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     Neste trabalho foram investigados biorreatores para a síntese enzimática do monoestearina 

protegida (MEP), tendo-se como substratos o R,S-1,2-O-isopropilideno glicerol (IPG) e o ácido 

esteárico (AE). Através de planejamentos experimentais, 95% de MEP foram obtidos pela enzima 

Lipozyme RM IM a 58,5°C, razão molar 1:1 entre substratos, 250 rpm e 0,1% (p/v) de enzima, em 4h 

de reação. Em condições de fluxo contínuo, valores semelhantes foram encontrados em 20 min. O 

sistema em batelada possibilitou cerca de oito reciclos da enzima, contra 15 demonstrados pelo reator 

de leito fixo. Reações livres de solventes também foram testadas, demonstrando excelentes 

conversões, entretanto, com apenas cinco reciclos possíveis em batelada, além da impossibilidade de 

execução em fluxo contínuo. Um resíduo de ácidos graxos oriundo da indústria de refino de óleo de 

palma foi utilizado como matéria-prima para a produção de MAGs, obtendo-se 95% de conversão em 

batelada, e mais de 90% de ésteres em fluxo contínuo, agregando-se valor ao produto final. A 

formação de monoestearina desprotegida (ME) foi obtida através de uma cascata químio-enzimática 

em fluxo contínuo, onde um resíduo de glicerol foi acetalizado a IPG por silicagel funcionalizada, com 

posterior esterificação com o AE catalisada pela enzima RM IM, e quebra dos acetais. Após 1h de 

reação ME final precipita em n-heptano. A síntese de MEP foi investigada também em micelas 

reversas, onde 80% de conversão foi observado em apenas 30 minutos em catalisada pela lipase CaL 

B estruturada em sistemas de AOT/iso-octano. Estudos cinéticos demonstraram que a reação segue o 

mecanismo bi-bi ordenado, com inibição pelo ácido. O sistema AOT/CaL foi imobilizado em uma 

matriz de gel de HPMC, onde 90% de conversão foram obtidas em 20 minutos com apenas 1,2 mg de 

lipase. Esta matriz pôde ser reutilizada 15 vezes sem perda significativa nas conversões.  



 

viii 
 

Abstract of Doctoral Thesis presented to the Pharmaceutical Sciences Post-Graduate Program 

as a partial fulfillment of the requirements for the degree of Doctor of Pharmaceutical 

Sciences (D.Sc.).  

 

BIOTECHNOLOGYCAL ROUTES FOR MONOACYLGLYCEROL SYNTHESIS 

Ivaldo Itabaiana Junior 

September/2013 

 

Advisor: Rodrigo Octavio Mendonça Alves de Souza 

Co-advisors: Ivana Correa Ramos Leal 

                             Leandro Soter de Mariz e Miranda 

 

Department: Pharmaceutical Sciences 

 

     This study investigated bioreactors for the enzymatic synthesis of protected monoestearin (MEP), 

using R,S-1,2-O-isopropylidene glycerol (IPG) and stearic acid (AE) as substrates. By Design of 

Experiments (DOE), 95% of MEP were obtained by Lipozyme RM IM  at 58.5° C,  with a molar ratio 

of 1:1 of substrates, 250 rpm and 0.1% (w/v) of enzyme with 4h of reaction time. Under continuous 

flow conditions, similar values were found in 20 min. The batch system allowed about 8 enzyme 

recycles against 15 obtained by packed-bed reactor. Free solvents reactions were also performed, 

showing excellent conversions, indeed, with only 5 possible recycles in batch conditions. This system 

did not work under continuous flow conditions. A fatty acid residue from palm oil refining industry 

was applied as raw material for the production of MAGs, obtaining 95% conversion in batch system, 

and over 90% of esters under continuous flow system, aggregating value of the final product. The final 

unprotected monoestearin (ME) was obtained by a chemo-enzymatic cascade bitstream, where a 

glycerol residue was transformed into IPG by functionalized silicagel with subsequent esterification 

reaction with AE catalyzed by RM IM lipase, followed by the ketals cleavage. After 1h the reaction, 

the ME precipitates in n-heptane. The synthesis of MEP was investigated in reverse micelles, in which 

80% conversion was obtained in only 30 minutes catalyzed by CaL B lipase structured in AOT / iso-

octane systems. Kinetic studies demonstrated that the reaction follows the ordered bi-bi mechanism, 

with inhibition by the acid. The AOT/CaL system was immobilized on a gel matrix of HPMC, where 

90% conversion was obtained in only 20 minutes with 1.2 mg of lipase. This matrix could be reused 

15 times without significant loss in conversions. 
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CAPÍTULO 1 

Introdução e Objetivos 

 

1.1 - Contextualização 
 

      A Química moderna mundial tem voltado seus olhares para o desenvolvimento de 

processos químicos sustentáveis. Os Doze Princípios da Química Verde refletem a 

necessidade de medidas definitivas no que diz respeito ao desenvolvimento de processos, 

tanto nas universidades quanto na indústria (Tang, Smith, & Poliakoff, 2005). Neste contexto, 

a disponibilidade de matéria-prima barata e energia renovável a partir da natureza é a base 

para a sustentabilidade industrial, bem como para uma melhor utilização de resíduos 

industriais. Para tal, as estratégias para o desenvolvimento de tecnologias limpas para os 

processos químicos tem tido como objetivo equilibrar os aspectos econômicos e ambientais 

(Hernaiz et al, 2010; Anastas & Eghbali, 2010; Luque & Clark, 2013). Nesta tendência, o 

emprego de enzimas como biocatalisadores é uma alternativa promissora para a química 

sintética tradicional (Fernandez-Lafuente, 2010). O termo biocatálise inclui o conceito dos 

processos em que um catalisador biológico é utilizado para converter substratos nos mais 

diversos produtos de interesse. E, para estabelecer um processo de biotransformação eficaz, 

faz-se necessário o estudo detalhado dos fatores que influenciam no desenvolvimento e na 

otimização do mesmo (Anastas & Eghbali, 2010).  

Monoacilgliceróis (MAGs) são moléculas anfifílicas, conhecidas como surfactantes 

não-iônicos, biodegradáveis, não tóxicos e biocampatíveis (Sjoblom & Kralova, 2009). A 

parte hidrófoba destas moléculas é formada por ácidos graxos, geralmente saturados e de 

cadeias longas, ao passo que a parte hidrófila é formada por glicerol, podendo ocasionalmente 

ser substituída por um dos seus derivados ésteres de ácidos orgânicos (Batte et al, 2007). Pelo 

seu interessante balanço hidrofílico-hidrofóbico, os MAGs possuem diversas aplicações 

biotecnológicas nos setores químico, alimentício, farmacêutico, têxtil, cosmético, dentre 

outros, atuando como emulsificantes, antiespumantes, agentes de solubilidade, lubrificantes 

em máquinas e, até, como blocos de construção quiral em síntese (Boo et al, 2011; Bilkova et 
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al, 2010; Molina et al, 2008). Estima-se que os MAGs representem cerca de 70% de todos os 

emulsificantes sintéticos usados nas indústrias, sendo considerados seguros pela Food and 

Drug Administration (FDA), aumentando o interesse na sua utilização e no desenvolvimento 

de novos métodos de síntese (Grosch et al, 1999). Dentre os MAGs, o monoestearato de 

glicerila ou monoestearina se destaca devido a sua ampla aplicação como aditivo em doces, 

sorvetes, bolos e pães, como emulsionante, dispersante e anti-mofo, melhorando a 

preservação, sabor e textura nestes alimentos (Manzoco et al, 2012). A monoestearina é ainda 

utilizada como tensoativo de primeira escolha em nanotecnologia como componente de 

nanopartículas e biofilmes de liberação controlada de fármacos (Thanki et al, 2013). 

     MAGs são atualmente produzidos a partir de glicerólise alcalina de óleos e gorduras 

naturais sob elevadas temperaturas (220-250°C) e pressão sob atmosfera de azoto. Além do 

elevado consumo de energia, as condições utilizadas nesta síntese resultam em uma baixa 

produtividade (<50%) e formação de subprodutos de polimerização do glicerol, gerando 

coloração escura e má qualidade dos produtos finais, o que exige extensas e dispendiosas 

etapas de purificação posteriores (Hut et al, 2004; Garcia et al, 2005). Desta forma, o uso de 

processos enzimáticos pode auxiliar contornando estas problemáticas e, assim, conduzir a 

uma abordagem mais ecológica (Aksoy, 2000). Um grupo de enzimas que vêm sendo bastante 

empregadas neste campo são as lipases (EC 3.1.1.3) que, além de serem versáteis em reações 

de hidrólise e esterificação, biotransformações e resoluções ópticas, são também acessíveis, 

de baixo custo, estáveis em solventes orgânicos e apresentam alta atividade catalítica em 

condições brandas de reação, o que as torna extremamente atrativas em processos 

biocatáliticos em geral.   

A importância dos MAGs tem aumentado nos últimos anos devido à grande 

quantidade de glicerol gerada pela indústria de biodiesel (Velty et al, 2007; Leschinski et al, 

2008; Lu (Max) et al, 2008; Shen et al, 2008). Além disto, rejeitos industriais de ácidos 

graxos constituem uma fonte barata e extensa de matéria-prima ácida (Itabaiana Junior et al, 

2012) para a síntese dos MAGs.  Como exemplo, citamos os ácidos graxos livres removidos 

pelo processo de refino do óleo de palma, o qual remove ainda material odorífero, água e 

impurezas para produzir um óleo com qualidade comestível (Lumpur et al, 2000). Neste 

processo, os ácidos graxos livres restantes são aplicados como matéria-prima na fabricação de 

borrachas, velas e sabonetes. Entretanto, menos de 10% desse resíduo é aproveitado, 

carecendo de novas alternativas para a produção de aditivos com valor agregado. Diante do 

exposto, foi proposta a utilização de um resíduo oriundo do refino de óleo de palma contendo 
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os ácidos esteárico, palmítico e oléico como reagente de partida para a produção de MAG, 

agregando-se relevante valor econômico e sustentável ao produto final. 

     Os processos enzimáticos podem ocorrer em diferentes tipos de biorreatores, sejam eles 

em condições de batelada ou em fluxo contínuo. Para fins industriais, o sistema de fluxo 

contínuo apresenta vantagens sobre os reatores em batelada, como o maior controle do 

processo, alta produtividade e melhoria da qualidade, pureza e rendimento (Lindner et al, 

2008; Lima et al, 2011). Além disto, os reatores em fluxo contínuo proporcionam melhoria da 

transferência de massa e uma maior possibilidade de reciclos e aplicações do biocatalisador 

imobilizado, diferentemente dos reatores em batelada, onde há eventual cisalhamento do 

suporte que imobiliza o biocatalisador, devido ao efeito da agitação e atrito entre os grãos, 

inviabilizando novos processos. Diversos tipos de reatores podem ser utilizados em sistemas 

contínuos, e, dentre estes, os reatores de leito fixo (Packed Bed Reactors) são os mais 

populares, devido à alta eficiência, baixo custo e facilidade de construção, operação e 

manutenção. Nos últimos anos, diversos processos de síntese, incluindo diferentes etapas, têm 

sido realizados em sequência ou em cascata, através de fluxo contínuo, sem isolamento de 

intermediários (Porcar et al, 2009; Komers et al, 2010; Alqahtani et al, 2012; Ntihuga et al, 

2012;). O uso da tecnologia de fluxo contínuo tem sido ainda bastante interessante na 

implementação de reações químio-enzimáticas, pois enzimas e reagentes químicos podem ser 

acondicionados em diferentes ambientes, evitando a inativação do biocatalisador, devido à 

presença de um catalisador químico (Whitesides et al, 2006; Watts et al, 2009; Kirschning et 

al, 2011;). Como alternativa à glicerólise enzimática de óleos vegetais, e, visando obter o 1-

monoacilglicerol puro, procede-se a esterificação de ácidos graxos com derivados de glicerol, 

como o R,S-1,2-O-isopropilidenoglicerol (IPG) um reagente comercial.  

    Comparativamente ao glicerol, o 1,2-IPG apresenta maior solubilidade em solventes 

orgânicos e, propicia a formação de 1-monoacilgliceróis apenas, já que duas das hidroxilas 

apresentam-se protegidas por um grupamento acetal. 

      Neste trabalho, a síntese em cascata da monoestearina foi desenvolvida sob condições de 

fluxo contínuo, envolvendo o acoplamento de três etapas: acetalização do glicerol, reação 

esterificação catalisada por lipase do álcool protegido com o ácido graxo de interesse e, por 

fim, a remoção dos acetais do glicerol, gerando um único produto: o 1-monoacilglicerol 

(figura 1). 
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Figura 1: Esquema dos processos reacionais envolvidos no presente trabalho (produção do 1-MAG a partir do 

glicerol protegido) e, alternativas de rotas sintéticas para produção do 1-MAG que levam a formação de 

subprodutos. 

     Um desafio importante da esterificação do glicerol catalisada por lipase é encontrar um 

solvente que dissolva o ácido graxo e solubilize o glicerol, sem conduzir a formação de 

produtos secundários, o que requer, portanto, satisfatória seletividade (Zheng et al, 2008). 

Devido a esses problemas, a maioria dos pesquisadores opta pela hidrólise seletiva de 

triacilgliceróis, em processos extensivos de batelada, a fim de se obter uma mistura de 

acilgliceróis enriquecidos com 1-monoacilgliceróis (Cheirsilp et al, 2009). Como alternativa, 

sistemas micro heterogêneos, tais como microemulsões água em óleo (A/O) conhecidas como 

micelas reversas, têm sido propostas (Xenakis et al, 2009). Micelas reversas são 

termodinamicamente estáveis e opticamente transparentes, com grande área interfacial que 

fornece um domínio aquoso onde as enzimas podem ser acomodadas. Fornece ainda uma 

interface onde o sítio ativo das enzimas pode ser ancorado e, uma fase orgânica não-polar, 

onde substratos e/ou produtos hidrofóbicos podem ser dissolvidos (Xenakis et al, 2009; 

Stamatis et al, 1997), sendo ambas as fases estabilizadas por um surfactante. Em vários casos 

as micelas reversas proporcionam melhora da atividade enzimática, gerando rendimentos 

elevados com baixas concentrações de biocatalisador. Neste trabalho, microemulsões em 

AOT e Lecitina foram testados objetivando a produção da monoestearina, catalisada pelas 

lipases B, de Cândida antarctica e de Rhizomucor miehei. Estudos cinéticos foram realizados 

a fim de se investigar os efeitos da temperatura e do teor de água na referida reação. 
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Embora micelas reversas apresentem diversas vantagens quanto à melhoria de 

atividade enzimática e solubilidade, uma das grandes limitações deste sistema é a separação 

do produto final devido à emulsificação com surfactantes. Entretanto, micelas reversas podem 

ser imobilizadas in situ através de matrizes gelificadas de celulose, ágar ou derivados 

(Zoumpanioti et al, 2006; Zoumpanioti et al, 2009, Xenakis et al, 2010). Esta tecnologia, 

denominada organogel, é uma alternativa biocatalítica interessante, visto que pode ser 

aplicada tanto em processos de batelada, quanto de fluxo contínuo. Além disso, procede a 

catálise enzimática sem haver a necessidade de posterior separação do produto, assim como 

ocorre em catálises convencionais utilizando enzimas imobilizadas. Neste trabalho, a síntese 

da monoestearina foi proposta tendo-se o isopropilidenoglicerol e o ácido esteárico como 

reagentes de partida, em sistemas microemulsionados livres e imobilizados em organogel.  
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1.2 – Considerações Parciais 
 

     Tendo-se em vista as limitações para a síntese e purificação de MAGs, este 

trabalho tem como objetivo um estudo comparativo de rotas biotecnológicas, 

envolvendo processos em batelada, fluxo contínuo, sistemas sem solventes, além do 

emprego de microemulsões e organogel para a para a síntese do monoestearato de 

glicerila, empregando inicialmente o IPG como álcool e o AE. Neste sentido, resíduos 

industriais de ácidos graxos e glicerol foram também empregados como matérias-

primas, na intenção de se agregar valor comercial e ambiental aos produtos finais.  

     Variáveis reacionais, como temperatura, agitação, fluxo reacional, quantidade de 

biocatalisador foram otimizadas via Planejamento de experimentos, empregando as 

enzimas imobilizadas de Thermomyces lanuginosus e Rhizomucor miehei.  

     Aumentos de escala, concentração e reprodutibilidade dos processos e suas 

respectivas produtividades foram investigados, além do potencial de reciclabilidade do 

biocatalisador em cada sistema.  

     Por fim, um sistema em fluxo contínuo em cascata, acoplando todas as etapas de 

formação de MAGs desprotegidos foi desenvolvido. 
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CAPÍTULO 2 

Revisão Bibliográfica 

2.1 – Enzimas 
 

  Algumas das limitações existentes na obtenção de produtos de interesse comercial 

podem estar associadas aos tipos de catalisadores químicos empregados, os quais, muitas 

vezes, são pouco versáteis, além de exigirem elevadas temperaturas para serem atingidas 

razoáveis velocidades de reação. Além disto, pela reduzida especificidade, podem fornecer 

subprodutos de decomposição química ou até mesmo contaminações, gerando, desta forma, a 

necessidade de etapas posteriores de purificação, elevando-se os custos do processo. 

Diferentemente de um catalisador químico, que muitas vezes não apresentam seletividade 

quanto ao substrato, e necessitam de elevadas temperaturas ou pressão para atingir resultados 

satisfatórios, enzimas são biocatalisadores de natureza protéica ou glicoprotéica que, além de 

atuarem em condições brandas de temperatura (30 a 70 ºC), pH e pressão, apresentam elevada 

seletividade (a qual pode ser químio, régio e/ou enantio), atingindo taxas de reação bastantes 

elevadas (cerca de 10
8
 a 10

12
 vezes maior do que sem catalisador). Este comportamento das 

enzimas permite uma redução dos custos com o “downstrean” do processo, já que sua elevada 

especificidade resulta em um maior rendimento do processo, obtenção de produtos 

biodegradáveis e redução na quantidade de resíduos (De Castro et al, 2004). 

De acordo com o NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the International Union of 

Biochemistry and Molecular Biology) as enzimas são classificadas e codificadas em relação à 

reação catalisada. A nomenclatura utiliza a abreviação E.C (Enzyme Commission) seguida de 

até quatro dígitos referentes à classe e subclasses a que pertence à enzima (Lima, 2004; 

Zimmermann, 2005). O interesse industrial por transformações enzimáticas em meios não 

aquosos tem aumentado intensamente nos últimos anos, principalmente, nas áreas de 

enzimologia e engenharia de proteínas, as quais ampliaram consideravelmente o potencial de 

aplicação das enzimas como catalisadores em processos industriais. Entre os processos de 

maior interesse estão as reações de hidrólise, síntese e interesterificação de lipídeos por meio 

das lipases. As razões do enorme potencial biotecnológico dessa enzima são:  
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i) apresentam alta estabilidade em solventes orgânicos; ii) não requerem a presença de co-

fatores; iii) possuem uma larga especificidade pelo substrato e, iv) exibem uma alta 

enantiosseletividade (Castro, 2004). 

O reconhecimento dessas vantagens tem proporcionado um aumento considerável na 

produção e comercialização de enzimas em geral, resultando no desenvolvimento de 

tecnologias alternativas consistentes para utilização no setor industrial. De acordo com a 

reportagem da Business Communications Company Inc., citada no trabalho de Machado 

(2011), o mercado global de enzimas para interesse industrial foi estimado em U$ 4,4 bilhões 

de dólares em 2015. Esta estimativa está baseada no fato de que novas aplicações estão 

surgindo, exigindo desta forma que a indústria responda com um fluxo contínuo de produtos 

inovadores. A Figura 2 demonstra os principais consumidores de enzimas, assim como uma 

estimativa do valor gasto anualmente por estes setores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 : Perspectivas para o mercado mundial de enzimas industriais no período de 2008-2015. 

