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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar condicbes de reacado de
hidrolise enzimatica de um substrato oleoso, a tributirina, visando a aplicagédo em
indicadores de tempo-temperatura para embalagens de alimentos. Primeiramente foi
avaliado o comportamento de um sistema reacional de hidrdlise de tributirina com
lipase em meio aquoso, a diferentes concentrag¢des, definidas por um planejamento
experimental composto central. Em cada condicdo definida, foram obtidas cinéticas
de degradacdo por medida da diminuigcdo do pH em 4 temperaturas diferentes, as
quais foram ajustadas equagdes da taxa de degradacao de 1% ordem. As constantes
resultantes foram associadas a temperatura por meio de uma equacao tipo
Arrhenius e a energia de ativagao E,, foi obtida para cada ensaio do planejamento
experimental. Com o objetivo de aumentar os valores da E, obtidos, foi estudado o
efeito da reducédo na concentracado de substrato. Para controlar a repetibilidade dos
ensaios desenvolvidos com a tributirina livre em meio aquoso, o substrato oleoso foi
imobilizado em pellets poliméricos, de modo a obter controle sobre a area superficial
de dleo na reacdo. Foram avaliadas a melhor condi¢gao de operagao e os efeitos do
tipo de polimero (PEAD e PVC) e do tamanho de particula sobre a aderéncia da
tributirina nos diferentes suportes. Cinéticas de primeira ordem foram ajustadas ao
processo de adesdo Oleo-polimero. Em uma nova etapa do trabalho, foram
realizadas reag¢des enzimaticas utilizando o substrato imobilizado. A repetibilidade da
reacao foi avaliada, comparando os valores das constantes da taxa de degradagao
com aqueles provenientes em condi¢cdes de tributirina livre. Para finalizar o trabalho,
observou-se um sistema de degradacédo enzimatica monitorado pela cor, avaliando
os parametros de coloracdo de um sistema de reagdo aquoso, formado com
tributirina livre, enzima e indicador universal de pH. O planejamento experimental
mostrou que concentracdes de 8 a 100 mg.mL™ de tributirina e 0,3 a 50 ug.mL™ de
Lipozyme TL 100, produzem valores de energia de ativagao (Ea) de 3,75 a 11,37
kcal.mol”, nos quais somente a concentragdo de substrato teve influéncia
significativa. O modelo de segunda ordem, ajustado aos resultados de energia de
ativacdo, mostrou representatividade dos resultados experimentais. A reducado da
concentracao de substrato revelou que 4 mg.mL'1 de tributirina aumenta a E, para

18,56 kcal.mol™", valor este aplicavel para indicadores de reagdes enzimaticas e
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oxidativas. A reacado desenvolvida em tributirina aderida ao PVC, mostrou melhor
repetibilidade com valores do desvio padrao menores que 5%, para 25 pug.mL™" de
lipase, e 8,6 mg.mL™ de tributirina, face aos desvios padrdo de 14 a 22% do valor
médio encontrado para a tributirina na forma livre. A aderéncia do substrato sobre o
suporte polimérico foi mais efetiva para o PVC de 70 ym de didmetro da particula,
com processo desenvolvido a 60°C em pressdes de vacuo de 300 a 600 mmHg. A
cinética de degradacéo da tributirina livre, monitorada pela variagdo de cor, forneceu
uma energia de ativagdo de 17,12 kcal.mol”, com coeficiente de correlagdo de

0,989, superior aqueles obtidos com a monitoragao do pH.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate conditions of an enzymatic hydrolysis reaction of
an oily substrate directly on implementation of a time-temperature indicators. First
was assessed the behavior of a reactive system of tributyrin hydrolysis with lipase in
aqueous media, in different concentrations, defined by a central composite design. In
each condition was obtained the degradation kinetics by measurement of the pH
decrease in 4 different temperatures, which were adjusted by a first-order
degradation rate. The constant resulting was associated with temperature through an
Arrhenius equation, and the activation energy, Ea, was obtained for each test of the
experimental design. With the objective of increasing the values of the Ea obtained,
was studied the effect of concentration decrease of substrate. To control the
repeatability of developed tests with tributirina in free form in aqueous media, the
substrate was adhered in polymer support to obtain control over a surface area of oil
in the reaction. Were evaluated the best operation condition and the effects of the
type of polymer (HDPE and PVC) and particle size on the adherence of tributyrin on
different solid supports. The first order kinetics was adjusted to the adherence
process of oil-polymer. In a new phase of the work were made enzymatic reactions
using support adhered substrate, and the repeatability of reaction was evaluated by
comparing the degradation rate constants values thus obtained with those with
tributyrin in free form. To finish, a comparison of a enzymatic degradation system
monitored by the color, assessing the color parameters of a aqueous reaction system
formed with tributyrin in a free form, enzyme and pH universal indicator. The
experimental design showed that the tributyrin concentrations of 8 to 100 mg.mL™,
and 0.3 to 50 ug.mL of Lipozyme TL-100, produced energy activation values (Ea) of
3.75 to 11.37 kcal.mol”, in which only the substrate concentration had statistical
influence. The second order model was adjusted to the results of the energy
activation showed representativeness of the experimental results. Increasing the
substrate concentration showed that the 4 mg.mL™" of tributyrin increases the Ea to
18,56 kcal.mol™, this value could be applied to indicators of enzymatic and oxidative
reactions. The reaction developed in adhered tributyrin showed better repeatability,
with the values of standard deviation less than 5% to 25 py g.mL™" of lipase and 8,6

mg.mL™" of tributyrin, compared with the standard deviations of 14 to 22% found for
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tributyrin in free form. The substrate adhered on polymer support was more effective
to PVC with 70 uym in particle diameter, with process developed at 60 °C in vacuum
pressure of 300 to 600 mmHg. The kinetics degradation of tributyrin in free form
monitored by variation of color, provided an energy activation of 17,12 kcal.mol™ with

correlation coefficient of 0,989 higher than those obtained with the pH monitoring.
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1. INTRODUGAO

Um produto alimenticio tem sua qualidade e vida de prateleira dependente de
seu histdrico de temperatura de exposi¢ao, da producio, da cadeia de distribuicao e
da estocagem. Um rigoroso monitoramento da temperatura de exposi¢cao durante a
distribuicdo, bem como uma otimizada rotatividade de estoque nos pontos de venda,
levando em consideragao a temperatura de cada produto, ao invés do tradicional
prazo de validade, levariam a um melhor controle de qualidade e significante
decréscimo na perda de alimentos (TAOUKIS et al., 1989). Dentre as embalagens
inteligentes os indicadores de tempo-temperatura (TTI') podem servir como
ferramentas para atingir esses objetivos.

As embalagens inteligentes contém um sensor interno ou externo utilizado
para monitorar e preservar a qualidade dos produtos, aumentando assim o seu valor
comercial e possibilitando ainda maior conveniéncia, oferecendo protecdo contra
adulteracdes e deterioracédo (KRUIJF et al., 2002; AHVENAINEN et al., 1998).

Um dos principais objetivos dos indicadores de qualidade é informar quando a
mesma esta diminuindo nos produtos embalados, preferencialmente antes da sua
deterioracao, passando a constituir-se como um recurso util para monitorar a vida de
prateleira dos alimentos.

Atualmente, existem no mercado inumeros tipos e modelos de embalagens
inteligentes, com a fungcéo de monitorar e preservar a qualidade dos alimentos. Sua
classificagdo muda de acordo com o parametro monitorado, sendo conhecidos os
indicadores de tempo-temperatura (TTl), de oxigénio, frescor, crescimento
microbiano, pH e associacdo de um ou mais parametros (KRUIJF et al., 2002;
SMOLANDER, 2002; AHVENAINEN et al., 1998). Ainda, podem ser aplicados tanto
para monitorar as condi¢gdes de processamento (HONG & PARK, 2000; TORRES &
OLIVEIRA, 1999; VAN LOEY et al., 1996), como de armazenamento (TAOUKIS et
al., 2004; JAWAHEER et al., 2003; TAOUKIS & LABUZA, 1989).

Existe um amplo consenso, baseado na experiéncia e em estudos, de que a

temperatura durante o processo de manufatura e distribuicio de produtos

! TTI - sigla em inglés para Time-Temperature Indicator
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alimenticios resfriados, muitas vezes se desvia do recomendado. Freqientemente
existe variagdo na temperatura de exposi¢ao até mesmo de alguns produtos dentro
de uma mesma unidade de transporte.

O emprego de um método para monitorar individualmente as condigdes de
temperatura de produtos alimenticios, por toda a rede de distribuicdo, indicando seu
real estado de qualidade, levaria a um controle efetivo na cadeia de frio, o que
consequentemente otimizaria a rotacdo do estoque e reduziria as perdas,
fornecendo ainda uma indicacdo da vida de prateleira remanescente de cada
produto. Desse modo, os indicadores de tempo-temperatura (TTl) poderiam
responder a essas necessidades.

Os indicadores inteligentes, em especial os TTI's, vém sendo desenvolvidos
como um meio alternativo para avaliacdo e monitoramente de produtos, devido as
limitagbes e desvantagens dos meios tradicionais de controle de produtos estocados
sob refrigeragao (VAN LOEY et al., 1996).

Um TTI pode ser definido como um dispositivo simples e barato que
apresenta uma forma facil de medida das condigdes ambientais, refletindo o historico
da mudancga de temperatura do produto (TAOUKIS & LABUZA, 1989a). O principio
de operacao de um TTI pode ser mecanico, quimico, eletroquimico, enzimatico ou
microbiolégico, com mudanga irreversivel e geralmente expressa como uma
resposta visivel (TAOUKIS et al., 1991). A taxa de mudanga da resposta depende da
temperatura, aumentando com a mesma. Assemelha-se assim a maioria das
reagdes fisico-quimicas do alimento. A Vvisibilidade da resposta fornece uma
indicacdo cumulativa da exposicao a certas temperaturas.

O pré-requisito de um método de controle, usando um TTI como monitor da
qualidade de um alimento, € conhecer o comportamento da perda da qualidade do
sistema alimenticio durante a vida de prateleira, e expresso quantitativamente por
modelos cinéticos confiaveis (TAOUKIS & LABUZA, 1997). Cinéticas precisas da
resposta de um TTIl também sao necessarias.

Diante do exposto, o presente trabalho se propde a realizar uma avaliacio de
um sistema reacional aplicado ao desenvolvimento de um possivel biossensor
indicador de tempo-temperatura, baseado em uma reacgao de hidrdlise enzimatica de
um triglicerideo através da enzima lipase.

No capitulo Ill deste trabalho, é apresentada uma revisao da literatura e de

topicos de interesse relacionados aos biossensores indicadores de tempo e
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temperatura, suas caracteristicas, classificacbes e aplicagcbes. Também séao
apresentadas as propriedades das enzimas lipase e o processo de hidrdlise
enzimatica de ftriglicerideos. Por fim, sdo expostos os fundamentos tedricos da
cinética enzimatica e da aplicacédo dos indicadores de tempo-temperatura.

No capitulo IV, apresenta-se uma descricdo detalhada dos materiais e
meétodos experimentais utilizados e analises quantitativas e qualitativas para
avaliagao dos processos experimentais.

No capitulo V, apresentam-se os resultados referentes aos ensaios
experimentais em batelada da hidrélise enzimatica da tributirina. Também sao
apresentados os dados dos ensaios de aderéncia da tributirina em suporte sélido
polimérico de PVC e PEAD. Um estudo de modelagem dos dados experimentais
obtidos foi efetuado e é mostrado nesse capitulo.

No capitulo VI, apresentam-se as conclusdes do estudo realizado.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema de reacdo enzimatica como base para um dispositivo

biossensor Indicador de Tempo-Temperatura (TTI) com a finalidade de monitorar a

exposigcao de alimentos a abusos de temperatura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a energia de ativagdo e a taxa de reagdo de um sistema
tributirina/lipase a diferentes concentracoes;

Avaliar o sistema S/E sob diversas condi¢cdes de temperatura;

Comparar a energia de ativagao do sistema com as reagdes de degradacao
de alimentos;

Determinar as condicdes e parametros operacionais para a aderéncia de
substrato em suporte sélido polimérico PVC e PEAD;

Avaliar a taxa de reacao de hidrélise de tributirina aderida em polimero e sua
repetibilidade;

Avaliar o efeito da concentracdo de substrato na hidrdlise da tributirina livre
sobre a energia de ativagao;

Avaliar o uso de tensoativos no sistema reacional;

Avaliar a cinética de mudanga de cor na hidrolise enzimatica utilizando

indicador universal de pH.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera descrito o que sdo embalagens inteligentes para alimentos e
onde os biossensores Indicadores de Tempo-Temperatura (TTl) se enquadram
nessa denominacdo. Sera dada a classificacdo dos TTIl, seus métodos de
funcionamento e ainda os fundamentos tedricos relacionados a sua construgéao,

modelagem da cinética de reacao e os principios fisico-quimicos envolvidos.

3.1 EMBALAGENS INTELIGENTES

As embalagens inteligentes podem ser definidas como um sistema que monitora
a condigdao do alimento, fornecendo informacdes sobre a qualidade do produto
embalado durante o transporte e estocagem (KRUIJF et al., 2002). Contém um
indicador ou sensor interno ou externo, que expde a qualidade do produto
(AHVENAINEN et al., 1998). Essas embalagens possuem mais propriedades do que
somente protecdo. Elas podem interagir com o produto e/ou responder a mudangas
do ambiente que o afetam (HONG & PARK, 2000 apud ROONEY, 1995). As
embalagens inteligentes aferem um componente e sinalizam o resultado desta
aferigdo (SARANTOPOULOS & FERNANDES, 2001).

Dentre as embalagens inteligentes classificadas como indicadores de tempo-
temperatura, existem algumas diferengcas ndo somente quanto a resposta, mas

também quanto a distintos tipos e principios de funcionamento.

3.2 BIOSSENSORES INDICADORES DE TEMPO-TEMPERATURA, TTI

O TTI pode ser definido como um dispositivo pequeno, destinado a demonstrar a
dependéncia do tempo-temperatura de maneira facil e precisa na mudanca
irreversivel de resposta, que represente o atributo de qualidade ao qual ele esta
associado. Como exemplos desse tipo de biossensor estdo os indicadores de

temperatura critica, tempo e temperatura critica e tempo-temperatura.
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3.2.1 Indicadores de temperatura critica, CTI

Os indicadores de temperatura critica (CTI's) mostram a exposigdo a uma
temperatura diferente daquela de referéncia. Eles envolvem um elemento de tempo,
respondem em poucos minutos ou até em algumas horas, mas ndo possuem a
intencdo de mostrar o histérico de exposi¢cao de temperatura acima ou abaixo de sua
temperatura de referéncia. Meramente indicam que um produto foi exposto a uma
temperatura indesejavel por um tempo suficiente para causar uma mudanga critica
na qualidade ou seguranga do alimento, como resultado de uma reagao fisico-
quimica ou bioldégica. Sdo exemplos a deterioracao irreversivel na textura causada
por uma mudanga de fase, como o descongelamento de alimentos, congelamento
de produtos frescos ou resfriados, derretimento do chocolate, desnaturacido de uma
proteina acima da temperatura critica e crescimento de microorganismos
patogénicos acima de 7°C (45°F). Alternativas sugeridas para o termo “temperatura
critica” usadas nestes indicadores sdo “descongelamento” ou “abuso”. O CTI foi o
primeiro tipo de indicador desenvolvido. Um modelo comercializado atualmente pela
3M MonitorMark é o Freeze Watch que monitora a temperatura de congelamento,

abaixo da temperatura de referéncia, indicando quando esta foi ultrapassada.

3.2.2 Indicadores de tempo e temperatura critica, CT/TI

Os CT/TI's indicam uma resposta que reflete uma exposicdo cumulativa de
tempo e temperatura acima da referéncia critica. Eles sdo uteis para a qualidade ou
seguranga quando reagdes importantes ocorrem a uma taxa mensuravel acima da
temperatura critica. Suas respostas podem ser traduzidas em uma exposi¢cao
equivalente de tempo a uma temperatura critica (TC). Sdo exemplos o crescimento
microbiano ou atividade enzimatica, que é minima abaixo da TC. Combinacgdes de
mais de um CT/TI podem dar uma aproximagao discretizada da historia real de

tempo-temperatura dos alimentos.

