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Resumo do Projeto de Final de Curso apresentando a Escola de Quimica como parte dos
requisitos necessarios para a obtencdo do grau de engenheiro de alimentos.

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE UM BIOSSENSOR ENZIMATICO
PARA CONTROLE DE QUALIDADE DO OLEO COMESTIVEL DE
GERGELIM

Erica Felipe Mauricio

Novembro, 2013

Orientadores: Prof.2 Andréa Medeiros Salgado
Dr.2 Livia Maria da Costa Silva

Este trabalho propde um novo instrumento, biossensor enzimatico, para detectar o nivel
de degradacdo de amostras de 0leos vegetais 0 que permite um controle mais direto da
sua qualidade. Para o desenvolvimento do instrumento, foi utilizada a enzima comercial
lipase obtida de Candida rugosa tipo VII como biocomponente do biossensor, nas
formas livre e imobilizada, em conjunto com um eletrodo ion-seletivo de hidrogénio
para solugcdes ndo aquosas, utilizado como transdutor. Os testes foram realizados com
amostras de 6leo de gergelim, devido ao conhecimento crescente dos seus beneficios a
salde que provavelmente promovera o aumento da demanda e mercado do Oleo, e a
enzima foi utilizada e testada nas formas livre e imobilizada. O sistema
(enzima/eletrodo) mostrou uma resposta Otima durante o tempo reacional de 15
minutos, nas condi¢bes de pH 8,75 e 37°C. A resposta do eletrodo (mV) foi
proporcional a concentracdo do éster na faixa de 10 a 50% (v/v) de acidos graxos livres.
A curva de calibracdo do instrumento mostrou boa correlacdo entre as variaveis
estudadas (concentracdo do 6leo e resposta do transdutor), indicando seu bom
desempenho para a deteccdo potenciométrica de triglicerideos em amostras de 6leos de
gergelim. Posteriormente, o biossensor enzimatico desenvolvido foi aplicado em
amostras de 0leo de gergelim degradado, através de tratamento térmico, aplicacdo de
UV e oxidacdo (Rancimat). Além disso, o biossensor foi testado também em amostra de
6leo de gergelim usado para fritura de batata. Os valores encontrados foram sempre

comparados / relacionados com o indice de acidez — ensaio ja utilizado para analise de

Vi



degradacdo de 6leos. Os resultados mostraram uma boa resposta e sensibilidade de
deteccdo com fatores de correlagcdo acima de 0,979, além de uma 6tima aplicabilidade

do biossensor desenvolvido.
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Capitulo I — Introducéo

A qualidade do dleo de gergelim pode variar de acordo com a atividade
enzimatica, a presenca de microrganismos, umidade e auto e foto-oxidag&o, ocorrendo a
deterioracdo oxidativa dos 6leos que é responsavel pela formacéo de sabores estranhos e
reduzem a vida de prateleira dos mesmos. Além disso, ocorre a producdo de compostos
com implicagBes nutricionais, como hidroperdxidos e aldeidos, que também provoca
degeneracdo hepatica e renal, alteracfes nos sistemas enzimaticos do metabolismo de
xenobioticos e distarbios nos niveis séricos de diversas enzimas (FERRARI, 1998).
Houve enfoque neste Oleo, devido ao crescente aumento de conhecimento dos

beneficios a saude, gerando maior demanda de mercado do dleo.

A avaliacdo da estabilidade oxidativa de 6leos € realizada por testes de oxidagéo
acelerada, indice de perdxido e determinacdo de dienos conjugados. No entanto, todos
esses métodos necessitam de altas temperaturas apresentando valores questionaveis,
pois 0s peroxidos se decompdem rapidamente, além de ndo refletirem a estabilidade ou
qualidade do 6leo em condigdes normais de estocagem. Outro método utilizado ¢é a
analise sensorial sendo um método mais util e sensivel, porém requer treinamento da

equipe e os resultados variam muito de uma equipe para outra (FRANKEL, 1993).

Neste contexto, a aplicacdo de biossensor se torna promissora. Trata-se de uma
classe de instrumentos que apresenta como vantagens: poder ser automatizado e
colocado in line, assim como, apresentar elevada especificidade, uma vez que tem a
capacidade de combinar a seletividade de um componente bioativo com o analito de
interesse, com a sensibilidade de um transdutor capaz de converter o sinal biol6gico em
um sinal elétrico proporcional a concentracdo do analito analisado. Ademais, estes
instrumentos sdo capazes de fornecer resultados rapidos, facilidade no processamento

de dados, baixo custo e, muitas vezes, serem portateis.

Além disso, a lipase, sendo utilizada como o componente bioativo, trds como
caracteristica ao biossensor a especificidade que é um fator de maxima importancia.
Ainda, a lipase ao reagir gera produtos similares aqueles produzidos por catalise

quimica, porém com menor grau de termo degradacdo, devido a temperatura na



biocatalise ser bem inferior. (CASTRO, H. F. de; MENDES, A. A.; SANTOS, J. C. dos,
2004).

Portanto, o desenvolvimento de biossensores enzimaticos utilizando a lipase
para detectar a qualidade de Oleos, objetivo geral deste trabalho, pode ser uma
alternativa para minimizar tais problemas relacionados as dificuldades em realizar os
testes necessarios para o controle da qualidade do Oleo, além de ser um método

inovador para a industria de alimentos.

Este trabalho encontra-se estruturado em sete capitulos da seguinte forma:

e Capitulo | — trata da introducdo do trabalho onde é apresentado um panorama
geral do assunto.

e Capitulo Il — mostra o objetivo geral do trabalho e os objetivos especificos para
poder alcanga-lo.

e Capitulo Ill — traz os embasamentos tedricos pertinentes a analise dos resultados,
através de uma revisdo bibliografia referentes ao tema deste projeto final.

e Capitulo IV — descreve as metodologias e materiais utilizados no desenvolvimento
do presente trabalho.

e Capitulos V — apresenta o0s resultados obtidos bem como as discussdes
comparando com os resultados encontrados na literatura.

e Capitulo VI — relata as conclusdes obtidas ao longo do estudo, as consideracGes
finais sobre o tema deste projeto final e apresenta as sugestdes para continuidades

da linha de pesquisa.



Capitulo Il — Objetivos

11.1 — Objetivo Geral

Desenvolver um biossensor utilizando a lipase comercial de Candida rugosa
tipo VII para detectar a degradacdo de Oleo comestivel de gergelim utilizado na

indUstria alimenticia.

11.2 — Obijetivos Especificos

v Avaliacdo da atividade hidrolitica do componente biolégico (lipase comercial de
Candida rugosa tipo VII) nas formas livre e imobilizada, em diferentes
concentragdes de 0leo de gergelim;

v Avaliacdo do comportamento do sistema proposto: componente biolégico, nas
formas livre e imobilizada, acoplado ao transdutor selecionado (eletrodo ion-
seletivo de hidrogénio);

v Aplicacdo do biossensor desenvolvido em 6leo de gergelim recém-extraido;

v' Aplicacdo do biossensor desenvolvido em amostras degradadas, de 6leo
comestivel de gergelim, por diferentes métodos (luz ultravioleta, tratamento
térmico, Rancimat);

v" Aplicacdo do biossensor desenvolvido em amostra real (6leo comestivel de
gergelim utilizado em fritura de batata);

v' Comparacdo entre os resultados encontrados com biossensor enzimatico e o

método tradicional (indice de acidez).



Capitulo 111 — Revisao bibliografica

II1.1 — Biossensores

Os dispositivos criados a partir da juncdo de uma enzima com um eletrodo
receberam o nome de “Eletrodos Enzimaticos”. Contudo, com o desenvolvimento
intensivo na busca de novos sensores fisico-quimicos, em especial, utilizando-se
reacOes enzimaticas variadas, foi introduzido um termo mais genérico e abrangente, o
de “Biossensor” (ALFAYA, KUBOTA, 2002; ROSATTO, 2000).

A seletividade é um dos maiores problemas na quimica analitica, e geralmente, é
obtida apenas através de um intenso controle das condicdes experimentais. No entanto,
na natureza, encontram-se estruturas altamente seletivas na forma de enzimas,
anticorpos, dentre outros. As enzimas, particularmente, apresentam varias vantagens,
em especial a combinacdo de seletividade com sensibilidade, além de permitirem a

utilizagdo de varias tecnologias de transdugéo (SILVA, 2011).

Assim, um biossensor combina a especificidade de um componente biologico
ativo para o analito de interesse com a sensibilidade de um transdutor para converter o
sinal biolégico em um sinal elétrico proporcional a concentracdo do analito
(SALGADO, 2001), como visto na Figura I11.1.1. Um biossensor deve ser claramente
diferenciado de um sistema bioanalitico que requer etapas adicionais de processamento,
tais como, adicdo de reagentes. Além disso, nestes sistemas 0 componente bioldgico ndo
estd necessariamente ligado diretamente ao detector, 0 que muitas vezes ocorre nos

biossensores.

—
-
<
L

<

pe—

Amostra E'E)Z,I\lrgas’ Eletroquimico,
de analito anticorpos, optico ou

celulas piezoelétrico

inteiras etc

Figura 111.1. 1 - Esquema de um biossensor.
Fonte: arte grafica de MELO, 2012.



Os biossensores fornecem informagdes analiticas quantitativas ou semi-
quantitativas usando um elemento biolégico reconhecedor incorporado a um transdutor
que deve ser capaz de converter a resposta quimica em um sinal apropriado. O elemento
chave do biossensor é a camada sensora, constituida por biomoléculas, que permite
avaliar a concentracdo de componente desejado contido na amostra. A escolha do
material bioldgico e do transdutor adequado depende de cada amostra e do tipo de
medida em que se tem interesse. O biocomponente determina o grau de seletividade ou
especificidade do biossensor. O reconhecimento seletivo é a principal caracteristica da
tecnologia dos biossensores. Diferentes materiais e transdutores tém sido empregados
na construcdo dos biossensores sendo os eletroquimicos os mais populares, pois
apresentam resposta rapida, possuem a vantagem de serem econdmicos e a possibilidade
de automacdo, permitindo sua aplicacdo em um grande niumero de amostras (MELLO,
KUBOTA, 2007).

