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RESUMO - Hidrdlise ¢ um processo pelo qual se podem obter diversos produtos
de interesse na industria. A utilizagdo de enzimas para esse processo possibilita a
producdo de acidos graxos em temperaturas mais amenas € a obtengdo de um
produto mais limpo. O ultrassom permite que nao seja utilizado emulsificante para
a formagao de emulsdes e fornece a agitacdo necessaria para que a reacao ocorra.
As reagdes foram realizadas com agitagdo de 300 rpm em um frasco de vidro com
poténcia ultrassonica de 132W , o uso de 10% de enzima Lipozyme TL IM (em
relacdo a massa do substrato) e uma razio de 6leo:dgua de 1:20 a 40 °C, variando
somente o tempo de cada reagdo. Observou-se que apos que o tempo de 2h o meio
reacional se mantinha estavel, e que a enzima poderia ser reutilizada com 50% de
eficiéncia.

1. INTRODUCAO

A utilizacao de enzimas para catalisar as reagdes tem se mostrado um grande avango na
quimica contemporanea, podendo reagir em temperaturas amenas sendo especificas e
extremamente eficientes. O uso da enzima do tipo lipase possibilita a formagao de um produto
biodegradavel com uma menor formagdo de residuos (Castro et al., 2004). Lipases sao
enzimas capazes de catalisar reagdes com lipidios (6leos) com diversos substratos sendo
lipidios e agua (hidrdlise), acido carboxilico e alcool (esterificagdo), éster e acido carboxilico
(acidolise), oleo vegetal ou gordura animal e alcool (transesterificacdo) (Carvalho et al.,
2003).

O uso de ultrassom fornece parte da energia necessaria para que a reagao ocorra €
promove a formacdo de uma emulsdo, sem uso de agitagdo mecanica, moinhos coloidais,
homogeneizadores ou alta pressdo. Porém na reagdo que foi realizadas utilizou-se agitagao
mecanica a 300 rpm para evitar o uso de emulsificantes. A irradiagdo ultrassdnica pode
aumentar ou diminuir a vida util da enzima, dependendo da natureza do biocatalizador e dos
substratos envolvidos na reagdo (Kwiatkowska et al., 2011; Chandralapa et al., 2012).

2. OBJETIVO
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Este trabalho visa realizar o estudo cinético da hidrdlise enzimatica de 6leo de soja, com
o intuito de determinar o melhor tempo de reagdo para obter o méximo rendimento de acidos
graxos, utilizando ultrassom, em modo batelada. Também estudou a eficiéncia da enzima para
reuso.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aparato experimental para a hidrolise enzimatica

O aparato experimental para a reacao consistiu de um banho de ultrassom (frequéncia
de 37 kHz e poténcia de 132 W) onde foi colocado um recipiente de vidro contendo os
reagentes e ao lado foi encaixado um agitador, como demonstrado na Figura 1.

Figura 1- Aparato experimental utilizado para os testes.

Agitador mecénico
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Banho de ultrassom

Como substratos foram utilizados 6leo de soja (Soya) e dgua destilada, e o catalisador
enzimatico Lipozyme TL IM (lipase imobilizada, produzida pela Novozymes®,
Araucaria/PR).

3.2 Métodos de producio de acido graxo através do oleo de soja

O processo foi otimizado na propor¢do de um molar de dleo de soja para 20 molar de
dgua com uma massa de enzima equivalente a 10% da massa total do substrato, 137W de
poténcia do ultrassom, a 40 °C e agitagdo mecanica de 300 rpm. Primeiramente adicionou-se
em um frasco de vidro a dgua, o 6leo e a enzima e colocou-se no banho com agitagao
mecanica, esperou-se o tempo designado da cinética destrutiva (onde foram testadas 0,25 h,
0,5h,1h,2h,4h,6h,12h, 16 h, 20 h, 24 h). Ap6s o tempo da reagdo a amostra foi retirada
e lavada com iso-propanol, filtrada para recuperacdo da enzima e o solvente evaporado
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através do rotaevaporador a vacuo a 60 °C. Apos foi verificado o teor de acidez das amostras
e a atividade da enzimatica da enzima antes e depois da reagao.