3.2.3 Indicadores de tempo-temperatura, TTI

Os TTI's fornecem uma resposta continua da dependéncia térmica. Eles

integram, em uma unica medida, a historia total de tempo-temperatura desde a sua
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ativacao, e podem ser usados para indicar uma “média efetiva” da temperatura (Tes)
durante a distribuigao.

O primeiro TTI foi patenteado em 1933 (Midgley, 1933). Desde entdo, mais de 60
patentes foram criadas nos EUA. Destas, poucas sairam do protétipo, € um numero
ainda menor foi comercializado, existindo entre eles diferentes tipos, baseados em
seus principios de funcionamento.

Atualmente no Brasil existem 5 pedidos de patente referentes a indicadores de
tempo-temperatura, todos feitos por empresas estrangeiras. Até este momento,
nenhum desses pedidos foi concedido e alguns se encontram indeferidos. Dentre as
empresas que entraram com pedido de patente no INPI (Instituto Nacional de
Propriedade Industrial), estdo a Avery Dennison Corporation (US), 3M Innovative
Properties Company (US), a Oscar Mayer Foods Corporation (US) e outras duas

também com sede nos Estados Unidos.
3.3 TIPOS DE INDICADORES DE TEMPO-TEMPERATURA (TTI)

Dois modelos de TTI serdo descritos, os tipos | e Il. O projeto da dissertacao foi
baseado no principio do modelo tipo Il. Existe ainda um terceiro modelo (tipo lll),

baseado em uma reacao de polimerizagcédo, que nao sera discutida nesta revisio.
3.3.1 Método difusivo (TIPO I)

E um indicador que se baseia no fendmeno de difusdo (MonitorMark, 3M®), cujos
detalhes da construgdo foram descritos por Manske (1976) em sua patente. O
indicador consiste em um reservatoério saturado com uma mistura quimica migrante.
Sobreposto ao reservatério se encontra uma trilha, que serve de caminho poroso,
através do qual, o indicador (composto quimico) pode migrar. Na Figura 3.1 s&o
apresentados dois modelos de TTI Tipo | comercial da empresa 3M°®.

Antes do uso ou ativagao, o reservatorio se encontra separado da trilha por uma
barreira que impede a difusdo do composto indicador. Na ativagcédo, por remogao
mecanica da barreira, a difuso inicia se caso a temperatura esteja acima do ponto
de fusdo do composto quimico. Alguns ésteres de acidos graxos e sais s&o

misturados com um corante. Os tipos de compostos quimicos usados como
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indicador sdo o estearato de butila (ponto de fusdo de 12°C), fitalato de dimetila (-
1,1°C) e octanato de octila (-17°C) (TAOUKIS, et al., 1991).

A resposta desse indicador € medida pela distancia percorrida pelo composto
quimico desde a sua origem (Figura 3.1), apos a ativagdo. A difusdo da substancia
pode ser vista através de uma abertura ao longo da etiqueta. Segundo Taoukis
(1991) a variagao do tipo e concentracdo do éster empregado como composto
indicador, apresenta diferentes pontos de fusdo, onde auxiliados pela variagdo do
comprimento da “trilha” geram diferentes niveis de resposta e consequentemente
valores de energia de ativagao diferenciados, podendo este ser modelado e aplicado
para monitorar varios tipos de reacdo de degradacdo de alimentos. Assim, esse
indicador pode ser usado como um CTTI, no caso da temperatura critica ser igual ao
ponto de fusdo do composto, ou ainda como um TTI, se a temperatura de fuséo for
menor do que a faixa de temperatura do alimento estocado.

Taoukis e Labuza (1989a) apresentaram valores da distancia da difusdo que
segue a relagdo de Arrhenius como uma fungcdo da temperatura. Através desse
modelo a energia de ativagdo do dispositivo foi determinada entre 8-12 kcal.mol™, e
assim esse dispositivo se torna adequado para monitorar reagdes enzimaticas
ocorrida em alimentos. Fu et al, demonstraram a aplicagdo de uma reacédo de
coloracdo simultédnea, ao longo do caminho pelo qual segue a difusdo, o que amplia
a disponibilidade para serem criados novos dispositivos com maiores energias de
ativacdo acima de 30 kcal.mol™. Uma primeira e significante aplicagao foi a utilizagao
dos dispositivos pela World Health Organization para monitorar a distribuicdo de

vacinas para regides tropicais.
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Figura 3.1. Modelos comerciais de TTI tipo |, baseado em difusao (3M Monitor
Mark e Freeze Watch).

3.3.2 Método enzimatico (TIPO Il)
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O indicador enzimatico tipo Il € baseado em uma mudancga de cor causada por
um decréscimo do pH resultante de uma reacdo de hidrélise enzimatica de um
substrato lipidico. O indicador consiste em dois compartimentos separados na forma
de mini reservatérios. Um contém uma solugdo aquosa da enzima lipolitica, por
exemplo, a lipase pancreatica, e o outro contém o substrato lipide adsorvido em um
suporte de cloreto de polivinila pulverizado, suspenso em uma fase aquosa, com um
indicador de pH (Blix et al, 1977). Diferentes combina¢cdes de enzima-substrato e
concentragbes podem ser utilizadas, originando uma variedade muito grande na
resposta e na dependéncia térmica. Os substratos mais comuns encontradas na
literatura sao: glicerina tricapronata (tricaproina), tripelargonina, bis-3,5,5-trimetil
hexalipato (THA), misturas de ésteres de alcoois polivalentes e acidos organicos.

O indicador ¢é ativado pelo rompimento da barreira que separa os dois
compartimentos, onde € necessario exercer uma forca mecanica manual, ou
utilizando um dispositivo especial, a fim de misturar enzima e o substrato para dar
inicio a reacédo de hidrélise do triglicerideo. A hidrélise do substrato (tricaproina)
causa a liberagéo de acidos graxos (acido caproico), que no meio aquoso, ocasiona
a queda do pH, traduzido em uma mudanga de cor devido a presenca de um
indicador. Cores como verde, amarelo, laranja e vermelho sdo impressas ao redor
do compartimento de reagao a fim de permitir uma comparacgao visual e medida da
mudanca de cor. Essa mudanca continua de cor também pode ser medida
instrumentalmente por um colorimetro portatil.

O I-Point® um TTI enzimatico fabricado pela empresa Vitsab (Suica), tem sua
construgdo, caracteristicas e principios, descritos por Blixt (1977) em sua patente.

Este tipo de TTI tem uma vida de prateleira de 1,5 anos antes de sua ativagao, se
mantido a 4°C. Devido a grande variedade de substrato e enzimas que podem ser
empregadas na reacao, tem-se como resultado que as energias de ativagao podem
também variar amplamente. Segundo dados da literatura, foram obtidos valores da
energia de ativacdo de 15-35 kcal.mol™ (Labuza, 1989). De qualquer modo, os
indicadores tipo Il avaliados comercialmente sdo geralmente de 25 — 30 kcal.mol™”, o
que € muito adequado para monitorar reagdes de degradagao em alimentos, como

mostra a Tabela 3.1.

23



Tabela 3.1. Energia de ativagéo das reagbes de deterioragdo em alimentos

Reacgao Energia de ativagdo [kcal.mol™]
Rancidez oxidativa 10-25

Reacgdes enzimaticas 10-30

Perdas de vitaminas 20-30
Escurecimento ndo enzimatico 25-50

FDA - Patégenos* 45

Fonte: Sewald, 2006.
*FDA — Food and Drug Administration

Na Figura 3.2 um modelo comercial de um biossensor TTl enzimatico é

apresentado afixado em um produto alimenticio.

Figura 3.2. Modelo comercial de biossensor TTI Tipo Il (Vitsab Inc.)

Segundo a Vitsab (Malmé, Suécia), o TTI CheckPoint® | ¢ um dispositivo de
baixo custo, com dimensdes reduzidas e baixa espessura, que pode ser afixada em
qualquer superficie. Sendo sensivel ao calor, monitora a exposicado a possiveis
temperaturas fora do padrao de referéncia para conservagao. A etiqueta necessita
ser ativada para iniciar o monitoramento, aplicando uma pressdo mecénica sobre
ela, o que promove o rompimento da barreira de separagcdo entre os dois

compartimentos Figura 3.3.
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BARREIRA

PORCAO 1 «— 5 PORCAO2

Figura 3.3. TTI comercial CheckPoint | (Vitsab Inc.)

A etiqueta é configurada de tal modo que a cor produzida pela reagéo é visivel na
face frontal da mesma. Durante a fase inicial do procedimento de ativagédo, o TTI
fornece uma cor amarela ou laranja-avermelhada no circulo branco (<—@) no
momento inicial da abertura interna da barreira entre as por¢des. Apds a mistura dos
fluidos forma-se uma coloragédo verde clara. A figura seguinte demonstra como o

mecanismo interno funciona, Figura 3.4.
r Lado branco da eliqueta 1 Alivacao ﬁ
Fliqueta pré-ativada JL 'l'l_..]‘|
L f Mstura do lado branco ¢

Lado verde da eliqueta
verde — Eliqueta ativada
{eliqueta em funcionamenta)

Mudanga de cor {ponio final)

Figura 3.4. Mecanismo de funcionamento do CheckPoint | (Vitsab Inc.)

Ao misturar as solucgdes, a reacao enzimatica se inicia a uma taxa condizente
com sua temperatura. A medida que ha um incremento na temperatura, esse reflete
em um aumento na taxa de reacdo e em uma maior quantidade de produto formado,
nesse caso, o acido graxo, que se traduz por uma alteragdo da cor do meio em
funcao da alteragao no pH da solugao. A cor do meio € dependente do pH, essa se
altera no decorrer da reagao, conforme ocorre o aumento da concentragao de acido
graxo, até o equilibrio (cor laranja). A cor do sistema esta em func&o do tipo de
indicador de pH utilizado.

A etiqueta de trés pontos (circulos) Figura 3.2 apresenta trés pares de
compartimentos, onde todos sao ativados de uma unica vez, pelo mesmo processo.

Os trés pontos mudam suas cores @—+@® em sucessao, € mostram se a
temperatura atingiu limites acima do seguro durante o transporte e/ou subsequente

armazenamento. O tempo necessdrio para que essa mudanga de cor @—+& ocorra
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depende do tempo e da temperatura. Todos os 3 pontos (circulos) ao final tornam-se
laranja-avermelhada. Este é o “final” para a atividade de monitoramento.

O processo de etiquetagem pode ser feito no momento da distribuigdo, anexando
as etiquetas as caixas antes do envio da remessa. A sucessiva mudanga de cor nos
circulos 1, 2 e 3 é configurada para indicar estagios na vida de prateleira
remanescente ou para indicagao progressiva relativa a segurancga do alimento.

A etiqueta com apenas um circulo de monitoramento (um ponto) da empresa
Vitsab Figura 3.3, pode ser usada para indicar uma eminente perda de qualidade do
produto alimenticio, sendo especialmente util para embalagens de alimentos.

Desse modo as etiquetas TTIl apresentam uma ampla variedade. Sdo moduladas
para monitorar diferentes tipos de alimentos, como carnes moidas, hamburgueres,
leite, saladas preparadas entre outros. Dentre essas, existem ainda as destinadas a
produtos congelados, com tempo de monitoramento de 1 a 120 dias (VITSAB
International, 2006)

Sendo assim, a cinética enzimatica, a enzima, e a acdo dessas sobre um
determinado substrato, necessita ser investigada a fim de se compreender o

funcionamento intrinseco do TTI Tipo II.

3.4 ENZIMA

As enzimas sdo biocatalisadores, proteinas, formadas por longas cadeias de
aminoacidos com ligagdes peptidicas, com excegao de um pequeno grupo de
moléculas de RNA com propriedades cataliticas. A maioria das enzimas sintetizadas
por células sao retidas para fungdes intracelulares. As enzimas extracelulares sao
subsequentemente secretadas para fora dos limites da membrana celular. Enzimas
estdo presentes em todas as células vivas, onde exercem as fungdes vitais de
controle dos processos de transformagao dos nutrientes em energia e em material
celular. Além disto, participam dos processos de quebra de nutrientes complexos em
substancias mais simples (ZANOTTO, 2003).

De acordo com Sharma et al. (2001) sao conhecidas quase 4000 enzimas, e
aproximadamente 200 s&o utilizadas comercialmente, sendo que a maioria é de
origem microbiana. A demanda mundial de enzimas € satisfeita por 12 produtores
principais e por 400 fornecedores menores. Cerca de 60% da fonte total de enzimas

industriais sdo produzidas na Europa. Em torno de 75% de todas as enzimas
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industriais (incluindo as lipases) sao de acao hidrolitica. Segundo a Novozymes
(2005), o mercado mundial de enzimas gira em torno de US$ 2,4 bilhdes, com um
crescimento meédio anual entre 4 e 5%. A classificacdo da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), divide as rea¢des catalisadas por enzimas
em seis grupos principais, nos quais estao inclusas subclasses de acordo com o tipo

de reagao catalisada.

3.4.1 Lipase

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo de
enzimas hidroliticas que atuam geralmente na interface organica-aquosa,
catalisando a hidrélise de ligagdes éster-carboxilicas presentes em acilglicerdis para
liberar acidos graxos e glicerol (JAEGER, et al., 1994; LEAL, et al., 2000). Esta
definicdo exclui as enzimas que agem em ésteres solUveis em agua (esterases) ou
que hidrolisam outros lipideos (acilidrolases, colesterolesterase, tioesterases e
outras) (CARVALHO, et al., 2003).

As lipases catalisam a reacao de hidrélise de triacilglicerideos (TG) presentes na
interface  oOleo-agua, resultando na formacdo de diacilglicerideos (DG),
monoacilglicerideos (MG), acidos graxos (AG) e glicerol. Entretanto, dependendo
das condi¢des reacionais, as lipases podem também catalisar a sintese reversa, ou
seja, pode ocorrer a sintese do MG, DG ou TG a partir de acidos graxos e glicerol
(KILARA, 1985).

TG - DG | AG - MG | AG — Glicerol | AG

A maioria das pesquisas sobre lipases esta focalizada na caracterizagao
estrutural, elucidacdo do mecanismo de agao, cinética, sequenciamento e clonagem
de genes codificantes das lipases e caracteristicas gerais de sua atividade
(SHARMA et al., 2001).

As razdes do enorme potencial biotecnoldgico dessa classe de enzima incluem
segundo CASTRO et al., 2004:

) sua alta estabilidade em solventes orgénicos;

) nao requerem a presenca de co-fatores;

) possuem uma ampla especificidade pelo substrato;

V)  exibem uma alta enantiosseletividade.
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As lipases podem ser de origem vegetal, animal ou microbioldgica (KILARA,
1985). De origem animal, existem as lipases lacteas e lipase pancreatica. As de
origem vegetal sdo usualmente extraidas da soja, do centeio e do algoddo. As
lipases microbianas podem ser produzidas por leveduras dos géneros Candida e
Torulopsis (BENZOANA & ESPOSITO, 1975), pelos fungos filamentosos Rhizopus,
Aspergillus, Geotrichum, Humicola e pelas bactérias do género Pseudomonas e

Staphylococcus.

3.4.1.1 Efeito dos sais, pH e temperatura na agédo da lipase

Os sais afetam as lipases de diferentes maneiras. O cloreto de sédio até 7 mM
aumenta a atividade da lipase pancreatica de porco, o que nao € observado com a
lipase pancreatica bovina. Calcio e sais biliares estimulam a atividade lipolitica,
reduzindo o efeito inibitério dos sabdes (SHAHANI,1975). Triantafyllou et al. (1997),
demonstraram que a inclusdo de sais ou KCl aumentou a atividade catalitica da
lipase liofilizada Candida antarctica quatro vezes mais que sem a adi¢ao de sal e a
agua desempenhou um papel muito importante na atividade enzimatica
(TRIANTAFYLLOU et al, 1997).

Os efeitos do pH na estabilidade de uma enzima devem ser levados em conta em
qualquer estudo do efeito do pH na ligagdo do substrato e na catalise.

Os sitios ativos nas enzimas sao frequentemente compostos por grupos
ionizaveis que devem se encontrar numa forma idnica adequada para que
mantenham a conformacg&o do sitio ativo, liguem-se aos substratos, ou catalisem a
reagcdo. Além disso, os proprios substratos podem conter grupos ionizaveis e
somente uma forma ibnica deste substrato pode se ligar a enzima ou sofrer catalise.

