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RESUMO 

 

A utilização de catalisadores enzimáticos são uma alternativa aos 

catalisadores químicos, pois podem ajudar a obter produtos com menor 

impacto ambiental, considerados sustentáveis dentro do conceito da 

química verde. Neste trabalho, avaliou-se a viabilidade de produção dos 

ésteres estearato de benzila e oleato de etilenoglicol, ésteres emolientes 

utilizados na formulação principalmente de cosméticos, a partir da reação 

de esterificação enzimática, utilizando lipases comerciais imobilizadas 

em sistema livre de solvente. A síntese de oleato de etilenoglicol foi 

realizada a partir do ácido oleico e do álcool monoetilenoglicol utilizando 

a lipase comercial Candida antarctica (NS 88011) como catalisador. A 

síntese do estearato de benzila foi realizada a partir do ácido esteárico e o 

álcool benzílico utilizando principalmente a lipase comercial Candida 
antarctica Novozym 435®. A síntese de oleato de etilenoglicol foi 

estudada por meio de planejamento experimental, utilizando as variáveis 

temperatura (40-70 oC), razão molar entre o ácido e o álcool (1:2, 1:4, 

1:6) e agitação (200-600 rpm). Além disso, realizou-se ensaios cinéticos 

com diferentes concentrações de derivado enzimático e teste de reúso. 

Diferentes enzimas comerciais (Novozym 435®, Lipozyme RMIM, 

Lipozyme TLIM e NS 88011) foram testadas na síntese de estearato de 

benzila, sendo que ensaio cinético foi realizado para diferentes razões 

molares de reagentes para o derivado Novozym 435®. Foi possível 

produzir o éster oleato de etilenoglicol e também estearato de benzila com 

excesso de álcool em sistema livre de solventes com conversão 

praticamente total para o oleato de etilenoglico e acima de 90% para o 

estearato de benzila. A cinética da reação de síntese de oleato de 

etilenoglicol apresentou duas fases: a primeira em que as velocidades e 

os níveis de conversão atingidos dependem da concentração do derivado 

enzimático e a segunda em que a inibição atingida na primeira fase cessa 

e há uma retomada da reação com velocidades inferiores. A temperatura 

mostrou ser a variável mais importante para atingir-se altas conversões da 

reação de esterificação de oleato de etilenoglicol e foi possível reutilizar 

o catalisador enzimático lipase NS 88011 com conversões similares em 

dois ciclos de 48 h. Utilizando a enzimas Novozym 435® obteve-se o 

éster estearato de benzila em sistema livre de solvente com conversão 

95% em 6 h de reação, sendo que o excesso de álcool em relação ao ácido, 

acima de 5:1, prejudicam a cinética da reação, mas não influenciam a 

conversão final. 

 



Palavras-chave: Oleato de etilenoglicol, estearato de benzila, NS 88011, 

Novozym 435®, éster emoliente, esterificação enzimática.



ABSTRACT 

The use of enzymatic catalysts is an alternative to chemical catalysts, 

since they can help to obtain products with less environmental impact, 

considered sustainable within the concept of green chemistry. In this 

work, the viability of the production of the benzyl stearate esters and 

ethylene glycol oleate, emollients esters used in the formulation of 

cosmetics mainly, from the enzymatic esterification reaction, was 

evaluated using commercial lipases immobilized in a solvent-free system. 

Synthesis of ethylene glycol oleate was performed from oleic acid and 

alcohol monoethyleneglycol using the commercial lipase Candida 

antarctica (NS 88011) as the catalyst. The synthesis of benzyl stearate was 

performed using stearic acid and benzyl alcohol using mainly the 

commercial lipase Candida antarctica Novozym 435®. The synthesis of 

ethylene glycol oleate was studied by means of experimental design, 

using the variables temperature (40-70 ºC), molar ratio of acid to alcohol 

(1:2, 1:4, 1:6) and stirring (200-600 rpm). In addition, kinetic assays were 

performed with different concentrations of enzyme derivative and re-test. 

Different commercial enzymes (Novozym 435®, Lipozyme RMIM, 

Lipozyme TLIM and NS 88011) were tested in the synthesis of benzyl 

stearate, and kinetic assay was performed for different molar ratios of 

reagents for the Novozym 435® derivative. It was possible to produce the 

oleate ester of ethylene glycol and also benzyl stearate with excess 

alcohol in a solvent-free system with practically total conversion to 

ethylene glycol oleate and above 90% for benzyl stearate. The kinetics of 

the ethylene glycol oleate synthesis reaction had two phases: the first 

where the rates and the conversion levels reached depend on the 

concentration of the enzymatic derivative and the second where the 

inhibition reached in the first phase ceases and there is a recovery of the 

reaction with lower speeds. The temperature showed to be the most 

important variable to achieve high conversions of the esterification 

reaction of ethylene glycol oleate and it was possible to reuse the 

enzymatic catalase NS 88011 lipase with similar conversions in two 48 h 

cycles. Using the enzymes Novozym 435®, the benzyl stearate ester was 

obtained in a solvent-free system with a conversion of 95% in 6 hours of 

reaction, with excess alcohol over 5:1, harming the kinetics of the 

reaction, but do not influence the final conversion. 

Keywords: Ethylene glycol oleate, Benzyl stearate, NS 88011, Novozym 

435®, emollient ester, enzymatic esterification. 
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1. INTRODUÇÃO 

O mercado de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC) 

tem movimentado cerca de 200 bilhões de dólares no mundo 

(ANSORGE-SCHUMACHER e THUM, 2013). Já o mercado global de 

aromas e fragrâncias foi estimado em cerca de 20.3 bilhões de dólares em 

2008, incluindo produtos alimentícios e bebidas (RODRIGUES et al., 

2013; BADGUJAR; BHANAGE, 2014).  

O setor de HPPC, a nível mundial, apresentou, no período de 

2003 a 2017, uma taxa média de crescimento anual (CAGR) de 4,28%, 

com tamanhos de aproximadamente US$ 256 bilhões em 2003 e de US$ 

464 bilhões em 2017 (EUROMONITOR, 2016). Segundo dados da 

ABIHPEC (2019), o crescimento do setor ultrapassou no mesmo período 

a evolução média da indústria em geral (2,2% a.a.) e superou inclusive o 

crescimento médio do PIB (3,0% a.a.). 

Atualmente, o país que apresenta o maior mercado consumidor 

no setor é os Estados Unidos, com 18. 3% (US$ 89.5 bilhões). Seguido 

da China 12.7% (US$ 62 bilhões), Japão 7.7% (US$ 37.5 bilhões), Brasil 

6.2% (US$ 30 bilhões), Alemanha 4.1% (US$ 20.2 bilhões), Reino Unido 

3.6% (US$ 17.4 bilhões), França 3.1% (US$ 15.3 bilhões), Índia 2.9% 

(US$ 14.1 bilhões), Coreia do Sul 2.8% (US$ 13.5 bilhões) e Itália 2.4% 

(US$ 11.8 bilhões). Isso demonstra que a utilização de cosméticos, 

perfumes e higiene pessoal tem aumentado cada vez mais e tem 

proporcionado aos seres humanos boa aparência e jovialidade, sendo 

indispensáveis para os cuidados básicos como a saúde, bem-estar e 

qualidade de vida (ABIHPEC, 2019). 

A Indústria Brasileira de cosméticos apresentou um crescimento 

médio próximo a 11.4% nos últimos 20 anos, aumentando o faturamento 

líquido de imposto sobre vendas, de R$ 4.9 bilhões em 1996 para R$ 42.6 

bilhões em 2015 (ABIHPEC, 2019). Isso pode ser explicado pelo faro do 

HPPC ser um dos setores da indústria que mais investem em pesquisas 

para identificar as transformações da sociedade e desenvolver a produtos 

que atendam as novas demandas da sociedade. 

A pesquisa mensal de comércio do Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE) mostra que em 2016 houve cerca de 11,6% 

de crescimento do consumo de produtos farmacêuticos, médicos e 

cosméticos, fazendo o Brasil ocupar a sexta maior participação na taxa 

global do varejo e o setor corresponder cerca de 1,8% do Produto Interno 

Bruto (PIB) do país (IBGE, 2019). 
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A indústria alimentícia tem intensificado pesquisas em novas 

tecnologias para a produção de aditivos, alimentos e ingredientes naturais, 

por causa do crescimento pela busca de alimentos mais saudáveis 

(MELO, 2004). Os chamados alimentos funcionais têm uma grande 

importância na economia global, pois representa cerca de dezenas de 

bilhões de dólares e tem apresentando uma taxa de 7,5% de crescimento 

(SLOAN, 2002; SANGEETHA; RAMESH; PRAPULLA, 2005). 

Os ésteres aromáticos de sabor possuem um anel aromático em 

sua estrutura molecular (SANTOS et al., 2016), são compostos 

significativos e versáteis, considerados ingredientes importantes em 

alimentos, bebidas, cosméticos e produtos de higiene pessoal 

(BADGUJAR et al., 2014; AKACHA; GARGOURI, 2015; TODERO et 

al., 2015; BADGUJAR; PAI; BHANAGE, 2016). Apesar de serem 

obtidos diretamente de plantas e/ou frutas, existem desvantagens em 

relação ao alto custo de produtos necessários para a extração e purificação 

(SANTOS et al., 2016). Por isso, para a obtenção de ésteres o método 

mais utilizado em processos industriais é o convencional, conhecido 

como reação de esterificação de Fischer, que faz a utilização de 

catalisadores perigosos, como o ácido sulfúrico (H2SO4) que necessita de 

altas temperaturas e pressão para que a reação ocorra (OLIVEIRA, 2013). 

Na composição desse produto tem resíduos tóxicos aos seres humanos e 

ao meio ambiente, por isso, ele não pode ser chamado de éster natural 

(KHAN; RATHOD, 2015; MANAN et al., 2016). 

Tendo em vista a necessidade de produzir tecnologias verdes, a 

biotecnologia passou a investir no uso de técnicas que faz a utilização de 

organismos vivos ou parte deles para produzir ou até mesmo modificar 

produtos (BICAS, 2010). Para o processo de esterificação enzimática 

utiliza-se enzimas como biocatalisadores ao invés de ácidos e bases 

fortes, e isso traz vantagens ambientais, pois minimiza a geração de 

resíduos (ROMERO, 2007). 

Desse modo, o uso de enzima para a produção de ésteres 

aromáticos se tornou uma opção viável economicamente, atualmente essa 

metodologia de processamento tem sido a preferida quando se compara 

com a que utiliza catalisadores químicos, pois é considerada 

ambientalmente correta e gera economia de energia e recursos. Dessa 

forma, atuam em condições de reações mais brandas, como baixas 

temperaturas e pressão, além de serem altamente específicas, reduzindo a 

obtenção de subprodutos indesejados (GARLAPATI et al., 2013; 

STENCEL; LEADBEATER, 2014; FERRAZ et al., 2015). 

