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RESUMO 

RANGEL, A.B.S. Síntese de ésteres emolientes catalisada por lipase imobilizada em 
suporte polimérico à base de estireno: Estudo experimental e modelagem matemática. 
2023. 97p. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Escola de Engenharia de Lorena, 
Universidade de São Paulo, Lorena, 2023. 
 
O objetivo do trabalho foi estudar a síntese de ésteres emolientes via esterificação em meio 
isento de solvente empregando como biocatalisador a lipase B de Candida antarctica (CALB) 
imobilizada em 3 suportes híbridos magnetizados à base de estireno (STY-DVB-M, STY-
EGDMA-M e STY-TEGDMA-M). Os suportes foram sintetizados pela técnica de 
polimerização em suspensão, e a lipase CALB foi imobilizada a partir do método de adsorção 
física. Os biocatalisadores apresentaram uma faixa de atividade hidrolítica de 500 - 800 U g-1 a 
partir da hidrólise do butirato de metila. A influência da razão molar e da temperatura (35 – 55 
ºC) na conversão final das sínteses foi avaliada, visando selecionar o bioprocesso com máximo 
aproveitamento dos reagentes e perfil de conversão elevado para posterior desenvolvimento do 
modelo matemático. Inicialmente foi estuda a influência da razão molar entre os reagentes na 
síntese do oleato de 2-etilhexila, sendo selecionada a proporção estequiométrica como a mais 
adequada para dar continuidade aos estudos. Posteriormente foi avaliada a influência da 
temperatura na síntese dos ésteres: oleato de butila, oleato de octila e oleato de 2-etilhexila, 
empregando os 3 biocatalisadores. As sínteses catalisadas por CALB-STY-DVB-M e CALB-
STY-EGDMA-M apresentaram perfis semelhantes em relação a influência da temperatura, 
atingindo maiores conversões às temperaturas mais elevadas (58 a 68% de conversão). Quando 
a catálise foi conduzida por CALB-STY-TEGDMA-M, notou-se um decréscimo da conversão 
à 55 ºC, na síntese do oleato de 2-etilhexila, atingindo um máximo de 30,6 %, provavelmente 
devido ao caráter mais hidrofílico deste copolímero, o que pode ter causado um 
enfraquecimento das interações lipase/suporte, gerando perda da termoestabilidade do 
biocatalisador. A diferença no tamanho da cadeia carbônica e a polaridade do álcool 
influenciaram as taxas de esterificação do ácido oleico. Sendo o oleato de butila o mais polar 
dos ésteres, notou-se que quando este foi empregado como substrato foram obtidas conversões 
mais baixas, sugerindo que a interação com o sítio ativo da lipase pode ter sido prejudicada. Já 
a síntese dos ésteres oleato de octila e 2-etilhexila foram, possivelmente, favorecidas pela maior 
afinidade que a lipase CALB demonstrou por álcoois com cadeia carbônica mais longa, ou seja, 
para meios reacionais mais apolares. A escolha do bioprocesso para a construção da modelagem 
levou em consideração as máximas conversões de reação atingidas e a aplicação de novas 
matrizes poliméricas para imobilização de lipases. Sendo assim, foi selecionado o bioprocesso 
empregado para a síntese do éster emoliente oleato de octila, utilizando como biocatalisador o 
CALB-STY-EGDMA-M. Para a construção do modelo cinético, inicialmente a constante de 
equilíbrio foi estimada para 35 ºC, permitindo calcular a entalpia global da reação por Van't 

Hoff (∆H = 104,60 x 103 KJ mol-1) e ajustar os demais parâmetros pelas equações de Arrhenius 
e Ping-Pong Bi-Bi, obtendo-se 9 parâmetros. O melhor ajuste (AICC = 129,6490), dentre as 
possibilidades de arranjo, foi obtido para mensurar a qualidade do modelo. A obtenção dos 
cromatogramas permitiu confirmar a influência da temperatura na formação do éster oleato de 
octila. 
 

Palavras-chave: Éster emoliente. Lipase imobilizada. Copolímero magnetizado. Modelagem 
matemática. Mecanismo Ping-Pong Bi-Bi. 

 



 

 

ABSTRACT 

RANGEL, A.B.S. Synthesis of emollient esters catalyzed by lipase immobilized on a 
styrene-based polymeric support: experimental study and mathematical modeling. 2023. 
97p. Dissertation (Master of Science) – Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São 
Paulo, Lorena, 2023. 
 
The objective of this work was to study the synthesis of emollient esters via esterification in a 
solvent-free medium using lipase B from Candida antarctica (CALB) immobilized on 3 
magnetized styrene-based hybrid supports (STY-DVB-M, STY-EGDMA -M and STY-
TEGDMA-M). The supports were synthesized by the suspension polymerization technique, and 
the CALB lipase was immobilized using the physical adsorption method. The biocatalysts 
showed a hydrolytic activity range of 500 - 800 U g-1 from the hydrolysis of methyl butyrate. 
The influence of the molar ratio and temperature (35 – 55 ºC) on the final conversion of the 
syntheses was evaluated, aiming to select the bioprocess with maximum use of reagents and a 
high conversion profile for subsequent development of the mathematical model. Initially, the 
influence of the molar ratio between the reagents on the synthesis of 2-ethylhexyl oleate was 
studied, and the stoichiometric proportion was selected as the most adequate to continue the 
studies. Subsequently, the influence of temperature on the synthesis of esters was evaluated: 
butyl oleate, octyl oleate and 2-ethylhexyl oleate, using the 3 biocatalysts. The syntheses 
catalyzed by CALB-STY-DVB-M and CALB-STY-EGDMA-M showed similar profiles 
regarding the influence of temperature, reaching higher conversions at higher temperatures (58 
to 68% conversion). When the catalysis was carried out by CALB-STY-TEGDMA-M, a 
decrease in conversion at 55 ºC was observed in the synthesis of 2-ethylhexyl oleate, reaching 
a maximum of 30.6%, probably due to the more hydrophilic character of this copolymer, which 
may have caused a weakening of lipase/support interactions, leading to loss of thermostability 
of the biocatalyst. The difference in carbon chain size and alcohol polarity influenced the 
esterification rates of oleic acid. Since butyl oleate is the most polar of the esters, it was noted 
that when it was used as a substrate, lower conversions were obtained, suggesting that the 
interaction with the active site of the lipase may have been impaired. The synthesis of octyl 
oleate and 2-ethylhexyl esters were possibly favored by the greater affinity that the CALB lipase 
showed for alcohols with a longer carbon chain, that is, for more apolar reaction media. The 
choice of bioprocess for the construction of the model took into account the maximum reaction 
conversions achieved and the application of new polymeric matrices for immobilization of 
lipases. Therefore, the bioprocess used for the synthesis of the emollient octyl oleate ester was 
selected, using CALB-STY-EGDMA-M as a biocatalyst. For the construction of the kinetic 
model, initially the equilibrium constant was estimated at 35 ºC, allowing the calculation of the 
global enthalpy of the reaction by Van't Hoff (∆H = 104.60 x 103 KJ mol-1) and adjusting the 
other parameters by Arrhenius and Ping-Pong Bi-Bi equations, obtaining 9 parameters. The 
best fit (AICC = 129.6490), among the possible arrangements, was obtained to measure the 
quality of the model. The chromatograms confirmed the influence of temperature on the octyl 
oleate ester formation. 
 
Keywords: Emollient ester. Immobilized lipase. Magnetized copolymer. Mathematical 
modelling. Ping-Pong Bi-Bi mechanism. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3), enzimas pertencentes à classe das 

hidrolases, destacam-se dentre as demais, por serem capazes de catalisar reações de hidrólise 

de óleos e gorduras além de reações de esterificação e transesterificação, exibindo ampla 

aplicação industrial nos setores alimentício, farmacêutico, têxtil, cosmético e de detergentes. 

São biocatalisadores eficazes devido à elevada atividade específica pelo substrato, 

estereoseletividade e baixo impacto ao meio ambiente (CHANDRA, et al., 2020; CORTEZ et 

al., 2018; TREVISAN, 2014). 

A utilização de condições amenas de processos e a redução da geração de subprodutos 

e efluentes tóxicos são provavelmente vantagens relevantes na substituição de tecnologias 

químicas pelas bioquímicas, proporcionando a obtenção de produtos por processos “verdes” 
(SHELDON; BRADY, 2022; WILTSCHI et al., 2020; POPPE et al., 2015; CHOI; HAN; KIM, 

2015). Entretanto, algumas dificuldades são encontradas nesse tipo de processo, como por 

exemplo, a recuperação do biocatalisador, a solubilidade da enzima em alguns meios reacionais 

e a desnaturação provocada por fatores específicos (DA SILVA et al., 2020). Para solucionar 

estas limitações, a técnica de imobilização enzimática permite confinar fisicamente enzimas, 

retendo sua atividade catalítica, possibilitando sua utilização de forma repetida, elevando sua 

estabilidade térmica, além de facilitar a separação do meio reacional (RODRIGUES, et al., 

2019; CORTEZ et al., 2018; DE CASTRO et al., 2010). 

Dentre os diferentes tipos de suportes estudados para imobilização de enzimas, os 

materiais híbridos ganham destaque por apresentarem as vantagens combinadas dos materiais 

orgânicos e inorgânicos. Nesta classe de materiais se encontram os compósitos magnéticos, 

constituídos basicamente por um núcleo magnético envolvido por uma camada de polímero. 

Estas partículas vêm sendo estudadas para diversas finalidades, incluindo aplicações 

tecnológicas, industriais, ambientais, biológicas e médicas. No campo da biocatálise, destacam-

se por fornecerem uma matriz para imobilização de enzimas com fácil recuperação por meio da 

aplicação de um campo magnético externo (MIJONE et al., 2020; SREEHARSHA et al., 2019; 

SILVA et al., 2018a; BENTO et al., 2017; NETTO; TOMA; ANDRADE, 2013).  

 A síntese de ésteres catalisada por lipases imobilizadas é muito atraente, visto que 

fornece produtos mais puros, sem coloração e odores, atua em condições amenas de pH e 

temperatura, além de não gerar subprodutos (PEREIRA et al., 2022; REYES-REYES; 

BARRANCO; SANDOVAL, 2022; KHAN; RATHOD, 2015). Além disso, a realização da 

síntese enzimática em meio isento de solventes, possui vantagens adicionais em relação ao 

método clássico tradicional, como o não uso de reagentes químicos adicionais, o que minimiza 
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as etapas de downstream, reduzindo o custo total do processo e o impacto ambiental. Possibilita 

a obtenção de rendimentos mais elevados, menor tempo de reação, maior seletividade, consumo 

máximo de reagentes, além de requerer menor quantidade de energia para promover a reação, 

visto que, ocorre maior número de colisões entre os reagentes (NIETO et al., 2023; 

KHARISSOVA et al., 2019; ORTEGA-REQUENA et al., 2014). 

Dentre os diversos tipos de ésteres, os emolientes, tais como o oleato de 2-etil-hexila, 

são muito utilizados na indústria cosmética para formulação de cremes, loções, filtros solares, 

antitranspirantes, maquiagens entre outros. São biodegradáveis, não tóxicos e apresentam boa 

solubilidade em gorduras e óleos, mantendo a maciez, a plasticidade, a hidratação e restauração 

da oleosidade da pele (ZHENG et al., 2019; CHAO et al., 2018). 

O desempenho de um bioprocesso depende de uma série de fatores, tais como: razão 

molar (ácido:álcool), pH, temperatura, concentração de biocatalisador, teor de água, tipo de 

enzima, suporte e método de imobilização utilizado. Nesse contexto, estudos têm sido 

conduzidos com o objetivo de determinar as condições ótimas da produção de ésteres 

empregando lipases. Para compreender tais condições é necessário conhecer e entender a 

cinética desta reação e o comportamento termodinâmico, que permitirá esclarecer a natureza do 

mecanismo da reação, bem como a energia envolvida para sua ocorrência (LIMA; PERES; 

MENDES, 2018; ALVES; CREN; MENDES, 2016). 

Diversos trabalhos documentados na literatura reportam a preparação de 

biocatalisadores ativos a partir da imobilização de lipases em matrizes poliméricas, para 

aplicação na síntese de ésteres (ROSA et al., 2020; SILVA et al., 2018b; BENTO et al., 2017; 

LAGE et al., 2016; CUNHA et al., 2014). Entretanto, estudos mais detalhados sob o ponto de 

vista cinético e termodinâmico devem ser explorados, contribuindo para a construção de 

modelos preditivos, simulação de bioprocessos e possível implementação em escala industrial.  

Nesse cenário, o presente trabalho teve como propósito sintetizar ésteres emolientes via 

esterificação em meio isento de solvente empregando como biocatalisador a lipase B de 

Candida antarctica (CALB) imobilizada em diferentes suportes híbridos magnetizados à base 

de estireno, sendo eles: poli(estireno-co-divinilbenzeno), poli(estireno-co-dimetacrilato de 

etilenoglicol) e poli(estireno-co-dimetacrilato de trietilenoglicol). O bioprocesso do éster oleato 

de octila, empregando como biocatalisador a lipase CALB imobilizada em poli(estireno-co-

dimetacrilato de etilenoglicol), foi selecionado para o desenvolvimento do modelo cinético 

aplicando o mecanismo Ping-Pong Bi-Bi e a Equação de Van’t Hoff  para a deteminação dos 

parâmetros termodinâmicos da reação.  
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2 OBJETIVOS 

 

O presente trabalho teve como objetivo geral estudar a síntese de ésteres emolientes via 

esterificação, em meio isento de solvente, empregando como biocatalisador a lipase B de 

Candida antarctica (CALB) imobilizada em diferentes suportes híbridos magnetizados à base 

de estireno. As sínteses foram avaliadas em função de suas melhores condições operacionais, 

visando a obtenção das máximas conversões. Além disso, foi desenvolvida a modelagem 

cinética e determinados os parâmetros termodinâmicos do bioprocesso selecionado como mais 

adequado. Os seguintes objetivos específicos foram executados: 

 

• Síntese dos suportes poliméricos à base de estireno empregando diferentes agentes 

reticulantes, sendo eles: divinilbenzeno (DVB), dimetacrilato de etilenoglicol 

(EGDMA) e dimetacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA), magnetizados pela co-

precipitação dos íons de Fe+ e Fe+ em meio alcalino. 

 
• Imobilização da lipase B de Candida antarctica (CALB), nos diferentes suportes 

poliméricos obtidos, empregando a técnica de adsorção física. 

 
• Síntese dos ésteres emolientes via esterificação, buscando as melhores condições 

operacionais, mediante a avaliação da influência da razão molar e do incremento de 

temperatura na conversão final das sínteses. Os ésteres sintetizados foram: oleato de 

butila, oleato de octila e oleato de 2-etilhexila. 

 

• Seleção do melhor bioprocesso para a construção e avaliação de um modelo cinético 

mediante a aplicação do mecanismo Ping-Pong Bi-Bi, agregando os parâmetros 

termodinâmicos específicos. 

 

• Validação do modelo matemático por meio da aplicação do critério de Akaike, a fim de 

estabelecer o melhor ajuste do modelo proposto e maior conformidade com os dados 

experimentais.  
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Ésteres emolientes 

 

Ésteres são importantes compostos químicos, e o interesse por eles deve-se 

principalmente à sua ampla aplicação em diferentes segmentos industriais, atuando como 

intermediários na indústria química, de alimentos, cosméticos, farmacológica, entre outros 

(REN; LAMSAL, 2017; LAGE et al., 2016; CHOWDHURY et al., 2014). São substâncias que 

apresentam excelente desempenho técnico associado à propriedades ecológicas satisfatórias, 

por se tratarem de compostos de fácil degradação, além de possuírem baixa toxicidade (SOONG 

et al., 2022). 

Dentre a classe de ésteres, os emolientes, formados por cadeias carbônicas longas, têm 

um importante destaque no setor cosmético (Quadro1), devido sua não toxicidade, 

biodegradabilidade e boa solubilidade em gordura, responsáveis por manter a maciez, 

plasticidade, hidratação e restauração da oleosidade da pele, sendo muito empregados em 

formulações de skincare (CHAO et al., 2018; NISHAT; VIRENDRA, 2015; GORCEA; 

LAURA, 2013). As cadeias carbônicas dos ácidos graxos constituintes dos ésteres emolientes, 

geralmente variam entre o láurico (C12:0) e o linoleico (C18:2). Essa limitação de números de 

carbonos na cadeia é devida aos ácidos graxos de cadeias menores, não apresentarem a 

propriedade lubrificante; enquanto que ésteres de cadeias maiores apresentam ponto de fusão 

acima da temperatura da pele, inviabilizando sua aplicação (KHAN; RHATOD, 2015; 

SCHUELLER; ROMANOWSKI, 1999). 

