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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo a obtencdo de hidrolisado, rico em &cidos graxos livres (AGL), a
partir do éleo de crambe. Os experimentos foram conduzidos em banho de ultrassom, utilizando a enzima
Lipozyme® TL IM como catalisador em meio livre de solvente orgénico. O efeito do ultrassom na reacéo, efeito do
teor de 4gua, temperatura, percentual de catalisador e tempo de reacdo é avaliado. A adicdo de elevados teores
de agua no meio reacional, 40 % (em relacdo a massa de 6leo), e temperatura de 45 °C favoreceram a produgio
de AGL. O aumento da concentracdo de enzima no meio reacional favoreceu a obtencéo de AGL na faixa de 7,5 a
12,5 %, sendo que os melhores rendimentos (~78 % em AGL) foram obtidos em 6 horas. A aplicacéo do ultrassom
favoreceu a producgéo de AGL (p < 0,05).

PALAVRAS-CHAVE: Hidrélise enzimatica. Ultrassom. Oleo de crambe.

ABSTRACT: This study aimed to obtain hydrolyzate, rich in free fatty acids (FFA), from crambe oil. The experiments
were conducted in an ultrasound bath, using the Lipozyme® TL IM enzyme as a catalyst in organic solvent-free
medium. The effect of ultrasound on the reaction, effect of water content, temperature, percentage of catalyst and
reaction time is evaluated. The addition of high water content in the reaction medium, 40 % (relative to oil mass),
and temperature of 45 °C favor the production of FFA. Increasing the enzyme concentration in the reaction medium
favored the production of FFA, in the range from 7.5 to 12.5 %, and the best yields (~ 78 % for FFA) were obtained
within 6 hours. The application of ultrasound favors the production of FFA (p < 0.05).

KEYWORDS: Enzymatic hydrolysis. Ultrasound. Crambe oil.

1 INTRODUCAO tém-se tentado solucionar este problema através da

aplicacao do ultrassom (YU et al., 2010; FEITEN et al.,

A hidrélise de triacilglicerideos ocorre na interface ~ o . L
2014). Nas reacBes assistidas por irradiacdo

entre as duas fases, uma vez que estes substratos . L B
ultrassbnica, as cavitagdes (formacdo, aumento e

sdo imisciveis entre si. O contato entre as duas fases ) . . .
implosdo de bolhas no meio da reacdo) geradas pelo

€ usualmente promovido por agitagcdo mecanica, o
ultrassom, aumentam a miscibilidade entre os

especialmente a nivel industrial, mas recentemente
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reagentes, aumentando a transferéncia de massa
entre as duas fases através do fornecimento de
aquecimento e de mistura (VELJKOVIC et al., 2012).
A cavitagdo provoca um aumento localizado de
temperatura na fronteira das fases e fornece a energia
mecanica para a mistura e a energia de ativacdo
necessaria para iniciar a reagao. O colapso das bolhas
de cavitacdo rompe a fronteira de fase e promove a
emulsificagc@o por jatos ultrassonicos. Estes efeitos
proporcionam o aumento das taxas de reacdo e a
obtengdo de elevados rendimentos (THANK et al.,
2010), com pouca quantidade de catalisador e menor
energia é consumida quando comparado ao processo
com agitacdo mecéanica (CHAND et al., 2010). Entre
0s catalisadores utilizados para hidrélise de 6leos
vegetais, as enzimas imobilizadas apresentam como
principais atrativos a facilidade de separagdo do
catalisador do meio reacional, a ndo geracdo de
efluentes, a pureza do glicerol gerado como
subproduto, além da possibilidade de reutilizagao
(RANGANATHAN; NARASIMHAN; MUTHUKUMAR,
2008; JERBAEK; CHRISTENSEN; NORDDAHL,
2009), podendo ser conduzida em temperaturas
amenas, que previne a degradacdo dos produtos e
reduz os custos energéticos (ANTCZAK et al., 2009).
Entretanto, o uso destes catalisadores imobilizados
apresenta como inconveniente a limitagdo na
transferéncia de massa, uma vez que, 0S suportes
podem dificultar o acesso dos substratos ao seu sitio
catalitico (JERBAEK; CHRISTENSEN; NORDDAHL,
2009). Lerin et al. (2014) citam que isso pode ser
minimizado com a utilizagdo do ultrassom, visto que
em reacOes assistidas por ultrassom tem-se o
aumento do movimento das moléculas do liquido e o
acesso do substrato ao sitio ativo da enzima. Entre os
produtos da hidrélise, os acidos graxos livres (AGL)