A estabilidade de uma enzima ao pH depende de muitos fatores como
temperatura, forgca idnica, natureza quimica do tampao, concentracdo de varios
preservativos (por exemplo, glicerol e compostos sulfidrilicos), concentragao de ions
metalicos contaminantes, de substratos ou cofatores da enzima e da prépria enzima.

A maioria das reagdes quimicas ocorre a uma velocidade maior a medida que a
temperatura aumenta. Um aumento na temperatura fornece maior energia cinética
as moléculas de reagente, ocasionando um maior numero de colisdes produzidas
por unidade de tempo. As reagdes catalisadas por enzimas se comportam de modo

semelhante. As enzimas sao moléculas protéicas complexas e sua atividade
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catalitica provém de uma estrutura terciaria precisa, altamente ordenada, que
justapde os grupamentos R especificos dos aminoacidos, de tal modo a formar sitios
estereo-especificos de ligagdo com o substrato e o centro catalitico. A estrutura
terciaria de uma enzima é mantida principalmente por um grande numero de
ligagcbes nao covalentes fracas. Em termos praticos, uma molécula de enzima é uma
estrutura muito delicada e fragil. Se a molécula absorve energia demais, a estrutura
terciaria romper-se-a e a enzima ficara desnaturada, isto €, perdera a atividade
catalitica. Logo, a medida que a temperatura aumenta, ocorre um esperado
crescimento na velocidade da reacao resultante do aumento das colisées entre
enzima e substrato, e € compensado pelo aumento da velocidade de desnaturagao
(GLAZER, et al. 1994).

Consequentemente, um grafico da velocidade da reag&o vs. temperatura, em
geral, apresenta um pico algumas vezes chamado de “temperatura 6tima”. A
“temperatura 6tima” depende do tempo escolhido para a realizagdo das medidas. A
verdadeira temperatura “6tima” para uma determinacdo é a temperatura maxima na
qual a enzima possui uma atividade constante por um periodo de tempo pelo menos
tdo longo quanto o tempo da determinagcéo (BROCK, 1997).

O efeito da temperatura em uma enzima depende de um numero de fatores que
incluem o pH e a forga ibnica do meio e a presenga ou auséncia de ligantes. Os
substratos frequentemente protegem a enzima da desnaturagdo pelo excesso de
calor. Enzimas de baixo peso molecular compostas de uma Uunica cadeia
polipeptidica e possuindo pontes de dissulfetos sdo geralmente mais estaveis ao
calor do que enzimas oligoméricas, de alto peso molecular. Em geral, uma enzima
sera mais estavel ao calor em preparacdes brutas livres de células que contenham
uma alta concentracdo de outras proteinas, desde que na auséncia de proteases
(BROCK, 1997).

3.4.1.2 Especificidade das enzimas lipoliticas

As enzimas lipoliticas apresentam varios tipos de especificidade em relagdo ao
substrato, os quais tém grande importancia quando se objetiva a obtencéo de acidos
graxos caracteristicos. Como fator mais significativo, na tecnologia de formacéo de
compostos lipoliticos, Nelson (1977) indica a descoberta e a aplicagdo de uma

variedade de sistemas de lipases, com diferentes especificidades para o tamanho
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dos acidos graxos, tipo de molécula do glicerideo e condi¢des fisicas do substrato. A
disponibilidade de enzimas lipoliticas especificas para acidos graxos de cadeia curta,
tornou possivel o desenvolvimento de varios produtos com caracteristicas diferentes,
a partir da modificagdo de gorduras. Varias técnicas e sistemas enzimaticos
lipoliticos, para desenvolvimento de produtos de valor agregado tém sido
patenteados (ARNOLD et al, 1975; KILARA, 1985; NELSON, 1972). A
interdependéncia da forma fisica do substrato e a especificidade da enzima lipolitica
sdo de extrema importancia na escolha do sistema enzimatico (KILARA, 1985;
NELSON, 1972).

As enzimas lipoliticas podem apresentar diferentes tipos de especificidades, tais
como substrato especifica, posicional e tipo de acido graxo.

Essa caracteristica se refere a diferentes taxas de atividade enzimatica
apresentada por uma mesma lipase sobre triglicerideos, diglicerideos e
monoglicerideos, contendo acido graxos de cadeia longa ou curta. A lipase
pancreatica apresenta maior taxa de hidrolise sobre o triglicerideo (TG) e a atividade
hidrolitica vai decrescendo na ordem dos substratos 1,2 ou 2, 3 diglicerideo (DG),
1,3 — DG e 1 ou 3 monoglicerideo (MG) (CONSTANTIN et al ,1960;
BROCKERHOFF e JENSEN, 1974). O aparecimento de 1,3 DG e 1 ou 3 MG é dado
pela migracdo acil espontanea. A lipase do leite apresenta maior atividade sobre a
tributirina do que a trioleina, ao passo que a lipase do Achromobacer lipolylicum
exibe atividade oposta sobre aqueles substratos (KHAN, 1974). Triglicerideos
contendo acido butirico foram hidrolisados mais rapidamente do que aqueles com
maior peso molecular. Richardson et al (1971) afirmam que a lipase gastrica de
carneiro hidrolisa mono e di-butirinas mais rapidamente do que a lipase pré-gastrica
(oral) do mesmo animal. Outra importante caracteristica da especificidade para
substrato esta relacionada com sua forma fisica em solugao ou emulsificada.

Algumas lipases hidrolisam preferencialmente acidos graxos esterificados nos
carbonos 1 ou 3 do glicerol, liberando acidos graxos e 1, 2 ou 2, 3 - DG e 2 — MG.
Os 1,2 (2,3) — DG e 1 (3) MG, podem sofrer migragéo acil espontanea convertendo-
se em 1-3-DG e 1(3)-MG, os quais sao substrato para as lipases. Assim, incubagdes
em tempos prolongados, podem levar a uma completa hidrdlise do TG
(BROCKERHOFF e JENSEN, 1974). A especificidade posicional 1,3 € observada

nas lipases produzidas por Aspergillus niger e Rhizopus delemar, Pseudomonas,
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Humicola lanuginosa, lipase pancreatica e esterase pregastrica (KILARA, 1985,
SHAHANI, 1975).

3.5 SUBSTRATO

O substrato hidrolisado pela enzima lipase sao triglicerideos, os quais
quimicamente s&o ésteres carboxilicos derivados de um unico alcool, o glicerol. Os
triglicerideos podem apresentar diferentes derivagbes, dependendo do &cido
carboxilico ligado a sua cadeia. As gorduras sdo constituidas de triglicerideos

derivados de numerosos acidos graxos, podendo esses ser diferentes entre si.
3.5.1 Tributirina

O substrato oleoso tributirina (Glicerol tributirato), € encontrado na forma liquida,
que é insolivel em agua, mas muito soltivel em alcodis e em éteres. E preparada
pela esterificacdo do glicerol com acido butirico em excesso (ALDRICH, 2007),
sendo composto de uma molécula de glicerol e trés moléculas de acido butirico. Sua
férmula estrutural € mostrada na Figura 3.5, e suas caracteristicas fisico-quimicas
estdo apresentadas na Tabela 3.2.

0
t:H!-qCH,_,}:—tl:!-o —CF,

CH,—(CH,},—C—0 —CH ,—CH—0—C —(CH,},—CH

|
o 0

3

Figura 3.5. Formula estrutural da tributirina.

Tabela 3.2. Caracteristicas fisico-quimicas da tributirina.

Propriedades fisico-quimicas da tributirina

Massa molecular: 302,37

Ponto de fusao: -75°C (1 atm)

Ponto de ebuli¢ao: 307,5°C (1 atm)
Densidade: 1,0350 Kg.L™" (20°C)
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Solubilidade em éguaz: 0,412 mM

A tributirina oferece inimeras vantagens como um substrato para a lipase. E
facilmente dispersa sem o uso de detergentes e o produto formado na reagédo de
hidrolise é soluvel em agua (RAPP, et al., 1978). Apresenta em sua cadeia 3 acidos
graxos de mesma massa molar (88 g.mol™) e o &cido butirico (C4HgO2), onde em

solucéo aquosa se ioniza originando 1 préton (H') por molécula.
3.5.2 Efeito da concentragao de substrato

Na Figura 3.6 é mostrado um esquema do efeito da concentragdo de
substrato na hidrélise enzimatica, onde em (A) a enzima esta presente em baixa
concentracado de substrato, em (B) o substrato esta saturado, e em (C) o substrato
estda em uma alta concentragao.

Em baixa concentracdo de substrato embora haja um numero elevado de
enzimas presentes no meio, a velocidade com que estas moléculas se encontraram
para iniciar a reacao sera menor, porém a influéncia de altas temperaturas pode
fazer com que esse processo seja acelerado. Quando o substrato satura o meio em
relagdo a enzima, a taxa com que essa reacao deve ocorrer sera superior quando
comparada a uma menor concentracdo no meio; e por fim, quanto maior for a
quantidade de substrato maior a taxa de reacdo. Existe um limite para a agao da
enzima, no qual o aumento do substrato n&o altera a velocidade da reacgéo
(LEHNINGER, 2000).

2 (FERRATO, et al., 1997)
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Figura 3.6. Efeito tedrico da concentracdo de substrato em uma mesma
concentragédo enzimatica, (A) baixa, (B) saturado e (C) alta.
Fonte: Garret (1999)

Nem todo o substrato se encontra inteiramente disponivel a agao enzimatica,
pois apresentam partes das pontes de ésteres de hidrogénio em fase orgénica, o
que dificulta a agdo da enzima (GARRETT, 1999).

3.5.3 Substrato adsorvido em suporte sélido

Em reacbes enzimaticas, nas quais um substrato sofre uma modificagao
(comumente degradacdo), ambos, substrato e enzima, estdo na forma de uma
solugcao e, em alguns casos de uma suspensao. Muitas vantagens podem advir
quando um desses compostos puder ser fornecido sobre um suporte sélido.

Existem aplicagbes em que o substrato € unido covalentemente ao suporte ou
€ aplicado livremente sobre ele, podendo ser removido facilmente pela agao da agua
(ORTH & BRUMMER, 1972). Alguns autores propdem métodos de preparacdo do
substrato “adsorvido” em um suporte solido polimérico (BLIXT et al, 1977).

A taxa de reacédo de hidrdlise enzimatica é fortemente influenciada pela area
superficial do triglicerideo disponivel para a atuagdo da enzima (Sulaiman et al,
2002). Sugere-se que a aplicagao desse método tem o intuito de disponibilizar o 6leo
depositado sobre um suporte sélido, com uma area superficial determinada por ele,
disponivel para a atuagdo da enzima de forma homogénea e regular, visando

melhorar a hidrélise do triglicerideo pela acéo da enzima lipase (BLIXT et al, 1977).
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3.6 HIDROLISE ENZIMATICA DE TRIGLICERIDEOS

O processo de hidrolise enzimatica necessita de dois requisitos: a formacgao
de uma interface lipideo/agua e a absor¢do da enzima nesta interface. Assim,
quanto maior a interface, maior a quantidade de enzima adsorvida, acarretando
taxas de hidrolise mais elevadas (BALCAO, et al., 1996). Diferentes parametros
podem influénciar o desempenho da hidrélise de O&leos e gorduras e,
consequentemente, diversas técnicas tém sido utilizadas para aumentar a taxa de
hidrolise de gorduras usando lipases como catalisadores (OLIVEIRA, et al., 1999).

A hidrélise do 6leo de palma foi investigada para obtencdo de mono e
diacilglicerois empregando preparacdes de lipases de fontes microbiana (Candida
rugosa), vegetal (gérmen de trigo) e animal (pancreas de porco). Entre as lipases
testadas, as taxas de conversédo de hidrélise mais elevadas foram obtidas com a
lipase de Candida rugosa, com atividade 6tima a 37 °C e pH = 7,5 (KHOR, et al.,
1986).

Estudos com a hidrdlise de sebo e dleos de coco e oliva, utilizando lipases de
Candida rugosa, Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, foram realizados onde a
reacao em emulsao foi conduzida em sistemas de frascos agitados, obtendo-se altos
valores de converséao (97-99% em 72 h) (LINFIELD, et al., 1984). Em outro trabalho,
Linfield et al. utilizando os mesmos 6leos e lipase de Candida rugosa, abordaram a
influéncia do pH, da temperatura, e de aditivos sobre a atividade enzimatica,
determinando também uma quantidade minima de enzima necessaria para o
alcance de taxas de hidrélise superiores a 95% em 72 h.

Foi estudado a hidrolise de 6leo de soja com diferentes tipos de lipase por
Park et al., tendo como principal objetivo a comparagdo das atividades dessas
enzimas em sistemas isolados e combinados. Apds 10 h de reagao, verificou-se que
os sistemas combinados de lipases microbianas, tais como Penicillium sp. e
Rhizopus niveous ou Penicillium sp, forneceram rendimentos mais elevados (98,0 e
99,5% de hidrdlise) que os obtidos em sistemas contendo apenas uma lipase (7,2 e
44,4% de hidrélise) (PARK, et al., 1988).

O uso de solventes no meio reacional também tem sido descrito como um
fator responsavel no aumento das taxas de hidrolise dos triacilglicerois. Segundo
Mukataka et al. 1985, diferentes solventes foram testados no processo de hidrélise

de 6leos em sistema com emulsdo, e o isoctano foi considerado como o mais
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adequado (MUKATAKA, et al., 1985). A hidrolise do 6leo de oliva catalisada pela
lipase de Candida rugosa, em um sistema emulsificado apenas por agitagcao
mecanica, apresenta taxas de hidrélise similares as obtidas nos sistemas reacionais
contendo emulsificante (Y. J. WANG, 1988).

A hidrdlise enzimatica em acidos graxos, a partir de 6leos comerciais de alta
acidez como o de coco, soja, mostarda, girassol e arroz, foi investigada por Ghosh e
Bhattacharyya (GHOSH e BHATTACHARYYA, 1995). Acilglicerois neutros de 6leos
de alta acidez, foram hidrolisados por lipase de Candida rugosa quase
completamente, num periodo maximo de 48 h. O 6leo de coco, com acidez inicial de
69,2% em acido laurico, foi hidrolisado numa temperatura de 35 °C durante 48 h,
atingindo acidez final de 80%.

Considerando que inumeras variaveis podem estar envolvidas nesse tipo de
processo, observa-se uma tendéncia pelo emprego da metodologia de planejamento
estatistico, que possibilita verificar a influéncia das variaveis e suas interagdes no
rendimento de um determinado processo com grande economia de tempo, material e
recursos (GHOSH e BHATTACHARYYA, 1995).

Oliveira et al. 1999, analisaram a influéncia da concentracao de lipase e do
tempo de reacdo no desempenho da hidrolise da gordura de babagu por lipase
comercial, empregando a metodologia de superficie de resposta, sendo obtidas
taxas de conversdo entre 6,52 e 41,44%. O ponto 6timo do processo (maior
porcentagem de hidrélise no menor tempo possivel), entretanto, ndo foi alcangado,
tendo em vista que o planejamento fatorial proposto nao cobriu a faixa
correspondente a maiores tempos de reacdo (OLIVEIRA, GIOIELLI et al., 1999).

A aplicagao de lipases tem sido também preconizada na degradacéo biolégica
e remocgao de carga lipolitica de efluentes industriais gerados em frigorificos,
abatedouros, laticinios e industrias de alimentos em geral (GANDHI, 1997; PANDEY
et al., 1999).

A cinética da hidrdlise enzimatica da tributirina, usando lipase, foi investigada
por (AL-ZUHAIR, 2006), onde a taxa inicial da reagcdo foi determinada
experimentalmente sob diferentes concentragdes de substrato. O modelo cinético da
influéncia da concentracdo de substrato de Michaelis-Menten foi proposto para
predizer a taxa inicial da hidrélise da tributirina em um sistema de micro-emulsao. Os
parametros cinéticos foram estimados por trés métodos: Lineweaver-Burk, Edie-

Hofstee e Hanes. O modelo de Michaelis-Menten, com as taxas de reacgao inicial
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preditas pelos modelos de Edie-Hofstee e Hanes, sob varias concentracbes de
substrato, foi o melhor deles.