Os biossensores séo classificados em funcdo: do tipo de interacdo (entre o
elemento de reconhecimento e o analito); do método utilizado para detectar esta
interacdo; da natureza dos elementos de reconhecimento; e o tipo de sistema de
transducdo (RUMAYOR et al., 2005).

Atualmente, os biossensores estdo cada vez mais sendo introduzidos a diversas
areas como: saude, ambiental, pecuéaria, agrondmica, alimenticia e até na prevencéo de
bioterrorismo (EMBRAPA, 2008). E ainda é possivel destacar a ocupacdo dos
biossensores potenciométricos no mercado de acordo com as suas areas, COmo

observado na Figura 111.1.2.
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Figura 111.1.2 - Diversas areas de aplicacdo da analise potenciométrica.
Fonte: KUTSCHENKO et al., 2005 modificado por SILVA, 2011.

Os biossensores para serem aplicados na industria de alimentos devem possuir,
se ndo todas, algumas das seguintes caracteristicas: alta sensibilidade, alta seletividade,
confiabilidade, durabilidade, rapidez na emissdo dos resultados, simplicidade de
operacgdo, poucas exigéncias de condicOes de preparacdo das amostras,possibilidade de
automacdo, facilidade de transporte, miniaturizacdo,capacidade de realizar multiplas
analises e baixo custo (RUMAYOR et al.,2005). Sendo considerado também que as
vantagens dos biossensores em relacdo as técnicas convencionais ndo se limitam a
sensibilidade e seletividade, mas ao fato de que, geralmente, dispensarem um elaborado
pré-tratamento da amostra (praticidade), rapidez nas analises e gastos minimos de
reagentes, proporcionando assim, agilidade na obtencdo dos resultados, e reducdo no
custo financeiro (EMBRAPA, 2008).

Por isso, considerando a preocupac¢do mundial com a qualidade dos alimentos, o
desenvolvimento de biossensores ocupa ainda mais espaco no mercado, devido ao
interesse crescente de empresas no financiamento desse tipo de tecnologia para
disponibiliza-la ao mercado (EMBRAPA, 2008).



A qualidade dos alimentos pode ser entendida como o fator que diferencia os
produtos de acordo com as suas caracteristicas sensoriais, composicao e propriedades
funcionais. Em anélises de qualidade de alimentos, os biossensores sdo aplicados,
sobretudo, na deteccdo de contaminantes quimicos e biolégicos. Portanto, a analise da
composicdo dos alimentos empregando biossensores permite quantificar 0s
componentes encontrados naturalmente nos alimentos e verificar outros compostos que
sdo adicionados para o enriquecimento, como é o caso de algumas vitaminas e minerais
(EMBRAPA, 2008).

No Quadro I111.1.1, pode-se observar os diferentes tipos de biossensores
desenvolvidos para avaliar a composicéo de alimentos, incluindo aqueles utilizados para
avaliar seus componentes naturais (teor de etanol, glicose, amido, entre outros) e

também aditivos como vitaminas, aminoacidos e minerais (RUMAYOR et al., 2005).



Quadro I11.1. 1 — Exemplos de biossensores usados na industria de alimentos para avaliacdo de
qualidade.

Elemento de Reconhecimento Analito Alimentos

Sistema de Transdugao

Vinho, leite, iogurte,

Amperométrico Glicose Oxidase Glicose .
refrigerante, suco e mel

Y . Mel, leite, suco, gelatinae

Amperométrico Frutose deshidrogenase Frutose e
corante artificial

Amperométrico B-galactosidase Lactose Leite

L. Transaminase, Lactato . .
Amperométrico . Lactato Vinho e sidra

deshidrogenase

_ Fructosa deshidrogenase, B- .

Amperomeétrico . : B Lactulose Leite
galactosidase

. a-amilase, amiloglucosidase, . . .

Amperométrico Amido Farinha de trigo

glicose oxidase

Amperométrico

Aminodcido oxidase

L-aminoacidos

Leite e suco de frutas

Amperométrico Glutamato oxidase L-glucamato Condimentos e soja
Amperométrico Lisina oxidase L-lisina Leite e massas
Amperométrico Malato deshidrogenase L-malato Vinho, sidra e suco
Amperométrico Alcool oxidase Etanol Cerve@, S ? ?utras
bebidas alcodlicas
. Glicerolfosfato oxidase, . .
Amperométrico . . Glicerol Vinho
glicerolquinase
Amperométrico Polifenol oxidase Catecol Cerveja
Amperométrico Polifenol Oxidase e peroxidase Colesterol Manteiga e Margarina
Amperométrico Citrato liasa Acido citrico Suco e isotonicos
SPR Anticorpos Acido félico Alimentos fortificados
SPR Anticorpos Biotina e folatos Formulas infantis e leite

Eletroquimico

Fosfolipase D e colina oxidase

Lecitina

Farinha e 6leo de soja

Legenda: SPR: Ressonéncia de Plasmonica de Superficie.
Fonte: adaptado de RUMAYOR et al., 2005; NEVES, 2011.

Além dos exemplos ja citados, também € possivel observar outros tipos de

biossensores na industria de alimentos como os para deteccdo de microrganismos

patogénicos (Quadro 111.1.2), deteccdo de toxinas (Quadro I11.1.3) e deteccdo de

aditivos alimentares (Quadro 111.1.4).




Quadro I11.1. 2 — Biossensores utilizados na industria de alimentos para a deteccdo de microrganismos

patogénicos.

Sistemas de Transdu¢do  Elemento de Reconhecimento Microrganismo
Eletroquimico Anticorpos S.typhimurium, E. coli 0157:H7, Campylobacter, S. aureus
L . S.typhimurium, E. coli 0157:H7, B. subtilis, Y. pestis,
Potenciométrico Anticorpos . ) . . .
Neisseria meningitidis, Brucella melitensis
Anticorpos, receptores de
Impedimétrico P . P Salmonella, Proteus vulgaris
proteina A
Vibrio cholerae, S. enteriditis, S. typhimurium, Listeria
. Lo Anticorpos, receptores de monocytogenes, Candida albicans, Campylobacter, E.
Piezoelétrico tipo QCM , sy . . .
proteina A coli, Shingella dysenteriae, Yersina pestis, Proteus,
Serratia, Klebsiella
Piezoelétrico tipo SAW Anticorpos E. coli, Legionella, Salmonella
Nanoeletromecanico Anticorpos E. coli0157:H7
. E. coli 0157:H7, Salmonella enteriditis, Listeria
SPR Anticorpos .
monocytogene, B. subtilis
. . . . S. aureus, Mycombacterium avium, M.paratuberculosis,
Bioluminescéncia Anticorpos L
Salmonella, Listeria
Imunofluorescéncia Anticorpos S. typhimurium, Yersinia, V. Cholerae, E. coli
Opitico Anticorpos Samonella typhimurium
Fibra 6ptica Anticorpos E. coli0157:H7, S. aureus
Fonte: adaptado de VENUGOPAL, 2002; VELASCO-GARCIA & MOTTRAM, 2003;

NEVES, 2011.



Quadro 111.1. 3 — Biossensores utilizados na industria de alimentos para a deteccdo de toxinas.

Sistema de Transdugao Elemento de Reconhecimento Toxina Origem
. Enterotoxina A, .
Onda Anticorpos . Bacteriana
estafilocdcica
SPR, Fibra dptica, . . .
X Lo Anticorpos Enterotoxina B Bacteriana
piezoelétrico
. .. . Toxina A de Clostridium .
Fibra éptica Anticorpos ) Bacteriana
botulinum
Anticorpos, receptores . , . .
QCM, Onda P o P Toxina colérica Bacteriana
(gangliosidios)
. Enterotoxina termolabil de .
QCM Anticorpos . Bacteriana
E. coli
Micotoxina de Fusarium e
SPR Anticorpos Aspergillus (fumisinaBle Fungico
aflatoxina B1)
SPR Anticorpos Fumisina Fungico
Biossensor fluorimétrico de
imunoafinidade, Fibra Anticorpos Aflatoxinas Fungico
Optica
Eletroquimico Canais de Sédio Toxinas paralizantes Marinho
Qcm Anticorpos Acido okadoico Marinho
_ : Acido okadoico, )
Eletroquimico Anticorpos . Marinho
brevetoxina

Legenda: QCM (Micro balanca piezoelétrica de cristal quartzo); SPR (Ressonancia Plasmdnica
de Superficie).
Fonte: adaptado de RUMAYOR et al., 2005; NEVES, 2011.

Quadro IlI.1. 4 — Biossensores utilizados na industria de alimentos para a detec¢do de aditivos

alimentares.

Sistema de Transdugao Elemento de Reconhecimento Tipo de Interagao Analito
Amperométrico carboxil esterase e alcool oxidase Biocatalitico Aspartame
Amperométrico carboxilpeptidase e L-aspartase Biocatalitico Aspartame

L. Peptidase, aspartato, aminotranferase e . o
Amperométrico . Biocatalitico Aspartame
glutamato oxidase
Amperométrico A-quimotripsina, alcool oxidase Biocatalitico Aspartame
Amperométrico Sorbitol deshidrogenase Biocatalitico Sorbitol
Amperométrico Tirosinase Biocatalitico Acido benzéico
Amperométrico Sulfito oxidase Biocatalitico Sulfitos

Fonte: adaptado de RUMAYOR et al., 2005; NEVES, 2011.

