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PRODUCTION OF CONCENTRATED FATTY ACIDS BY HYDROLYSIS OF VEGETABLE OILS CATALYZED BY PLANT
LIPASE. The aim of this work was to verify the ability of enzymatic crude extract from dormant castor bean seeds to yield
concentrated fatty acids by hydrolysis of polyunsaturated vegetable oils such as corn and sunflower. The enzymatic extract exhibited

higher activity towards corn oil, which was selected for further studies to determine optimum hydrolysis conditions by factorial
design. Maximum hydrolysis percentage (*84%) was reached at 60% wt. oil:buffer acetate 100 mM pH 4.5, 33 °C and 5.0% wt. of
crude extract after 70 min of reaction. These results suggest that the use of low-cost lipase from castor bean seeds has potential for

oil hydrolysis.

Keywords: oil hydrolysis; factorial design; plant lipase.

INTRODUCAO

A produg¢do mundial de 6leos e gorduras tem crescido nos ultimos
anos. Em 2008/2009, cerca de 162,7 milhdes de toneladas foram ge-
radas, comparadas a 150 e 154 milhdes de toneladas em 2006 e 2007,
respectivamente.'~* Estes nimeros referem-se apenas a produgio dos
principais 6leos e gorduras como soja, algoddo, amendoim, girassol,
colza, gergelim, milho, oliva, palma, coco, linhaca e mamona, e as
gorduras de fonte animal como manteiga, sebo e peixe.?

A modificacdo quimica destes 6leos e gorduras mediada por cata-
lisadores quimicos é normalmente realizada em elevadas temperaturas
e pressdo (250 °C e 50 atm). Geralmente, estes processos fornecem
produtos de composicdo quimica mista e/ou contaminada devido a
ocorréncia de reacdes indesejdveis como oxidagdo, desidratagdo e
interesterificacdo que requerem etapas posteriores de purificagdo.
Neste contexto, a modificacdo de dleos e gorduras catalisada por
lipases vem se apresentando como uma alternativa atrativa para a
inddstria, principalmente quando sdo consideradas algumas das
vantagens desta rota como maior rendimento do processo, menor
consumo de energia, redu¢@o do teor de residuos e introducio de
rotas mais acessiveis de producdo.*!°

Lipases (glicerol éster hidrolases — E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas
que catalisam a hidrdlise de ligacdes éster de 6leos e gorduras com
diferentes especificidades e podem, em meio organico, catalisar uma
variedade de reagdes, como esterificacdo, interesterificac@o, transes-
terificagdo e amindlise. As lipases tém sido amplamente empregadas
na producdo de farmacos, emulsificantes, alimentos, perfumaria,
diagnésticos médicos, compostos opticamente ativos, polimeros,
aromas e fragrancias, modificagdes de lipideos para a produgio de
biodiesel e lipideos estruturados e no pré-tratamento de efluentes com
elevado teor de lipideos gerados pelas inddstrias de alimentos.'!?

Essas enzimas encontram-se largamente distribuidas na natureza
em tecidos animais e vegetais e biomassa microbiana.!!"!'* Dentre elas,
as lipases microbianas sdo as mais utilizadas industrialmente.®!>!3
Por outro lado, as lipases vegetais apresentam algumas vantagens em
relag@o as lipases microbianas e animais como ampla disponibilida-
de, baixo custo e elevada especificidade.'*'® As principais fontes de
lipases vegetais sdo o ldtex de frutos do género Carica como babaco e
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mamao e sementes de oleaginosas e cereais.'** Trabalhos reportados
pela literatura especializada mostram o aumento da atividade catalitica
de hidrolases, incluindo lipases, durante o processo de germinacgio
de sementes.'*!"® Os materiais de reserva presentes nas sementes
como amido, proteinas e/ou lipideos sdo hidrolisados por agdo de
hidrolases produzidas durante o processo de germinagdo tais como
proteases, amilases e lipases para fornecer energia e componentes
para o crescimento embriondrio nos primeiros estdgios de desenvol-
vimento.'*'72* Oleos e gorduras sdo convertidos em dcidos graxos
livres que posteriormente sdo convertidos em agticares por reagdes
de B-oxidagdo.**? Entretanto, a atividade lipdsica também pode ser
detectada em sementes dormentes de algumas oleaginosas como ma-
mona e pinhdo-manso.?"** A aplicacdo de extratos brutos obtidos de
sementes dormentes com elevada atividade lipdsica € bastante atrativa,
pois ndo sdo requeridas etapas de germinacao e, consequentemente,
reduz os custos de obtencdo destes biocatalisadores. Além disso, os
6leos sdo consumidos durante o processo de germinagdo e a utilizagdo
de sementes dormentes permite maior rendimento de extragdo, o que
¢ atrativo para o setor oleoquimico."

