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RESUMO - Atualmente a rota mais utilizada para a produgdo do biodiesel ¢ a
transesterificagdo homogénea, processo que envolve alto custo quanto ao processo
de separacdo e purificacao do biodiesel/glicerina e por demandar que a matéria-
prima seja refinada. A hidroesterificacdo ¢ uma alternativa que envolve uma etapa
de hidrolise seguida de esterificagao. A hidrolise consiste na reagdo entre o 6leo
com a agua, gerando glicerina e 4cidos graxos. O uso de enzimas como
catalisadores oferece vantagens em relagao ao processo quimico, fazendo com que
a reacdo aconteca em condigdes brandas de pressdo e temperatura. Lipases,
catalisadores de reagdes de hidrolise, podem ser obtidas de fontes microbianas,
animais e vegetais, sendo que as microbianas sdo a grande maioria produzida
atualmente e apresentam alto custo de produgdo, favorecendo o estudo de fontes
vegetais. Entre as fontes alternativas de matéria-prima para a produgdo de
biodiesel encontra-se o crambe que, devido a sua riqueza em Oleo vegetal e custos
de producdo relativamente baixos, representa uma opg¢do para esse uso. Sendo
assim, o presente trabalho visou estudar a utilizagdo de extrato de sementes de
soja, crambe e mamona na hidrolise do 6leo de crambe. A Unica semente estudada
a apresentar lipase com atividade consideravel foi a semente de mamona que
resultou em aproximadamente 60% de acidez ao final de 2,5 h de reagdo em meio
de pH 4,0.

1. INTRODUCAO

As pesquisas na area de combustiveis renovaveis t€ém aumentado nos ultimos anos
devido as preocupagdes com o meio ambiente, em particular, o biodiesel tem sido
amplamente estudado devido a variedade de matérias-primas, bem como os diferentes
processos possiveis para a producdo. O processo industrial atualmente mais utilizado para a
producao de biodiesel ¢ a transesterificacdao alcalina homogénea de 6leos comestiveis, que
tem um alto rendimento (cerca de 98%) e curto tempo de reagdo (cerca de 1 h). No entanto,
este processo tem algumas desvantagens: dificuldade de separar o catalisador a partir do
glicerol, a producdo de agua residual altamente alcalina e exigéncia de matérias-primas de alta
qualidade com baixo teor de acidos gordos livres (AGL) (acidez inferior a 0,5%) e 4gua a fim
de evitar a formacdo de sabdo. Estes 6leos refinados sdo relativamente caros e seus pregos
correspondem a 70-80% do total do custo da producdo do biodiesel, o que torna a
comercializacao do biodiesel economicamente dificil. (Robles-Medina et al., 2009)
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Crambe Abyssinian, um membro da familia Brassicaceae, ¢ uma cultura de 6leo que se
originou na regido do Mediterraneo (Leppik e White, 1975). Por ser rico em acidos graxos
monoinsaturados (cerca de 75%) e do seu elevado teor de acido erucico (C22: 1), 57,8%, em
média, o 6leo ¢ inadequada para consumo humano e tem uma gama promissora de aplicagdes
na industria oleoquimica (Leonard, 1993). E também ¢ uma matéria-prima interessante para a
producao de biodiesel (Mandal et al, 2002). Segundo Lazzeri et al., 1994, as propriedades
fisicas desse Oleo fazem ele interessante para lubrificagcdo, agentes emulsionantes e para
refrigeragao.

A semente de crambe apresenta elevado teor de o6leo (23-38%) e tem um rendimento
médio de sementes de 1.800-2.400 kg/ha (Carlson et al, 1996). O crambe ¢ uma cultura muito
tolerante a seca, principalmente a partir de seu desenvolvimento vegetativo quando ndo tolera
periodos chuvosos ou de alta umidade relativa do ar. E muito tolerante ao frio, exceto apds a
germinagdo, quando tolera temperaturas de até -3 ° C (Pitol, 2008).