Ademais, além dos exemplos de biossensores aplicados as industrias de
alimentos, também podem ser relacionados alguns tipos de biossensores que utilizam
especificamente a lipase (biocomponente do presente trabalho), como observados no
Quadro I11.1.5.
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Quadro I11.1. 5 — Biossensores a base de lipase, como biocomponente (continua).

: Sistema de Substrato Tempode Condigtes .
Enzima Imobilizagdo ~ Linearidade R Referéncia
transducio {analta} resposta  operacio
Reddy el ai,
Silica pomasa Tampdn 21:;1 .
Li galica islaina Potencioméinica Teibotinin 5 a 40 mkd 15mam fiasd
R L:'s 104 o T E:Z'I&:'I-I e B
] 5
- 2003
Tampao
Sibca porosa loesiata de
Lipase de Candida i o . 02 0,027 )
crisiaina (n-  Polenciomeéirica Tribotirina i - sidho Faixa  Selzu afal, 2000
g typa 1000 depH3al
20mM
T
Lipase, Gliceral  Membrana da
o o ) fosfato de
quinase, gliceral 3- dlcoaol Amperormeirico Tirlesna 056a225mW 5 mim ) H70 Pudir ef al, 2010
fosfato oxidase poliviniico 20
0,184 2550
[PWA)
Lipase Sibca porosa Tampao
Femandaz af al,
Pseudomonas cristaina Poienciomsairica Tribotiring 12 10mid 2 mim losfatopH T
capacia (p-type 1000 1mdd
Lipase Shca g=l Potencioméinica Tribotrisa: S5a 15 mM 2D min Baus el al, 2005
fostato pH 7

Fonte: MELO, 2012.
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Quadrolll.1.5- Biossensores a base de lipase, como biocomponente(continuacao).

Enzima imobélizacdo o 5 Limearidade = Releréncia
transducao {anafito) resposlta  operacéo
Lipase pancrealica,
Gliceral quinase
Tampdo
(Cedlulomanas sp). Membrana de ) - - Minakshi e
. AMpEnESnCg Trdea 0.2 a2 3.5 mil 15 min tosfalo pH 6.5
glicerol 3-fosfato Acedato celulose Pundir 2008
. 0, 1k 370
oxidase (Aerococcis
wiridans)
Lipase Candida - o ) Solanki ef al,
nand-estruturado Eletroquimicd Tribesring 50 a 500 mg'd - -
rugosa 200
Gl
Mana-tuoes de o _ Tasipae Dhand et &,
Lipase ) Eletroquimmicg TriboSnma 252 30 mgd 20 s0g. tosfalopH 7 4
pofianiling
50 mM
Mano-particuta de
Lipase, Gliceral = Liao et al,
desid B-NAD Fam Extmaiua ' 05 10m i : 2008
rogenase,
Tamos
Manc-parbculas Wijayatakshmi
Lipase - Potenciomeinca Trnésina 3 a 30 mm 5 mim fosfalo pH 7.0 ey m
magnsica T 2008

Fonte: MELO, 2012.
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Com isso, pode-se observar, no presente levantamento, que 0s biossensores
utilizados na area de alimentos ndo estdo voltados para qualidade de 6leos (somente um
para 6leo de soja como visto no Quadro I11.1.1) e ndo utilizam como biocomponente a
enzima lipase. Assim, o desenvolvimento do biossensor proposto no presente trabalho
se torna inovador, mesmo ainda enfrentando alguns desafios, conforme mostrados na
Figura I11.1.3.

Sensibilidade

Variedade de
amostras

Versatilidade

Desafios

Amostraas

Miniaturizacdo ,
reais

Estabilidade

Figura 111.1. 3 — Esquema dos principais desafios para a comercializa¢do dos biossensores.
Fonte: SCOGNAMIGLIO et al., 2010 modificado por SILVA, 2011.

Tais desafios sdo enfrentados quando se busca a comercializacdo dos
biossensores, fazendo com que os mesmos ndo fiquem restritos a area de pesquisa e
desenvolvimento. Assim, o crescente desenvolvimento de biossensores miniaturizados
vem ampliar e muito o campo de aplicacdo e uso destes instrumentos e, futuramente,
acredita-se que com os “novos elementos” e com o aperfeicoamento dos biossensores
existentes, a falta de credibilidade, que atualmente ainda existe no Brasil, segundo o
Professor Doutor Lauro Kubota (Unicamp apud SILVA, 2011), para o uso destes

instrumentos para aplicagdes industriais, deixe de ser um grande problema.
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111.2 — Lipases

As lipases séo enzimas classificadas como hidrolases (glicerol éster hidrolases,
E.C. 3.1.1.3) e atuam sobre a ligacdo éster de varios compostos, sendo os acilglicerois
seus melhores substratos. Porém, tais componentes sdo capazes de catalisar as reacdes
de hidrolise e as reacGes de sintese (esterificacdo, transesterificagdo e interesterificacdo),
conforme Figura 111.2.1, que séo possiveis de controlar pelo equilibrio da atividade de
agua presente na mistura da reacdo (VILLENEUVE et al., 2000). Sdo comumente
encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e
microbianas. As lipases podem ter massa molecular variando de 20 a 75 kDa, atividade
em pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas variando desde a ambiente até 70°C.
Lipases sdo usualmente estaveis em solucGes aquosas neutras a temperatura ambiente
apresentando, em sua maioria, uma atividade Otima na faixa de temperatura entre 30 e
40°C. Contudo, sua termoestabilidade varia consideravelmente em funcdo da origem,
sendo as lipases microbianas as que possuem maior estabilidade térmica. (CASTRO et
al., 2004).
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Figura 111.2. 1- Reacdes catalisadas pela lipase.
Fonte: CASTRO, 2004.

As lipases catalisam uma série de diferentes reacGes mostradas na Figura I11.2.1,
aléem de quebrar as ligacdes de éster de triacilglicerois com moléculas de agua
(hidrdlise), conforme reacdo mostrada na Figura 111.2.2. Para aplicacdo industrial, a
especificidade da lipase € um fator de maxima importancia. A enzima pode ser
especifica com relacdo a molécula acida ou alcodlica do substrato. As lipases sdo
divididas em 3 grupos baseados em sua especificidade (ndo especificas, 1,3 especificas
e acidos graxos especifica). Lipases ndo especificas (produzidas por Candida rugosa,
Staphylococcus aureus, Chromobacterium viscosum e Pseudomonas sp., dentre outros),
que é a lipase utilizada no estudo, quebram as moléculas de acilglicerol na posicédo
randémica, produzindo acidos graxos livres, glicerol, monoacilglicerdis e diacilglicerdis
como intermediarios. Neste caso, 0s produtos sdo similares aqueles produzidos por
catalise quimica, porém com menor grau de termodegradacdo, devido a temperatura na
biocatalise ser bem inferior. (CASTRO; MENDES; SANTQOS, 2004).
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Existe uma vasta aplicabilidade das lipases em diversos processos podendo ser
usadas na composicdo de detergentes, indUstria alimenticia e téxtil, producéo de papel,
tratamento de efluentes entre outras aplicagdes como pode ser observado no Quadro
111.2.1 JAEGER & REETZ, 1998).

Quadro I11.2. 1 - Aplicacgdes de lipases conforme o tipo de reacdo catalisada e as areas de

aplicagdo.
Tipos de Reagbes Areas de Aplicagdo AplicagGes Produtos
. . L Hidrélise de gorduras do . y .
Hidrdlise Alimentos (laticinios) leit Agentes flavorizantes para queijos e derivados
eite
Hidrélise Quimica (processamento de Hidrdlise de 6leos e Acidos graxos, diglicerideos, monoglicerideos
6leo) gorduras (emulsificantes, reagentes para analise de lipidios)
- _ Remocgdo de manchas de . s
Hidrdlise Quimica (detergentes) ¢ Sleos Detergentes de uso em lavanderias e domésticos
Dosagem de triglicerideos
Hidrdlise Medicina & & Kits para diagndsticos
no sangue

Esterificagdo Industria fina geral

Sintese de ésteres

Intermedidrios quirais ésteres, emulsificantes

Esterificacdo Industria alimenticia

Esterificacdo ou
transesterificagdo

Oleos ou gorduras, flavorizantes e na producdo de
aromatizantes

Esterificacdo Industria farmacéutica

Sintese de intermediarios
em medicamentos

Antiinflamatdrios (naproxeno, ibuprofeno,
cetoprofen, suprofen)

Transesterificagdo Industria fina

Transesterificagdo em
Oleos vegetais

Produgdo de Biodiesel

Fonte: adaptado de DURLI, 2007.

111.3 — Gergelim

O gergelim (Sesamum indicum L.), da familia Pedaliaceae (Figura 111.3.1), é a

mais antiga oleaginosa conhecida. Essa espécie, de distribuicao tropical e subtropical, é
tolerante a seca, e sua producdo é proveniente de pequenos e medios agricultores,

exercendo, portanto, uma apreciavel funcdo social (LAGO; CAMARGO; SAVY
FILHO, 2001).

Figura 111.3. 1 — Gergelim (Sesamum indicum L.).
Fonte: site AGEITEC.
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O gergelim tem despertado o interesse de novos produtores e empresarios
brasileiros que buscam uma cultura alternativa para alimentacéo e exploracéo agricola
viavel. E um alimento de alto valor nutricional, rico em 6leo e proteinas. A torta obtida
da prensagem dos gréos se constitui em excelente concentrado para alimentacdo animal.
A casca é usada para adubacdo do solo. Devido a sua tolerancia a seca e facilidade de
cultivo, apresenta alto potencial agronémico podendo ser usado em rotacdo e sucessao
de culturas, consorciado com algoddo, funciona como cultura armadilha para mosca
branca e para controle de formigas cortadeiras. E uma cultura que se insere tanto nos
tradicionais sistemas de cultivo como na agricultura sustentdvel e orgéanica
(EMBRAPA, 2006).