O objetivo do presente trabalho consiste na aplicacio de extrato
enzimadtico de baixo custo obtido de sementes dormentes de mamona
para a produgdo de concentrados de dcidos graxos por hidrélise de
Oleos vegetais na auséncia de emulsificantes. Estes concentrados de
dcidos graxos s@o de grande interesse para o setor industrial para a
obtencdo de materiais para revestimentos, adesivos, biocombustiveis,
surfactantes, lubrificantes e produtos de higiene pessoal.>?!2?

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Sementes de mamona foram adquiridas da empresa BRSeed
Produgdo e Comércio de Sementes (Aracatuba/SP). Oleos vegetais
de baixa acidez como azeite de oliva (Carbonell) e girassol e milho
(Liza) foram adquiridos no comércio local. Goma arabica foi adqui-
rida da Synth (Sdo Paulo/SP). Hidréxido de sédio (pureza > 99%) foi
adquirido da Vetec (Sdo Paulo/SP). Acetato de sédio e dcido acético
(pureza > 99%) e fosfato de s6dio monobdsico e bibdsico (pureza
> 98%) foram adquiridos da Synth (Sao Paulo/SP). Todos os outros
reagentes empregados foram de grau analitico.
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Métodos

Preparagdo do extrato bruto de lipase de sementes de mamona

Inicialmente, os endospermas das sementes foram removidos e as
cascas descartadas. Os endospermas (20 g) foram triturados em moinho
de facas por um periodo de 10 min com a adi¢@o de acetona a frio (5
mL). Apés a trituragdo, o extrato foi mantido sob suave agitacdo meca-
nica (150 rpm) na presenca de acetona a frio (relagdo extrato:solvente
1:5) por 10-15 min, conforme metodologia descrita por Avelar et al.
A suspensdo foi filtrada a vicuo em um funil de Buchner e lavada com
acetona a frio em excesso. O tamanho das particulas do extrato bruto
obtido foi classificado em sistemas de peneiras e foram empregadas as
particulas com didmetro entre 75-90 um. O extrato enzimatico bruto
das sementes de mamona obtido foi empregado como biocatalisador
nas reagdes de hidrélise dos dleos vegetais.

Determinacgdo da atividade hidrolitica na hidrolise de diferentes
oleos vegetais

A atividade hidrolitica do extrato enzimatico bruto preparado
a partir de sementes dormentes de mamona foi determinada pelo
método de hidrélise da emulsdo de dleos vegetais (girassol, milho e
oliva), conforme metodologia adaptada de Soares et al.*® A solugido
de substrato foi preparada pela emulsdo de 25 g de d6leo vegetal e
75 g de solugdo de goma ardbica a 3% m/m. Em frascos Erlenmeyer
de 125 mL foram adicionados 5 mL da solugdo de substrato, 5 mL de
solucdo tampao fosfato de sédio (100 mM, pH 7,0) e adicionado 0,1 g
de extrato enzimatico bruto. Os frascos foram incubados a 37 °C por
5 min, em banho termostatizado com agitacdo de 200 rpm. A reacio
foi finalizada pela adi¢do de 10 mL de etanol comercial (92,5% em
massa) e os acidos graxos liberados quantificados por titulagdo com
soluciio de NaOH 20 mM, empregando fenolftaleina como indica-
dor. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de
enzima que libera 1 pmol de dcido graxo por minuto de reagdo, nas
condigoes do ensaio.?