3.3 Métodos de quantificacio

Determinacdo da atividade hidrolitica: Para a quantificacdo da atividade hidrolitica da enzima
utilizou-se a método descrito por Calvacanti ef al. (2005). Utilizou-se uma emulsdo de azeite
de oliva 100 g/L e goma ardbica 50 g/L. em tampao fosfato de so6dio 0,1 mol/L pH 7, com uma
agitacdo de 160 rpm em shaker. Em um erlenmeyer de 250 mL foi colocado 20 mL da
emulsdo formada e 0,1 g de enzima apds 20 min a 40 ou 65 °C, ap6s o periodo determinado a
reacdo foi interrompida, e a reagdo paralisada pela adicdo de 20 mL de uma solugao de
acetona/etanol (1:1 v/v). Apds titulou-se com uma solugdo de NaOH 0,05 mol/L até¢ pH 11,
também foi titulado o branco reacional ndo reagido, onde utilizou-se os mesmos reagentes que
as amostras também tituladas.

Sendo definida uma unidade de atividade de hidrolise (UH) como a quantidade de
enzima que libera Immol(milimol) de acido graxo por minuto nas condi¢des ja descritas, o
que pode ser determinado utilizando a Equacao 1.

A, = (Va—Vb) * CNaOH * 103
H t* ME (1)

Onde:

Ay : corresponde a atividade hidrolitica (U/g);

V.e Vy,: Vy corresponde ao volume de NaOH utilizado para titular a amostra apds a reagao e
V. ao volume gasto para titular a amostra antes da reagao;

Cnaon : € a concentragdo da solugdo de NaOH (mol/L);

Mg : equivale a massa de enzima utilizado (0,1g);

t : corresponde ao tempo de reagao (min).

Quantificacao do teor de &cidos graxos livres: A quantificagdo dos acidos graxos livres foi
realizada através do método IUPAC 2.201 que consiste em dissolver aproximadamente 3 g da
sua amostra em 50 mL de uma solucao etanol e éter 1:1(v/v). Coloca-se 3 gotas de
fenolftaleina e titula-se com KOH 0,1 mol/L estando o recipiente da mistura sobre agitacao
constante, quando ocorre a mudanga de coloragdo interrompe-se o fluxo de KOH
imediatamente e verifica-se o volume do mesmo que foi utilizado. A acidez ¢ calculada
usando a Equagao 2:

C _V*CKOH*MMAGL
AGL — 10 %M, @)

Onde:
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CagL: corresponde ao teor de acido graxo livre em porcentagem massica (m/m,%);

V: ¢ o volume da solu¢ao de KOH utilizado na titulagao (mL);

Cxon: significa a concentragdo da solugdo de KOH (mol/L);

MM, gL: corresponde a massa molecular médio dos 4cidos graxos presentes no o6leo
(282g/mol);

Ma: corresponde amassa da amostra (g).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Hidrolise enzimatica

Foram realizados experimentos variando o tempo de 0,25 h até 24 horas, com razao
0leo:dgua de 1:20 e concentragdo enzimatica de 10% (m/m em relagdo ao substrato) em um
reator de vidro, com agitacdo de 300 rpm e 137W de poténcia do ultrassom a uma tempetatura
de 40 °C, em modo batelada.

Figura 2- Hidrdlise de oleo de soja catalisada por lipase Lipozyme TL IM com emprego do
ultrassom, apresentado em teor de acidez em funcdo do tempo de reagdo. Condigdes
experimentais: razao molar 6leo/agua 1:9, 40 °C, 10 % (m/m) de enzima (baseado no total do
substrato), 137W de poténcia do ultrassom e 300 rpm.