O grdo é usado principalmente na industria de panificacdo, de biscoitos e
confeitos e de cereais matinais. Alem de fins alimentares, seus gréaos encontram diversas
aplicagdes na industria farmacéutica, cosmética e Oleo-quimica. O Oleo também é
aproveitado para cosméticos, massoterapia, em laboratorios e em farméacias de
manipulacdo. O teor de dleo encontrado no gergelim e em outras oleaginosas pode ser

observado na Tabela 111.3.1.

Tabela I11.3. 1—- Contetdo de dleos em material oleaginoso.

Material oleaginoso Conteudo de 6leo (%)
Gergelim 50-55
Polpa de palma 45-50
Carocgo de palma 45-50
Amendoim 45-50
Colza 40-45
Girassol 35-45
QOliva 25-30
Farelo de arroz 20-30
Soja 18-20

Fonte: CERT, MOREDA & PEREZ-CAMINO, 2000.
Segundo EMBRAPA (2012), o gergelim é rico em sais minerais, como célcio,
ferro, fosforo, potassio, zinco e selénio. Também séo encontradas vitaminas A, C e do

complexo B e niacina. E fonte de proteinas, fibras e lipidios, além de ter 6mega 3, 6 e 9.

O Brasil é considerado um pais importador de gergelim. Os principais

produtores sdo india, Africa do Sul, China, Paraguai, Bolivia, Venezuela, México e
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Guatemala. No Brasil, o gergelim é cultivado principalmente no Nordeste do pais —
Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba e Bahia — e no Centro-Sul; no Estado de Séo
Paulo, o gergelim é plantado a mais de 40 anos para a producdo de 0leo e uso em
industrias, em restaurantes e em casas de comida natural. O consumo interno médio é de
10.000 toneladas por ano, sendo que o pais importa em torno de 50% desse total
(CARVALHO et al., 2001).

111.4 — Oleos

Os 6leos vegetais podem ser classificados de varias maneiras, sendo uma delas a
classificacdo por composicdo de acidos graxos. A lista dos acidos graxos naturais é
superior a 1000, mas os de interesse comercial estdo limitados a um menor ndmero,
talvez cerca de 20. Nos Gleos vegetais trés acidos graxos sdo dominantes: palmitico,
oléico, linoléico e por vezes acompanhado de &cido estearico e pelo &cido linolénico. Os
outros, que ocorrem em Oleos especiais, incluem o miristico, laurico, erucico,
hexadecendico, acido r-linolénico, eleostearico e isdmeros, ricinoléico e verndlico,

como observado no Quadro 111.4.1.

Quadro I11.4. 1 — Grupos de 6leos vegetais por tipo de acido graxo predominante.

Acido Graxo Oleo Vegetal

Laurico Azeite de dendé e coco
Palmitico Oleo de Palma e algod3o
Oléico / Linoléico Oleo de amendoim, cartamo, gergelim, girasol, algod3o, canola, soja
Alto Oléico Azeite de oliva, 6leo de cartamo, girassol, canola, amendoim, soja
Linolénico Oleo de linhaga, canola e soja
Gordura vegetal Coco
Acido Conjugado Oleo de caléndula

Fonte: adaptado de FUENTES, 2011

Os 06leos vegetais sdo constituidos principalmente de triglicerideos (95-98%) e
uma mistura de componentes menores (2-5%) de uma vasta série de compostos
quimicos. Os componentes menores apresentam uma ampla composicdo qualitativa e
quantitativa, dependendo da espécie vegetal de que foram obtidos. Entretanto, em uma
mesma espécie o conteldo e a composi¢cdo destes componentes podem variar devido as

condicdes climéticas e agrondmicas, qualidade da matéria-prima, método de extracdo e
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procedimentos de refino. Finalmente, durante a estocagem do OGleo, a hidrolise,
esterificacdo e oxidacdo também originam variacfes nos mesmos. Os principais grupos
dos componentes menores presentes nos 6leos vegetais sdo: hidrocarbonetos, ceras,
alcoois, componentes fendlicos volateis, fosfolipidios, pigmentos, tocoferdis,
tocotriendis e &cidos triterpénicos (CERT, MOREDA & PEREZ-CAMINO, 2000).

Segundo Sarmento (2002), os 6leos vegetais sdo obtidos principalmente de
sementes oleaginosas, da polpa de alguns frutos e germe de cereais.

“Os componentes mais expressivos dos oleos e gorduras sdo os triglicerideos e
suas propriedades fisicas dependem da estrutura e distribuicdo dos acidos graxos
presentes” (CASTRO; MENDES; SANTOS, 2004). A estrutura basica dos 0leos e
gorduras pode ser redesenhada, por meio da modificacdo quimica dos acidos graxos
(hidrogenacdo), pela reversdo da ligacdo éster (hidrolise) e reorganizacdo dos acidos
graxos na cadeia principal do triglicerideo (interesterificacdo) (CASTRO; MENDES;
SANTOS, 2004).

O Instituto Adolfo Lutz (1985) preconiza que a determinacdo de acidez pode
fornecer um dado valioso na apreciacdo do estado de conservacdo de um produto
alimenticio. A decomposicao dos glicerideos € acelerada por aquecimento e pela luz,
sendo a rancidez quase sempre acompanhada pela formacéo de acidos graxos livres. Os
métodos de determinacdo da acidez podem avaliar a acidez titulavel ou fornecer a
concentracdo de ions de hidrogénio livres, por meio do pH. Os métodos que avaliam a
acidez titulavel resumem-se em titular com solucdes de alcali padrdo a acidez do
produto ou de solugdes aquosas ou alcoodlicas do produto e, em certos casos, 0s acidos
graxos obtidos dos lipidios. Pode ser expressa em mL de solu¢cdo molar por cento ou em

gramas do componente acido principal.

As sementes de gergelim apresentam alto teor de 6leo, conforme visualizado na
Tabela 111.3.1. Este 6leo possui grande resisténcia a rancificacdo devido a presenca de
compostos fendlicos como o sesamol e tocoferdis. Apds a extracdo do éleo, obtém-se o
farelo desengordurado, o qual apresenta alto teor protéico e de fibras, podendo ser
utilizado como fonte alternativa de proteinas e energia para grupos humanos (CORSO,
2008).
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111.5 — Oleo de Gergelim

O 6leo de gergelim é pouco alteravel pelo ar, fluido, aromatico e agradavel. E
apreciado para diversas finalidades na culinaria e até preferido ao dleo de oliva por
muito consumidores nas saladas e maioneses (MORETTO & FETT, 1998).

Segundo EMBRAPA (2006), o dleo de gergelim apresenta flavour caracteristico
e agradavel e maior estabilidade oxidativa, quando comparado com a maioria dos 6leos
vegetais, por causa de sua composicdo em acidos graxos e pela presenca de
antioxidantes naturais. Estudos recentes mostraram que o 6leo de gergelim pode baixar
os niveis de colesterol e hipertensdo em humanos (SANKAR et al., 2004) e reduz a
incidéncia de certos canceres (MIYAHARA et al., 2001). Ainda segundo WERE et al.
(2006), os efeitos observados na saude tém sido atribuidos a composi¢do quimica do
Oleo caracterizado por nivel baixo de acidos graxos saturados e a presenca de
antioxidantes. E com o conhecimento crescente dos beneficios a saude, a demanda de

mercado do gergelim e do 6leo provavelmente ira aumentar.

A rancificacdo oxidativa ocorre em lipidios que contém &cidos graxos
insaturados e que podem sofrer oxidacdo, degradacdo e polimerizacdo por mecanismos
de radicais livres. A fim de impedir ou retardar a deterioracdo oxidativa, 0S
antioxidantes foram extensamente utilizados. Podem agir como sequestradores de
radicais livres, redutores de oxigénio e como quelantes de metais pro-oxidantes, sendo
0s mais utilizados, o hidroxi-butil-tolueno (BHT), o butil-hidroxi-anisol (BHA) e o
tércio-butilhidroxiquinona (TBHQ). Porém, estes quelantes sintéticos podem ocasionar
danos a saude, portanto uma atencao especial esta sendo dada para os antioxidantes

naturais.

O sesamol (3,4-metilenodioxifenol) € um composto organico natural presente no
6leo de gergelim. Caracteriza-se como um sélido cristalino branco derivado do fenol. E
solivel em &gua, mas miscivel na maioria dos Oleos, e além das propriedades
antioxidantes, apresenta-se também como antifungico (CORSO, 2008). Sua estrutura

pode ser observada na Figura I11.5.1.
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Figura I11.5. 1- Estrutura molecular do sesamol.
Fonte: CORSO, 2008.

Além do sesamol, encontra-se presente no 6leo de gergelim também o tocoferol,
que segundo Ramalho & Jorge (2006), por ser um dos melhores antioxidantes naturais,
¢ amplamente aplicado como meio para inibir a oxidacdo dos Oleos e gorduras
comestiveis, prevenindo a oxidacdo dos acidos graxos insaturados. A atividade
antioxidante dos tocoferois é principalmente devida a capacidade de doar seus
hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos interrompendo a propagacdo em
cadeia. Sua estrutura pode ser visualizada na Figura I11.5.2.

Rl
HO
3
H
R 0
CH, -
CH, CHy ‘3
R K
1 H H  8-tocopherol
2 H CH; p-tocopherol
3 CH; H  y-wcopherol
4 CH; CH; «-tocopherol

Figura 111.5. 2 — Estrutura molecular do tocoferol.
Fonte: CORSO, 2008.

