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RESUMO - A lipase de mamona (Ricinus communis L.) é uma alternativa simples e de
baixo custo aos catalisadores quimicos empregados na sintese de biodiesel. Lipases
contidas na mamona foram processadas através da trituracdo de endospermas, seguido
de incubacdo em acetona (1:5 m/v) por diferentes periodos gerando o chamado extrato
bruto. A suspensdo foi filtrada, lavada com acetona e peneirada ap6s secagem a
temperatura ambiente. O periodo de incubacdo e o niumero de lavagens com acetona
refletiram diretamente na atividade obtida ao final do processo, sendo que o extrato
bruto incubado por 4 horas apresentou a melhor atividade lipolitica. As lavagens
subsequentes foram eficazes na remogdo de acidos graxos residuais, embora resultem
na reducdo da atividade. Foi possivel otimizar a producdo de extrato bruto de mamona,
resultando na obtencdo de um biocatalisador de baixo custo e com alta atividade
catalitica.

1. INTRODUCAO

O uso extensivo de combustiveis fosseis e a avancada deterioracdo do meio ambiente
alavancaram a busca por tecnologias limpas e renovaveis. Neste quesito, o biodiesel desponta
como uma alternativa promissora aos tradicionais combustiveis fosseis (Ahmad, Yasin et al.,
2011).

O biodiesel ¢ composto por ésteres de &cidos carboxilicos e possui propriedades
quimicas semelhantes as do diesel de petr6leo. A rota mais utilizada para sua obtencdo é a
transesterificacdo (alcodlise) de 6leos vegetais ou gordura animal com um alcool (por
exemplo, etanol) realizada por catalise quimica ou bioguimica (enzimatica) (Knothe et al.,
2006, Ranganathan et al., 2008). Embora o uso de catalisadores quimicos resulte em elevada
conversdo em reduzidos tempos de reacdo, seu uso requer equipamentos especificos e
resistentes a corroséo, além de elevado consumo de &gua e energia (Lam et al., 2010, Leung
et al., 2010).

Uma alternativa aos catalisadores quimicos € o uso de enzimas como biocatalisadores.
Enzimas possuem elevada efetividade catalitica; além de elevada especificidade frente a
substratos e auséncia de formacdo de co-produtos indesejaveis (Fernandes, Cabral 2010).
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Contudo, os elevados custos envolvidos na producéo e purificacdo ainda representam uma
enorme barreira para aplicacdo de enzimas em escala industrial.

Enzimas vegetais sdo novidade em termo de fontes enzimaticas possuindo vantagens
como baixo custo da matéria-prima, facil aceitacdo no mercado devido sua natureza vegetal e
possibilidade de aplicacdo direta como biocatalisadores mesmo quando parcialmente
purificadas (Seth et al., 2014). Lipases (glicerol éster hidrolases, E.C 3.1.1.3) naturalmente
catalisam a hidrdlise de oOleos e gorduras quando em meio aquoso de forma parcial ou total.
Em meio organico sdo capazes de realizar reagOes de esterificacdo, transesterificacdo
(alcoolise) e interesterificacdo de lipideos (Atabani et al., 2012, Adlercreutz 2013).

A lipase de mamona (Ricinus communis L.) se destaca entre as lipases vegetais devido
a sua elevada atividade catalitica e baixo custo de obtencdo. Diferentemente da maioria das
sementes que requerem um periodo de germinacdo, sementes de mamona possuem enzimas
de atividade lipolitica em sementes ndo germinadas (dormentes) (Eastmond 2004). Desta
forma, sementes processadas de mamona podem ser utilizadas como biocatalisador em
algumas reagdes quimicas sem a necessidade de extensivos procedimentos de purificacdo.
Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo investigar e otimizar algumas varidveis
envolvidas na producdo de um extrato de sementes de mamona com atividade lipolitica
visando a obtencdo de um biocatalisador eficiente e de baixo custo para aplicacdo na sintese
de biodiesel.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Materiais

Sementes de mamona (Ricinus communis L) foram adquiridas da empresa BR SEEDS
LTDA (Aracatuba — SP). Acetona, acetato de sodio tri hidratado, &cido acético glacial, &cido
oleico, hidroxido de potassio utilizados foram fornecidos pela Synth (Sdo Paulo, SP). A
tributirina foi adquirida da Sigma-Aldrich (S&do Paulo, SP). Os demais reagentes utilizados
foram de grau analitico.