Wu e colaboradores estudaram a hidrolise da tributirina usando a lipase
(Pseudomonas fluorscenes CCRC-17015) imobilizada em PMAA, em sistemas
(batelada) liquido—liquido e liquido—sdlido—liquido. As condi¢cdes do sistema como,
concentragao de tributirina, temperatura, agitagao e pH, foram avaliadas para atingir
um valor 6timo de reagdo para enzima imobilizada e livre. Os parametros cinéticos
na reagao obtidos para os dois sistemas (enzima livre e imobilizada), foram de 29 e
5.7 s, respectivamente. Os valores experimentais revelaram uma boa estabilidade
térmica a altos valores de pH para a enzima imobilizada no sistema liquido-solido-
liquido (WU, et al., 2004).

3.7 FUNDAMENTOS TEORICOS

Nessa secdo sera descrita a fundamentacdo tedrica dos temas utilizados no
presente projeto de dissertagdo. Estes séo relacionados a modelagem da reacéo de
hidrélise enzimatica da tributirina a ser aplicada para constru¢cdo de um TTI

enzimatico.

3.7.1 Principio da reag¢ao envolvida na hidrélise da tributirina

Triglicerideos s&o ésteres de glicerol com cadeias de acidos graxos os quais
quando hidrolisados pela enzima lipase fornecem glicerol e acidos graxos (REDDY,
2003). R, R’ e R” representam trés diferentes grupos alquil (RCOOH). A reagao base

de biocatélise quimica considerada neste trabalho é a seguinte:

CH,OCOR CH,OH

(|:H20COR' Lipase CI:HZOH + RCOOH + R'COOH + R"COOH
CH,OCOR" CH,0OH

- Triglicerideo Glicerol Acidos graxos
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Na tributirina o R, R’ e R” = C4Hg é o acido butirico (C4HsCOOH) formado na

hidrolise como segue o esquema abaixo.

H,C——0OCOC4Hg H,C——OH
Lipase |
HT—OCOC4H9 » HC—OH + C4H,COOH
H,C——0OCOC4Hq HC——OH
Triglicerideo (Tributirina) Glicerol  Acido butirico

3.7.2 Cinética das reagoes enzimaticas

A cinética enzimatica pode ser entendida como a analise quantitativa do
efeito, dos fatores que influenciam a atividade enzimatica e sua velocidade de
reacdo. E o estudo das velocidades com que as reacdes catalisadas por enzimas
ocorrem, diferenciando-se das outras reagdes quimicas em inumeros aspectos.

A cinética enzimatica é determinada pela concentragdo da enzima, cofatores,
inibidores (quando presentes), substrato, pH, temperatura e forga ibnica.

As velocidades de reacdo sdao mais elevadas em reacgdes catalisadas por
enzimas, e podem ser 10° a 10'? vezes mais rapidas que uma reagdo nao catalisada
e varias ordens de grandeza maiores que uma reacao catalisada por um catalisador
inorganico. Estas reagbes ocorrem em condi¢cdes relativamente suaves, com
temperaturas abaixo de 100°C, press&o atmosférica, e pH proximos da neutralidade,
contrariamente, a catalise quimica que freqlentemente requer temperaturas e
pressdes elevadas, bem como valores de pH extremos.

As enzimas tém uma especificidade de reagdo muito maior quanto aos
substratos (reagentes) e produtos que os catalisadores quimicos. Ou seja, as
reacdes enzimaticas raramente apresentam produtos secundarios. Por exemplo, na
sintese enzimatica de proteinas que ocorre nos ribossomos sintetizam-se, sem
erros, polipeptidios muito maiores que 1000 unidades de aminoacidos. Por outro
lado, na sintese quimica de polipeptidios ocorrem reacdes secundarias e

incompletas, o que limita o comprimento das cadeias polipeptidicas que podem ser
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produzidas por este método a comprimentos de cerca de 100 aminoacidos, com
erros suficientes para diminuir o rendimento.

As atividades cataliticas de muitas enzimas variam em resposta as
concentracdes dos diferentes substratos. Os mecanismos destes processos de
regulacédo incluem o controle alostérico, a modificagdo covalente das enzimas e a
variagao nas quantidades de enzima sintetizada.

Varios mecanismos cinéticos de catalise da lipase em sistema de emulséo
Oleo/ agua tém sido propostos; eles relacionam a atividade da lipase tanto em
medidas interfaciais qualitativa (area interfacial por unidade de volume) como
quantitativa (caracteristicas fisico-quimicas da interface).

O caso mais simples € aquele em que um substrato (S) & transformado em
produtos (P), (Q), etc., em uma reagao catalisada por uma enzima (E); € onde a
concentracdo do substrato ou um dos produtos varia com o tempo a partir do
instante em que a reacdo teve inicio. Essas medidas conduzirdo a curvas
semelhantes as representadas na Figura 3.7. Essas curvas mostram que a
velocidade de consumo de substrato ou de formacédo de produto, variam com o
tempo, por que variam as condi¢ées em que o sistema se encontra (BORZANI, et
al., 1975). A rigor, o unico instante em que sao conhecidas as condigdes
experimentais € o instante inicial. Por esse motivo a velocidade da reacéo

enzimatica deve ser calculada sempre que possivel no instante zero.
A

Produto

Concentragdo

Substrato

\ 4

Tempot

Figura 3.7. Representagcdo esquematica das variagdes das concentragbes de
substrato e de produto durante uma reagdo enzimatica. Medida de velocidades
iniciais.
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3.7.3 Taxa da reagao

A taxa de reagao para reacdes reversiveis quase sempre depende da
concentragao dos reagentes e dos produtos. A relagdo entre a taxa da reagao e a
concentracdo dos componentes no sistema, comumente a uma temperatura ,
pressao e outras condi¢des do ambiente constante, € chamada de taxa de reagado. A
interpretacao dos dados cinéticos € comumente baseada na Lei da conservagao das
massas. Em solucdes diluidas, a taxa de uma reacao € proporcional a concentracao
dos reagentes elevado a poténcia de seus coeficientes estequiométricos, e
independentes de outras concentragdes e reagcdes. Assim a reacgao é:

A+B->Y+Z (1)

Sua equacao da taxa, de acordo com a Lei da conservagao das massas, sera:
v =kcich (2)
A constante de proporcionalidade k é chamada de constante da taxa de reagéo (ou
taxa especifica). A constante k é independente da concentracdo de A, B..., mas
pode depender de fatores do sistema, tais como a temperatura e o tipo de solvente,
e sua grandeza depende da reagdao em particular que esta sendo estudada. A
poténcia a é chamada de ordem da reagdo com referéncia ao reagente A, e b é a
ordem com referéncia a B, sendo a soma (a + b) a ordem da reagdo. A unidade da

taxa de reagédo depende da ordem da mesma (CONNORS, 1990)
3.7.4 Dependéncia da taxa da reagao com a temperatura

As taxas da maioria das reagcbes sdo sensiveis a temperatura, e o
entendimento do fundamento molecular dessa dependéncia € um objetivo
fundamental na investigacéo tedrica da cinética da reacéo. A taxa da reagao pode
ser relacionada com a temperatura, pela Equacgao (3), conhecida como equacéao de

Arrhenius.

Ea
k = —Ae RT (3)
Onde R é a constante universal dos gases (1,987 cal.mol™*K™! ou
8,314472 ].mol"'K"1) e T é a temperatura absoluta. A equagdo contém dois

parametros: A, chamado de fator pré-exponencial e E,, a energia de ativagao

39



experimental. As reagbes em solugdes apresentam comumente valores de E, em
uma faixa entre 10 — 30 kcal.mol™!. Esses valores correspondem grosseiramente
ao principio basico de que a taxa da reagao aumenta de um fator de 2 a 3 para cada
10°C no aumento da temperatura (CONNORS, 1990).

3.7.5 Ordem da reacgao

A taxa de reagédo é o numero em unidades de massa de um reagente que é
transformado em produto por unidade de tempo e por unidade de volume de um
sistema. A taxa de uma reagdo homogénea fechada, isto €, sem perda ou ganho de
material durante a reacéo, € determinada pela composi¢cao da mistura, temperatura

e pressao.

Reacao de ordem zero:

Considera-se uma reacdo como sendo de ordem zero quando
dc

- =

Integrando os limites de ¢ = c, quandot =0e c =c notempo t =t tem-se a

k (4)

equacao integrada da taxa de ordem zero.
c=c"—kt (5)
Assim a equacao de ordem zero apresenta um grafico linear de ¢ X t sendo a
declividade igual a k. A unidade da constante da taxa de reagcdo de uma equacgao de

ordem zero é (M s~ 1).

Reacao de primeira ordem:

A Equacao (6) é a equagao estequiométrica para uma reagdo de primeira

ordem elementar, e a Equacgao (7) é a equacao diferencial da taxa correspondente.

Yy (6)
dcy
- = —ke, (7)

Separando as varidveis e integrando entre os limites C{ e C, tem-se formas

equivalentes das equagdes das taxas de primeira ordem, Equacdes (8),(9) e (10).
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CO CA 0
c
In-% = —kt (8)
€a
l Ca kt 9
%80~ 72303 ®)
cy =cle ™t (10)

Para a equagao de primeira ordem, o grafico de Inc, X t é linear, e a
constante da taxa de reacdo de primeira ordem pode ser obtida a partir da
declividade. A constante da taxa de primeira ordem tem sua unidade no valor de

tempo, comumente em segundos'1.

Reacédo de sequnda ordem:

Para uma reacéo onde,
2A — produtos (11)

a equacao diferencial da taxa é,
——L = kc? (12)

O coeficiente estequiométrico 2 é comumente omitido da expressao, devido a existir
apenas uma especie de reagente. Separando as variaveis e integrando entre os
limites, teremos (Equacéao 13).

1
o = a + kt (13)

Entdo, para uma reacao de segunda ordem, um grafico de 1/c, x t € linear
com declividade k. A unidade da constante da taxa desse tipo de reagao de segunda
ordem é expressa em litro por mol segundo (M~1s™1).

A Tabela 3.3 mostra um resumo das ordens de reacdo e suas respectivas

expressdes matematicas e unidades.

Tabela 3.3. Parametros das reagbes

Ordem zero Primeira ordem Segunda ordem
. . d[A] d[A] d[A]
Lei da velocidade - = - = -_ = 2
idav i I k 7 k[A] 1t k[A]

41



Lei da velocidade 1
integrada [4] = [A], — kt [A] = [A]ge "¢ A~ Al + kt
Unidade da
constante de ﬂ 1 L
S S M.s
velocidade k
Construcao do
grafico linear para [A] vs. t In ([A]) vs. t % vs.t
determinar k
. A In (2 1
Meia-vida t% = % t% = IE ) t% = (Al K

3.7.6 Aplicacao dos indicadores de tempo-temperatura, TTI

O principio basico de aplicagao de um TTI para o monitoramento da qualidade foi
detalhado por Taoukis e Labuza (1989a,1989b,1997). Tal principio foi introduzido
para permitir a correlagao da resposta X de um TTIl a um indice de qualidade A do

alimento X pode expresso como uma fungao do tempo:

F(X) = kt = ky exp (— g—;‘,) t (14)

Onde F(X) é a funcéo resposta de um TTI, t é o tempo e k é a taxa constante da
resposta; a constante k, e a energia de ativagédo E,, sdo parametros da equacéao de
Arrhenius, onde T é a temperatura absoluta. Para uma distribuicdo de temperatura

variavel, T(t), a fungéo resposta pode ser expressa como:

t t

F(X), = fkdt — k, f exp (— szt)) dt (15)

Definindo como temperatura efetiva, T,r, a temperatura constante que causa a

mesma resposta ou mudanga como a temperatura variavel T (t), onde temos:

F(X) =k, exp <— Rl;af) t (16)

Analogamente, a mudanca da qualidade, A, do alimento também pode ser
modelada. Definindo a fungédo qualidade f(A) tal que f(A) = kt (a forma de f(A4)

depende da ordem da reagdo, no caso de primeira ordem seria f(4) = In (%)) e
t

usando os parametros de Arrhenius k, e E, para o alimento, as Equagdes (14) e
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(15) podem ser aplicadas para f(A). Para um TTI seguir a mesma distribuicdo de
temperatura, T(t) como a do alimento monitorado, o valor de F(X), deve ser
conhecido através da resposta X; e a T,; pode ser calculada da Equacgédo (16). A T,
e o conhecimento dos parametros cinéticos da deterioracdo do alimento permitem a
avaliacdo da f(A) e assim, a perda de qualidade do produto. Esta aproximacgé&o

sistematica é mostrada na Figura 3.8.

Eq.paraoTTI
Xt :}f(X)t _ Tef

Eq.para o Alimento

Ty > f(A): = Ay

Figura 3.8. Aproximagé&o sistematica para aplicagdo do TT| como um monitor da
qualidade do alimento.

Segundo Labuza, (1989b) esse esquema foi aplicado a TTIl comercial
enzimatico tipo I, o qual é baseado na mudancga de cor, causada pela reducédo do
pH devido a uma hidrolise enzimatica controlada de um substrato lipidico. A
mudanga da cor foi mensurada e os valores a* (medida do vermelho) do sistema
L,a,b da escala de Hunter foi usado, fornecendo valores de 0 a 40, onde X foi

definido como X = a/40.

3.7.7 Indicador Universal e Cor

O indicador universal é obtido pela mistura de indicadores de pH, de modo a
obter viragens de cor sobre uma parte consideravel da faixa de pH. No entanto, a
mudancga de coloragado é gradual e a determinagao do pH de viragem de cor ndo é
precisa (VOGEL, 1992).

A cor € um fendmeno optico provocado pela acdo de um feixe de fétons sobre
células especializadas da retina, e que transmitem através de informacédo pre-
processada no nervo optico, impressdes para o sistema nervoso.

A cor de um material é determinada pelas médias de freqliéncia dos pacotes de
onda que as suas moléculas constituintes refletem. Um objeto tera determinada cor
se nao absorver justamente os raios correspondentes a frequéncia daquela cor.

A representacdo de uma cor pode ser feita de acordo com diversos sistemas

escolhidos de maneira a atender as peculiaridades de cada aplicacdo. Representar
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cores em um determinado sistema significa reduzir o espaco espectral de cor para
um sistema de coordenadas de dimensao finita (GOMES & VELHO, 1994).

O sistema CIELab (CIE 1976) descreve as cores baseadas na teoria oponente da
visdo de cor, que diz que as cores nao podem ser percebidas ao mesmo tempo,
como o vermelho e o verde, ou amarelo e azul. Entretanto as cores podem ser
percebidas como combinag¢des de vermelho e amarelo, vermelho e azul, verde e
amarelo, e verde e azul.

As coordenadas retangulares do espaco de cor CIELab sdo dadas por:

a) L*: luminosidade de um objeto, que varia do 0O (para o preto) até 100

(para o branco);

b) a*: medida do vermelho (a* positivo) ou do verde (a* negativo);

c) b*: medida do amarelo (b* positivo) ou do azul (b* negativo).

Por meio destas trés coordenadas, pode-se posicionar uma cor no espago. Ao se
obter os valores L*, a* e b* de um padrao e L*, a* e b* de uma amostra, é possivel
calcular as diferencas entre um padrao e a amostra em cada coordenada, e também

uma diferenga total de cor, AE*, dada através da Equacgéo 17.

AE* = \/(AL*2Aa*2Ab*? (17)

Onde AL* = L*amostra — L*padrdo; Aa* = a*amostra — a*padrdao e Ab* =
b*amostra — b*padréao.

Estas coordenadas podem ser simétricas, com mesmos valores no sentido
positivo ou negativo, ou entdo assimétrico, quando podem ser permitidas variagoes
para determinada cor. Na Figura 3.9 sao apresentadas as coordenadas do sistema
CIELab.

Outra forma de caracterizarmos uma cor e através do espaco de coordenadas
polares L*, C, H onde temos a coordenada Luminosidade (L*), que é exatamente a
mesma do espacgo L*, a*, b*, a coordenada do C que é definida como sendo a
Saturagdo e o H, que € o angulo total dentro do espago L*, C, H. As expressdes 13 e
14 s&o utilizadas para calcular C e H a partir de a, b (LINDBLOOM, 2007).
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Figura 3.9. Coordenadas do sistema CIELab.

A tonalidade, H, que corresponde ao comprimento de onda predominante, é o
atributo da percepcao visual onde uma cor é percebida como vermelho, amarelo etc.
Os brancos, pretos e cinzas ndo possuem tonalidade e saturacédo. A luminosidade,
L*, por sua vez, esta relacionada & intensidade da energia eletromagnética. E o
atributo da percepcao visual onde uma area parece emitir mais ou menos luz. A
saturacao C, depende das proporgdes ocupadas por cada comprimento de onda na
radiacdo eletromagnética, € o atributo que indica o grau de pureza da cor (quanto
maior o grau mais saturado ou vivido é a cor). O olho humano é capaz de detectar
tanto variagbes de tonalidade, como de luminosidade e saturacédo (MELCHIADES e
BOSHI, 1999).