A etapa de hidrolise ¢ realizada por um método quimico ou enzimatico. Uma vez que a
hidrolise quimica envolve a altas temperaturas e altas pressdes, as enzimas sdo uma boa
alternativa para o processo. Segundo Posorske (1984), as enzimas tém vantagens para o
processamento industrial, como a especificidade que permite o controle dos produtos
produzidos e pode também aumentar o rendimento através da redug¢do da quantidade de
produtos secundarios; condicdes amenas, o que pode diminuir o custo em termos de
equipamento de energia e de capital além de reduzir os custos de tratamento de residuos.
Lipases (hidrolases do éster de glicerol) sdo um grupo de enzimas que catalisam reagdes de
hidrdlise, esterificagdo, e as reagdes de transesterificagdo. Eles atuam em varios compostos de
éster, e seus substratos naturais sdo acilglicerois (Verger, 1997).

Lipases podem ser obtidas de tecidos vegetais e animais ou produzidas por fermentagao
de fungos e bactérias. O alto custo de isolamento e purificacdo de enzimas microbianas e
animais podem restringir sua aplicagdo industrial em larga escala. Entretanto, esse custo pode
ser reduzido pelo uso de lipases vegetais, que podem ser obtidas a partir de fontes renovaveis
produzidas em larga escala e as quais ndo exigem alto custo de purificacao (Caro et al., 2000).

Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo estudar a hidrélise do 6leo de crambe
a partir do uso de sementes vegetais como fonte de lipase para catalise da reacdo. Trés
sementes foram testadas, sendo elas crambe, soja e mamona.

2. METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados em laboratorio pertencente a Universidade Estadual
do Oeste do Parand - Campus Toledo / PR. O 6leo de crambe foi gentilmente doado pela
fundacao de pesquisa MS que estd localizado em Maracaju/MS. As sementes de mamona
comercial (Espécie: Ricinus communis L., Cultivar: IAC GUARANI) (Brseeds®) foram
adquiridas e acetona PA (Vetec) foi utilizada para extracdo da enzima. Uma solugdo de
fenolftaleina (Synth®) foi utilizada como indicador para a medi¢ao da acidez do 6leo. Etanol
absoluto (JTBaker) e éter etilico PA (Vetec) foram usadas no processo de medigdo. NaOH
(Synth®) foi utilizado para a determinagdo da acidez.
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2.1. Preparo dos catalisadores

A lipase utilizada como catalisador das reagdes de hidrdlise foi extraida das sementes
de mamona. Foram adicionados em um triturador aproximadamente 100 gramas de semente
com acetona. Emergiu-se a amostra em um béquer novamente em solucdo de acetona e
incubou-se por 16 horas, sob refrigeracdo. Apds esse procedimento, a amostra foi deixada em
temperatura ambiente e exposta, de modo a evaporar a acetona residual, secando a amostra. A
enzima foi mantida em refrigeracdo até seu uso.

2.2 Reacgoes de hidrdlise

Para determinar se as sementes escolhidas apresentam atividade enzimatica para a
rea¢do de hidrolise de dleo de crambe testes foram conduzidos em um reator (Erlenmeyer -
125 mL) com agitacdo de 1000 rpm e temperatura ambiente (aproximadamente 28°C). As
quantidades precisas de 6leo (10 g) e enzima (2g) foram pesadas em uma balanga de precisdao
e colocadas diretamente no reator. 6 mL de uma solucdo tampao de pH de valor pré-
determinado foi inserida no reator, iniciando a rea¢do a temperatura ambiente de
aproximadamente 28°C. Apds 2,5 h, colocou-se a amostra em um tubo e centrifugou-se por 5
min e 3000 rpm.

A atividade das enzimas foi verificada na faixa de pH entre 3 e 10. Solugdes tampdes
de acetato para pH acido e tampdes de amodnia foram empregadas.

2.3 Quantificacio da acidez

A determinacdo da quantidade de acidos graxos livres presentes no 6leo foi realizada
por titulagdo com solugdo de NaOH (Synth®). Cerca de 1 g de o6leo e duas gotas de solucao
de fenolftaleina foram diluidos em 15 ml de 1:1 de etanol/éter. Esta solugao foi titulada com
uma solucao de NaOH 0,1 M sob agitacdo vigorosa até a mudang¢a de cor (mudanca brusca de
cor branca a rosa). Acidez de 6leo foi calculada de acordo com a seguinte relagao:

VolM ,,on - MM ,.,
p

Acidez =100.