(http://www.bccresearch.com/report/BIO030F.htmL, 2012, citado por Machado, 2011). 
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2.1.1 – Lipases 

2.1.1.1 – Características Gerais 
 

Lipases são enzimas classificadas como hidrolases (triacilglicerol éster hidrolases - 

E.C. 3.1.1.3) e catalisam reações de hidrólise de ésteres de ácidos carboxílicos (Figura 3), 

tendo-se como produto final os ácidos correspondentes e o glicerol (Lago et al, 2006). Em 

condições de baixa concentração de água, a reação inversa (síntese do TAG) pode ocorrer. 

Trata-se de enzimas hidrolíticas que atuam na interface orgânico-aquosa, e não necessitam de 

cofatores para sua atividade. Apresentam grande importância na biocatálise atual, devido à 

imensa capacidade de catalisar diversas reações, além de serem estáveis tanto em meio 

aquoso quanto em meio orgânico, com alta régio, químio e enantiosseletividade (Carvalho et 

al, 2005). 

 

 

 

 

 

 

          

As lipases são enzimas bastante difundidas na natureza, sendo as principais fontes de 

obtenção as plantas (sementes oleaginosas, grãos), os animais (órgãos como fígado, pâncreas, 

estômago) e alguns microrganismos (leveduras, fungos, bactérias) (Paques e Macedo, 2006). 

São enzimas digestivas importantes para a mobilização da gordura utilizada como fonte de 

energia nos seres vivos, assim como para o metabolismo intracelular de lipídeos nas 

membranas biológicas (Villeneuve, 2000). 

Dependendo da fonte de obtenção, lipases podem ter massa molar variando entre 20 a 

75 kDa, assim como apresentar atividade em pH na faixa de 4 a 9 e, em temperaturas variando 

desde a ambiente até 70ºC. Lipases são geralmente estáveis em soluções aquosas neutras, 

apresentando atividade ótima na faixa de temperatura entre 30 e 40ºC, porém sua 

termoestabilidade varia consideravelmente em função da origem, sendo as lipases 

microbianas as que possuem maior estabilidade térmica. 

Figura 3: Reação de hidrólise catalisada por lipases. (Adaptado de Carvalho et al, 2005). 
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     Por serem estáveis e eficientes com diferentes substratos, além dos lipídios, bem como por 

suas propriedades químio, régio ou enantiosseletivas e, estereoespecificidade, as lipases têm 

sido biocatalisadores atraentes em uma série de reações químicas (Jaeger& Reetz, 1998, 

Bornscheuer & Kazlauskas, 1999; Villeneuve et al, 2000, Freire e Castilho, 2008). Além da 

hidrólise, as lipases também são conhecidas por catalisarem reações reversas, como 

esterificação (Ruela et al, 2012; Sutili et al, 2012), transesterificação (interesterificação), 

alcóolises e acidólises (Anuar et al, 2013; Ray et al, 2013), aminólise (Bonte et al, 2013), 

acilação regiosseletiva (Badgujar et al, 2013), enantiosseletiva (Pilissão et al, 2009) e 

lactonização (Boratyński et al, 2013), em condições onde a quantidade de água do sistema 

reacional é suficientemente baixa a fim de favorecer o equilíbrio termodinâmico para o 

sentido da síntese (Ghanem e Aboul-Enein, 2004, Foresti e Ferreira 2006). Há ainda trabalhos 

recentes, dentre eles, do nosso grupo de pesquisa, onde há descrição de importante atividade 

de lipases em reações de epoxidação (Corrêa et al, 2012). 

     Uma grande quantidade de lipases oriundas de microrganismos tem sido aplicada em 

biocatálise (Athalye et al, 2013), assim como estudadas tanto do ponto de vista bioquímico 

quanto genético (Abdulla & Ravindra, 2013; Ruiz et al, 2013). Com os avanços da tecnologia 

do DNA recombinante, além da abundância e facilidade de cultivo e produção de 

microrganismos, a principal forma de produção atual de lipases tem sido a fermentação, 

apresentando um maior controle de processo e elevada produtividade como grandes vantagens 

(Gutarra et al, 2011; Godoy et al, 2012;). Dentre os microrganismos utilizados, destacam-se 

os fungos filamentosos dos gêneros Rhizopus, Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e 

Rhizomucor, leveduras dos gêneros Yarrowia e Cândida, sendo esta última de grande 

importância industrial (Yuzbashev et al, 2012; Nakajima-Kambe et al, 2013; Romero et al, 

2013), (Wang et al, 2012). Além disto, destacam-se algumas lipases de fontes bacterianas do 

gênero Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus e Serratia (Bose & Keharia, 2013; Joshi & 

Khare, 2013; Song et al, 2013; Zhao et al, 2013). 

Esterases (E.C.3.1.1.1), assim como as lipases, são também um extenso grupo de 

hidrolases que naturalmente catalisam tanto a quebra quanto a formação de ligações éster 

(Bornscheuer, 2002; Secundo et al, 2006; Nam et al, 2013). Entretanto, lipases hidrolisam 

acilgliceróis de cadeia longa (mais de 10 átomos de carbono), enquanto as esterases 

hidrolisam acilgliceróis com menos de 10 átomos de carbono (Verger, 1997). Porém, o 

interesse nestas enzimas reside no fato de que as mesmas não requerem cofatores, são 

relativamente estáveis e ativas em solventes orgânicos (Bornscheuer, 2002). Deve-se enfatizar 
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também, que a maioria das lipases pode hidrolisar os substratos de esterases, enquanto que o 

inverso não é verdadeiro (Jaeger et al, 2002). 

Sarda e Desnuelle (1958) definiram lipases levando-se em conta a ativação interfacial. 

Nesta obra, concluiu-se que a propriedade de ativação está relacionada com a presença de 

uma interface água/óleo que é gerada na presença de substratos insolúveis em água e que são 

emulsionados (Verger, 1997, citado por Borges, 2011). Portanto, o fenômeno da ativação 

interfacial tem como característica o aumento da atividade lipolítica quando a solubilidade do 

substrato é excedida, fazendo com que seja gerada uma fase independente. Além disto, as 

características e a qualidade da interface gerada podem influenciar intensamente na atividade 

catalítica das lipases (Costa e Amorim, 1999, citado por Borges, 2011).  

Após a elucidação estrutural de diversas lipases, como a lipase pancreática humana, 

notou-se que a ativação poderia ser melhor explicada em função da presença de uma tampa 

hidrofóbica (conhecida como “Lid”), que apresenta a função de proteger o sítio ativo da 

enzima, além de expô-lo em eventuais mudanças conformacionais. Entretanto, trabalhos 

atuais demonstram que a presença desta tampa não está necessariamente relacionada a 

ativação interfacial, já que lipases oriundas de leveduras (Cândida antarctica B), fungos  

como a de Rizhomucor miehei (figura 4), ou até mesmo bactérias (Pseudomonas aeruginosa e 

Burkholderia glumae), apresentam “Lid” em suas estruturas, porém não sofrem ativação 

interfacial (Jaeger e Reetz, 1998; De Castro et al, 2004; Freire e Castilho, 2008; Esakkiraj et 

al, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

 

     Além disto, as cutinases, enzimas conhecidas lipases “verdadeiras” que possuem a menor 

estrutura conhecida (~19 kDa), como a de Fusarium solani spp. Pisi, não apresentam a tampa 

catalítica e não precisam da interface para exercer sua atividade hidrolítica (Dalla-Vecchia et 

Figura 4: Estrutura cristalina da lipase de Rizhomucor miehei, evidenciando a tampa hidrofóbica 

em sua forma fechada (A) e aberta (B). Fonte: Rodriguez & Fernandes-Lafuente, 2010. 
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al, 2004). Portanto, atualmente, as lipases têm sido definidas como carboxilesterases capazes 

de hidrolisar triacilgliceróis de cadeia longa (Verger, 1997; Lima, 2004). 

 

2.1.1.2– Especificidade de Lipases 
 

Para aplicação industrial, a especificidade da lipases é um fator crucial. De acordo com 

a especificidade com o seus substratos naturais preferenciais (acilgliceróis), as lipases 

podem ser divididas (figura 5 - Paques e Macedo, 2006): 

 

1. Regiosseletivas – que podem ser subdividas em: 

 Lipases 1,3-específicas - hidrolisam apenas ésteres de ácidos graxos primários, ou 

seja, na posição 1 ou 3 (ex: Aspergillus niger, Mucor javanicus, Rhizopus oryzae, 

Penicillium roquefortii); 

 

 Lipases não-específicas- hidrolisam ésteres de ácidos graxos primários ou 

secundários, liberando ácidos graxos na posição 1(3) ou 2 (ex: Cândida rugosa, 

Pseudomonas sp.);  

        2. Tipo-seletivas - com relação ao tamanho da cadeia carbônica e/ ou ao número 

de insaturação do grupo acila. 

 Enantiosseletivas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Principais reações catalisadas por lipases do tipo não específica e 1,3 específica (Adaptado de 

Paques e Macedo, 2006). 
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     Lipases de Rhizomucor e Penicillium são 1,3-específicas, porém a lipase de Cândida 

antarctica apresenta os dois tipos, 1,3-específica (Cândida antarctica B) e não específica 

(Cândida antarctica A). As lipases 1,3-específicas diferem entre si no grau de seletividade (ou 

especificidade), como indicado qualitativamente na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Regiosseletividade de algumas lipases microbianas. 

Lipase (Fonte) Regiosseletividade 

Aspergillus niger Moderadamente1, 3-específica 

Cândida antarctica B 1,3-específica 

Cândidata antarctica A 2-específica 

Cândida rugosa Não-específica 

Aspergillus oryzae Altamente 1,3-específica 

Rhizomucor miehei Moderadamente1, 3-específica 

Geotrichum candidum Estereosseletiva 

Rhizomucor javanicus Levemente 1,3-específica 

Adaptado de: Fregolente, 2010. 

 

2.1.1.3 - Aplicações de Lipases 
 

     As lipases têm sido atraentes principalmente em aplicações industriais de larga escala, 

onde sua maior importância tem sido como aditivo em detergentes, os quais são usados 

principalmente em lavanderias domésticas e industriais e, na limpeza doméstica. O comércio 

mundial de enzimas para aplicações em detergentes é estimado em 450 milhões de dólares por 

ano (Freire e Castilho, 2008). Para melhorar o poder de detergência, geralmente são 

adicionados mais de um tipo de enzima nos detergentes, incluindo as proteases, amilases, 

celulases e lipases. As enzimas podem reduzir o impacto ambiental causado pelos produtos 

detergentes, uma vez que são biodegradáveis, não produzem resíduos nocivos à saúde, não 

apresentam risco à vida aquática e a quantidade de compostos químicos lançada é reduzida. 

Além disto, lipases têm sido aplicadas também em outros setores, tais como: degradação de 

óleos e gorduras; síntese farmacêutica; produção de cosméticos; alimentício; papéis; couro; 

tratamento de efluentes; produção de biodiesel; diagnósticos; análises clínicas, químico, 

dentre outras (Reetz, 2002; Freire e Castilho, 2008). A Tabela 2 traz um panorama das 

proncipais aplicações industriais de lipases em função do tipo de reação catalisada. 
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SETOR INDUSTRIAL APLICAÇÃO PRODUTO REFERÊNCIA 

 

ALIMENTÍCIO 

 

 

 

 

 

 

 

 

Processamento de carnes e peixes Produtos embutidos Motok e Seguro, 1998 

 

Transesterificação de óleos Manteiga de Cacau Paques e Macedo, 2006; Hasan et 

al, 2006. 

 

Melhorar aroma e remover 

excesso de gorduras 

Maionese, molhos e cremes Sisak et al, 2006 

 

 

Síntese de ésteres 

 

Ésteres e emulsificantes Freire e Castilho, 2008, Paques e 

Macedo, 2006. 

 

Hidrólise da gordura do leite Agentes aromatizantes para 

produtos lácticos 

Paques e Macedo, 2006; Hasan et 

al, 2006; Freire e Castilho, 2008. 

 

QUÍMICO 

 

Transesterificação de óleos 

vegetais 

 

Biodiesel Paques e Macedo, 2006; Hasan et 

al, 2006; Freire e Castilho, 2008. 

Síntese de ésteres ésteres Bornscheuer, 1999;  

Shimada et al, 2007. 

 

MÉDICO Dosagem de triglicerídeos do 

sangue 

 

Kit Diagnóstico Freire e Castilho, 2008, citado por 

Machado, 2011. 

COSMÉTICO Remoção de lipídeos, hidratação. 

Clareamento de manchas 

Cosméticos em geral Guth e Lentner, 2006. 

Tabela 2: Relação dos setores, tipos de aplicação e produtos obtidos com a utilização de lipases. 

: Relação dos setores, tipos de aplicação e produtos obtidos com a utilização de lipases. 
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2.1.1.4 - Mecanismo Catalítico e Estrutura de Lipases 
 

Desde a descoberta e resolução das estruturas tridimensionais das lipases de 

Rhizomucor miehei e da lipase pancreática humana por cristalografia de Raios-X, até hoje, 

todas as lipases têm sido do tipo α/β hidrolase (Bornscheuer, 2002) (Figura 6), apresentando 

um núcleo central, formado por uma folha β, constituída por até oito cadeias β diferentes (β1- 

β8), ligada a até 6 hélices α (Ollis et al, 1992). No entanto, a curvatura das cadeias β pode 

variar significativamente, assim como a posição topológica das hélices α. As fitas β possuem 

geralmente orientação para a esquerda, e a primeira e a última fita possuem um ângulo de 

aproximadamente 90°C entre si.  

     De modo geral, o sítio catalítico das lipases é formado por de três resíduos, conhecidos 

como tríade catalítica, que se apresentam sempre na mesma ordem: O resíduo nucleofílico 

(serina - Ser), um resíduo ácido (aspartato - Asp ou glutamato - Glu), e a Serina (Ser). O sítio 

localiza-se no lado C-terminal das fitas β. O nucleófilo catalítico, neste caso, o aminoácido 

serina, está localizado especificamente no C-terminal da fita β5 em um pentapeptídeo 

altamente conservado (Glicina-X1-Serina-X2-Glicina, onde X1= histidina e X2= ácido 

glutâmico ou aspártico), que constitui o que é denominado de ângulo nucleofílico (Jaeger et 

al, 1999; Bornscheuer, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Representação esquemática do modelo estrutural de α/β hidrolases. Filamentos em 

conformação β (1-8) formando uma estrutura em folha β-pregueada estão indicados pelas setas, 

estrutura em α-helices (A-F) indicadas pelos cilindros. A posição topológica do sitio ativo 

érepresentada por um círculo sólido, onde o nucleófilo é o resíduo de aminoácido depois de β5, o 

resíduo de Asp/Glu está depois de β7 e o resíduo de histidina está entre β8 e αF (Jaeger et al, 1999). 
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            Quando a lipase é adicionada em meio aquoso, a exposição do sítio catalítico é 

desfavorável do ponto de vista termodinâmico, fazendo com que a mesma permaneça em seu 

estado inativo, ou seja, na conformação fechada. Entretanto, na presença de uma interface, 

gerada na presença de substratos hidrofóbicos, há uma modificação estrutural na lipase, de 

modo a gerar uma conformação ativa ou “aberta”, expondo o sítio ativo e tornando-o mais 

acessível ao substrato, sendo este o fenômeno de ativação interfacial (Costa e Amorim, 

1999). Esta abertura nada mais é do que uma reestruturação conformacional da lipase, que 

cria uma região eletrofílica (“cavidade do oxiânion”) em torno do resíduo de serina: neste 

fenômeno, tampa hidrofóbica é distorcida para trás, encobrindo seu lado hidrofílico em uma 

cavidade polar, e expondo totalmente seu lado hidrofóbico, expandindo a superfície apolar 

em torno do sítio catalítico. A cavidade do oxiânion é responsável pela estabilização de 

cargas negativas geradas durante o ataque nucleofílico na ligação carbonila do substrato, 

portanto estabiliza o estado de transição durante a catálise. (Paiva et al, 2000). 

     Diversos estudos cinéticos têm sido feitos a fim de se propor um mecanismo plausível para 

descrever a ação catalítica de lipases em suas reações. Deste modo, o mecanismo mais utilizado 

para descrever a ação catalítica das lipases é o chamado Ping-Pong Bi Bi (Figura 7). Este 

mecanismo consiste em duas etapas majoritárias (Paiva et al, 2000; Jaeger et al, 1999):  

1. Ataque nucleofílico sobre a ligação éster do substrato pelo átomo de oxigênio do grupamento 

hidroxila do resíduo serina do sítio catalítico, após a abertura da tampa, resultando na formação 

de um complexo denominado enzima acilada e liberação de uma porção álcool do substrato 

original. 

2. Hidrólise do complexo enzimático acilado, resultando na regeneração da enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Mecanismo cinético (Ping-Pong Bi Bi) de lipase catalisando reações envolvendo 

múltiplos substratos e produtos usando a notação de Cleland’s (E: enzima; Es: éster; Al: 

álcool; Ac: ácido, W: água, F: acil enzima, i = 1, 2, 3, ..., I; j = 1, 2, 3, ..., J). (Paiva et al, 2000, 

citado por Gomes et al, 2011). 
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     A figura a seguir (figura 8), proposta por Manoel et al (2013), descreve o mecanismo de 

catálise e os estados de transição durante a hidrólise do éster acetato de etila (etanoato de 

etila) catalisada por lipases e esterases. 

De acordo com a Figura 8 o processo de hidrólise de um éster catalisada por uma 

lipase ocorre em 4 etapas, descritas a seguir: 

 

Etapa 01: Inicialmente o aminoácido histidina presente na tampa hidrofóbica aumenta a 

nucleofilicidade do grupo hidroxila da serina presente no sítio catalítico. Desta forma, ocorre 

um ataque nucleofílico ao átomo de carbono suscetível da ligação éster do substrato, 

representado na figura pelo acetato de etila, abrindo a ligação C=O e dando origem ao 

intermediário tetraédrico. O anel imidazólico da histidina fica protonado e carregado 

positivamente, sendo estabilizado pela carga negativa do resíduo ácido. 

 

Etapa 02: O intermediário tetraédrico formado é estabilizado por ligações de hidrogênio com 

os grupamentos amidas dos resíduos pertencentes à chamada “cavidade do oxiânion”. O 

intermediário tetraédrico é desfeito, pelo retorno da ligação C=O e consequente clivagem da 

Figura 8: Esquema da reação de hidrólise de ligações éster catalisada por esterases e lipases. Onde Td1 e Td2 

representam o primeiro e o segundo intermediários tetraédricos. (Figura modificada por Manoel et al 2013 a partir 

de Bornscheuer e Kazslauskas, 2006 e Simas et al, 2011). 
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ligação éster e liberação da porção álcool, cujo oxigênio recebe um próton proveniente da 

histidina, que age como ácido gerando-se assim o intermediário denominado enzima acilada; 

 

Etapa 03: Formação do intermediário covalente enzima acilada, onde o componente ácido do 

substrato encontra-se esterificado com o resíduo serina da enzima. A molécula de água que se 

aproxima e é ativada pelo resíduo de histidina vizinho, e o íon hidroxila resultante promove o 

ataque nucleofílico ao átomo de carbono da carbonila do intermediário covalente. Uma 

molécula de água, que tem seu caráter nucleofílico acentuado pela ação básica da histidina 

protonada, ataca o carbono suscetível do intermediário acil enzima, abrindo a ligação C=O, 

gerando um segundo intermediário tetraédrico. 

 

Etapa 04: Retorno da ligação C=O desfaz-se o segundo intermediário tetraédrico com a 

liberação do ácido carboxílico e da enzima livre. 

 

2.2 - Tensoativos  
 

Os tensoativos são substâncias que pela sua estrutura e propriedades têm a capacidade 

de reduzir as tensões interfaciais e superficiais dos líquidos onde estes se encontram. Fazem 

parte da família das moléculas anfifílicas, que possuem como característica principal duas 

regiões de solubilidades distintas e com distância suficiente para se comportarem de maneira 

independente, apesar de serem ligadas uma a outra. Um exemplo de tensoativo amplamente 

utilizado é o monoestearato de glicerila (figura 9), um tensoativo não-iônico, objeto de estudo 

deste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Representação do monoestearato de glicerila, um tensoativo não-iônico, evidenciando 

as duas regiões de solubilidades distintas. 
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Os tensoativos possuem intensa aplicabilidade industrial, podendo ser utilizados, por 

exemplo, como: emulsificantes, agentes molhantes, solubilizantes, anti-espumantes, de 

emulsificantes, dentre outras aplicações (Nitschke e Pastore, 2002). 