Pretende-se neste trabalho obter os ésteres oleato de etilenoglicol 

e estearato de benzila por meio de catálise enzimática. Esses ésteres têm 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib36
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib36
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propriedades emolientes, emulsificante e aromáticas e são muito 

utilizados nas composições de cosméticos e produtos de higiene pessoal. 

Nos dois casos, a reação de esterificação com biocatalisadores ocorre a 

partir de um ácido graxo de cadeia longa (ácidos esteárico e oleico) e um 

álcool (benzílico e monoetilenoglicol). 
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2. OBJETIVOS 

2.1. GERAL  

 O presente trabalho tem como objetivo produzir ésteres 

emolientes de interesse da indústria de cosmético, oleato de 

etilenoglicol e estearato de benzila, em sistema livre de solvente 

por meio de esterificação enzimática com lipase comercial 

imobilizada. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Verificar a viabilidade de utilização da lipase comercial Candida 
antarctica (NS 88011) para a produção do éster oleato de 

etilenoglicol; 

• Determinar a influência da concentração do derivado enzimático 

comercial NS 88011 na síntese de oleato de etilenoglicol; 

• Avaliar a cinética reacional para a produção enzimática do oleato 

de etilenoglicol, 

• Estudar o reúso do biocatalisador na síntese do oleato de 

etilenoglicol; 

• Otimizar a produção enzimática de oleato de etilenoglicol 

utilizando as principais variáveis de processo (razão molar, 

temperatura e agitação); 

• Verificar a viabilidade de utilização das lipases comerciais 

imobilizadas (Lipozyme TLIM, Lipozyme RMIM, 

NOVOZYM® 435 e NS 88011) para a produção de estearato de 

benzila. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. ENZIMAS 

As enzimas são um conjunto de proteínas que possuem atividade 

catalítica produzidas por todos os organismos vivos, são substâncias 

sólidas que atuam como biocatalisadores biológicos não tóxicos e são 

aplicadas para atuarem acelerando uma reação química e aumentar a 

velocidade de conversão de diferentes substratos em produtos específicos 

(OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009; BARBOSA et al., 2015).  

Na ausência de catálise enzimática, a maioria das reações 

bioquímicas são lentas, por isso não ocorreriam sob condições brandas de 

pressão e temperatura, como todos os outros catalisadores, as enzimas são 

caracterizadas por duas propriedades fundamentais. Primeiro, elas 

aumentam a velocidade de reações químicas sem serem consumidas ou 

permanentemente alteradas pela reação.  

Os processos catalisados por enzimas são bastante 

compreendidos e vantajosos, pois ao serem utilizadas como 

biocatalisadores oferecem meios para produzir produtos considerados 

verdes (GRYGLEWICZ; JADOWNICKA; CZERNIAK, 2000; 

COSIMO, 2013; BADGUJAR; BHANAGE, 2015). O uso de enzimas na 

biocatálise é rotulado como uma catálise verde, pois várias enzimas já 

foram empregadas para sintetizar produtos químicos finos, permitindo 

trabalhar em condições de reação brandas (REETZ, 2002; COSIMO et 

al., 2013; ADLERCREUTZ, 2013).  

Em 2015 o mercado global de enzimas industriais atingiu quase 

4,9 bilhões de dólares e estima-se que em 2021 esse mercado deva 

aumentar para 6,3 bilhões de dólares a uma taxa de crescimento anual 

composta (CAGR) de 4,7% (BBC, 2017; SÁ et al., 2017).  

O uso industrial de enzimas como as lipases vem ganhando cada 

vez mais destaque e sendo alvo de interesse da biotecnologia, pois a 

utilização desse biocatalisador traz excelentes vantagens para o processo 

(MUSSATO; MILAGRES; FERNANDES, 2007; FERRAZ et al., 2015). 

Essa enzima tem uma grande capacidade catalítica e a vantagem de sua 

utilização frente a rota convencional, e a possibilidade de uso de matérias-

primas oleosas com índice de acidez elevado (GULDHE et al., 2015). 

 

3.1.1. LIPASES 

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C.3.1.1.3) fazem 

parte de grupo de enzimas hidrolíticas com maior aplicabilidade 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib15
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/triacylglycerol-lipase
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biotecnológica e industrial. Atuam na interface água e óleo, que tem a 

função de hidrolisar triglicerídeos compostos de ácidos graxos de cadeia 

longa e glicerol. E são produzidas por diversos organismos vivos, entre 

eles animais, plantas, fungos e bactérias (FABER, 1997; OLIVEIRA, 

2007; DUBAL et al., 2008; WU et al., 2014).  

É o grupo mais importante de enzimas e tem o maior valor 

biotecnológico, portanto, é a classe de enzimas mais utilizada na 

biotecnologia (SCHMID; VERGER, 1998; HASAN; SHAH; HAMEED, 

2006; RIBEIRO, 2011). É constantemente aplicada na síntese orgânica 

devido à sua versatilidade catalítica, que são capazes de catalisar diversas 

reações, pela sua disponibilidade comercial, pela facilidade de produção 

em grande escala e baixo custo, além de não necessitarem de cofatores 

sendo estáveis neste meio, atuam em uma grande faixa de pH 

(VILLENEUVE et al., 2000; DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; 

SOLDI, 2004; PALUDO et al., 2015; TOMKE; RATHOD, 2015; 

NARWAL et al., 2016). 

As lipases podem ser inativadas por fatores químicos, físicos e 

biológicos que podem ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para 

que a catálise ocorra com êxito em um determinado processo, é necessário 

que sejam protegidas da interação com o solvente, pois o meio pode 

impossibilitar a catálise da reação. Esse fato pode ser superado através do 

uso de técnicas de imobilização de enzimas que as tornam estáveis e desse 

modo o processo de reutilização é possível e facilitado, reduzindo custos 

e melhorando a qualidade do produto final (VILLENEUVE et al., 2000; 

DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). 

A utilização da técnica de imobilização de enzimas fornece 

excelentes vantagens como capacidade de recuperação do produto com 

maior pureza, a possibilidade de reaproveitamento do biocatalisador 

devido à característica heterogênea, o aumento da estabilidade da enzima, 

menor custo de produção e aumento da atividade, especificidade e 

seletividade, redução da inibição e facilidade de separação 

(D'SOUZA, 1998; DATTA; CHRISTENA; RAJARAM, 2012; 

NARWAL et al., 2016). 

A massa molecular das lipases pode variar entre 20 e 75 kDa 

depende da fonte, a melhor faixa de atividade e estabilidade no pH está 

entre 4 a 9 com a temperatura variando entre 25 a 70 ºC (de CASTRO; 

MENDES; SANTOS, 2004).  

 As lipases mais estudadas são as produzidas intra ou 

extracelularmente por micro-organismos, como Aspergillus sp., Candida 

sp., Mucor sp., Rhizopus sp. A produção da lipase comercial Novozym 

435® de Candida antarctica, ocorre através da fermentação submersa de 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib30
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3563746/#CR22
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um micro-organismo geneticamente modificado (Aspergillus oryzae). A 

enzima purificada é imobilizada na resina acrílica macroporosa Lewatit 

VP OC 1600 e desenvolvida pela Bayer AG para a Novozym 435®; 

Lipozyme RMIM® é produzida por Rhizomucor miehei imobilizada em 

resina de troca iônica, o suporte desta enzima imobilizada é o Duolite ES 

562, que é uma resina de troca aniônica fraca baseada em copolímeros de 

fenol-formaldeído e tem sido usada em muitos processos químicos; 

Lipozyme TLIM® produzida através do fungo Thermomyces lanuginosus 
e imobilizada em resina fenólica granulada e a NS 88011 é uma lipase de 

Candida antarctica (CAL B) imobilizada em uma resina polimérica 

hidrofóbica, preparada com um material de baixo custo (PENG et al., 

2002; HERNÁNDEZ-MARTÍN; OTERO, 2008; RODRIGUES; 

FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).  

Essas enzimas podem funcionar como ingredientes ativos na 

produção de cosméticos e também tem a função de biocatalisador na 

síntese de produtos químicos específicos (ANSORGE-SCHUMACHER; 

THUM, 2013). As indústrias de cosméticos e perfumaria desenvolveram 

processos químicos que utilizam lipases para a produção de aromas, 

emulsificantes, emolientes e surfactantes que fazem parte da composição 

química de loções, cremes, shampoos (LEAL, 2000). 

3.1.2. REAÇÃO DE ESTERIFICAÇÃO  

A reação de esterificação consiste na obtenção de ésteres através 

da reação reversível de um ácido carboxílico com um álcool, com 

formação de éster e de água como subproduto em processos industriais, 

esse é o método mais comum e, portanto, o mais utilizado, como pode ser 

observado na Figura 1 (RAJENDRAN; PALANISAMY; 

THANGAVELU, 2009; SERRA, 2010).  

Figura 1 - Reação de esterificação. 

 

Fonte: Autora (2019). 

A síntese de ésteres envolve reações com velocidade muito baixa, 

por isso é necessário a utilização de um catalisador como os ácidos, as 

bases ou as lipases (CARDOSO, 2008; SKORONSKI et al.,2010; 
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CALVALCANTE et al., 2015). No caso do uso de biocatalisadores, as 

lipases atuam no meio reacional para que ocorra o aumento da velocidade 

(ABBAS; COMEAU, 2003; CARDOSO, 2008). 

A reação de ácido com álcool é uma reação de equilíbrio, pois no 

sentido direto conduz à formação de éster e no sentido inverso leva à 

hidrólise dos mesmos. Para deslocar a reação no sentido da formação do 

éster, pode utilizar-se um excesso de um dos reagentes ou remover um 

dos produtos à medida em que ocorre a reação (NEVES, 2008; 

CALVALCANTE et al., 2015; PEREIRA et al., 2018). 

Esse tipo de reação, ocorre através do mecanismo no qual, o 

ácido carboxílico é protonado através de um ácido de Brønsted, 

facilitando o ataque nucleofílico do álcool na carbonila, e assim, 

formando um intermediário tetraédrico que posteriormente sofre um 

rearranjo, seguido da perda de uma molécula de água e formando uma 

molécula de éster (CARDOSO, 2008).  

Esse mecanismo de reação para a formação de ésteres a partir de 

ácidos carboxílicos e álcoois na presença de catalisador ácido foi 

demonstrado por Solomons e Fryhle (2009), como pode ser observado na 

Figura 2. 

 
Figura 2 - Mecanismo geral da reação de esterificação de Fischer. 

 
Fonte: Autora (2019). 

  

 Na esterificação direta, os catalisadores mais utilizados são os 

ácidos de Brønsted (ULLMANN’S ENCYCLOPEDIA OF TECHNICAL 

CHEMISTRY, 1996). Entretanto,  

a esterificação normalmente é mais lenta quando utilizados álcoois de 

cadeia longa ou álcoois terciários. Nesses casos os ácidos mais utilizados 
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industrialmente são: ácido sulfúrico, ácido clorídrico, ácido fosfórico e 

entre outros (HOYDONCKX et al., 2004). 