apresentam diversas aplicagdes, como em industrias

de sabdes, agentes tensoativos, lubrificantes,
plasticos, tintas, revestimentos, produtos
farmacéuticos, alimentos, produtos de higiene
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pessoais, entre outros (SATYARTHI; SRINIVAS;
RATNASAMY, 2011; AVELAR et al., 2013), além dos
mesmos serem utilizados como substratos para a
producdo de biodiesel a partir da esterificacédo
(TALUKDER; WU; CHUA, 2010; MENG et al., 2011;
TAKISAWA et al., 2013; AGUIEIRAS et al., 2014).

A obtencdo de AGL para a producéo de biodiesel deve
ser focada em matérias primas de baixo custo e sem
fins alimenticios. Dentre as quais, o crambe (Crambe
abyssinica H.) surgiu como uma boa opcéo, por ser
uma planta com alto teor de éleo com uma cultura de
ciclo curto, em média 90 dias, e com produtividade
entre 1.000 e 1.500 quilogramas por hectare (SILVA et
al., 2013). As sementes de crambe possuem em torno
de 34 a 45 % de 6leo (SILVA; REIS; MACIEL, 2012;
SANTOS et al., 2013; VIANA et al., 2013; BRANDAO
et al., 2014; PRATES et al., 2014), com predominancia
do acido erucico (56-66 %), tornando 0 mesmo
improprio para o consumo humano (WAZILEWSKI et
al.,, 2013; MACIEL et al., 2014), visto que este &cido
graxo monoinsaturado de cadeia longa é téxico para a
saude por causar danos cardiacos, como 0 aumento
do nivel de colesterol e lipidose nos tecidos do
coracao (GOSWAMI; BASU; DE, 2012). Dessa forma,
o cultivo de crambe pode ser destinado
exclusivamente para fins industriais e producdo de
biocombustiveis.

Com base no contexto descrito, o foco deste trabalho
foi a obtencdo de hidrolisado do 6leo de crambe, rico
em AGL, a ser utilizado em rea¢cBes de esterificacdo
para producdo de biodiesel. Para este fim, as reacfes
foram conduzidas em banho de ultrassom com contato

indireto e catédlise enzimatica.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

A enzima de Thermomyces lanuginosus (Lipozyme®
TL IM) cedida pela LNF Latino Americana foi utilizada
como catalisador. Como substratos foram utilizados
Oleo de crambe (Fundacdo MS) e agua destilada. A
composigcdo do 6leo em termos de &cidos graxos €
apresentada na TAB. 1, sendo que 0 mesmo
apresentou 1,88 + 0,1 mg 100 mg™ de acidos graxos
livres (AGL) e 0,016 % de agua. Para determinacéo do
teor de AGL nas amostras foram utilizados éter etilico,

etanol, hidréxido de sédio e o indicador fenolftaleina.
Tabela 1

Composicdo quimica do 6leo de crambe.