(1)

A massa molecular da AGL foi calculada como uma média ponderada pela fragao molar
do peso molecular dos 4acidos graxos constituintes de 6leo de crambe (MM ,;, = 315,4168

g/mol).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sementes de crambe e soja

As Figuras 1 e 2 apresentam os resultados da acidez nos testes de hidrdlise do 6leo de
crambe empregando como catalisador sementes de crambe e soja trituradas, respectivamente.
Observa-se que praticamente nao houve altera¢do da acidez ao longo de toda a faixa de pH
estudada indicando que ambas sementes de crambe e soja da forma como foram utilizadas nao
apresentaram enzima lipase livre para a catalisar a rea¢do de hidrolise do 6leo de crambe.
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Verscovi (2012) estudou a semente de soja como fonte de lipase para reacdes de
hidrolise e alcancou a atividade de 237 U/g nas condi¢des experimentais de germinacdo das
sementes por 12 horas, extragdo a 25°C por 12 horas, solucao salina (fosfato de sodio, pH 7,0)
de 100 mM e adi¢do de Tris-HCI (1%, m/v) no tampao de extragdao. Observa-se, portanto que
a semente apresenta lipase somente quando passa pela germinagdo, ja que o presente trabalho
foi feito sem nenhuma germinacdo prévia e atividade hidrolitica ndo foi constatada. Na
literatura nao foi encontrado nenhum trabalho envolvendo a extracao de lipase de sementes de
crambe.

Figura 1 — Variagdo da acidez do 6leo hidrolisado de crambe em relagdo a variagdo do pH do
substrato empregando p6 de semente de crambe como fonte enzimatica.
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Figura 2 — Variagao da acidez do 6leo hidrolisado de crambe em relagdo a variagdao do pH do
substrato empregando p6 de semente de soja como fonte enzimatica.
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3.2. Semente de mamona
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A Figura 3 apresenta o resultado da acidez nos testes de hidrolise do 6leo de crambe
empregando como catalisador o a semente de crambe moida. Observa-se que praticamente
ndo houve alteracdo da acidez ao longo de toda a faixa de pH estudada indicando que a
semente de crambe da forma como foi utilizada ndo apresenta enzima lipase livre para a
catalisar a reagdo de hidrolise do 6leo de crambe.

Avelar et al. (2012) realizou testes empregando sementes de mamona dormente na
hidrolise de dleo de soja, canola e oliva, usando 10 gramas de 6leo, 90 mL de solugdao tampao
de acetato (pH 4,5), 2 gramas de extrato de lipase, temperatura de 25°C e rotagdao de 1000
rpm, atingindo aproximadamente 80% de acidez para todos os 6leos estudados em 3 horas de
reacdo. Observa-se, portanto, que resultados satisfatorios com o uso de sementes de mamona
jé& s@o encontrados na literatura e a faixa de pH empregada ¢ de pH 4-5.

Santos et al. (2013) também estudaram diferentes sementes na producao de lipase para
hidrolise de diferentes dleos vegetais, em seu estudo constataram que lipases provindas da
semente de mamona foram mais eficientes na producao de acidos graxos livres em
compara¢do com sementes de milho, maracuja e girassol, além disso em concordancia com o
presente trabalho observaram o pH 6timo de 4,5 para a lipase de semente de mamona. Ainda,
segundo o autor, a aplicagdo da semente de mamona pode ser economicamente atrativa para a
producdo de acidos graxos a partir de triglicerideos ja que as etapas de purificagdo e
imobilizacdo ndo sdo requeridas, e as moléculas de lipase sdo naturalmente imobilizadas
dentro do material das sementes.

Figura 3 — Variagdo da acidez do 6leo hidrolisado de crambe em relagdo a variagdao do pH do
substrato empregando p6 de semente de mamona como fonte enzimatica.

&80 o

40 4

Acidez (%)
|

5. CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar sementes de soja, crambe ¢ mamona na
extracdo de lipase para producdo de acidos graxos a partir do 6leo de crambe. Todas as
sementes foram usadas na forma dormente, sem germinagdo, € somente a semente de mamona
resultou em lipase com atividade consideravel, tal lipase teve seu pH 6timo encontrado no
valor de 4,0 e acidez de aproximadamente 60% foi atingida apos 2,5 h de reagdo
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demonstrando potencial para o uso dessa fonte, ja que possibilita que a hidrolise ocorra em
condi¢gdes amenas de pressao e temperatura além de ter um custo de produgdo baixo e nao
precisar de processo prévio de germinagao.
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