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A Adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (X-ALD) € uma doenca
caracterizada pelo acumulo de &acidos graxos de cadeia muito longa
(VLCFA). Recomenda-se para o tratamento da X-ALD o uso da mistura
glicerotrioleato/glicerotrierucato, na proporcdo 4:1, conhecida como 6leo
de Lorenzo. O glicerotrierucato pode ser sintetizado através da reacdo de
esterificacdo do acido erucico com glicerol. Estas reacdes necessitam de
altas temperaturas, o que pode ser contornado com 0 uso de enzimas
como catalisador, as quais utilizam condicbes mais brandas. A aplicacéo
de ultrassom pode produzir um efeito positivo na atividade enzimatica. A
semente de crambe (Crambe abyssinica) € uma excelente fonte de 6leo
com alto teor de &cido erdcico. Esse estudo tem como objetivo avaliar a
influéncia da fracdo agua/éleo na hidrélise enzimatica do 6leo de crambe
em banho ultrassonico, utilizando a enzima Lypozime® TL como
catalisador em meio livre de solvente organico para a producdo de acido
erucico, bem como realizar o estudo cinético para a producdo de &cidos
graxos livres a partir deste 6leo. O 6leo de crambe utilizado como
substrato da hidrolise nesse trabalho € obtido através da extracdo com
hexano, em extrator Soxhlet por um periodo de 5h; a seguir € clarificado e
degomado. As reacfes de hidrélise enziméatica do 6leo de crambe
assistidas por ultrassom em sistema batelada serdo conduzidas com o
intuito de coletar dados para a andlise da influéncia da fracdo agua/dleo
na reacdo de hidrolise e para a construcdo de curvas cinéticas. As
qguantidades de reagentes utilizadas foram fixadas em 5 g de 6leo e 0,3 g
de enzima, com fracdes agua/dleo de 2,5m%, 5m%, 10m% e 20m%, a
uma temperatura de 45 °C. Tubos de ensaio de 20 mL contendo as
amostras sao imersos em aparelho de ultrassom configurado em poténcia
maxima. Para cada fracdo de agua/dleo serao preparadas 5 amostras. Ao
término de cada reacdo, as amostras serdo retiradas do aparelho e
aguecidas até uma temperatura de 100 °C com o intuito de desativar a
enzima e interromper a reagdo. As amostras serdo entdo centrifugadas
por 5 minutos com o intuito de separar a fase aguosa contendo a enzima e
o glicerol da fase oleosa contendo o produto de interesse. A quantidade
de acidos graxos livres presentes no Oleo de crambe sera determinada por
titulacdo com uma solugédo de NaOH 0,05 M. Resultados preliminares em
relacdo aos parametros analisados indicam que a hidrélise do oOleo de
crambe assistida por ultrassom, com a Lypozime é uma técnica eficiente
na obtencao de acidos graxos livres. O uso de ultrassom tem se mostrado
efetivo no aumento da atividade enzimatica. No entanto outros
componentes da reacdo devem ser investigados para que se possa obter
um ajuste mais preciso da influéncia dos parametros reacionais e,



consequentemente, um entendimento melhor da reacao.
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1. Introducéao

As doencas perixissomais estéo ligadas a disfuncdes dos peroxissomos,
algumas delas tendo envolvimentos neuroldgicos. A Adrenoleucodistrofia ligada
ao cromossomo X (X-ALD) é uma doenca caracterizada pelo acumulo de &cidos
graxos de cadeia muito longa (VLCFA), que é uma doenca que atinge
particularmente os homens em qualquer faixa etaria. Recomenda-se para X-ALD,
0 uso da mistura glicerotrioleato/glicerotrierucato, na proporcdo 4:1, conhecida
como Oleo de Lorenzo (OL). Este trabalho visa a obtencdo de acido erdcico a
partir de semente de crambe para ser empregado, posteriormente, na sintese do
trierucato de glicerol, um dos componentes do OL.

