibi¢do da enzima tirosinase em diferentes

biossensores.
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Inibidor /interferente % de inibicao Referéncia

acido ascorbico 17 (MORALES et al.,
2002)

acido latico, acido sorbico, acido citrico, cafeina 1-4 (SHAN et al., 2007)

acido ascorbico 11

acido latico, acido sorbico, acido citrico, sacarina sédica, 1,3-4,7 (SHAN et al.,

cafeina 10,6 2008a)

acido ascorbico

acido ascorbico 5,3 (LOPEZ; LOPEZ-
RUIZ, 2011)

Nas configuragdes testadas em fungdo da possivel presenga de interferentes, o biossensor
otimizado e construido no presente trabalho, ndo foi eficiente para detectar dcido benzoéico amostras

comerciais de refrescos a base de guarana testadas.
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Com base nos resultados deste trabalho foram sumarizadas as conclusdes:

Dentre os métodos de extragdo da enzima tirosinase a partir do macro fungo Agaricus
bisporus, testados, a permeabilizacdo com acetona foi o mais eficiente, resultando em
extratos com as maiores atividades enzimaticas, com menor volume de extrato, o que
confere melhor relagdo custo beneficio para a concentragdo e purificagdo parcial por
precipitagdo de proteinas.

A remogao de residuos de acetona dos extratos enzimaticos apresentou melhores resultados
a 25°C, sem provocar desnaturagdo da enzima, preservando a atividade enzimatica.

O método de precipitagdo utilizando sulfato de amonio apresentou melhores resultados de
recuperagao enzimatica da atividade total da tirosinase do que a precipitacdo com acetona,
podendo ser utilizado para a concentracao dos extratos enzimaticos e estabilizacdo do
biocomponente. A precipitacdo de maior concentracdo da enzima tirosinase ocorreu no
intervalo de 40%-60%, sendo esta o intervalo de precipitagdo mais adequada quando
requerida a purificacdo parcial da enzima tirosinase.

A andlise do gel de poliacrilamida, revelou a presenga de bandas da enzima tirosinase no
extrato bruto e no intervalo de saturacdo de 40-60%, de aproximadamente 12.58 kDa e
50.11 kDa, totalizando aproximadamente 128 kDa. No entanto, podem ser observadas
também outras bandas com massas moleculares diversas, indicando a presenca de proteinas
contaminates, tanto no extrato bruto quanto nos precipitados ressuspendidos.

A estabilidade de armazenamento de curto e longo prazo mostraram que durante o periodo
de 96 h nao houve diferenca na estabilidade dos extratos bruto e parcialmente purificados
armazenados a temperatura de -6°C. No entanto, ao longo de 4 meses o extrato bruto perdeu
cerca de 25% da atividade enquanto que o extrato parcialmente purificado com sulfato de
amoOnio manteve a atividade catalitica da enzima tirosinase estavel.

De acordo com os resultados dos suportes/métodos de imobilizagado testados a imobilizagdo
covalente-reticulagdo em membrana de nylon 6,6 foi 0 método mais eficiente, com 61,6 %
de atividade enzimatica recuperada.

A carga enzimatica mais adequada aplicada a membrana de nylon 6,6 foi de 3000 U/mL.
A otimiza¢do dos pardmetros de imobilizacdo em suporte de nylon 6,6 por meio de um

planejamento fatorial, apresentou como melhores condi¢des: pH 6, concentracdo de
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glutaraldeido para ativagdo da membrana 1.5% (v/v) em tampao fosfato de sédio 0.1M e
concentracdo de glutaraldeido para a ligacdo cruzada enzima-enzima 1.5% (v/v).

A tirosinase imobilizada em membrana de nylon 6,6 reteve cerca de 50% da atividade
catalitica depois de 10 ciclos de 6 minutos de reagdo com o substrato L-tirosina em tampao
fosfato de sodio pH a 25 °C.

O borohidreto de so6dio ndo foi considerado um redutor adequado para o sistema de
imobilizacao descrito dentro das condi¢des testadas. Além de causar danos ao sitio ativo da
tirosina do extrato de Agaricus bisporus, ocasionando queda drastica na atividade
recuperada da enzima imobilizada, ndo promoveu aumento da estabilidade operacional.