     Uma das principais propriedades de algumas moléculas tensoativas é a capacidade de 

emulsionar dois líquidos imiscíveis. Os tensoativos que apresentam estas características são 

chamados particularmente de agentes emulsificantes e atuam facilitando a emulsificação, 

bem como estabilizando a emulsão resultante, pois se posicionam entre as duas fases da 

formulação (aquosa e oleosa), originando a película interfacial que diminui a tensão entre elas 

(Bognolo, 2012).  

A principal função dos emulsificantes no processamento dos alimentos é reduzir a 

tensão interfacial entre as fases em uma emulsão, geralmente óleo e água. Tensão interfacial 

pode ser definida como a força necessária para romper uma interface podendo ser 

determinada pelo grau de coesão entre as moléculas que formam esta superfície. A água 

forma uma extensa rede através de suas ligações de hidrogênio, o que lhe confere uma grande 

tensão superficial, e consecutivamente, interfacial. Quando um tensoativo é adicionado à 

água, as extremidades hidrofílicas que se espalham na superfície competem pelas ligações de 

hidrogênio que contribuem para a coesividade da superfície. Como resultado, a tensão 

superficial é diminuída. 

Em um sistema de duas fases, como em muitos cosméticos e alimentos, uma fase é 

dispersa na outra em forma de gotas, e necessitam ser estabilizadas por um tensoativo. A fase 

em maior quantidade denomina-se fase contínua ou dispersante, e aquela em menor 

quantidade, denomina-se fase dispersa. Estes sistemas são denominados emulsões, e podem 

ser classificados em emulsões óleo/água quando a fase contínua é água, como leite ou 

sorvetes, e emulsões água/óleo quando a fase contínua é óleo, assim como manteigas e 

margarinas (Fuguete, 2005). 

Uma emulsão é considerada termodinamicamente instável. Para ser considerada 

termodinamicamente estável, a emulsão deveria espontaneamente voltar ao estado de 

emulsão após uma separação de suas fases através de, por exemplo, uma centrifugação. 

Entretanto, depois de separadas as fases de uma emulsão, elas permanecem separadas até que 

sejam misturadas por uma força externa. 

Emulsões estáveis apenas retardam o inevitável, agindo de modo a evitar que a 

separação de fases seja visível, pelo menos dentro do tempo normal de vida do produto 

(Urban, 2004). Como exemplo, pode-se citar a margarina, onde a mistura apropriada de 

gordura combinada com proteínas do leite, lecitinas e monoacilgliceróis saturados usados na 
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produção da margarina aumentam a estabilidade e as propriedades alimentícias. A utilização 

desses tensoativos na indústria alimentícia, além de estabilizar emulsões, ainda modifica a 

cristalização da gordura, a consistência, a aderência da massa, além das características de 

geleificação do amido pela complexação com amido, proteína e açúcares; lubrificam as 

massas com baixo teor de gordura, entre outras propriedades. 

 

2.2.1 - Classificação dos Tensoativos 
 

Os tensoativos podem ser classificados de diferentes formas. Entretanto, a classificação 

mais pertinente e comumente utilizada é feita baseando-se na carga (ou ausência de carga) da 

superfície ativa (parte polar). A seguir, serão apresentadas as classificações: 

 

1. Tensoativos Catiônicos 

     Esses tensoativos têm uma grande afinidade com a queratina, conferindo maciez e brilho 

em formulações para cabelos. Estes tensoativos não são muito utilizados e mostram-se 

incompatíveis com os aniônicos. Como exemplo desta classe tem-se: cloreto de olealcônio, 

cloreto de diestearildimônio (Figura 10), éter sulfato de isosteariletildimônio. 

 

 

 

 

 

 

 

2. Tensoativos aniônicos 

 

Os tensoativos aniônicos são normalmente empregados em xampus. São os mais 

numerosos, possuem um ou vários grupos ionizáveis em fase aquosa e, uma vez dissociados 

em água, formam íons na superfície ativa carregada negativamente. São exemplos de 

tensoativos aniônicos: lauril sulfato de sódio (Figura 11 - 1), laurel éter sulfato de sódio, e a 

trietanolamina (Figura 11 - 2). 

 

Figura 10: Estrutura química do cloreto de diestearildimônio. 
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3. Tensoativos anfóteros 

 

Os tensoativos anfóteros apresentam um poder detergente e espumante menor que os 

aniônicos, mas, em geral, são muito bem tolerados, e por isso, também possuem aplicação 

alimentícia, além de cosmética. A betaína (ácidos graxos clorados e trimetilamina), a 

cocoamidopropil betaína (Figura 12) e a cocoamidopropil hidroxisultaína são exemplos de 

tensoativos anfóteros. 

 

 

 

 

 

 

4. Tensoativos não iônicos 

 

     Estes tensoativos apresentam características bem peculiares, pois são compatíveis 

quimicamente com a maioria dos outros tensoativos e suas propriedades são pouco afetadas 

pelo pH (Araújo, 1994). Este fato os torna bem atrativos do ponto de vista industrial. 

Existem basicamente três grandes grupos de tensoativos não iônicos: alcanolamidas de ácidos 

graxos, tensoativos etoxilados e propoxilados, ésteres de ácidos graxos com polióis. Como 

exemplos de tensoativos não iônicos têm-se os tweens e spans, além dos monoacilgliceróis. 

 

 

 

 

Figura 11: Exemplos de surfactantes aniônicos. Estruturas químicas do 1- trietanolamina; 2- lauril 

éter sulfato de sódio. 

Figura 12: Estrutura química da cocoamido propilbetaína. 
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2.2.2 - Equilíbrio Hidrofílico-Lipofílico (EHL) 
 

     Todos os emulsificantes apresentam uma característica comum, pois são moléculas que 

possuem uma porção polar, solúvel em água, também chamada de porção hidrofílica e uma 

porção apolar, insolúvel em água, também chamada de lipofílica ou hidrofóbica (Dos Santos, 

2008). O balanço entre essas duas porções moleculares com características opostas é 

denominado EHL - equilíbrio hidrofílico-lipofílico (do inglês HLB – hydrofilic-lipophilic 

balance). Este representa um sistema de classificação dos tensoativos, tendo como base os 

parâmetros de solubilidade desses compostos em solventes polares e/ou apolares (Griffin, 

1954). É uma tentativa de quantificar os efeitos das contribuições das partes polar e apolar 

existentes na estrutura da molécula (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Faixas de EHL de algumas classes de tensoativos. 

 

 

 

 

 

 

                     Adaptado de Duane, 1987. 

A predominância de uma destas partes dotará características específicas à molécula 

anfifílica e determinará os tipos de aplicação de cada uma (Duane, 1987), envolvendo 

detergência, emulsificação, lubrificação, capacidade espumante, capacidade molhante, 

solubilização e dispersão de fases.  

O valor de EHL de um tensoativo pode ser definido como (Equação I): 

 

 

BHL=7 + Hi    

 Equação I 

 

onde: Hi = contribuição dos grupos (i) hidrófilos e lipófilos. 

 

 

Na Tabela 4 são apresentados valores de EHL para alguns emulsificantes empregados em 

panificação. 

 

Tensoativo  

(com aplicação industrial) 

Faixa de EHL 

Antiespumantes 1,5-3,0 

Emulsionantes água/óleo 3,0-6,0 

Agentes Espumantes 7,0-9,0 

Emulsionantes óleo/água 8,0-18,0 

Detergentes 13,0-15,0 

Solubilizantes 15,0-20,0 
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Tabela 4: Valores de EHL para alguns emulsificantes empregados em panificação. Adaptado de Moura, 2010. 

Emulsificante Nome Comum     EHL Interação 

com Amido 

Interação 

com Gluten 

Dosagem 

Usual (%) 

Polissorbato 60 

 

PS-60 

 

14 -15 Moderado Excelente 0,15 – 0,30 

 

Polissorbato 80 

 

PS-80 

 

14-15 Moderado Excelente 0,15-0,30 

Estearoil-2-

lactil lactato de 

sódio 

 

SSL 7 -9 Muito bom Bom 0,25-0,50 

Estearoil-2-

lactil lactato de 

cálcio 

CSL 18-21 Bom Bom 0,25-0,50 

Mono e 

Diacilgliceróis 

MAG/DAG 2-5 Excelente Moderado 0,10-0,50 

Monoestearato 

de Glicerila 

Monoestearina 3 Excelente Moderado 0,30-0,50 

 

     Apesar do uso generalizado do método de Griffin, fica aparente que este método não pode 

levar em consideração muitos efeitos e, assim, faz previsões incorretas frequentemente. 

(Davies, 1959). 

      Com respeito à origem dos emulsificantes, estes podem ser naturais, como a lecitina, ou 

sintéticos, produzidos especialmente a partir de monoacilgliceróis e ésteres de ácido lático. 

Os monoacilgliceróis, mais comumente empregados, e o objeto principal deste estudo, 

pertencem à categoria dos produtos reconhecidos como seguros, apresentando o status GRAS 

(Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food and Drug Administration) (Nabeshima et al, 

2003; Freitas et al, 2008). 

 

2.3- Monoacilgliceróis 

 

Dentre a classe dos emulsificantes não-iônicos, destacam-se os monoacilgliceróis 

(MAGs), que são monoésteres anfifílicos, compostos de uma parte hidrofóbica, geralmente 

constituída por ácidos graxos, e uma parte hidrofílica, representada pelas hidroxilas livres do 

glicerol (Batte et al, 2007). Os monoacilgliceróis são os compostos mais polares entre os 

lipídios simples. Sob o ponto de vista nutricional, estes podem ser considerados semelhantes 

aos triacilgliceróis. Sua digestão é completa e não são estabelecidas restrições quanto à sua 

ingestão diária. (Grompone, 2010). MAGs contendo ácido oléico demonstraram intenso 

efeito antioxidante (Waraho et al, 2012), além de atividade antidiabética e antiaterogênica, in 
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vitro e em células, segundo estudos conduzidos por Cho, Hong et al (2010). Como 

mecanismo de ação, tem-se que estes compostos inibem o aumento no nível de triacilgliceróis 

sanguíneos após as refeições, conforme descrito na patente JP A-1993-310567, mencionada 

por Takeno, Shimotoyodom et al (2009). Estes autores comprovaram que MAGs, tanto sn-

1(3) quanto sn-2, inibem o aumento excessivo do nível de insulina sanguínea após a ingestão 

de alimentos, mantendo-se sob controle e, consequentemente, prevenindo a obesidade e a 

diabetes (hiperglicemia) (Patente US 2009/0124691 A1). 

Dependendo da orientação das moléculas constituintes, os MAGs podem apresentar 

duas formas isoméricas. O resíduo de ácido graxo pode se posicionar em cada carbono do 

glicerol, numerados como sn-1(3) para a posição no carbono final (α-isômeros) ou sn-2 (β-

isômeros) para a posição no carbono intermediário (figura 13). Dependendo da origem 

lipídica, as cadeias carbônicas dos ésteres podem apresentar diferentes estruturas de ácidos 

graxos: saturados, insaturados, assim como cadeias longas ou curtas (Damstrup, 2008).   

Comumente, o isômero de MAG mais encontrado é a forma α–isomérica (1(3)-MAG), 

na proporção de aproximadamente 9:1 em relação à ocorrência de 2-MAG. Tal razão é 

explicada pelo fenômeno de acil migração – reações intramoleculares termodinamicamente 

induzidas. (Laszlo et al, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Devido às características anfipáticas, os monoacilgliceróis são largamente conhecidos 

na literatura por serem emulsificantes biodegradáveis, biocompatíveis e não tóxicos 

(Sjoblom, 2009; Wulff-Pérez et al, 2012; Mao et al, 2013). Quando em meio aquoso, 

moléculas anfipáticas tendem a se agrupar formando estruturas esferóides, as micelas, 

atuando como surfactantes ou emulsificantes, promovendo estabilidade da emulsão por 

redução da tensão superficial entre as fases aquosa e oleosa. 

     Tais características permitem que os MAG atuem como emulsificantes, reduzindo a tensão 

superficial entre as fases oleosa e aquosa de emulsões (Mao et al, 2013). Na maioria das 

Figura 13: Estruturas químicas dos isômeros de monoacilgliceróis. Adaptada de Mao 

et al, 2013. 
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emulsões alimentícias, a fase oleosa é revestida por camadas de materiais adsorvidos (figura 

14), que pode sem fosfolipídios, por proteínas, ou emulsificantes e tensoativos, como os 

MAG. O emulsificante se orienta na interface da emulsão, onde a calda apolar interage com a 

fase oleosa, e a cabeça polar, com a fase aquosa (Trivedi & Singh, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       A capacidade de estabilização apresentada pelos MAGs, assim como de qualquer 

emulgente, depende dos diferentes valores apresentados pelo Equilíbrio hidrofílico e 

lipofílico (EHL) da molécula (Wulff-Pérez et al, 2012). Quando o emulgente possui EHL 

entre 4 e 6, possui maior capacidade para estabilizar emulsões água/óleo; aquele de valores 

médios (8-16) estabilizam emulsões óleo/água. Já emulgente com valores de EHL acima de 

15 são bons agentes solubilizantes. Tal propriedade permite que os MAGs possam também 

ser utilizados com a função de dispersante, espumante, além de agentes molhantes 

solubilizantes (Mao, 2013).  

      A capacidade dos MAGs de influenciarem a consistência através da estabilização da 

emulsão deve-se ao fato destes apresentarem ponto de fusão entre 10 e 20°C acima do ponto 

de fusão de gorduras e óleos que são compostos dos mesmos ácidos graxos (Wulff-Pérez et 

al, 2012). Portanto, durante o resfriamento, os MAGs se cristalizam entre a água e o óleo ou 

gordura. 

MAGs possuem diversas aplicações nas indústrias farmacêutica, cosmética, de 

alimentos, dentre outras, correspondendo a 70% dos emulsificantes utilizados (Camacho et al, 

2006), mantendo a textura, umidade e evitando a separação dos ingredientes. Dentre as 

aplicações do MAG, destaca-se o uso em produtos de panificação, bolos, massas e 

margarinas, como inibidores da degradação do amido, além de reforçar a estrutura do glúten 

Figura 14: Principais agentes utilizados para a estabilização de emulsões alimentícias. 

Adaptado de Trivedi & Singh, 2005. 
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em pães e prolongar o frescor do produto. Em massas, permitem a obtenção de uma massa 

mais firme e menos pegajosa durante o cozimento. 

Na indústria de sorvetes podem ser aplicados, principalmente, no controle da 

cristalização de gorduras (Fregolente et al, 2007). Em bebidas, podem ser aplicados em 

clarificadores, facilitando a dispersão. Em medicamentos, os MAG facilitam a liberação 

controlada do ingrediente ativo (Szelag & Zwierzykowski, 2010). Além disso, os MAGs 

também são utilizados como matéria-prima para a produção de diversos outros tipos de 

emulsificantes, em que um grupo hidroxila do glicerol é substituído por diferentes tipos de 

moléculas como ácido acético, lático, cítrico, tartárico, etc. (Bornscheuer et al, 1998). 

Há também o interesse na produção de MAGs mediante alcoólise de triacilgliceróis, 

para posterior uso como substrato em reação de esterificação para a obtenção de 

triacilgliceróis estruturados, conforme já investigado na literatura (Bornscheuer et al, 1998). 

 

2.3.1 - Síntese de Monoacilgliceróis 
 

     A obtenção de MAG pode ser conduzida via catálise enzimática, geralmente envolvendo 

lipases, e via catálise química. Neste último caso são descritos na literatura 3 métodos 

principais, a serem enunciados: I) interesterificação ou glicerólise de triacilgliceróis (TAG) e 

glicerol; II) esterificação direta entre glicerol e ácidos graxos; III) hidrólise ou alcoólise de 

TAG (Tüter e Aksoy, 2000).  

     Desta forma, a utilização de processos enzimáticos pode ajudar a superar problemas como 

seletividade, e formação de subprodutos, assim como levar a uma abordagem ecológica, 

através da síntese de MAGs catalisada por lipases, seja por hidrólise seletiva ou alcoólise 

utilizando lipases 1,3-regioespecíficas, esterificação do glicerol com ácidos graxos e 

glicerólise de gorduras ou óleos (Pawongrat et al, 2007). 

 

2.3.1.1 - Interesterificação: Glicerólise de TAG e 

Glicerol (GL) 
 

     Normalmente, os MAGs são obtidos por glicerólise (figura 15), um tipo particular de alcoólise, 

onde moléculas de glicerol reagem com moléculas de triacilgliceróis, sendo conduzida na presença de 

catalisadores. 
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Este tipo de reação emprega catalisadores como KOH e NaOH (0,05 – 0,2%), em 

temperaturas entre 220ºC a 250ºC, com excesso de glicerol (Tüter & Aksoy, 2000). Além do 

elevado consumo de energia, as intensas temperaturas aplicadas geram reações de 

polimerização (Shimizu et al, 2004), responsáveis pela baixa produtividade (muitas vezes 

com rendimentos inferiores a 50% em MAG) e má qualidade dos produtos levando a 

colorações escuras e sabor queimado, o que requer etapas posteriores de purificação 

complexas e onerosas (Martinez et al, 2005; Berger& Schneider, 1992). Dependendo da 

relação GL/TAG, o conteúdo de MAG após glicerólise pode variar de 10% a 60%. 

Geralmente, o produto comercial contém 45-55% de MAG, 38-45% de DAG e 8-12% de 

TAG (Krog, 1997). 

     O processo químico não é adequado para a obtenção de acilgliceróis parciais contendo 

ácidos graxos poliinsaturados, já que as altas temperaturas aplicadas na reação prejudicam 

estes ácidos graxos, os quais são sensíveis ao calor (Damstrup, Jensen et al, 2005). Uma 

opção é realizar a glicerólise química sob baixas temperaturas, com irradiação ultrassônica de 

baixa frequência, com a possibilidade de introdução de solventes no meio reacional, segundo 

investigado por Zhong, Li et al (2010). 

Figura 15: Reações de Glicerólise. Adaptado de Martinez et al, 2005. 
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     Atualmente, diversos estudos para a obtenção de MAGs por meio da glicerólise empregam 

catalisadores enzimáticos. Esta metodologia é caracterizada pelo uso de temperaturas mais 

brandas e tempo mais longo de reação para atingir bons rendimentos (Maneerat, 2005). 

 

2.3.1.3 - Catálise Enzimática 
 

 

     Sistemas livres de solventes para produção de MAG e DAG a partir de reações catalisadas 

por enzimas têm despertado interesse no intuito de explorar as vantagens desta metodologia 

alternativa às reações químicas para síntese desses emulsificantes (Fregolente, 2010). Fatores 

técnicos e regulatórios da FDA e da União Européia têm procurado incentivar o 

desenvolvimento de processos menos poluentes para a síntese de emulsificantes, 

especialmente para aqueles usados em aplicações farmacêuticas ou de alimentos (Otero et al, 

2001). Do ponto de vista ambiental, o processo enzimático é tecnicamente mais limpo e 

seguro (Börjesson e Härröd, 1999). Embora o custo das enzimas ainda seja um fator limitante 

que dificulta a produção industrial em larga escala de MAG e DAG por vias enzimáticas, por 

outro lado este método traz vantagens.  

     Os estudos de reações enzimáticas para produção de MAG e DAG se dividem em dois 

tipos de sistemas: livres ou com presença de solventes orgânicos. Um sistema livre de 

solventes apresenta longos tempos de reação e baixa conversão dos reagentes (30 – 50%), 

geralmente atribuídos à baixa miscibilidade do glicerol hidrofílico com o óleo lipolítico a 

baixas temperaturas (40 a 50 
o
C) (Fregolente, 2010). Entretanto, um sistema com solvente 

melhora a miscibilidade do meio reacional, proporcionando um sistema completamente 

homogêneo, propiciando uma melhor interação enzima/glicerol/óleo e, consequentemente, 

aumentando o rendimento da reação. Verificou-se que a adição de terc-butanol/terc-pentanol 

em uma reação de glicerólise enzimática com óleo de girassol e lipase de Cândida antártica 

propiciou uma conversão de MAG de 72% em apenas 2 horas de reação, a 50 oC (Damstrup 

et al, 2005). Do mesmo modo, utilizando terc-butanol, Yang et al (2005) obtiveram 75% de 

MAG a partir da glicerólise enzimática. 