Acido Graxo Percentual (%)
Palmitico 1,95+0,14
Palmitoleico 0,16 + 0,01
Esteéarico 0,98 + 0,04
Oleico 17,43 £ 0,60
cis-vacénico 0,46 £ 0,04
Linoleico 7,46 + 0,26
Linolénico 4,23 + 0,59
Araquidico 1,17+ 0,01
Eicosadienoico 1,08 £ 0,01
Erdcico 58,39+ 0,01

2.2 PROCEDIMENTO

As reagtes foram conduzidas em um Erlenmeyer de
vidro de 50 mL, conectado a banho ultrassénico com
controle da temperatura (Ultronique, Q 5.9 /40A) e
agitador mecénico (IKA RW 20 D). A enzima foi

colocada em estufa a 40 °C por 1 hora para ativacao.
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Os substratos foram adicionados ao reator, sendo o
mesmo acoplado ao banho ultrassom dando inicio ao
aquecimento. Apés atingida a temperatura de reacao,
a enzima era adicionada ao meio, e iniciada a
agitacdo do sistema com o fornecimento de irradiacdo
ultrassbnica. Os experimentos foram realizados com
agitacdo em 600 rpm e poténcia do banho ultrassénico
de 132 W, tais condi¢Bes definidas baseadas no
trabalho de Feiten et al. (2014). No final da reacao, a
enzima foi removida por filtracdo. As amostras foram
transferidas para tubos de centrifuga e submetidas a
a 3500 rpm.

Posteriormente, a fase oleosa contendo os AGLs foi

centrifugacdo por 10 minutos
transferida para frascos de amostragem e levada a
estufa com circulacdo de ar (80 °C) até atingir peso
constante. Por fim, as mesmas foram refrigeradas

para posterior analise.

O percentual de acidos graxos livres nas amostras foi
determinado com base no método Ca 5a-40

(WALKER, 1998), a partir da Eq. 1:

AGLs(%) = v.eMm (1)
10.m
onde: V = volume da solucéo utilizada para a titulagéo
(mL), MM = massa molar média dos AGLs do 6leo de
crambe determinada utilizando os dados da TAB. 1
(314,51 g mol™), C = concentracdo da solucdo de

hidréxido de sédio (mol L™) e m = massa da amostra

(9)-

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia, analisados pela ANOVA e teste de Tukey
(p > 0,05) para avaliar as diferencas das médias dos

tratamentos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DO TEOR DE AGUA

O efeito o teor de agua (em relacdo a massa de 6leo)
na hidrélise de 6leo de crambe foi avaliada mantendo-
se a temperatura fixa em 65 °C, percentual de
catalisador a 10 % (em relagdo aos substratos), e
tempos de reacdo de 2 e 4 horas (FIG. 1). A partir da
FIG. 1 pode-se verificar que o aumento da quantidade
de agua no meio reacional, na faixa de 20 a 40 %,
favorece a producéo de AGLs. No entanto, quando um
excesso de agua foi aplicado ao meio (50 %), nao
houve nenhum efeito significativo sobre o rendimento
(p > 0,05) nas condi¢des avaliadas. O trabalho de
Huang et al. (2010) reporta que a taxa inicial da
reacdo de hidrolise conduzida em banho de ultrassom
€ influenciada pela fracdo volumétrica de 6leo no meio
reacional, sendo que a mesma atinge valores
méaximos em fracdes de 0,6 a 0,7 (v/v) o que
corresponde a ~40% e 50 % de &agua. Alves et al.
(2014) relatam que o aumento do teor de 4gua afeta
positivamente a taxa de hidrolise, visto que a agua é
um fator importante para manter a atividade e
estabilidade das enzimas. A alta concentracéo de 6leo
no meio ocasiona a saturacdo dos sitios ativos das

100

enzimas e reduz a taxa de difusdo dos substratos e
produtos ao sitio ativo (CHUA et al., 2012).