Delineamento experimental para a hidrélise do 6leo de milho

Para a hidrdlise do 6leo de milho, foi proposto um delineamento
experimental 2° composto rotacional com 17 ensaios (8 fatoriais, 6
axiais e 3 pontos centrais) para melhor entendimento da influéncia
individual das varidveis estudadas e de suas interagdes na reacio
de hidrélise. Os parametros avaliados foram a relagdo mdssica
6leo:tampdo (X,), temperatura (X,) e concentragio de tampao (x;). Os
valores codificados e ndo codificados correspondentes sdo mostrados
na Tabela 1. Como varidvel resposta foi considerada a porcentagem
de hidrdlise. Os resultados obtidos foram analisados empregando o
software Statistica versdo 7.0 (StatSoft Inc., EUA).

As reacdes de hidrélise foram conduzidas em regime batelada em
frascos de 250 mL contendo 50 g do sistema reacional (6leo + tampao
acetato de sédio pH 4,5) e concentrag@o fixa de enzima (2% em massa
de extrato enzimatico bruto). Os meios reacionais foram incubados
sob agitagdo mecanica de 1000 rpm por um periodo de 30 min. A
porcentagem de hidrélise, definida pela relac@o entre a concentragdo
de 4cidos graxos livres presentes na amostra e a concentragao maxima
tedrica, foi determinada de acordo com a Equacéo 1.4

Vx 107 x Mx MM
mxf

Hidrélise (%) =

x 100 (1)

na qual: V € o volume de solu¢do de NaOH consumido na titula¢do;
M ¢€ a concentragdo molar da solu¢do de NaOH (20 mM); MM ¢€ a
massa molecular média dos 4cidos graxos do 6leo de milho (280,22
g/mol); m € a massa da amostra (g) e f € a frac@o de 6leo na solugio
de substrato.
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Tabela 1. Planejamento experimental para a hidrdlise do 6leo de milho
catalisada por lipase de sementes dormentes de mamona em reator batelada.
Condicdes reacionais: 50 g de substrato, 2% em massa de extrato enzimatico
bruto, tampdo acetato de sédio pH 4,5, 1000 rpm por 30 min de reagdo

Varidveis codificadas (originais)

Razdo mdéssica

Ensaios N i omperatura 0" Higrlise (%)
dleo:tampao °C) de tampao
(% em massa) (mM)

1 -1(32) -1 (31 -1 (20) 1,1£0,2
2 +1 (48) -1(31) -1 (20) 0,4+0,1

3 -1(32) +1 (49) -1 (20) 1,6 £0,1

4 +1 (48) +1 (49) -1(20) 0,400

5 -1(32) -1(31) +1 (80) 29.9+0,1
6 +1 (48) -1(31) +1 (80) 333+0,7
7 -1(32) +1 (49) +1 (80) 25,7+0,3
8 +1 (48) +1 (49) +1 (80) 304+ 14
9 -1,68 (20) 0 (40) 0(50) 243 +0,7
10 +1,68 (60) 0 (40) 0(50) 32,7+2,1
11 0 (40) -1,68 (25) 0 (50) 22,6 0,9
12 0 (40) +1,68 (55) 0(50) 82+0,3
13 0 (40) 0 (40) -1,68 (0) 02+0

14 0 (40) 0 (40) +1,68 (100) 38,1 +1,1
15 0 (40) 0 (40) 0(50) 29,6 +0,8
16 0 (40) 0 (40) 0(50) 28,8 £0,5
17 0 (40) 0 (40) 0 (50) 29,6 =04