     No entanto, quando se trata da obtenção de MAG e DAG para fins alimentícios são raras 

as utilizações de solventes na mistura óleo e glicerol, especialmente devido às etapas de 

separação deste solvente e quanto à segurança devido à toxicidade do produto (Yang et al, 

2005, citado por Fregolente et 2007). É desejável que a produção de aditivos destinados às 



 

29 
 

indústrias alimentícias e farmacêuticas siga as recomendações de segurança. Apenas n-

hexano, acetona e etanol são permitidos nas indústrias de processamento de alimentos. Além 

da preocupação em obter produtos alimentícios seguros e livres de solventes, sob o aspecto 

ambiental, a não utilização de solventes em processos é desejável, uma vez que evita etapas 

subsequentes para eliminação do solvente do produto como também evita a geração de 

resíduos tóxicos. 

      Dentro das reações enzimáticas que têm sido exploradas estão: 

1) hidrólise ou alcoólise de triacilgliceróis; 

2) glicerólise de triacilglicerol 

3) esterificação ou transesterificação de glicerol com ácidos graxos livres ou ésteres. 

 

     O primeiro método produz preferencialmente 2-MAG enquanto que os outros geralmente 

produzem predominantemente 1(3)-MAG (Bornscheuer, 1999).  

A hidrólise enzimática usando lipases oferece um processo alternativo para a produção de 

MAG e DAG em condições moderadas, requerendo, entretanto, um controle rígido da reação 

para evitar uma hidrólise completa. A hidrólise ou alcoólise de triacilgliceróis catalisada pela 

lipase 1,3 específica produz 2-MAG, com rendimentos de até 78%.  

     Migrações de grupos acila provavelmente limitam o rendimento da reação, uma vez que 

1(3)-MAG formados podem sofrer reações adicionais de hidrólise. Por outro lado, a alcoólise 

pode ser conduzida em solventes não-polares onde a migração de grupos acil é mais lenta. 

Por esta razão, a alcoólise de triacilgliceróis apresenta maiores rendimentos, cerca de 75 a 

97% em relação à hidrólise (Fregolente, 2007).  

     Reações de alcoólise são, geralmente, mais rápidas por não apresentarem alteração no pH 

durante a reação e, assim, há uma menor inibição das lipases pelos ácidos graxos. A adição 

de álcool em excesso desloca o equilíbrio da reação na direção da formação de 

monoacilgliceróis (Bornscheuer, 1999).  

 

2.3.1.3.1 - Esterificação de glicerol com ácidos graxos 

livres ou ésteres para produção de 1(3)-MAG. 
 

Neste método, a mistura reacional contém compostos polares que promovem a 

migração de grupos acil, onde, no equilíbrio químico, há formação predominante de 1(3)-

MAG. 



 

30 
 

Quando lipases não específicas são empregadas, o glicerol pode ser esterificado na 

posição 1 ou 3, podendo formar 1(3) MAG e 2 MAG; 1,3 e 1,2 DAG e TAG. Para deslocar a 

reação em direção à formação de MAGs, pode-se remover a água ou o álcool do sistema 

utilizando vácuo. A baixa solubilidade do glicerol em solventes orgânicos não-polares 

prejudica o rendimento da reação. Assim, para minimizar este problema, pode-se utilizar a 

formação de micelas ou adicionar solventes polares ao sistema reacional (Bornscheuer, 

1999). 

Na tese de doutorado de Fregolente (2010), além do trabalho publicado por 

Kaewthong (2007), há referências do trabalho de Pereira et al (2004), que utilizaram um 

planejamento experimental para determinar quais as condições ótimas para produção de 

monolaurina a partir de esterificação direta de ácido láurico e glicerol, num sistema livre de 

solventes utilizando como biocatalizador a enzima imobilizada Rhizomucor miehei. As 

condições ótimas foram 55 °C, razão molar de ácidos graxos livres e glicerol de 1:1 e 3% em 

massa de enzima, obtendo-se, após 6 horas de reação 45,5% (p/p) de monolaurina; 26,8% 

(p/p) de dilaurina; 3,1% (p/p) de trilaurina e 24,6% (p/p) de ácido láurico. Da mesma forma, 

Silva et al (2007) obtiveram 61,5% (p/p) de monocaprina a partir da esterificação direta de 

ácido cáprico e glicerol. 

 

2.3.1.3.2 - Interesterificação enzimática de TAGs 
 

MAG e DAG não são produzidos pela rota de interesterificação; são observadas 

apenas transformações de óleos e gorduras. Trata-se da substituição de ácidos graxos 

esterificados ao glicerol pela reação química entre um triacilglicerol (TAG) e ácidos graxos. 

Nessa reação, seja ela química ou enzimática, há a formação de um novo triacilglicerol 

estruturado, que adquire novas propriedades organolépticas, físicas e químicas. A 

interesterificação é usada como método alternativo à hidrogenação de óleos vegetais para a 

produção de margarinas e similares, como alternativa às gorduras trans (Adhikari e Adhikari, 

1992). 
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2.3.1.3.3 - Glicerólise de triacilgliceróis para produção 

de 1(3)-MAG. 
 

Na glicerólise enzimática são obtidos MAG e DAG, a partir da esterificação do 

glicerol com TAG. Neste método, utiliza-se o glicerol como álcool, e, deste modo, os três 

ácidos graxos podem ser aproveitados. 

Como a glicerólise de TAG apresenta baixo rendimento, geralmente de 30 a 50% de 

monoacilgliceróis no equilíbrio químico (Fregolente, 2010 ao citar Harmeier, 1997), devido 

ao equilíbrio desfavorável da reação, diversas estratégias são adotadas para deslocar o 

equilíbrio no sentido desejável da reação, entre as quais são destacadas: presença ou ausência 

de solventes orgânicos, sistemas em estado sólido e micelas reversas (Bornscheuer, 1999). 

Noureddini e Harmeier (1997) testaram sete enzimas na glicerólise enzimática de óleo de 

soja. Dentre essas, a Pseudomonas sp. e Rhizopus oryzae apresentaram maior rendimento de 

MAG, cerca de 30 a 35% molar a 40°C e 1 hora de reação. 

Kaewthong et al (2005) utilizaram um reator do tipo CSTR (Continuous Stirred Tank 

Reactors) para produção contínua de MAG pela glicerólise do óleo de palma utilizando 

enzimas imobilizadas. Pseudomonas sp. e Cândida rugosa apresentaram produção de MAG 

de 50% em 6 horas de reação contínua a 30
o
C. 

Quando se utiliza gordura animal para obter MAG a partir da glicerólise enzimática, é 

possível utilizar o processo de cristalização dos MAG, aumentando, assim, a conversão, uma 

vez que a temperatura de cristalização (TC) de MAG obtidos a partir de gordura animal é 

cerca de 30 a 45 
o
C, enquanto que a TC para MAG obtidos a partir de óleos vegetais está em 

torno de 5 a 10
o
C. Segundo Mc Neil et al (1990), a glicerólise foi conduzida em uma emulsão 

de glicerol e triglicerídeo e, então, resfriada para a cristalização dos MAGs. Com este método 

o rendimento da reação aumentou de 30% nas primeiras 25 horas de reação e 50
o
C, para 70% 

após 50 horas à 40
o
C. Esta cristalização também aumenta as quantidades relativas de 1(3)-

MAG sobre 2-MAG. Além da cristalização, pesquisadores têm utilizado membranas para 

retirada dos MAG do meio reacional e assim aumentar a produção de MAG. 



 

32 
 

2.3.2 - Patentes para a produção de monoacilgliceróis 

por catálise enzimática 

     A modificação de lipídios por processo enzimático é uma tecnologia nova em relação à 

modificação química de óleos e gorduras. O crescente número de pesquisas na área de 

biotransformação de lipídios permitiu o aumento do conhecimento sobre a ação das lípases, 

embora a aplicação desta tecnologia ainda seja limitada nas indústrias (Xu, 2004). Este autor 

cita que a catálise enzimática está sendo utilizada já há alguns anos para a obtenção industrial 

de monoacilgliceróis. Entretanto, de 2004 a 2013, não houve aumentos significativos de 

patentes envolvendo tal produção.  

     Um processo para a produção de monoacilgliceróis mediante a glicerólise enzimática de 

óleos foi descrito em uma patente publicada por McNeill, Yamane et al (1991). Nesta 

invenção, a glicerólise é conduzida em uma emulsão líquido-líquido e a separação do produto 

de interesse é feita no estado sólido. 

     Na patente US 5935828 da Opta Food Ingredients, Inc., é denotada a produção de MAGs 

obtidas majoritariamente com ácidos graxos ômega-3. O processo envolve duas etapas, sendo 

a primeira, uma alcoólise de triacilgliceróis provenientes de um óleo de origem marinha rico 

em ácidos graxos ômega-3. Esta reação é catalisada pela lipase de Pseudomonas fluorescens. 

(Feltes 2012). Nas condições descritas no processo, a transesterificação gera no mínimo 90% 

de 2-monoacilgliceróis. Após a reação, adiciona-se acetona à mistura acetona, a qual é capaz 

de solubilizar os monoacilgliceróis insaturados e, com a redução da temperatura do sistema, 

ocorre cristalização da fração contendo os monoacilgliceróis saturados. Separa-se em seguida 

o sobrenadante, do qual o solvente é removido, obtendo-se finalmente um alto teor de 2-

monoacilgliceróis contendo no mínimo 60% de ácidos graxos ômega-3. Na sequência, os 

monoacilgliceróis obtidos podem ser utilizados como substrato para a obtenção de 

triacilgliceróis ricos em ômega-3 (Zaks e Gross, 1999, citado por Feltes, 2012). 

O trabalho de Feltes (2011) descreve também uma patente publicada pela Danisco 

descreve a produção de monoacilgliceróis mediante a glicerólise em fase sólida de uma 

mistura de gordura hidrogenada, glicerol, lipase e, opcionalmente, lecitina (Danisco, 2005).  

  Schorder e Oba (1992) desenvolveram uma patente (US5153126), a qual descreve um 

método para a preparação de monoacilgliceróis de alta pureza, com separação dos 

monoacilgliceróis por resfriamento e precipitação. 

Já a empresa Procter & Gamble, segundo Hiler et al (1992), também produziu uma 

patente, onde há a descrição de um processo de hidrólise seletiva de triacilgliceróis para a 



 

33 
 

HO

O

OH

O

14

Monoestearato de Glicerila

obtenção de 2-monoacilgliceróis, propícios para a produção de 1,2-diacilgliceróis ou 2,3-

diacilgliceróis, via esterificação.  

2.3.3- A Monoestearina 
 

Dentre os MAGs, a monoestearina (MONOEST), ou monoestearato de glicerila (figura 

16) se destaca devido a sua ampla aplicação geralmente como aditivo em doces, bolos, 

cremes, e pães, pois além de sua função emulgente, apresenta características dispersantes, 

anti-espumante, anti-mofo, melhorando a preservação e a proteção contra a degradação 

lipídica (Batte et al, 2007). 

 

 

 

 

 

     É também utilizado em doces e chocolates, a fim de evitar a cristalização de açúcares e 

evitar separações entre óleo e água. Pode aumentar o brilho e aspecto requintado do produto 

final (Gustone, 1999). Por suas características anfifílicas e consistência sólida a temperatura 

ambiente, a monoestearina é largamente utilizada pela indústria cosmética como agente de 

consistência em cremes e loções. Por ser um surfactante não-iônico e de considerável 

hidrofobicidade, tem sido o surfactante de primeira escolha em sistemas para liberação 

controlada de drogas. Muller et al (2002a; 2002b) ressaltam a importância da monoestearina 

como revestimento em carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN), a fim de superar as 

limitações das nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) convencionais, para a veiculação de 

fármacos. Tais limitações incluem a carga limitada de fármacos e a expulsão destes durante o 

armazenamento. De Souza et al (2007) avaliaram a viabilidade da utilização de partículas 

lipídicas sólidas de monoestearato de glicerila, produzido por fluido supercrítico, como 

transportadores de cafeína. As partículas produzidas foram investigadas quanto ao tamanho e 

distribuição através de analisadas por difração de laser, além de microscopia eletrônica de 

varredura para a avaliação da morfologia. Os melhores resultados foram obtidos a 13 mPa e 

335 K. As partículas apresentaram tamanho médio de 5,49 nm. Nesta mesma linha, Fredrick 

Figura 16: Estrutura química do monoestearato de glicerila.  
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et al (2013) estudaram diversos surfactantes para a preparação de nanopartículas de 

gentamicina para veiculação oral, onde a monoestearina apresentou maior ação tensoativa, 

conferindo maior estabilidade aos produtos. Batte et al (2007) estudaram o efeito das 

condições de processamento na formação e estabilidade de um gel composto por óleo, água, 

monoestearina e ácido esteárico. A monoestearina teve importante papel na formação e 

distribuição uniforme da formulação, ressaltando suas propriedades emulsionantes. Além 

disto, com a presença de monoestearina, a temperatura de geleificação foi inferior. Shen et al 

(2008) descreveram maior estabilidade em cremes e loções quando a monoestearina foi 

empregada como surfactante, em comparação a outros tensoativos não-iônicos. 

A monoestearina, assim como grande parte dos MAGs, também é de grande 

importância na química orgânica sintética uma vez que são utilizados como intermediários 

sintéticos e como blocos de construção quiral.  Além disso, o monoestearato de glicerila é 

considerado seguro pelo Food and Drug Administration (FDA), aumentando o interesse no 

seu uso e no desenvolvimento de novos métodos sintéticos (Saadi et al, 2011). 

Adicionalmente, as propriedades plastificantes e lubrificantes da monoestearina permitem o 

seu uso em processos têxteis e de formulação de óleos para diferentes tipos de máquinas. 

2.3.3.1 - Síntese de Monoestearina 
 

     Na literatura, são escassos os trabalhos onde a síntese de monoestearato de glicerila é 

produzida. Mais especificamente, somente dois trabalhos envolvem este processo. 

     Hess e colaboradores (1995) estudaram a transesterificação do IPG com o estearato de 

etila, para a formação direta do monoacilglicerol protegido correspondente. Esta reação foi 

catalisada pela lipase de Pseudomonas cepacia (LPS AP 08530; 30,000 Ug
-1

). Dentre os 

solventes testados, as maiores velocidades iniciais de reação foram encontradas em n-heptano 

e n-dodecano, sendo a maior conversão encontrada em n-heptano (84%). A atividade residual 

da lipase foi 85% da atividade inicial após 600h de reação, tempo para a obtenção dos 

melhores resultados. Os acetais do produto foram clivados, e a monoestearina obtida, 

confirmada por elucidação estrutural via 
1
H-RMN e 

13
C-RMN, além das técnicas 

bidimensionais, tais como HMBC, COSY, APT.  

     Já Pouilloux et al (2000) estudaram a esterificação do ácido esteárico diretamente com o 

glicerol, através da comparação catalisadores básicos, como MgO, ZnO, e Na2CO3, 

objetivando a produção de monoestearina. Como resultado, o ZnO foi capaz de fornecer 

conversões de até 85% em MAG, seguido do MgO. O Na2CO3 provocou a formação de 
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sabão.  Além disto, foi investigada a influência de quatro solventes diferentes, sendo eles o 

tolueno, o dimetilsulfóxido, a N, N-dimetil-formamida e o bis (2-metoxietil) éter. Como 

resultado, os dois últimos resultaram em 100% de seletividade para monoacilgliceróis em 

16h. 

     Tendo-se em vista a escassez de dados na literatura que reportem a produção específica de 

monoestearato de glicerila, aliadas às novas tecnologias existentes para a catálise enzimática, 

o presente trabalho faz-se de extrema importância, como forma de estudo de novas rotas para 

a produção deste importante insumo comercial. 

 

2.4 - Sistemas Microemulsionados 
 

        As microemulsões (MEs) podem ser definidas como sistemas transparentes, formados 

pela mistura entre as fases aquosa e orgânica (também dita oleosa), termodinamicamente 

estabilizadas pela presença de tensoativos, e em alguns casos, co-tensoativos. A fase em 

maior quantidade é denominada de fase contínua, dispersante ou externa, e a outra fase é 

chamada de fase descontínua, interna ou dispersa. Estes sistemas são geralmente 

caracterizados como sistemas coloidais, cujas gotículas da fase dispersa formam agregados 

esféricos com diâmetros variando de 5 a 120 nm, enquanto que o diâmetro das gotículas de 

uma macroemulsão é da ordem de 0,1 µm a 100 µm. Estes tamanhos de partícula 

representam aproximadamente a quarta parte do comprimento de onda da luz incidente e, 

portanto, as ME não são capazes de espalhar luz, sendo opticamente transparentes (Lawrence 

& Rees, 2000). As principais diferenças entre as emulsões (EM) e as MEs são que as 

primeiras devem apresentar excelente estabilidade física do ponto de vista farmacêutico, mas 

são fundamentalmente instáveis termodinamicamente, estando mais propensas a efeitos de 

floculação, cremeação e separação das fases. Além disso, quanto à aparência, as emulsões são 

turvas ou opacas, enquanto que MEs são transparentes ou semitransparentes (Lawrence et al, 

2000).   

          Dois tipos de MEs podem ser formados, O/A (fase aquosa em maior quantidade) e A/O 

(fase orgânica ou oleosa em maior quantidade), além de estruturas bi contínuas em que água e 

óleo estão separados por uma monocamada de tensoativo (Figura 17, por Correa et al, 2005). 



 

36 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segundo Franzini (2010), A possibilidade de formar microemulsão depende do 

balanço entre as propriedades hidrofílicas e lipofílicas do tensoativo, determinada não 

somente pela sua estrutura química, mas também por outros fatores como temperatura, força 

iônica e a presença de co-tensoativos. A mistura de tensoativos com equilíbrio hidrófilo-

lipófilo (EHL) adequado proporciona a condição máxima de solubilização das fases orgânica 

e aquosa. Assim, a formação da microemulsão geralmente envolve a combinação de três a 

cinco componentes, tais como tensoativo, água, óleo e, quando necessário, o co-tensoativo 

sendo que a orientação para sistemas O/A ou A/O é dependente das propriedades físico-

químicas do tensoativo e do óleo, da relação entre as proporções tensoativo/co-tensoativo e 

entre as proporções água/óleo (Formariz et al, 2005). Dentre as microemulsões A/O, 

destacam-se as micelas reversas, as quais apresentam grande interesse biotecnológico, com a 

possibilidade de dissolver e solubilizar biocatalisadores, proporcionando reações químicas in-

situ. 

 

 

Figura 17: Estrutura das Microemulsões. Correa et al, 2005. 
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2.4.1- Micelas Reversas.                                                                                                                                                                                  

     Micelas reversas (figura 18) consistem de microemulsões A/O onde o micro-domínio 

aquoso é retido através de interação com as cabeças polares de uma molécula anfipática, a 

qual rodeia este cerne, interagindo com o solvente orgânico (fase dispersante) através de suas 

caldas hidrofóbicas (Roche et al, 2013), diferentemente das micelas comuns, onde as 

moléculas de origem lipídica ou orgânica se organizam no interior destas estruturas, 

organizadas em ambientes majoritariamente aquosos.  

 

 

 

 

 

 

 

   

      O uso de micelas reversas como alternativa para solubilizar enzimas e substratos tem 

atraído diversos autores nas últimas décadas, pois fornecem uma fase aquosa para as enzimas 

hidrófilas, uma interface para a ativação enzimas de superfície, como lipases, e uma fase 

orgânica para substratos ou produtos hidrofóbicos. Neste sistema, as enzimas podem ser 

ativas na conversão de compostos hidrofílicos e/ou hidrofóbicos, com posterior dissolução 

dos produtos finais. Uma grande variedade de enzimas, incluindo aquelas dependentes de co-

fatores, têm sido utilizados com sucesso em diversas reações enzimáticas, principalmente 

aquelas onde os substratos ou produtos são de baixa polaridade, ou ainda, quando se necessita 

de baixo teor de água para um bom desempenho reacional (Klibanov, 2001; Kundu & Paul, 

2013). Além disto, a formação de uma extensa área interfacial faz com que as micelas 

reversas sejam amplamente utilizadas em biocatálise envolvendo lipases, já que estas são 

ativadas na presença de uma interface óleo/água (Lu et al, 2013). A grande área interfacial 

formada nestas microemulsões resulta em um maior número de moléculas de substrato 

disponível para reagir, além de grande superfície de contato com o biocatalisador.  