O indice de cor pode ser definido como uma diferenga entre as magnitudes

medidas em duas bandas fotométricas, e € dado pela Equacéo 18:

1 __2000a" 18)
INaZ+ b2

Existem diversos equipamentos e métodos de medicao utilizados na colorimetria,
que sao escolhidos em fungao da sua aplicagao. Estes equipamentos permitem que
sejam medidas as informagdes de cor de um objeto ou fonte de iluminacdo sem
necessidade da presenca de um observador humano. Dentre os mais utilizados
temos:

a) Espectrofotdmetros: medem os valores da radiagao refletida por um objeto
colorido por faixas de comprimento de onda ao longo do espectro visivel da luz. Para
cada faixa selecionada, os valores da radiagdo da luz refletida sdo divididos pelos

valores da radiacdo da iluminacao utilizada, que possui caracteristicas conhecidas.
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Em seguida, os valores de ftristimulus e as coordenadas de cromaticidade s&o
calculados por fung¢des de ajuste de cor;

b) Colorimetros: se baseiam no ajuste de cor. Nestes sistemas, parte do campo é
ocupada pelo objeto a ser medido e parte € formada por uma superficie branca. O
objeto a ser medido é iluminado por uma fonte de luz branca com caracteristicas
bem conhecidas e a superficie branca, por trés fontes de iluminacgao (tipicamente R,
G e B). A luminancia destas trés fontes é regulada, até que se obtenha um bom
ajuste entre a referéncia e o objeto a ser medido. A utilizagdo deste tipo de
dispositivo ndo é simples e exige habilidade e experiéncia por parte do operador;

c) “Fotocolorimetros Tristimulus”: utilizam trés diferentes filtros de cor e
funcionam de maneira similar ao modelo de percepcédo de cor pelo olho humano
(MALACARA, 2002).

d) Métodos digitais: associam cameras Cybershot e softwares apropriados, que
transformam a imagem digital em parametro de cor.

O uso de equipamentos para representar as cores € muito importante devido a
dificuldade em estabelecer um padrédo de cor para referéncia, pois 0 nosso sistema
sensorial faz emergir todo um continuo muito vasto de cores com as diferengas de
tonalidades que nés aprendemos a categorizar.

Um estudo sistematico de variacdo da cor em funcdo do pH e temperatura,
associada a elaboracdo de uma referéncia fixa de cor a ser aplicada em TTI's

enzimatico foi feito por Deboni (2007).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 INTRODUGAO

Neste capitulo estdo apresentados os materiais e os métodos utilizados nos
procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental deste trabalho.
Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos nos Laboratérios de
Processamento de Alimentos (PROALI), Sistemas Porosos (LASIPO) e Controle de
Processos (LCP) do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de

Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.2 MATERIAL

Os materiais utilizados na fase experimental estdo aqui descritos, sendo

classificados como Matérias-Primas e Reagentes, e Equipamentos.

4.2.1 Matérias-Primas e Reagentes

a) Enzimas:

Foram utilizadas preparagbes enzimaticas comerciais de origem microbiana
fornecidas pela Novozymes Brasil, PR:
- Lipase (Lecitase Ultra) com atividade declarada de 10 KLU/g, organismo de
produgao Aspergillus oryzae, organismo doador Thermomyces lanuginosus.
- Lipase (Lipozyme TL 100 L) com atividade declarada de 100 KLU/g organismo de
producao Aspergillus oryzae, organismo doador Thermomyces lanuginosus.

b) Reagentes:

Os reagentes em grau analitico utilizados nos ensaios experimentais, e seus
respectivos fabricantes, estao listados abaixo:
- 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol (TRIS, C4H11NOs3), Nuclear;
- Acido cloridrico (HCI), Nuclear, P.A;
- Acido fosférico (H3POQy,), Nuclear, 80%;
- Acido sulftrico concentrado (H2SO4), Nuclear, P.A;

- Agua destilada;
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- Albumina de soro bovino (BSA), Merck;
- Azul Brilhante de Comassie G-250, Vetec;
- Cloroférmio, Nuclear, P.A;
- Etanol 95%, Vetec;
- Goma Gelana, CPKelco;
- Indicador Universal de pH;
- Filme de parafina, Parafilm, US;
- Surfactante nao i6nico Triton X-305, Dow Chemical Company;
- Surfactante nao idnico Tween 80 (Polietileno glicol Sorbitano monoolerto);
- Tributirina, grau de pureza >98%, fabricado por Fluka e SciencelLab, US;
- Vanilina, Vetec;

c) Suportes soélidos poliméricos:
- Cloreto de polivinila (PVC — S-367 NK), Solvay Chemicals, Brasil, tamanho médio
de particula: 60-100 pym, densidade: 1,33 + 0,04 g.cm™, area superficial especifica:
1,6 m%g™";
- Poliestireno de alta densidade (PEAD - GD 4960), Ipiranga Petroquimica, tamanho
médio de particula: 1190-70 um, densidade: 0,962 + 0,003 g.cm™, area superficial
especifica: 0,6-1,0 m.g™";
- Poliestireno de alta densidade (PEAD - GF 4456), Ipiranga Petroquimica, tamanho
médio de particula: 1190-80 um, densidade: 0,956 + 0,003 g.cm™, area superficial
especifica: 0,6-1,0m?.g™;

Todas as solugdes utilizadas nos experimentos foram preparadas e
normalizadas segundo procedimentos descritos em bibliografia e segundo Morita e

Assumpcgao (1995).
4.2.2 Equipamentos

- Termémetro

- Evaporador rotativo (Rotovapor Fisatom, modelo 804);

- Bomba de vacuo de jato d’agua (Fisatom, modelo 830);

- Banho Termostatico com agitagcdo (Shaker Dist modelo 940)

- Balanga eletrénica de precisao analitica + 0,0001 (Biorad, modelo 200);
- Espectrofotobmetro Genesys 10-VIS (Thermo Scientific);

- Cubeta de vidro (5 mL);
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- Pipetador automatico;

- Seladora térmica manual;

- Agitador magnético (Micro Turret, mod. 102);

- Vortex (Biomixer, QL 901);

- pHmetro Digital Microprocessado Analion AN-2000 com as especificagdes:
resolugao +0,001 (0,000 — 14,000); com eletrodo combinado de pH de corpo de
vidro, sistema referencial Ag/AgCl (Prata/Cloreto de Prata), faixa de pH 0-14, faixa
de temperatura 0-120°C, blindado, com jung¢do ceramica anular (periférica), cristais
de KCI em excesso, gel interno selado, bulbo semi-esférico reforgado, cabo e
conector BNC, e um termo compensador PT 100 para compensacao automatica da
temperatura de corpo de vidro e faixa de atuagao entre -10 a 120°C.

- Incubadora B.O.D com controle digital de temperatura Fullgauge, resolugédo +0,1°C
(0 —40°C)

- Célula de vidro com tampa de teflon com furagdes destinadas ao eletrodo de pH e
ao sensor de temperatura, e entrada e saida de ar/gas. A Figura 4.1 mostra um
esquema da célula construida para o desenvolvimento de ensaios de hidrélise
enzimatica com suas respectivas dimensoes.

- Camera Digital Samsung Slim 5.1 Mpixel.
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SECAO B-B

Figura 4.1 Célula utilizada na reac&o enzimatica de hidrdlise da tributirina.

4.3 METODOS

A metodologia experimental da reagdo de hidrolise enzimatica da tributirina,
aderéncia de 6leo em suporte solido, ajustes cinéticos da reagdo, modelagem,

ensaios de cor, montagem e teste de protétipo de um TTI Tipo Il sdo aqui mostrados.

4.3.1 Avaliagao da cinética e energia de ativagao da hidrélise enzimatica da

tributirina

Os ensaios de hidrélise enzimatica foram realizados com Lipozyme TL 100 L,
sob temperatura constante, em uma estufa B.O.D, na faixa entre 2 — 40°C. Estes
testes foram realizados em batelada utilizando a célula de reagdo previamente
apresentada. Os ensaios foram desenvolvidos na auséncia de agitagdo, visando
simular a reagao que ocorre em biossensores comerciais.

Foram utilizadas as enzimas lipase de origem microbiana, fornecidas pela
Novozymes, Lecitase Ultra e Lipozyme TL 100 L, previamente diluidas a
concentracdo do ensaio em solugao tampao TRIS-HCI 0,025M. Na célula de reagao
foram adicionados 24 mL da solugao tampao TRIS-HCI 0,025M pH 9,5 (TRIS pKa =
8,5). A mistura foi agitada vigorosamente na célula de reagcdo tampada;
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simultaneamente os sensores de pH e temperatura foram fixados, e o sistema foi
colocado em estufa B.O.D a temperaturas pré-estabelecidas. Depois de alcangado o
equilibrio térmico, foi adicionado 1 mL da solu¢cado enzimatica previamente preparada
na concentragdo do tratamento; a solugdo foi novamente agitada para completa
homogeneizagdo dos compostos, procedendo-se a aquisigcdo da variagado do pH e
da temperatura da solucao a intervalos pré-estabelecidos, até que o equilibrio fosse
atingido. As cinéticas de hidrolise enzimatica foram avaliadas a temperaturas de 2,
10, 15 e 25°C. As concentragdes enzimaticas (E) dos ensaios foram de 0,3 - 50
ug.mL™ (0,03 — 5 LU.mL™) e de substrato (S) de 8 — 100 mg.mL"", respectivamente.
As faixas de concentracdo de E e S estudadas variaram de ensaio para ensaio,
sendo a mesma especificada pelo planejamento experimental descrito a seguir. O
tempo necessario para que o equilibrio do pH fosse atingido variou entre 12 e 36
horas, e os intervalos de coleta de dados variaram de 60 a 300 segundos,
dependendo do ensaio.

Um planejamento experimental fatorial composto central, com trés repeticdes
no ponto central, foi realizado para cada uma das 4 temperaturas. Os fatores
estudados foram as concentragdes de E e S, cujas codificagdes sdao mostradas na
Tabela 4.1. A resposta dos planejamentos para cada temperatura foi a constante da
taxa de hidrolise da tributirina k, calculada de acordo com o item 4.3.2. Assim, para
cada um dos ensaios, foram obtidas 4 constantes da taxa de hidrdlise: ka-c, Kioec,
K1s°c € kas.c, cOMmo mostra a Tabela 4.2.

A E; foi calculada pela equacéo de Arrhenius (item 4.3.2), associando-se 0s
valores de k nas 4 temperaturas para cada ensaio do planejamento experimental e
foi possivel obter o efeito das concentragbes de enzima e substrato na E, (Tabela
4.2).

Os resultados foram analisados estatisticamente com a anadlise da variancia
(ANOVA) a um nivel de significancia de 95%.

Tabela 4.1 Fatores e niveis do planejamento experimental

Fator\nivel - a (alpha) -1 0 +1 + a (alpha)
[S] (mg.mL™) 8 23 55 86 100
[E] (ug.mL™") 0,3 7,6 25 43 50
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Tabela 4.2 Planejamento experimental composto central

Ensaio T [E] [S] k E.

2°C K1,2:¢
1 10°C y 1 k1,10°c E.,

15°C k1,15°¢

25°C K1,25°¢

2 2°C kz,2ec
10°C 1 1 k2,10°c E.o

15°C K2 15¢

25°C K2 25¢

3 2°C ks,2ec
10°C 1 1 K3 10°c E.s

15°C K3 15c

25°C k3 25°c

4 2°C Ka2ec
10°C 1 1 Ke1orc -

15°C Ka15°¢

25°C Ka,25°¢

5 2°C ks,2ec
10°C a 0 Ks 10°c E.s

15°C Ks 15c

25°C Ks 25°c

6 2°C Ke,2°c
10°C o 0 Ke,10°c E.c

15°C Ke,15°c

25°C Ke,25°c

7 2°C k7,2ec
10°C 0 a K7,10°c E.,

15°C K7 15¢

25°C K7 25°¢

8 2°C ks 2oc
10°C 0 +q Ks.10:c E.q

15°C Ks,15°c

25°C Ks,25°c

9 2°C ko,2:c
10°C 0 0 Ko 10°c E.o

15°C ko,15°c

25°C Ko 25°¢
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10 2°C k1o,2°c

10°C K10.10°
0 0 10,10°C E.1o
15°C Ki10,15°¢
25°C Ki10,25°c
11 2°C K11,2°¢
10°C k o
o 0 0 11,10°C E.ie
15°C Ki11,15°c
25°C Ki11,25°c

4.3.2 Modelagem da cinética de degradacgao e da energia de ativagao do

sistema de hidrélise da tributirina livre

As curvas de variacdo do pH, em fungcdo do tempo, devido a hidrdlise
enzimatica da tributirina, foram ajustadas nas cinéticas de ordem zero, 1% e 2% ordem
para cada um dos ensaios realizados, de modo a observar o melhor ajuste

(Equacdes 19 a 21).

Ordem zero:
pH =pHy, — k.t (19)
Primeira ordem:
pH = (pH, — pHy).e™* + pH; (20)
Segunda ordem:
1
pH = T+ pHo kit (21)

Onde k é a constante da taxa de reacgao a ser obtida, t € o tempo, pH, € o pH
em t=0, e o pH € o pH no final da reagdo. Cada cinética apresenta um
comportamento caracteristico em fungcdo da composicdo do meio e da temperatura.

Os ajustes foram efetuados em todas as reag¢des para cada tratamento.

4.3.3 Estudo da mudancga da cor no meio reacional

Os biossensores TTIl enzimaticos comerciais mostram a validade do produto
que monitoram através de uma cor de referéncia, conforme descrito no capitulo 3.
Para avaliar o sistema reacional em fungdo da mudanga de cor, foram

realizados ensaios de hidrdlise enzimatica com o Indicador Universal de pH. Esse
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indicador de pH tem a caracteristica de apresentar diferentes coloracbes em fungao
do pH ao qual esta submetido. Sendo um indicador composto, a mudancga de cor do
meio em que este indicador esta presente varia do azul para o verde, amarelo e
laranja, nesta ordem, quando o meio passa do alcalino ao acido.

Os testes de mudanca de cor nas reacdes de hidrélise, quantificaram-na em
solugcdes aquosas de pH conhecido. Estes testes também foram feitos no indicador
universal de pH em meio aquoso, para que fossem determinadas as referéncias de
mudanca de cor, a fim de serem comparadas as reacgoes.

A determinacdo dos parametros das cores foi feita através de imagens
obtidas por fotografia digital com o uso de uma camera digital Samsung Slim 5.1
MegaPixel, com modo de operagao manual, velocidade do obturador 1/90 e abertura
do diafragma f/3.6, em ambiente de luminosidade controlada, como mostra o

esquema na Figura 4.2.

Caixa selada,
R —> revestida com papel aluminio
e

< ™~
™~
N
o T
. ! \ﬂ; | Papel Manteiga Liso

Fonte de Luz <« i E i .
LAmpada Fluorescente i L] - 1=>._Objeto

15W — 700 lumens s

Figura 4.2 Esquema de aquisi¢do de imagem digital.

.
O —> Camera Digital

10 cm

Apoés a aquisigao das imagens em RGB (Red Green Blue) as mesmas foram
processadas via software, onde foi determinada a intensidade média de cada cor no
sistema RGB, pixel a pixel, de cada uma das imagens. Estes pardmetros foram

convertidos em sistema de cor CIELab e CIECH.

4.3.3.1 Elaboracgéo da referéncia de cor

54



Foram preparadas solugdes com diferentes valores de pH em presenca do
indicador universal para a representacao das cores. Estas solugdes foram mantidas
em temperatura de 25°C, fotografadas (Figura 4.2) e processadas para a obtencéo
dos parametros de cor referente a cada valor de pH. Os parametros pH, cor RGB, e
L*, a*, b*, C e H obtidos por essa metodologia foram considerados como padréo. O
esquema do método de obtencao dos parametros € mostrado na Figura 4.3.

Metodologia de aquisicio e tratamento da cor (padrio)

Roxo And esverdeado Verde Verde claro Amarelo iloranja
PHZS pHED pH55

RGB
ClIELab
CIELCH

f - ~— .