 Quando aplicados à pele humana, os ésteres emolientes promovem a melhora da sua 

aparência, suavizando a pele ressecada, em função da sua excelente propriedade de 

molhabilidade. Por esta razão, são utilizados em diferentes produtos cosméticos, tais como 

condicionadores, hidratantes, loções, desodorantes, protetores solares e batons. Constituem 

cerca de 3 a 25 % (m/m) da composição do produto, sendo o segundo maior constituinte, já que 

a água é o primeiro (KHAN; RHATOD, 2015; BAREL; PAYE; MAIBACH, 2014; 

LANZENDORFER, 2002). 
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Quadro 1 - Ésteres emolientes e suas aplicações no setor cosmético. 

Nome Obtenção sintética Aplicação Referência 

Estearato de 

octila 

Ácido estearílico e 

álcool octílico 

 

Confere espalhabilidade 

em cosméticos faciais, 

corporais e capilar 

MURCIA et al., 

2020 

Miristato de 

isopropila 

Ácido mirístico e 

álcool isopropílico 

Cremes e loções para o 

cuidado da pele  

SILVA et al., 

2018a 

Oleato de 

decila 

ácido oleico e 

álcool decílico 

Solubilizante em produtos 

de tratamento facial, 

máscara para cabelos e 

produtos para barbear 

MIGUEZ et al., 

2018 

Oleato de 2-

etilhexila 

Ácido oleico e 2-

etilhexanol 

Agente de controle de 

viscosidade em produtos 

com elevado teor de 

gordura 

DA SILVA et al., 

2021 

Palmitato de 2-

etilhexila 

Ácido palmítico e 2-

etilhexanol 

Adequado para aplicações 

em peles secas e 

excelente propriedade de 

espalhamento 

RICHETTI, 2009 

Palmitato de 

cetila 

ácido hexadecanóico e 

hexadecanol 

Confere consistência e 

propriedades lubrificantes 

em produtos para pele e 

cabelo 

MUTLU; 

YILMAZ, 2016 

Palmitato de 

isopropila 

ácido palmítico e 

isopropanol 

Diluente, lubrificante e 

dispersante para óleos 

vegetais, óleos de 

silicones e óleos minerais 

MUSTAFA; 

NIIKURA, 2022 

Fonte: Próprio autor. 

 

3.1.1 Rotas de produção de ésteres 

 

Ésteres podem ser obtidos a partir de fontes naturais ou sintéticas. Quando obtido de 

uma fonte natural, sua extração gera custo elevado e a pequena quantidade extraída faz com 

que a utilização industrial seja inadequada. Dessa forma, a produção sintética de ésteres é muito 

utilizada, podendo ser realizada por meio de diversas reações, sendo as mais importantes a 

https://phytoflora.com.br/materia-prima.asp?id=297&materias-primas=%C3%89steres-e-%C3%81lcoois-Emolientes&materia-prima=Miristato-de-Isopropila
https://phytoflora.com.br/materia-prima.asp?id=297&materias-primas=%C3%89steres-e-%C3%81lcoois-Emolientes&materia-prima=Miristato-de-Isopropila
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transesterificação e a esterificação (KHAN et al., 2021). A produção de ésteres sintéticos a 

partir de fontes renováveis tem sido realizada com aplicação de catalisadores homogêneos e 

heterogêneos (ATTIA et al., 2020; LAGE et al., 2016). 

As sínteses de ésteres geralmente ocorrem em sistemas com baixo teor de água, podem 

empregar diferentes solventes orgânicos ou serem realizadas em meio isento de solvente, além 

da necessidade da utilização de um catalisador adequado em função da baixa velocidade de 

síntese (ZAGO et al., 2021; SOUSA et al., 2021). 

Os catalisadores mais comumente utilizados em processos químicos convencionais são 

ácidos ou álcalis, entretanto a biotecnologia tem proporcionado a expansão da aplicabilidade 

de enzimas com elevado poder catalítico (MANDARI; DEVARAI, 2022; CHAPMAN; 

ISMAIL; DINU, 2018). 

 

3.1.1.1 Obtenção de ésteres via catálise química 

 

A maioria das indústrias produtoras de ésteres utiliza processos que empregam 

temperaturas elevadas (150-240°C) e catalisadores ácidos ou básicos. Ésteres podem ser 

obtidos por esterificação direta ou transesterificação (Figura 1) e em ambas as rotas os 

catalisadores mais utilizados são hidróxido de sódio ou potássio, hidróxidos e alcóxidos de 

metais, carbonatos, acetatos e diferentes ácidos. Por tratar-se de uma catálise homogênea, a 

purificação dos produtos da reação torna o processo oneroso, além de gerar produtos com baixo 

grau de pureza (ALSULTAN et al., 2021; HUANG et al., 2021).  

 

Figura 1 - Síntese de éster: a) Reação de esterificação de um ácido carboxílico com um álcool e b) 
reação de transesterificação de um éster e um álcool. 

 

Fonte: MACHADO, 2018. 

 

A esterificação é um processo químico que envolve um ácido orgânico ou inorgânico e 

um álcool. O método mais utilizado é a reação de um ácido carboxílico e um álcool e consiste 
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em um processo lento e reversível, com um rendimento de cerca de 60% (SILVA et al., 2010; 

CAVALCANTE, 2015). Um aspecto a ser notado na reação de esterificação é que o subproduto 

da reação é a água, diferentemente da reação de transesterificação que gera a parte alcoólica do 

éster (por exemplo, glicerol no caso de triacilgliceróis), o que representa uma vantagem 

ambiental (CAVALCANTE, 2015). 

O processo de esterificação é utilizado na obtenção de ésteres de interesse comercial, 

sobretudo os solventes, diluentes, plastificantes, surfactantes, polímeros, essências e fragrâncias 

sintéticas, intermediário químico para indústrias, de herbicidas e de pesticidas. É um processo 

bastante difundido, muito utilizado especialmente pelas indústrias farmacêuticas e de 

perfumarias (SILVA et al., 2010).  

A utilização de catalisadores alcalinos, sobretudo a soda cáustica ou outras bases fortes, 

são os mais utilizados nas reações de transesterificação, em virtude dos baixos custos e rapidez 

que catalisam o processo (SUAREZ et al., 2009). A taxa de conversão dos catalisadores básicos 

é 4000 vezes maior do que os catalisadores ácidos e o custo das bases são bastante inferiores 

aos demais catalisadores (ALVES, 2010). O processo de transesterificação alcalina apresenta 

algumas dificuldades, como a necessidade da elevada pureza das matérias-primas, que devem 

estar praticamente isentas de ácidos graxos livres, fosfatídeos e água, o que pode comprometer 

o futuro da hegemonia dessa tecnologia (SUAREZ et al., 2009). 

Em geral, a produção de éster via catálise química, pode gerar produtos com baixa 

qualidade, contendo componentes agressivos para a pele e à saúde humana, sendo necessárias 

etapas posteriores de purificação, acarretando um maior custo de produção (KHAN; RATHOD, 

2015). Devido a estas desvantagens, faz-se necessária a busca por novas formas de sintetizar 

ésteres para aplicação industrial, e uma alternativa interessante é a síntese catalisada por lipases 

(NOVAK et al., 2016). 

 
3.1.1.2 Obtenção de ésteres via catálise enzimática 

 

O interesse industrial por tecnologias enzimáticas vem aumentando gradativamente, 

principalmente pelos estudos desenvolvidos em biotecnologia, as quais ampliaram 

consideravelmente o potencial de aplicação das enzimas como catalisadores em processos 

industriais (SANTOS et al., 2019; JAVED et al., 2018; ANGAJALA; PAVAN; SUBASHINI, 

2016). O Quadro 2 ilustra alguns estudos sobre a síntese de ésteres via catálise enzimática. 

Do ponto de vista industrial, catalisadores heterogêneos são mais atrativos devido à 

maior facilidade de recuperação e baixa geração de resíduos químicos. Dentre eles, a aplicação 
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de lipases imobilizadas como catalisador heterogêneo tem-se mostrado bastante promissora em 

função da alta atividade, especificidade para substratos naturais e sintéticos, elevada 

estabilidade em solventes orgânicos e utilização de condições brandas de reação 

(ADLERCREUTZ, 2013; FERNÁNDEZ-LAFUENTE, 2010).  

Além disso, a síntese enzimática de ésteres evita a formação de componentes de 

coloração escura produzidos em reações empregando catalisadores heterogêneos ácidos, como 

resina funcionalizada com ácido sulfônico, que exigem etapas subsequentes de purificação 

como o branqueamento e a desodorização (AKERMAN et al., 2011). O reconhecimento dessas 

vantagens tem proporcionado um aumento considerável na produção e comercialização de 

lipases, resultando no desenvolvimento de tecnologias alternativas consistentes para utilização 

no setor industrial (BBC RESEARCH, 2019; CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018; GEOFFRY 

et al., 2018). 
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Quadro 2 - Síntese enzimática de ésteres de interesse industrial, obtidos via reação de esterificação. 

Biocatalisador Éster Descrição do trabalho Reator Referência 

Lipase B de 

Candida 

antarctica 

imobilizada em 

organossílica 

mesoporosa 

Levulinato 

de dodecil 

Foram obtidos 

rendimentos superiores 

à 77,62% na síntese 

realizada em meio 

isento de solvente e sob 

temperatura de 51,2 °C. 

Batelada 
JIANG et al., 

2019 

Lipase B de 

Candida 

antarctica 

imobilizada em 

poli(estireno-co-

divinilbenzeno) 

Miristato 

de 

isopropila 

Rendimentos próximos 

a 100% foram obtidos 

em meio isento de 

solvente a 50 °C. 

Leito 

empacota

do em 

fluxo 

contínuo 

SILVA et al., 

2018a 

Candida rugosa 

imobilizada em 

poli(estireno-co-

divinilbenzeno) 

Butirato 

de butila 

Obteve-se conversão 

total em algumas 

condições testadas, em 

meio heptano, na faixa 

de 31 - 59 °C. 

Batelada 
BENTO et 

al., 2017 

Lipase B de 

Candida 

antarctica 

imobilizada em 

nanopartículas 

de poli (ureia-

uretano) 

Oleato e 

propionato 

de 

geranilo 

Obtiveram-se 

rendimentos entre 82 e 

93%, em reação isenta 

de solvente, sob 

temperatura de 50 °C. 

Batelada 
CHIARADIA 

et al., 2016 

Lipase de 

Candida sp. 99-

125 imobilizada 

em tecido de 

algodão 

Palmitato 

de 2-

etilhexila 

Rendimentos superiores 

à 90% foram obtidos 

em sistema isento de 

solvente, sob 50 °C. 

Leito 

empacota

do em 

fluxo 

contínuo  

SHENG et 

al., 2015 

Fonte: Modificado (Rodrigues et al., 2019). 

3.1.1.2.1 Fatores que influenciam a obtenção de ésteres via catálise enzimática 
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Para que a produção de ésteres seja economicamente viável em escala industrial, esta 

deve atender no mínimo, aos seguintes critérios: expressar bom rendimento, gerar pouco 

subproduto, apresentar balanço energético favorável e minimizar os impactos ao meio 

ambiente. Entretanto, esses critérios dificilmente são atendidos empregando-se métodos 

convencionais de produção de ésteres, via catálise química (LAMSA, 1995). Dessa forma, nos 

últimos anos, a biocatálise vem fornecendo tecnologias sustentáveis mediante o uso de enzimas 

seletivas, possibilitando a transição de processos químicos convencionais para processos 

ambientalmente amigáveis (XIAO et al., 2015; BAI et al., 2014).  

No âmbito da tecnologia enzimática, a avaliação dos perfis de conversão da reação pode 

ser realizada em função de alguns parâmetros reacionais, tais como emprego ou não de solvente, 

temperatura reacional e razão molar dos reagentes do processo. Esses fatores podem prever a 

realização de um bioprocesso bem sucedido, contribuindo para sua viabilidade. Além disso, 

deve-se atentar para o aproveitamento máximo dos substratos e da manutenção da atividade 

enzimática do biocatalisador (CASTRO; SATO, 2013; CHANG et al., 2013). 

 

Solvente  

Reações conduzidas em meio isento de solvente, são processos ambientalmente 

favoráveis, uma vez que não apresentam toxicidade, inflamabilidade, ou custos de recuperação 

e reciclagem do composto orgânico (SANTOS et al., 2007). Além disso, são mais vantajosos, 

pois há menor quantidade de componentes envolvidos, tornando o processo mais econômico 

(STERGIOU et al., 2013; GUVENÇ; KAPUCU; MEHMETOGLU, 2002). 

A principal preocupação da utilização de solventes está relacionada com a sua 

toxicidade e o setor de aplicação, como por exemplo, em indústrias cosméticas, que exigem 

produtos com alta pureza e livres de quaisquer contaminações (CHOI; HAN; KIM, 2015; 

MONTIEL et al., 2015; ANSORGE-SCHUMACHER; THUM, 2013). Uma alternativa viável 

é conduzir o bioprocesso em sistema livre de solvente, mesmo que, seja necessário utilizar 

excesso de um dos reagentes, para que atue tanto como substrato como solvente no meio 

reacional (GUVENÇ; KAPUCU; MEHMETOGLU, 2002).  

Segundo Bezbradica et al. (2017) e Stergiou et al. (2013), uma grande variedade de 

compostos orgânicos e suas misturas já foram testados para processos que visam a síntese de 

ésteres. A escolha do melhor solvente depende da enzima, das propriedades físico-químicas dos 

substratos utilizados e da temperatura do sistema. Destaca-se que, o solvente orgânico 
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selecionado não deve afetar a camada de hidratação da enzima, necessária para manter sua 

conformação nativa. 

Os solventes orgânicos comumente empregados em reações de esterificação 

catalisadas por lipases incluem benzeno, tolueno, n-hexano, ciclohexano, heptano, octano, 

isooctano, éter de petróleo, acetona, clorofórmio, etil acetato, entre outros (KUMAR, 2016). As 

reações enzimáticas que fazem uso de tais solventes são afetadas pela polaridade do solvente, 

de modo que, a maior atividade do biocatalisador é atingida em solventes relativamente 

hidrofóbicos, e nenhuma ou baixa atividade é observada em solventes mais hidrofílicos 

(WANG et al., 2016). 

Embora alguns solventes utilizados, sejam anidros, eles também podem conter traços 

de água. Dependendo da quantidade de água presente, além de afetar a enzima, pode também 

favorecer a reação de hidrólise. Apesar de uma quantidade mínima de água ser necessária para 

manter a estrutura das lipases (água essencial para sua hidratação), a reação de esterificação 

possui um equilíbrio, e o excesso de água no meio, pode hidrolisar o éster (VILAS BÔAS et 

al., 2017; FREITAS, et al., 2011; GANDHI et al., 2000).  

Quando os solventes e os substratos são muito polares, pode ocorrer a redução da 

camada de hidratação da enzima, desnaturando-a e diminuindo o seu poder de catálise.  

O coeficiente de partição (log P) é uma medida de polaridade muito utilizada para 

selecionar solventes para as mais diversas reações. Os mais adequados para síntese de ésteres 

empregando lipases, geralmente possuem log P superior a 4 (STERGIOU et al., 2013). 

 

Razão molar 

 

A escolha da razão molar entre os reagentes empregada na síntese enzimática de ésteres 

está diretamente relacionada à conversão final da reação. Ressalta-se que, numa reação de 

esterificação, o aumento da quantidade de álcool pode reduzir a conversão, devido ao seu 

caráter polar, em função da presença do grupo OH. Isso porque, o álcool apresenta interação 

hidrofílica com a camada de água presente na superfície da enzima, causando alterações em sua 

estrutura proteica, podendo ocasionar redução de sua atividade ou até mesmo inibição. Por 

outro lado, ao elevar a quantidade do ácido, promoverá um aumento na viscosidade da mistura 

reacional, afetando a transferência de massa (KIM et al., 2019; KHAN; RHATOD, 2015). 

Temperatura 
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Na condução de bioprocessos, geralmente é selecionada uma temperatura ótima baseada 

no tipo de substrato e no biocatalisador que será empregado na reação. Com relação ao 

substrato, o uso de ácidos graxos e de alcoóis de cadeia longa, necessitará de temperaturas do 

meio reacional mais elevadas, quando comparado ao emprego de ácidos graxos e alcoóis de 

cadeia curta, devido à sua maior viscosidade (AGUIEIRAS et al., 2019; LI et al., 2011).  

Em relação às enzimas, a maioria tem sua atividade reduzida em temperaturas muito 

elevadas, devido a ocorrência de alterações na sua estrutura tridimensional, podendo levar a 

desnaturação. Portanto, é necessário trabalhar em condições ótimas de temperatura, na qual a 

atividade enzimática se mantenha por um maior período de tempo (LEHNINGER; NELSON; 

COX, 2011; WHITAKER, 1993).  

Particularmente, a síntese enzimática de ésteres catalisada pela lipase B de Candida 

antarctica, deve ser conduzida a temperaturas na faixa de 40 a 60 ºC (KHAN; RHATOD, 2015). 