Figura 18: Representação esquemática de uma micela reversa. Fonte 

Fernandes et al, 2004. 
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     Os núcleos polares das micelas reversas possuem a capacidade de acomodar uma 

quantidade significativa, e ao mesmo tempo, limitada, de água, o que depende das 

propriedades do sistema micelar formado (Lu et al, 2013). Desta forma, enzimas em micelas 

reversas podem ser protegidas de efeitos deletérios dos solventes orgânicos, pois estas 

tendem a se localizar preferencialmente no microambiente aquoso, a qual oferece água 

suficiente para manutenção de sua estrutura catalítica ativa, e reagem com o substrato 

presente na fase orgânica, embora o grau de interação com a interface do surfactante seja 

variável e de considerável importância. Esta localização é preferível, visando proteger a 

enzima de efeitos adversos do solvente orgânico (Hart et al, 2013).  

     No que tange reações enzimáticas, os sistemas micro-heterogêneos, como as micelas 

reversas, apresentam uma série de vantagens sobre os sistemas de duas fases convencionais: 

Uma vez que a enzima é espacialmente separada da fase orgânica a nível molecular, esta é 

protegida contra os efeitos nocivos conhecidos dos solventes orgânicos, como a desnaturação 

e desidratação (Formariz, 2005). A enzima localizada em um microambiente essencialmente 

aquoso apresenta uma melhor atividade se comparada com os microambientes orgânicos; 

Devido a suas pequenas dimensões (na escala 2-20Å), as microemulsões finais são 

opticamente transparentes e passíveis de estudos físicos e químicos através de técnicas 

diversas; A quantidade de água em micelas reversas pode ser controlada com precisão, 

regulando-se o volume de fase aquosa necessária para comportar de forma ideal um 

biocatalisador; A natureza ideal da interface óleo-água pode ser alcançada através da seleção 

das moléculas de surfactante, sozinhas ou em combinação com co-surfactantes, já que uma 

grande variedade destes são comercialmente disponíveis (Xenakis et al, 1993; Xenakis et al, 

1997; Das et al, 2013). Micelas reversas com reprodutíveis propriedades estruturais podem, 

portanto, ser preparadas manipulando-se as moléculas constituintes, e a polaridade da 

interface (Dukhin & Parlia, 2013). Tais variações podem influenciar a atividade enzimática, 

sua seletividade ou até mesmo o acesso ao substrato. Finalmente, o sistema de micelas 

reversas é passível de aumentos de escala em processos de biossíntese. 

2.4.1.1 – Surfactantes 
     Micelas reversas podem ser formadas pelo uso de surfactantes neutros (Das et al, 2013), 

como as séries de Brijs e Tweens, catiônicos (sais de amônio quaternário de cadeias longas) 

ou até mesmo aqueles aniônicos, como o bis-(2-etilexil)-sulfoccinato de sódio, AOT (Lu et 

al, 2013). Todos eles em solventes apolares contendo pequenas quantidades de água. Estes 

surfactantes podem ser usados isoladamente ou combinados a co-surfactantes (Lu et al, 
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2013). Embora haja uma grande disponibilidade comercial de surfactantes, não há um 

consenso na literatura acerca da melhor classe a ser aplicada, visto que a formação e 

estabilidade deste nanosistema depende das características físicas e químicas de ambas as 

fases componentes, da concentração de surfactante, do pH do tampão utilizado e da razão 

água/surfactante (W0) entre outras (Ruckenstein & Karpe, 1991).  

Um dos surfactantes mais comumente usados no preparo de micelas reversas é o bis (2-

etilhexil) sulfosuccinato de sódio (Aerossol OT ou AOT – figura 19), ou docusato de sódio. 

Um mínimo de sete moléculas de água são necessárias para hidratar cada molécula de AOT 

em um solvente orgânico, enquanto que em micelas reversas em equilíbrio com uma fase 

aquosa, há cerca de 55 moléculas de água por molécula de AOT. Sua grande utilização em 

micelas reversas é devido às suas diversas vantagens como agregação espontânea, 

estabilidade termodinâmica, a não necessidade de co-surfactantes adicionais, além da ampla 

possibilidade de concentrações utilizadas (figura 20). 

 

 

 

 

 

 

    O tipo de surfactante utilizado para formar a micela reversa pode influenciar intensamente 

a medida a atividade da enzima (Uskoković et al, 2007). Yahmada et al (2003) estudaram 

atividade hidrolítica em sistema micelar em AOT/Isooctano com a lipase de 

Chromobacterium viscosum, e constataram significante aumento na atividade lipásica quando 

surfactantes não-iônicos, como Triton e alguns Tweens foram adicionados às microemulsões.  

     Sabe-se também que a combinação de surfactantes neutros a catiônicos aumenta a 

atividade enzimática na interface da micela reversa. Shome, Roy & Das (2007) estudaram a 

influência de diferentes surfactantes não-iônicos na interface de microemulsões água/óleo e 
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Figura 19: Estrutura química do bis (2-etilhexil)sulfosuccinato de sódio (AOT). 
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as possíveis alterações na atividade enzimática. Como resultados, verificou-se um grande 

aumento da atividade da lipase de Chromobacterium viscosum em micelas reversas 

preparadas por CTAB e surfactantes não-iônicos tais como Brij-92, Brij-30, Tween-20 e 

Tween-80.                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Surfactantes sujeitos a decomposição podem afetar a qualidade de microemulsão. O AOT, 

por exemplo, além de adsorver grandes quantidades de água do ar, é um diéster e pode 

facilmente sofrer hidrólise. O processo de hidrólise é acelerado quando o armazenamento 

ocorre durante longos períodos de tempo e especialmente em altas temperaturas.  

2.4.1.2 - Lipases em Micelas Reversas 
 

    Reações enzimáticas em micelas reversas têm ganhado grande importância atualmente 

devido às suas vantagens sobre sistemas enzimáticos em fase orgânica e aquosa, 

especialmente em reações de hidrólise, esterificação, assim como em sínteses e 

transesterificações de glicerídeos. A característica principal das lipases reside no fato delas 

atuarem na interface lipídio/água (ou na interface solvente apolar, como isooctano/água) e de 

não atuarem no interior da fase orgânica (Zoumpanioti et al, 2006). Desta forma, atividade 

lipásica pode ser melhorada pela sua incorporação em micelas reversas, já que estes sistemas 

possibilitam o biocatalisador se localizar em um microambiente compatível com sua 

conformação original. Além disto, os sistemas de micelas reversas fornecem uma interface de 

Figura 20: Diagrama de fases do sistema micelar em AOT/Isooctano/água. Adaptado de 

Tapas e Maitra, 1995) 
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grande porte para as lipases (Das et al, 2013), e desta forma, estas podem atuar em seu 

potencial catalítico máximo (Stamatis, Xenakis & Kolisis, 1999; Xue et al, 2013). Diversas 

teorias têm sido desenvolvidas para explicar o aumento observado de atividade na presença 

de uma interface (Kundu & Paul, 2013). 

      É importante ressaltar que pouco são os estudos onde se investigam o tamanho (e o peso 

molecular) médio das nanopartículas formadas e sua relação com a atividade e estabilidade 

de lipases em micelas reversas. Estudos de absorção por fluorescência em sistemas contendo 

surfactantes (Del-Val & Otero, 1998) e outros com medidas de viscosidade e dispersão 

dinâmica de luz (do inglês “Dinamic Light Scattering” – DLS) têm sido publicados. Algumas 

diferenças observadas no comportamento de vários tipos de lipases sobre a sua especificidade 

com o substrato foram atribuídas a vários sítios de solubilização destas na micela reversa. A 

lipase de Penicillium simplicissimum mostrou-se perto da camada de surfactante, enquanto 

lipases de espécies do gênero Rhizopus sp. estiveram mais próximas do domínio aquoso. 

Alguns estudos estruturais utilizando espalhamento dinâmico de luz (Hayes, D. G., 1993) ou 

de fluorescência (Xenakis et al, 1993) indicaram que a presença de lipase ou dos substratos 

envolvidos não alterou significativamente a estrutura das micelas reversa. Estudos realizados 

por Stamatis et al (1993) demonstraram que lipases em micelas reversas podem apresentar 

diferentes graus de especificidade para diversos substratos, as quais diferem de reações 

catalisadas pelas mesmas lipases em outros sistemas. A localização da enzima no âmbito dos 

diferentes microcompartimentos do sistema de microemulsão água/óleo foi tida como a 

principal causa desta diferença (Hayes & Gulari, 993; Xenakis et al, 1993). 

     Naoe et al (2001) investigaram a esterificação do ácido oléico em álcool octílico catalisada 

pela lipase de Rhizopus delemar em sistema de micelas reversas. Neste trabalho, uma alta 

taxa de reação inicial foi obtida através da preparação da fase orgânica micelar com baixo 

teor de água (W0 = 2,5). A temperatura ideal para a atividade da lipase foi de 40
◦
 C. A energia 

de ativação aparente da esterificação do sistema foi de 43,7kJ/mol. Já em 2007, o mesmo 

grupo investigou as possíveis modificações estruturais da lipase de Rizhomucor miehei e o 

tamanho das micelas reversas catiônicas formadas a partir do brometo de cetiltrimetilamônio 

catiônico (CTAB). Análises em dicroísmo circular revelaram que a lipase foi de fato 

encapsulada pelo sistema micelar reverso. Neste caso, nenhuma alteração na estrutura 

enzimática foi observada com os solventes orgânicos utilizados. A elipticidade da lipase 

solubilizada, analisada em UV, diminui acentuadamente com o aumento do teor de água 

(quantidade de água (W0) = razão molar de água para CTAB), indicando que a estrutura 

secundária de lipase é alterada com o teor de água. A correlação linear entre o W0 e o 
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tamanho da micela foi obtido por medidas de espalhamento dinâmico de luz. A partir da 

correlação linear entre o tamanho das micelas e W0, a estrutura de ordem superior da lipase 

solubilizados parece ser afetada diretamente pela a interface micelar. O tipo e concentração 

do álcool como co-solvente teve um efeito sobre a estrutura inferior da lipase. Especialmente, 

em razão de 1-pentanol a CTAB de menos de 8, as estruturas secundárias e terciárias da 

lipase foram preservados nas micelas reversas. A concentração de CTAB teve pouco efeito 

sobre a estrutura da lipase nas micelas.  

     Yahmada et al (2003) estudaram a modificação do sistema micelar reverso composto por 

AOT/água/isooctano, por diversos aditivos a fim de melhorar a atividade e estabilidade da 

lipase de Chromobacterium viscosum. Polipropilenoglicol, polipropilenotriol, propoxilato de 

glicerina e polietilenoglicol de alto e baixo peso molecular, aumentaram significativamente a 

atividade da lipase. O polietilenoglicol de baixa densidade (PEG 400) foi considerado o mais 

eficaz. Análises realizadas em espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) sugeriram que as moléculas de PEG 400 participariam da redistribuição de água no 

interior das micelas reversas, através de forte interação com os grupos de polares (SO3) de 

surfactante aniônico AOT. Dados de desativação cinética a 25°C indicaram que a lipase de C. 

viscosum foi aprisionada de modo bastante estável em micelas reversas contendo preso AOT/ 

PEG 400, pois mantiveram mais de 75% de sua atividade inicial após 60 dias, enquanto o 

tempo de semivida de forma micelas reversas simples em AOT foi de 38 dias.     

Moniruzzaman et al (2006) estudaram a modificação de micelas reversas compostas por 

AOT, isooctano, e água, através da adição de solventes apróticos. Além disso, avaliou-se o 

impacto dessas sobre a atividade, estabilidade e cinética da lipase de Chromobacterium 

viscosum solubilizada nesse sistema. Dos sete solventes apróticos testados, o dimetilsulfóxido 

(DMSO) foi o mais eficaz: Apurou-se que a atividade da lipase foi reforçada pela otimização 

de alguns parâmetros relevantes, tais como razão molar água/AOT (W0), pH e concentração 

de surfactante. Uma maior estabilidade da lipase foi encontrada em micelas reversas de AOT 

com DMSO em comparação com o AOT em sistemas simples, com meia-vida de 125 e 33 

dias, respectivamente. Yao et al (2002) estudaram a estabilidade da lipase de Cândida rugosa 

em micelas reversas formadas por AOT / isooctano. Observou-se que a lipase foi desativada 

para um estado estável, porém, não por completo. A atividade residual da lipase, após atingir 

o estado estável nas micelas a 30ºC, pH 7.0, W0 = 8,0 foi de apenas 15% da atividade inicial. 

A estabilidade da lipase foi maior quando o ácido oléico foi adicionado. Acredita-se que há 

uma proteção da enzima pelo ácido, devido ao fato de o complexo de ácido oléico–lipase não 

ter sofrido decaimento.  O modelo cinético de desativação lipase na solução micelar AOT / 
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isooctano, incluindo a influência do ácido oleico foi estabelecido, mostrando que o aumento 

da estabilidade da enzima pelo ácido oléico pode ser medida quantitativamente pela constante 

de dissociação do complexo ácido oléico-lipase, que foi determinada por experimentos de 

inibição do produto.   Fernandes et al (2004) estudaram a cinética de hidrólise da tributirina e 

trioleína e da síntese de laurato de etila a partir da lipase de Thermomyces lanuginosus em 

micelas reversas de AOT/Isooctano. Esta enzima está contida em uma preparação comercial 

(Lipolase®). A atividade lipolítica contra trioleína dependia fortemente do conteúdo de água 

no sistema (W0 = [H2O] / [AOT]). As melhores condições para atividade enzimática foram 

pH 8.0 e 37°C. A enzima não foi estável em temperaturas de 37-60ºC, perdendo cerca de 

50% de sua atividade após 30 min. As variáveis mais importantes foram o pH e temperatura e 

seus efeitos combinados. As melhores condições para a síntese de ésteres foram um W0 de 

10, um pH de 5,6, relação molar do álcool com o ácido de 5,0 e uma temperatura de 30ºC. A 

atividade enzimática específica, nestas condições, foi 220 Umg-1, além de uma taxa de 

formação do éster de 92%. 

      Lee, Poppenborg & Stuckey (1998) estudaram a síntese de ésteres terpênicos utilizando-

se lipases de Cândida rugosa encapsulada em micelas reversas de AOT/água/isooctano. Os 

substratos foram os álcoois terpênicos geraniol, citronelol e mentol, além dos triacilgliceróis 

tributirina, tricaprilina e triacetina. O geraniol e a tributirina foram considerados os melhores 

substratos. Para obter maior rendimento de conversão do geraniol, os parâmetros de reação, 

tais como: tipo de solvente, enzima e concentração de surfactante, pH, e a concentração do 

substrato foram investigados. Foi-se demonstrado que a desativação da enzima na micela 

reversa foi o principal fator para conversões subótima. Utilizando-se geraniol na 

concentração de 100 mM, pH 7 e 30°C,  a taxa máxima de conversão foi de cerca de 70%. 

Porém, a estabilidade das lipases encapsuladas foi baixa nesta faixa de temperatura. Em 24h, 

a atividade lipásica decaiu drasticamente para apenas 10%.  

     Como pôde ser observado, são escassos os trabalhos atuais onde sejam exploradas reações 

de esterificação catalisadas por lipase em sistemas microemulsionados, tornando-se este um 

importante campo de estudo para a síntese da monoestearina. 
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2.4.1.2.1 – Incorporação da Enzima 
 

   Diferentes enzimas têm sido incorporadas em micelas reversas por três metodologias 

principais, de modo a formar soluções opticamente transparentes. A primeira técnica, e mais 

utilizada, é denominada Técnica de Injeção, e consiste na injeção de solução de enzima, 

geralmente em tampão fosfato ou Tris HCl, em solução previamente preparada de 

surfactante, solvente orgânico e substratos. A incorporação da enzima no microambiente 

aquoso é praticamente instantânea e requer suave agitação por alguns segundos (Moulik & 

Paul, 1998).Esta técnica além de grande simplicidade e baixo tempo requerido para execução, 

proporciona grande controle de água no sistema micelar. 

Menger & Yahmada (1979) relataram pela primeira vez a técnica da adição, que consiste na 

adição de enzima em sua forma liofilizada e o surfactante, no solvente orgânico apropriado 

com o grau de hidratação desejado, onde a quantidade de água nestes sistemas é inversamente 

proporcional ao tempo de incorporação da enzima. Esta técnica tornou-se obsoleta nos 

últimos anos, devido à rápida desnaturação da enzima durante o processo, além do fato de a 

maioria das enzimas não encontrarem-se disponíveis na forma liofilizada, ou perder parte de 

sua atividade durante o processo de liofilização. 

     Uma terceira técnica descrita é a transferência de fase, que envolve a passagem de uma 

solução aquosa de enzima, a uma solução de surfactante-solvente de mesmo volume (Luisi et 

al, 1979). Porém, o tempo inesperado de duração, para se atingir o equilíbrio e a 

impossibilidade de controle do grau de hidratação da solução micelar final são os principais 

desafios da técnica.  

     A solubilização de uma enzima em micelas reversas é dependente da temperatura, do grau 

de hidratação do sistema, da concentração, natureza e propriedade do surfactante utilizado, 

além do ponto isoelétrico da enzima (Xenakis et al, 2009). 

    Enzimas solúveis em água tendem a se localizar nos cernes das micelas reversas. Alguns 

biocatalisadores, como certas lipases, podem também interagir com as camadas mais externas 

das micelas, ou serem parcialmente ou totalmente ancoradas nas mesmas (Carlson & 

Nagarajan, 1992 – figura 21).  



 

45 
 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

            

A localização da enzima na micela reversa pode interferir em sua atividade catalítica, assim 

como no tamanho final da microemulsão formada (Pileni et al, 1985). 

 

2.4.1.2 - Imobilização de Enzimas em Organogel 
 

     As aplicações práticas de micelas reversas podem ser dificultadas pela necessidade de 

separar o tensoativo dos produtos de reação (Dave & Madamwar, 2008). Técnicas clássicas 

aplicadas para essa finalidade, não geram uma separação eficaz, devido a formação de 

emulsões e de formação de espuma (Zoumpanioti et  al, 2008). 

     Interessantemente, muitas microemulsões A/O podem ser geleificadas pela adição de 

agentes geleificantes de gelatina ou de outros, tais como os derivados de celulose ou ágar, 

obtendo-se uma matriz apropriada para imobilização de enzimas. O termo "gel" é usado para 

caracterizar os sistemas sólidos ou semissólidos consistindo em pelo menos dois 

componentes. São sistemas condensados consistindo-se de um líquido, enquanto que no seu 

interior, outro solvente orgânico ou moléculas podem ser transferidos (por exemplo, por 

difusão). Quando o líquido é a água, estes sistemas são denominados hidrogeles, e quando é 

formado por solventes hidrofóbicos, organogeles (Dave & Madamwar, 2008). 

     A preparação de organogeles de microemulsão foi relatada primeiramente em 1986 

(Haering Luisi, 1986), onde foi realizada a gelificarão de microemulsões A/O de AOT e 

Figura 21: Possíveis localizações de uma enzima em micelas reversas. (A) enzima solúvel em água; 

(B) Enzima ativa na superfície; (C) Enzima ancorada na membrana. (1) cabeça polar do surfactante; (2) 

cauda apolar do surfactante; (3) molécula de água ou contra-ions e (4) enzima. Adaptado de Carlson & 

Nagarajan, 1992. 
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Lecitina, acima da temperatura de geleificação. O arrefecimento até à temperatura ambiente 

produz um gel transparente que possui propriedades físicas reprodutíveis.  