Otimizagdo da hidrdlise enzimdtica de oleos vegetais

Ap0s a selegdo das condigdes experimentais que maximizam o
processo de hidrélise determinadas pelo delineamento experimental,
foram realizados ensaios de hidrélise do 6leo de milho variando a
razdo mdssica 6leo:tampdo acetato de sédio (100 mM, pH 4,5) de
60 a 85% e concentracdo de tampao (100 — 200 mM). O efeito da
concentracio de extrato bruto na porcentagem de hidrélise também
foi estudado no intervalo de 1 a 6% em massa. Em condigdes otimi-
zadas, a hidrélise dos dleos de milho e girassol foi conduzida para
determinar a maxima porcentagem de hidrélise. Estas reacdes foram
realizadas em frascos de 250 mL contendo 50 g de substrato (60%
em massa de dleo vegetal + tampdo acetato de sédio 100 mM pH 4,5)
e 5% em massa de extrato enzimdtico bruto sob agita¢do vigorosa
(1000 rpm) a 33 °C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi determinada a atividade hidrolitica do extrato
enzimdtico bruto empregando emulsdes dos diferentes 6leos vege-
tais. O 6leo vegetal que apresentou maior atividade hidrolitica foi
selecionado e as condi¢des que maximizam o processo de hidrélise
tais como razdo mdssica 6leo:tampdo acetato de sédio pH 4,5, tem-
peratura de reacio e concentra¢do do tampao foram avaliadas por
delineamento experimental completo composto rotacional. Apds
a selecdo das varidveis que afetam significativamente a reagdo de
hidrdlise, foi verificada a influéncia da concentragdo de enzima na
porcentagem de hidrdlise.

A atividade catalitica do extrato enzimdtico bruto foi determina-
da na hidrélise de 6leos vegetais emulsificados com goma ardbica.
Dentre os 6leos testados, mdxima atividade catalitica foi obtida na
hidrélise do 6leo de milho (156,2 + 9,4 Ul/g), seguido de dleo de
girassol (126,1 = 7,6 Ul/g) e oliva (61,1 + 4,5 Ul/g). De acordo com
estes resultados, verifica-se que a lipase de mamona foi mais ativa
na hidrdlise de dleos vegetais com elevada concentracio de dcidos
graxos poli-insaturados em sua composi¢do como girassol e milho.”’
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Estes resultados corroboram com aqueles obtidos na hidrdlise dos
6leos de canola, soja e oliva catalisada pelo extrato bruto de sementes
dormentes de mamona na qual foi observada maior atividade catali-
tica para os Oleos vegetais contendo elevada concentracdo de dcidos
graxos poli-insaturados como canola e soja.?

Com base nestes resultados, o 6leo de milho foi selecionado
para a produgdo de concentrados de dcidos graxos por hidrélise em
reator batelada. As rea¢des foram conduzidas em pH 4,5, pH 6timo
de atuac@o da lipase de mamona,?*>* e na auséncia de emulsificantes.
As reacdes de hidrélise de dleos e gorduras mediada por lipases de
diferentes fontes tém sido realizadas na presenca de emulsificantes
para aumentar a drea interfacial 6leo/dgua que, por sua vez, aumenta
a atividade catalitica da enzima.?® Neste trabalho, a emulsifica¢éo do
meio reacional foi obtida por agitagdo mecanica vigorosa (1000 rpm).
Em escala industrial, a hidrélise de dleos e gorduras realizada sem
a adicdo de agentes emulsionantes € economicamente mais atrativa
porque reduz os custos do processo e permite facil separagdo do
produto de interesse (concentrados de dcidos graxos).”