Atualmente existem pesquisas com o intuito de substituir o uso 

desse tipo de reação, pois a reação de esterificação de Fischer, que 

também é conhecida como esterificação tradicional e utiliza catalisadores 

inorgânicos que tem como desvantagens a difícil separação e alto valor 

do produto, perda do catalisador, a toxicidade, bem como, as 

preocupações ambientais e de segurança (YADAV; RAHUMAN, 2002; 

BUSCA, 2007).  

Por isso o uso de biocatalisadores pode ser uma alternativa verde, 

pois ele pode ser reutilizado, sendo viável economicamente. Realiza 

reações de esterificações em baixas temperaturas e condições reacionais 

mais brandas, podendo também usar quantidades equimolares de 

reagentes, ao invés de utilizar excessos de um deles ou dos dois (OTERA, 

2001). 

3.1.3. ÉSTERES 

Os ésteres são componentes importantes nos aromas naturais e 

fazem parte da acentuação dos aromas em diversos alimentos e 

cosméticos (KHAN; RATHOD, 2015). São compostos derivados dos 

ácidos carboxílicos pela substituição do hidrogênio da carboxila por 

radical orgânico. Possuem baixa polaridade e ponto de ebulição menor 

que o dos ácidos carboxílicos, com o peso molecular semelhante e podem 

ser sintetizados através de reação entre um ânion carboxilato e um haleto 

de alquila ou pela reação de esterificação de Fischer, a segunda obtém 

maior viabilidade de aplicação na síntese de flavorizante (COSTA et al., 

2004). 

Segundo McMurry (1997) e Oliveira et al. (2014), Fischer e 

Speier verificaram que é possível fazer a obtenção de ésteres através do 

aquecimento de um ácido carboxílico e um álcool na presença de 

catalisador ácido, esta reação passou a ser chamada de reação de 

esterificação de Fischer. 

Esse método gera resíduos tóxicos e, portanto, produtos 

produzidos por ele não são bem vistos pelos consumidores, devido a 

ocorrer o aumento do consumo de cosméticos e a preocupação com a 
composição química desses produtos vem sendo prioridade na buscar por 

produtos naturais e livres de toxicidades (EUROMONITOR 

INTERNATIONAL, 2016).  

Atualmente, as indústrias têm buscado fazer o uso de ésteres que 

tenham sido produzidos através de métodos microbianos ou enzimáticos, 
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pois eles são considerados ésteres naturais, sendo mais atrativos 

comercialmente (LESZCZAK; TRAN-MINH, 1998; TOMKE; 

RATHOD, 2015). Existe uma pressão feita pelos órgãos legislativos e 

ambientais, que juntamente com a consciência ambiental dentro da 

indústria química, levou a busca massiva de novos processos ecológicos, 

que sirvam como substitutos das reações inaceitáveis ambientalmente 

(YADAV; RAHUMAN, 2002). 

Com o aumento da procura de produtos verdes, a indústria de 

alimentos também está interessada no uso da rota biotecnológica para 

produção de ésteres aromatizantes (DRAKE; THAKARE; BHANAGE, 

2013).  

A busca por esses produtos mostrou que para competir no setor 

HPPC e na indústria alimentícia é necessário investimentos em pesquisas 

que visem o uso de métodos alternativos como o da produção de ésteres 

via enzimática, que faz o uso de enzimas como as lipases oferecendo um 

produto final de baixo custo e de alto rendimento (FERRAZ et al., 2015).  

3.1.4. A UTILIZAÇÃO DE ÉSTERES NAS INDÚSTRIAS 

Os ésteres possuem importantes aplicações em setores indústrias, 

a indústria alimentícia utiliza os ésteres como flavorizantes que são 

substâncias que apresentam sabor e aroma característicos que geralmente 

são agradáveis, e quando adicionadas em pequenas quantidades aos 

alimentos, proporciona características degustativas e olfativas (COSTA 

et al., 2004). 

Na maioria das vezes, são aditivos para destacar o aroma de uma 

bebida ou de um alimento. O aroma encontrado em alimentos 

industrializados geralmente é obtido por substâncias sintéticas 

(NASCIMENTO et al., 2009; CALVALCANTE et al., 2015). 

O éster é um dos compostos mais comuns encontrados na 

natureza em gorduras e óleos, como azeite de oliva e margarina e nas 

ceras de abelha. A utilização dos ésteres na preparação de extratos 

artificiais é de grande importância, pois eles são aplicados na fabricação 

de xaropes, doces, pastilhas, refrescos (OLIVEIRA et al., 2004). 

A Tabela 1 mostra alguns ésteres e suas respectivas aplicações na 

indústria. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib33
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Tabela 1 - Ésteres e suas respectivas aplicações na indústria. 

Composto Aplicação 

Oleato de Etilenoglicol e Estearato 

de Benzila 

Em formulação de cosméticos, 

perfumes, shampoos, produtos de 

banho, produtos de limpeza pessoal. 

Acetato de Metilo 

Solvente de tintas, colas e 

removedores de verniz. Reações 

químicas e extrações. 

Acetato de Etila 

Solvente de tintas, colas e 

removedores de verniz. Reações 

químicas e extrações 

Pentanoato de Etilo Aroma alimentar (maçã). 

Acetato de Pentilo Fragrância (maçã, banana). 

Fenilacetato de Metilo Fragrância (mel). 

Ácido Acetilsalicílico Fármaco. 

Polimetacrilato de Metila 

Fabricação de fibras acrílicas para 

lentes de contato e filmes 

transparentes. 

Poliacetato de Vinila 

Fabricação de película para vidros à 

prova de choques em veículos. 

Fabricação de fixador para tintas. 

Politereftalato de Etileno 
Fabricação de filmes para produção 

de garrafas plásticas tipo PET. 

Fonte: Adaptado de ANTUNES (2009). 

Existem muitos ésteres que também são encontrados na 

composição de polímeros, como o éster polivinílico que faz parte da 

composição de tintas na forma de emulsões, o poliéster utilizado na 

fabricação de tecidos, outro polímero muito conhecido é o politereftalato 

de etileno (PET) (PEREIRA; MACHADO; SILVA, 2002). Na indústria 

farmacêutica os ésteres como o acetato de benzila estão presentes em 

medicamentos para dar o sabor artificial de cereja, abricó e morango 

(BALBANI et al., 2006).  Fazem parte do revestimento de cápsulas e 

também da composição química do princípio ativo (MENEGATTI; 
FRAGA; BARREIRO, 2001). 

A indústria cosmética utiliza uma variedade de substâncias 

químicas nas formulações, que são utilizadas como espessantes, 

emolientes, doadoras de espuma, emulsionantes, que são indispensáveis 

na formulação de shampoos, condicionadores, sabonetes líquidos, como 
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perfumes, hidratantes corporais, creme facial, gel de banho e outros 

produtos. Esse ramo é importante para as atividades relacionadas a 

cuidados com o corpo, tais como limpeza, amolecimento, beleza e odor 

(ANSORGE-SCHUMACHER; THUM, 2013; KHAN; RATHOD, 

2015). 

3.1.5. ÁCIDO GRAXOS 

Os ácidos graxos são ácidos monocarboxílicos de cadeia normal 

que apresentam o grupo carboxila (– COOH), substâncias orgânicas de 

origem vegetal ou animal que formam os óleos e as gorduras, possuem 

moléculas formadas por cadeias de carbono que podem ser longas ou 

curtas e se ligam aos átomos de hidrogênio através de pelo menos um 

radical ácido em suas extremidades (HOLMAN; RAHM, 1971).  

Um ácido graxo é formado por uma série de átomos de carbono, 

unidos uns aos outros por ligações simples (saturadas) ou duplas 

(insaturadas), com um grupo carboxil e uma cauda hidrocarbonada 

chamada de grupo metil. Os ácidos graxos apresentam diferentes 

tamanhos de cadeia de 3 a 24 átomos de carbono (MOREIRA; CURY; 

MANCINI FILHO, 2002; MANHEZI; BACHION; PEREIRA, 2008). 

Os ácidos graxos são substâncias livres ou esterificadas que 

ocorrem na natureza, a maior parte se encontra esterificada a exemplo 

disso se tem o glicerol, que forma triglicerídeos, que são componentes 

dos óleos e gorduras comestíveis (MANHEZI; BACHION; PEREIRA, 

2008; PEREIRA et al., 2018). 

Eles podem ser encontrados de várias formas, mas as principais 

são saturadas e insaturadas, as saturadas ocorrem quando os carbonos 

apresentam ligações simples e as insaturadas, apresentam uma única 

dupla ligação na estrutura. As três principais funções são: atuam como 

precursores de mensageiros intracelulares; são oxidados gerando 

adenosina trifosfato (ATP) e são componentes estruturais das membranas 

biológicas (FERREIRA et al., 2012). 

3.1.6. ÁCIDO ESTEÁRICO 

O ácido esteárico (ou ácido octadecanóico – C18H36O2), é o ácido 

saturado de maior massa molecular dos ácidos graxos, possui uma cadeia 

longa que consiste de 18 átomos de carbono sem duplas ligações 

(PEARSON, 1993), possui massa molar 284,48 g/mol, ponto de fusão 70 

– 71°C e densidade 941 kg/m³. O ácido esteárico é um pouco duro, branco 

ou levemente amarelado, sólido cristalino brilhante, tem um leve odor, 

textura e o sabor parecido com sebo. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib16
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib16
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Figura 3 - Fórmula estrutural do ácido esteárico 

 
Fonte: Autora (2019). 

Está presente em abundância em muitos alimentos, como as 

carnes vermelhas e os produtos lácteos contendo gordura, sendo as 

principais fontes da dieta dos seres humanos. É encontrado também no 

óleo de palma no qual contém cerca de 2 a 6 % de ácido esteárico; na 

grande maioria dos óleos conhecidos como óleo amarelo (caroço de 

algodão, milho, soja) contém de 2 a 8 % de ácido esteárico em sua 

composição; no cacau e na manteiga de 30 a 35 % (MARKLEY, 1960). 

Esse ácido tem muitas das características desejáveis dos ácidos graxos 

saturados de cadeias longa, como sabor e textura.  

Embora esteja presente em poucas espécies de plantas e animais, 

geralmente em pequenas quantidades em relação ao ácido palmítico, 

ainda assim nos dias atuais o ácido esteárico apresenta uma considerável 

importância comercial. É o ácido mais utilizado na área cosmética como 

espessante, usado como emulsificante e agente solubilizante para a 

elaboração de cremes, artigos de borracha, revestimentos protetores, 

resinas, estearatos, cosméticos, lubrificantes e produtos têxteis 

(HANDBOOK, 2000).  