A tirosinase imobilizada em membrana de nylon estocada sem tampao fosfato de sodio
0.1M pH 6 a temperatura de 4°C, com tampao fosfato de sodio 0.1M pH 6 a temperatura
4°C e sem tampao fosfato de sdédio 0.1M pH 6 a temperatura de -6°C, apresentaram,
respectivamente, perda de 39.9% £2.5, 60,7% 0,9 e 80.8% +£1,5 nas primeiras 24 horas de
estocagem indicando baixa estabilidade de armazenamento nas condi¢des estudadas.

A enzima tirosinase do extrato de Agaricus bisporus livre exibiu maior atividade enzimatica
na faixa de pH 7 a pH 8. Para a tirosinase imobilizada o pH de maior atividade enzimatica
foi o pH 6.

A atividade da enzima tirosinase livre atingiu o maior valor na temperatura de 35°C,
enquanto que a enzima imobilizada apresentou melhor desempenho catalico na temperatura
de 30 °C.

Os parametros cinéticos obtidos pelo método de Lineweaver-Burk resultaram os valores
de km equivalente a 0,88 mM e de Vmax 0,32 mM/min/mL para a enzima livre do extrato
de Agaricus bisporus € km 7.73 mM € Vmax 1.71 mM/min/mL para a enzima imobilizada.
A concentracdao de 0.8 mM de L-tirosina foi escolhida para a aplicacdo do biossensor em
amostras comerciais, devido ao maior coeficiente de correlagado linear entre a concentragao

de benzoato de sodio e o percentual de inibigao.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Objetivando a continuidade do desenvolvimento do projeto do biossensor enzimatico para

deteccao de benzoato de sodio baseado na inibi¢ao da tirosinase, t€ém-se as seguintes sugestoes:

Testar o biossensor desenvolvido em outras amostras que contenham benzoato de
sodio ou acido benzoico na sua formulacao usado como estabilizante (cosméticos,
por exemplo)

e Determinar a influéncia e possiveis métodos de minimizacao da interferéncia na
medida usando o biossensor ocasionada por possiveis compostos presentes nas
amostras de guarana (como por exemplo o acido ascorbico)

e Testar métodos de estabilizagdo para a enzima imobilizada visando aumentar a
estabilidade operacional e de estocagem, visando reduzir o custo da construcao do
biossensor pela sua maior reutilizagao.

e Testar mais concentragdes de substrato na constru¢do da curva padrao de inibi¢do a

fim de melhorar o coeficiente de correlacao e ampliar a faixa de medida do analito

benzoato de sdédio/acido benzoico.
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9 ANEXOS

Anexo 1: Lista de ingredientes das versdes convencional e de baixa caloria dos refrescos analisados

(SILVA, 2016).

Amostra A: Agua, extrato natural de guarand, agucar, corante INS 150c, acidulante 4cido
citrico INS 330, conservador benzoato de sodio INS 211, antioxidante acido ascorbico INS

300.

Amostra A diet: Agua, extrato natural de guarana, corante INS 150c, acidulante 4cido
citrico INS 330, conservador benzoato de sodio INS 211, antioxidante acido ascorbico INS
300, edulcorantes artificiais: sacarina sodica INS 954 (10,8mg/100mL), ciclamato de so6dio
INS 952 (22,4mg/100mL), aspartame INS 951 (1,8mg/100mL), acessulfame K INS 950
(3,2mg/100mL). Contém fenilalanina.

Amostra B: Agua filtrada, actcar refinado, acido citrico (INS 330), corante caramelo I1I
(INS 150c¢), extrato natural de guarand, aroma natural de guarand, acido ascorbico (INS

300), conservador (INS 211).

Amostra B diet: Agua filtrada, corante natural de caramelo III 150c, extrato natural de
guarana, aroma natural de guarand, acido citrico INS 133, &cido ascorbico INS 300,
conservador INS 211, aspartame INS 951, acessulfame de potassio INS 950 e EDTA INS
385.

Amostra C: Agua tratada, agucar, acidulante acido citrico (INS 330), corante caramelo IV
(INS 150d), aroma idéntico ao natural de guarana com extrato, conservadores sorbato de

potéssio (INS 202) e benzoato de so6dio (INS 211).

Amostra C diet: Agua tratada, extrato natural de guarana, aroma idéntico ao natural de

guarand, conservadores: benzoato de sodio (INS 211) e sorbato de potassio (INS 202), corante:

caramelo I (INS 150 a), acidulante acido citrico (INS 330), antioxidante acido ascorbico (INS

300), edulcorantes artificiais: ciclamato de sddio 0,025g/100 mL (INS 952) e sacarina sodica
0,0005g/100 mL (INS 954).
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