 

3.2 Lipases 

 

As lipases (triacilglicerol ester hidrolases E.C. 3.1.1.3) são enzimas que atuam na 

hidrólise de óleos e gorduras liberando ácidos graxos, diacilglicerois, monoacilglicerois e 

glicerol, além de catalisarem reações de esterificação, transesterificação e interesterificação, 

dependendo do tipo do substrato e das condições do meio ao qual estão atuando (Figura 2). A 

quantidade de água no meio reacional é um dos fatores determinantes para o sucesso de cada 

uma dessas reações. As lipases podem ser obtidas a partir de diferentes fontes como células 

vegetais, microbianas ou animais (SALIHU; ALAM, 2015; BUCHHOLZ; KASCHE; 

BORNSCHEUER, 2012). 

Quanto à aplicação industrial, além da sua propriedade catalítica, as lipases apresentam 

as seguintes vantagens: elevada especificidade, estabilidade em solventes orgânicos, atuam em 

condições amenas de temperatura, pressão e pH, não necessitam de cofatores (TREVISAN, 

2014; ANDUALEMA; GESSESSE, 2012). A especificidade das lipases pode ser dividas em 3 

grupos (KAPOOR; GUPTA, 2012; CASTRO et al., 2004):  

 

• Regiosseletivas: podem distinguir grupos funcionais os quais estão quimicamente 

situados em diferentes regiões no mesmo substrato, sendo elas: lipases não-específicas, 

que hidrolisam ésteres de ácidos graxos primários ou secundários, liberando ácidos 

graxos de todas as posições e lipases 1,3-específicas, que hidrolisam apenas ésteres de 

ácidos graxos primários, isto é, na posição 1 ou 3.  
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• Quimiosseletivas: atuam especificamente ou preferencialmente em um tipo de 

substrato. Por exemplo, na hidrólise de ésteres de determinados ácidos graxos, em 

função de seu tamanho de cadeia ou insaturação. 

 
• Enantiosseletivas: capacidade que algumas lipases possuem de discriminar os 

enantiomêros de uma mistura racêmica. 

 

Figura 2 - Reações catalisadas por lipases. 

 

 

 

Fonte: Modificado (Parques; Macedo, 2006). 

 

A Candida antarctica é uma das lipases mais utilizadas em biocatálise, por apresentar 

elevada enantiosseletividade, elevada estabilidade térmica e é muito resistente a solventes 

orgânicos (TANASKOVIĆ et al., 2017). Existem dois tipos principais: tipo A (CALA) e tipo B 

(CALB), sendo a CALB a mais empregada em reações de síntese (ARANA-PEÑA; LOKHA; 

FERNÁNDEZ-LAFUENTE, 2019; ITABAIANA JR. et al., 2013; GOTOR-FERNÁNDEZ; 

BRIEVA; GOTO, 2006), visto que é altamente ativa para a esterificação de ácidos graxos e 

alcoóis (LIMA et al., 2019; UPPENBERG et al., 1994).  

Em geral, as lipases possuem conformação tipo “aberta-fechada” (ativo-inativo) a qual 

está relacionada com o pH, temperatura, tipo de solvente e substrato. Essa característica está 

diretamente relacionada ao seu mecanismo de atuação, denominado de Fenômeno da Ativação 

Interfacial. 

No mecanismo de atuação das lipases, o seu sítio ativo estará totalmente isolado do meio 

reacional quando a "lid" (espécie de tampa formada por uma cadeia peptídica) estiver na sua 

conformação fechada, apresentando uma baixa atividade lipolítica (RODRIGUES et al., 2019; 

GROCHULSKI et al., 1993). Por outro lado, a conformação fechada pode se converter na forma 
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aberta pela interação da lipase com a interface lipídio/água, promovendo o acesso do substrato 

ao sítio ativo da enzima, possibilitando a catálise enzimática (KHOOBI et al., 2014; MILED et 

al., 2001; GROCHULSKI et al., 1993). 

Embora a atividade catalítica seja nitidamente aumentada na presença dessa interface 

(lipídio/água) para muitas lipases, esse fenômeno não é evidenciado para todas as lipases 

(CARVALHO, 2015; WONG; SCHOTZ, 2002).  

 

3.3 Imobilização de enzimas 

 

A imobilização é uma ferramenta interessante que proporciona algumas vantagens em 

relação às enzimas livres, como maior estabilidade térmica e resistência às variações de pH, 

facilidade de separação do meio reacional, além de possibilitarem a operação contínua do 

processo, permitindo um maior controle das variáveis do processo, visto que o biocatalisador é 

retido no interior do biorreator (ZHANG et al., 2012).  

Para a escolha adequada do método de imobilização devem ser consideradas as condições 

do processo no qual o biocatalisador será aplicado, como por exemplo, o tipo de reação (hidrólise 

ou síntese), o meio reacional (aquoso ou orgânico), as condições reacionais, o tipo de substrato e 

do suporte e o custo da imobilização (KULKARNI, 2016). Apesar da grande diversidade de 

métodos desenvolvidos para imobilização de enzimas, para cada aplicação é necessário escolher 

o procedimento mais simples e de menor custo, que resulte em uma enzima imobilizada com boa 

retenção de atividade e elevada estabilidade operacional (RODRIGUES, et. al., 2019; CORTEZ 

et al., 2018; FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017).  

Dependendo do método de imobilização empregado (Figura 3), a enzima pode ser 

imobilizada em um determinado suporte por encapsulamento ou ligação. Quando ocorrer por 

ligação, estas podem ser do tipo adsorção, cruzada e covalente (WEN-QIONG et al., 2017; 

VESCOVI et al., 2017; SHULER; KARGI, 2017; NAWONG et al., 2016). A interação entre a 

enzima e o suporte promove uma imobilização com distintas propriedades químicas, bioquímicas, 

mecânicas e cinéticas (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). 

A imobilização por adsorção em suportes hidrofóbicos é uma técnica considerada 

simples, pois envolve interações de superfície, na qual grupos superficiais do suporte interagem 

com grupos presentes na superfície da enzima, por meio de atrações eletrostáticas e forças de 

Van Der Waals. Devido ao seu baixo custo, fácil operação, condições brandas do processo 

(baixa força iônica e temperatura ambiente) e possibilidade de regeneração do suporte mediante 

a dessorção, apresenta-se como o método mais usual de imobilização (BENTO, 2015; ZHAO 
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et al., 2015; KAPOOR; GUPTA, 2012). Esse método de imobilização não requer uma forte 

interação enzima/suporte, devido à insolubilidade da enzima neste meio, caracterizando-se um 

método adequado para estabilizar lipases em matrizes de imobilização (BASSI et al., 2016; 

LAGE et al., 2016; ADLERCREUTZ, 2013).  

 

Figura 3 - Representação dos principais processos de imobilização de enzimas em suportes sólidos. 

 
Fonte: Modificado (Marques; Yamanaka, 2008). 

 

Em linhas gerais a adsorção de lipases em suportes ocorre na superfície, dessa forma, 

parâmetros como tamanho da enzima, área superficial do suporte e principalmente o tamanho 

dos poros do material, influenciam fortemente a eficiência do método de imobilização. A 

porosidade é importante devido ao fato de que, além da enzima ligar-se à superfície do suporte, 

ela também se adsorverá no interior dos poros (JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 

2014; ADLERCREUTZ, 2013; VILLENEUVE et al., 2000). 

A técnica de imobilização por ligação covalente utiliza agentes de acoplamento que 

formam uma ligação química covalente entre a enzima e um suporte sólido. Existem diferentes 

agentes de acoplamento que podem ser usados, como glutaraldeído, ésteres de ácido 

carbodiimida, aldeídos reativos, epóxidos e anidridos de ácidos (POPPE et al., 2015). Dentre 

as vantagens estão: a estabilidade aumentada da enzima (temperatura, pH e presença de 

inibidores), facilidade de recuperação e reutilização da enzima, reduzindo custos por ciclo de 

produção e possibilidade de usar condições reações mais extremas. No entanto, há desvantagens 

como perda parcial de atividade enzimática durante o processo de imobilização e limitação da 

difusão de substratos e produtos (MOHAMAD et al., 2015; BARBOSA et al., 2012; MENDES 

et al., 2011). 

Outra abordagem é a ligação cruzada, também conhecida como cross-linking, que 

ocorre sem a necessidade de um suporte sólido. Nesse método, as proteínas são conectadas 
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LIGAÇÃO 
CRUZADA

APRISIONAMENTO E 
ENCAPSULAÇÃO

ADSORÇAO 
FÍSICA 



32 
 

entre si por meio da reação de reticulação entre um agente reticulante e diferentes preparações 

enzimáticas, tais como a enzima solubilizada. No entanto, é importante destacar algumas 

características desse método, pois, embora os aglomerados de enzimas formados por ligação 

cruzada sejam altamente estáveis em altas temperaturas e solventes orgânicos, os mesmos 

tendem a apresentar baixa estabilidade mecânica (CAO; SHELDON, 2003). Além disso, essa 

técnica geralmente resulta em baixa atividade recuperada das enzimas, podendo causar 

alterações significativas no sítio ativo das mesmas. Outro aspecto a ser considerado é que as 

interações entre as proteínas ocorrem de forma aleatória, o que resulta em baixa 

reprodutibilidade dos aglomerados obtidos (SHELDON, 2007).  

A imobilização por aprisionamento/encapsulação é um método irreversível, em que 

através da incorporação da enzima na mistura reativa que será polimerizada, forma-se uma 

matriz polimérica que confina a enzima (KATO et al., 2002). Esta técnica preserva a enzima 

do contato direto com o meio reacional, minimizando a inativação por solventes orgânicos e 

evita a perda de atividade devido à inativação ou distorção do sítio ativo (CAO et al., 2016; 

DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). No entanto, existem desafios 

relacionados ao controle do tamanho dos poros, a dessorção da enzima e as limitações na 

transferência de massa e difusão dos substratos. Além disso, muitos precursores utilizados na 

polimerização podem inativar as enzimas (SHELDON, 2007). 

 

3.4 Suportes de imobilização 

 

Diferentes materiais podem ser empregados como suporte para a imobilização 

enzimática, incluindo materiais inorgânicos, como sílica, zeólitas, alumina e hidroxiapatita, 

pois são geralmente estáveis termicamente e mecanicamente, não são tóxicos e são resistentes 

à presença de solventes orgânicos e a ataques microbianos. Matrizes poliméricas orgânicas 

naturais, como quitina, agarose, quitosana, gelatina, dextrana e celulose, e sintéticas, como 

poliacrilamida, poli(álcool vinílico), poliestireno, dentre outros, também podem ser utilizadas 

(MORAN et al., 2018; ZAAK et al., 2017; CAO et al., 2016).  

No desenvolvimento de bioprodutos para aplicação industrial, a maioria das enzimas 

imobilizadas e comercializadas é obtida a partir de matrizes orgânicas, provavelmente devido 

à grande variedade de grupos funcionais reativos que podem ser “introduzidos” em suportes 

orgânicos. Entretanto os suportes inorgânicos, devido às suas propriedades físicas, apresentam 

uma série de vantagens em relação aos suportes orgânicos como, por exemplo, elevada força 
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mecânica, estabilidade térmica, resistência a solventes orgânicos e ataque de micro-organismos 

e fácil regeneração por processo de pirólise. Portanto, os materiais utilizados como suportes 

para imobilização de enzimas devem ser selecionados baseados em uma série de critérios em 

relação às suas propriedades, aplicações e principalmente custo (DUTRA, 2019; MEI et al., 

2018; ROSENTHAL., 2018; ALTINKAYNAK; TAVLASOGLU; OCSOY, 2016). 

Para sobrepor as vantagens dos suportes inorgânicos, o desenvolvimento de suportes 

orgânicos deve avaliar uma série de parâmetros, como área específica; porosidade; tamanho de 

partícula; a possibilidade de haver interações não específicas entre o substrato e o suporte; 

estabilidade química e mecânica; custo de produção; insolubilidade no meio reacional; 

resistência a contaminações microbianas; estabilidade térmica; diâmetro médio de poros 

adequado para permitir o acesso de enzimas e de substratos à área interna do suporte (no caso 

do emprego de suportes porosos); e natureza hidrofóbica/hidrofílica do suporte, o que está 

relacionado com o tipo da enzima (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2012; 

CASTRO et al., 2008). 

No caso específico das lipases, sabe-se que suportes hidrofóbicos são mais adequados, 

visto que, a "lid" da lipase (tampa hidrofóbica móvel) irá interagir com as porções hidrofóbicas 

do mesmo, apresentando-se em sua configuração aberta, expondo o sítio ativo da enzima para 

mediar a catálise (VILAS BÔAS et al., 2018; QI et al., 2018). 

Materiais híbridos orgânico-inorgânicos vêm sendo cada vez mais desenvolvidos e 

estudados, uma vez que combinam as diferentes características desses materiais, contribuindo 

para a obtenção de um suporte com propriedades diferenciadas. Esses materiais podem ser 

facilmente preparados e modificados, apresentam grande possibilidade de combinações a partir 

dos componentes disponíveis, conferindo características específicas ao material produzido, 

como, propriedades mecânicas, controle da porosidade e ajuste no balanço 

hidrofílico/hidrofóbico, dependendo da aplicação desejada (XIANG et al., 2018; MASTRIA et 

al., 2015; PEREIRA, 2014).  Materiais híbridos podem ser empregados na extração de cátions 

metálicos em soluções aquosas ou não aquosas, catálise, trocadores iônicos, cromatografia, uso 

industrial, entre outros (JUNIO; OLIVEIRA; PONZIO, 2015; OH et al., 2011).  

3.4.1 Polímeros 

Macromoléculas constituídas por repetidas unidades químicas ao longo de uma cadeia 

química, ligadas covalentemente, são denominadas polímeros. O termo polímero tem origem 

na língua grega, sendo que “polýs” significa muito, e “mero” significa parte, fazendo referência 

às várias unidades de repetição. Quando o polímero apresenta a cadeia principal formada por 
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dois meros diferentes, ele é chamado copolímero (FAKIROV, 2017; KOLTZENBURG; 

MASKOS; NUYKEN, 2017; MANO; MENDES, 2004). 

Podem ser de origem natural ou sintética: os naturais são encontrados na natureza como, 

proteínas, polissacarídeos, ácidos nucleicos, amido, látex e algodão. Os sintéticos são derivados 

de combustíveis fósseis, como o petróleo, tendo como exemplos, o poliestireno, polietileno, 

polipropileno, entre outros (RUDIN; CHOI, 2015). No âmbito dos polímeros sintéticos, existem 

diversas técnicas para síntese de acordo com os materiais de partida, sendo elas (CARRAHER 

JUNIOR, 2010; FRIED, 2003): 

 

• Polimerização em Massa: Reação mais simples, contendo apenas monômero e iniciador 

(radicais livres). Apresenta como vantagem principal a qualidade do produto final, livre 

de qualquer impureza, porém possui difícil controle de temperatura durante a reação; 

• Polimerização em Solução: Técnica que visa suprir a deficiência da técnica anterior, 

adicionando um líquido (solvente) ao meio para melhorar a transferência de calor e 

distribuição da temperatura; 

• Polimerização em Emulsão: Nesta técnica um agente emulsificante é adicionado para 

manter o monômero disperso em água, formando micelas com extremidades 

hidrofóbicas viradas para dentro e hidrofílicas para fora. A polimerização ocorre dentro 

das micelas gerando um produto na forma de pó fino. 

• Polimerização em Suspensão: Neste tipo de polimerização a água é utilizada como meio 

de dispersão de calor, substituindo o uso de solventes. A adição de um agente de 

suspensão é necessária para estabilizar a dispersão do monômero em pequenas gotas 

evitando a sua coalescência. O produto final da polimerização apresenta-se na forma de 

pérolas. 

As principais vantagens da polimerização em suspensão são a alta dispersão de calor e 

a facilidade de recuperação do solvente em relação à polimerização em solução. Além disso, o 

produto sintetizado pode possuir características adequadas para algumas aplicações específicas, 

não necessitando de processamentos posteriores, como por exemplo, resinas de trocas iônicas 

e suportes para imobilização de enzimas (FRIED, 2014; MACHADO; LIMA; PINTO, 2007).  

Assim, esta técnica foi selecionada para sintetizar os copolímeros utilizados no presente 

trabalho, com base nos resultados previamente obtidos pelo grupo de Biocatálise da EEL-USP. 

A partir da polimerização em suspensão são obtidas pérolas de polímeros com certa 
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esfericidade, sendo adequado para a imobilização de lipases, possibilitando o melhor controle 

de algumas variáveis desejadas para esta aplicação, como área superficial específica, tamanho 

de partícula, diâmetro e volume de poros, além de ser uma técnica de fácil operação (ROSA et 

al., 2020; SILVA et al., 2018a; BENTO et al., 2017). 