Figura 4.3 Metodologia de aquisigcdo dos parametros de cor padréo.
4.3.3.2 Teste de mudancga de cor

O grau de alteracéo da coloragédo com o tempo, de um sistema reacional em
batelada, foi avaliado para uma formulagao contendo: enzima (Lipozyme TL 100; 0,3
ug.mL™"), substrato (Tributirina; 8 mg.mL™"), indicador universal de pH e tampao
TRIS-HCI 0,025M pH 8,5. A alteragao da cor em fungcdo do tempo foi ocasionada
pela liberacdo de acido butirico na hidrélise enzimatica da tributirina realizada a 25,
15, 10 e 4°C.

Os parametros de cor para cada amostra foram obtidos através do esquema
da Figura 4.4. Ajustados os dados do indice de cor (IC) em uma cinética de ordem
zero, os valores da constante da taxa de mudanca de cor para as 4 temperaturas

foram determinados. Como resultado obteve-se os parametros Keor2s°c, Keor 15°c,

kcor,10°C, kcor,4°C e Ea,cor-
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Metodologia de aquisicdo e tratamento da cor
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Figura 4.4 Aquisi¢cdo dos parémetros de cor

4.3.4 Avaliagao do tamanho de goticula em reacgao

O tamanho de goticula do substrato foi avaliado através da metodologia de
camera digital, computador e software (SizeMeter®).

A Figura 4.5 apresenta o esquema utilizado para determinagdo do tamanho
de goticula. Foi utilizada uma camera digital Samsung Slim, resolugao de 5.1 MPixel.
A lente da camara foi posicionada perpendicularmente a superficie da reacdo, a uma
distancia de 5 cm, e ajustou-se o balango de branco para luz do dia. Para iluminagéo
do objeto, utilizou-se um sistema de iluminagédo com duas fontes D65 (Yellow Star,
MD8A-11W luz do dia), incidindo em angulo de 45° sobre a amostra que foi colocada

sobre um fundo branco.
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Figura 4.5 Esquema do sistema utilizado para realizar as fotografias com camara

digital.

Foram realizadas as fotografias de diferentes ensaios contendo tributirina na
forma livre, tributirina + Triton X-305, tributirina + Tween 80 e tributirna + Goma
Gelana, cada um destes em ftriplicata. A concentragdo de tributirina utilizada nos

ensaios foi de 8 mg.mL-1 em solugédo tampao TRIS-HCI 0,025M.
4.3.5 Aderéncia do substrato em suporte sélido polimérico

O método de aderéncia/imobilizagao do 6leo em suporte sélido foi baseado no
meétodo de aderéncia de um substrato sobre um suporte solido, utilizado por Blixt et

al (1977). Os suportes solidos utilizados foram os polimeros PVC e o PEAD.
4.3.6 Cinética de aderéncia de tributirina em suporte sélido polimérico

Para as cinéticas de aderéncia os experimentos foram conduzidos em
batelada a temperatura de 60 £ 2°C, com mesmo volume de solugdo (150mL) e
mesma concentracdo de adsorbato. Os frascos fechados foram colocados em um
banho termostatico com agitagcado de 60 RPM.

A concentragdo de tributirina foi de 66 mg.L" e a massa de adsorvente
utilizada foi 5 vezes superior.

Os experimentos cinéticos foram realizados em sistema estatico, com massa

conhecida de polimero, em contato com uma solucéo alcodlica de etanol, contendo
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66 mg.L'1 de tributirina, em um volume total de 150mL; os experimentos se
estenderam por até 8 horas. Em intervalos de tempo pré-determinados foram
coletadas amostras de 0,3 mL, que foram analisadas para triglicerideos pelo Método
da Sulfovanilina.

A quantidade de triglicerideo aderida por unidade de massa de adsorvente foi
calculada pela Equacgao (22)

g = (Co—0).V (22)
w

Onde:

q = quantidade de tributirina aderida (mg.g™")

C = Concentracéo de tributirina (TB) determinada espectrofotometricamente
apos a aderéncia (mg.L™")

Co = Concentragao inicial de tributirina em solugdo (mg.L™)

V = Volume inicial da solug&o de tributirina (L)

w = Massa de adsorvente (g)

4.3.7 Determinacgao das condi¢goes operacionais do processo de aderéncia da

tributirina em suporte sélido polimérico

Cem gramas (100g) de suporte sélido polimérico de granulometria conhecida,
lavado com etanol, foram vagarosamente misturados, sob agitagdo, a uma solugao
contendo 20g de tributirina e 300mL de etanol 95% pré-aquecido a 60°C, em um
baldo de fundo redondo (evaporativo) com volume de 1L. Apds completa suspensao
do suporte sdlido, o baldo foi conectado a um evaporador rotativo. A temperatura foi
mantida a 60°C com ajuda de um banho termostatizado com agua, onde o etanol foi
evaporado a uma pressao reduzida com auxilio de uma bomba de vacuo. Apds a
evaporacao do solvente, foram medidas as massas de solido e de solvente
recuperado. Os dados de operagdo como pressao de vacuo, tempo de processo, %
de solvente recuperado, tipo de polimero, granulometria e estado final do produto
(aspecto fisico), foram anotados para cada ensaio.

O sdlido composto de tributirina aderida sobre o polimero foi armazenado em
frasco hermeticamente fechado com atmosfera de nitrogénio e protegido da luz com

papel aluminio.
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4.4 METODOS ANALITICOS
4.41 Quantificagao de triglicerideos pelo método da Sulfovanilina

A determinagcdo de triglicerideos foi feita de acordo com a metodologia
descrita por POSTMA & STROES (1968).

Em 0,1 mL de amostra foram adicionados 2,0 mL de acido sulfurico em tubo
de ensaio, aquecido por 10 minutos em banho maria, a temperatura de ebulicio,
sendo posteriormente resfriado em agua gelada. Retirou-se 0,1 mL desse material,
ao qual foram adicionados 2,0 mL de acido fosférico e 0,5 mL da solugcéo de
vanilina. Apés a homogeneizacao, o tubo de ensaio foi colocado em banho maria a
37°C por 15 minutos. Procedeu-se de maneira analoga para o teste em branco, onde
a amostra foi substituida por etanol 95%. A absorbancia foi lida em um comprimento
de onda de 537 nm, dentro de um intervalo de tempo de 10 minutos contra o teste
em branco.

Para a curva padrao foram diluidas fracdes de tributirina em etanol 95% nas
seguintes concentracdes de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 mg.L™".

A curva de calibragdo (R? = 0,997) obtida foi

Abs = 0,000054 * C (23)
Onde C é a concentracdo (mg.L™") e Abs é a absorbancia lida para cada amostra a
537 nm.

4.4.2 Quantificagao de proteina pelo método de BRADFORD

O método de Bradford € amplamente utilizado para medidas rapidas e
precisas da concentragcado de proteina em solugdes. A determinacdo da quantidade
de proteina nas amostras de enzima foi realizada por este método (BRADFORD,
1976; STOSCHECK, 1990).

Bradford baseia-se no fato do corante Coomassie Blue G-250 coexistir em
duas formas de cores diferentes: vermelho e azul. A sua forma de cor vermelha é
rapidamente convertida na outra, por ligacdo da parte cromdfora do corante as
proteinas. Assim €& observado um deslocamento batocrdmico das solucdes deste
corante de 465 nm para 595 nm. A reacao de ligacdo do corante a proteina € um

processo bastante rapido, e a cor adquirida é estavel durante 1 hora.
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Preparagao dos reagentes

- Reagente estoque Bradford: Foram dissolvidos 100 mg de Azul Brilhante
Coomassie G-250 em 50 mL de etanol 95%, adicionados 100 mL de acido fosfoérico
85% (p/v). A mistura foi diluida para 200 mL com agua destilada. A concentragao
final dos reagentes foi de 0,5 mg/mL de Azul Brilhante de Coomassie, 25% de etanol
e 42,5% de acido fosférico. A solugéo é estavel por longos periodos armazenada em
vidro escuro a 4°C.

- Reagente Bradford: O reagente foi preparado diluindo 1 volume da solugao de
estoque Bradford com 4 volumes de agua destilada. A solugdo apresentou coloragéo

marrom escura.

Curva padrao de proteina

Para a construcédo da curva padrao de proteina foi utilizada Albumina de soro
bovino (BSA) diluida em uma solucdo de 2% NaCl (p/v), com BSA nas
concentragdes de 0, 250, 500, 1000, 1500, 2000 ug/mL para ensaios padrao usados
para altas concentragdes de proteina, e 0, 10, 20, 30, 40, 50 yg/mL para baixas

concentracdes de proteina.

Procedimento para ensaio padrao (200 - 2000 pg/mL de proteina)

Foram preparadas seis solugcbes padrdo contendo 0, 250, 500, 1000, 1500
and 2000 ug/mL de BSA. O espectrofotdbmetro foi ajustado para coletar spectros de
comprimento de onda na faixa de 400 a 700 nm e sobre uma faixa entre 0 e 2
unidades de absorbancia. Foi utilizado uma cubeta de vidro (4 mL) com agua

destilada como branco sobre essa faixa de comprimento de onda.

Para as amostras BSA no ensaio padrao foi utilizado:
- 2.0 mL reagente de analise Bradford
- 0.04 mL da solucédo padrao de BSA previamente preparada, iniciando da amostra

com menor concentracao de proteina.
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A cubeta foi coberta com Parafilm e gentiimente invertida varias vezes para
homogeneizacdo da solugédo, em seguida foi feita a leitura e registrado os valores

obtidos para a faixa de 595 nm, o mesmo foi feito para as amostras.

Procedimento para micro-ensaio (<50 ug/mL de proteina)

Foram preparadas seis solugdes padrdo contendo 0, 10, 20, 30, 40 e 50
pg/mL de BSA. O procedimento foi 0 mesmo descrito acima para o ensaio padrao,
onde foram modificadas as quantidades adicionadas a cubeta, como segue:

- 0.2 mL reagente estoque Bradford
- 0.8 mL da solucdo padrao de BSA para micro-ensaio, previamente preparada,

iniciando da amostra com menor concentracado de proteina.
Procedimento para as amostras
Foi feito o mesmo procedimento descrito nas seg¢des anteriores, porém

utilizando-se as amostras de enzimas fornecidas pela Novozymes, onde estas foram

diluidas em fragdes 1:3, 1:6, 1:9 em agua destilada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INTRODUGAO

Este capitulo tem como objetivo apresentar e discutir os resultados da
hidrolise enzimatica da tributirina sob varias condigdes de temperatura, concentragao
de enzima e substrato, assim como determinar o grau de repetibilidade das reagdes
e propor formas de aprimoramento para evitar essa variagdo. Foram determinados
0os parametros experimentais para a aderéncia da tributirina em suporte sélido,
formado de pellets polimérico de PVC e PEAD, bem como a hidrdlise enzimatica
desse substrato aderido, avaliando sua repetibilidade na taxa de reagado. Foi
avaliada a mudanca de cor no sistema de reacdo, com o uso do indicador universal
de pH, visando o desenvolvimento de um protétipo TTI tipo Il. Assim, realizou-se

uma analise na mudancga de cor da reagdo com uma das composi¢oes estudada.

5.2 Quantificagao de proteina pelo método de BRADFORD

As solugdes enzimaticas de lipase foram avaliadas quanto ao teor protéico,

onde os valores encontrados estao na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 Quantificagcdo de proteina das amostras de enzimas pelo método de
BRADFORD.

Enzima Conc. proteina [ug.mL™] Atividade Declarada*
Lecitase Ultra 9079,90 + 34,32 10 KLU.g'1
Lipozyme 100 L 8351,87 + 65,45 100 KLU.g™

* Fonte: Novozymes
Conforme os dados apresentados, a Lecitase apresentou uma maior
concentracdo de proteina em sua composicdo, porém os valores de atividade

enzimatica da Lipozyme 100L s&o superiores.

5.3 Energia de ativagao da reagao de hidrélise enzimatica da tributirina livre
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A energia de ativacao dos ensaios de hidrélise para a tributirina livre, com a
Lipozyme TL 100, foi obtida em quatro temperaturas: 2, 10, 15 e 25°C para cada um
dos tratamentos, conforme o planejamento experimental.

Os valores resultantes do ajuste da equagao da taxa de reacgdo pela cinética
de 12 ordem forneceram as constantes k (h™') e a energia de ativagéo E, (kcal.mol™)
resultante do ajuste da equacgao de Arrhenius com os valores de k, para cada ensaio
mostrado na Tabela 5.2.

Na Figura 5.1 sdo mostrados os valores de In k x 1/T para os ensaios 1 e 3
com um ajuste linear e os valores da E, de 3,75 (R%*=0,990) e 11,37 (R%=0,974)

kcal.mol'1, respectivamente.

0,5 @ Tratamento 1; Ea = 3,75 kcal/mol
M Tratamento 3; Ea = 11,37 kcal/mol
0 T
[ ]
-0,5
X~ [ |
£
-1
-1,5
[ |
_2 T T T T T T 1
0,0033 0,00335 0,0034 0,00345 0,0035 0,00355 0,0036 0,00365
1/T (K)

Figura 5.1 Comparacgéo dos valores de k e a energia de ativago.

Para uma determinagao confiavel do valor da E, sdo necessarios os valores
das constantes (k) para 4 ou mais diferentes temperaturas. O comportamento da
constante da taxa de reagao (k) em cada temperatura ocorre de maneira diferente. O
grau de grandeza do valor da constante (k) ndo é relevante, pois para a
determinacao da E, € avaliada a diferenca entre estes valores em cada temperatura.
A existéncia de uma variacdo em maior proporcao entre estes valores, indica uma
reta com uma declividade mais acentuada, matematicamente, refletindo um
resultado de E; na mesma propor¢ao, ou seja, quando a diferenga entre os valores

de k é grande, a energia de ativagado € maior, como pode ser observado na Figura
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5.1. Desse modo o sistema nao pode ser representado simplesmente pela constante
da taxa de hidrdlise (k), mas pela energia de ativagao, E,.

Na Tabela 5.2 sdo mostrados os valores de k e E; para cada um dos
tratamentos, onde foram obtidos coeficientes de determinagdo R? superiores a
0,970.

Tabela 5.2 Energia de ativagéo dos tratamentos para a hidrdlise da tributirina livre.

Ensaio [E]  [S] k (h™) Ea (kcal.mol™)

kos = 0,661800
kis = 0,429588

1 -1 -1 10,85
k1o = 0,262903

k. = 0,152379

kos = 0,660383
kis = 0,415878
k1o = 0,285956
k. =0,167117

kos = 1,006491
kis = 0,612689

3 1 -1 9,81
k10 = 0,431 136

ko = 0,327537

kos = 1,386064
kis = 0,958842

4 1 1 8,27
k10 = 0,709402

ke = 0,432976

kos = 0,478733
kis = 0,334910

5 -a 0 5,81
k1o = 0,274945

k. =0,211676

kos = 0,838602
kis =0,560413
k1o = 0,439362
k. = 0,305241

kos = 0,791897
7 0 -a 11,37
kis = 0,516326
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k1o = 0,316431
ko = 0,162345

kos = 1,087784
kis = 0,905894

8 0 a 3,75
k1o = 0,805523

ke, = 0,638727

kos = 1,099610
kis = 0,790486

9 0 0 6,34
k1o = 0,651574

ko = 0,439571

k2s = 0,900011
kis = 0,549972

10 0 0 7,14
k1o = 0,428517

k. = 0,331678

kos = 0,838015
kis = 0,579972

11 0 0 7,89
k1o = 0,395028

ko = 0,289319

(a=1,41)

Os efeitos dos fatores do planejamento experimental para o modelo
quadratico da concentragdo de enzima E, e de substrato S, sobre a energia de
ativacdo, sdao dados na Tabela 5.3, onde é observado que todos os efeitos sao
positivos, exceto o termo linear da variacdo de substrato. Quando esse varia de -1 a
+1, a E, diminui. A concentragao linear de substrato é o unico efeito estatisticamente

significativo.

Tabela 5.3 Efeitos estimados do planejamento experimental.

Efeito DPe P
Média 7,12333 0,447524 0,003924
(1) [E] (L) 0,26187 0,548103 0,679937
[E]1 (Q) 0,48918 0,652375 0,531557
(2) [S] (L) -3,76158 0,548103 0,020579
[S]1(Q) 1,55418 0,652375 0,140097
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1L por 2L 0,59500 0,775134 0,522960

DPg — Desvio padrao do efeito
(L) — termo linear
(Q) — termo quadratico

O modelo completo para a E, da hidrolise de tributirina livre com o uso de

Lipozyme é dada pela a equagéao a seguir:

E,=7,1233+0,131-E +0,244-E*—-1,881-5+0,778-5%4+ 0,297 -E - S (24)

Onde E e S sao os valores codificados das concentragdes de enzima e substrato.