Na indústria farmacêutica é utilizado como lubrificante de 

cápsulas (IRANLOYE; PARROTT, 1978). Além do que, também é usado 

na forma de derivados, como na produção de sabonetes e sais metálicos 

(MARKLEY, 1960). 

3.1.7. ÁCIDO OLEICO 

O ácido oleico (ou ácido octadec-9-enóico – C18H34O2), possui 

massa molar igual a 282,46 g/mol, ponto de fusão 34 – 38 °C e densidade 

0,895 g/mL (PUBCHEM, 2018).  É um ácido graxo insaturado essencial 

de cadeia longa e o mais abundante na natureza, rico em óleos e gorduras 

(HMDB, 2018). Denominado Ômega 9 que participa do nosso 
metabolismo, desempenhando papel fundamental na síntese dos 

hormônios, sendo um líquido incolor a amarelo claro com um odor suave, 

embora algumas amostras comerciais possam ser bem amareladas 

(PUBCHEM, 2018).  

 

http://www.merckmillipore.com/BR/pt/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_molar_mass_value%3D312.53%25C2%25A0g%252Fmol
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Figura 4 - Fórmula estrutural do ácido oleico. 

 
Fonte: Autora (2019). 

 

Este ácido é utilizado comercialmente na preparação de oleatos e 

loções e como solvente farmacêutico. É um produto emoliente, muito 

utilizado como aditivo em base de sabões, sabonetes. Na indústria 

cosmética em cremes e emulsões, bronzeadores, produtos solares, entre 

outros. Apresenta variada aplicação industrial: lubrificantes, 

desengraxante, plastificantes, entre muitas outras (CARRASCO, 2009; 

CAMEO, 2018). 

3.1.8. ÁLCOOIS 

Os álcoois são compostos orgânicos que compõe um ou mais 

grupos de hidroxila (OH) ligado diretamente a átomos de carbono 

saturado (que realiza somente ligações simples) de uma cadeia carbônica 

(MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013), e pode ser genericamente 

representado por R-OH (R é um radical alquilo). A IUPAC (International 
Union of Pure and Applied Chemistry) organização que define as regras 

de nomenclatura química atribui a terminação – OL para os álcoois.  

Os álcoois podem ser classificados de acordo com o número de 

hidroxilas (mono, di-, tri-, poli) ou pelo tipo de ligação do carbono ligado 

a hidroxila (primário, secundário, terciário). A nomenclatura prática para 

álcoois de uma hidroxila, é dada por: álcool + radical + iço. 

No Brasil os álcoois mais utilizados são, o metanol que é 

amplamente aplicado na produção de biodiesel em escala comercial e 

biomassa e o etanol proveniente da biomassa (LÔBO; FERREIRA; 

CRUZ, 2009). Neste trabalho os álcoois utilizados para a esterificação 

enzimática foram, o álcool benzílico e monoetilenoglicol. 

3.1.9. ÁLCOOL BENZÍLICO 

O álcool benzílico é um composto orgânico com a fórmula 

C7H8O, possui massa molar igual a 108,14 g/mol, ponto de fusão -15,3 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
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°C e densidade 1,04 g/cm³. É um álcool aromático e incolor, parcialmente 

solúvel em água e completamente solúvel em álcoois e éter dietilico.  

 
Figura 5 - Fórmula estrutural do álcool benzílico 

 
Fonte: Autora (2009). 

 

Utilizado em diversas formulações cosméticas como um 

componente de fragrâncias, conservante para produtos oftálmicos, 

injetáveis, orais e tópicos, solvente geral para tintas, lacas e 

revestimentos, a base de resinas epóxi e agente de diminuição da 

viscosidade, devido a sua polaridade, baixa toxicidade, e baixa pressão de 

vapor. É também um precursor para uma variedade de ésteres, usados em 

sabões e flavorizantes, assim como na síntese de fármacos (NAIR, 2001; 

SCOGNAMIGLIO et al., 2012). 

Segundo a resolução da ANVISA (RDC Nº 162) sua 

concentração máxima de uso é 1,0% para aplicações em cosméticos. 

Apresenta incompatibilidade com tensoativos não-iônicos e agentes 

oxidantes, e atua em pH ótimo de aproximadamente 5,0 (ABRUTYN, 

2010). 

3.1.8. ÁLCOOL MONOETILENOGLICOL 

É um diol simples desenvolvido via saponificação do diacetato 

de etilenoglicol com hidróxido de potássio, um composto orgânico com a 

fórmula C2H6O2 (Figura 6), possui massa molar igual a 62,07 g/mol, 

ponto de fusão -12,9 °C e densidade 1,11 g/cm³. Possui propriedades 

devido a sua estrutura que é composta por dois grupos de hidroxilas (OH), 

que ficam localizados nas adjacências da cadeia carbônica. 

Figura 6 - Fórmula estrutural do álcool benzílico. 

 

 
 

Fonte: Autora (2009). 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula_polar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Toxicidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Press%C3%A3o_de_vapor
https://pt.wikipedia.org/wiki/Press%C3%A3o_de_vapor
https://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
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É incolor, inodoro, não volátil, possui sabor doce e pouca 

viscosidade. Sendo miscível com muitos solventes polares, como álcool 

e água, só é solúvel em solventes polares como benzeno (YUE et al., 

2012). 

3.1.9. ESTEARATO DE BENZILA 

O estearato de benzila (ou éster etílico do ácido esteárico – 

C25H42O2), possui massa molar igual a 374,60 g/mol e ponto de fusão 

34 - 38 °C, representado na Figura 7. 

Figura 7 - Fórmula estrutural do éster estearato de benzila. 

Fonte: Autora (2019). 

É um derivado de ácidos graxos utilizado como um éster sintético 

e por isso é aplicado em indústria de cosméticos, alimentícias, 

farmacêuticas, entre outras, sendo responsável pelo odor e sabor 

agradáveis de medicamentos, alguns alimentos, bebidas alcoólicas como 

destilados, pelo aroma dos perfumes, hidratantes e shampoos 

(MARKLEY, 1960; HUA et al., 2006). 

É um emoliente, ou seja, um composto que tem propriedades 

amaciantes que lubrificam e hidratam a pele, além de aliviar a irritação da 

pele e das membranas mucosas. O termo emoliente seco é utilizado para 

descrever a presente invenção que suaviza, lubrifica, hidrata a pele, mas 

o faz sem exibir oleosidade e pegajosidade (PUBCHEM, 2019). 

3.1.10. OLEATO DE ETILENOGLICOL 

O oleato de etilenoglicol (ou 2-hidroxietil (Z) -octadec-9-enoato 

– C20H38O3), tem a massa molar 326,521 g/mol, é um éster de 

monoetilenoglicol e ácido oleico, representado na Figura 8. 

 
  

http://www.merckmillipore.com/BR/pt/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_molar_mass_value%3D312.53%25C2%25A0g%252Fmol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C20H38O3&sort=mw&sort_dir=asc
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Figura 8 - Fórmula estrutural do éster oleato de etilenoglicol. 

 
Fonte: Autora (2009). 

É um agente de condicionamento da pele, estabilizador de 

emulsão e um emoliente muito utilizado em industrias na formulação de 

cosméticos, shampoos, produtos de banho, produtos de limpeza pessoal e 

outros produtos para cuidados com a pele e cabelos. Agente opacificante 

e perolizante proporciona toque macio e sedoso às emulsões, shampoos e 

sabonetes líquidos (CAMEO, 2018). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

Neste capítulo estão descritos todos os materiais, metodologias e 

equipamentos empregados para a realização dos ensaios. Este trabalho foi 

realizado no Laboratório de Engenharia Biológica pertencente ao 

Departamento de Engenharia Química e Engenharia de Alimentos da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), cidade Florianópolis, 

Santa Catarina. 

4.1.  MATERIAIS 

 

4.1.1. CATALISADORES ENZIMÁTICOS 

 Foram utilizadas quatro lipases comercias de origem microbiana: 

Novozym 435® - lipase CAL B imobilizada em um suporte 

hidrofóbico (resina acrílica macroporosa) e produzida por fermentação 

submersa. O produto é uma lipase produzida a partir de Candida 

antarctica, gentilmente cedida pela Novozym 435® Brasil/Araucária – 

PR. O produto é constituído por partículas de formato esferoidal, com 

diâmetro de partícula entre 0,3 e 0,9 mm, densidade de aproximadamente 

430 kg/m³ e conteúdo de água entre 1-2%. Segundo o fabricante, é uma 

lipase termoestável e pode ser utilizada em temperaturas na faixa de 40 - 

70 ºC (NOVO NORDISK,1992). 

NS 88011 - lipase de Candida antarctica (CAL B) imobilizada 

em uma resina polimérica hidrofóbica (PEREIRA et al., 2018). Essa 

lipase é uma nova preparação imobilizada com um material de baixo 

custo, mas outras informações técnicas sobre este produto não estão 

disponíveis no fabricante (HOLZ et al., 2018). 

Lipozyme® TLIM - lipase originária de Thermomyces 
lanuginosus (TL) (lipase do fungo geneticamente modificado, produzida 

em fermentação submersa, purificada e imobilizada em sílica). É um 

biocatalisador imobilizado em silicato catiônico via troca aniônica 

(PENG, 2002), que tem a estrutura bem conhecida e a enzima tem uma 

tampa grande, fazendo com que seja capaz de isolar completamente o 

centro ativo do meio de reação na forma fechada, por isso é muito 

utilizado em múltiplas reações (MARTINS et al., 2014). 

Lipozyme® RMIM - lipase produzida por fermentação submersa 

de Rhizomucor miehei (RM) e imobilizada em resina de troca iônica, tem 

especificidades nas posições 1,3 de triglicérides (MARTINS et al., 2014; 
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HOLZ et al., 2018). Tem sido amplamente aplicada na indústria 

alimentar, síntese orgânica, produção de produtos farmacêuticos e 

campos de biodiesel (MACARIO et al., 2008; RODRIGUES; 

FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). 

4.1.2. REAGENTES 

Para as reações de esterificação foram utilizados os reagentes a seguir:  

 Ácido esteárico vegetal (ALMAD, óleos gorduras e derivados - 

Brasil);  

 Álcool benzílico (P.A, Vetec); 

 Ácido oleico puro (P.A, Vetec);  

 Álcool monoetilenoglicol (P.A, Vetec). 

Para a quantificação de índice de acidez foi pelo método AOCS Cd 3d-

63, e utilizou-se os seguintes reagentes: 

 Álcool etílico (99,8% de pureza, Vetec);  

 Hidróxido de potássio (P.A, Vetec);  

 Solução alcóolica de fenolftaleína (10%). 

 

No processo de recuperação do catalisador enzimático: 

 n-hexano (P.A, Vetec); 

 

4.2 MÉTODOS 

A Figura 9, apresenta um fluxograma com todas as etapas do 

processo para a obtenção de ésteres enzimáticamente.  
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Figura 9 - Representação esquemática das etapas experimentais. 