Liu et al. (2008) ao investigarem o efeito do ultrassom
na hidrolise enzimatica de 6leo de soja, relatam que
maiores quantidades de agua no meio reacional, na
faixa de 10 a 30 %, resultam no aumento da producao
de AGL. Na hidrélise enzimatica do Oleo de buiriti,
Ribeiro, Coelho e Barreto (2012) observaram o
acréscimo nos rendimentos em AGL de 56,6 % para
62,9 % utilizando razbes massicas de 6leo:agua 14 e
26 %, respectivamente utilizando a enzima TL IM.
Raspe, Cardozo-Filho e Silva (2013) reportaram o
efeito significativo do percentual de agua de 10 a 50 %
no meio reacional de hidrolise do 6leo de macauba,
utilizando a enzima Lipozyme® TL IM. Oliveira et al.
(2011) reportaram que o aumento da concentracdo de
0leo no meio reacional, na faixa de 55 a 91 % (v/v)
néo favoreceu a producao de AGL a partir da hidrdlise
de 6leo de soja catalisada pela enzima de
Bressani et al. (2015)

reportam que o aumento do teor de agua no meio

Thermomyces lanuginosus.

reacional de 20 a 40% favoreceu a obtencdo de AGL
do 6leo de macauba utilizando extrato enzimatico

bruto obtido de sementes de mamona.
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Figura 1 - Efeito do teor de 4gua na hidrélise enzimatica do 6leo de crambe. Médias seguidas de mesmas letras
(para um mesmo tempo de reacdo), em cada coluna, ndo se diferem estatisticamente (p > 0,05).
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3.2 EFEITO DA TEMPERATURA

Na FIG. 2 pode-se observar o efeito da temperatura,
avaliada no intervalo de 35 a 65 °C, utilizando 40 % de
agua (em relacdo a massa de 6leo), percentual de
catalisador de 10 % (em relagdo a massa dos
substratos) e tempos de reacdo de 2 e 4 horas. A
partir da FIG. 2 pode-se observar que o aumento da
temperatura proporcionou maior producao de AGL no
intervalo de 35 a 45 °C, obtendo em 4 horas de reacdo
65,4 e 69,9 %, respectivamente. O aumento da
temperatura elevou a frequéncia de colisdo entre as
enzimas e o0s substratos, resultando no avan¢o da
taxa de reagdo (SOO et al., 2003). Duan et al. (2010)
ressaltam que a viscosidade da mistura é reduzida
com o aumento da temperatura e com isso ocorre o
acréscimo do processo de difusdo dos substratos,
aumentando assim a transferéncia de massa que
favorece a interag&o entre as enzimas e substratos. A
alta temperatura favorece a obteng¢éo de rendimentos

mais elevados para rea¢cbes endotérmicas, devido a
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mudanca do equilibrio termodindmico (VIKBJERG et
al., 2005). No entanto, um aumento adicional de
temperatura pode conduzir a desnaturacdo das
enzimas, reduzindo o seu poder -catalitico. Nos
experimentos realizados, constatou-se que com o
aumento da temperatura para 55 e 65 °C ocorreu o
decréscimo na producédo de AGL.

O trabalho de Chua et al. (2012) reporta o efeito
favoravel do aumento da temperatura de 30 a 45 °C
na hidrélise do 6leo virgem de coco utilizando a lipase
imobilizada de Mucor miehei. Ribeiro, Coelho e Barr
(2012) reportam que a temperatura de 45 °C forneceu
os melhores resultados na obtencéo de AGL do dleo
refinado de buriti (Mauritia vinifera) utilizando a enzima
de Lipozyme® TL IM. Os resultados obtidos por Prado
e Saldafia (2013) reportam que o aumento da
temperatura de 40 para 60 °C na conducdo da
hidrélise do 6éleo de Phukenetia volubilis né&o

ocasionou efeito significativo nos percentuais de AGL.

100
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Figura 2 - Efeito da temperatura na hidrolise enzimatica do 6leo de crambe. Médias seguidas de mesmas letras
(para um mesmo tempo de reacao), em cada coluna, ndo se diferem estatisticamente (p > 0,05).

e-xacta, Belo Horizonte, v. 8, n.1, p.77-85. (2015). Editora UNIBH.
Disponivel em: www.unibh.br/revistas/exacta/