Na Tabela 5.4 € mostrada a analise da variancia para o modelo de regressao
(completo); esta nao é significativa uma vez que o valor de F calculado a um nivel de
significancia de 5%, para o modelo é menor que o F tabelado encontrado na
ANOVA. O mesmo né&o se aplica a falta de ajuste, que é significativa no sistema
representado por este modelo, apesar da variagao explicada ser 66,65% da variagao
maxima explicavel. Porém a um nivel de significancia de 25% o valor do F calculado

€ muito préximo do F tabelado.

Tabela 5.4 Analise da variancia (ANOVA) do modelo de regresséo.

sQ GL MQ  Fcac Ftab@5%) Ftab(10%) Ftab (5%)

Regressao 32,5380 5 6,5076 1,87 1,89 3,45 5,05
Residuo 17,4829 5 3,4966

Falta de ajuste 16,2813 3 54271 9,03 3,15 9,16 19,16
Erro puro 1,2017 2 0.6009

Total 50,0209 10

Variagao explicada: 65,05%
Max variagao explicavel: 98,28%

A Figura 5.2 apresenta um grafico dos valores preditos e observados,
demonstrando que o modelo explica uma tendéncia de comportamento dos dados

da E,, embora esse modelo ndo seja estatisticamente significativo.
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Figura 5.2 Valores preditos e observados.

Na Figura 5.3 é mostrada a superficie de resposta do planejamento. Observa-
se uma tendéncia ao aumento da E,; quando a concentragao de substrato € reduzida
no meio reacional para toda a faixa de concentragdo enzimatica estudada. Também
se observa que as concentragdes avaliadas de Lipozyme TL 100 nao influenciaram

na alteracéo da E..

20

N
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o N\
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~ e /

— P /
» 00f o N N o
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Figura 5.3 Superficie de resposta do planejamento para energia de ativagdo; A-

contornos da superficie com valores da energia de ativagdo sobre os contornos; B

superficie do planejamento em 3D.
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Os valores de E; encontrados no presente estudo apresentam uma faixa de
variagdo de E, entre 4 — 12 kcal.mol™.

No sistema aqui apresentado, os valores da energia de ativagdo sdo mais
baixos que aqueles encontrados na literatura (Tabela 3.1) para deterioragdo de
certos alimentos, como por exemplo, peixe e carne bovina crua, vegetais (saladas
prontas) e alimentos preparados (Vitsab Inc., 2006) que apresentam uma E, superior
a 20 (kcal.mol™), e considera a reagdo de crescimento de microorganismos
patogénicos como parametro de deterioragéo e final da vida de prateleira. Para este
sistema ser diretamente aplicado a alimentos € necessario uma composicao de 8
mg.mL™" de tributirina e 25 ug.mL™" de enzima, de modo a obter E,s maiores que 10
kcal.mol”, energias estas encontradas em reagdes enzimaticas e de rancidez
oxidativa (Tabela 3.1). Estas reagdes que ocorrem com facilidade, mesmo sob
condicbes de temperaturas de conservacao entre 2 a 10°C, desqualificam o
alimento, embora n&o sejam prejudiciais a saude.

Foi observado nos pontos centrais um desvio padrdo de + 0,775 kcal.mol”
para a E,, que é 11% do valor médio. Segundo Labuza (1989), recomenda-se uma
variagdo maxima de 5%, o que indica que o presente sistema necessita
aprimoramento.

Um dos fatores que pode ter sido responsavel por essa variabilidade foi a
formacdo de goticulas de 6leo com diferentes tamanhos. Tendo em vista que a
hidrélise enzimatica da tributirina depende da area superficial de 6leo disponivel,
quando ocorre uma variagao entre essas areas superficiais de ensaio para ensaio,
as taxas de reagao sofrem uma modificagdo resultando em um desvio dos valores
finais da E,; para uma mesma condi¢do. Jurado (2006) sugeriu um modelo cinético
da hidrodlise enzimatica da tributirina levando em conta a area superficial das pontes
de ésteres acessiveis a agao enzimatica.

A Tabela 5.5 mostra os valores médios dos didmetros das goticulas nos
ensaios de hidrolise enzimatica da tributirina, em quatro composicdes distintas do
meio, sendo eles o substrato na forma livre em tampao, com o surfactante Triton X-

305 e com a Goma Gelana.

Tabela 5.5 Tamanho médio de goticulas de tributirina durante o ensaio.

Disposicado do Substrato  Ensaio. @ médio de goticula Média do @ % DP
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(mm,DP) médio

Tributirina livre em A1 1,679 + 0,338
tampao A2 2,365 + 0,533 2,0397 £ 0,344 16,8
A3 2,075 + 0,487
B1 0,390 + 0,164
Tributirina + Triton X-
305 B2 0,327 + 0,149 0,3537 + 0,032 9,2
B3 0,344 + 0,045
C1 0,519 £ 0,274
Tributirina + Goma
C2 0,661 £ 0,123 0,5897 £+ 0,071 12,0
Gelana
C3 0,589 + 0,208

DP — Desvio padrao

Observa-se que, com o uso da Goma Gelana e do Triton X-305, o tamanho
médio das goticulas é reduzido em comparagdo a tributirina livre, devido as
propriedades emulsificantes desses compostos, o que representa uma maior area
superficial de substrato. O ensaio B apresentou a menor porcentagem do desvio
padrao, 9,2%, e o ensaio com a tributirina livre teve a maior, 16,8%, indicando a
possivel causa da falta de repetibilidade da constante da taxa de reacédo e
consequente E, entre os ensaios de hidrélise enzimatica com essa disposicdo do
substrato.

Imagens das goticulas de tributirina obtidas através de fotografia com camera
digital sdo apresentadas na Figura 5.4 com ampliacédo de 4 vezes, mostrando o

padrao caracteristico de ensaios com quatro composic¢oes diferentes.

na reagdo de hidrolise enzimatica: A — tributirina livre; B — tributirina + Triton X-305;
C — tributirina + Goma Gelana; D — tributirina + Tween 80.

Ao analisar as imagens, pode-se observar que nos ensaios com a tributirina

livre em tampao (Figura 5.4-A) o tamanho das goticulas é ligeiramente maior do que
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em outras composi¢des, comprovado pelo valor médio do diametro de goticula
medido entre os ensaios, 2,039 mm. Uma maior homogeneidade dos diametros de
goticulas foi obtida com o uso do Triton X-305, e pode ser percebido pela Figura 5.4-
B. Ainda, é possivel observar irregularidades no formato das goticulas de éleo nos
ensaios com a Goma Gelana (Figura 5.4-C). A estimativa dos didmetros de goticula
do sistema com o Tween 80 (Figura 5.4-D) nao foram possiveis com a metodologia
empregada.

Os dados obtidos na hidrolise enzimatica com o uso dos dois surfactantes nao
ibnicos, o TWEN 80 e o Triton X-305, na tentativa de homogeneizar a area
superficial de tributirina no sistema, a fim de eliminar as diferengas oferecidas por
essa falta de uniformidade no tamanho das goticulas da tributirina na reagédo em sua
forma livre, ndo foram satisfatérios. A hidrolise da tributiina ndo ocorreu em
presenca desses surfactantes sob baixas concentragcdes de enzima. Um possivel
motivo € que o Tween 80 em reacgdes bifasicas foi identificado primeiramente como
um formador de uma solugao micelar com hidrocarbonetos, aos quais a enzima nao
possui acesso direto (Stringfellow, et al., 1999; Monticello, 2000). Entre os
tensoativos nao idnicos, alguns como o "Tween" e o "Span" podem n&o ser
adequados a determinacao da atividade lipolitica porque, em virtude de possuirem
ligacbes éster nas suas moléculas, podem sofrer ataque por parte da lipase. Sendo
assim, foi proposta uma nova metodologia na tentativa de homogeneizar
primeiramente a area superficial do 6leo no sistema. Essa metodologia visou
depositar/aderir a tributirina sob um suporte sélido polimérico, de tamanho regular,
homogéneo, sendo este hidrofébico, e sem a capacidade de oxidar o substrato
oleoso. Para o deposito/aderéncia foram testados métodos e parametros para
realizar tal procedimento, assim como os testes de hidrélise para verificagcao e

validade da aplicagdo da metodologia para esse trabalho como segue no item 5.4.

5.4 Efeito da concentracao de substrato na taxa da reag¢ao e na energia de

ativacao

Sendo a concentracdo de substrato a Uunica variavel estatisticamente
significativa no sistema apresentado, a partir dos resultados anteriores, foi avaliado o
seu efeito na taxa de reacdo a temperaturas de 15, 25 e 35°C em concentragcao
enzimatica de 0,3 ug.mL™ (0,03 LU.mL™).
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A Tabela 5.6 mostra os resultados da energia de ativagao para a hidrdlise
enzimatica da tributirinaa 1,2,4 e 8 mg.mL'1. Os valores encontrados estdo na faixa
de 11 — 18 Kcal.mol™" em um sistema reacional com o substrato na forma livre.

Foi observado que nas concentragcdes de substrato menores que 4 mg.mL'1
os valores de pH no equilibrio esta em torno de 7,5, devido a baixa concentragao de
acido butirico total formado no sistema. Os ensaios com concentragdes de substrato
superiores a 4 mg.mL'1 atingem valores de pH até 5,5 no equilibrio, a partir de 9,5 - o
valor inicial do pH. Para efeito de visualizacdo do processo de hidrélise, sao
utilizados indicadores de pH. O indicador adequado a esta faixa de pH é o Indicador
Universal. A cor azul esverdeado surge no inicio da reacao (pH 9,5) e a laranja no
equilibrio (pH 5,5). Outros indicadores de pH, com mudanga de cor entre 9,5 e 7,5,
como por exemplo o vermelho de cresol e 0 azul de timol, poderiam ser utilizados
para concentragcdes menores que 4 mg.mL'1.

No presente trabalho foi utilizado o indicador universal por permitir melhor
visualizacdo do sistema. Quando a reagdo se inicia, tem-se uma coloragdo azul
esverdeado (pH 9,5) com tendéncia ao verde escuro e quando se aproxima o final
da reacédo (pH 5,5) a coloragdo passa do verde para o amarelo, chegando ao
laranja, cor esta facilmente notada e diferenciada do verde inicial, o que a torna

adequada a uma aplicacdo comercial.

Tabela 5.6. Energia de ativacdo da hidrodlise da tributirina em baixa concentragdo

[S] mg-mL" [E] ug-mL" Ea (kcal-mol™) R
1 0,3 12,89 0,813
2 0,3 15,71 0,841
4 0,3 18,56 0,977
8 0,3 11,24 0,959

Os ensaios realizados nas concentracdes, 1 e 2 mg.mL™ atingiram o valor de
equilibrio de 7,5, acima do valor daqueles realizados a concentragées maiores que 4
mg.mL™". Nestas concentracdes de substrato os valores da correlagdo (R) foram
menores, o que diminui a confiabilidade nas respostas deste sistema.

O comportamento dos dados mostrados na Tabela 5.6, revela um ponto de

maximo na E, em uma concentracéo de 4 mg.mL'1. Onde, nas concentracdes de
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substrato de 1, 2 e 4 mg.mL™, o valor da E, teve um incremento e logo apds se

reduziu, indicando um comportamento caracteristico nessa faixa estudada.
5.5 Cinética de aderéncia de 6leo em suporte solido polimérico

Foram realizados experimentos cinéticos com o objetivo de avaliar o processo
de aderéncia de 6leo em suporte solido polimérico (SSP). Para isso foram testados
dois suportes, o PVC e o PEAD de baixa granulometria, onde o substrato oleoso
depositado foi a tributirina.

O resultado da concentragdo de tributirina aderida ao suporte solido em
funcdo do tempo de contato a 60°C é mostrado na Figura 5.5.

Nos dados experimentais foi ajustado um modelo matematico de decaimento
exponencial para a aderéncia da tributirina em suporte sélido polimérico de PVC e
PEAD, conforme a Equacao (25).

G = qr(1—e™) (25)
Onde ¢, (mg.g”') é a quantidade de tributirina aderida a quantidade de suporte, qr
(mg.g™”') é quantidade final de massa aderida ao suporte e A (h') é a constante da

taxa (velocidade) de aderéncia.
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Figura 5.5 Cinética de aderéncia a 60°C de tributirina em PEAD e PVC.
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Os experimentos cinéticos foram realizados em batelada, por um periodo de 7
horas, com concentracéo inicial de tributirina de 66 mg.mL™", a uma temperatura de
60 + 2°C.

Observou-se (Figura 5.5) que o maior percentual de aderéncia ocorre apos
um periodo de aproximadamente 1 hora, portanto, para este caso é necessario um
tempo de contato superior ou igual a esse periodo, entre os adsorventes testados e
a solucéo de tributirina.

Os parametros cinéticos provenientes do ajuste do modelo apresentado para
a cinética de aderéncia da tributirina em suporte sélido polimérico (Equacgao (25))

sdo mostrados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 Parametros cinéticos da aderéncia de tributirina em PVC e PEAD

Polimero ai(mg.g™) A(h™ R
PEAD 0,1232 2,7878 0,9956
PVC 0,1523 2,3934 0,9903

A partir da Tabela 5.7 observa-se que o modelo se ajustou bem aos dados
experimentais, com valores do coeficiente de correlagdo (R) maiores que 0,99.

E reportado por diversos autores que, em geral, a cinética de adsorcdo é
rapida inicialmente, em virtude de ocorrer principalmente na superficie externa,
seguida por uma etapa lenta de adsorg&o na superficie interna do adsorvente. Se o
adsorvente tem baixa porosidade, ndao permitindo acesso as moléculas do
adsorbato, a cinética de adsorcdo € mais rapida quando comparada com
adsorventes com grande volume de poros.

Os tamanhos meédios de particula dos polimeros utilizados e as massas

aderidas as mesmas sao mostrados na Tabela 5.8 abaixo.

Tabela 5.8 Tamanho médio de particula dos suportes solidos.

Polimero Tamanho médio Massa total de tributirina

de particula (um)  aderida ao polimero (mg.g™")

PEAD GD-4960 70 0,13
PVC S-367 NK 65 0,17
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O polimero PVC S-367 NK mostrou uma maior capacidade de aderéncia da
tributirina (0,17 mg.g™), cerca de 30% maior que o PEAD GD 4960 (0,13 mg.g™'), nas
mesmas condi¢cdes experimentais. Acredita-se que esta diferenca ocorra devido néo
somente a um didmetro de particula menor, mas também a uma maior afinidade do

6leo pelo PVC.

5.6 Determinagao das condigoes experimentais do processo de aderéncia de

tributirina em suporte polimérico sélido

Nesta primeira etapa do processo de aderéncia de tributirina, foi selecionado
o polimero PVC (Solvin 367 NK) como suporte solido, devido a sua maior
capacidade em reté-la.

O parametro testado nos ensaios de aderéncia de tributirina em suporte sélido
polimérico foi a pressao de vacuo do sistema de evaporacgéao rotativa, onde avaliou-
se uma faixa entre 50 e 600 mmHg. O processo foi realizado em batelada, sendo
determinado o tempo necessario para obtencdo de um maior rendimento de
recuperacao de solvente.

A Tabela 5.9 mostra os resultados dos ensaios de aderéncia de tributirina em
PVC S-367 com os respectivos parametros de pressdo de vacuo testados no
procedimento, a temperatura de 60 + 1°C. Em todos os ensaios foram utilizados 20g
de tributirina sobre 100g de PVC.

Tabela 5.9 Efeito da pressdo sobre processo de aderéncia da tributirina em suporte
solido (60°C)

Polimero Pressao de vacuo Tempo (h) Solv. recuperado
PVC S-367 50 — 100 mmHg 7 70 %
PVC S-367 100 — 200 mmHg 7 78%
PVC S-367 200 — 300 mmHg 5 85%
PVC S-367 300 — 400 mmHg 3 97%
PVC S-367 450 — 600 mmHg 1,5 98%

Pode-se observar que pressbes de vacuo maiores recuperam maior
quantidade de solvente em um tempo menor de processo. A 600 mmHg

praticamente todo o solvente foi removido da mistura em um tempo inferior a 2 h,
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enquanto que na faixa de 50 a 200 mmHg o tempo necessario chega a 7h, com
remogao de no maximo 78% do solvente adicionado.