 

4.2.1 SÍNTESE DO OLEATO DE ETILENOGLICOL 

Para os experimentos da produção do oleato de etilenoglicol, 

utilizou-se o mesmo sistema utilizado por Pereira et al. (2018), sendo 

composto por um reator encamisado de 150 mL com agitação mecânica 

(IKA RW 20) e haste agitadora de quatro pás em forma de hélice (R 

1342). A temperatura foi controlada por um banho termostático 

(TECNAL TE-184), como apresentado nas imagens das Figuras 10 e 11. 
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Figura 10 - Reator encamisado com agitação mecânica, acoplado ao banho 

termostático. 

 
Fonte: Autora (2019). 

 

Figura 11 - Haste agitadora de quatro pás em forma de hélice (R 1342) com 

diâmetro do eixo de 8 mm. 

 
Fonte: Autora (2019). 

 
Adicionou-se o ácido oleico e o álcool monoetilenoglicol e após 

a solubilização completa realizada através da agitação mecânica e 

temperatura, retirou-se uma alíquota com cerca de 1 g da amostra para a 

determinação do índice de acidez inicial, sem a presença da lipase, e então 
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era adicionado o biocatalisador NS 88011, depois os reatores foram 

colocados em agitação mecânica constante e as alíquotas eram retiradas 

no tempo de 24 h de reação, para verificar a conversão. 

4.2.1.1. OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS  

A otimização do processo de esterificação para a produção do 

éster foi feita realizando um planejamento fatorial completo 23, onde 

foram estudadas as variáveis temperatura (40 – 70 °C), agitação (200 - 

600 rpm) e razão molar entre o ácido e álcool (1:2 - 1:6) (Tabela 2). Todos 

os experimentos foram realizados em duplicatas totalizando 22 ensaios 

que estão descritos na matriz de planejamento com valores codificados e 

reais com as respostas de cada variável estudada (ANOVA - Tabela 4). 

Os valores das variáveis foram selecionados em função do 

planejamento descrito na Tabela 2. O tempo de reação e concentração de 

lipase foram fixados em 24 h, e 1%(m/m) de lipase em relação a massa 

do substrato, respectivamente. 

 

Tabela 2 - Níveis codificados e valores reais das variáveis utilizadas no 

planejamento fatorial completo 23. 

Variáveis 
Níveis 

-1 0 1 

Temperatura (°C) 40 55 70 

Agitação (rpm) 200 400 600 

Razão molar 

(ácido: álcool) 
1:2 1:4 1:6 

 

4.2.1.2. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DA ENZIMA 

Visando à redução da concentração da lipase, foi realizada a 

avaliação cinética variando a concentração de enzimas na condição 

otimizada obtida no planejamento experimental para a síntese do oleato 

de etilenoglicol. A temperatura utilizada foi de 70 °C, com agitação de 

600 rpm e razão molar de substratos de 1:2. Foram estudadas variações 

na concentração enzimática de 0,6%, 0,8%, 0,9% e 1,0% (m/m) de lipase 

em relação a massa do substrato. 

4.2.1.3. REÚSO DO CATALISADOR ENZIMÁTICO 

Na condição otimizada do planejamento de experimentos foi 

realizado estudo do reúso do biocatalisador. As condições utilizadas 
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foram: 1% (m/m) de lipase NS 88011 em relação a massa total do 

substrato, temperatura de 70 °C, razão molar de 1:2, agitação de 600 rpm 

e 48 h de reação.  

Após cada reação a lipase foi recuperada para uso no próximo 

ciclo de uso. A reutilização do biocatalisador foi baseada no método 

desenvolvido por Castro e Anderson (1995). A lipase foi separada do 

meio reacional através de filtração a vácuo, para cada recuperação foram 

realizadas 3 lavagens com n-hexano com o objetivo de remover vestígios 

remanescentes da reação anterior, para cada lavagem utilizou-se 20 mL 

de n-hexano, e a secagem ocorreu em estufa a 40 °C por 4 h. Após esta 

etapa, a lipase foi mantida em dessecador, utilizando gel de sílica azul 

como agente secante, por no mínimo 12 h e então usada em uma nova 

reação. O índice de acidez foi medido no início e ao final de cada ciclo. 

4.2.1.4. SÍNTESE DO ESTEARATO DE BENZILA 

Para os experimentos da produção do estearato de benzila, 

utilizou-se uma estufa incubadora com agitação orbital MA 410 e controle 

de temperatura, (Figura 12). 
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Figura 12 - Estufa incubadora com agitação orbital MA 410 – MARCONI. 

 

 

Fonte: Autora (2019). 

Para a identificação da melhor lipase para a produção do éster 

estearato de benzila, foram realizados testes com quatro lipases 

comerciais imobilizadas a Lipozyme TLIM®, Lipozyme RMIM®, NS 

88011 e Novozym 435®, todas as reações foram feitas nas mesmas 

condições, a temperatura de 60 °C, agitação de 200 rpm, razão molar 1:5 

(ácido:álcool), 1% (m/m) de lipase em relação a massa total do substrato 

com duração de 6 h. 

Adicionou-se o ácido esteárico e o álcool benzílico e após a 

solubilização completa, retirou-se uma alíquota com cerca de 1 g da 

amostra para a determinação do índice de acidez (tempo zero), a reação 

sem a presença da enzima (branco) e então era adicionado o 

biocatalisador, depois os frascos de vidro âmbar foram levados para 

estufa incubadora com agitação orbital, e as alíquotas eram retiradas no 
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tempo de 6 h de reação, para verificar qual a melhor enzima para o sistema 

através da conversão do substrato em éster. 

Após, foi realizada cinética para avaliação do efeito da razão 

molar entre os substratos, mantendo fixas a temperatura de 60 ºC, a 

agitação de 200 rpm, a quantidade de lipase Novozym 435® em 

1% (m/m) em relação a massa do total de substrato; e variando a razão 

molar entre o álcool e o ácido nas proporções de 1:1; 1:3; 1:5 e 1:7. Os 

tempos selecionados para análise do índice de acidez na cinética foram: 

0, 5, 15, 25, 35, 45, 60, 90, 120, 180, 300, 420, 600 e 1140 minutos.  

4.2.1.5. ÍNDICE ACIDEZ 

O índice de acidez foi realizado pelo método AOCS Cd 3d-63, 

que consiste em uma titulação volumétrica do tipo ácido-base que utiliza 

o indicador fenolftaleína, a variação do consumo da base na titulação 

volumétrica é um indicativo da conversão do ácido graxo em éster ao 

longo do tempo. A acidez livre é expressa pela percentagem de ácidos 

graxos livres de uma gordura ou óleo (GONÇALVES, 2007).  

A partir dos valores de volume de hidróxido de potássio gasto na 

titulação, é possível determinar a quantidade de ácidos graxos livres e o 

índice de acidez, este índice fornece a quantidade de ácido que foi 

consumido na reação de esterificação. Primeiro, diluía-se em 20 mL de 

etanol aproximadamente 1 g da amostra e adicionava-se 3 gotas de 

fenolftaleína 10%. Então esta mistura era titulada com hidróxido de 

potássio (KOH) 0,1 M, sob agitação constante até a sutil mudança da cor 

para rósea. O índice de acidez foi determinado antes e após as reações de 

esterificação e calculado de acordo com Equação 1: 

 

𝐼𝐴 =
(𝑉𝐾𝑂𝐻 . 𝑀𝑀𝐾𝑂𝐻  . 𝐶𝐾𝑂𝐻)

𝑀𝐴
 

Onde:  

IA = Índice de acidez (mg KOH/g).  

VKOH = Volume de KOH gasto na titulação (mL). 

MMKOH = Massa molar de KOH (56,1 g/mol). 

CKOH = Concentração molar do KOH usado na titulação (mol/L). 

MA = Massa de amostra utilizada para titular (g).  

(1) 
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4.2.1.6. CÁLCULO DA CONVERSÃO ÁCIDO GRAXO EM 

PRODUTO 

O cálculo da conversão foi realizado a partir dos valores de 

índices de acidez inicial e final das reações, para determinar o percentual 

de conversão dos ácidos graxos em ésteres na reação de esterificação de 

acordo com a Equação 2 descrita a seguir:  

 

𝑋𝐴𝐸(%)  =  
(𝐼𝐴𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐼𝐴𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)

𝐼𝐴𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
∗ 100 

 

Onde:  

 

𝑋𝐴𝐸 = Conversão dos ácidos graxos em ésteres (%). 

IAinicial = Índice de acidez inicial (mg KOH/g). 

IAfinal = Índice de acidez final (mg KOH/g). 

 

O índice de acidez inicial é medido a partir da amostra da mistura 

reacional que é retirada no início das reações sem enzima, onde encontra-

se uma mistura homogeneizada dos reagentes utilizados.  

 

4.2.1.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

A análise estatística relacionada com os efeitos estimados de 

cada variável e otimização dos processos foi realizada através do erro 

padrão relativo entre os dados experimentais e os preditos. A formulação 

do modelo híbrido foi verificada por meio do coeficiente de correlação (r) 

e análise de variância (ANOVA). Todas as análises foram realizadas 

utilizando o software Statistica versão 8.0 (Statsoft Inc, USA). 

 

(2) 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 5.1. OLEATO DE ETILENOGLICOL 

5.1.1. OTIMIZAÇÃO DO PROCESSO DE ESTERIFICAÇÃO 

A matriz de planejamento com valores codificados e reais e as 

respostas de cada variável estudada para a conversão de ácido oleico em 

oleato de etilenoglicol está representada na Tabela 3, avaliando-se o efeito 

da razão molar, temperatura e agitação sobre a conversão do ácido oleico. 
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Na Tabela 3 é possível destacar a reprodutibilidade dos ensaios, 

pois apresentaram valores muitos próximos nos pontos centrais dos 

ensaios (17 a 22). O desvio padrão amostral do ponto médio foi calculado 

para medir a dispersão dos resultados, e assim foi obtido um valor de 2,6, 

mostrando que os pontos estão próximos e, portanto, não houve grande 

diferença entre os mesmos. 