111.6 — Estabilidade Oxidativa de Oleos

Segundo Frank, Geil & Freaso (1982), as alteracdes nos 6leos e gorduras e dos
produtos que os contém devem-se, principalmente, a processos quimicos e/ou

enzimaticos, podendo ser detectadas ou percebidas sensorialmente, ainda em estagios
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iniciais. Os processos bioquimicos dependem da umidade, da atividade enzimatica e da
presenca de microorganismos, enquanto que 0S processos quimicos, chamados de
autoxidacdo e de fotoxidagdo, ocorrem com intervencdo de oxigénio, dependendo,
segundo Nawar (1985), da presenca de insaturacdao nos &cidos graxos, luz, temperatura,
presenca de antioxidantes e de pré-oxidantes, entre outros.

O processo de oxidacdo de lipidios é amplamente estudado, pois conforme St.
Angelo (1996), a deterioracdo oxidativa é responsavel pela formacdo de sabores
estranhos que reduzem a qualidade e a vida de prateleira dos mesmos além de produzir
compostos com implica¢fes nutricionais. Os métodos de determinacgdo da estabilidade
oxidativa surgiram numa tentativa de predizer a vida de prateleira de 6leos e gorduras,
pois 0 acompanhamento das alteracdes ocorridas nestes produtos, nas condicdes de
armazenamento, é lento e pode consumir grande quantidade de reagente. Portanto, para
avaliar a estabilidade oxidativa ou a sua suscetibilidade a oxidacdo, o 6leo pode ser
submetido a testes de oxidacao acelerada, sob condi¢Ges padronizadas e um ponto final
é escolhido, no qual se observam sinais de deterioragcdo oxidativa. Para se acelerar a
oxidacdo, o aquecimento tem sido o meio mais utilizado e eficiente (ANTONIASSI,
2001).

De acordo com Frankel (1993) as analises de indice de peroxido, dienos
conjugados e valor de carbonila, utilizadas para acompanhar a evolucao da oxidacao nos
métodos acelerados em alta temperatura, apresentam valor questionavel, pois 0s
perdxidos se decompBem rapidamente em temperatura elevada. A avaliacdo sensorial é
a mais Util e sensivel para se monitorar a oxidacdo, mas é também altamente dependente
do treinamento da equipe sensorial e os resultados variam muito de uma equipe para

outra.

O uso de métodos acelerados pode ser criticado, porque o0 mecanismo de
oxidacdo € diferente em altas temperaturas e 0s resultados ndo refletirdo
necessariamente a estabilidade ou qualidade dos 6leos em condicdes normais de
estocagem. No entanto, a avaliacdo de estabilidade oxidativa em temperatura mais baixa
implica em monitoramento constante por longo periodo, demandando trabalho e grande

consumo de reagentes. O beneficio obtido também é discutivel, pois foram observados
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resultados conflitantes, dependendo da analise ou das condic¢Bes de estocagem utilizadas
(ANTONIASSI, 2001).

Portanto, o desenvolvimento de um biossensor para deteccdo da qualidade de

6leos teria como vantagens uma analise mais precisa, rapida, barata e que poderia ser

realizada de forma simples com um minimo treinamento.
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Capitulo IV — Materiais e Métodos

Tem como intuito descrever as metodologias e materiais utilizados para o

desenvolvimento do presente trabalho.

IV.1 — Oleo de Gergelim Comercial

O 06leo de gergelim possui na sua formula sesamol, propriedade antioxidante que
dé ao 6leo uma elevada estabilidade e age contra radicais livres no organismo humano.
Pode-se também observar a partir do rétulo do produto (Figura 1V.1.1) as informacdes

nutricionais deste 6leo comercial.

Oleo de Gergelim
Bruto

Informacdo Nutricional
porcdo de 13 ml (1 colher de sopa)

Quantidade por porgao YaVD(*)
Valor Calérico 120 kcal/ 503 kJ 6 %
Carboidratos Og 0%
Proteinas 0g 0%
Gorduras Totais 14 g 25 %
Gorduras Saturadas 199 9 %
Linoléico (Omega 6) 6g **VD
Oléico (Omega 9) 5g **VD
Gorduras Trans Og **VD
Fibra Alimentar Og **VD
Sédio 0 mg 0%

*Valores Diarios de Referéncia com base em uma
dieta de 2.000 kcal ou 8.400 k). Seus valores didrios
podem ser maiores ou menores dependendo de
suas necessidades energéticas.

**Valores Didrios nao estabelecidos

Figura IV.1. 1 - Informagdes nutricionais contidas no rétulo do 6leo de gergelim comercial da

marca Pazze
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IV.2 — Preparacao da Emulsdo

Para o desenvolvimento do biossensor, inicialmente, foi necessaria a preparacéo
de emulsbes utilizando solu¢do tampédo fosfato de sédio (100 mM, pH 8,75), o reagente
Tween 80% (v/v) e o 6leo de gergelim. A mistura foi homogeneizada com um mixer
(marca Kika® Werke eurostar Power control-visc) por 5 minutos a 1500 rpm. A
concentracdo do 6leo na emulsdo variou de 10 a 50% (v/v). Para as analises realizadas

foram utilizadas 9,0 mL desta emulsao.

IV.3 — Biocomponente (Lipase Comercial)

Para os testes, utilizou-se a lipase comercial de Candida rugosa tipo VII (marca
Sigma-Aldrich). Utilizou-se 1mL de extrato enzimatico na concentracdo de 0,1g/mL
(0,1g da enzima comercial para 1mL de tampé&o fosfato de potassio 50mM pH 7,0), para
0s ensaios com a enzima livre, e, para os ensaios utilizando a enzima imobilizada, foi

utilizado 1g da enzima imobilizada.

IV.3.1 — Processo de imobilizacdo da lipase

A imobilizacdo utilizada neste trabalho consistiu na ligacdo covalente entre a
lipase e o suporte vitreo (pérolas de vidro aminopropil com tamanho de poro de 700 A°/
80-120um) (marca Sigma-Aldrich) mostrado na Figura 1VV.2.1.1. O suporte selecionado
sofreu o processo de silanizacdo com 3-amino-propiltrietoxissilano (APTS) e a ativacédo

com glutaraldeido.
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Figura IV.2.1. 1 — Suporte vitreo utilizado.
Fonte: MELO, 2008.

Inicialmente, o suporte foi protonado utilizando solucdo de acido nitrico 10%
(v/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente (24+1°C) na propor¢do de 30mL de
solucéo por grama de suporte. Posteriormente, o suporte foi lavado com agua ultra pura
e em sequéncia com solucdes aquosas de acetona a 25%, 50%, 75% e 100% (Vv/v)
sequencialmente, na proporcdo de 10mL por grama de suporte. Finalmente, o suporte
foi colocado na estufa, a 40°C, por 1 hora. A silanizacao foi realizada com solugéo de 3-
amino-propiltrietoxissilano (APTS) na concentracdo de 0,5% (v/v) a 75°C por 3 horas,
na proporcao de 12 mL de solucdo por grama de suporte. Apds este tempo, o suporte foi
lavado e secado novamente, como descrito anteriormente, e submetido ao processo de
ativacdo com solucdo de glutaraldeido a 2,5% (v/v) em solucdo tampao fosfato de sodio
(200mM, pH 7,0) por 60 minutos a 23°C, na propor¢do de 12,5mL de solucdo por
grama de suporte. Com o suporte pré-ativado, foi adicionada a solucdo de lipase,
utilizando lipase comercial (1g) em 100 mL de solucdo tampédo fosfato de potassio
(50mM, pH 7,0), e incubados a 20°C por 24 horas. As reaces que ocorrem durante o

processo podem ser observadas na Figura 1V.2.1.2.
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Figura IV.2.1. 2 — Descrigdo quimica da reacdo no processo de imobilizacdo
Fonte: MELO, 2008.

Ao longo do processo, foi determinada a atividade enzimética do sobrenadante

utilizando o método titulométrico (Item 1V.3). Ao final da imobilizacao, a atividade da

enzima imobilizada foi medida pelo mesmo método.

IV.4— Determinacdo da Atividade Lipasica

Para as analises de atividade enzimatica, foi utilizado o método de titulacéo,
segundo o procedimento descrito por Soares et al. (1999), utilizando 9mL de emulsédo
(6leo de gergelim + Tween + solucdo tampdo fosfato de potassio 100mM, pH 8,75) e
ImL ou 1g de enzima. O ensaio € realizando utilizando agitacdo magnética, a 37°C
durante 15 minutos. Apoés este tempo, a reacdo foi paralisada pela adicdo de 10mL de
uma mistura de agua, acetona e etanol (1:1:1, v/v/v), conforme esquema mostrado na
Figura 1V.3.1.
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Figura IV.3. 1 — Esquema da medida da atividade enzimatica.

Este método consiste no principio de que os acidos graxos formados pela hidrolise
dos triacilglicerdis presentes na emulsdo serdo quantificados por meio da titulacéo
utilizando hidréxido de sédio na concentracdo de 0,05M e fenolftaleina como indicador.
No branco, a mistura de parar a reacdo foi adicionada antes dos outros componentes

utilizados no método.

A atividade enzimatica varia de acordo com as concentracdes das amostras, sendo
representada em unidade de atividade enzimatica (U). Definiu-se que 1U corresponde a
quantidade de enzima que produz 1pmol de acido graxo por minuto nas condi¢des da

analise.