Os valores da recuperagao de solvente em ensaios com PEAD GD 4960,
PEAD GD 4456 e PVC S-367 mostram que polimeros com menor granulometria
retém menos solvente e consequentemente imobilizam uma quantidade maior de
tributirina. Em granulometrias maiores, o solvente pode estar sendo absorvido pelo
polimero, mostrado pela dificuldade em remové-lo durante o processo evaporativo,

prejudicando a aderéncia.

Tabela 5.10 Recuperacéao de solvente com diferentes polimeros e granulometrias.

Polimero Tamanho de particula (um) Solv. recuperado
PEAD GD4960 70 93%
PEAD GD4960 1174 85%
PEAD GF4456 82 95%
PEAD GF4456 1182 76%
PVC S-367 65 98%

A Tabela 5.11 traz a descricdo da aparéncia do produto apds o processo de
aderéncia do 6leo. O aspecto fisico final do polimero foi utilizado como um indicador
para a aplicacdo do produto em uma reagao de hidrolise enzimatica de tributirina

através da enzima lipase.

Tabela 5.11 Dados de ensaio do processo de aderéncia de tributirina em suporte
Solido polimérico.

Ensaio Polimero Granulometria (um) Estado final

1 PEAD GD4960 70 aspecto seco, sem
residuo oleoso
aparente

2 PEAD GF4456 82 aspecto seco, sem
residuo oleoso
aparente

3 PEAD GD4960 1174 aspecto umido, grande

quantidade de dleo
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residual

4 PEAD GF4456 1182 aspecto umido, grande
quantidade de dleo

residual

5 PVC S-367 65 aspecto seco, sem
residuo oleoso

aparente

Pode-se observar que os ensaios 1, 2 e 5, resultaram em um produto seco de
aspecto similar ao polimero em seu estado inicial, diferentemente dos testes 3 e 4,
nos quais o produto apresenta o6leo residual ndo aderido ao suporte, com residuo de
tributirina no fundo do balado, caracterizando o fato de que nem todo o substrato esta
depositado ou aderido ao polimero. Isso pode ser explicado pelo maior diametro de
particula destas amostras, e consequente menor area superficial disponivel, entre
outros fatores, como porosidade e rugosidade, estes ndo detalhados nesse trabalho.
Isso pode ser comprovado quando comparamos os resultados obtidos nos testes 1 e
3 para PEAD GD4960, 2 e 4 para PEAD GF4456 onde o mesmo polimero foi
empregado com diferente diametro de particula, caracterizando o efeito positivo
sobre a aderéncia quando areas superficiais maiores sao utilizadas.

As Figuras 5.6 e 5.7 mostram o efeito da granulometria 1170 e 70um sobre a
aderéncia do 6leo em PEAD GD 4960. Pode-se observar que a aparéncia final do
produto com a maior granulometria apresentou tributirina residual no baldo
evaporativo, além de um excesso de oleosidade sobre a superficie do polimero,
sendo esta de facil remogcdo com o manuseio. Entretanto o mesmo polimero com
uma granulometria média de 70 uym (Figura 5.7) mostrou um produto de aparéncia
seca, sem Oleo residual e de aspecto semelhante ao polimero no seu estado anterior

ao processamento.
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Figura 5.6 Aspecto do polimero PEAD GD 4960 com 1174 um m, (a) puro; (b) com
tributirina aderida, aspecto umido, com 6leo residual presente.

Figura 5.7 Aspecto do polimero PEAD GD 4960 com 70 um, (a) puro; (b) com
tributirina aderida, aspecto seco, sem 0leo residual presente.

Conclui-se que é necessaria a utilizacdo de material polimérico de baixa
granulometria para obter uma boa aderéncia da tributirina.
As imagens com os ensaios com o PVC ndo sao mostradas aqui, mas

possuem aspecto similar aos da Figura 5.7.

5.7 Ensaios de hidrélise enzimatica de tributirina aderida em suporte sélido

polimérico

Foram realizados experimentos de hidrélise enzimatica do triglicerideo

depositado em suporte sélido polimérico (SSP), de modo a comprovar a eficacia
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desta metodologia na repetibilidade dos ensaios. Foram utilizados dois tipos de
enzimas, fornecidas pela Novozymes, Lipozyme TL 100 e Lecitase Ultra, ambas em
baixas concentragbes. A constante da taxa de reacdo foi determinada através de

uma cinética de primeira ordem. Os ensaios foram realizados a 35°C em triplicata.

Tabela 5.12 Valores médios da constante da taxa de hidrélise da tributirina em SSP
PVC S-367K.

Enzima [E] pg.mL™ [S] mg.mL" k (h™) % do desvio
Lecitase 0,3 8,65+0,02 0,034+0,002 8,31
Lipozyme 0,3 8,63+0,04 0,098+0,004 8,28
Lecitase 25 8,63+0,08 0,258+0,021 4,33
Lipozyme 25 8,65+0,01 0,333+0,006 1,94

Pode-se observar que o maior valor da constante da taxa de reagao foi
encontrado para a enzima Lipozyme a 25 pg.mL", seguida pela Lecitase & mesma
concentracdo. Ainda é possivel notar o aumento sensivel no valor da constante da
reacdo quando a concentragdo enzimatica teve um incremento de 0,3 para 25
ug.mL™". E possivel que ocorra o incremento na constante da taxa de reagdo, com o
método de aderéncia do substrato no polimero (PVC), através do aumento da area
superficial de 6leo disponivel a agao da enzima.

Com base nas analises de variancia, ANOVA, do tipo e concentragdao de
enzima na hidrolise da tributirina aderida em suporte de PVC S-367K, a um nivel de
significancia 0,05, pode-se afirmar que existe influéncia estatisticamente significativa
da concentracdo e do tipo de enzima na constante da taxa de reagao da hidrdlise da
tributirina em PVC, a uma temperatura de 35°C. Os desvios descobertos nesse
sistema foram menores dos encontrados com a tributirina livre (x 0,137), com uma
porcentagem de 14,4%.

No que diz respeito ao tipo de enzima, quando a Lipozyme € usada, a
constante da taxa de reagcdo aumenta em 0,009 h'1, isso deve-se a sua atividade
enzimatica superior a Lecitase.

O aumento na repetibilidade pode ser melhor observado quando os valores
do desvio padrao da constante da taxa de reacdo para os ensaios com tributirina
aderida em PVC sdo comparados a ensaios com a tributirina livre (Tabela 5.13),

valores ja apresentados anteriormente em tabelas.
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Tabela 5.13 Valores médios e desvio padrdo da constante da taxa de reagédo para a
tributirina livre e, aderida em PVC.

Tributirina aderida em PVC

Enzima - [ug.mL™] k médio Desvio padrdo % do desvio T(°C)
Lecitase — [0,3] 0,03442 0,00286 8,31 35
Lecitase — [25] 0,25885 0,02143 4,33 35

Lipozyme —[0,3] 0,09855 0,00427 8,28 35

Lipozyme — [25] 0,33341 0,00646 1,94 35
Tributirina livre

Lipozyme —[0,3] 0,945879 0,136696 14,45 25

Lipozyme — [0,3] 0,640143 0,131062 20,47 15

Lipozyme —[0,3] 0,491706 0,139458 28,36 10

Lipozyme —[0,3] 0,353523 0,077471 21,91 2

Observa-se que os desvios padrao da constante da taxa de reagao para a
tributirina livre em diferentes temperaturas (25, 15, 10 e 2°C) se mantém muito
proximos. Enquanto a repetibilidade na tributirina aderida ao PVC, com desvio
padrdo médio em torno de 0,13, é cerca de 5%; para a tributirina livre é proximo de
22%. Sendo assim ha uma melhora muito grande na repetibilidade das reagdes,
mesmo estas sendo avaliadas em diferentes temperaturas. O principal motivo para a
esse fenbmeno é a homogeneizagdo da area superficial de tributiina a agéo

enzimatica, com o uso desses aderido em suporte sélido polimérico (PVC).

5.8 Estudo da cinética da mudanca de cor do sistema

Esse estudo avaliou a mudancga da coloracdo do meio reacional durante a
hidrolise enzimatica da tributirina livre. Foram obtidas imagens digitais dos ensaios
em intervalos de tempo regular, onde se extrairam os parametros de cor médio de
cada imagem com auxilio de softwares. Os parametros de cor foram obtidos para
cada uma das temperaturas de 25, 15, 10 e 4°C (Tabela 5.14 a 5.17), a intervalos de
tempo regulares onde os parametros cinéticos da constante da taxa de mudancga de
cor, keor (Figura 5.8) e E,cor (Tabela 5.18) foram calculados. O laranja obtido como

cor final da reacao apresenta um pH na faixa de 5,7 a 5,4.
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As Tabelas 5.14 a 5.17 mostram os valores dos parametros de cor extraidos a

cada uma das 4 temperaturas a partir da variacado do indice de cor (IC).

Tabela 5.14 Parédmetros de cor a 25°C

Tempo (min) R G B L* ar b* C H IC Cor
0 40 136 87 50 -38 18 71 149  -36,1495
2 45 130 74 48 -37 23 65 140 -35,3869
20 83 142 67 54 -31 33 53 107  -25,3584
40 99 143 56 55 -27 40 61 a0 -20,3445
80 120 146 45 57 -21 48 69 75 -14,0638
100 142 149 35 60 -13 55 77 64  -7,66752
120 163 153 25 63 -6 61 85 56 -3,10756
150 211 138 12 64 23 67 94 38 10,14641
180 219 114 10 60 38 66 95 30 16,63215
200 225 104 8 59 45 66 96 27 19,09616
Tabela 5.15 Parametros de cor a 15°C
Tempo (min) R G B L* a* b* C H IC Cor
0 45 130 82 48 -35 18 65 146 -37,0537
60 60 135 74 51 -34 26 54 130 -31,1513
120 65 142 67 53 -37 32 54 122  -28,542
180 97 188 76 69 -44 47 60 109 -19,8094
240 180 210 45 80 -25 71 79 71 -8,30313
300 210 200 35 80 -8 74 83 57 -2,68705
360 220 152 25 68 20 68 89 39  8,29901
420 240 102 12 61 52 68 95 24 19,9164 -
Tabela 5.16 Parametros de cor a 10°C
Tempo (min) R G B L* a* b* C H IC Cor
0 45 130 82 48 -35 18 65 146  -37,0537
120 47 128 80 48 -34 19 63 144  -36,3726
300 59 138 70 51 -37 29 57 128 -30,8649
420 95 180 61 66 -43 50 66 103  -19,7588
600 120 200 55 73 -43 60 73 93  -15,9594
720 179 145 40 62 6 57 78 45 3,376929
840 200 150 27 66 12 65 87 43 5,501439
960 220 a0 19 55 50 61 91 21 23,05193
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Tabela 5.17 Parametros de cor a 4°C

Tempo (min) R G B L* a* b* C H IC Cor
0 45 128 78 48 -35 20 65 144  -36,1768
300 56 120 71 45 -30 20 53 134 -36,98
600 67 138 65 52 -35 32 53 118  -28,3857
900 117 174 54 65 -34 52 69 88 -16,8384
1200 143 198 48 74 -34 63 76 82 -12,836
1500 192 127 35 59 21 56 82 35 11,90249
1800 225 108 30 60 44 61 87 24 19,50017
2100 241 85 21 58 59 64 91 17  23,37251

O indice a* indica a variagdo de verde a vermelho (a* <0 - a* > 0).
Observa-se nas tabelas, que os valores de a* trocam de negativo para positivo em
diferentes tempos na reacido ,em cada uma das temperaturas testadas. Em 25°C a
troca ocorre em aproximadamente 120 min, em 15°C em 300 min, em 10°C em 720
min e em 4°C em 1500 min. Assim, nas temperaturas mais baixas a troca de sinal de
a* ocorreu no maior tempo decorrido de reagdo, mostrando uma reagdo mais lenta a
temperaturas mais baixas.

O indice de cor (IC), tem o mesmo comportamento do indice a*, apresenta
valores mais baixos para cores frias (azul, verde), e valores mais altos para cores
quentes (laranja, vermelho). A variagdo do indice de cor reflete a mudanca da
coloracao da reacgao. Esta apresentou uma variagao de -36,6+0,5 (verde) a 21,4+2,2
(laranja) em seu valor inicial e final respectivamente.

A variacdo do indice de cor (IC) de cada ensaio, nas temperaturas de 25, 15,
10 e 4°C, em fungdo do tempo, € mostrado na Figura 5.8. Os valores de kg foram
obtidos por um ajuste linear, onde E, .o foi obtida através de equacao de Arrhenius.

Os dados calculados e os obtidos pelos ajustes sdo mostrados na Tabela 5.18.
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Figura 5.8 Cinética de mudancga de cor a 25, 15, 10 e 4°C.

Nota-se uma maior variagdo em um menor tempo nos valores de IC nas reagdes
realizadas em temperaturas mais altas (25, 15°C), onde a taxa de reagdo € maior
devido ao aumento da atividade da lipase, com o aumento da temperatura. Desse
modo, temperaturas mais baixas mostraram uma mudanca de cor menos acelerada.

Tabela 5.18 Parametros cinéticos da mudanga de cor.

T(°C) Keor (Min™) R Ea.cor (kcal.mol™) R
25 0,275 0,993
15 0,135 0,988
17,122 0,989
10 0,061 0,964
4 0,032 0,973

Comparativamente aos ensaios realizados para a medida do pH para uma
mesma condigdo, observa-se uma diferenca de cerca de 34% nos valores da
energia de ativagdo. Além disso, os altos valores do coeficiente de correlagéao
(R>0,96) indicam a boa correlagdo do sistema, o que mostra que o sistema visual
pela cor € menos variavel, mais repetitivo e confiavel. A E; quando avaliada em
relagdo ao pH é muito influenciada por pequenas variagdes do sistema, promovendo
coeficientes de correlagdo mais baixos e menor repetibilidade.

Os resultados obtidos nos ensaios mostraram a capacidade do sistema em
fornecer, em uma unica medida de cor, a resposta do sistema reacional frente a

diferentes temperaturas. Ainda é bastante promissora a determinagcdo de uma boa
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correlagdo entre a energia de ativagcdo da reagdo que monitora a qualidade do

alimento com a energia de ativacéo desta reacgao.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que sistemas formados com Lipozyme TL 100 e
tributirina na forma livre, sdo independentes da concentragcdo da enzima, como
mostrado no planejamento experimental desenvolvido, mostrando valores de E, que
variam de 3,75 a 11,37 kcal.mol™. A redugdo da concentragdo de substrato permitiu
aumentar a E, a valores de 18,56 kcal.mol™; valor este aplicavel a sistemas
alimenticios que possuem como parametros de qualidade as reag¢des enzimaticas
e/ou de oxidagado de lipides. O mesmo planejamento experimental mostrou uma
variabilidade de 11% em relagdo a média no ponto central, quando a medida de pH
foi utilizada para obtencdo dos parametros da reacio, valor esse ainda alto para
aplicagaoem TTlI’s.

Para aumentar a repetibilidade do sistema, a tributirina foi imobilizada
(aderida) em diferentes suportes poliméricos. A utilizacdo de PVC S-367K, com
diametro de particula de 70 ym apresentou os melhores resultados no aumento da
repetibilidade do sistema reacional.

A avaliacdo da E,, através da variacdo da cor do meio a 0,3 pg.mL'1 e 8
mg.mL™" de enzima e substrato respectivamente, utilizando indicador de pH, mostrou
valores maiores que aquele encontrado pela medida do pH. Isto provavelmente se
deve a menor sensibilidade do sistema a variavel escolhida, a cor.

Os ensaios realizados utilizando o indicador universal de pH, apresentaram
uma boa resposta no grau de mudanga de cor, como uma referéncia da cor laranja
para o final da reagdo, destacando-se do verde, coloragao inicial, onde essa
diferenga pode ser facilmente visualizada sem o uso de equipamentos, necessitando
apenas de uma cor referencial indicativa na embalagem ou no local de onde a
reacao estiver ocorrendo. Este trabalho serve como base, para a orientagdo no
desenvolvimento de um Biossensor Indicador de Tempo-Temperatura tipo |l

(enzimatica) a diversos tipos de produtos.
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