Nota-se também o comportamento das reações com a 

temperatura; verifica-se que quando fixados a razão molar e a agitação, o 

aumento da temperatura influência de maneira positiva a produção do 

éster: quanto maior é a temperatura, maiores são as conversões em ésteres 

em 24 h. Isso pode ser observado nos ensaios 10 e 13, que possuem razão 

molar 1:2 e a agitação 600 rpm fixadas. No ensaio 10 a temperatura 

utilizada foi de 40 ºC e o valor de conversão foi de 69%, enquanto que no 

ensaio 13 a temperatura utilizada foi de 70 ºC e o valor de conversão foi 

de 85%.  Com o aumento da temperatura, houve um crescimento de 23% 

na conversão. Este comportamento também pode ser observado pelos 

ensaios 11 e 16, que tiveram a razão molar e a agitação fixadas em 1:6 e 

600 rpm, respectivamente. No ensaio 11 a temperatura utilizada foi de 40 

ºC e o valor de conversão foi de 47%, enquanto que no ensaio 16 a 

temperatura utilizada foi de 70 ºC e o valor de conversão foi de 92%, 

mostrando que com o aumento da temperatura houve um crescimento de 

96% da conversão. As reações com temperaturas elevadas melhoram a 

solubilidade dos substratos e reduz a viscosidade, e desse modo evita que 

ocorra uma limitação de transferência de massa (DAVE et al., 2006; 

MOHAMAD et al., 2015). 

A influência da razão molar pode ser verificada quando os 

valores de temperatura e agitação são fixados; ao analisar os ensaios 13 e 

16 que tiveram a temperatura e a agitação fixadas em 70 °C e 600 rpm, 

respectivamente, todas as razões molares obtiveram boas conversões do 

ácido. O ensaio 13 com a razão de 1:2 (ácido oleico:álcool 

monoetilenoglicol) apresentou cerca de 85% de conversão, enquanto que 

o ensaio 16 com a razão molar de 1:6 (ácido oleico:álcool 

monoetilenoglicol) foi obtido um valor de conversão de 92%; ambos 

foram resultados satisfatórios. Entretanto, os ensaios 10 e 11 que tiveram 

a temperatura e a agitação fixadas em 40 °C e 600 rpm mostram que a 

menor razão molar influenciou positivamente a obtenção de altas 

conversões do éster. O ensaio 10 com a razão de 1:2 (ácido oleico:álcool 

monoetilenoglicol) apresentou cerca de 69% de conversão, enquanto que 

o ensaio 11 com a razão molar de 1:6 (ácido oleico:álcool 

monoetilenoglicol) foi obtido um valor de conversão de 52%; portanto, 

com a menor razão molar foi alcançado a maior conversão. Isso indica 
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que possivelmente o álcool tenha um efeito inibitório quando se trabalha 

em temperaturas mais baixas. 

A maior conversão ocorreu no ensaio 16, porém utilizou-se o 

ensaio 13 para dar continuidade ao trabalho, assim como em Sá et al. 

(2018), que também usou a menor razão molar, com o intuito de superar 

as desvantagens relacionadas ao excesso de álcool no meio reacional e 

manter o mínimo de desperdício de reagente que ocorre quando se utiliza 

maiores razões molares. O uso de excesso do álcool gera a necessidade 

de purificação do produto e eleva o custo do processo de esterificação 

enzimática, assim, os estudos de esterificação a diferentes razões molares 

são importantes para minimizar o uso de excesso de álcool e obter altos 

valores de conversão. 

Segundo Badgujar e Bhanage (2015), a razão molar é um fator 

importante para determinar a influência dos reagentes na atividade 

enzimática e consequentemente na conversão da reação. Por isso para 

qualquer sistema de catálise que tenha o objetivo de atingir grandes 

conversões, sem perda da atividade enzimática e nenhum desperdício de 

reagentes, é necessário que se faça o estudo da razão molar (ácido:álcool) 

adequada para que favoreça altas conversões do ácido estudado 

(MOHAMAD et al., 2015).  

Ainda foi possível observar que quando a temperatura e a razão 

molar são fixadas nos ensaios, o aumento da agitação leva também a um 

aumento nas conversões. A influência da agitação pode ser observada 

quando comparados os ensaios 7 e 16. Nestes ensaios foram fixadas as 

variáveis razão molar e a temperatura em 1:6 e 70 °C, respectivamente. A 

reação do ensaio 7 foi realizada com a agitação de 200 rpm e teve um 

valor de conversão dos reagentes em produto de 75%. Já no ensaio 16 a 

agitação foi de 600 rpm e foi obtido uma conversão de 92%. A agitação 

do sistema reacional é uma das variáveis de maior influência na reação de 

esterificação, pois auxilia na dispersão do catalisador no meio reacional e 

na homogeneização dos reagentes, melhorando a interação entre os 

substratos e a enzima, consequentemente aumentando a conversão.  

As melhores conversões para a síntese de oleato de etilenoglicol 

encontram-se nas condições reacionais: razões molares 1:2 e 1:6, com a 

temperatura de 70 ºC, agitação de 600 rpm e 1% (m/m) de lipase em 

relação a massa total do substrato, encontradas nos ensaios 13, 14, 15 e 

16. Com o objetivo de reduzir a quantidade de álcool na reação, utilizou-

se os ensaios 13 e 14, que tem a menor razão molar 1:2, para seguir com 

experimentos cinéticos. 
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Com os resultados do planejamento realizou-se a análise de 

variância ANOVA (Tabela 4), para que fosse possível verificar se o 

modelo empírico gerado se ajustou aos resultados obtidos.

 

Tabela 4 - Análise de variância (ANOVA) para a conversão de ácido 

oleico em oleato de etilenoglicol. 

Fonte de 

Variação 

Soma de 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
Fcalc 

P-

valor 

Regressão 4405,750 6 734,2917 56,1242 0,008 

Resíduo 196,250 15 13,08333   

Total 4602,000     

% variação explicada (R2) = 95,73%; Ftab 0,95;6;15 = 2,79. 

A significância estatística dos efeitos principais e da interação 

dos fatores sobre a formação do oleato de etilenoglicol foi realizada por 

análise de variância, como mostrado na Tabela 4. Por meio dos resultados 

obtidos (significância de 95% do modelo p<0,05) pode-se concluir que 

há relação entre as variáveis e que a análise de variância proporcionou um 

bom ajuste do modelo aos dados experimentais. Verifica-se ainda pelo 

valor de R² de 95,73% que a equação ajustada (3) foi capaz de explicar a 

variabilidade dos valores experimentais. 

Ainda na tabela 4 pode-se verificar que o teste-F obteve um valor 

para regressão bem superior ao tabelado, por isso é possível concluir que 

o modelo é preditivo; os valores encontrados foram Ftabelado = 2,79 e 

Fcalculado = 56,12, com um Fcalculado 20,11 vezes maior do que o valor de 

Ftabelado, concluindo-se que há diferença significativa entre as médias dos 

tratamentos. 

Gráfico de pareto (Figura 13) mostra a estimativa de efeitos 

lineares quadráticos e a interação das variáveis independentes, onde o 

efeito é tão significativo quanto mais à direita da linha vermelha estiver.  
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Figura 13 - Diagrama de Pareto obtido através do planejamento fatorial 2³. 

 
 

𝑋𝐴𝑂 = 67 − 2,75. 𝑅𝑀 + 15. 𝑇 + 5,12. 𝐴𝐺 + 4. 𝑅𝑀. 𝑇
− 0,37. 𝑅𝑀. 𝐴𝐺 − 0,62 ∗ 𝑇. 𝐴𝐺 

   

(3) 

 

Sendo, 

XAO = Conversão do ácido oleico em oleato de etilenoglicol (%, 

m/m). 

RM =Razão molar ácido:álcool codificada. 

T = Temperatura codificada. 

AG = Agitação codificada.  

O modelo estatístico obtido foi adequado para descrição da 

conversão em do oleato de etilenoglicol e permitiu a construção das 

curvas de contorno, as quais são apresentadas nas Figuras 14, 15 e 16.  

O comportamento da conversão do ácido oleico em éster oleato 

de etilenoglicol em função da agitação e da temperatura pode ser 

observado na Figura 14. As duas variáveis apresentaram uma 

significância positiva, pois os maiores valores de conversão em 24 h 
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ocorrem quando tem-se um aumento simultâneo da agitação e 

temperatura. Porém, pode-se atingir altas conversões em 24 h com altas 

temperaturas, mesmo para agitações mais baixas.  

Figura 14 - Curva de contorno referente a conversão de ácido oleico na síntese 

de oleato de etilenoglicol em função da temperatura e agitação. 

 

O comportamento da conversão do ácido oleico em éster oleato 

de etilenoglicol em função da agitação e da razão molar pode ser 

observado na Figura 15. A agitação influência de forma positiva a 

conversão em éster, pois quanto maior a agitação, maiores foram as 

conversões, enquanto que para a razão molar (ácido:álcool) as maiores 

conversões foram encontradas na menor razão molar (menor excesso de 

álcool). 
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Figura 15 - Curva de contorno referente a síntese de oleato de etilenoglicol em 

função da agitação e razão molar. 

 

 Na curva de contorno que foi gerada pela combinação da razão 

molar e temperatura (Figura 16), todas as razões molares influenciaram 

de maneira positiva, quando a reação é conduzida a altas temperaturas. 

Vale ressaltar que essas razões molares tiveram sempre um excesso de 

álcool. O álcool usado em excesso assegura o deslocamento do equilíbrio 

da reação em função da síntese e minimiza as limitações de difusão 

(RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). Porém, também 

pode atuar como inibidor, assim como no estudo de RAHMAN et al. 

(2011), que verificou o efeito da concentração de álcool, mostrando que 

o aumento da quantidade de álcool, reduziu continuamente o rendimento 

do éster. O resultado foi uma consequência da inibição do substrato que 

leva a diminuir a atividade da enzimática.  

As curvas de contorno da Figura 15 e 16 mostram que a maior 

temperatura e agitação tiveram um comportamento positivo em relação a 

conversão do ácido em éster. Assim como em HOLZ et al. (2018), que 

estudaram as mesmas variáveis na síntese do estearato de cetoestearila, 

foi observado que tanto a temperatura quanto a agitação influenciaram de 

forma positiva na conversão do ácido em éster. Quanto maiores foram as 

temperaturas e a agitação, maiores foram as conversões. 
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Figura 16 - Curva de contorno referente a síntese de oleato de etilenoglicol em 

função da razão molar e temperatura. 

 

5.1.2. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE ENZIMA NA 

ESTERIFICAÇÃO 

Sabe-se que a indústria tem interesse em obter ésteres com os 

menores custos de produção, o que implica em maiores conversões e 

menores tempos de processo. A quantidade de enzima utilizada também 

afeta a viabilidade econômica e industrial (BADGUJAR; PAI; 

BHANAGE, 2016; KHAN; RATHOD, 2015). Com o intuito de avaliar a 

influência da concentração de enzima na conversão do substrato em 

oleato de etilenoglicol, foi realizada uma avaliação da cinética da reação 

de esterificação para diferentes concentrações de derivado enzimático na 

condição experimental otimizada pelo planejamento de experimentos 

razão molar (ácido oleico:álcool monoetilenoglicol 1:2), temperatura 70 

°C e agitação 600 rpm). Os resultados são mostrados na Figura 17. 
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Figura 17 - Cinética da conversão de ácido oleico na reação de esterificação para 

diversas concentrações de lipase NS 88011. Condições reacionais mantidas fixas: 

70°C, 600 rpm, razão molar 1:2. 