2.2. Meétodos

Efeito do tempo de incubacdo sobre o extrato bruto de mamona: Os endospermas
isentos de casca de sementes de mamona foram triturados em liquidificador por 2 minutos
com 50 mL de acetona gelada (4 °C). Em seguida, adicionou-se acetona gelada ao triturado
gerando uma proporcdo semente de mamona/acetona de 1:5 (m/v). O material foi incubado
sob agitacdo constante a 4 °C, e amostras foram retiradas em intervalos de tempos regulares
por um periodo de 24h.

As amostras coletadas foram filtradas a vacuo e mantidas a temperatura ambiente para
a evaporacdo da acetona residual. Uma vez seca, cada amostra foi triturada individualmente
em almofariz, peneirada em malha 0,85 mm e armazenada. Esse material foi chamado de
extrato bruto.

Efeito do numero de lavagens sobre o extrato bruto de mamona: O material foi
preparado seguindo a mesma metodologia descrita no item anterior. Apos incubagdo por 4
horas, aliquotas do material foram filtradas a vacuo e lavadas sucessivamente com acetona
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gelada. Cada amostra individual do material foi mantida a temperatura ambiente para a
evaporacdo da acetona residual. Uma vez seca por completo, as amostras foram trituradas em
almofariz, peneiradas em malha de 0,85 mm e armazenadas.

Determinacdo da atividade lipolitica: A atividade lipolitica do extrato bruto de mamona
foi determinada pelo método da hidrolise de tributirina, seguindo a metodologia descrita por
Beisson et al., (2000), com algumas adaptacdes. A mistura reacional composta de 14 mL de
4gua destilada, 5 mL de tampéo acetato 0.2 mol.L™ pH 4.2 e 1 mL de tributirina foi mantida
sob agitacdo mecénica em reator encamisado a 37 °C por 2 minutos. Apos a adicdo de 0,19
extrato bruto, o equipamento pHstato (pHstat Tritrino 718, Metrohm - Suica) foi utilizado
adicionar e controlar a quantidade de KOH 0.04 mol.L™ adicionado ao meio reacional
mantendo o pH do meio reacional em 4.5. A quantidade de &cido butandico liberado no meio
reacional foi quantificada através do volume consumido da solugdo de KOH 0.04 mol.L™.
Uma unidade de atividade (Utgy) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol
de &cido butandico por minuto nas condi¢gdes experimentais. As medidas de atividade
lipolitica foram realizadas ao menos em triplicata.

Avaliacdo espectrofotométrica: Foram coletadas amostras da acetona utilizada em cada
uma das lavagens do extrato bruto. As amostras foram filtradas em membrana 0.22 um
(Millex, Merck Millipore) e submetidas a varredura espectrofotométrica entre 190 e 600 nm
(Genesys 10 UV, Thermo Scientific).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um passo essencial para viabilizar a utilizacdo do extrato bruto de mamona como
biocatalisador € a extragdo do material graxo presente nas sementes de mamona, uma vez que
a presenca de lipideos pode conduzir a formacdo de subprodutos indesejados em algumas
reacbes de sintese, sobretudo para reacGes de sintese de quimicos finos e produtos
farmacéuticos (Seth et al., 2014). Desta forma, a remoc¢édo dos lipideos presentes na semente
sem perda de atividade catalitica representa uma etapa crucial na preparacdo do extrato bruto
de mamona. O teor de 6leo nas sementes de mamona varia entre 45 — 50% (Santos 2010).

A Figura 1 mostra a influéncia do tempo de incubagdo em acetona sobre a atividade
lipolitica de extrato bruto de mamona. E possivel observar aumento da atividade lipolitica
com o passar das primeiras horas de incubagdo, chegando ao apice em 4 horas. Apds 4 horas
de incubacdo a atividade lipolitica comeca a diminuir. O principal objetivo desta etapa de
incubacdo de sementes de mamona trituradas em acetona é a retirada de lipidios que passam
para a fase liquida. Desta forma a incubacdo em acetona diminui a concentracdo de lipideos
no extrato bruto aumentando a concentracdo relativa de carboidratos e proteinas, dentre as
quais estdo as lipases, e consequentemente aumentando a atividade lipolitica por grama de
extrato bruto. Todavia, pode-se observar uma reducdo gradativa da atividade lipolitica
conforme aumenta o tempo de incubagdo, muito provavelmente devido a inativacdo da
enzima pela agéo da acetona. Esses resultados apresentam um aprimoramento do extrato bruto
obtido por Avelar et al., (2013) e Santos et al., (2013), cujos trabalhos ndo avaliaram o
periodo ideal de incubacdo. Com base nesse experimento, adotou-se 4 horas com tempo ideal
de incubacdo em acetona.
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Figura 1 — Influéncia do tempo de incubacdo em acetona sobre a atividade lipolitica de extrato
bruto de mamona. Atividade determinada por hidrélise de triburitina em tampé&o acetato 0.2
mol.L™* pH 4.5 a 37 °C. Experimentos realizados em triplicata.