 

3.4.1.1 Suportes poliméricos 

 

Inúmeros avanços vêm sendo realizados para o desenvolvimento de novos polímeros 

sintéticos, uma vez que são em geral de fácil preparação e apresentam usualmente baixo custo 

de obtenção. Além disso, algumas de suas características podem ser manipuladas, de forma a 

viabilizar a melhor interação entre a enzima e o suporte, como composição, porosidade, 

tamanho de partícula e funcionalidade na superfície desses materiais, possibilitando o 

estabelecimento e o controle dessas interações específicas (CANEVAROLO JR., 2010; 

BESTETI, 2009; KAHRAMAN et al., 2007). 

Na literatura são encontrados inúmeros trabalhos que descrevem o processo de 

imobilização em materiais orgânicos, inorgânicos e em materiais inorgânicos recobertos com 

componentes poliméricos, buscando obter biocatalisadores mais ativos e estáveis (LIU et al., 

2013; TAI et al., 2012; SAY et al., 2011). Uma variedade desses estudos emprega suportes 

poliméricos no processo de imobilização de enzimas, conforme mostra o Quadro 3. 
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Quadro 3 - Utilização de matrizes poliméricas como suporte para imobilização de lipases. 

Lipase Matriz Objetivo Referência 

Thermomyces 

lanuginosus 
Polietilenoimina (PEI) 

Obter a 
estabilidade e as 

propriedades 
catalíticas do 
biocatalisador 

MAO et al., 
2022 

Candida rugosa Poli(metacrilato de metila) 

Obter 
biolubrificantes à 

partir de 
subprodutos do 

processamento do 
óleo de soja 

FERNANDES 
et al., 2021 

Pancreática suína 

Terra diatomácea magnética 
(mDE) revestida com 

APTES 
(aminopropiltrietoxisilano) 

Desenvolver um 
compósito 

biocompatível 
para imobilização 

de lipase 

VAKILI et al., 
2020 

Rhizomucor miehei 
Matriz híbrida à base de 

quitosana 

Avaliar as 
propriedades de 
matrizes híbridas 

à base de 
quitosana  

CARNEIRO et 

al., 2020 

Candida antarctica 

Resina de ácido gálico 
enxertada com 

nanopartículas magnéticas 
(MNPs) 

Avaliar a 
imobilização da 

enzima no suporte 
desenvolvido 

SREEHARSHA 
et al., 2019 

Burkholderia 

cepacia 

Poli(estireno-co-
divinilbenzeno) 

Sintetizar 
biodiesel a partir 
de óleo de soja e 

etanol 

CASTIGLIONI 
et al., 2016 

Candida rugosa 
Hidrogel de celulose / 

lignina 

Avaliar o 
desempenho do 

biocatalisador na 
hidrólise do 

butirato de p-
nitrofenilo 

PARK et al., 
2015 

Fonte: Próprio autor. 

Dentre as matrizes poliméricas sintéticas comerciais disponíveis, uma opção que 

apresenta grande potencial de utilização é o poli(estireno-co-divinilbenzeno), objeto de diversos 

estudos para imobilização de diferentes lipases e aplicações variadas (BENTO et al., 2017; 

FAN et al., 2014; IZQUIERDO et al., 2014; DIZGE; KESKINLER, 2008; VILLENEUVE et 

al., 2000; HATTORI; SUDOL; EL-AASSER, 1993). 

O presente trabalho estudou a aplicabilidade de suportes à base de estireno modificados 

com diferentes agentes reticulantes, para imobilização da lipase CALB e mediação de síntese 
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de ésteres emolientes, sendo eles: divinilbenzeno (DVB), etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) 

e trietilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA). A intenção em se utilizar diferentes reticulantes é 

que polímeros reticulados de formas distintas apresentam características específicas devido às 

alterações nas propriedades do material, como a polaridade, a porosidade e o grau de 

intumescimento (ROSA, 2019). As Figuras 4, 5 e 6 ilustram os esquemas representativos da 

formação dos copolímeros. 

 

Figura 4 - Esquema representativo da formação do copolímero de STY-DVB. 

 

Fonte: BENTO, 2015. 

Figura 5 - Esquema representativo da formação do copolímero de STY-EGDMA. 

 

Fonte: ROSA, 2019. 

 

 

Figura 6 - Esquema representativo da formação do copolímero de STY-TEGDMA. 
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Fonte: ROSA, 2019. 

 

3.4.1.2 Polímeros magnetizados 

A técnica de obtenção de copolímeros, por meio da co-precipitação de íons de ferro no 

processo de polimerização, tem sido um tema explorado pelo grupo de pesquisa de Biocatálise 

da EEL-USP. Essa abordagem tem demonstrado um desempenho promissor ao ser aplicada em 

matrizes magnetizadas para imobilização de lipases. Utilizando copolímeros magnetizados a 

base de estireno, sendo eles o poli(estireno-co-divinilbenzeno), poli(estireno-co-dimetacrilato 

de etilenoglicol) e poli(estireno-co-dimetacrilato de trietilenoglicol). O grupo tem contribuído 

significativamente para avanços biotecnológicos, que incluem: caracterização física dos 

suportes de imobilização, aplicação dos derivados imobilizados na síntese de ésteres, aplicação 

de campo magnético em biorreatores e obtenção de modelos preditivos. O Quadro 4 

disponibiliza um compilado dos trabalhos publicados. 
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Quadro 4 - Utilização de matrizes poliméricas magnetizadas como suporte para imobilização de lipases. 

Lipase Matriz Tema Referência 

Lipase B de Candida 

antarctica 
STY-EGDMA-M 

Cinética e 
termodinâmica da 

síntese do oleato de 
octila 

RANGEL et al., 2022 

Lipase B de Candida 

antarctica 
STY-DVB-M 

Cinética e 
termodinâmica da 

síntese do oleato de 
2-etilhexila 

DA SILVA et al., 2021 

Lipase B de Candida 

antarctica 
STY-DVB-M 

Síntese do oleato de 
2-etilhexila em 
reator contínuo 

DA SILVA et al., 2020 

Lipase B de Candida 

antarctica 

STY-DVB-M 
STY-TEGDMA-

M 
STY-EGDMA-M 

Síntese e 
caracterização de 

copolímeros 
magnéticos à base 

de estireno 

ROSA et al., 2020 

Lipase de Penicillium 

camemberti 
STY-DVB-M 

Síntese do 
palmitato de 
isopropila 

SILVA et al., 2020 

Lipase de Candida 

rugosa e Penicillium 

camemberti 

STY-DVB-M 
Estudo cinético da 

síntese do palmitato 
de isopropila 

SILVA et al., 2020 

Lipase B de Candida 

antarctica 
STY-DVB-M 

Síntese do oleato de 
2-etilhexila em 
reator de leito 

fluidizado 

SILVA et al., 2020 

Lipase de 
Burkholderia cepacia 

e Pseudomonas 

fluorescens 

STY-DVB-M 
Síntese do miristato 

de isopropila 
SILVA et al., 2018a 

Lipase de 
Burkholderia cepacia 

e Pseudomonas 

fluorescens 

STY-DVB-M 

Otimização dos 
parâmetros de 

síntese do 
poli(estireno-co-
divinilbenzeno) 
como matriz de 

imobilização 

SILVA et al., 2018b 

Lipase de Candida 

rugosa 
STY-DVB-M 

Caracterização do 
copolímero 

poli(estireno-co-
divinilbenzeno) 
como matriz de 
imobilização de 

enzimas 

BENTO et al., 2017 

Fonte: Próprio autor. 

No contexto da utilização de polímeros como matrizes de imobilização de enzimas, 

destaque vem sendo dado aos materiais híbridos constituídos por partículas magnéticas, 

compostas por óxidos de ferro (SILVA et al., 2018b; SILVA, 2017; BENTO et al., 2017; 
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BENTO, 2015). Esses compósitos são constituídos por cargas magnéticas (geralmente obtidas 

a partir da magnetita) incorporadas a uma matriz polimérica, e são atraentes do ponto de vista 

do desenvolvimento de novos materiais, principalmente devido à sua facilidade de recuperação 

do meio reacional (NEVES, et al., 2011). 

Partículas magnéticas são biocompatíveis, apresentam baixa toxicidade, elevada área 

específica e porosidade, o que facilita os mecanismos de transferência de massa, reduzindo 

possíveis efeitos de limitação difusional. Além disso, são de fácil recuperação do meio reacional 

(SILVA, 2017; MEHRASBI et al., 2017; CIPOLATTI et al., 2016). Em especial, a magnetita 

(Fe3O4) é um excelente material magnético entre os óxidos de ferro, contendo íons de Fe em 

dois estados de oxidação (Fe2+ e Fe3+). Os íons Fe2+ são responsáveis pela magnetização de 

saturação e pelo comportamento magnético do material e os íons de Fe3+ impedem a existência 

de um momento magnético resultante destes íons (anulação das cargas) (OLIVEIRA; FABRIS; 

PEREIRA, 2013).  

Polímeros magnetizados apresentam vantagens para a imobilização de enzimas, 

podendo ser citadas: a) Elevada área superficial específica, possibilitando maior disponibilidade 

para imobilizar enzimas; b) Baixa resistência à transferência de massa, fazendo com que as 

enzimas imobilizadas sejam mais estáveis e reativas; c) Facilidade de separação das partículas 

magnetizadas, devido a possibilidade da utilização de um ímã externo, permitindo a preservação 

da enzima imobilizada em comparação aos métodos tradicionais de centrifugação e filtração; 

d) Possibilidade de uso/reuso em reatores enzimáticos, devido a facilidade de manuseio 

(VERMA; BARROW; PURI, 2013; NETTO; TOMA; ANDRADE, 2013; DUSSÁN; 

CARDONA; GIRALDO, 2012).  

 

3.5 Modelagem matemática 

 
Para viabilizar a aplicabilidade de rotas enzimáticas na produção industrial, é preciso 

ampliar o entendimento sobre a maneira na qual as enzimas atuam na forma livre ou imobilizada 

sobre os seus substratos (JEOH et al., 2017; PAYNE et al., 2015; PERI et al., 2007). Nesse 

sentido, a modelagem é uma ferramenta que pode contribuir decisivamente para esse 

entendimento, possibilitando a construção de modelos, mediante algumas hipóteses 

simplificadoras. Dessa forma, o modelo adquire uma estrutura definida a partir de dados 

teóricos e/ou experimentais, sendo possível determinar alguns parâmetros reacionais.  

Em um modelo, a atribuição de uma relação entre variáveis obtidas pelos balanços do 

sistema e dos ajustes de seus parâmetros associados, gera novo conhecimento e possibilita 
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melhor compreensão do fenômeno que se pretende elucidar. Schwaab; Pinto (2007) destacam 

a necessidade da existência dos seguintes elementos característicos no processo de inferência 

paramétrica:  

 

• Necessidade de um modelo de referência, que serve como uma tentativa de descrição 

(teórica ou empírica) do processo, dentro do qual será feita a inserção dos dados 

experimentais obtidos; 

 

• Métrica, correspondendo a uma função objetivo que mede a distância dos dados 

previstos do modelo, com os experimentais;  

 

• Consideração do erro experimental, que influencia o processo de estimação de 

parâmetros. 

 
Dentre as características descritas por modelos matemáticos, as mais importantes são a 

cinética, termodinâmica, características enzimáticas, conformação e composição do substrato, 

inibições enzimáticas, limitações de transferência de massa, desativação de enzimas, dentre 

outras (PERI et al., 2007). Essas variáveis podem ser estudadas e acompanhadas em laboratório, 

uma vez que, os testes em escala industrial são limitados a padrões de segurança e utilização de 

grande quantidade de insumos; sendo esse um dos objetivos da modelagem.  

A partir da revisão bibliográfica notou-se que, modelos matemáticos capazes de 

reproduzir o comportamento cinético e termodinâmico de reações enzimáticas aplicadas à 

produção de ésteres emolientes, são limitados. Além disso, ressalta-se que dados referentes à 

copolímeros magnéticos que empregam agentes reticulantes diferentes do divinilbenzeno são 

escassos na literatura, o que torna o presente trabalho relevante, dando continuidade aos estudos 

nesta linha de pesquisa (ROSA et al., 2020; BENTO et al., 2017; SILVA, 2017).  

 

3.5.1 Modelagem cinética de reações enzimáticas 

 

A modelagem cinética de reações enzimáticas é uma ferramenta essencial para 

compreender e prever o comportamento das enzimas no processo de catálise. É baseada na 

aplicação de equações matemáticas que descrevem as taxas de reação e a interação entre os 

substratos e as enzimas, permitindo quantificar como a velocidade de uma reação enzimática 

varia em função das concentrações dos substratos, das constantes de velocidade e de outros 
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fatores que afetam a atividade enzimática como os inibidores (WANG et al., 2020; ABIS et al., 

2019).  

A literatura aponta que Michaelis e Menten (1913) desenvolveram um modelo de 

equação para reações enzimáticas, considerando apenas um substrato, que descreve a taxa de 

formação do complexo enzima-substrato e sua posterior conversão em produtos 

(MARANGONI, 2003). Os parâmetros das equações, como a constante de Michaelis-Menten 

(Km) e a velocidade máxima (Vmax), são determinados experimentalmente e podem ser 

utilizados para ajustar os modelos cinéticos aos dados observados (STROBERG; SCHNELL, 

2016). 

Entretanto, como já exposto, o mecanismo das reações enzimáticas é 

consideravelmente mais complexo. Uma vez que, para além dos fatores físico-químicos como 

carga enzimática, pH e temperatura reacional, é apropriado considerar mais de um substrato e 

a inibição do álcool. Assim, o modelo denominado Ping-PongBi-Bi (Figura7) compreende em 

sua estrutura etapas fundamentais que consideram reagentes, produtos e espécies enzimáticas 

(SILVA et al., 2020). As etapas consistem em (PRICE, 2014): 

 

I) O substrato A se liga ao sítio ativo da enzima, formando um complexo enzima-

substrato (EA). Essa ligação ocorre com alta afinidade e especificidade. 

 

II) Após a formação do complexo EA, ocorre uma reação química que transforma o 

substrato A em um produto P. Essa conversão pode envolver diferentes tipos de 

reações, como hidrólise, oxidação ou transferência de grupos funcionais. A enzima 

atua como catalisador nesse processo, acelerando a reação. 

 

III) Após a conversão do substrato A em P, o produto P é liberado da enzima, deixando 

o sítio ativo disponível para a ligação de outro substrato. Nessa etapa, o substrato B 

se liga à enzima, formando um novo complexo enzima-substrato (E'P). 

 

IV)  Assim como na etapa I, essa ligação ocorre com alta afinidade e especificidade. 

 

V) Após a formação do complexo E'B, ocorre uma reação química que converte o 

substrato B em um produto Q. Essa conversão é catalisada pela enzima e, após a 

reação, o produto Q é liberado da enzima. Esse produto final pode ser utilizado como 
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substrato por outras enzimas em reações subsequentes ou pode ser liberado como 

produto final da via metabólica. 

 

Figura 7 - Mecanismo cinético de Ping-Pong Bi-Bi. 

 

Em que: Na sequência de reação ordenada, a enzima (E) combina-se com o doador acila (A) para formar 
o complexo enzimático acila (EA). Após a formação do complexo EA, o primeiro produto, a água (P), 
é liberado. Em seguida, o segundo substrato álcool (B) é ligado para formar o complexo álcool 
enzimático acila (E’B). Posteriormente, o complexo E’B é dissociado em enzima livre (E) e produto 
(Q).  

Fonte: PRICE, 2014. 

 

Cavallaro, Tonetto e Ferreira (2019) estudaram a síntese enzimática do oleato de 

pentila, mediada por CALB imobilizada em um suporte estruturado de polietileno-alumínio, e 

obtiveram um modelo ajustado aos dados experimentais por meio de equações Ping-Pong Bi-

Bi. Foi possível prever ou obter um modelo consistente com os dados experimentais (R² = 

0,982), prevendo um aumento na produção do oleato de pentila mediante incremento da 

temperatura e uma redução na conversão quando empregadas maiores quantidades de ácido 

oleico (3:1). As condições experimentais variaram de 75-225 mg para a concentração de ácido 

oleico, temperatura de 25-65 ºC e razão molar ácido:álcool entre 3:1 e 1:1. A otimização dos 

parâmetros permitiu determinar as melhores condições experimentais do bioprocesso: 

temperatura de 65 ºC, razão molar 1:1 e concentração inicial de ácido 150 mg. 