IV.5 — Extracdo do Oleo de Gergelim

O 6leo de gergelim foi extraido utilizando os graos de gergelim (marca ArmaZen)
adquiridos em mercado local e submetidos a prensagem, utilizando uma prensa continua
do tipo rosca sem fim (expeller) (marca IBG Monforts, modelo CA 590), a temperatura
aproximada de 23°C. Este procedimento foi realizado no Laboratério de Processamento

de Matérias-Primas Vegetais / Escola de Quimica / EQ da Prof.2 Suely Pereira Freitas.
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IV.6 — Métodos de Degradacio do Oleo de Gergelim

Com o 0Oleo de gergelim recém-extraido, foi testado o ensaio de estabilidade
oxidativa utilizando o equipamento Rancimat modelo 743 (marca Mettler), em modo
automatico (atividade realizada em colaboracdo com o Laboratério de Andlises de
Biocombustiveis e Derivados de Petréleo - LABIPETRO - Instituto de Quimica/UFRJ).
Com uso do equipamento, foi possivel expor as amostras a condi¢des oxidantes como
presenca de oxigénio. Para a execucdo dos ensaios, foram realizadas analises em
triplicatas, com as seguintes condi¢des de andlise: tipo de atmosfera — ar; vazdo de

borbulhamento do ar: 10L/h; temperatura — 110°C; massa de amostra — 3 + 0,013g.

Com o oleo de gergelim comercial, primeiramente, foi feita a degradacdo em
camara escura UV (marca Biotec®) utilizando os comprimentos de onda 254 e 365nm
durante uma hora. Em seguida, houve exposicdo do oOleo utilizando somente o
comprimento de 365nm por 180 horas. Em seguida, testou-se a degradacdo através da
combinagdo da camara a 365nm durante 6 horas com tratamento térmico em banho-
maria (marca Solab SL 150/10), a 50°C por mais 6 horas, com as 12 horas seguintes em

temperatura ambiente e sem a presenca de luz, ficando assim por 45 dias.

Outra tentativa de ensaio de degradacdo do 6leo comercial foi a utilizacdo do
tratamento térmico utilizando uma placa de aquecimento (marca Marconi MAOQ85),
primeiramente a 160°C, colocando 6 horas em aquecimento e 18 horas em temperatura
ambiente (24 £1°C) até apresentar mudanca visivel na coloracdo do 6leo (caracteristico
da sua degradacédo, totalizando ao final 40 horas de aguecimento). Posteriormente, a
175°C, colocando o 6leo em aquecimento por 1 hora, deixando 23 horas em temperatura
ambiente e sendo retirada uma amostra e analisando o grau de degradacdo do dleo,

obtendo-se desta forma 7 horas de degradacéo.

IV.6.1 — Preparacdo da Amostra Real do Oleo de Gergelim Degradado por

Fritura

Para a amostra real de 6leo de gergelim degradado, foi realizada a fritura da batata

congelada na forma de palitos (marca McCain) adquirida no comércio local. As frituras
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foram feitas da seguinte maneira: primeiramente, deixou-se o 6leo aquecer (o que levou
em média 1 minuto e 30 segundos) e, em seguida, foram retiradas seis batatas palito do
freezer e colocadas diretamente para fritura no 6leo pré-aquecido. O processo de fritura
(Figura 1V.5.1.1) ocorreu até as batatas ficarem aptas para 0 consumo durou em média 6
minutos em chama média do fogdo (temperatura média de 191°C). Esta operacdo foi

repetida cinco vezes.

As cinco amostras reais (1 por cada fritura realizada) foram analisadas com o

biossensor enzimatico desenvolvido e determinado o indice de acidez.

Figura IV.5.1. 1 — Procedimento de fritura das batatas com 6leo de gergelim comercial.

IV.7 — indice de Acidez

O indice de acidez é definido como o nimero de miligramas de hidréxido de
potassio necessario para neutralizar um grama de amostra (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ,1985). O método avalia a acidez titulavel, visando titular, com solucéo de alcali-
padrdo, a acidez do produto ou solucdo aquosa/alcodlicas do produto, assim como 0sS
acidos graxos obtidos. Para a realizacdo do método, as amostras devem estar bem

homogéneas e completamente liquidas.
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Inicialmente, foi pesado 2,00 gramas da amostra de 6leo em balanca analitica
(marca Shimadzu - modelo AUY220) em frasco erlenmeyer de 125mL. Em seguida,
foram adicionados 25mL de solucdo de éter e alcool (2:1 v/v) neutra e adicionadas duas
gotas do indicador fenolftaleina. Para a titulagdo, foi utilizado hidroxido de sodio
(0,01M) até o aparecimento da coloracdo rosa, a qual devera persistir por 30 segundos.

Para o calculo do indice de acidez, foi utilizada a Equacéao 1V.6.1.

VX f x561

B Equacéo IV. 6.1

Indice de acidez =

Onde:
V = volume, em mL, de solugdo de hidroxido gasto na titulacéo;
f = fator de correcéo da solucdo de hidréxido de sédio;

P = quantidade, em gramas, da amostra.

I\VV.8 —Desenvolvimento do Biossensor: Analise Potenciométrica

O desenvolvimento de um biossensor esta baseado na acdo de um componente
biologico sobre o analito de interesse. No caso do presente trabalho, relaciona-se a acédo
da enzima lipase sobre o Oleo de gergelim. Assim, utilizou-se a capacidade do
transdutor escolhido (eletrodo ion-seletivo de hidrogénio) de captar a mudanca ocorrida
com a reacdo bioguimica esquematizada na Figura IV.7.1, que descreve a acdo da lipase
na presenca de agua que atua nos triglicerideos gerando como produto final glicerol e

acidos graxos livres.
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Figura IV.7. 1- Esquema da reacdo que ocorre pela acdo da lipase em um éster.
Fonte: MELO, 2008.

Os é&cido graxos liberados apds a reacdo tem a capacidade de mudar o pH da
solucdo. Assim, o transdutor selecionado tem a sensibilidade de detectar as mudancas
que ocorrem e produzem diferenca de potencial (mV). As mudangas de pH devem ser
logariticamente proporcionais a concentracao dos esteres presente na solugdo (MELO,
2012).

Assim, no presente trabalho, as variagdes de potencial (mV) foram realizadas
com auxilio de um pHmetro da marca Metrohm e um eletrodo ion-seletivo de
hidrogénio na construcdo do biossensor enzimatico (Figuras I1V.7.2 e 1V.7.3). As
condicbes de operacdo utilizadas foram estudadas e selecionadas por variar a
concentracdo do substrato de 10 a 50% (v/v), utilizando 6leo de gergelim: 37°C, por 15

minutos com agitacdo controlada.

FLUXO

Figura IV.7. 2 — Esquema da analise potenciométrica
Fonte: adaptado de MELO, 2012.
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Figura IV.7. 3 - Foto da analise potenciométrica

O sistema, Figura 1V.7.2, foi composto de: uma bomba peristaltica (1) como
elemento propulsor para o transporte das solucbes padrdo, amostras e solucdo de
limpeza- solucdo de Tween 0,5% (v/v) através do sistema de analise; uma camara
reacional (2) com capacidade de 10mL, onde a lipase livre e imobilizada foi
acondicionada e diretamente ligada ao eletrodo ion-seletivo de hidrogénio (3), imerso na
camara por um orificio de diametro de 1,7cm; e o sistema de transducdo (4), ligado ao
eletrodo ion seletivo, que apresenta o valor do sinal, em mV, referente as variacdes
detectadas pelo mesmo. O volume total do sistema foi de 15mL e foram usadas
mangueiras de silicone para conexdo com diametro interno de 0,3mm e com 105cm de

comprimento.

O mesmo esquema foi utilizado para testar a deteccdo de concentragcdes
crescentes e decrescentes de substrato. Foram utilizadas as condi¢fes de operagdo:
37°C, por 15 minutos com agitacdo controlada, 1,0g de enzima imobilizada. Foram
feitas emulsdes com concentracdo de 10 a 50% (v/v) e fazendo as leituras no biossensor,
primeiramente na ordem crescente (10 a 50% (v/v)) e em seguida na ordem decrescente

(50 a 10 % (v/v)) e comparados os valores encontrados de variacdo de potencial em mV.
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Capitulo V — Resultados e Discussao

O presente capitulo visa apresentar os resultados obtidos ao longo do trabalho,
bem como a discussdo dos mesmos, comparando com os trabalhos presentes na

literatura.

V.1 — Testes Realizados com o Oleo de Gergelim Comercial (Marca Pazze) e a

Enzima Lipase na Forma Livre

Os primeiros testes para avaliar o sistema (agente biolégico — transdutor)
visando analisar a resposta do mesmo para a elaboragdo do biossensor enziméatico foram
realizados com a enzima na forma livre. A Figura V.1.1 apresenta uma curva
logaritmica com um bom coeficiente de correlacdo (R=0,982). Assim, observa-se uma
relacio entre a variagdo potenciometrica, resposta do eletrodo ion-seletivo de
hidrogénio, observada e o aumento da concentragdo do substrato, durante os 15 minutos
de reacdo, na presenca do biocomponente. O coeficiente encontrado indicou uma boa

sensibilidade do método.

A partir da Figura V.1.1, foi possivel observar que a variacdo de potencial se
comportou de forma logaritmica, em funcéo da atividade da enzima, onde héa liberacao
de ions H*, em relacdo a concentragdo do substrato (6leo de gergelim), variando na
faixa de 10 a 50% (v/v).
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Figura V.1. 1 — Variagdo do potencial (mV) de acordo com a variacéo da concentracdo do 6leo

de gergelim comercial utilizando a enzima na forma livre.
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A fim de garantir que a variacdo potenciométrica crescente observada na Figura
V.1.1 se deu pela agdo da enzima lipase, tambem foi avaliada a atividade enzimética
com as mesmas variagdes de substrato gerando uma resposta positiva como esperado.
Como observado na Figura V.1.2, a0 se aumentar a concentra¢do do substrato, houve
acréscimo da atividade lipasica. Ambas as analises foram desenvolvidas com as mesmas

condi¢des: 37°C, 15 minutos e 1mL de extrato enzimatico.
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Figura V.1. 2 — Atividade enzimatica (U/mL) de acordo com a varia¢do da concentracdo do éleo

de gergelim comercial utilizando a enzima na forma livre.