Em um experimento posterior, foi verificado o efeito do nimero de lavagens com
acetona sobre a atividade hidrolitica da lipase. Embora o periodo de incubacéo seja eficiente
para remoc¢do do material graxo, lavagens subsequentes com acetona podem ser necessarias
para remogcao total dos lipideos residuais. A Figura 2 apresenta o comportamento da atividade
da lipase em funcdo do numero de lavagens efetuado. A primeira lavagem resulta em uma
reducéo significativa da atividade do extrato bruto de mamona. E possivel que além de &cidos
graxos, a acetona utilizada esteja arrastando a agua presente no extrato. Lipases atuam na
interface agua-6leo, de modo que uma quantidade minima de dgua é necessaria para manter a
atividade catalitica e a integridade estrutural da enzima (Yan et al., 2014).
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Figura 2 — Influéncia do nimero de lavagens a atividade hidrolitica de extrato bruto de
mamona. Atividade determinada pela hidrélise de triburitina em tampéo acetato 0.2 mol.L™
pH 4.5 a 37 °C. Experimentos realizados em triplicata.

Nota-se uma tendéncia de aumento da atividade até a sexta lavagem seguida de uma
queda. O aumento observado na atividade apds a segunda lavagem pode ser decorréncia do
aumento da concentracdo relativa de proteinas no extrato. Todavia, a partir da sétima
lavagem, a acetona passa a ter um efeito deletério as lipases presentes no extrato, resultando
na queda observada da atividade lipolitica.

Embora lipideos apresentem fraca absorcdo quando expostos a radiacdo
eletromagnética, é possivel analisa-los em comprimentos de onda de 200 — 210 nm, em
virtude da presenca de ligag6es duplas e grupos funcionais como carbonila, carboxila, fosfato
e amino (Gunstone et al., 2012). Qualitativamente, amostras de acetona de cada lavagem
aplicada ao extrato bruto passaram por uma varredura em espectrofotdmetro a fim de verificar
a possivel remocao de material graxo residual. A titulo de comparacéo, foi avaliado também
uma solucéo de 4cido oleico 0.1 mol.L™ nas mesmas condices das amostras de lavagem. A
Figura 3 apresenta os espectros obtidos.
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Figura 3 — Espectros de varredura das acetonas de lavagem extrato bruto de mamona e
solucdo de 4cido oleico 0.1 mol.L™.

A partir dos espectros, observa-se que apos o periodo de incubacdo a concentracdo de
acidos graxos remanescentes € baixa. Esta concentracdo reduz conforme mais lavagens sao
aplicadas ao extrato bruto, chegando a ser insignificante na décima lavagem. Embora as
lavagens posteriores a incubacdo sejam eficazes na remocao de &cidos graxos residuais, estas
ocasionam uma perda de atividade consideravel. Consequentemente, a utilizacdo desta etapa
sO é justificada quando a presenca de acidos graxos - mesmo que em baixas concentracdes -
interfira nas condi¢6es do processo.

4. CONCLUSAO

A lipase de mamona se mostra uma interessante alternativa biotecnoldgica aos
catalisadores quimicos empregados na sintese de biodiesel. Os resultados obtidos apontam
gue um periodo de incubacdo de 4 horas em acetona resulta num extrato bruto com elevada
atividade catalitica. O processo lavagem pds-incubagdo com acetona removem 0s acidos
graxos residuais, embora ocasionem significativa perda de atividade lipolitica. A metodologia

aplicada neste trabalho possibilita a obten¢do de um biocatalisador de baixo custo e com alta
atividade catalitica.
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