Silva et al. (2020) conduziram um estudo envolvendo a síntese enzimática do 

palmitato de isopropila, em que, foi desenvolvido um modelo cinético fundamentado no 

mecanismo Ping-Pong Bi-Bi empregando como biocatalisadores a lipase G e a lipase de 

Candida rugosa imobilizadas em suporte de poli(estireno-co-divinilbenzeno). Foram 

realizados experimentos nos quais variaram a razão molar entre os reagentes (ácido:álcool) e a 

proporção mássica do biocatalisador. Os resultados obtidos pelos autores revelaram predições 

satisfatórias através de ajustes de curva, com valores de R2= 0,89 quando se empregou a lipase 
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de Candida rugosa e R2= 0,92 quando se utilizou a lipase G, como biocatalisadores do 

bioprocesso. Esses resultados demonstraram que os parâmetros cinéticos adotados no modelo 

proposto foram adequados e confiáveis para ambas as lipases estudadas.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Materiais 

4.1.1 Síntese dos suportes 

 Os suportes poliméricos magnetizados foram sintetizados a partir da técnica de 

polimerização em suspensão. O meio de polimerização dos suportes foi constituído de uma fase 

orgânica composta de estireno (Sigma-Aldrich®) e agentes reticulantes, sendo eles: 

divinilbenzeno – DVB (Sigma-Aldrich®), dimetacrilato de etilenoglicol – EGDMA (Sigma-

Aldrich®) e dimetacrilato de trietilenoglicol – TEGDMA (Sigma-Aldrich®) e uma fase aquosa 

composta por solução de álcool polivinílico – PVA 88% hidrolisado – MM 78000 

(Polysciences, Inc.). Na síntese do copolímero magnetizado foi utilizada magnetita obtida por 

co-precipitação a partir de cloreto de ferro (III) (Sigma-Aldrich® > 97%) e cloreto de ferro (II) 

tetra-hidratado (Sigma-Aldrich®, 99%) em meio alcalino. Como solventes: heptano 

(Cromoline) e toluol (Cromoline), além do iniciador de radical azobisisobutironitrila – AIBN 

(MIG Química).  

 

4.1.2 Imobilização da Enzima 
 

Para o processo de imobilização da enzima, foram utilizados: polietilenoglicol - PEG 

MM 1500 (Synth), heptano 95% (Cromoline) e preparação comercial de lipase B de Candida 

antarctica (CalB), adquirida da Sigma-Aldrich®. 

 
4.1.3 Demais reagentes 

 

Outros reagentes utilizados incluíram: ácido oleico P.S. 99% (Cromoline), butanol 

(Synth), álcool 2-etil-hexanol 99,5% (Cromoline), octanol (Synth), etanol anidro (Synth), 

acetona (Cromoline), hidróxido de sódio (Cromoline), hidróxido de potássio (Synth), ácido 

butírico (Vetec), sódio metálico (Merk) e cloreto de tionila 99,5% (Merk). 

 

4.2 Equipamentos 
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Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento do trabalho estão 

apresentados no Quadro 5. 

Quadro 5 - Principais equipamentos utilizados na realização do trabalho. 

Tipo de análise e/ou ensaio Equipamento Modelo/Fabricante 

Síntese da magnetita Agitador Mecânico 
RW20-Digital, 

IKA (IKA Laboratory 
Equipaments) 

Medidas de pH Potenciômetro TEC2, Tecnal (TECNAL) 

Polimerização 
Reator de vidro 

encamisado (500 mL) 
P.H.D (RFVCH0.5) 

Teor de umidade Balança analítica (MOC63u - Shimadzu) 

Classificação granulométrica Agitador de peneiras Sppencer (Série 11-05) 

Reação de esterificação 
Incubadora com agitação 

orbital 
MA410 - Marconi 

Dosagem de ésteres 
Cromatógrafo de fase 

gasosa 
Perkin Elmer (Modelo Clarus 

580) 

Fonte: Próprio autor. 

 

4.3 Metodologia Experimental 

 

Com o intuito de elucidar o trabalho que foi realizado são ilustradas na Figura 8 as 

principais etapas experimentais desenvolvidas, desde o preparo do biocatalisador até a síntese 

dos ésteres. Essas etapas serão descritas nos tópicos adiante, tomando como base as 

metodologias anteriormente estabelecidas nos trabalhos desenvolvidos pelo grupo de 

Biocatálise da EEL-USP. 
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Figura 8 - Etapas experimentais desenvolvidas. 

 

       A síntese dos ésteres foi conduzida sob diferentes temperaturas (35 – 55 ºC). 

       Os estudos cinéticos foram realizados para o bioprocesso que apresentou o melhor desempenho na 
síntese do éster emoliente. 

Fonte: Próprio autor. 
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4.3.1 Purificação do AIBN 

 O iniciador das reações de polimerização (AIBN) foi purificado via recristalização. Em 

um erlenmeyer, 5 g de AIBN foram totalmente solubilizados em 100 mL de metanol sob 

agitação magnética e em seguida a solução foi mantida a 4 ºC por 24 h. Os cristais foram 

filtrados e secos em dessecador utilizando sílica gel como agente desumidificante 

(ARMAREGO; CHAI, 2013, adaptado).  

 

4.3.2 Síntese da Magnetita: Co-Precipitação dos íons Fe+2 e Fe+3 

Após o proparo das soluções, foram misturadas 60 mL de FeCl2 (0,6 mol L-1) com 60 

mL de FeCl3.4H2O (1,2 mol L-1) e adicionadas a um béquer com capacidade adequada, imerso 

em banho de glicerina, sob agitação mecânica. A temperatura do meio reacional foi estabilizada 

a 65 ºC e 100 mL de solução aquosa de NaOH (4 mol L-1) foram adicionadas lentamente ao 

meio, até que a solução atingisse pH 11,0. 

A solução resultante, de coloração negra, foi mantida sob agitação durante 30 min a 

65ºC, seguida de repouso sobre um imã para auxiliar a precipitação das partículas magnéticas. 

Os sólidos precipitados foram separados e lavados sucessivamente com água ultrapura (UP) e 

solução 1:1 de acetato de etila, até atingir pH 7,0. O fluido férrico contendo as partículas 

magnéticas foi filtrado à vácuo e levado à estufa a 60ºC por 18 h (BENTO et al., 2017). 

 

4.3.2.1 Modificação da superfície da magnetita com ácido oleico 

 

A modificação da superfície da magnetita foi realizada empregando ácido oleico, 

conforme metodologia descrita por Bento et al. (2017), com o objetivo de aumentar sua 

hidrofobicidade. A massa de magnetita seca foi misturada sob agitação constante em ácido 

oleico, numa proporção de 3,25 g de magnetita: 40 mL de ácido oleico. Logo após, foram 

adicionados 80 mL de água e a mistura foi mantida sob agitação durante 30 min. A emulsão 

formada passou por filtração a vácuo e foi lavada com etanol para remover o ácido oleico 

residual. As partículas magnéticas modificadas foram levadas à estufa a 60 ºC por 18 h para 

completa secagem, e então adicionadas à polimerização (BENTO et al., 2017). 
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4.3.3 Síntese dos copolímeros magnéticos à base de estireno 

Os copolímeros foram sintetizados a partir da técnica de polimerização em suspensão, 

em reator de vidro encamisado de 500 mL. A polimerização foi realizada empregando uma fase 

orgânica e uma fase aquosa (1:8 m/v), sendo a fase orgânica composta pelos monômeros de 

estireno e agente reticulante (DVB, EGDMA, TEGDMA), já a fase aquosa composta por 1% 

de PVA (m/v) dissolvido em 400 mL de água ultrapura, e o AIBN como iniciador na proporção 

de 1 % sobre a massa dos monômeros (m/m). A magnetita modificada foi adicionada na forma 

seca, 20% em relação à massa total de monômeros (m/m), para a magnetização dos 

copolímeros. Os reagentes adicionados foram mantidos à 70 °C por 6h sob agitação mecânica 

e atmosfera inerte de argônio (mantida durante as primeiras 2h de reação), como ilustrado na 

Figura 9.  

 

Figura 9 - Aparato experimental utilizado para síntese dos suportes 

 

Em que:1 – Banho termostático para aquecimento do reator; 2 – Banho termostático para resfriamento 
do condensador; 3 – Condensador; 4 – Painel para controle da agitação do reator; 5 – Reator de vidro. 

Fonte: Próprio autor. 

Após a polimerização, o meio contendo as partículas poliméricas foi filtrado à vácuo e 

lavado com água UP à temperatura ambiente e aquecida a 50 °C, acetona e etanol (1:1 v/v), 

para remoção da fase aquosa e dos reagentes residuais. Logo após, o material passou por 

secagem em estufa a 60 ºC por 18 h e peneiração para classificação granulométrica. 

As condições experimentais estão detalhadas na Tabela 1, onde foi variada a proporção 

mássica entre monômero e solvente para a síntese de cada copolímero magnetizado. É 
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importante destacar que o monômero é uma composição de estireno e agente reticulante, e o 

solvente composto por heptano e toluol, na qual suas proporções também foram variadas. As 

proporções relativas ao iniciador de radicais AIBN, agente de suspensão PVA e magnetita 

foram mantidas constantes em todas as reações de polimerização. Estes parâmetros foram 

baseados em trabalhos desenvolvidos previamente pelo grupo de pesquisa do Laboratório de 

Biocatálise da EEL-USP (ROSA, 2019).  

 

Tabela 1 - Proporções mássicas utilizadas nas reações de polimerização para obtenção de cada 
copolímero magnetizado. 

Copolímero magnetizado Proporção mássica (%) 

STY-DVB-M 

Monômero 40% Solvente 60% 

Estireno 

55% 

Reticulante 

45% 

Heptano 

40% 

Toluol 

60% 

STY-EGDMA-M 

Monômero 30% Solvente 70% 

Estireno 

70% 

Reticulante 

30% 

Heptano 

60% 

Toluol 

40% 

STY-TEGDMA-M 

Monômero 30% Solvente 70% 

Estireno 

55% 

Reticulante 

45% 

Heptano 

50% 

Toluol 

50% 

  Fonte: Próprio autor. 

 

4.3.4 Imobilização da lipase B de Candida antarctica (CalB) em suporte polimérico 

O método selecionado para a imobilização da lipase, no presente trabalho, foi o de 

adsorção física. Os copolímeros obtidos foram embebidos em heptano (Figura 10a) na 

proporção de 1:10 (m/v) e mantidos sob agitação durante 2h em shaker. Em seguida foram 

adicionados 100 µL de solução aquosa 5 g L-1 de polietilenoglicol (PEG-1500) e 0,25 g de 

lipase, para cada 1 g de suporte.  Os sistemas foram mantidos sob agitação branda à temperatura 

ambiente por 2 h, seguido de contato estático por um período adicional de 18 h a 4 ºC. A 

recuperação dos derivados imobilizados (Figura 10b) foi efetuada via filtração à vácuo, com 
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lavagens sucessivas com heptano até a redução da umidade dos biocatalisadores inferiores a 10 

% (BENTO, 2015, p. 36, adaptado). 

Figura 10 - Imobilização da lipase nos copolímeros magnetizados: (a) Copolímeros embebidos em 
heptano; (b) Derivado imobilizado obtido após etapa de secagem. 

(a)  (b)  

  

Fonte: Próprio autor. 

 
4.3.5 Síntese dos ésteres emolientes oleato de butila, oleato de 2-etilhexila e oleato de octila 

conduzida em frascos agitados 

Inicialmente, avaliou-se a influência da razão molar entre os materiais de de partida 

(ácido e álcool), variando as seguintes proporções: equimolar, excesso de ácido graxo e excesso 

de álcool. Após determinar a proporção estequiométrica como a mais adequada, a mesma foi 

mantida constante durante a síntese dos ésteres. 

Os ésteres emolientes foram sintetizados a partir da reação de esterificação do ácido 

oleico e dos alcoóis butanol, 2-etil-hexanol e octanol, catalisada pela lipase B de Candida 

antarctica (CalB) imobilizada nos diferentes suportes poliméricos, sendo eles: STY-DVB-M, 

STY-EGDMA-M e STY-TEGDMA-M.   

As reações de esterificação foram conduzidas em meio isento de solvente, em frascos 

fechados de vidro com capacidade total de 100 mL, empregando 20 mL de substrato com razão 

molar (ácido/álcool) de 1:1 e 10% (m/v) de biocatalisador em relação ao volume de substrato, 

conforme ilustra a Figura 11 (SILVA, 2017, p. 62, adaptado). 

O sistema experimental foi conduzido em shaker sob agitação de 150 rpm por um 

período de 24 h à diferentes temperaturas (35 – 55 ºC). Alíquotas foram retiradas em tempos 

pré-determinados e analisadas em função do consumo do ácido graxo por titulometria e por 

cromatografia em fase gasosa. 
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Figura 11 - Frasco utilizado para a realização das reações de esterificação*. 

 

*A foto ilustra o procedimento para a coleta de amostra, sendo o biocatalisador precipitado sob ação de 

um ímã. 

Fonte: Próprio autor. 

 

4.4 Métodos de Análise 

 

4.4.1 Classificação granulométrica 

 Para a classificação granulométrica das partículas dos suportes obtidos, foi utilizado um 

agitador de peneiras eletromagnético Sppencer (Série 11-05), empregando o conjunto de 

peneiras de aço inox: 80, 42, 35 e 24 mesh tyler de abertura. O material retido pelas peneiras 

de 80, 42 e 35 mesh tyler foi utilizado como suporte para imobilização. 

 

4.4.2 Teor de umidade 

A determinação do teor de umidade do AIBN e dos biocatalisadores foi realizada em 

balança analítica acoplada com infravermelho durante 3 min a 105 ºC. 

 

4.4.3 Atividade hidrolítica 

A atividade hidrolítica dos derivados imobilizados foi quantificada pelo método da 

hidrólise do butirato de metila (FIDALGO et al., 2016), de acordo com a Equação 1. A reação 

de hidrólise foi realizada em solução-tampão fosfato 0,025 mol.L-1 (pH 7,0), sob agitação de 



53 
 

150 rpm em shaker a 37 ºC. Após 10 min de reação, a mistura foi titulada com solução de KOH 

0,02 mol L-1, utilizando fenolftaleína como indicador. 

Atividade  U g-1 =   V − V ∗ C ∗t ∗ m  
(1) 

Em que: Va = Volume de KOH gasto na titulação da amostra (mL); Vb = Volume de KOH 

gasto na titulação do branco (mL); C = Concentração da solução aquosa de KOH utilizada na 

titulação (mol L-1); t = tempo da reação em minutos; m = massa de biocatalisador (g). 

 

4.4.4 Rendimento de imobilização 
 

O rendimento de imobilização (η%) foi calculado empregando-se a Equação 2 (BENTO, 

2015). 

η % =  0  �  (2) 

Em que: Us = unidades de atividade enzimática total presentes no derivado imobilizado (massa 

seca do derivado imobilizado × atividade); U0 = unidades de atividade oferecidas para 

imobilização. 

 

4.4.5 Acompanhamento das reações de esterificação 

O consumo do ácido graxo na reação de esterificação foi acompanhado por titulação 

com solução aquosa de KOH (0,04 mol L-1) e fenolftaleína como indicador, sendo adicionadas 

10 mL de etanol à cada alíquota de 0,5 g do meio reacional. O acompanhamento da síntese foi 

expresso em termos de consumo do ácido graxo (Equação 3) e sua conversão (Equação 4). 

Ácido carboxílico �/ = ∗ ∗� ×  (3) 

Em que: V é o volume de KOH utilizado (mL), M é a concentração de KOH (mol L-1), MM (g 

mol-1) é a massa molecular do ácido carboxílico utilizado e v é o volume da alíquota coletada 

(mL). 

Conversão % = �� − ��� ×  (4) 
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Em que: Ci = Concentração inicial do ácido no substrato (mmol·L-1) e Ct = Concentração do ácido em 

tempo determinado da reação de esterificação (mmol·L-1). 

 

Destaca-se que foi realizado o “controle” das reações de esterificação através da coleta 

de amostras em intervalos de tempo pré-definidos ao longo de um período de 24 horas, nas 

quais foram conduzidas com o substrato e suporte, verificando-se por meio da titulação que não 

ocorria o consumo do ácido. Assim, constatou-se que o ácido não era absorvido pelos suportes 

utilizados na imobilização da lipase. 

 

4.4.5.1 – Estabelecimento do método cromatográfico para quantificação do oleato de 

octila 

 A formação do éster oleato de octila foi quantificada por cromatografia em fase gasosa, 

em um cromatógrafo gasoso PerkinElmer® - Modelo Clarus 580, equipado com uma coluna 

capilar com recheio composto de 5% difenilo e 95% dimetilpolisiloxano, revestida por fibra de 

vidro e detector de ionização de chama (FID).  

Para esta finalidade, inicialmente foi sintetizado o padrão do oleato de octila, utilizando 

ácido oléico, octanol, sódio metálico (Na) e cloreto de tionila (SOCl2), de acordo com 

metodologia adaptada de Da Silva (2017). A purificação do oleato de octila foi realizada por 

destilação à vácuo (2 mmHg), sendo primeiramente retirada a fração que continha o octanol e 

posteriormente a fração contendo o éster emoliente, sendo esta destilada a temperatura de 225 

°C. A formação do éster foi constatada por cromatografia em camada delgada. 

