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Resumo
Em virtude do esgotamento dos combustíveis fósseis, as pesquisas de biocombustíveis vem aumentando. Uma rota economicamente viável para a produção é a hidroesterificação que divide-se em duas etapas, hidrólise e esterificação. Assim, o objetivo do trabalho é estudar o efeito do pH e da temperatura na hidrólise enzimática do óleo de crambe. As variáveis foram avaliadas numa faixa de 28 a 70ºC e pH 3 a 10. Os efeitos foram, primeiramente, avaliados separadamente e em seguida as variáveis foram combinadas.  Com o estudo do efeito da temperatura na hidrólise enzimática do óleo de crambe, conclui-se que a temperatura ideal é de 28°C e o pH não foi significativo. No entanto, ao combinar as variáveis, o ponto de máxima acidez foi na condição de 60°C e pH 7,5. Esse pH ótimo está de acordo com as especificações da enzima comercial Lipozyme RM IM, que se adapta melhor em meio neutro ou básico. 

Introdução
A produção de biocombustíveis vem aumentando consideravelmente, pois os combustíveis fósseis não são renováveis. Além disso, o biodiesel produz menos desgaste ao motor, melhor lubrificação e quando queimado, produz poluentes menos prejudiciais à saúde humana se comparados ao diesel de petróleo.
O processo de hidroesterificação não necessita de matéria-prima refinada, reduzindo 80% dos custos de produção. Esse processo é feito em duas etapas: hidrólise seguida pela esterificação. A hidrólise pela rota enzimática possui catalisador de origem biológica, sendo necessário um controle do meio reacional, que varia conforme a resistência à temperatura do catalisador (Araújo et al., 2012). A enzima comercial Lipozyme RM IM é proveniente do micro-organismo Rhizomucor Miehei e tem se destacado nas reações de hidrólise pela boa estabilidade e alta atividade (275 IUN/g) em condições diversas (Rodrigues e Fernadez-Lafuente, 2010).
O Crambe (Crambe Abyssinian) é uma oleaginosa que pode ser semeada como cultura de inverno, servindo de cobertura à terra. A oleaginosa encontra-se como uma fonte alternativa para a produção do biodiesel devido a sua riqueza de óleo no grão e acidez mais elevada que outras sementes (Falasca et al.,2010). 
Neste contexto, esse projeto teve como objetivo avaliar o efeito do pH (3 a 10) e da temperatura (28°C a 70°C) no rendimento da reação de hidrólise enzimática do óleo de crambe em sistema fechado e batelada, a partir da análise da produção de ácidos graxos livres.

Materiais e Métodos

As reações de hidrólise foram realizadas, em sistema fechado e batelada, utilizando um reator de vidro com sistema de agitação e temperatura controladas. Vinte cinco miligramas (25 mg) do óleo foram colocadas no reator. Em seguida, uma massa de enzima, equivalente a 2,2% da massa de óleo, foi adicionada ao reator juntamente com água, na razão molar água/óleo de 10:1. As reações foram conduzidas com agitação controlada de 790 rpm. Foram realizadas reações para avaliar o efeito da temperatura (28ºC a 70ºC) e pH do meio (3 a 10) no rendimento da reação no que tange a produção de ácidos graxos livres. Para analisar o efeito da temperatura, as reações foram realizadas com água destilada (pH 7) e o tempo de reação foi de 30 horas. Para avaliar efeito do pH, a água destilada foi substituída por soluções aquosas tampão com pH variados e o tempo reacional de 3 horas. 
Para análise de acidez por titulação com NaOH (0,1M), cerca de 1 grama foi retirado da parte superior da amostra centrifugada e adicionado quatro gotas de solução de fenolftaleína. Essa alíquota foi diluída em 15 ml de solução 1:1 éter/etanol. A titulação foi realizada sob agitação vigorosa até mudança de coloração (mudança súbita de uma coloração branca para rosa). A porcentagem de acidez na amostra foi então calculada pela Equação 1.
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Onde: 
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=Volume de solução de NaOH gasto na titulação (L); 
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M

= Molaridade da solução de NaOH (mol/L); 
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PM

 = Massa molar média dos ácidos graxos presentes no óleo de crambe; 
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= massa da amostra de óleo (g).

Resultados e Discussão
Efeito da temperatura e do pH
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A avaliação do efeito de cada um das variáveis foram analisadas individualmente no primeiro momento. O rendimento da hidrólise para cada efeito estão descritos nas Figuras 1 e 2. 
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A partir da Figura 1, considerando os desvios, nota-se que os três primeiros pontos são equivalentes e por isso a temperatura de 28°C torna-se a mais vantajosa. A partir da Figura 2, notou-se um aumento do índice de acidez no pH 7 (26,63%). Portanto, torna-se desnecessária a substituição da água por outra solução nas reações de hidrólise enzimática do óleo de crambe.
Efeito combinado do pH e da temperatura
Para avaliar o efeito combinado das variáveis na hidrólise enzimática do óleo de crambe, realizaram-se três planejamentos experimentais descritos nas Figuras 3 e 4.

Na Figura 3, pode-se observar que o pH não é significativo para o aumento do índice de acidez, uma vez que os pontos mantiveram-se dentro da mesma faixa. No entanto, um ponto com pH 7,5 destaca-se com conversão elevada de, aproximadamente, 50%. Esse ponto também é destaque na Figura 4, notando facilmente que está acima da tendência dos pontos. Dessa forma, conclui-se que o pH de 7,5 combinado com a temperatura de 60°C é o ponto ótimo obtido para a hidrólise enzimática de óleo de crambe neste estudo. 
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Conclusões
Com o estudo do efeito da temperatura na hidrólise enzimática do óleo de crambe, conclui-se que a temperatura ideal é de 28°C por reduzir gastos energéticos e ter bom índice de acidez. No entanto, ao combinar as variáveis temperatura e pH, o ponto de máxima acidez foi na condição de 60°C e pH 7,5. Uma reação semelhante a essa foi realizada, porém utilizando água no lugar da solução tampão, e comprovou que o pH influência na hidrólise enzimática do óleo de crambe. Esse pH ótimo está de acordo com as especificações da enzima comercial Lipozyme RM IM, que se adapta melhor em meio neutro ou básico. Estes resultados dão potencial para a produção de ácidos graxos livres a partir da hidrólise enzimática do óleo de crambe.
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Figura � SEQ Figura \* ARABIC �2�- Efeito do pH na hidrólise enzimática do óleo de crambe. 


--- índice de acidez inicial do óleo de crambe








Figura � SEQ Figura \* ARABIC �1�- Efeito da temperatura na hidrólise enzimática do óleo de crambe. --- índice de acidez inicial do óleo de crambe








Figura � SEQ Figura \* ARABIC �3�- Efeito do pH combinado com a temperatura.








Figura 4- Efeito da temperatura combinado com o pH.
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