     As características estruturais e morfológicas dos organogeles já foram examinadas por 

diversos autores (Burova et al, 2007.; John et al, 2006), utilizando principalmente dispersão 

dinâmica de luz (Quellet Eicke, 1991), RMN (Capitani et al, 1988) ou a condutividade 

elétrica (Quellet e Eicke, 1991). De acordo com os resultados, três modelos principais têm 

sido propostos: 

1. Moléculas de gel agregadas que formam uma rede rígida cercado por canais de água que se 

entrelaçam com os canais e são separados pela zona de surfactante (Capitani et al, 1988). 

2. Uma rede de gel, tal como no primeiro modelo, que coexiste com água e gotículas de óleo, 

que são estabilizadas pelo agente tensoativo, ou seja, AOT (Atkinson et al, 1989). 

3. Micelas reversas contendo água e uma parte da quantidade total de gel. As micelas estão 

ligados ao resto do gel formando hélices (Petit et al, 1991) 

 

2.4.1.3- Lipases em Organogel 
 

     O uso de organogeles como matrizes para a imobilização de enzimas apresenta como 

vantagem uma dupla imobilização do biocatalisador, pois há a formação da microemulsão, 

seguida a imobilização na rede de polímero (Lopez et al, 2006). 

     As lipases imobilizadas nestes suportes conseguem manter a sua atividade catalítica e 

estabilidade durante longos intervalos de tempo. Além disso, na maioria das condições a 

matriz de gel retém completamente o surfactante, gelatina, água e enzima de componentes de 

micelas reversas, o que permite a difusão de substratos não-polares ou produtos entre as fases 

oleosa e o gel (Rees et al, 1991). Tem sido demonstrado que as enzimas imobilizadas em 

hidroxipropilmetil celulose (HPMC), quando transformado em gel, após hidratação, mantêm 

sua atividade sua atividade catalítica mesmo a 50°C. Além disto, o organogel é estável, 

mesmo em altas temperaturas (Zoumpanioti et al, 2008). Até agora, vários estudos têm sido 

alcançados em biotransformações utilizando enzimas imobilizadas em MBGs, sendo relatas 

reações de esterificação (Soni et al, 2001; Lopez et al, 2006) , resolução cinética (Song et al, 

2008; Mishra et al, 2011). 
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2.4.1.4 - Influência dos surfactantes 
 

      Assim como nas microemulsões, no sistema de organogel a interação eletrostática entre as 

moléculas anfifílicas e moléculas de enzima na interface podem desempenhar um papel 

importante na atividade da enzima (Uskokovic e Drofenik, 2007). Trabalhos anteriores, como 

o de Maria et al (2004), demonstraram que a natureza do tensoativo utilizado para a 

preparação de organogel de HPMC teve uma influência drástica nas conversões finais, além 

nas velocidades de reação na síntese de laurato de propila. Del Val e Otero (1998) já 

demonstravam que os organogeles preparados a base de AOT. Estes resultados foram 

atribuídos ao efeito tóxico que AOT teria para as lipases, tais como as de C. rugosa e R. 

miehei.  Alguns autores demonstraram que a lipase C. rugosa,  quando revestida com 

tensoativos não-iônicos funcionam melhor do que surfactantes catiônicos ou aniônicos para a 

síntese de ésteres (Thakar e Madamwar, 2005; Dandavate e Madamwar, 2007). Não somente 

a natureza, mas também a concentração do surfactante influencia a atividade catalítica de 

lipases imobilizadas em Organogeles. Nagayama et al (2008) demonstraram que a velocidade 

inicial de formação de laurato de butila catalisada pela lipase de Cândida rugosa imobilizada 

em organogel aumentou com o aumento da concentração de surfactante, neste caso, o CTAB, 

que foi superior aos resultados encontrados com o AOT.  Num sistema diferente, onde a 

síntese de dodecanoato de butila catalisada pela lipase de Mucor javanicus foi analisada, 

aplicou-se dois tensoativos diferentes, sendo o Tween 85 e o AOT, onde as velocidades de 

reação foram maiores se comparadas com os sistemas realizados com o AOT sozinho 

(Nagayama e Imai, 2005). 

 

2.4.1.5 - Efeito da difusão e da temperatura sobre a 

taxa inicial da síntese 
 

    Como o processo de biocatálise em organogel é heterogêneo, a difusão dos substratos e 

produtos pela matriz é crucial. A difusividade dos substratos dentro das partículas de gel é um 

parâmetro importante na concepção de processos que utilizam enzimas imobilizadas. 

Zoumpanioti et al (2008) estudaram a difusão de substratos e produtos  em organogeles feitos 

a partir de microemulsões de AOT e lecitina, gelificados em HPMC, onde concluíram que  a 

estrutura do gel formado não forma barreiras físicas ou osmóticas para proporciona uma 
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barreira para a difusão de substratos e produtos. Desta forma, sugeriram que lipases 

imobilizadas nestes sistemas são eficientes para a esterificação de ácidos graxos e álcoois 

alifáticos.  

     O coeficiente de difusão do ácido láurico nas partículas de gel em AOT foi medido por 

Nagayama et al (1998). Com o aumento da concentração de gel, houve o aumento do 

coeficiente de difusão (para um teor em gel de 10% p / v). Este perfil é diferente do 

observado em outros sistemas, onde, geralmente, com concentrações mais elevadas de gel, a 

difusibilidade tende a diminuir, como consequência da interação entre as substâncias e a rede 

de gel, além do impedimento estérico (Zoumpanioti et al, 2008). Os resultados obtidos por 

Nagayama et al (1998) foram atribuídos à estrutura heterogênea dentro das partículas de gel, 

em concentrações mais elevadas, já que a estrutura do sistema é modificada de acordo com a 

concentração do agente gelificante (Zoumpanioti et al, 2010).  

    Tem sido proposto que organogeles de lecitina são compostos por uma rede rígida de gel, 

rodeada por canais entrelaçados com canais de água e de óleo, separadas por uma película de 

lecitina (Backlund et al, 1996). Dados de dicroísmo circular revelaram que a lecitina não 

participa efetivamente na estrutura do gel (Backlund et al, 1995; Backlund et al, 1996) em 

toda a sua extensão.  Sobre os substratos, tem-se que aqueles mais hidrofóbicos tendem a se 

difundir pelo canal de fase oleosa do organogel, enquanto que aqueles mais hidrofílicos 

tendem, por afinidade, a se difundir pelos canais mais hidrofílicos. No entanto, a intensidade 

e velocidade de difusão é dependente da composição do organogel.  Como exemplo, o 

coeficiente de difusão do álcool butílico permaneceu constante porque a difusão no canal 

com fase aquosa em organogel preparado a base de lecitina era dominante (Nagayama et al, 

2008).  

 

2.4.1.6 - Estabilidade de armazenagem 
 

     A estabilidade operacional e de armazenamento de uma lipase imobilizada são parâmetros 

importantes a partir dos quais se pode determinar a viabilidade econômica de um processo de 

biossíntese. A estabilidade de lipases imobilizadas em organogel tem sido relatada como 

elevada e superior a alguns sistemas reacionais aos quais são comparados.  As lipases de 

Humicola lanoso e C. viscosum permaneceram estáveis durante uma semana em organogeles 

oriundos de microemulsões em AOT (Stamatis et al, 1999). Em géis de gelatina-AOT a lipase 

imobilizada C. lipolytica também exibiu uma boa estabilidade durante períodos de 



 

49 
 

armazenagem 10 meses (Zhou et al, 2001). Além disso, a lipase B de C. antarctica não 

apresentou perda significativa de atividade, quando imobilizada em organogeles de HPMC 

livres de surfactantes por um período de 8 meses de armazenagem, enquanto que a atividade 

residual da lipase de R. miehei no mesmo sistema foi reduzida em 50% para o mesmo período 

de armazenagem (Zoumpanioti et al, 2006). No entanto, a atividade residual de ambas as 

lipases imobilizadas nos sistemas livres de surfactantes foi superior daquela observada em 

microemulsões em AOT gelificadas.  

2.5 – Reatores Utilizados em Biocatálise 
 

     Nos últimos anos, grande parte das pesquisas envolvendo biocatálise, mais 

especificamente, aquelas envolvendo biocatalisadores imobilizados, têm concentrado seus 

estudos acerca da aplicação destes em processos industriais. Desta forma, a morfologia e o 

desempenho dos reatores utilizados têm se tornado fundamental para uma melhor 

performance dos biocatalisadores, além do ajuste das condições reacionais (Bornscheuer, 

2003). A escolha do reator a ser utilizado, bem como do suporte para o biocatalisador, 

depende de diversos fatores, como exemplificado na figura 22:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 22: Fatores que influenciam o desenvolvimento de processos catalíticos com o uso de 

biocatalisadores imobilizados. 
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    Dentre os reatores utilizados em biocatálise, podemos destacar os reatores em tanque 

sagitados (CSTR – Continuous Stirred tank reactor), bastante utilizado em reações que 

envolvem processos de batelada, além dos reatores de membrana, de leito fluidizado e de 

leito fixo, os quais foram desenvolvidos para aplicações em processos contínuos (Cao, 2005). 

2.5.1 - Reatores de Fluxo Contínuo 
 

     Nos últimos anos, maior atenção tem sido dada aos processos biocatalíticos envolvendo 

fluxo contínuo em alternativa aos processos em batelada (Itabaiana Junior et al, 2013), 

principalmente devido  a melhor fácil automatização e operação, assim como elevadas 

produtividade, reprodutibilidade, segurança e controle de processo. (Kirchning et al, 2006). 

Entretanto, para se certificar se há vantagens em aplicar ou substituir processos antigos por 

fluxo contínuo, é necessária uma avaliação criteriosa acerca da produtividade gerada pelo 

sistema e do custo final do processo (Lütz et al, 2009). 

     A tecnologia de reações em fluxo contínuo pode ser caracterizada por uma gama de 

diferentes reatores tubulares (de Souza e Miranda, 2013), com volumes de trabalho que 

podem variar de 15 nL a 1 L, sendo cada escala com suas designações (figura 23): 

 

     Nestes reatores, o meio reacional é bombeado para o interior dos reatores em fluxos 

ajustáveis, e as reações químicas ocorrem de maneira contínua. Neste caso, o tempo de 

reação é determinado pelo fluxo e o volume do reator, sendo chamado de tempo de residência 

(figura 24). 

 

 

Figura 23: Designações de reatores de fluxo contínuo de acordo com o volume operacional (Souza e Miranda, 

2013). 
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        Atualmente, a maioria dos reatores em estudos com biocatalisadores imobilizados tem 

sido sistemas contínuos em coluna, tais com os de leito fixo e de leito fluidizado (figura 25). 

Nestas condições, o uso de biocatalisadores imobilizados, assim como a escolha do solvente 

ideal são essenciais para prevenir ou retardar a lixiviação de enzimas, ou microrganismos 

acondicionados nestes suportes, sob altas taxas de diluição impostas a estes processos (Frost 

& Mutton, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24:  Direção da reação em um reator de fluxo contínuo (Adaptado 

de Souza e Miranda, 2013). 

Figura 25: Reatores de Leito fixo (A) e reator de leito 

fluidizado (B). 
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     Ao compararmos os reatores em batelada com aqueles em fluxo contínuo, este último 

apresenta algumas vantagens (Machado et al, 2011; Itabaiana Junior et al, 2013; Souza e 

Miranda, 2013), tais como: 

 

 Maior eficiência energética;  

 Menor custo na otimização das condições de reação;  

 Menor número de operações no isolamento do produto.  

 Menor número de etapas para o escalonamento;  

 Maior eficiência no controle de parâmetros de reação e na mistura dos reagentes;  

2.5.1 - Reatores de Leito Fixo (“Packed-Bed reactors”) 
 

Os reatores de leito fixo são os mais populares devido à sua alta eficiência, baixo custo 

e facilidade de operação, construção e manutenção. (Watts & Wiles, 2008; Kirschning et al, 

2011; Whitesides, 2006; Heidt, Bornscheuer & Schmid, 1996 e Machado et al, 2011).O 

reator, de uma maneira geral, consiste em um tubo cilíndrico, geralmente vertical, preenchido 

com as partículas do biocatalisador. O meio pode ser alimentado tanto pela parte superior, ou 

inferior da coluna, formando-se então, uma fase líquida entre as partículas. Nestes sistemas, 

enzimas imobilizadas, por exemplo, sofrem menos danos, se comparadas aos sistemas 

comuns de batelada, com sistemas de agitação. Porém, um dos problemas normalmente 

enfrentados em reatores de leito fixo é a dificuldade de difusão do substrato, o que pode levar 

a formação de caminhos preferenciais através do recheio, o que não é desejável, pois nem 

todo o biocatalisador entra em contato com os substratos. Desta maneira, a escolha do fluxo 

com que os reagentes são bombeados para o sistema é de vital importância, além de controlar 

o tempo de contato entre enzima-substrato. 
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2.5.2 - Aplicações de Reatores de Leito Fixo 
 

     Reações de hidrólise de óleos vegetais na busca de MAGs e DAGs tem sido uma 

importante aplicação dos reatores de leito fixo. No início da década de 90, Rhee et al (1991 e 

1992) publicaram dois trabalhos consecutivos no desenvolvimento de um método para a 

hidrólise contínua de azeite utilizando lipases imobilizadas em solventes orgânicos. A lipase 

de Cândida rugosa foi imobilizada em diversos suportes, e cada biocatalisador foi testado sob 

condições de fluxo contínuo. A conversão obtida foi de 90%, independentemente da escolha 

do solvente (hexano ou isooctano)  mas em presença de hexano a meia-vida do biocatalisador 

imobilizado reduziu para a metade se comparada com isooctano. H-Kittikun et al (2000) 

mostraram que diferentes lípases (Lipase PS de Burkholderia cepacia, a lipase L de Cândida 

lipolytica, lipase FAP-15 de Rhizopus oryzae, a lipase AK de Pseudomonas fluorescens e 

Lipase OF-360 da Cândida rugosa) podem ser usadas para a hidrólise de óleo de palma 

condições de fluxo contínuo em um sistema de duas fases. Autores utilizaram uma coluna 

jaquetada de  vidro (20 cm de comprimento x 62 milímetros de diâmetro) com um volume de 

6 mL e preenchido com 0,8 g de enzima imobilizada (Accurel PE-100). A hidrólise parcial do 

óleo de palma foi também realizada por nosso grupo de pesquisa (De Souza et al, 2011). Na 

ocasião, utilizou-se um reator de fluxo X-cube dedicado (Thales Nano), com reator de leito 

fixo (0,6 mL volume) contendo a lípase Amano PSIM. Com uma vazão de 0,1 mL
-1

, foi-se 

possível enriquecer o óleo com 57% de DAG. Reações de esterificação também foram 

realizadas por nosso grupo (Ruela et al, 2013; Sutili et al, 2013), demonstrando maiores 

rendimentos e tempos reacionais reduzidos quando comparados em sistemas de batelada, 

gerando uma maior produtividade do sistema em leito fixo. Além disto algumas reações de 

resolução cinética (de Miranda et al, 2011; Manoel et al, 2013) procedidas, demonstraram 

grande influência do tempo de residência na seletividade ao enantiômero. 
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CAPÍTULO 3 

Materiais e Metodologia 

3.1 - Materiais  

3.1.1 - Enzimas 

 

Neste trabalho foram utilizadas diversas lipases comerciais, a saber: 

 

 Novozym 435 (Cândida antarctica) imobilizada em resina de troca iônica do tipo acrílica 

macroporosa, adquirida da Novozymes S/A; 

 Lipozyme TL IM (Thermomyces lanuginosus) imobilizada em cerâmica, adquirida da 

Novozymes S/A; 

 Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei) imobilizada em resina de troca 

iônica, adquirida da Novozymes S/A; 

 Amano PS IM (Burkholderia cepacia), imobilizada em terra diatomácea, adquirida pela 

Amano Enzyme S/A 

 Lipozyme
®

 Cal B (Lipase B livre de Cândida antarctica), adquirida pela Novozymes S/A; 

 Lipozyme TL (lipase livre de Thermomyces lanuginosus), adquirida pela Novozymes S/A; 

 Lipozyme RM (Lipase livre de Rhizomucor miehei), adquirida pela Novozymes S/A; 

 PS Amano (Lipase livre de Burkholderia cepacia) adquirida pela Amano Enzyme S/A (PS 

Amano); 

 

3.1.2 - Reagentes:  
Foram utilizados neste estudo, os seguintes reagentes: 

 n-heptano (Tedia); 

 n-hexano (Vetec Química); 

 Iso-octano (Tedia); 

 Ciclohexano (Vetec Química); 

 Acetona (Vetec Química); 

 Clorofórmio (Vetec Química); 
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 Acetato de cobre II (Vetec Química); 

 Fosfato de Sódio monobásico; 

 Fosfato de sódio dibásico; 

 Triton X-100; 

 Tributirina; 

 N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) (Sigma-Aldrich); 

 Butanol (Vetec); 

 Ácido Oleico (Fluka); 

 Silicagel; 

 Ácido Sulfúrico. 

Todos os reagentes, exceto o agente derivatizante MSTFA, que foi destilado, foram utilizados 

sem nenhuma etapa prévia de tratamento ou purificação.  

 

3.1.3 – Substratos 
 

Como Substratos, foram utilizados: 

 Ácido esteárico (AE) (>95% - Sigma Aldrich) 

 Ácido esteárico (AE) Puríssimo (Vetec); 

 R,S-1,2-O-isopropilideno glicerol (IPG) (Fluka); 

 Glicerol Puríssimo (Accross) 

     Além dos substratos comerciais, foram utilizados como substratos, uma amostra de 

glicerol, oriunda da indústria de Biodiesel, da marca Fertibom, assim como, uma amostra de 

resíduo de ácidos graxos (RAG) oriunda da indústria de refino de óleo de palma, gentilmente 

cedida pela Agropalma®. 

3.1.4 - Equipamentos 
 

Este trabalho foi realizado com o auxílio dos seguintes equipamentos: 

 

 Balança analítica Mettler Toledo; 

 Sistema Ásia 110 de Fluxo Contínuo – Syrris; 

 Fluxo Contínuo Thales nano; 

 Incubadora orbital shaker Marconi; 
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 Reator STR Easy Max Mettler Toledo; 

 Bureta automática Titrex, de 250mL; 

 Potenciômetro Digital Mettler Toledo; 

 CG-EM Shimadzu CG2010; 

 CG-FID Hewlett–Packard (HP) Modelo GC-6890C; 

 Coluna cromatográfica DB 5–HT (Agilent, J & W. Scientific®) capilar (10m × 

0.32mm × 0.1 µm); 

 Coluna cromatográfica capilar HP Innowax  (30 m × 0.25 mm i.d. × 0.32 µm) 

 

3.2- Métodos: 

3.2.1 - Análise da Pureza dos Reagentes de Partida  
 

     A afim de se avaliar a pureza cromatográfica dos reagentes de partida, 1mL de uma 

solução a 50mM dos dois lotes de AE, assim como o IPG foram preparados em clorofórmio. 

Em seguida, cada amostra foi submetida a um processo de derivatização com MSTFA, a fim 

de serem transformados em seus derivados mais voláteis, como descrito a seguir: 

 Em criotubos de 3mL, foram adicionados 50uL de cada solução, seguida da adição de 

100uL do referido reagente derivatizante; 

  Cada amostra foi acondicionada em shaker sob agitação de 150rpm e 60°C, durante 

30 min. Em seguida, adicionou-se 1mL de CHCl3 a cada amostra, sendo estas 

carreadas para vials de 2mL, e submetidas a análise por CG-MS. 

 

      A técnica de cromatografia à gás acoplada a espectrometria de massa foi realizada em 

aparelho Shimadzu 2010 com interface GCMS-QP2010 e impacto eletrônico. A coluna 

utilizada para análise foi RTx-5Ms (L=30m; d=0.25µm), o gás de arraste utilizado foi o hélio 

e as condições para a corrida cromatográfica estão descritas na tabela  abaixo (tabela 5). As 

substâncias foram identificadas através de comparação com os espectros de massas da 

biblioteca NIST05s.LIB.   
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Tabela 5: Metodologia de CG-MS utilizada na análise dos perfis reacionais e reagentes. 