As condi¢des que maximizam a porcentagem de hidrélise do
6leo foram determinadas por delineamento experimental completo
composto rotacional e os parametros avaliados foram a relacéo
mdssica 6leo:tampdo (20-60% em massa de 6leo), temperatura
(25-55 °C) e concentrag@o de tampao (0-100 mM). Os resultados
obtidos no delineamento experimental para a avaliacao do efeito das
varidveis estudadas na porcentagem de hidrélise do 6leo de milho
estdo ilustrados na Tabela 1. As estimativas dos efeitos, erros-padrio
e do valor de p para as respostas analisadas sdo apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2. Estimativas dos efeitos das varidveis, erros padrao e valores de p
para o delineamento experimental composto rotacional

Varidveis Efeitos Erro Padriao P

Média 28,5739 +2,8579 0,0000
X, 2,6537 +2,2061 0,2681
X, -0,5097 +1,4538 0,7362
X, -4,5148 +2,7130 0.1400
X,’ -11,9458 +3,1376 0,0066
X, 26,4049 +2,7130 0,0000
X5’ -9,5428 +3,1376 0,0215
X,.X, 0,2000 +3,5315 0,9564
XX, 2,500 +3,5315 0,5019
X, X3 -1,900 +3,5315 0,6072

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, a porcentagem
de hidrélise do 6leo de milho variou entre 0,2 +0e 38,1 = 1,1%. Estes
valores correspondem aos ensaios conduzidos respectivamente com
minima e mdxima concentra¢do de tampao acetato de sédio (ensaios
13 e 14). Na Tabela 2, verifica-se que para a varidvel concentrag¢do
do tampio (X,) tanto o termo linear como o quadratico apresentaram
influéncia significativa ao nivel de 95% de confianca. No entanto,
para a varidvel temperatura (x,) apenas o termo quadrdtico foi sig-
nificativo estatisticamente. Os termos linear e quadrético da razdo
madssica 6leo:tampdo e o termo linear da temperatura, bem como as
interacdes entre as varidveis estudadas, ndo foram estatisticamente
significativos (p > 0,05). A partir dos resultados sumarizados na Tabela
2 foi possivel compor o modelo estatistico incluindo os coeficientes
correspondentes aos efeitos significativos, conforme apresentados
na Equac@o 2. Os coeficientes relativos aos efeitos nfo significativos
foram excluidos do modelo.

Quim. Nova

Hidrolise(%) = 28,57 — 5,97x3 + 13,20x; — 4,62x3
R? = 0,9453 )

na qual: x, € o valor codificado da varidvel temperatura e x, € o valor
codificado da varidvel concentragdo do tampao.

O teste de significancia para o modelo estatistico foi avaliado pelo
teste F, revelando que a regressao foi significativa ao nivel de 95%
de confianga (Tabela 3). O modelo ndo apresentou falta de ajuste e a
determinagéo do coeficiente de correlagdo (R?=0,9452) mostra que
94,5% da variabilidade na resposta, em rela¢@o a andlise dos resul-
tados, pode ser explicada pelo modelo. Desta forma, considerou-se
que o modelo estatistico obtido foi adequado para a descricdo da
porcentagem do 6leo de milho em fungdo das varidveis avaliadas (re-
lagdo mdssica 6leo:tampdo, temperatura e concentragao de tampao),
obtendo-se as superficies de resposta apresentadas na Figura 1(a,b,c).

Tabela 3. Anilise de varidncia (ANOVA) para o ajuste do modelo proposto
que representa a porcentagem de hidrélise do 6leo de milho

Soma Grau de Média

Fonte quadrdtica liberdade quadratica F p
X,? 361,57 1 361,57 14,4955 0,0066
X, 2362,80 1 2362,80 94,7253 0,0000
X4 216,60 1 216,60 8,6834 0,0215
Falta de 128,03 6 21,338
ajuste
Erro puro 174,61 7 24,944
Cor total 3186,26 16