Devido aos bons resultados, a curva mostrada na Figura V.1.1 foi utilizada como

a curva de calibracdo do biossensor enzimatico, ainda usando a enzima livre.

V.2 — Testes de Degradacdo do Oleo de Gergelim Comercial (Marca Pazze)

Apos a obtencdo da curva de calibracdo do biossensor, foram feitos testes para a
deteccdo da degradacdo do Oleo utilizando luz ultravioleta com os comprimentos de

onda de 254nm e 365nm. Os resultados sdo mostrados na Tabela V.2.1.
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Tabela V.2. 1 - Degradacgdo do 6leo de gergelim em relagcdo ao comprimento de onda e ao
tempo de exposicao.

A indice de

indice de Acidez Ado

Comprimentode Tempo Volume de NaOH (mg KOH/ g de Potencial Acidez
Onda (nm) (horas) (mL) (mg KOH/ g de
amostra) (mV)
amostra)
- 0,0 33,57 9,26 43 -
254 0,5 34,43 9,50 43 0,24
254 1,0 36,30 10,02 36 0,75
365 0,5 34,85 9,62 31 0,35
365 1,0 37,02 10,21 25 0,95

Com os resultados obtidos, foi possivel perceber que com o comprimento de
onda igual 365nm houve maior variacdo do indice de acidez, menor variagdo do
potencial e, consequentemente, maior degradacdo do Oleo. Esse fato ocorre devido ao
comprimento de onda de 365nm ser mais incidente que o de 254nm, uma vez que este
ualtimo é absorvido pelos gases da atmosfera, enquanto que o primeiro ndo (OKUNO &
VILELA, 2005). A partir dai, o teste de exposi¢cdo, com 365nm, continuou até um
tempo total de 180 horas. Ao final do ensaio, ndo foi observada nenhuma mudanca
visual (coloracdo e aspecto). Porém, detectada a degradacdo utilizando o biossensor
com variagdo de potencial igual a 9 mV e o indice de acidez ndo apresentando tanta
variacdo como esperado ficando igual a 11,18mg KOH/g de amostra. Esta degradacéo
se deve ao fato que a luz ultravioleta promove a destruicdo dos antioxidantes naturais,
permitindo a formacéo de peréxidos (EVANGELISTA, 2002).

Posteriormente, foram feitos testes para simular a exposi¢do do 6leo ao Sol, caso
0 mesmo fosse armazenado ao ar livre. Sendo assim, foram realizados os testes a partir
da degradacdo do Oleo de gergelim por meio de luz ultravioleta combinada com o
tratamento térmico. Apds 45 dias de exposicdo — colocando 6h de exposicdo na camara
UV e, no dia seguinte, 6h de exposicdo ao tratamento térmico a 50°C, nédo foi observada
degradacdo visualmente, apresentando variacdo do potencial igual a 35mV e indice de
acidez igual 9,6mg KOH/g de amostra. Devido ao tempo em que foi feito o
experimento, observou-se boa estabilidade do 6leo, o que é corroborado pelo fato dos
Oleos terem de 6 meses a 1 ano de validade, segundo o regulamento técnico oficial do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), mais especificamente, a

Instrucdo Normativa n° 49, de 22 de dezembro de 2006.
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Seguindo as Instruces Técnicas da EMBRAPA (2001) que tratam de fritura de
alimentos, foi realizado o teste de degradacdo do Oleo a partir da temperatura média
para a fritura, em Oleos, de alimentos: 190°C. O primeiro teste foi realizado a 160°C,
devido a tal temperatura estar bem préxima da temperatura de fumaca, podendo
ocasionar algum acidente no laboratério. Para interromper o ensaio, foi utilizado o
critério de observacdo visual da degradacdo. Assim, a mudanca de cor caracteristica da
fritura foi observada apds 40 horas de tratamento térmico, conforme visualizado na
Figura VV.2.1.

Figura V.2. 1 — Mudanca de coloracdo do 6leo de gergelim Pazze apds 40 horas de tratamento
térmico a 160°C. (A) Oleo sem degradacio e (B) Oleo degradado.

Apo0s observar a degradacao do 6leo, foram feitos ensaios de confirmacgdo com o
biossensor e o indice de acidez. O teste com o biossensor, utilizando enzima livre,
encontrou variacdo de potencial igual a 5mV. Utilizando a curva de calibragdo mostrada
na Figura V.1.1, inferiu-se que a concentracdo de Oleo sem degradar era de
aproximadamente 0,05% (v/v), mostrando assim que o Oleo ja se encontrava
completamente degradado. Ao utilizar o método de indice de acidez, obteve-se um valor
de 11,50mg KOH/g de amostra, observando assim um aumento deste indice

confirmando que houve a degradacdo do mesmo.

Finalmente, foram realizados testes visando simular a degradacdo do Oleo, por
meio de frituras sucessivas e diarias em um estabelecimento ou residéncia. Assim, uma
amostra do 6leo de gergelim, em laboratério, foi aquecida a 175°C por 1 hora, uma vez
ao dia. Os resultados encontrados com o biossensor e o indice de acidez sdo mostrados
nas Figuras V.2.2 e V.2.3, respectivamente. Ambas as analises foram feitas em

duplicada.
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Figura V.2. 2 — Variacdo do potencial do 6leo de gergelim degradado de acordo com o tempo de
exposicdo ao tratamento térmico (175°C).
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Figura V.2. 3 — Indice de acidez do dleo de gergelim degradado de acordo com o tempo de

exposicao ao tratamento térmico (175°C).

As Figuras V.2.2 e V.2.3 mostram que houve degradacdo do 6leo de gergelim ao
longo do tempo de tratamento térmico, a 175°C, com fatores de correlacdo igual a 0,991
e 0,969, respectivamente. Assim, observa-se que o0 biossensor foi capaz de detectar a
degradacdo do dleo, conforme desejado. Assim, através da Figura V.2.4, buscou-se

estabelecer uma relacéo entre os dois métodos.
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e biossensor (A potencial).

Ao realizar a correlagdo entre os dois meétodos utilizados para a deteccdo da
degradacdo do O6leo, observou-se boa correlagdo entre eles, corroborado com o
coeficiente de correlacdo de R=0,978, o que demonstra nesta aplicacdo, a robustez e

confiabilidade apresentada pelo biossensor desenvolvido, ainda usando a enzima livre.

V.3 — Aplicacdo do Biossensor em Amostra Real de Oleo de Gergelim Comercial

(Marca Pazze) Degradado na Fritura de Batatas

A fim de avaliar a eficiéncia do biossensor desenvolvido, foi realizada a sua
aplicacdo na medida da degradacdo de uma amostra real (6leo de gergelim proveniente
da fritura de batata). Esta degradacdo pbde ser observada visualmente, conforme
mostrada na Figura V.3.1. Ademais, a Figura V.3.2 mostra os resultados encontrados
com o biossensor (variacdo de potencial, em mV) e o indice de acidez nas analises das

05 amostras do procedimento de fritura.
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Figura V.3. 1-Observacao visual da degradacdo do dleo de gergelim comercial apés 5 frituras
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Figura V.3. 2-Andlises da degradac&o do 6leo de gergelim, por meio do biossensor (variagdo do

potencial) e do indice de acidez, apds sucessivos procedimentos de fritura de batata.

A partir da Figura V.3.2, pode ser observado o decaimento da variacdo do

potencial em relacdo ao aumento do numero de frituras com o 6leo de gergelim, uma
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vez que com a degradacdo do Oleo ocorre a quebra de triglicerideos e com isso
reduzindo a quantidade de substrato disponivel para a acdo da enzima. Em
contrapartida, o indice de acidez aumenta com relagdo ao aumento do numero de
frituras com o dleo de gergelim, devido a degradacdo do 6leo ocasionar o aumento de

acidos graxos livres, proporcionando assim o aumento da acidez.

Com ambos os métodos, € comprovada a degradacdo do Oleo de gergelim
comercial utilizado, portanto, significando que o método do biossensor proposto é
sensivel e robusto o suficiente para detectar a degradagdo mesmo em amostras reais,

como no caso de fritura de batatas.

Ademais, também foi feita a comparacdo do indice de acidez, ao longo do
procedimento de fritura, de modo experimental e calculado utilizando a equacgéo obtida
pela relacdo mostrada na Figura V.2.4. Observou-se que os valores encontrados foram

bem proximos entre si, conforme visualizado na Tabela V.3.1.

Tabela V.3. 1 - Comparacdo entre os indices de acidez experimental e calculado para as

amostras reais, com seus respectivos desvios padréo.

Numero de indice de Acidez Experimental indice de Acidez Calculado Desvio Padriio
Frituras (mg KOH/g de amostra) (mg KOH/g de amostra)
0 9,26 £ 0,02 8,65 0,43
1 11,22 £ 0,09 9,55 1,19
2 12,18 £ 0,14 10,22 1,38
3 12,80 £0,10 10,90 1,35
4 13,32 £0,02 11,20 1,50
5 13,96 £ 0,08 11,27 1,90

V.4 — Testes Realizados com o Oleo de Gergelim Recém-extraido e a Enzima

Lipase na Forma Livre

Apos observar boas respostas com a enzima na forma livre utilizando como
substrato o 6leo de gergelim comercial, 0 biossensor proposto foi testado em amostra de
6leo de gergelim recém-extraido. A partir da Figura V.4.1, foi possivel observar que a

variacdo de potencial também se comportou de forma logaritmica, em funcdo da
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atividade da enzima, onde h& liberagdo de ions H+, em relacdo a concentracdo do
substrato (6leo de gergelim), variado na faixa de 10 a 50 % (V/v).
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Figura V.4. 1 — Variacdo do potencial (mV) de acordo com a variacdo da concentracao do 6leo

de gergelim recém-extraido utilizando a enzima na forma livre.