 A Tabela 2 apresenta as condições de operação para implementação do método de 

análise para o éster oleato de octila. Os fluxos dos gases para alimentação do detector foram 

mantidos em 40 e 400 mL min-1 de H2 e ar sintético, respectivamente, sendo N2 utilizado como 

gás de arraste (variação de fluxo entre 0,2 a 1 mL min-1). As temperaturaturas de injetor e 

detector foram de, respectivamente, 200°C e 250°C. O volume de injeção foi de 1µL de uma 

mistura 1:1 da amostra com o padrão interno (8,0 g·L-1 de hexanol em heptano) e o tempo total 

de análise foi de 22,25 min. 
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Tabela 2 - Condições de operação estabelecidas para o método de dosagem do oleato de octila. 

Temperatura  
(°C) 

Taxa de aquecimento 
(°Cmin-1) 

Tempo 
(min) 

Vazão do gás de 
arraste (mLmin-1) 

105 - 7 0,2 
105-130 20 - 1,0 

130 - 1 1,0 
130-200 25 - 1,0 

200 - 2 1,0 
200-280 25 - 1,0 

280 - 5 1,0 

Fonte: Próprio autor. 

 

4.4.6 Determinação dos parâmetros cinéticos do bioprocesso 

A obtenção do modelo cinético enzimático para a síntese do éster oleato de octila 

empregando o biocatalisador CALB-STY-EGDMA-M em diferentes temperaturas (35–55 ºC) 

foi construído de acordo com estudos realizados por Silva et al. (2020) e Lopresto et al. (2014) 

utilizando o software Scilab 6.1. Aplicando o mecanismo Ping-Pong Bi-Bi em uma reação de 

esterificação foi possível encontrar o melhor ajuste para o modelo, manipulando-se diferentes 

parâmetros para as condições operacionais do bioprocesso. A Equação 5 apresenta a equação 

da taxa da reação global (r). 

 

 

(5) 

 

Em que: Vf
max é a taxa máxima da reação direta, Vr

max é a taxa máxima da reação inversa, CAc é a 

concentração do ácido,CA1 é a concentração do álcool, Ces é a concentração do éster, CW é a concentração 

da água, Keq é a constante de equilíbrio, KiAc é a constante de inibição do ácido, KmAc é a constante de 

Michaelis Menten para oácido, KmA1 é a constante de Michaelis Menten para o álcool, K’iA1 é a constante 

inversa de inibição do álcool, K’iAc é a constante inversa de inibição do ácido, KmW é a constante de 

Michaelis Menten da água, KmEs é a constante de Michaelis Menten do éster, KiW é a constante de inibição 

da água e KiEs é a constante da inibição do éster.  
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Para a obtenção dos melhores ajustes dos parâmetros foi aplicado o critério de 

informação de Akaike, a partir dos somatórios dos mínimos quadrados, assim como descrito 

por Nogueira et al. (2020). O critério de informação de Akaike é uma forma de mensurar a 

qualidade do modelo criado, entretanto, seu valor isolado não possui significado substancial. 

Esse critério viabiliza a comparação entre dois ou mais modelos, permitindo identificar aquele 

que apresenta o menor valor, indicando assim, uma maior concordância com os dados 

observados (GUSTAVO; SZEKELY; TOTH, 2020). 

Assim, o presente estudo adotou o Critério de Akaike para a obtenção do somatório 

dos quadrados dos resíduos entre os pontos experimentais e os do modelo adotado, 

encontrando-se a melhor combinação dos ajustes. Os valores obtidos no somatório dos erros 

foram aplicados a Equação 6 e posteriormente a Equação 7, que representa o critério de Akaike 

corrigido. 

� � = ln ( �) +  

 

(6) 

 � �� = � � +   +− −  (7) 

Em que: AIC é o critério de informação de Akaike, AICC é o critério de informação de Akaike corrigido, 

N é o número de dados, K é o número de parâmetros e SSE é a soma dos quadrados dos erros. 

 

Além disso, também foram utilizadas para a construção do modelo cinético, as Equação 

de Van’tHoff (Equação 8) para a obtenção das entalpias da reação e a Equação de Arrhenius 

(Equação 9) para encontrar Keq, KiES, KiW, vf
max e vr

max do bioprocesso. 

 ln =  − ∆ ∗ + ∆
 

 

(8) 

ln =  �� ∗  + ln � (9) 

Em que: ∆H é a variação de entalpia, ∆S é a variação de entropia, Ea é a energia de ativação, T é a 

temperatura absoluta e R a constante universal dos gases. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 
5.1 Características do suporte e dos biocatalisadores desenvolvidos 

 

Os biocatalisadores foram obtidos a partir da imobilização da lipase B de Candida 

antarctica (CALB) em diferentes suportes poliméricos: STY-DVB-M, STY-EGDMA-M e 

STY-TEGDMA-M. A atividade hidrolítica obtida a partir do butirato de metila, rendimento de 

imobilização e a umidade dos mesmos estão apresentadas na Tabela 3. 
 

Tabela 3 - Atividade enzimática, rendimento de imobilização e umidade dos biocatalisadores 
desenvolvidos. 

Biocatalisador 
Rendimento de 
Imobilização 

(%) 

Umidade 
(%) 

Atividade Hidrolítica 
(U g-1) 

CALB-STY-DVB-M 83,17 < 10% 522,97 ± 19,14 

CALB-STY-EGDMA-M 76,18 < 10% 810,81 ± 14,18 

CALB-STY-TEGDMA-M 89,40 < 10% 618,47 ± 15,73 

Fonte: Próprio autor. 

 

Siódmiak et al. (2020) conduziram um estudo abrangente sobre a imobilização da lipase 

CALB em 12 diferentes suportes, incluindo 4 matrizes semelhantes às utilizadas neste trabalho. 

Fatores como natureza da matriz, tipo de ligação, grupo funcional e tamanho de partícula foram 

considerados para avaliar o desempenho da lipase. A máxima atividade hidrolítica atingida foi 

de 720,00 U g-1, e ao comparar a atividade obtida no presente trabalho (Tabela 3), constata-se 

a eficiência da matriz polimérica utilizada para a imobilização das lipases, bem como sua 

aplicação como biocatalisador.  

Rosa (2019) abordou o estudo da síntese e caracterização de partículas poliméricas à 

base de estireno magnetizadas por co-precipitação de íons Fe2+e Fe3+, em meio alcalino, para 

serem utilizadas como suporte de imobilização de enzimas. Os copolímeros foram 

caracterizados por diferentes análises que revelaram a influência do tipo do agente reticulante 

nas características dos copolímeros. A Tabela 4 resume os principais resultados obtidos por 

Rosa (2019) e os valores de log P dos agentes reticulantes empregados. 
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Tabela 4 - Propriedades físicas dos copolímeros magnetizados. 

Análise Objetivo STY- 
DVB-M 

STY-
EGDMA-M 

STY-
TEGDMA-M 

BET 

Área superficial (m²/g) 
Diâmetro médio de poros (nm) 

Volume médio de poros 
(cm³/g) 

 

437 
5,9 

0,64 

114 
8,8 
0,25 

44 
13,8 
0,15 

Análise 
termogravimétrica 

Temperatura (°C)  
de início de 

decomposição 
térmica 

417,6 369,3 341,1 

Grau de 
intumescimento 

Grau de absorção  
pelas partículas 
poliméricas (%) 

 

2,51 5,16 3,58 

log P* 

Caráter 
hidrofílico/hidrofóbico 

dos reticulantes 
 

2,72 2,40  1,88 

*Log P está relacionado ao valor do coeficiente de partição de um solvente orgânico em uma fase 
aquosa. 

Fonte: Rosa (2019). 

 

Conforme a Tabela 4, o suporte que apresentou o maior grau de intumescimento foi o 

STY-EGDMA-M (5,16%) e de acordo com a Tabela 3, esse mesmo copolímero quando 

imobilizado com a lipase CALB foi o que demonstrou a maior atividade hidrolítica (810,81 ± 

14,18 U g-1). Sabe-se que o grau de intumescimento revela a capacidade das partículas 

poliméricas em absorver um solvente específico. 

Assim, esta observação deve estar relacionada ao fato do STY-EGDMA-M possuir uma 

maior capacidade de absorção do solvente heptano durante o processo de imobilização, visto 

que intumesce mais que os demais suportes testados, possivelmente devido ao maior grau de 

reticulação desta matriz (ROSA, 2019; SANTOS, 2015; OKAY, 2000). Essa constatação 

sugere que a matriz STY-EGDMA-M pode oferecer condições mais favoráveis para a 

imobilização por adsorção física da lipase, o que pode influenciar positivamente na atividade 

catalítica desse biocatalisador. 

Os demais resultados exibidos na Tabela 4 serão abordados nos tópicos subsequentes, a 

fim de embasar discussões e permitir compreender a influência da matriz polimérica na 

biossíntese de ésteres emolientes. 
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5.2 Síntese enzimática dos ésteres emolientes 

Visando obter ésteres emolientes (KHAN; RHATOD, 2015), a biossíntese ocorreu a 

partir da esterificação do ácido oleico com três diferentes álcoois (2-etilhexanol, butila e octila), 

em meio isento de solvente, empregando a lipase CALB imobilizada nos três diferentes suportes 

poliméricos: STY-DVB-M, STY-EGDMA-M e STY-TEGDMA-M. Assim, coube estabelecer 

condições experimentais que permitiam avaliar o melhor desempenho das reações, 

considerando algumas das principais variáveis que influenciam o processo, como: razão molar 

(ácido:álcool) e temperatura. 

 

5.2.1 Influência da razão molar 

 

 A influência da razão molar entre os materiais de partida foi avaliada na síntese do oleato 

de 2-etilhexila catalisada pela lipase CALB imobilizada em STY-DVB-M. Esse sistema 

reacional foi selecionado para esta análise por empregar um copolímero amplamente estudado 

na literatura (BARSÉ et al., 2018; CASTIGLIONI et al., 2016; MARTINS et al., 2013) e por 

apresentar características bem estabelecidas, obtidas inclusive pelo nosso grupo de pesquisa em 

trabalhos realizados previamente (DA SILVA et al., 2021; ROSA et al., 2020; SILVA et al., 

2018b; BENTO et al., 2017) e pelo éster apresentar características apropriadas para a aplicação 

como emoliente. 

 As reações de esterificação foram realizadas nas seguintes razões molares ácido/álcool: 

equimolar (1:1), excesso de ácido oleico (2:1 e 4:1) e álcool 2-etilhexanol (1:2 e 1:4). Como 

pode ser observado na Figura 12, ocorreu consumo do ácido graxo em todas as condições 

testadas, demonstrando a eficácia do biocatalisador empregado para mediar a catálise da reação.  
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Figura 12 - Perfil da conversão do ácido oleico na reação de esterificação para a síntese do oleato de 2-
etilhexila empregando diferentes razões molares, catalisada por CALB-STY-DVB-M (10% m/v de 
biocatalisador, sob 50 ºC e agitação de 150 rpm). 
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Fonte: Próprio autor.  

 

Verifica-se que nesse conjunto de experimentos, as conversões variaram de 60 a 100% 

(aproximadamente) em 24 h, entretanto, os testes que empregaram excesso de um dos 

reagentes forneceram os melhores resultados de conversão do ácido oleico. Esta observação 

pode ser explicada pelo princípio de Le Châtelier, pois o aumento da concentração de um dos 

reagentes desloca o equilíbrio da reação para o sentido de formação de produtos, elevando a 

conversão (DA SILVA et al., 2020). 

De acordo com a Figura 12, o teste que empregou razão molar (ácido/álcool) 4:1 foi o 

que apresentou o melhor desempenho na conversão da reação, atingindo 95% em apenas 9 

horas. Esse resultado pode ser explicado pelo excesso de ácido favorecer a formação do 

complexo enzima-grupo acila para posterior reação com o álcool, conduzindo assim a formação 

do éster, e reduzindo a competição entre os aceptores, parâmetro essencial para a cinética de 

uma reação de esterificação (STERGIOU et al., 2013; VILAS BÔAS et al., 2017).  

No entanto, como pode ser observado na Tabela 5, o experimento na qual empregou 

razão molar estequiométrica (1:1), foi o que apresentou a maior concentração (473,98 g L-1) e 

produtividade em oleato de 2-etilhexila (0,50 mmol g-1 h-1), e que, quanto maior o excesso de 

um dos reagentes, tanto do ácido quanto do álcool, menor o valor desses parâmetros obtidos. 

Esta observação pode ser justificada pela diluição do produto formado no reagente em excesso 

no meio reacional, principalmente quando o excesso é do ácido oleico, devido sua elevada 
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massa molar (MM = 282,47 g mol-1), apresentando produtividades inferiores a 0,20 mmol g-1 

h-1. 
 

Tabela 5 - Concentrações e produtividades em éster obtida nos diferentes sistemas reacionais em 24 h 
de reação. 

Razão molar  
(ácido/álcool) Concentração (g L-1) Produtividade (mmol g-1 h-1) 

4:1 272,12 0,20 
2:1 357,50 0,38 
1:1 473,98 0,50 
1:2 449,14 0,47 
1:4 376,36 0,40 

Fonte: Próprio autor. 

 
Esses resultados são similares aos reportados por Da Silva et al. (2020) referente a 

síntese do oleato de 2-etilhexila, por meio da esterificação do ácido oleico com 2-etil-hexanol, 

conduzida em biorreator de leito fixo utilizando CALB-STY-DVB-M como biocatalisador a 50 

ºC para 12 h de tempo espacial. Os autores observaram que ao variar a razão molar 

(ácido/álcool) de 4:1 para 1:1, a produtividade em éster do bioprocesso aumentou de 0,127 para 

0,278 mmol g-1 h-1 e a concentração de 338,16 para 471,65 g L-1. 

Sendo assim, a proporção estequiométrica entre os reagentes foi selecionada como a 

condição mais atrativa para a síntese do éster emoliente, do ponto de vista econômico, devido 

à obtenção de maior produtividade em éster (FIGUEIREDO; SALIM; BORGEM, 2010; DA 

SILVA et al., 2020).  

Desta forma, os estudos subsequentes para avaliar a influência da temperatura na síntese 

dos ésteres emolientes, para os 3 biocatalisadores obtidos, foram realizados na razão equimolar 

ácido:álcool. Adicionalmente, a modelagem cinética e os parâmetros termodinâmicos foram 

obtidos para o bioprocesso mais vantajoso. 

 

5.2.2 Influência da temperatura 

Uma vez estabelecida a razão molar adequada para o bioprocesso, foi avaliada a 

influência de outra variável que também afeta o desempenho de um bioprocesso, a temperatura. 

Assim, novos experimentos foram conduzidos em batelada empregando diferentes 

temperaturas, na faixa de temperatura de 35 - 55 ºC, sendo os demais parâmetros fixados. Sabe-

se que o emprego de temperaturas mais elevadas diminui a viscosidade do substrato, facilitando 
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a conversão, no entanto, pode favorecer a desativação catalítica da enzima ao longo do tempo 

de exposição (VIDAL, 2016; SILVA et. al, 2012). 

 

5.2.2.1 Síntese do oleato de butila 

O oleato de butila foi obtido pela catálise da lipase CALB imobilizada nos três diferentes 

suportes poliméricos: STY-DVB-M, STY-EGDMA-M e STY-TEGDMA-M, sendo a reação 

ocorrida a partir da transferência de um grupo alquila do álcool butílico para o grupo carboxila 

do ácido oleico, produzindo o éster. A polaridade do álcool empregado possui influência nas 

conversões atingidas, uma vez que a polaridade aumenta com a diminuição do tamanho da 

cadeia e a interação com o sítio ativo da enzima é menos favorável (ALMEIDA et al., 2020; 

OLIVEIRA et al., 2017; BEZBRADICA et al., 2007). Além disso, sabe-se que quando muito 

polares, os solventes e os substratos podem reduzir a camada de hidratação da enzima, 

desnaturando-a e diminuindo o seu poder de catálise (STERGIOU et al., 2013). 

Os dados experimentais da síntese do oleato de butila são apresentados na Figura 13, na 

qual demonstra as conversões máximas obtidas empregando os 3 biocatalisadores sintetizados, 

sob diferentes temperaturas.  

Ao observar os dados expressos na Figura 13, independente do biocatalisador aplicado, 

não foi possível alcançar mais de 50% de conversão do ácido oleico. Esse fato pode estar 

relacionado à polaridade do meio, visto que, como foi mencionado anteriormente, um meio 

reacional mais polar, ocasionado aqui pelo álcool empregado, pode reduzir o poder catalítico 

da lipase. 
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Figura 13 - Influência do incremento da temperatura na conversão máxima do ácido oleico na reação 
de esterificação na síntese do oleato de butila empregando os biocatalisadores CALB-STY-DVB-M, 
CALB-STY-EGDMA-M e CALB-STY-TEGDMA-M. 

 
* Faixa de temperatura reacional de 35 – 55ºC em 24h de reação. 

Fonte: Próprio autor. 