A superficie de resposta referente ao efeito das varidveis raziao
mdssica 6leo:tampao e temperatura na porcentagem de hidrélise do
6leo de milho € mostrada na Figura 1a. A porcentagem de hidrdlise
aumentou com o aumento da razdo mdssica 6leo:tampdo e com o
aumento da temperatura. Em temperaturas superiores a 45 °C foi
observada uma dréstica reducio da porcentagem de hidrdlise devido
a inativagdo da enzima em elevadas temperaturas.”?> A faixa 6tima
da temperatura de hidrélise foi observada no intervalo de 33-45 °C.
Os ensaios conduzidos em temperaturas inferiores a 30 °C também
reduziram a porcentagem de hidrélise do éleo de milho devido ao
aumento da viscosidade da emulsdo pela aglomerag@o das gotas de
6leo, favorecida com a reduc@o da temperatura.”? De acordo com a
Figura 1a, elevada porcentagem de hidrdlise pode ser alcancada com
maxima razdo madssica 6leo:tampdo (60%) e temperatura variando
entre 33-45 °C.

O efeito das varidveis razao mdssica 6leo:tampao e concentracio
de tampao na porcentagem de hidrélise € mostrada na Figura 1b. Nos
niveis maximos de razdo massica 6leo:tampao (60%) e concentra¢do
de tampao acetato de sédio (100 mM) foram obtidas as mais elevadas
porcentagens de hidrélise. De acordo com os dados apresentados
na Tabela 1, a porcentagem de hidrélise para as reacdes conduzidas
em concentragdo de tampao inferior a 20 mM foi inferior a 2% apds
30 min de reacdo. Estes resultados podem ser também atribuidos a
agregacgdo de gotas de 6leo para a formacdo de gotas maiores que
reduz drasticamente a sua drea superficial na interface 6leo/dgua.**°
Em elevadas concentragdes de dleo esta agregacdo € favorecida.
Diferentes estratégias tém sido empregadas para evitar a agregacio
das gotas de 6leo na interface 6leo/dgua, tais como a adicdo de agen-
tes emulsificantes, poliois, proteinas e sais.*!%2 No entanto, neste
estudo as rea¢des foram conduzidas sem a adi¢do destes compostos,
portanto, elevada concentracio de tampao foi requerida para evitar
a agregacdo destas gotas de dleo devido a repulsdo eletrostdtica
entre elas.”” Sob estas condi¢des, uma maior drea superficial destas
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Figura 1. Superficies de resposta de acordo com o modelo quadrdtico predito
para a hidrélise enzimdtica do oleo de milho. Efeito da temperatura e razdo
mdssica oleo:tampdo (a); efeito da concentrag¢do de tampdo e razdo mdssica
oleo:tampdo (b); e efeito da concentragdo de tampdo e temperatura (c) na
porcentagem de hidrolise do oleo de milho catalisada pela lipase de sementes
dormentes dormentes de mamona
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goticulas pode ser obtida, permitindo uma melhor interacdo entre as
moléculas de lipase e o substrato.

Na Figura 1c € mostrado o efeito das varidveis temperatura e
concentraciio de tampdo na porcentagem de hidrélise. A superficie
de resposta mostra claramente que o aumento da concentragdo de
tampao influenciou significatimente na porcentagem de hidrdlise do
6leo de milho. Com relag@o ao efeito da temperatura, foi possivel
verificar que a faixa 6tima de atuacio da enzima foi entre 33-45 °C,
corroborando com os resultados mostrados na Figura 1a.