 
Na Figura 17, foi calculado o desvio padrão amostral, para medir 

a dispersão dos resultados. Entretanto, os resultados encontrados foram 

muito baixos, valor menor que um (1), por isso a sua visualização ficou 

quase imperceptível.  

Os resultados da cinética de esterificação (Figura 17) mostram 

que no início da reação a conversão do ácido oleico cresce rapidamente, 

com velocidades maiores para as maiores concentrações de derivado 

enzimático, como esperado, pois a velocidade de uma reação enzimática 

depende positivamente da concentração de catalisador. As velocidades 

iniciais das reações de esterificação enzimática foram calculadas e são 

apresentadas na Tabela 5 e de forma detalhada no Apêndice A.  

 

  

  

0%

20%

40%

60%

80%

100%

0 10 20 30 40 50

C
o

n
v
er

sã
o

 d
e 

ác
id

o
 o

le
ic

o
 e

m
 o

le
at

o
 d

e 

et
il

en
o

g
li

co
l 

(%
)

Tempo (horas)

0,6% 0,8% 0,9% 1,0%



62 
 

Tabela 5 – Velocidade inicial das reações de esterificação do ácido oleico 

e do álcool etilenoglicol. 

Concentração de 

derivado enzimático 

com lipase % (m/m) 

Velocidade inicial  

mmol/(g.min) 

R² 

1,0 0,031 0,96 

0,9 0,028 0,98 

0,8 0,010 0,95 

0,6 0,004 0,99 

 

Porém, observa-se ainda na Figura 17 que as reações de 

esterificação desaceleram e tendem a parar completamente em torno de 7 

h, indicado uma inibição da enzima lipase, pois ainda há substratos 

presentes. Esta inibição parece ser dependente do tempo de exposição aos 

substratos. Após esta parada das reações, inicia-se uma segunda fase em 

que o sistema tende a recuperar-se, a reação tem a continuidade e a 

conversão sobe novamente, porém de forma lenta, indicando que a 

inibição é reversível. 

A reação de esterificação catalisada pela menor concentração de 

lipase 0,6% (m/m), como pode ser observado na Figura 17, mostra o 

menor percentual de conversão de substrato em éster no tempo de 48 h, 

alcançou 70% de conversão. Conforme aumentou-se as concentrações da 

lipase, concentrações de derivado enzimático de 0,8%, 0,9% e 1,0 % 

(m/m), aumentou-se também as conversões do ácido oleico em éster 

oleato de etilenoglicol em 48 h, atingindo-se conversões de 80%, 83% e 

99%, respectivamente.  

A reação de esterificação com a maior concentração de lipase NS 

88011, 1% (m/m) em relação a massa total do substrato, foi a que obteve 

a maior conversão do ácido oleico em éster oleato de etilenoglicol. 

Praticamente 99% de conversão foi alcançada no tempo de 31 h de reação, 

mantendo-se, assim, constante até o último tempo reacional 48 h.  

Verifica-se que uma maior quantidade de biocatalisador, auxilia 

na rápida conversão de substrato em éster, o que, consequentemente, 

resulta na maior velocidade de redução da concentração do ácido graxo. 

O aumento da concentração da lipase tem influência direta na velocidade 

da reação enzimática, porque a lipase está presente no meio em 
concentrações catalíticas e a velocidade, portanto, depende do número de 

moléculas de enzimas (cada molécula de lipase é capaz de catalisar 

apenas uma reação por vez). Portanto, assim como relatado por Rahman 
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et al. (2011) e Sá et al. (2018), a maior concentração de lipase contribui 

para o aumento das velocidades. 

Assim, conclui-se que é possível obter conversão praticamente 

total do ácido oleico na reação de esterificação, porém, é necessário 

trabalhar-se com maiores concentrações de enzimas, uma vez que há uma 

inibição reversível dependente do tempo de exposição da enzima ao 

inibidor. 

Porém, nas menores concentrações de enzimas como 0,6% (m/m) 

de derivado enzimático ainda é possível obter-se alta conversão de 69,9%, 

mas que a nível industrial pode não ser considerada satisfatória, pois para 

a indústria química o ideal é ter índices de acidez menores que 1 

(conversões melhores). HOLZ et al. (2018) variaram a concentração da 

lipase NS 88011 e com 1% (m/m) de lipase em relação a massa total do 

substrato, obteve cerca de 99% de conversão do produto em 31 h de 

reação.  

Esses resultados indicam que é viável para a indústria utilizar 

uma quantidade relativamente pequena deste biocatalisador e obter 

conversões praticamente totais, contribuindo para a redução de custos, 

pois mitiga-se etapas posteriores de purificação do produto, que é bastante 

complicada no caso dos produtos serem obtidos via catálise tradicional. 

Sabe-se que o excesso da quantidade de lipase pode gerar a sua 

aglomeração e assim, dificultar o acesso dos substratos à enzima 

(BADGUJAR et al., 2016; KHAN; RATHOD, 2015; WANG et al., 

2015), interferindo negativamente na velocidade de reação, e, por isso, a 

quantidade de lipase deve ser controlada para garantir altas conversões e 

baixo custo (SÁ et al., 2017; MENESES et al., 2018).  

Com o intuito de evitar esses problemas, este trabalho utilizou 

baixas concentrações de lipase, e mostrou que a quantidade de lipase 

influencia no tempo de reação necessário para que se tenha a maior 

conversão dos reagentes em produto (BLOOMER; ADLERCREUTZ; 

MATTIASSON, 1992). O uso de lipase imobilizada tem um custo 

elevado, e por isso sempre é desejável utilizar a menor quantidade de 

lipase para que se possa obter o éster de estudo (KUAN; ALHINDRA; 

SHAW, 2001; RAHMAN; CHAIBAKHH; BASRI, 2011). Nas cinéticas 

desenvolvidas neste trabalho, foram utilizadas baixas quantidades da 

lipase NS 88011, que é uma enzima de baixo custo, o que vem ao encontro 

da aplicabilidade econômica do processo.  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib49
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib90
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417304570#bib90
http://www.ejbiotechnology.info/index.php/ejbiotechnology/article/view/v8n3-4/482#4
http://www.ejbiotechnology.info/index.php/ejbiotechnology/article/view/v8n3-4/482#4
http://www.ejbiotechnology.info/index.php/ejbiotechnology/article/view/v8n3-4/482#20
http://www.ejbiotechnology.info/index.php/ejbiotechnology/article/view/v8n3-4/482#20
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5.1.3. REÚSO DO CATALISADOR ENZIMÁTICO 

 A aplicação desta etapa é importante, pois mostra o quanto o 

biocatalisador é eficiente sendo reutilizado. Quanto maior é a reutilização 

do biocatalisador, menores são os gastos e, consequentemente, maiores as 

chances da indústria ter o interesse em fazer a troca dos catalisadores 

químicos (ácido e bases fortes) por biocatalisadores considerados 

ecologicamente corretos (PEREIRA et al., 2018b; HOLTZ et al., 2018). 

Ao final da avaliação cinética, utilizou-se a condição otimizada 

do ensaio 13 para fazer a etapa de reúso, que como já citada na 

metodologia foi realizada utilizando a mesma lipase por diversos ciclos. 

Os resultados de conversão do ácido oleico em éster oleato de 

etilenoglicol, ao longo de sucessivos usos do biocatalisador estão 

representados na Figura 18. 

 
Figura 18 - Reutilização do catalisador enzimático lipase NS 88011, na reação de 

esterificação para produção do oleato de etilenoglicol. Condições reacionais: 

razão molar 1:2, 70 ºC, 600 rpm, 48 h de reação, 1% (m/m) de lipase NS 88011 

em relação a massa total. 

 
 

De acordo com a Figura 18 os resultados de reuso obtidos foram 

satisfatórios até o segundo ciclo, mostrando que a lipase NS 88011 foi 

ativa para a conversão do oleato de etilenoglicol.   

O primeiro ciclo apresentou conversão praticamente total (99% 

de conversão) em 48 h de reação e o segundo 89%, decaindo apenas 10% 

em relação ao primeiro ciclo. Do primeiro ciclo para o terceiro que 

apresentou 52% de conversão, houve uma redução de conversão de 47 % 

e do primeiro ciclo para o quarto que teve uma conversão de 17% houve 

uma redução de 83%.  
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Nota-se que há uma desativação das enzimas utilizadas que é 

independente da inibição observada nos testes cinéticos. Como pode ser 

observado no segundo ciclo é possível recuperar toda a atividade do 

derivado enzimático já utilizado, apenas lavando o derivado com n-

hexano. Isso indica que a inibição observada no teste cinético é fruto de 

acúmulo de substratos ou produto na superfície do derivado enzimático. 

Esta inibição cessa completamente quando o derivado enzimático é 

lavado. Porém, nos ciclos sucessivos a conversão em 24 h e, portanto, a 

atividade enzimática cai de forma constante, indicando que possivelmente 

o tempo de contato à alta temperatura esteja inviabilizando a atividade 

destas enzimas ou as enzimas estejam sendo removidas do suporte. 

Segundo Pereira et al. (2018), a diminuição de conversão pode ter como 

causa, além da alta temperatura utilizada, o contato da enzima com os 

substratos e ou produtos ou até mesmo o solvente n-hexano durante as 

lavagens entre um ciclo e outro, gerando assim a perda de atividade 

enzimática e afetando a produção do éster. 

5.2. ESTEARATO DE BENZILA 

 

Para os testes iniciais, foram fixadas algumas condições 

experimentais: agitação 200 rpm, temperatura 60 °C, razão molar 1:5 

(ácido esteárico: álcool benzílico) no tempo de 6 h de reação. Quatro 

lipases imobilizadas (Novozym 435®, NS 88011, Lipozyme RMIM® e 

Lipozyme TLIM®) foram utilizadas para realizar a esterificação do ácido 

esteárico com álcool benzílico, a fim de avaliar qual das lipases levaria a 

maiores conversões na síntese de estearato de benzila. Na Figura 19, têm-

se as conversões de todas as lipases utilizadas. 
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Figura 19 - Conversão de estearato de benzila utilizando diferentes enzimas. 

Condições experimentais: razão molar 1:5 (ácido esteárico:álcool benzílico), 

60 °C, 200 rpm, 6 h de reação, 1% (m/m) de cada lipase em relação a massa total 

do substrato. 

 
 

Na Figura 19, verifica-se que para a conversão do éster estearato 

de benzila, entre todas as lipases testadas, a Novozym 435®, lipase comercial 

de Candida antarctica imobilizada em um suporte hidrofóbico (resina 

acrílica macroporosa), foi a lipase mais eficiente na reação de 

esterificação do ácido esteárico com o álcool benzílico, com conversão de 

92% em 6 h. Este mesmo derivado enzimático apresentou bons resultados 

em Pereira et al. (2018a), que obteve as maiores conversões para a síntese 

dos ésteres estearato de butila e estearato de etila, 85% e 82%, 

respectivamente, nas condições de: 5 h de reação, temperatura 60 °C, 

agitação 200 rpm. 