 

Ao comparar as sínteses catalisadas por CALB-STY-DVB-M e CALB-STY-EGDMA-

M, nota-se que ambas possuem similaridade nas conversões alcançadas, atingindo 

aproximadamente 45% a 55ºC (em 24h). Para o experimento que empregou CALB-STY-

TEGDMA-M como biocatalisador, observa-se que foi atingida conversão aproximada de 50% 

a 55 °C em 24h. É importante destacar que, experimentalmente foi notada uma melhor dispersão 

entre o substrato e o biocatalisador, o que sugere a ocorrência de um possível aumento das 

colisões entre as moléculas de reagentes e a lipase, proporcionando uma cinética reacional que 

favorece a formação de produto.  

A Figura 14 apresenta o perfil da conversão máxima alcançada empregando-se os 3 

diferentes sistemas imobilizados na síntese do oleato de butila, porém sob a ótica da atuação do 

biocatalisador mediante o incremento da temperatura. Nesse quesito o desempenho dos três 

derivados imobilizados foi satisfatório, uma vez que não apresentou decréscimo de conversão 
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em nenhuma temperatura empregada, o que corrobora com a finalidade da imobilização de 

enzimas, que é a manutenção da atividade catalítica sob tempos prolongados e temperaturas 

mais elevadas, sendo uma das principais vantagens da técnica de imobilização (ROSA, 2019; 

RODRIGUES et al., 2019; BENTO et al., 2017). 

Figura 14 - Influência do incremento de temperatura no desempenho dos biocatalisadores na síntese do 
oleato de butila: a) CALB-STY-DVB-M, b) CALB-STY-EGDMA-M e c) CALB-STY-TEGDMA-M. 

a) b) 

c) 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Outro ponto interessante é a questão do desempenho do tipo do biocatalisador 

empregado nesse meio reacional (ácido oleico + butanol), na qual é possível notar que as 

melhores conversões de reação foram obtidas empregando-se o CALB-STY-TEGDMA-M em 

todas as temperaturas. De acordo com a Tabela 4 o reticulante TEGDMA possui o menor valor 

de log P (1,88) entre os demais agentes reticulantes testados, conferindo-lhe maior característica 
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hidrofílica, o que proporciona maior interação do suporte com o meio reacional empregado 

(meio reacional mais polar testado no presente trabalho), resultando em maiores formações de 

produto. Esse fato corrobora com a observação descrita anteriormente sobre uma melhor 

dispersão entre o biocatalisador e o meio reacional.  

 

5.2.2.2 Síntese do oleato de octila 

A avaliação da síntese do oleato de octila em relação ao incremento da temperatura (35 

– 55 ºC) empregando os diferentes biocatalisadores sintetizados está apresentada na Figura 15, 

na qual mostra as máximas conversões do ácido oleico obtidas. Um fator importante a ser 

considerado é o tamanho da cadeia carbônica do octanol (C8) que é maior quando comparado 

ao butanol (C4), o que altera a polaridade do meio reacional, tornando-o mais apolar. 

A atividade das lipases, em relação aos diferentes álcoois, segue uma ordem de 

preferência, na qual os álcoois primários são mais facilmente reconhecidos e catalisados por 

essas enzimas em comparação aos álcoois secundários e terciários (KAPOOR; GUPTA, 2012). 

Apesar do álcool butílico e octílico serem igualmente primários, evidenciou-se que o tamanho 

da cadeia carbônica influenciou no desempenho catalítico da lipase CALB, contatando-se 

maiores conversões para a síntese do oleato de octila, em comparação ao oleato de butila. 

No estudo de Dörmo et al. (2004), foi investigado o efeito do comprimento da cadeia 

de álcoois em reações de esterificação com ácido oleico, utilizando a lipase comercial Novozym 

435, que é uma preparação comercial da lipase CALB já imobilizada. Foram selecionados cinco 

álcoois, sendo dois deles com cadeias lineares (etanol e propanol) e três com cadeias 

ramificadas (álcool isopropílico, álcool isobutílico e álcool isoamílico). Os resultados obtidos 

nesse estudo revelaram que as taxas de esterificação do ácido oleico foram significativamente 

maiores com os álcoois de maior comprimento de cadeia. Essa observação indica uma 

correlação positiva entre o tamanho da cadeia do álcool e a eficiência da esterificação catalisada 

por esta lipase.  

Analisando a Figura 15, nota-se que foram obtidas conversões máximas de 

aproximadamente 50% à 50ºC, para as reações catalisadas por CALB-STY-DVB-M e CALB-

STY-TEGDMA-M. Já para a reação catalisada por CALB-STY-EGDMA-M foram atingidas 

conversões próximas a 60% a 50 e 55 ºC. Esta última reação citada é atraente do ponto de vista 

econômico, visto que a temperatura interfere significativamente nos gastos energéticos e, 

portanto, na viabilidade econômica do processo (CHIARADIA et al., 2012; AZUDIN et al., 
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2013; SBARDELOTTO, 2015). Destaca-se que essa conversão reacional não foi alcançada na 

síntese do oleato de butila, independente do biocatalisador e da temperatura empregada. 

 

Figura 15 - Influência do incremento da temperatura na conversão máxima do ácido oleico na reação 
de esterificação na síntese do oleato de octila empregando os biocatalisadores CALB-STY-DVB-M, 
CALB-STY-EGDMA-M e CALB-STY-TEGDMA-M. 

 

* Faixa de temperatura reacional de 35 – 55ºC em 24h de reação. 

Fonte: Próprio autor. 

 

O desempenho favorável observado na reação catalisada pela enzima CALB 

imobilizada nos suportes poliméricos STY-DVB-M e STY-EGDMA-M pode estar relacionado 

às características inerentes ao suporte utilizado. Como demonstrado na Tabela 4, os agentes 

reticulantes DVB e EGDMA apresentam maiores valores de log P, o que lhes confere maior 

hidrofobicidade, proporcionando maior interação do suporte com o substrato, resultando em 

maiores formações do oleato de octila (Figura 15). 

A Figura 16 permite inferir que os biocatalisadores apresentaram bom desempenho 

mesmo em temperaturas mais elevadas como 50 e 55ºC, sendo este comportamento desejável 

e favorável para a síntese mediada por enzima imobilizada.  
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Figura 16 - Influência do incremento de temperatura no desempenho dos biocatalisadores na síntese do 
oleato de octila: a) CALB-STY-DVB-M, b) CALB-STY-EGDMA-M e c) CALB-STY-TEGDMA-M. 

a) b) 

c) 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

A obtenção de conversões maiores a temperaturas mais elevadas pode ser justificada 

pela dificuldade de transferência de massa entre o substrato e a enzima que ocorre em sínteses 

que empregam a catálise heterogênea, como o caso das enzimas imobilizadas, visto que a 

eficiência dessa interação depende da taxa de difusão do substrato até o sítio ativo da enzima. 

A elevação da temperatura favorece o movimento relativo dos componentes da mistura e 

minimiza a resistência à transferência de massa. No entanto, é importante destacar que o 

incremento da temperatura pode levar à desnaturação da enzima, comprometendo sua atividade 
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catalítica. Por isso, é necessário encontrar um ponto de equilíbrio entre a temperatura ideal para 

a catálise e a estabilidade térmica da enzima (RANGEL et al., 2022; SOUZA et al., 2017).  

No entanto, pode-se notar na Figura 16c que a partir da temperatura de 45ºC ocorre uma 

queda do desempenho catalítico do biocatalisador CALB-STY-TEGDMA-M, isto é, quando 

comparado aos demais biocatalisadores. De acordo com Rosa (2019), em seu estudo de síntese 

e caracterização de matrizes poliméricas para imobilização de enzimas, o reticulante TEGDMA 

possui uma cadeia mais longa e com maior quantidade de grupos ésteres em sua estrutura, o 

que pode resultar em uma menor resistência térmica das partículas de STY-TEGDMA-M em 

comparação aos demais copolímeros avaliados como suportes no atual estudo, corroborando 

com os resultados obtidos neste trabalho. 

 

5.2.2.3 Síntese do oleato de 2-etilhexila 

 

Com base nas discussões realizadas até o momento, torna-se viável conduzir uma 

avaliação da síntese do oleato de 2-etilhexila considerando diferentes perspectivas, tais como o 

tamanho da cadeia carbônica do substrato e a sua polaridade, além daresistência térmica do 

suporte. Os dados experimentais da síntese do oleato de 2-etilhexila empregando os 3 

biocatalisadores sintetizados são apresentados na Figura 17, demonstrando as conversões 

máximas obtidas em diferentes temperaturas.  

Analisando a Figura 17, nota-se que foram obtidas conversões máximas superiores a 

60% a temperaturas acima de 50ºC, chegando a aproximadamente 70% de conversão quando 

se empregou o CALB-STY-DVB-M sob 55ºC. Dessa forma, constata-se que as maiores 

conversões obtidas dentre os 3 ésteres testados, foi encontrada para o oleato de 2-etilhexila, 

seguida pelo oleato de octila e por fim o oleato de butila.  
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Figura 17 - Influência do incremento da temperatura na conversão máxima do ácido oleico na reação 
de esterificação na síntese do oleato de 2-etilhexila empregando os biocatalisadores CALB-STY-DVB-
M, CALB-STY-EGDMA-M e CALB-STY-TEGDMA-M. 

 

* Faixa de temperatura reacional de 35 – 55ºC em 24h de reação. 

Fonte: Próprio autor. 

 

Um primeiro aspecto a ser considerado é o tamanho da cadeia carbônica do substrato, 

que é o mesmo (C26) para a síntese do éster oleato de 2-etilhexila e do oleato de octila, enquanto 

que para a síntese do oleato de butila é de 22 carbonos. Dessa forma, baseado nos resultados do 

presente trabalho, nota-se que a lipase CALB demonstrou uma maior especificidade por álcoois 

com cadeia carbônica mais longa, com destaque para o álcool 2- etilhexila, que possui uma 

polaridade intermediária entre o butanol (mais polar) e o octanol (menos polar), e pode ter tido 

uma maior interação com o sítio ativo dessa lipase.  

Observa-se na Figura 17 que foram obtidas conversões baixas quando as reações foram 

conduzidas nas temperaturas de 35 e 40 ºC. Nessa faixa de temperatura, notou-se 

qualitativamente uma dispersão inadequada do biocatalisador no sistema reacional, devido à 

elevada viscosidade cinemática do meio reacional, o que comprometeu a transferência de massa 

entre as moléculas do substrato e a lipase, resultando em baixas conversões. Sendo assim, a 

temperatura, como dito anteriormente, é crucial na eficiência das reações. 
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 A partir de 50°C fica evidente o melhor desempenho dos biocatalisadores CALB-STY-

DVB-M e CALB-STY-EGDMA-M para a síntese do éster emoliente. Como citado 

previamente, para a síntese do oleato de octila, esse favorecimento da reação deve estar 

relacionado às estruturas químicas dos copolímeros STY-DVB e STY-EGDMA, que 

apresentam em sua composição agentes reticulantes mais hidrofóbicos (DVB e o EGDMA), 

propiciando uma maior interação do suporte com o substrato (Figura 17). 

Sabe-se também que as lipases apresentam uma espécie de "tampa", uma cadeia 

polipeptídica hidrofóbica móvel, chamada de "lid", que protege seu sítio catalítico. Essa tampa 

pode apresentar-se de duas formas: aberta ou fechada, dependendo do meio externo. Assim, 

durante o processo de imobilização em matrizes hidrofílicas, a "lid" tende a se manter na forma 

fechada. Por outro lado, em suportes hidrofóbicos, a "lid" irá interagir com as porções 

hidrofóbicas do mesmo, apresentando-se em sua configuração aberta. Esse evento possibilita 

que a enzima fique fortemente adsorvida na superfície do suporte, permitindo sua estabilização, 

deixando o seu sítio ativo exposto para mediar a catálise (ARANA-PEÑA et al., 2020; 

RODRIGUES et al., 2019; KHAN et al., 2017).  

É sabido também que a termoestabilidade é uma das características mais desejáveis para 

as lipases imobilizadas, o que pode ser conseguido pelas interações da "lid" da lipase com o 

suporte, através do número das ligações de hidrogênio, da estabilização de estruturas 

secundárias, ocorrência de ligações dissulfetos, etc. Assim, quanto maior a hidrofobicidade do 

suporte, mais termoestável será o derivado imobilizado obtido (KHAN et al., 2017).  

Baseado no exposto e observando-se a Figura 18, é possível sugerir hipóteses que 

expliquem a redução do desempenho do CALB-STY-TEGDMA-M em temperaturas superiores 

a 50 ºC. Provavelmente porque as interações lipase/suporte foram rompidas e/ou enfraquecidas 

nessas condições experimentais, fazendo com que o derivado imobilizado perdesse sua 

termoestabilidade, não sendo capaz de realizar a catálise com eficiência. Adicionalmente, 

conforme mencionado por Rosa (2019) e Theodoro (2018), o monômero TEGDMA possui uma 

cadeia maior e com mais grupamentos ésteres, o que resulta em menor resistência térmica do 

copolímero de STY-TEGDMA-M. 
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Figura 18 - Influência do incremento de temperatura no desempenho dos biocatalisadores na síntese do 
oleato de 2-etilhexila: a) CALB-STY-DVB-M, b) CALB-STY-EGDMA-M e c) CALB-STY-
TEGDMA-M. 

a) b) 

c) 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Além disso, os ensaios de termogravimetria (TGA) realizados por Rosa (2019) 

revelaram que o copolímero de STY-DVB-M é mais resistente termicamente, com início de 

degradação térmica em 406,66 °C, seguido pelo STY-EGDMA-M com temperatura de 369,3°C 

e por último o STY-TEGDMA-M, que apresenta Tonset de decomposição em 328,24 °C. A 

melhor resistência térmica apresentada pelo copolímero composto pelo DVB está 

provavelmente relacionada ao empacotamento dos anéis aromáticos presentes no 

divinilbenzeno, conferindo maior resistência, tanto química como termicamente, às partículas 

de STY-DVB-M, como discutido por Theodoro (2018).  
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Destaca-se que o uso de suportes hidrofóbicos é mais conveniente em determinados 

casos, como por exemplo, na síntese de ésteres catalisada por lipases, na qual um dos principais 

problemas é o acúmulo do composto hidrofílico (água formada) no biocatalisador, que pode 

levar à inativação enzimática (RODRIGUES et al., 2019). 

 

5.3. Seleção do melhor bioprocesso para a síntese de éster emoliente 

 

Baseado em todo o exposto, pode-se inferir que os biocatalisadores sintetizados no 

presente trabalho, CALB-STY-DVB-M, CALB-STY-EGDMA-M e CALB-STY-TEGDMA-

M, obtidos pela imobilização da lipase B de Candida antarctica nos diferentes copolímeros 

magnetizados, foram considerados adequados para a síntese dos diferentes ésteres emolientes, 

visto que além de apresentarem boas conversões de síntese, salientando-se a peculiaridade de 

cada um, contribuem com a busca por novos biocatalisadores ativos, estáveis e com 

propriedades adequadas para mediar a catálise de diversos bioprocessos. De acordo com Arcens 

et al., (2020), a lipase CALB apresentou maior desempenho nas reações de esterificação da 

glicose quando foi empregado ácidos graxos de cadeias mais longas, comprovando os bons 

resultados obtidos no presente trabalho, já que foram sintetizados ésteres a partir do ácido 

oleico. 

Em relação a maior conversão das reações de esterificação, constata-se a seguinte ordem 

decrescente para a síntese dos ésteres: oleato de 2-etilhexila, seguida pelo oleato de octila e por 

fim o oleato de butila (Figuras 17, 15 e 13). Como já visto, as máximas conversões foram 

obtidas para as sínteses dos ésteres oleato de 2-etilhexila e oleato de octila mediadas por CALB-

STY-DVB-M.  

No entanto, o copolímero STY-DVB é amplamente estudado e relatado na literatura 

para imobilização de lipases, como nos trabalhos de Rodrigues et al., (2021), Vilas Bôas et al., 

(2018), Manoel et al., (2016) e Garcia-Galan et al., (2014), todos os citados no Quadro 4, que 

mostram estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, empregando essa matriz 

magnetizada, e vários outros. Adicionalmente, Ortiz et al. (2019), aponta que a Novozym 435, 

uma preparação da lipase CALB imobilizada em uma matriz reticulada com divinilbenzeno, 

possivelmente é o biocatalisador comercial mais amplamente utilizado tanto no meio 

acadêmico, como na indústria. 

Dessa forma, o bioprocesso selecionado para realizar a modelagem matemática e 

determinar seus parâmetros cinéticos e termodinâmicos foi a síntese do oleato de octila 

empregando o CALB-STY-EGDMA-M como biocatalisador. 
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5.4 Modelagem cinética empregando o mecanismo Ping-Pong Bi-Bi 

 

Para a construção do modelo matemático da síntese do oleato de octila empregando o 

biocatalisador CALB-STY-EGDMA-M, o presente estudo adotou parâmetros obtidos 

anteriormente em um trabalho publicado por Lopresto et al. (2014), no qual os autores 

utilizaram a lipase Novozym 435 para catalisar a síntese do éster octanoato de hexila. Vale 

destacar que esse biocatalisador é uma preparação comercial da lipase CALB já imobilizada. 