Conforme pode ser observado na Figura 1, os mdximos valores de
porcentagem de hidrélise do 6leo de milho foram obtidos nos niveis
méximos de concentragdo de tampao e razdo mdssica 6leo:tampao.
Deste modo, concentragdo de tampao e razdo mdssica Sleo:tampao
superiores aos niveis empregados no delineamento experimental
foram testados para verificar as condi¢des reacionais que maximizam
areacdo de hidrdlise do 6leo de milho e os resultados obtidos estdo
sumarizados na Figura 2a,b. A temperatura de reagdo selecionada
foi de 33 °C, temperatura minima necessdria para atingir mixima
porcentagem de hidrélise, conforme mostrado nas superficies de
resposta de acordo com o modelo predito para a reagdo de hidrélise
(Figura la,c). De acordo com a Figura 2a, mdxima porcentagem de
hidrdlise foi obtida com razao mdssica 6leo:tampao de 60% em massa
de dleo, nivel mdximo empregado no delineamento experimental. Em
concentragdes acima de 60% foi observada uma dréstica redugdo da
porcentagem de hidrélise devido a agregacio das gotas de 6leo com
o aumento da concentracdo de 6leo na emulsio que, eventualmente,
resultou na reducdo da drea de contato entre as moléculas de lipase e
as gotas de 6leo, como descrito anteriormente.” Além disso, elevadas
concentracdes de 6leo aumentam a concentracdo de dcidos graxos na
interface 6leo/dgua que promove mudancas do estado de ionizagdo
da enzima na qual afeta a sua atividade catalitica e seletividade.® A
variagdo da concentragdo de tampao de 100 para 200 mM também
foi verificada no processo de hidrélise do 6leo, conforme mostrado
na Figura 2b. Com o aumento da concentracdo de tampao € esperado
um aumento da porcentagem da hidrélise devido a menor varia¢do
do pH no meio de reacdo e menor agregagio das gotas de 6leo.*%
Entretanto, o aumento da concentracido de tampdo de 100 para
200 mM ndo aumentou significativamente a porcentagem de hidré-
lise, ou seja, concentragdo de tampao 100 mM foi o suficiente para
evitar esta agregacdo das gotas de dleo e variagdes de pH no meio
de reacdo por influéncia dos dcidos graxos liberados pela reagao de
hidrélise. Com base nestes resultados, nos niveis maximos de razao
massica 6leo:tampdo (60% em massa de 6leo) e concentraciio de
tampdo acetato de sédio pH 4,5 (100 mM) foi alcangada maxima
porcentagem de hidrdlise do 6leo de milho (38,1 + 1,1%).

A influéncia da concentragdo de extrato enzimatico bruto na
reacdo de hidrdlise foi avaliada na faixa de 1 a 6% em massa de
extrato e os resultados sdo mostrados na Figura 3. Como pode ser
observado, o aumento da concentragdo de enzima também aumen-
tou a porcentagem de hidrélise do 6leo e maxima porcentagem de
hidrdlise foi obtida na concentra¢do de 5% de extrato bruto, 60,3 +
2,1% ap6s 30 min de reagdo. Para a hidrélise catalisada com maior
concentracio de extrato bruto (6,0% em massa) ndo foi verificado
um aumento acentuado na percentagem de hidrdlise porque as gotas
de 6leo podem encapsular as moléculas de lipase no seu interior que
reduz a atividade catalitica do biocatalisador.*

De acordo com os resultados obtidos, maxima producio de con-
centrados de dcidos graxos pode ser obtida para as reacdes conduzidas
a 33 °C em tampdo acetato de sédio pH 4,5 (100 mM) contendo
60% em massa de 6leo e 5% em massa de extrato bruto de sementes
dormentes de mamona sob agitacio vigorosa (1000 rpm). Sob estas
condic¢des, mdxima porcentagem de hidrdlise do éleo de milho (84,0
+ 1,8%) foi obtida apds 70 min de reag¢do, conforme mostrado na
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Figura 2. Influéncia da razdo mdssica oleo:tampdo (a) e concentragdo
de tampdo (b) na porcentagem de hidrolise do oleo de milho. Condigoes
reacionais: 33 °C, 30 min, tampdo acetato de sodio pH 4,5, 2% de extrato
enzimdtico bruto, 1000 rpm
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Figura 3. Influéncia da concentragdo de extrato enzimdtico de sementes dor-
mentes de mamona na porcentagem de hidrélise do éleo de milho. Condi¢oes
reacionais: 33 °C, 30 min, tampdo acetato de sodio 100 mM pH 4,5, 60% em
massa de oleo, 1000 rpm