Velocidade (°C/min) Temperatura (°C) Tempo (min) 

  - 60°C 1.00 

10°C/min 290°C 16.00 

 

3.2.2 - Teste de Solubilidade dos Reagentes de Partida 
 

     O lote de AE de maior pureza, assim como o IPG foram submetidos a ensaios de 

solubilidade. 5 mL de soluções variando de 50 a 300mM de cada reagente nos solventes 

orgânicos testados foram adicionados em frascos de vidro de 10mL com tampa e incubados 

em shaker a 150 rpm. As temperaturas testadas foram 25°C e 60°C. Como solventes, foram 

utilizados: n-hexano, n-heptano, Ciclohexano, isooctano.  

     Para uma melhor visualização dos resultados experimentais no quadro abaixo, números 

foram atribuídos em relação a solubilidade dos substratos, onde: 

 

1 – Totalmente solúvel: Solução límpida; 

2 – Parcialmente solúvel: Solução turva; 

3 – Insolúvel: Solução turva e corpo de fundo. 

 

3.2.3- Seleção de Lipases  
 

     As lipases descritas no item 4.2 foram investigadas quanto a capacidade de esterificação o 

AE e o IPG. Inicialmente, uma razão molar de 2:1 de IPG e AE foi adotada (75mM e 

150mM). O solvente escolhido foi o n-heptano. Em criotubos de 2 mL, verteu-se 1 ml de 

solução dos substratos, seguido da adição de 1% (p/v) de cada lipase. Os criotubos foram 

então incubadas em Incubadora orbital a 250 rpm a 60°C. As conversões apresentadas por 

cada enzima foram monitorados em intervalos de tempo 5, 10, 15, 30, 45 e 60 min, através do 

método de Lowry-Tinsley (Lowry & Tinsley, 1979) modificado, explicado a seguir. As 

melhores condições foram analisadas via CG-MS, segundo metodologia descrita na seção 

3.5.1.  
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Após o término do tempo reacional, o meio reacional foi filtrado em papel de filtro, para a 

retirada do biocatalisador imobilizado. Para as reações catalisadas por enzimas livres, os 

sistemas foram submetidos a banho de gelo por 30 seg., sendo em seguida, aquecidos a 70°C, 

para a desnaturação da enzima, e separação de fases. A fase superior foi utilizada para o 

cálculo das conversões.  

3.2.4 - Verificação do Percentual de Conversão  
 

     Os percentuais de conversão demonstrados pelas lipases nas condições estudadas, foram 

monitorados através do método de Lowry-Tinsley (Lowry & Tinsley, 1979) modificado: 

  300µL ml dos meios reacionais, nos tempos determinados foram adicionados a 

criotubos contendo 600 µL do solvente estudado e 300 µL de solução aquosa de 

acetato de cobre II a 5% p/v e pH 6,0 ajustado previamente com piridina; 

 As misturas finais foram vigorosamente agitadas em vortex por 30 segundos. O 

complexo verde formado entre o ácido residual e o acetato de cobre, residente na fase 

superior, foi analisado a 715nm em espectrofotômetro UV/visível. Utilizou-se como 

branco os solventes reacionais, e cada reação foi investigada em triplicata. A 

concentração residual de ácidos graxos presentes na amostra foi calculada com base 

na equação gerada pela curva padrão realizada de acordo com o procedimento 

descrito a seguir, comparando-se com a concentração inicial demonstrada pela 

solução-estoque. Cada reação foi analisada em triplicata, e a conversão foi calculada 

pela diferença da absorvância da solução antes e após a reação (figura 20) e calculada 

segundo a equação III: 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 26: Ensaio de Lowry-Tinsley antes e depois da reação. A) Ensaio em branco, 

com n-heptano; B) Solução inicial de AE e IPG; C) Reação de esterificação, 

evidenciando a redução de intensidade do complexo formado na fase superior. 
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Aa

Ad
C

100.
100(%)                      (III) 

Onde: 

 C (%) = conversão (em porcentagem) 

 Aa = Absorbância da amostra antes da reação 

 Ad = Absorbância da amostra depois da reação 

3.2.5 - Curva Padrão do Ácido Esteárico e Resíduo de 

Ácidos Graxos 
 

Amostras contendo 0-18 µmoles de ácido esteárico (figura 21 A), assim como de 

resíduo de ácidos graxos (Figura 21 B) aplicado neste trabalho, expressos em ácido palmítico, 

foram preparadas em criotubos contendo 300µL de solução de acetato de cobre II e a solução 

foi avolumada para 1,5 mL com o solvente apropriado. A mistura foi agitada em vórtex por 

30 segundos e após o descanso por 10 segundos, ocorreu a separação das fases. A fase 

superior foi analisada em espectrofotômetro a 715nm. A curva padrão foi construída através 

da relação entre a concentração de ácidos graxos na amostra, expressa em µmoles, e sua 

absorvância. O controle foi feito sem o ácido graxo. 

Figura 27: Curvas-padrão dos ácidos graxos utilizados como reagentes de partida. A: Curva-padrão do AE; B: 

curva-padrão do RAG. 
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3.2.6 - Determinação do Tempo Reacional 

 

 

     Para se determinar o melhor tempo reacional para a síntese da monoestearina protegida 

(MEP), foram realizados estudos cinéticos com as lipases imobilizadas de Rhizomucor 

miehei (RM IM) e Thermomyces lanuginosus (TL IM). Amostras reacionais foram 

retiradas de minuto a minuto até 15 minutos, e depois nos tempo 30, 45, 60, 120, 180, 240 

e 360 minutos. As condições reacionais foram: razão molar AE:IPG 1:2 (75mM/150mM 

em n-heptano), 60°C de temperatura, 250rpm de agitação e quantidade de enzima 1% p/v. 

Foram preparados tubos independentes para cada tempo reacional, de modo que não 

houvesse efeito de concentração de enzima ao longo da reação. 

     Antes do inicio da reação, a atividade de esterificação da enzima foi medida conforme 

procedimento descrito a seguir. Cessado o tempo reacional, a enzima foi filtrada em papel de 

filtro, lavada 3 vezes com 5 mL de n-heptano e acondicionada em estufa a 45°C por 6h para a 

secagem do solvente. Após este procedimento, a atividade residual foi medida. Reações 

independentes nos tempo 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 minutos foram realizadas, e 

o biocatalisador filtrado e recuperado, como descrito anteriormente, para finalmente, medir-

se a atividade de esterificação nestes estágios reacionais.  

 

3.2.7 - Determinação da atividade de esterificação 

 

A atividade de esterificação das enzimas RM IM e TL IM foram determinadas pela 

velocidade inicial da reação de esterificação do ácido oleico com butanol, empregando razão 

estequiométrica dos reagentes (0,03 mol de ácido oleico e 0,03 mol de butanol) e 3 % (m/m) 

de lipase, a 40 °C, de acordo com a metodologia proposta por Souza et al (2009). A reação 

foi conduzida em frascos de vidro de 20mL, incubados em shaker sob agitação orbital. 

Alíquotas dos meios reacionais (100 µL) foram retiradas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 e 

30 minutos de reação, que foram analisadas por titulometria de neutralização. As amostras 

foram dissolvidas em 40 mL de acetona/etanol 1:1 e tituladas contra uma solução de NaOH a 

0,02mol.L
-1

, em bureta automática. Uma unidade de atividade de esterificação (U) foi 

definida como a quantidade de enzima que consome 1 μmol de ácido oleico por minuto, nas 

condições experimentais descritas. A Equação IV descreve o cálculo empregado para 

determinação da atividade enzimática de esterificação. 
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Equação IV

 

onde:    

A = atividade (U.mg
-1

) 

Vi = volume de NaOH consumido na titulação da amostra retirada no tempo zero de reação 

(mL); 

Vf = volume de NaOH consumido na titulação da amostra retirada no tempo t de reação 

(mL); 

M = concentração da solução de NaOH (mol.L
-1

); 

 

3.2.8 - Avaliação do Efeito do Solvente 
     A fim de se avaliar a influência dos solventes orgânicos na reação de formação do MEP, 

foram realizadas cinéticas de esterificação do AE com o IPG, catalisadas pelas lipases RM 

IM e TL IM, do mesmo modo descrito na seção X, na presença dos solventes n-heptano, 

Ciclohexano, isooctano e n-hexano. Foi utilizada uma razão molar de AE:IPG 1:2, 60°C e 

250 rpm. As reações foram realizadas em criotubos de 2mL, tendo-se 1mL de meio reacional.             

Do mesmo modo descrito anteriormente, para cada tempo reacional, foram preparados 

frascos diferentes. Para se avaliar o efeito de cada solvente, as velocidades iniciais de cada 

cinética realizada foi medida, de acordo com a equação abaixo: 

3.2.9 - Determinação das Velocidades Iniciais de 

Reação 
     Para a avaliação de parâmetros cinéticos reacionais, faz-se necessário o cálculo das 

velocidades iniciais. Deste modo, em casa de etapa dos estudos cinéticos realizados, tais 

como efeito do solvente, razão molar, temperatura, as velocidades iniciais de reação foram 

calculadas. Este parâmetro pode ser calculado dividindo-se a variação de conversão num 

determinado tempo pela variação do tempo na faixa linear demonstrada na curva da cinética 

realizada. Esta variável foi calculada pela fórmula I: 

 

 

Va

Vm

mt

MVfVi
gUçãoesterificadeAtividade 




 1000
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Fórmula II 

Onde: 

 

r= velocidade inicial de reação (min
-1

); 

C= conversão de MEP ou MRAG no tempo t (%); 

C0= conversão de MEP ou MRAG no tempo 0 (%); 

t= tempo (min); 

t0= tempo do inicio da reação (min). 

 

3.2.10 - Efeito da Razão Molar de IPG e AE na 

Cinética de produção do MEP em n-heptano 
 

     Tendo-se confirmado ser o n-heptano o melhor solvente reacional, avaliou-se a razão 

molar entre IPG e AE na reação de formação de MEP. Razões molares de 1:1 e 3:1 foram 

comparadas cineticamente com a razão molar 2:1, a qual foi iniciada este trabalho. As 

velocidades inicias de cada cinética foi calculada, de acordo com o procedimento 4.1. As 

reações foram realizadas em criotubos de 2mL, com 1mL de meio reacional, a 60°C, 1% p/v 

de cada lipase sob 250rpm de agitação. 

3.2.11 - Otimização das Condições Reacionais: 

 

    A fim de se otimizar as condições reacionais para a esterificação do AE, assim como o 

RAG, com o IPG, um planejamento fatorial fracionário (FFD) de experimentos foi proposto, 

objetivando comparar as performances das lipases RM IM e TL IM em etapa de batelada. 

Desta forma, para um estudo preliminar, foi adotado um planejamento fatorial de 2 níveis. 

Primeiro, realizou-se um planejamento fatorial fracionário 2
4-1 

para cada biocatalisador, para 

determinar as variáveis de maior influência para cada enzima nas reações citadas. As 

variáveis com os respectivos níveis utilizados de planejamento fatorial fracionário (FFD) para  

as lipases TL IM e RM IM lipase são apresentados na tabela 06: 

   r =     dC      t=0 

dt 
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Tabela 6: Planejamento fatorial fracionado proposto para as lipases RM IM e TL IM com valores reais e 

codificados (+ nível superior, 0 intermediário, - nível inferior) para as variáveis independentes. 

Variáveis -1 0 +1 

Temperatura (
0
C) 40 50 60 

[E] (%) 0,1 0,55 1 

[S] (mM) 50 75 100 

Agitação (rpm) (Ag) 50 75 250 

        

      Os desenhos experimentais e a análise dos resultados foram realizadas utilizando o 

software Statistica 6,0 (Statsoft, Inc, EUA), de acordo com o nível de significância 

estabelecido para se obter o modelo matemático. A significância dos coeficientes de 

regressão e as probabilidades associadas, p(t), foram determinadas pelo teste t de Student. O 

significado da equação do modelo foi determinado pelo teste F de Fisher. A variância é dada 

pelos coeficientes múltiplos de determinação, R
2
. 

    Após o primeiro planejamento fatorial fracionário, um delineamento do composto central 

rotacional (DCCR) foi empregado para obter as condições ótimas para a esterificação em 

questão com a Lipase RM IM, que demonstrou melhor desempenho. As variáveis, juntamente 

com os seus valores codificados e não codificados encontram-se na Tabela 7: 

Tabela 7: Valores reais e codificados (+nível superior, 0 intermediário, - nível inferior) para as variáveis 

independentes, 22 . 

Variáveis -1,41 -1 0 +1 +1,41 

Temperatura (
0
C) 50 51.4 55 58.5 60 

Concentração de 

 Substrato (mM) 

50 53.6 62.5 

 

71.3 75 
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3.2.12 - Aumento de Escala e Estudo da Influência de 

um Reator de Tanque agitado na síntese da MEP 
 

     A reação de formação de MEP, previamente otimizada em sistema de batelada com 

agitação orbital foi analisada em reator de batelada de tanque agitado (CSTR) Easy Max 

(Mettler Toledo). Nesta etapa, foram preparados 100mL de meio reacional, seguindo as 

concentrações de AE e IPG preconizadas no planejamento de experimentos anteriormente 

realizado,  assim como agitação (250rpm) e ajustando-se proporcionalmente a quantidade de 

enzima (0,1% p/v). 

 

3.2.13 - Avaliação da Capacidade de Reusos da lipase 

RM IM 
 

     A enzima RM IM, que apresentou melhores resultados nos sistemas em batelada e em 

fluxo contínuo estudadas, foi avaliada quanto a sua capacidade de reusos em cada reator 

aplicado. Nos reatores com agitação orbital e STR, após as reações para a formação de MEP, 

o referido biocatalisador foi filtrado em papel de filtro, sendo o sobrenadante separado e 

reservado. A enzima, então, foi lavada 3 vezes com 30mL de n-heptano, e levado a estufa 

durante 2 horas a 40°C. Após esta etapa de recuperação, a massa de biocatalisador foi 

aplicada em novas reações.  

Na etapa em fluxo contínuo, após o tempo de residência estabelecido, e coleta das amostras, o 

sistema foi lavado 3 vezes com n-heptano pelo mesmo tempo de residência reacional.  

 

3.2.14 - Quantificação de Proteínas Lixiviadas do 

Suporte (Lipase RM IM) 
 

     As amostras obtidas nas etapas anteriormente citadas foram submetidas a quantificação de 

possíveis concentrações de proteínas lixiviadas do suporte. Para tal, 2mL de cada amostra foi  

foram transferidos para funil de separação de 10mL, seguido da adição de 2mL  de Tampão 

Tris HCl 0,2M  pH 7,5. O sistema foi suavemente agitado, aguardando-se a posterior 
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separação de fases. A fase orgânica foi descartada, sendo a fase aquosa submetida a 

quantificação proteica pelo método estabelecido por  Bradford (Bradford 1976),  utilizando 

albumina de soro bovino (BSA) como padrão.      

3.2.15- Análise do Suporte da Enzima RMIM por 

Microscopia Eletrônica de Varredura 
 

A fim de se confrontar os resultados obtidos com os sucessivos reciclos da lipase RM 

IM nos reatores em STR e sob agitação orbital, na síntese de MEP, realizou-se uma análise de 

cada suporte através de microscopia eletrônica de varredura (MEV) em um microscópio 

Shimadzu  SuperScan SS-550 no laboratório de microscopia do GMPC-UEM, sob a 

responsabilidade da doutoranda Andreia Fátima Zanetti. Todas as micrografias foram obtidas 

das superfícies de fratura recobertas com ouro, preparadas previamente em um metalizador 

marca Shimadzu. Para isso, as amostras foram colocadas sobre o porta-amostra em fitas de 

carbono e sob vácuo, foram metalizadas. Depois do preparo, as amostras foram posicionadas 

no microscópio e bombardeadas por feixes de elétrons que interagem com os átomos da 

amostra. A partir da interação entre o feixe de elétrons e a amostra foram produzidas 

partículas e radiação que foram usadas para formar uma imagem ampliada da amostra. 

 

3.2.16 - Estudo da Dessorção da Lipase de Rhizomucor 

miehei de seu suporte 
 

     A lipase de Rhizomucor miehei foi retirada de seu suporte através de metodologia 

modificada para este trabalho, anteriormente descrita por Cabrera et al (2008), para a enzima 

Novozym 435 e reproduzida por Costa et al (2011): 1g de RM IM foi vertida em 50mL de 

tampão fosfato 25mM, pH 7,0, contendo 2,5% (v/v) de Triton X-100. O sistema foi 

submetido a agitação orbital de 100rpm durante 4h. A suspensão foi filtrada a vácuo, sendo o 

sobrenadante submetido a ensaio de quantificação de proteínas através do método de Lowry 

(Lowry et al, 1951).  

O método consiste da adição em tubos de ensaio de 0,4 mL da amostra (ou da solução 

padrão) adequadamente diluída, mais 2,0 mL da solução A (1,0 mL de solução de tartarato 

duplo de sódio e potássio 2% p/v; 1,0 mL de solução de CuSO
4 

1% p/v , 98,0 mL de solução 
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de N
2
CO

3 
2% p/v em NaOH 0,1 N). Em seguida a solução é homogeneizada e, após 10 

minutos, adiciona-se 0,2 mL da solução de Folin-Ciocalteu (diluída 1:2 em água destilada) e 

homogeneíza-se. Trinta minutos depois, é feita a leitura da absorvância em espectrofotômetro 

em 660 nm. 

A concentração de proteínas é calculada a partir da curva de calibração construída 

empregando solução padrão de albumina de soro bovino (BSA, 0,1 mg/mL) diluída para 

atingir concentrações entre (0,01 e 0,1 mg PTN/mL).  

 

3.2.17 - Síntese de MEP e MRAG em condições de 

Fluxo Contínuo. 
 

     Síntese da MEP, assim como do MRAG foi investigada em etapa de fluxo contínuo, e 

posteriormente submetidas a otimização dos parâmetros reacionais. Foram adotados os 

seguintes procedimentos:  

 Os meios reacionais contendo AE ou RAG com IPG, em n-heptano, nas 

concentrações desejadas, foram acondicionados em um frasco de HPLC com 

capacidade de 1L, com agitador magnético; 

  A mistura de partida foi agitada durante 5 minutos, enquanto o equipamento X-Cube 

(Thales Nano – figura 28) foi equipado com o reator de leito fixo (0,6 ml de volume, 

70 x 4mm) contendo a enzima RM IM. 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Reator de Leito Fixo X-Cube (Thales Nano). Fonte: 

http://www.thalesnano.com/products/x-cube. 
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 Temperaturas entre 40 – 60ºC, fluxos variando de 0,1 a 3,0 mL/min e pressão de 10 

bar foram os parâmetros reacionais avaliados. A cada combinação de parâmetros 

selecionada, deu-se início ao processamento, bombeando-se apenas solvente puro (n-

heptano), até que o sistema tenha atingido o equilíbrio nas condições desejadas; 

 Transferiu-se o tubo de entrada do balão de solvente para o frasco contendo o meio 

reacional previamente preparado. Procedeu-se a reação até ser possível a coleta de um 

volume final de 3mL. As conversões foram analisadas pelo Método de Lowry-

Tinsley, descrito anteriormente. Após o processamento através do reator de fluxo, o 

tubo de entrada foi inserido de volta para o frasco contendo n-heptano e o sistema foi 

lavado durante 10 minutos, a fim de se remover as possíveis impurezas da reação 

anterior. O excesso de heptano foi removido sob vácuo. 

3.2.18 - Otimização das variáveis Reacionais: 
 

     Para otimizar as condições encontradas para a síntese tanto de MEP quanto de MRAG, foi 

aplicado um planejamento experimental fatorial fracionário 2
3-1 

(tabela 8). As variáveis 

independentes analisadas foram temperatura (T), o fluxo (Q) e a concentração de substrato 

(S), variando em dois níveis, com três repetições do ponto central. Cada experimento foi 

realizado em triplicata. Esta otimização foi seguida da proposição de um planejamento 

experimental fatorial 2² completo (tabela 9). 

Tabela 8: Valores reais e codificados (+ alto nível, 0 intermediário, -baixo nível) para as variáveis 

independentes, 23-1. 

Variáveis -1 0 +1 

T (
0
C) 40 50 60 

S (mM) 35 67,5 100 

Q (ml/min) 0,2 1,6 3 
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Tabela 9: Valores reais e codificados para as variáveis analisadas  (+ nível superior, 0 intermediário – nível 

inferior) na reação de esterificação entre IPG e RAG catalisada pela lipase RM IM sob condições de fluxo 

contínuo. 