O Crambe (Crambe abyssinica) surgiu como uma boa opc¢ao, por ser
uma planta com alto teor de 6leo, com uma cultura de ciclo curto, em média 90
dias, e com produtividade entre 1.000 e 1.500 quilogramas por hectare (Silva et
al., 2013). As sementes de Crambe possuem entre 35-60% de 6leo em sua
semente e 20-40% de proteina.(Fig. 1) Os acidos graxos predominantes em sua
semente sdo: erucico (58-66%) e oleico (17,2%) tornando o 6leo impréprio para o
consumo humano e tendo seu cultivo focado na producéo de biodiesel (Maciel et
al., 2014). A hidrélise consiste em uma reag¢do quimica entre o 6leo e a agua,
gerando glicerina e &cidos graxos livres. O uso de ultrassom em processos
enzimaticos tem se mostrado efetivo no aumento da atividade de enzimas. Esse
efeito parece ser especifico para cada enzima e dependente das condicbes de
sonicacdo usadas. A aplicacdo de ultrassom pode produzir um efeito positivo na
atividade enzimatica. Quando dois liquidos imisciveis, como por exemplo, agua e
Oleo, sdo tratados com ultrassom, ha aumento na velocidade de formacédo de
goticulas microscopicas com aumento da superficie de contato e das forcas

coesivas, resultando na formagcao de microemulsdes.

Com base nos aspectos relacionados anteriormente, 0os objetivos desse
trabalho foram: avaliar o efeito da fragcdo agua/éleo sobre o processo de hidrolise
em batelada, catalisado pela enzima Lypozime® TL, utilizando banho ultrass6nico
para a producdo de acido erucico a partir do 6leo de crambe e realizar o estudo



cinético das reagfes envolvidas na producdo deste 4cido graxo livre pelo método
empregado.

Figura 1: Planta crambe abyssinica com flores Oleo e as sementes de crambe

2. Material e Métodos

O Oleo de crambe utilizado como substrato da hidrélise nesse trabalho foi
obtido através da extragdo por Soxhlet, o 6leo é obtido por meio de extragdo com
solvente com ponto de ebulicdo proximo a 70 °C, sendo o hexano o mais utilizado.
Este solvente possui vantagens, como dissolver com facilidade o 6leo sem agir
sobre outros componentes dos graos e possuir composi¢cado homogénea (GOMES
Jr., 2010).

A extracdo por Soxhlet é em geral, uma técnica bem estabelecida que
claramente supera em desempenho outras técnicas convencionais de extracao.

Nesta técnica o solvente é aquecido em baldo de fundo redondo,
originando vapor que passa através da amostra contida em um cartucho sendo
gue ao longo do tempo, o solvente vai arrastando compostos solluveis presentes
na amostra e depois de muitos ciclos, o composto desejado concentra-se no
baldo de fundo redondo. Apdés a extracdo por Soxhlet, o 6leo bruto pode
necessitar de procedimentos de refinamento, tais como degomagem e
neutralizagéo. (Fig. 2)



Figura 2: Extragdo por Soxhlet

As reacdes de hidrolise enzimatica do 6leo de crambe assistidas por ultrassom
em sistema batelada serdo conduzidas com o intuito de coletar dados para a analise
da influéncia da fracdo agua/déleo na reacdo de hidrolise e para a construgdo de
curvas cinéticas. As quantidades de reagentes utilizadas foram fixadas em 5 g de
0leo e 0,3 g de enzima, com fra¢des agua/oleo de 2,5 m%, 5 m%, 10 m% e 20 m%,
a uma temperatura de 45 °C. Tubos de ensaio 20 mL contendo as amostras seréao

imersos no aparelho de ultrassom configurado em poténcia maxima. (Fig. 3)

Figura 3: Tubos de ensaio imersos no aparelho de ultrassom.

Para cada fracdo de agua/éleo serdo preparadas 5 amostras. Ao término de
cada reacdo, as amostras serdo retiradas do aparelho e aquecidas até uma

temperatura de cerca de 100 °C com o intuito de desativar a enzima e interromper a



reacdo. As amostras serdo entdo centrifugadas em uma centrifuga durante 5
minutos com o intuito de separar a fase aquosa contendo a enzima e o glicerol da
fase oleosa contendo o produto de interesse. A quantidade de acidos graxos livres
presentes no 6leo de crambe sera determinada por titulagdo com uma solucédo de
NaOH 0,05 M.

3. Resultados
Estudos preliminares na reacdo de hidrélise do Oleo de crambe assistida por
ultrassom, com a Lypozime tem mostrado que este processo € uma alternativa viavel

para a producédo de acidos graxos livres. (Fig. 4)

Figura 4: Amostras da reagdo de hidrélise enzimatica assistida por ultrassom.

4. Consideracdes finais
Através dos parametros analisados até o momento, foi possivel comprovar
gue a hidrélise enzimatica assistida por ultrassom €& uma técnica eficiente na
obtencdo de acidos graxos livres, pois apresentou um rendimento significativo
nestes. No entanto outros componentes da reacdo devem ser investigados para que
se possa obter uma avaliagdo precisa da influéncia dos parametros reacionais e,

consequentemente, um entendimento melhor da reacéo.
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