Quim. Nova

Figura 4. O 6leo de girassol também foi hidrolisado nas condicoes
reacionais otimizadas para o 6leo de milho e maxima porcentagem
de hidrdlise foi observada apés 80 min de reagdo (76,4 + 1,3%).
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Figura 4. Perfil cinético de hidrdlise dos dleos de milho (B) e girassol (0) nas
condigdes otimizadas pelo delineamento experimental. Condicdes reacionais:
33 °C, tampdo acetato de sodio 100 mM pH 4,5, 60% em massa de oleo, 5%
em massa de extrato enzimdtico, 1000 rpm

A hidrdlise de 6leos e gorduras tem sido catalisada preferen-
cialmente por lipases comerciais de diferentes fontes. No entanto,
o extrato bruto de lipase de sementes dormentes de mamona, em-
pregado no presente estudo, apresentou resultados mais atrativos
do que lipases disponiveis comercialmente de microrganismos e
tecidos animais.**® Pinheiro er al.’* testaram a lipase de Candida
rugosa livre e imobilizada por encapsulagdo em silica preparada
pela técnica sol-gel na hidrélise de trés diferentes dleos vegetais
como canola, oliva e soja empregando delineamento experimental
para a otimizagdo do processo de hidrélise. Mdxima porcentagem de
hidrdlise foi obtida para o 6leo de oliva empregando a lipase livre,
12% apds 4 h de reacdo. Lipases de pancreas de porco, mamona e C.
rugosa foram imobilizadas em Celite e empregadas na producao de
concentrados de dcido ricinoleico por hidrélise do 6leo de mamona.*
Dentre os biocatalisadores preparados, elevada concentragdo de dcido
ricinoleico foi obtida com a lipase de pancreas de porco (=40% de
hidrdlise) apds 3 h de reag@o. A producdo de concentrados de dcidos
graxos poli-insaturados pela hidrélise do 6leo de soja foi realizada
empregando diferentes lipases comerciais como Thermomyces lanu-
ginosus, pancreas de porco e C. rugosa.* Dentre as lipases testadas,
a de pancreas de porco mostrou maior especificidade para os dcidos
linoleico e linolénico e maxima porcentagem de hidrdlise do dleo
(35%) foi obtida apds 6 h de reacdo.

CONCLUSOES

A hidrdlise de dleos vegetais para a producio de concentrados
de dcidos graxos foi catalisada por lipase de sementes dormentes de
mamona. Esta lipase apresentou maior atividade catalitica na hidrélise
de 6leos vegetais contendo dcidos graxos poli-insaturados como milho
e girassol. Dentre eles, mdxima atividade hidrolitica foi detectada
para o 6leo de milho, selecionado para a produgio de concentrados de
4cidos graxos e as condi¢des experimentais que maximizam a reagao
de hidrélise foram determinadas por delineamento experimental.
Em condigdes otimizadas (reacdes conduzidas a 33 °C em tampao
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acetato de sédio pH 4,5 (100 mM) contendo 60% em massa de 6leo
e 5% em massa de extrato bruto de sementes sob agitagdo vigoro-
sa — 1000 rpm), médxima hidrélise do 6leo de milho (84,0 + 1,8%)
e girassol (76,4 = 1,3%) foi detectada ap6s 70 e 80 min de reagdo,
respectivamente. Este estudo demonstrou que o delineamento expe-
rimental foi apropriado para a maximizacao da reagdo de hidrdlise
dos dleos vegetais. A aplicacdo do extrato enzimatico bruto de baixo
custo preparado a partir de sementes de dormentes de mamona € uma
estratégia economicamente atraente para a producio de concentrados
de 4cidos graxos, uma importante classe de compostos intermedidrios
para a inddstria oleoquimica.
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