A fim também de garantir que a variagdo potenciométrica crescente observada
na Figura V.4.1 se deu pela acdo da enzima lipase, tambeém foi avaliada a atividade
enzimatica com as mesmas variacdes de substrato gerando uma resposta positiva como
esperado (coeficiente de correlagdo R=0,989). Como observado na Figura V.4.2, ao se
aumentar a concentracao do substrato, houve acréscimo da atividade lipasica. Ambas as
analises foram desenvolvidas com as mesmas condic¢des: 37°C, 15 minutos e 1mL de

extrato enzimatico.
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Figura V.4. 2 — Atividade enzimatica (U/mL) de acordo com a variacdo da concentracdo do 6leo

de gergelim recém-extraido utilizando a enzima na forma livre.

Devido aos bons resultados, a curva mostrada na Figura V.4.1 foi utilizada como
a curva de calibracdo do biossensor enzimatico para o 6leo de gergelim recém-extraido.
A utilizacdo de outra curva de calibracdo para o biossensor enzimatico para amostras de
Oleo de gergelim recem-extraido foi necessaria por este poder apresentar caracteristicas
quimicas diferenciadas do 0leo de gergelim comercial utilizado em testes anteriores por
se apresentar na forma bruta.

Para o Gleo de gergelim recém-extraido, realizou-se a degradacdo do mesmo por
meio da oxidacdo com o aparelho Rancimat. A utilizacdo do biossensor, no 6leo
degradado resultante, gerou uma resposta de variacdo do potencial igual a 3mV.
Utilizando a equacéo da curva de calibracdo mostrada na Figura V.4.1, obteve-se que
somente 12,7% do 6leo ainda estava na sua forma integra. O resultado vai de encontro
com o esperado, visto que o método utilizado pelo aparelho é muito agressivo,

utilizando o tratamento térmico a 100°C e o oxigénio (como oxidante).
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V.5 — Testes Realizados com o Oleo de Gergelim Comercial (Marca Pazze) e a

Enzima Lipase na Forma Imobilizada

V.5.1 — Construgdo da curva de calibracdo do biossensor enzimético

Visando adaptar o sistema biossensor ao que se espera da configuragdo real
deste instrumento, componente biologico ligado diretamente ao sistema transdutor,
testes foram realizados usando a enzima imobilizada em uma matriz visando ainda que
esta fosse adaptada ao sistema transdutor (eletrodo e transdutor ion-seletivo de
hidrogénio).

Além disso, apds observar as boas respostas com a enzima lipase na forma livre,
a realizacé@o de ensaios com 0 biocomponente na forma imobilizada permitiria também a
sua reutilizacdo, visto que a enzima era 0 constituinte mais caro do instrumento
desenvolvido. Assim, como visto na literatura, a utilizacdo de enzimas imobilizadas
favorece a manutencdo de suas propriedades cataliticas por maior tempo, podendo ser
reutilizadas em um maior ndmero de analises. Assim, quanto maior a estabilidade
operacional do biocomponente imobilizado, maior é seu tempo de uso produtivo,
tornando a analise mais barata e simples (ROSATTO et al., 2001; SILVA, 2011).

A partir da Figura V.5.1.1, foi possivel observar que a variacdo de potencial se
comportou também de forma logaritmica, com coeficiente de correlagdo R=0,979, em
funcio da atividade da enzima, onde ha liberacio de ions H*, em relagdo & concentragio

do substrato (0leo de gergelim), variado na faixa de 10 a 50% (v/v).
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Figura V.5.1. 1 — Variacdo do potencial (mV) de acordo com a variagdo da concentragédo do

6leo de gergelim comercial utilizando a enzima na forma imobilizada.

A fim de garantir que a variacdo potenciométrica crescente observada na Figura
V.5.1.1 se deu pela a¢do da enzima lipase, também foi avaliada a atividade enzimatica
com as mesmas variagdes de substrato gerando uma resposta positiva com o esperado.
Como observado na Figura V.5.1.2, ao se aumentar a concentracdo do substrato, houve
acréscimo da atividade lipasica. Ambas as analises foram desenvolvidas com as mesmas

condicdes: 37°C, 15 minutos e 1g de enzima imobilizada.
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Figura V.5.1. 2 — Atividade enzimética (U/mL) de acordo com a variag¢do da concentragéo do

6leo de gergelim comercial utilizando a enzima na forma imobilizada.
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Devido aos bons resultados, a curva mostrada na Figura V.5.1.1 foi utilizada
como a curva de calibracdo do biossensor enzimético para o 6leo de gergelim comercial

utilizando a enzima imobilizada.

V.5.2 — Avaliagdo do comportamento das curvas ascendente e descendente de

calibragdo do biossensor enzimatico

A fim de verificar se a enzima na forma imobilizada teria sensibilidade
suficiente para detectar as variacdes de concentracdo do analito (6leo de gergelim) e se
o0 eletrodo ion-seletivo hidrogénio nédo ficaria saturado (existéncia de histerese), foram
realizadas curvas de calibracdo na forma ascendente e descendente das concentragdes
do dleo de gergelim comercial analisadas. Observou-se que o eletrodo foi capaz de
detectar as mudancas de concentracdo do Oleo de gergelim gerando uma curva
devariagdo potenciométrica coerente com o0s dados obtidos anteriormente (Figura
V.5.2.1).
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Figura VV.5.2. 1 — Variagao do potencial (mV) de acordo com o crescimento e decrescimento da

variagdo de concentragdo do 6leo de gergelim utilizando enzima imobilizada.

A fim de garantir que a variacdo potenciométrica crescente observada na Figura
V.5.2.1 se deu pela acdo da enzima lipase, também foi avaliada a atividade enzimatica
com as mesmas variacdes de Oleo de gergelim e as mesmas condi¢bes: 37°C, 15

minutos e 1g de enzima imobilizada. Os resultados mostraram um mesmo perfil de
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resposta encontrado na Figura V.5.2.1, mostrando a coeréncia dos resultados

encontrados.

Assim é possivel dizer que também aplicando na configuracdo do biossensor
proposto enzima lipase comercial imobilizada, este foi capaz de responder a diferentes
concentracdes de 6leo de gergelim de forma sensivel, coerente e estavel, apresentando
ainda repetitividade em relac@o aos valores dos sinais obtidos para amostras de mesma

concentracdo de dleo analisados de forma crescente e decrescente pelo instrumento.
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Capitulo VI — Conclusdes e Sugestdes

O sistema biossensor proposto mostrou uma boa resposta com ambas as formas
de utilizacdo da enzima (livre e imobilizada), apresentando, em ambos 0s casos, uma
resposta com perfil logaritmico (resposta do transdutor em diferenca de potencial com o
aumento da concentracdo da amostra (6leo de gergelim), na faixa de 10 a 50 % (v/v). As
analises de atividade lipasica confirmaram que as variacdes de diferenca de potencial
encontradas eram decorrentes de reacdo do biocomponente com o substrato. As curvas
de calibragdo do biossensor, nas duas formas do biocomponente, apresentaram
coeficiente de correlagéo superior a 0,979, mostrando boa sensibilidade do instrumento.
Além disso, o biossensor proposto também apresentou uma boa deteccdo tanto para
concentragdes crescentes quanto para decrescestes do substrato.

Ao testar o sistema, utilizando a lipase na forma livre e como substrato (6leo de
gergelim comercial) degradado, tanto por tratamento na camara de UV, como
tratamento térmico, ou ambos, foi possivel identificar a quantidade de Oleo néo
degradado até mesmo quando este valor ficou bem baixo (0,05% (v/v), no caso do
tratamento término a 160°C por 40h). Sendo assim, o biossensor mostrou uma boa

sensibilidade e aplicabilidade para detectar a qualidade destes 0leos.

Quando aplicado em amostra degradada em condicdo mais severa de
temperatura, 175°C, houve uma boa resposta do biossensor, caracterizada pela
diminuicdo da diferenca de potencial com o aumento do tempo de exposicdo ao
tratamento térmico. Ademais, obteve-se uma boa correlacdo com o indice de acidez -
que € o método tradicional utilizado atualmente para o mesmo fim, mostrando a

robustez e confiabilidade da aplicacdo do instrumento proposto para esta finalidade.

Quando utilizado em amostras reais (fritura de batatas), também foi possivel
observar consisténcia dos resultados, utilizando o sistema biossensor proposto e o indice
de acidez. Ademais, houve boa correspondéncia entre os valores experimentais e 0s
encontrados com a curva de correlacdo entre o indice de acidez e a variacdo do

potencial pelo biossensor.
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Finalmente, diante dos resultados encontrados durante o trabalho, pode-se
concluir que o biossensor enzimético (biocomponente nas formas livre ou imobilizada)
desenvolvido tem se mostrado bem promissor para a determinacdo na degradagéo de

6leos em amostras padrao e reais de 6leo de gergelim degradado.

E como sugestdes para dar continuidade a este trabalho, tém-se:

v Aplicar o biossensor, utilizando a enzima lipase na forma imobilizada, em
amostras de 6leos de gergelim comercial e recém-extraido degradados, usando
método Rancimat e sob tratamento térmico

v’ Fazer o estudo de reutilizacdo da enzima imobilizada.

v Testar o biossensor enzimatico (enzima lipase nas formas livre e imobilizada)

desenvolvido em outros tipos de 6leos.
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