Adicionalmente, para a complementação da construção do modelo foram empregados outros 

parâmetros conforme explorados por Da Silva et al. (2020), na qual foi conduzida a síntese do 

palmitato de isopropila empregando a lipase G imobilizada em STY-DVB-M.  

A Tabela 6 apresenta os valores de Km, Ki e K’ utilizados por Lopresto et al. (2014) e 

empregados para a construção do modelo cinético do presente trabalho.  

 

Tabela 6 - Constantes cinéticas obtidas por Lopresto et al. (2014) para o mecanismo de Ping-Pong Bi-Bi. 

Parâmetros 
Constantes 

cinéticas (mol L-1) 

KmAc (constante de Michalis-Menten para o ácido) 17,09 

KmAl (constante de Michalis-Menten para o álcool) 1,205 

KiAc (constante de inibição do ácido) 1,1094 

KiAl (constante de inibição do álcool) 3,068 

K’iAc (constante de inibição inversa do ácido) 0,173 

K’iAl (constante de inibição inversa do álcool) 0,355 

KmES (constante de Michalis-Menten para o éster) 0,187 

KmW (constante de Michalis-Menten para a água) 5,856 

Fonte: Adaptado de Lopresto et al. (2020). 

 
Foram ajustados valores para as velocidades máximas direta e inversa à 35ºC, constantes 

de inibição para o éster e para água, energia de ativação direta e inversa. Além disso, foram 

consideradas as entalpias de reação direta e inversa, visto que, o presente trabalho estudou a 

variação da temperatura (35 – 55 ºC) na qual o biocatalisador foi exposto durante as sínteses. 

Inicialmente, a entalpia da reação global foi obtida pela equação de Van’t Hoff (Equação 

8), que correlaciona a variação da constante de equilíbrio (K) de uma reação química e a sua 

temperatura absoluta (T).  Foi encontrado um valor de ∆H = 104,60 x 103 KJ mol -1, 
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confirmando a natureza endotérmica das reações de esterificação. Consequentemente pôde-se 

ajustar a constante de equilíbrio para a faixa de temperatura experimental (35 – 55 ºC).  

Os demais parâmetros foram variados para a obtenção do arranjo com os melhores 

ajustes, por meio da taxa da reação global (r) com base no mecanismo de Ping-Pong Bi-Bi 

(Equação 5) e na equação de Arrhenius (Equação 9). Após a modelagem desses dados, foi 

aplicado o critério de Akaike para verificação da consistência dos dados.  

A Figura 19 apresenta o perfil obtido para os pontos experimentais sob as diferentes 

temperaturas estudadas pelo modelo adotado.  

Figura 19 - Resultados obtidos para a síntese do oleato de octila utilizando o CALB-STY-EGDMA-M 
como catalisador, em diferentes temperaturas. Dados obtidos experimentalmente (• EXP) e para o Ajuste 
obtido pelo modelo (― MOD). 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Os cinco ajustes exibidos na Figura 19 estão relacionados ao modelo proposto. Cada 

ajuste corresponde a uma temperatura reacional específica que foi escolhida como ponto de 

partida para estimativa dos parâmetros (Tabelas 7 e 8). Com base nos valores obtidos do 

somatório dos quadrados dos resíduos, foi possível aplicar a equação do critério de Akaike 

(AIC) (Equação 6) e determinar os valores para o critério de Akaike corrigido (AICc) (Equação 

7), conforme apresentado na Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Valores do Critério de Akaike corrigido (AICc) para diferentes ajustes do modelo cinético 
da síntese do éster oleato de octila catalisada por CALB-STY-EGDMA-M. 

Ajuste Temperatura (ºC) AICc 

1 35 129,6490 

2 40 147,8805 

3 45 135,0221 

4 50 137,5204 

5 55 137,0178 

Fonte: Próprio autor. 

 

O menor valor de AICC para a obtenção de ajuste dos parâmetros cinéticos foi de 

129,6490, sendo portanto, o Ajuste 1 selecionado como mais adequado para o bioprocesso 

analisado. No entanto, como o valor almejado é o mais próximo de zero possível, o AICc obtido 

ainda é considerado um valor elevado. 

Uma hipótese que pode explicar esse valor elevado de AICc obtido é que o modelo 

matemático utilizado não levou em consideração os fenômenos de transferência de massa e 

equilíbrio de fases. A transferência de massa prevê o deslocamento dos reagentes durante a 

reação, o que está relacionado com a disponibilidade de substrato para a enzima e 

consequentemente, a formação de produto (POZO, 2015). O equilíbrio de fases reconhece as 

distintas solubilidades de componentes entre as fases substrato e produtos. Nesse sentindo, a 

lipase imobilizada em um suporte polimérico pode criar microambientes com propriedades de 

solubilidade distintas, afetando a catálise da reação (MOHAMAD et al., 2015).  

A associação desses fenômenos pode exercer um impacto considerável na cinética do 

bioprocesso e, quando não são incorporados ao modelo, podem resultar em um ajuste não tão 

adequado dos parâmetros cinéticos, contribuindo para um AICc mais elevado que o almejado. 
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Os valores dos parâmetros obtidos por meio dos ajustes simulados estão exibidos na 

Tabela 8, sendo possível observar a variação dos parâmetros reacionais à medida que a 

temperatura foi incrementada. 
 

Tabela 8 - Melhores ajustes de parâmetros obtidos para a modelagem cinética empregando-se Ping-
Pong Bi-Bi para a síntese do éster oleato de octila catalisada por CALB-STY-EGDMA-M. 

Parâmetros 
Temperaturas (ºC) 

35 40 45 50 55 

Keq 0,243 0,466 0,875 1,614 2,922 
vmaxd 

(mol L-1 min-1) 
1,8075000 1,8075014 1,8075027 1,8075040 1,8075052 

vmaxi 
(mol L-1 min-1) 

0,0110600 0,0110601 0,0110601 0,0110602 0,0110602 

KiE 
(mol L-1) 2,112 x 102

 2,865x 103 3,582 x 104 4,141 x 105 4,443 x 106 

KiW 
(mol L-1) 

9,000 x 105
 1,168x 106 1,503x 106 1,921 x 106 2,435x 106 

Em que: Keq = constante de equilíbrio da reação; vmaxd = velocidade máxima da reação direta; vmaxi 
= velocidade máxima da reação inversa; KiE = constante de inibição do álcool; Kiw = constante de 
inibição da água. Outros parâmetros estabelecidos: energia de ativação da reação direta (Ead ) = 1,213 x 
10-4 KJ mol-1; energia de ativação da reação inversa (Eai) = 8,368 x 10-4 KJ mol-1; variação de entalpia 
da reação de inibição do éster (∆HriE) = 418,68 KJ mol-1;  variação de entalpia da reação de inibição da 
água (∆HriW) = 41,868 KJ mol-1.                                                                                                                                                                                                        
 
Fonte: Próprio autor. 

 

A constante de equilíbrio (Keq) exibe valores de Keq < 1 entre 35 e 45 ºC, já as reações 

conduzidas a 50 e 55 ºC mostram valores de Keq > 1, demonstrando o favorecimento da 

formação do produto para as reações conduzidas em temperaturas mais elevadas. Esses 

resultados estão de acordo com os elevados valores de conversões alcançadas nessas condições 

experimentais, apresentados na Figura 15. Essa observação corrobora com o trabalho realizado 

por Garcia et al., (1999), que utilizou a Novozym 435 para catalisar a síntese do palmitato de 

isopropila, observando também que o Keq aumentava a medida que a temperatura era elevada 

(de 65 ºC para 75 ºC). Sousa et al. (2021), em sua revisão sobre aspectos relevantes para a 

esterificação enzimática (sistema livre de solventes) do ponto de vista termodinâmico e 

cinético, atestam que foram observadas variações nas constantes de equilíbrio sob diferentes 

temperaturas, mas que estas foram mínimas. 
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Yanav e Magadum (2017) abordaram outra perspectiva, em que afirmam que as enzimas 

não alteram as constantes de equilíbrio das reações, visto que, atuam tanto na reação direta, 

quanto inversa, afetando somente a taxa do alcance do equilíbrio.   

Analisando os valores apresentados para as velocidades máximas diretas e inversas da 

reação (Tabela 8), não foi observada influência relevante em função da variação da temperatura 

reacional (35 – 55 ºC). Este fato infere que, na faixa de temperatura estudada, a cinética 

enzimática não foi sensível às alterações de temperatura, já que é sabido que, o aumento da 

temperatura diminui a viscosidade do meio reacional, e poderia ter influenciado a velocidade 

da reação. Como essa observação não foi                                                                                                                              

constatada, sugere-se que a atividade da enzima foi mantida constante no intervalo de 

temperatura analisado. Adicionalmente, esta observação pode estar relacionada ao fato de todas 

as reações terem sido realizadas com a mesma razão molar entre os reagentes (1:1) 

(SORENSEN et al., 2015). 

É importante destacar que as reações realizadas no presente trabalho foram conduzidas 

em meio livre de solvente, e de acordo com o estudo realizado por Kuperkar et al. (2014), o uso 

de solventes em reações de esterificação tem um impacto direto na velocidade máxima das 

reações, podendo resultar em uma redução de aproximadamente 50% em relação as reações 

conduzidas em meio isento de solvente. Esse relato atribui ao presente estudo um notável 

diferencial, uma vez que as reações apresentaram um bom desempenho na produção de ésteres 

emolientes, mesmo sem o uso de solvente, o que torna o processo biotecnológico mais viável 

tanto em termos econômicos quanto ambientais.  

Ainda de acordo com a Tabela 8, a estimativa das constantes de inibição do éster e da 

água permitiu inferir que a água possui maior afinidade pela enzima CALB, em toda faixa 

estudada, resultando em inibições mais relevantes. Essa análise corrobora com a idéia de que a 

presença da água no meio reacional pode afetar consideravelmente o poder catalítico das 

lipases. 

É relevante destacar que o mecanismo Ping-Pong Bi-Bi é pouco explorado pela 

literatura quando construído mediante a variação de temperatura, como realizado no presente 

trabalho, e esse fato implica na dificuldade em realizar comparações com dados da literatura, 

devido à escassez de informações similares. Autores como Gawas et al. (2018), Gonçalves et 

al. (2021), Waghmare et al. (2017) e Kuperkar et al. (2014), construíram a modelagem da 

cinética enzimática considerando parâmetros como: razão molar e razão mássica entre os 

substratos e o biocatalisador. Além disso, esses autores não consideraram os parâmetros que 
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foram avaliados aqui, como as constantes de inibição do éster e da água durante as sínteses 

realizadas. 

Essa inserção de parâmetros na construção do modelo cinético, confere ao presente 

estudo uma maior relevância no que tange as pesquisas sob o ponto de vista cinético das reações 

catalisadas enzimaticamente, contribuindo para a obtenção de modelos preditivos mais 

completos, possibilitando a implementação do bioprocesso em escala industrial. A análise 

desses dados proporciona informações valiosas sobre o comportamento da enzima em 

diferentes condições e pode ser fundamental para o desenvolvimento de estratégias otimizadas 

em biotecnologia.  

 

5.5 Quantificação do éster oleato de octila por cromatografia em fase gasosa 

 

Visando verificar a formação do éster oleato de octila e assim comprovar a idealidade 

do modelo matemático proposto para o bioprocesso selecionado, as amostras finais coletadas 

das reações contendo como substrato ácido oleico e octanol e CALB-STY-EGDMA-M como 

biocatalisador, conduzidas sob as temperaturas de 45, 50 e 55ºC (melhores conversões obtidas) 

foram analisadas em cromatógrafo gasoso.  

A Figura 20 mostra os cromatogramas referentes a formação do éster oleato de octila 

após 24h de percorrida a reação de esterificação. 
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Figura 20 - Cromatogramas obtidos na síntese do oleato de octila empregando o biocatalisador 
CALB-STY-EGDMA-M a: a) 45°C b) 50 ºC e c) 55 ºC. 

a) 

 

b) 

 

c) 

 

Fonte: Próprio autor. 
 

A partir dos cromatogramas obtidos na Figura 20 foi possível constatar a formação do 

éster emoliente oleato de octila nas biossínteses realizadas, confirmando os resultados 

experimentais obtidos e evidenciando um aumento na conversão da reação em função do 

incremento da temperatura.   

C éster = 319,11 g L-1 

C éster = 395,42 g L-1 

C éster = 437,04 g L-1 
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6 CONCLUSÕES 

 
A partir do desenvolvimento deste trabalho, é notável que todos os biocatalisadores 

obtidos pela lipase B de Candida antarctica imobilizada em diferentes suportes híbridos 

magnetizados à base de estireno foram capazes de catalisar a síntese dos ésteres emolientes em 

meio isento de solvente. A influência de fatores, como: razão molar entre os reagentes, 

influência da temperatura na conversão da reação, características do substrato e do 

biocatalisador, foi avaliada, visando selecionar as condições mais adequadas para a obtenção 

do éster emoliente, sendo possível concluir que:  

 

• As maiores concentrações em éster foram obtidas na proporção estequiométrica (razão 

molar de 1:1 ácido:álcool), devido a menor diluição dos produtos no meio reacional, o 

que favorece a síntese do produto e facilita as etapas de down stream.  

• Os três biocatalisadores sintetizados (CALB-STY-DVB-M, CALB-STY-EGDMA-M e 

CALB-STY-TEGDMA-M) apresentaram atividade catalítica satisfatória na hidrólise 

do butirato de metila. 

• A conversão máxima das reações de esterificação respeitou a seguinte ordem 

decrescente: oleato de 2-etilhexila (68%), seguida pelo oleato de octila (62%) e por fim 

o oleato de butila (48%), na qual foi possível elucidar características dos 

biocatalisadores e da influência do tamanho da cadeia carbônica e da polaridade do 

álcool, constituintes do meio reacional, no desempenho das sínteses. 

• O bioprocesso selecionado para a construção do modelo matemático foi a síntese do 

éster oleato de octila catalisada pelo CALB-STY-EGDMA-M, devido a obtenção de 

conversões reacionais elevadas e a utilização de novas matrizes poliméricas para 

imobilização de lipase, alternativas ao estireno divinilbenzeno. 

• O modelo cinético foi construído a partir do mecanismo de Ping-Pong Bi-Bi com o 

auxílio da equação de Van't Hoff, sendo possível confimar a natureza endotérmica da 

reação de esterificação (∆H = 104,60 x 103 KJ mol -1). O critério de Akaike corrigido 

(AICc) possibilitou selecionar o arranjo de parâmetros que melhor se ajustasse aos 

dados experimentais, obtendo-se o menor valor de AICc = 129,6490.  
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• A partir da A partir da obtenção dos cromatogramas, por análise de cromatografia em 

fase gasosa, foi possível confirmar a formação do éster oleato de octila. 

• É válido destacar que o mecanismo Ping-Pong Bi-Bi é pouco explorado pela literatura 

da maneira como foi desenvolvido no presente trabalho, na qual considerou a variação 

de temperatura e as constantes de inibição do éster e da água. Estas diferenças tornam o 

presente estudo relevante nessa área de estudos de cinética enzimática, contribuindo 

para a obtenção de modelos mais completos e que possibilite a implantação de 

bioprocessos em escalas industriais.   
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 
A partir dos resultados alcançados é possível almejar a continuidade dos estudos para a 

aplicação de biocatalisadores obtidos a partir da imobilização de diferentes lipases nos 

copolímeros magnetizados sintetizados no presente trabalho, bem como a continuidade das 

reações de síntese dos ésteres de forma maximizada. Para estas finalidades, sugere-se:  

 

• Purificar e caracterizar os ésteres produzidos, comparando-os com os obtidos pelo 

processo convencional. 

• Estudar outras condições reacionais para a síntese dos ésteres obtidos, a fim de 

maximizar as conversões e diminuir o tempo de reação. Além disso, estudar a 

viabilidade de se utilizar outras lipases, como por exemplo, para a síntese do oleato de 

butila. 

• Estudar a síntese dos ésteres emolientes em outras configurações de biorreatores e 

modo de operação do bioprocesso, como a obtenção do éster emoliente a partir de um 

processo contínuo (leito fixo e/ou tanque agitado). 

• Estudar a estabilidade operacional dos biocatalisadores sintetizados. 

• Utilizar subprodutos industriais como fonte de matéria-prima para a síntese de ésteres 

emolientes, como por exemplo, empregar a borra ácida e os ácidos graxos destilados, 

provenientes dos processos de refino de óleos vegetais. 

• Avaliar a viabilidade técnica e econômica da produção de ésteres emolientes utilizando 

os biocatalisadores obtidos a partir dos copolímeros magnetizados.  

• Investigar o desempenho dos ésteres emolientes obtidos via catálise enzimática em 

formulações cosméticas, como cremes, loções e produtos de cuidados com a pele.  
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