Estudos como os de Kapoor e Gupta (2012) e Pereira et al. (2018) 

abordam o uso da lipase Novozym 435® como biocatalisador, e mostram 

que os melhores resultados usando esta lipase encontram-se na faixa de 

temperaturas entre 40 ºC a 70 ºC, assim como nesta reação de 

esterificação que teve as melhores conversões na temperatura de 60 ºC. 

Comparando os resultados das lipases NS 88011, Lipozyme 

TLIM® e a Lipozyme RMIM® com os resultados obtidos com a 

Novozym 435®, verifica-se uma diferença nas conversões, pois a 

Novozym 435® teve a conversão de 95%, enquanto a Lipozyme RMIM® 

atingiu-se 76%, NS 88011 60% e a Lipozyme TLIM® atingiu somente 

2,5%. Segundo Sá et al. (2018), essa redução na conversão pode estar 

relacionada com fatores como a fonte da enzima, o método de 

imobilização e também o suporte. Todos estes fatores podem afetar a 
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eficiência dos biocatalisadores, modificando as propriedades da atividade 

enzimática, mesmo em condições reacionais parecidas (MIN; YOO, 

2014). É importante destacar que a quantidade de proteínas nos diversos 

derivados pode ser diferente, interferindo diretamente nas velocidades da 

reação e, portanto, nas conversões alcançadas em 6 h. 

As lipases Novozym 435® e NS 88011 possuem a mesma 

enzima imobilizada, que é a lipase de Candida antarctica B (CAL B), 

porém, ambas também apresentaram resultados diferentes na conversão 

do éster em questão. Isso pode estar relacionada aos diferentes métodos 

de imobilização empregado para obtenção de cada lipase imobilizada e o 

fato de o material de suporte também ser muito diferente (MENESES et 

al., 2018; SÁ et al., 2018). 

No trabalho desenvolvido por SÁ et al. (2018), foi feita a 

caracterização destas lipases, mostrando que que a Novozym 435® possui 

características como: a área de superfície de 78,69 m2/g, o volume total 

dos poros 0,2837 cm3/g, muito maiores do que a NS 88011 que tem 

características como: a área de superfície de 15,16 m2/g, o volume total 

dos poros 0,02613 cm3/g, mostrando que as características do material de 

suporte podem ser responsáveis por essa redução na reação de conversão 

com a lipase NS 88011. E como a área de superfície e o volume total dos 

poros da Novozym 435® são maiores, isso pode sugerir que os substratos 

podem facilmente se difundir através dos poros do material de suporte 

para encontrar o sítio ativo da enzima, onde esterificação poderá ocorrer 

com mais facilidade, gerando o produto. Outra questão que também pode 

afetar na conversão, é o fato do suporte da NS 88011 ter um diâmetro 

médio de 68,96 Å, bem pequeno em relação ao diâmetro médio da 

Novozym 435® 144,2 Å; isso deve reduzir a transferência de massa dos 

substratos e dificultar o acesso dos substratos aos sítios ativos da lipase.  

Tabela 6 – Características do suporte da Novozym 435® e NS 88011. 

Enzima 

Área de 

superfície 

(m2/g) 

Volume total 

dos poros 

(cm3/g) 

Diâmetro 

médio (Aº) 

Novozym 

435® 

78,69 0,2837 144,2 

NS 88011 15,16 0,02613 68,96 
Fonte: SÁ et al. (2018). 

 

Após os testes realizados com estas lipases, para dar continuidade 

no trabalho, escolheu-se a Novozym 435® como o biocatalisador.  
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Na Figura 20 está apresentado o estudo cinético do efeito da 

razão molar entre os substratos sobre a dinâmica da conversão da reação. 

Fixou-se a concentração de ácido esteárico e variou-se a quantidade molar 

do álcool benzílico (1:1, 1:3, 1:5 e 1:7). 

 
Figura 20 - Avaliação do efeito da razão molar (ácido esteárico:álcool benzilico) 

na produção do estearato de benzila. Condições reacionais: razão molar (1:1, 1:3, 

1:5 e 1:7), 60 °C, 200 rpm, 1% (m/m) de lipase Novozym 435® em relação a 

massa total do substrato. 

 A Figura 20 mostra que em todas as razões molares com excesso 

de álcool atinge-se a conversão de aproximadamente 91% em 24 h que 

aparentemente é a máxima que pode ser atingida. O resultado não é 

satisfatório quando não há excesso de álcool, pois a conversão atingiu 

63% no tempo total pré-estabelecido (24 h), embora a reação enzimática 

não tenha cessado. 

 Nota-se uma redução das velocidades iniciais também para 

quando o excesso de álcool é muito alto, no caso relação entre o ácido e 

o álcool de 1:7. Apesar do grande excesso de álcool não impede que atinja 

conversão máxima em 24 h, esta se dá de maneira mais lenta. 

 Quantidades intermediárias de excesso de álcool em relação ao 

ácido (1:3 e 1:5) tiveram resultados muito próximos e promissores, 

atingindo conversão máxima de 91% em 10 h. 
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 No trabalho de Holz et al. (2018), a esterificação do ácido 

esteárico e álcool cetoestearílico utilizando a lipase NS 88011 como 

biocatalisador, produziu o éster estearato de cetoesterila nas seguintes 

condições: razão molar 1:1,5 (ácido esteárico: álcool cetoestearílico), 

agitação (760 rpm) e temperatura 75 ºC e conseguiu uma conversão de 

79% em 2 h de reação. A maior conversão também ocorreu com um 

pequeno excesso de álcool. 

Conclui-se que tanto o álcool nas proporções estequiométricas, 

como o excesso de álcool interferem negativamente na velocidade da 

reação, porém não na conversão alcançada. Recomenda-se trabalhar com 

um pequeno excesso de álcool, que no caso em estudo, foi na proporção 

ácido:álcool de (1:3). 

De acordo com a literatura, para que ocorra uma boa conversão 

ideal do éster é necessário que se tenha um excesso de álcool, porém não 

se pode trabalhar com excesso de ácido, pois a presença de excesso de 

ácido em uma reação, até certo ponto, pode causar desativação da enzima 

lipase (TRANI et al., 1991; MOHAMAD et al., 2015).  
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6. CONCLUSÃO  

 Foi possível produzir o éster oleato de etilenoglicol a partir de 

ácido oleico e excesso de álcool etilenoglicol em sistema livre de solvente 

com conversão praticamente total (99%), utilizando a lipase comercial 

imobilizada Candida antarctica (NS 88011) como catalisador. 

 A concentração do derivado enzimático comercial NS 88011 

influencia diretamente a velocidade inicial da reação de síntese de oleato 

de etilenoglicol, conforme esperado. Porém, devido à uma inibição que 

mostrou ser reversível, a reação de esterificação cessa, em uma primeira 

fase, e diferentes níveis de conversão da reação são atingidos, 

proporcionalmente a cada concentração de enzima utilizada. Há uma 

segunda fase na cinética reacional de produção de oleato de etilenoglicol 

em que o sistema se recupera da inibição inicial e a reação de esterificação 

é retomada, porém com velocidades menores que as iniciais.  

 A temperatura mostrou ser a variável mais importante para 

atingir-se altas conversões da reação de esterificação de oleato de 

etilenoglicol. Quanto maior é a temperatura, maiores são as conversões 

em ésteres em 24 h. A agitação mostrou também ter influência positiva 

na conversão em ésteres. Porém, é possível obter altas conversões em 24 

h com temperaturas altas (70 oC), mesmo para agitações mais baixas. 

 Conclui-se, também, que é necessário trabalhar-se com excesso 

de álcool em relação ao ácido, porém este excesso prejudica a condução 

da reação de esterificação do oleato de etilenoglicol a baixas temperaturas 

(de 40 a 55oC). A temperaturas altas (65 a 70 oC), a razão molar entre os 

reagentes não tem qualquer influência na conversão da reação em 24 h. 

 É possível reutilizar o catalisador enzimático lipase NS 88011, 

utilizado na reação de esterificação do éster oleato de etilenoglicol, nas 

seguintes condições reacionais: temperatura de 70 ºC, razão molar 

ácido/álcool de 1:2, 600 rpm, 48 h de reação e 1% (m/m) de derivado 

enzimático. Há, porém, perdas importantes na atividade enzimática a 

partir da terceira utilização (aproximadamente 50%). 

 Foi possível produzir o éster estearato de benzila a partir de ácido 

esteárico e excesso de álcool benzílico em sistema livre de solvente 

utilizando as lipases comerciais imobilizadas Novozym 435®, Lipozyme 

RMIM, Lipozyme TLIM® e NS 88011, sendo que o derivado enzimático 

Novozym 435® apresentou os melhores resultados de velocidade de 

conversão. Pode-se alcançar com o derivado Novozym aproximadamente 

95% de conversão em ésteres nas condições de reação estabelecidas. 
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Relações de excesso de álcool muito altas (maiores que 5:1) prejudicam 

a cinética da reação, mas não parece influenciar a conversão final. 

 Este trabalho apresentou uma alternativa biotecnológica para a 

produção dos ésteres oleato de etilenoglicol e estearato de benzila via 

esterificação enzimática, contribuindo para a obtenção de dois produtos 

com propriedades emolientes que são utilizados na indústria de 

cosméticos, sendo considerados sustentáveis dentro do conceito da 

química verde. 
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SUGESTÕES TRABALHOS FUTUROS 

 Para a produção do éster oleato de etilenoglicol, sugere-se 

realizar um estudo que mostre as causas da inibição enzimática sofrida 

pela enzima lipase no derivado NS 88011 e os mecanismos de sua 

reversibilidade. 

 Na reutilização da lipase do derivado NS 88011, deve-se realizar 

um estudo sobre o solvente utilizado para a lavagem do derivado entre os 

ciclos e sua influência sobre a queda da atividade enzimática. Deve-se, 

também, realizar um estudo de como a temperatura e os reagentes alteram 

a estabilidade da enzima lipase nos suportes estudados. 

 Estabelecer um modelo cinético para representar a reação de 

esterificação, determinar os seus parâmetros, bem como estudar a 

sensibilidade destes no processo. 
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APÊNDICE A 

A – Gráfico da velocidade inicial da cinética de 1,0% (m/m) de lipase em 

relação a concentração do produto. 

 
B – Gráfico da velocidade inicial da cinética de 0,9 % (m/m) de lipase 

em relação a concentração do produto. 
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C – Gráfico da velocidade inicial da cinética de 0,8 % (m/m) de lipase 

em relação a concentração do produto. 

 
D – Gráfico da velocidade inicial da cinética de 0,6 % (m/m) de lipase em 

relação a concentração do produto. 

 

 

 