<<
= N 80 7
g3
=3
60 1., X X X
X y X X X X X
K
40 1
20 1
O T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tempo (horas)

Como pode-se observar na Figura 2, onde ¢ apresentada a cinética de hidrdlise
enzimatica de 6leo de soja, verificou-se que a partir de 2 h a reagdo se mantém com relativa
estabilidade com algumas flutuagdes pois se trata de uma cinética destrutiva, e cada ponto ¢
uma reagdo diferente causando flutuagdes nos dados obtidos. Porém mesmo com essa
flutuagdes ¢ possivel notar visualmente quando a reagdo esta finalizada pois forma-se uma
mistura branca e viscosa no meio reacional, isso acontece mais ou menos apds um perido de
1,5 h, deixa-se um tempo de rea¢do a mais para garantir que ndo havera mais conversao. Ha
uma diferenca na velocidade da reacdo dependendo de como o agitador esta colocado na
amostra, mexendo o frasco durante a rea¢do de forma a remover a enzima que esta fixada nos
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cantos também faz com que se obtenha maior rendimento. Isso causa uma leve diferenca entre
no indice de acidez dos pontos.

Porém podemos observar que apos 2 horas os pontos ficam flutuando entre 50% e 60%,
acredita-se que hd influencia no rendimento da reagdo por causa da posi¢do em que o agitador
esta colocado e a posi¢ao do ultrassom, ndo s6 do tempo . Sendo assim o tempo de 2 horas € o
nescessario para que a amostra atinja o valor maximo.

Cavalheiro (2013), utilizando uma propor¢do de 21:14gua:oleo de canola (m/m) e
12,5% (em relagdo a massa de 6leo) de uma combinacdo das enzimas Lipozyme RM IM e
Lipozyme TL IM em uma proporcao de 4:1 respectivamente a uma temperatura de 40 °C sem
0 uso de ultrassom obteve uma conversao de 58,51% apds 5 h de reacao.

4.2 Atividade enzimatica

Vericou-se a atividade enzimatica em U/g da Lipozyme TL IM antes da enzima ser
adicionada no meio reacional e apds o tempo de reacdo. Na tabela 1 estd apresentada os
resultados da atividade inicial e final da lipase e suas respectivas atividades residuais.

Figura 1-Atividade enzimatica da lipase Lipozyme TL IM antes da reagao de hidrolise e apds
areacgao

s
)

O Atividade relativa residual (%) com ultrasson

Yo}
o
1

Atividade
o0
o

relativa

O T T T T T T T T T T T T T T 1
0 Tempo (B) 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Podemos observar na tabela 1 que a atividade residual da enzima foi cerca de 50% em
todas as amostras, sugerindo que a perda de atividade ndo estd ligada ao quanto de
trigliacilglicerol ela converteu em acido graxo e sim ao choque de pH com o meio, pois
mediu-se o pH inicial da rea¢do na presenca da agua e o 6leo e constatou-se um pH de 3,9,
este relativamente acido para a enzima. Segundo Dong; Wong; Chang (2010) as enzimas
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sofrem grande influéncia do pH, sendo que biocatalizadores, em pH extremos podem perder
totalmente a atividade. Porém, com véariagdes mais brandas pode haver uma desnaturagao
parcial da enzima acarretando uma diminui¢do na atividade da enzimatica. Essa diminuicao
ndo ¢ considerada tdo significativa (cerca de 50%), e a enzima estd imobilizada o que permite
que, posteriormente, ela seja recuperada. A reutilizada na reac¢do, propicia o maior
aproveitamento do catalisador e ganho financeiro.

5. CONCLUSAO

Esse trabalho teve como objetivo a realizagdo de uma cinética enzimatica da hidrélise
do oleo se soja e uso de ultrassom. Afim de encontrar o melhor tempo para que a reagao
obtenha um rendimento maximo. Realizou-se 12 testes variando o tempo de reacdo e
mantendo constante a agitagdo de 300 rpm, a enzima Lipozyme TL IM, a propor¢do 6leo:
agua de 1:20, o ultrassom a 137W de potencia e 10% de enzima (m/m em relacdo ao
substrato) e a temperatura de 40 °C.

Verificou-se que a posicao do agitador influenciou na velocidade da recdo, dessa forma
o melhor tempo de reacdo podemos concluir que seja o de 2h, para que tenha menor gasto de
energia e ainda conserve a conversdo. Constatou-se também que a atividade ezimatica apos a
reagdo era em torno de 50 % em relacdo a inicial e permanecia nessa quantidade independente
de o quanto reagiu e do tempo decorrido que permite o reuso da mesma para reagdes
posteriores.
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