82

3.3 EFEITO DO PERCENTUAL DE CATALISADOR E

TEMPO DE REACAO

O efeito do percentual de catalisador na reacdo de
hidrélise foi avaliado considerando os percentuais de
7,5 10, 125 e 15 % (em relagdo a massa de
substratos) em tempos de reacéo de 1, 2, 4 e 8 horas,
fixando-se a temperatura em 45 °C e utilizando-se
40% de agua (em relacdo a massa de 6leo), conforme
apresentado pela FIG. 3. A analise dos dados
demonstrou que tempos de reacdo = 4 horas
apresentaram rendimentos > 60 % para as diferentes
concentracdes de catalisador utilizadas. Para tempos
= 4 horas, o aumento do percentual de catalisador de
12,5 para 15 % n&o ocasionou efeito significativo no
teor de AGL, desta forma, observam-se maiores
rendimentos com 6 horas de reacédo (~78 %) e 12,5 %

de catalisador.

Os resultados obtidos neste estudo podem ser
comparados com trabalhos na literatura utilizando a
enzima Lipozyme® TL IM, como o trabalho de Prado e
Saldafia (2013) que relata a obtencdo de ~66 % de
AGL na hidrélise do ¢leo de Phukenetia volubilis
utilizando 40 % de enzima, razdo molar 6leo:agua de
1:5, temperatura de 40 °C e 6 horas de reagdo. A
partir da comparacdo deste trabalho com os
resultados obtidos neste estudo, verificou-se que com
o0 aumento da concentracdo de &agua no meio
reacional e uso do ultrassom, foi possivel a obtencédo
de rendimentos superiores e com menor percentual de
enzima. Ainda possibilitou a obtencdo de teores de
AGL superiores ao reportados no trabalho de Alves et
al. (2014) que obtiveram ~50 % de AGL na
temperatura de 53 °C, razdo molar 6leo:agua de 1:12,

8 horas de reacéo e 16 % de enzima.
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Figura 3 - Efeito do percentual de catalisador e do tempo de reacdo na hidrélise enzimética do 6leo de crambe,
sob 45 °C, 600 rpm e 40 % de agua (em relacdo & massa de 6leo).
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3.4 EFEITO DO ULTRASSOM

O efeito do ultrassom sobre a hidrélise de 6leo de
crambe foi avaliado mantendo-se a temperatura fixa
em 45 °C, percentual de catalisador de 10 % (em
relagdo aos substratos) e 40 % de agua (em relagao a
massa de 6leo) (FIG. 4). Os resultados apresentados
na FIG. 4 demonstraram que as reacdes sob o efeito
do ultrassom ocasionaram maiores teores de AGLs
nos tempos de reacdo considerados (p < 0,05). Liu et
al. (2008) destacam que o0 uso do ultrassom
proporciona 0 aumento no rendimento em AGLs

devido a crescente transferéncia de massa que o
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ultrassom proporciona no meio da reag¢do. O estudo
de Huang et al. (2010) compara a dispersdo do 6leo
na agua utilizando banho de agua e banho de
ultrassom, e reporta que maior area interfacial e
menor tamanho de gota foram obtidos com a
aplicacao de irradiacdo ultrassbnica e desta forma,
obteve-se o aumento da taxa inicial de hidrdlise.

O efeito favoravel na formacdo de AGL a partir da
reacdo de hidrélise é reportada nos trabalhos de
Awadallak et al. (2013) na hidrdlise enziméatica do 6leo
de palma e Feiten et al. (2014) e Liu et al. (2008) na
hidrélise do 6leo de soja.
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Figura 4 - Efeito do ultrassom na hidrélise enzimatica do 6leo de crambe. Médias seguidas de mesmas letras, para
um mesmo tempo de reacdo, ndo se diferem estatisticamente (p > 0,05).

4. CONCLUSAO

A obtencdo de hidrolisado do Oleo de Crambe
assistida por irradiagdo ultrassénica foi reportada.
Maiores teores de AGLs foram obtidos com adicao de
40 % de agua no meio reacional e temperatura de
45°C. O aumento da concentracdo de catalisador e
tempo de reacdo proporcionou maiores rendimentos
em AGLs, sendo possivel obter ~78 % de conversdo

em 8 horas de reacdo.
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