Variáveis -1.41 -1 0 +1 +1.41 

[S] (mM) 67.5 71.9 83.7 95.3 100 

Q (ml/min) 0.3 0.4 0.6 0.8 0.9 

 

3.2.19 - Adaptação para outro Equipamento 
 

     Para se calcular os valores de produtividade, as reações previamente otimizadas em 

condições de fluxo foram analisadas em outro equipamento com leito fixo, entretanto, 

permitindo a utilização de quantidade conhecida de biocatalisador.  Em frasco de HPLC de 

1L foi acondicionada a mistura de reação desejada em heptano e uma barra de agitação. A 

mistura de partida foi agitada durante 5 min enquanto o instrumento (Sistema Asia 110 – 

figura 29) foi equipado com uma coluna de leito fixo Omnifit (2,4 ml) contendo a lipase 

imobilizada (420 mg). Foram utilizadas em cada caso, as temperaturas e fluxos previamente. 

Inicialmente, apenas solvente puro (n-heptano) foi bombeada através até que o instrumento 

tivesse atingido as condições pretendidas. Após os tempos de residência, as conversões foram 

analisadas pela mesma metodologia citada anteriormente. Concentrações de substratos 

variando de 0,1 a 2,5M também foram testadas em cada sistema, além da capacidade de 

reciclabilidade do sistema, como descrito anteriormente.  

 

 

 

 

Figura 29: Sistema Asia de Fluxo Continuo 
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3.2.20 - Estudo da Síntese de Monoacilgliceróis 

catalisada pela Lipase RM IM em sistemas livres de 

solventes 
 

     A síntese de MEP e MRAG catalisadas pela lipase RM IM foi analisada em sistemas 

livres de solventes. Tendo-se em vista as condições previamente otimizadas de temperatura, 

agitação, e quantidade de enzima, em sistema de batelada para a formação de ambos os 

produtos, avaliou-se a cinética de formação dos mesmos neste tipo de sistema. Concentrações 

de enzima variando de 0,5 a 3% foram analisadas, e as velocidades iniciais, calculadas. A 

reciclabilidade do biocatalisador foi também investigada. As reações foram realizadas em 

frascos erlenmeyer de 125mL contendo 1mmol de cada reagente, respeitando-se a razão 

molar otimizada de cada um. 

 

3.3 – Síntese de MONOEST e MONORES via Reação 

Químio-Enzimática em Cascata 
 

3.3.1 – Produção de Silicagel Funcionalizada (SGF)  
 

    As etapas de acetalização e posterior quebra do acetal da monoestearina protegida (MEP) e 

MAG proveniente do resíduo de ácidos graxos (MRAG) do sistema em cascata foram 

catalisadas por um catalisador heterogêneo, composto por silicagel funcionalizada (SGF). 

Para tal, 100mL de uma suspensão a 20% p/v de gel de sílica (60-100 mesh) em éter etílico 

foi preparada em um frasco erlenmeyer de 250mL.  Sob banho de gelo, diversos volumes de 

ácido sulfúrico foram adicionados, até serem completadas as proporções de 1, 2,5, 5 e 10% 

p/v de ácido e suspensão. Cada sistema foi mantido sob agitação vigorosa por 30 minutos. 

Em seguida, cada suspensão foi transferida para bécheres de 250mL, onde o excesso de éter 

foi evaporado à temperatura ambiente. 
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3.3.2 – Acetalização do Glicerol 
 

     Em frasco de HPLC de 0,5L, 200mL de uma mistura de acetona e glicerol, em suas 

devidas proporções (1:1 – 1:6) foi acondicionada e submetida a agitação vigorosa, sob 

aquecimento a 50°C, enquanto o reator de fluxo contínuo foi equipado com uma coluna 

Omnifit (5,49 mL de volume total), previamente enchido com SGF (580 mg). Diferentes 

fluxos (de 0,1 - 3,0 mL / min), e as razões molares citadas acima  foram estudadas, sendo os 

produtos finais analisados via CG-EM, como explicado na seção 3.5.1.  

3.3.3 – Reação de Esterificação 
 

    Para a formação de MEP e MRAG, a etapa de esterificação foi realizada através da 

reprodução das condições reacionais previamente otimizadas para ambos os produtos através 

de planejamento de experimentos. Ambas as reações foram catalisadas pela enzima RM IM, 

em reator de leito fixo de 2,41mL de volume, preenchidos com 420mg de suporte. 

3.3.4 – Clivagem do Acetal Presente no MEP e no MRAG 
 

    A solução de n-heptano contendo o éster desejado (MEP ou MRAG) e possíveis materiais 

de partida obtidos na etapa de esterificação foi bombeada através de uma coluna Omnifit 

(8,83 mL de volume total), preenchida com SGF (720mg). Diferentes fluxos (0,05-0,5 mL / 

min) foram investigados a 55° C. A seletividade para os possíveis produtos foi determinada 

via CG-MS, cuja metodologia foi descrita na seção 3.5.1. 

3.3.5 - Reação em Cascata 
 

     Com o intuito de integrar as etapas de formação de MEP e MRAG e seus produtos 

desprotegidos, todas as reações foram realizadas em conjunto com a mesma temperatura e 

fluxo, seguindo as condições ideais encontradas no processo de clivagem do acetal. Primeiro, 

a solução final oriunda da etapa de acetalização do glicerol foi concentrada e o resíduo foi 

dissolvido em n-heptano. A solução resultante foi, em seguida, acoplada à coluna com RM 

IM com um conector de borracha no lado de baixo da coluna. A parte superior da mesma 

coluna foi conectada ao lado de baixo da terceira coluna Omnifit contendo SGF. Finalmente, 
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a parte superior do aparelho foi conectado a um frasco erlenmeyer para recolher o produto 

final. 

3.4 – Biocatálise em sistemas microemulsionados: 

Micelas Reversas e Organogel 
 

3.4.1 - Reações em microemulsões AOT/Isooctano 
 

       Antes da preparação das microemulsões, um estoque de enzima em solução tampão foi 

preparado. Para tal, a quantidade apropriada das lipases livres de Rhizomucor miehei e 

Cândida antarctica B foram dissolvidas em tampão Tris/HCl 0,2 M pH 7,5 de forma a atingir 

uma concentração final de 30mg/ml. Para a preparação de microemulsões AOT, uma solução 

estoque de AE e IPG (1: 1/100 mM) em AOT / isooctano 0,2 M foi preparado. 970µL desta 

solução estoque e 30µL da solução de enzima foram adicionados em criotubos de 3mL. O 

sistema foi cuidadosamente homogeneizado até ser obtida uma solução límpida, sendo 

posteriormente incubados a temperaturas entre 35-60
◦
 C sem agitação. A quantidade de água 

no sistema foi calculada de acordo com a expressão: 

 

W0 = [H2O]/[AOT] 

Inicialmente, foi utilizado um W0 = 8,35, de acordo com Zoumpanioti et al (2006). 

 

3.4.2- Reações em Microemulsões em Lecitina 
 

     Uma solução de estoque de 3,5% (p/p), contendo lecitina em isooctano 5% (v/v) em 1-

propanol foi preparado.  AE e IPG foram adicionados até a obtenção de uma concentração 

final de 100 mM de cada um. 970µL solução de substratos e 30µL de solução de enzima 

foram adicionados em criotubos de 3mL. O W0 destes sistemas também foi 8 inicialmente. 

Os tubos foram incubados a 40
◦
C, sem agitação. 
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3.4.3 – Análise das Conversões 
 

     As conversões obtidas neste sistema foram também analisadas através do método de 

Lowry-Tinsley, como explicado anteriormente. As melhores conversões encontradas foram 

confirmadas via análise em CG. Para isto, utilizou-se um cromatógrafo gasoso HP modelo 

CG-6890, equipado com coluna HP Innowax (30m x 0,25 mm de diâmetro x 0,32 mm de 

espessura de filme). A temperatura do injetor, assim como a do detector foi de 270°C. A 

rampa de aquecimento da coluna cromatográfica utilizada está explicitada na tabela 6.  

 

                             Tabela 10: Tabela 6: Rampa de aquecimento utilizada na confirmação de  

                               conversão nas microemulsões estudadas 

Velocidade 

(°C/min) 

Temperatura(°C) Tempo  

 120°C 1 min 

         15 225°C 8 min 

        5 260°C 17 min 

 

3.4.4 – Determinação dos Parâmetros Reacionais 
 

     A identificação de parâmetros cinéticos, como a velocidade máxima, as constantes de 

Michaelis-Menten, constante de inibição e a constante de dissociação foi usada a partir da 

equação para a velocidade de reação inicial. Valores das constantes cinéticas foram 

calculadas graficamente usando gráficos de Lineweaver-Burk. 

     Para sistemas com um único substrato (S) e um único produto, onde enzima e do substrato 

reage rapidamente para formar um complexo enzima-substrato (sistemas de equilíbrio 

rápidos) a velocidade inicial v é dada pela equação de Michaelis-Menten: 

][

][

max SK

S

V

v

S 
   

Equação III 

Para um sistema de 2 reagentes (substratos A e B), com um único produto (sistema 

uni bi aleatório) a equação (III) torna-se: 
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]][[][][

]][[

max BAAaKBaKKaK

BA

V

v

BABA B


  

Equação IV 

Onde a é o fator pelo qual a ligação de um substrato altera a constante de dissociação para o 

outro substrato. Esta equação, para um sistema bi uni ordenados, onde substratos combinam 

com a enzima livre, em uma ordem obrigatória (A combina-se com a enzima livre, B 

combina apenas ao complexo EA), torna-se: 

]][[][

]][[

max BAAKKK

BA

V

v

BBA B


  

(Equação V) 

Para um sistema bi –bi ordenado, onde dois substratos (A e B) levam a dois produtos, 

a velocidade inicial, na ausência de produtos é dada pela equação: 

]][[][][

]][[

max BAAKBKKK

BA

V

v

BAB mmmia 
   

(Equação VI) 

Onde v é a velocidade inicial de reação; Vmax é a velocidade máxima; [A] e [B] são as 

concentrações iniciais de substratos; KmA é a constante de Michaelis para o substrato A; KmB 

é a constante de Michaelis para o substrato B e Kia é a constante de dissociação para A. 

 

3.4.5 - Preparação de Organogel 
 

     Os organogeles foram preparados através da introdução de quantidades adequadas de 

microemulsões em AOT previamente estudadas, contendo a lipase de Cândida antarctica B 

(sem substratos) em uma segunda solução de HPMC em água. Deste modo, 2 mL de 

microemulsão em AOT contendo 1,2 mg de lipase foram gelificados com 2,0 g de HPMC e 

4,0 ml de água à temperatura ambiente. As reações de esterificação do AE e IPG foram 

estudadas tanto em batelada quanto sob fluxo contínuo. Para a etapa em batelada, 7 g de 

organogel (OG), contendo 1,2 mg de lipase, foram colocados num frasco com 10 mL de 
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solução dos substratos no solvente determinado (Isooctano, n-heptano, tolueno ou 

Ciclohexano). Os frascos foram incubados em temperaturas variando de 40-60°C sem 

agitação. 

     Para a etapa em fluxo contínuo, foi preparado previamente uma solução-estoque de AE e 

IPG nas mesmas proporções utilizadas na etapa em batelada, sendo esta mantida sob 

agitação, e bombeadas para uma coluna de leito fixo Omnifit (1,7671cm de diâmetro e 5 cm 

de altura = 8,83 ml de volume de reação), contendo 7 g da MBG desejado (1,2 mg de lipase). 

Parâmetros de reação (temperatura entre 40-60ºC; fluxos variando de 0,1-3,0 ml/min) foram 

selecionados no reator de fluxo. Inicialmente, apenas solventes puros foram bombeados 

através do instrumento até que fossem atingidos os parâmetros de reação. As conversões 

nestas etapas também foram analisadas pelo método de Lowry-Tinsley (1976) modificado. 
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CAPÍTULO 4 

 

Resultados e Discussão 

Parte 1: Biocatálise com Enzimas 

Comerciais 

4.1 - Considerações Iniciais: 
 

   Neste capítulo, serão apresentados os resultados de esterificação obtidos com lipases 

comerciais imobilizadas. Esta etapa envolveu a otimização de variáveis reacionais em 

condições de batelada e fluxo contínuo, além da investigação do potencial de esterificação 

dos biocatalisadores em sistemas livres de solventes orgânicos.  

 

4.2 - Análise de pureza dos Materiais de Partida.  

 

     Com o objetivo de analisar a pureza e conhecer os tempos de retenção dos reagentes de 

partida no método cromatográfico utilizado, iniciamos este trabalho analisando amostras de 

dois lotes de AE (AE), sendo um da marca Vetec Química
®

, e outro da marca Sigma 

Aldrich®, assim como de um lote de R,S-1,2-O-isopropilideno glicerol (IPG), da marca 

Fluka
®

. Estas foram derivatizadas com MSTFA, de modo a serem transformadas em seus 

derivados mais voláteis, conforme descrito na seção experimental, e analisados por 

Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a espectrometria de Massas (CG-EM). Os resultados 

são mostrados na figura 30: 
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Como observado, o cromatograma do AE marca Vetec® (A) demonstrou a presença de 4 

picos majoritários, que de acordo com as fragmentações decorrentes do espectrômetro de 

massas,  são relativos aos os ácidos láurico (C12), mirístico (C14), palmítico (C16),  sendo o 

ultimo pico, com tempo de retenção de 14,7 minutos, o AE. Tal resultado demonstra uma má 

procedência do lote, ou resultado de reações de -oxidação, catalisada por elevadas 

temperaturas e umidade, revelando más condições de armazenamento, já que o produto 

encontrava-se dentro do prazo de validade. Portanto, este lote foi descartado, sendo o trabalho 

iniciado com o AE Sigma-Aldrich (cromatograma C), que apresentou pureza aceitável. O 

reagente IPG (Cromatograma B) apresentou elevada pureza cromatográfica, pôde ser 

utilizado corretamente. 

Figura 30: Cromatogramas dos Reagentes de Partida. A – AE puríssimo, marca Vetec®; B- IPG, marca 

Fluka®; C- AE 99,5% Sigma Aldrich®. 
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4.3 - Teste de solubilidade dos Reagentes 

 

     A fim de se obter a melhor concentração inicial de reagentes de partida, assim como o 

melhor solvente reacional, o AE e o IPG, foram submetidos isoladamente a ensaios de 

solubilidade em diferentes solventes orgânicos. Neste ensaio, concentrações molares variando 

de 50 a 300mM dos reagentes de partida foram testadas a 25°C e 60°C sob 150 rpm de 

agitação,  de modo a obter o limite de solubilidade máxima dos mesmos. Para uma melhor 

visualização dos resultados experimentais no quadro abaixo (tabela 11), números foram 

atribuídos em relação a solubilidade dos substratos, onde: 

 

1 – Totalmente solúvel: Solução límpida; 

2 – Parcialmente solúvel: Solução turva; 

3 – Insolúvel: Solução turva e corpo de fundo. 

 

Tabela 11: Ensaio de solubilidade do AE e o do IPG 

 

Solvente 

AE IPG 

50mM 100mM 150mM 300mM 50mM 100mM 150mM 300mM 

25°C 60°C 25°C 60°C 25°C 60°C 25°C 60°C 25°C 60°C 25°C 60°C 25°C 60°C 25°C 60°C 

n-heptano 1 1 2 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

n-hexano 1 1 2 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

isooctano 1 1 2 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

ciclohexano 1 1 2 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

 

 
          Como observado na tabela 11, o IPG não apresentou problemas quanto a solubilidade 

nos solventes orgânicos testados, podendo ser aplicado nas maiores concentrações. Tal dado é 

importante, pois comumente aplicam-se razões molares superiores de álcoois a ácidos em 

reações de esterificação catalisadas por lipases, no intuito de se acelerar a velocidade inicial 

do processo (Lafuente et al, 2011).  Já o AE apresentou uma solubilidade dependente da 

concentração molar aplicada. Como a 25°C o AE é parcialmente solúvel a 100mM nos 

solventes testados, e a 50mM o mesmo é totalmente solúvel, decidimos utilizar a inicialmente 

uma concentração intermediária deste reagente de partida, (75mM), já que o método 

colorimétrico preconizado por Lowry & Tinsley (1976) e modificado por nosso grupo de 

pesquisa, aplicado neste estudo para a medição das conversões em éster nas reações 
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estudadas,  é realizado nestas condições. Ácidos graxos insolúveis no meio levariam a 

formação de precipitados durante a leitura do complexo colorimétrico formado por estes e a 

solução de acetato de cobre II (Solução de Lowry-Tinsley), a 715nm. Pelo fato de o solvente 

n-heptano apresentar temperatura normal de ebulição de 98°C, facilitando, desta forma, a 

execução de experimentos a temperaturas mais elevadas, o mesmo foi escolhido para ser 

utilizado nos experimentos na presença de solventes orgânicos, além de já  serem descritas na 

literatura algumas reações de esterificação tendo o n-heptano como solvente (Sutili et al, 

2013; Campillo-alvarado et al, 2013). 

 

4.4 -  Seleção de Lipases 

 

     A fim de se encontrar um biocatalisador para as reações de esterificação realizadas neste 

estudo, foi feita uma triagem dentre lipases disponíveis em laboratório, as quais estão 

descritas na seção experimental. Nesta ocasião, investigou-se a capacidade de esterificação 

do AE e o IPG em n-heptano (figura 31), solvente anteriormente escolhido.  

 

 

 

      O produto final de esterificação deste álcool com o AE, gera o MAG correspondente 

(monoestearato de 1,2-o-isopropilideno glicerol (MEP)), cujas hidroxilas ainda apresentam-se 

protegidas por um acetal, clivado em etapas posteriores. Pelo fato de a metologia de Lowry-

Tinsley, empregada para o monitoramento conversões dadas por cada enzima, ser baseada na 

depleção da concentração de ácidos graxos livres, tomamos o AE como o reagente limitante 

da reação, e deste modo, foi proposta neste ensaio inicial, uma estequiometria 2:1 entre IPG e 

AE álcool, aumentando-se assim, na reação, a oferta de álcool no sistema.  

          Na literatura não há estudos realizados envolvendo a síntese de monoestearato de 

glicerila através de esterificação direta do AE com o IPG. Entretanto, Hess e colaboradores 

(1995) publicaram a síntese e purificação deste produto através de transesterificação do IPG 

com derivados ésteres de AE, dentre eles o estearato de etila, catalisada pela lipase de 

Pseudomonas cepaceae. Neste estudo, as maiores conversões foram encontradas após 50h, e 

 

Figura 31: Reação de esterificação do AE e o IPG, realizada a 60°C, 250rpm e razão molar AE:IPG 1:2, e 

volume reacional de 1mL. 
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com quantidades relativamente altas de biocatalisador (50mg/mL de meio reacional), a 40°C. 

quantidade de enzima utilizada por estes autores foi relativamente alta  e a reação procedida 

em 50h, demonstrando algumas limitações reacionais, como por exemplo, o acesso do sítio 

catalítico da enzima ao IPG, que apresenta impedimento estérico causado pelo grupamento 

1,2-dioxolano. Este efeito pode ser atenuado aplicando-se temperaturas mais elevadas, 

causando maior vibração das moléculas, proporcionando maiores encontros entre enzima e 

substrato. Pelo fato de existirem trabalhos na literatura onde as melhores conversões em 

ésteres foram obtidas em elevadas temperaturas utilizando os mesmos biocatalisadores 

propostos em nosso estudo (Raita et al, 2011; Bhandari et al, 2013), aliadas às dificuldades 

anteriormente citadas, optamos por iniciar este trabalho aplicando uma temperatura de 60°C, 

durante 1h sob 250rpm de agitação (figura 32). A quantidade de enzima também foi reduzida 

para 1% p/v ou p/p, dependendo do biocatalisador.  

     De acordo com os resultados obtidos, as enzimas imobilizadas demonstraram melhor 

desempenho do que as enzimas livres, gerando maiores conversões nos tempos testados. Isto 

pode ser explicado por algumas vantagens fornecidas pela imobilização de enzimas, 

afirmadas por diversos autores (Guisan et al, 2001; Mateo et al, 2007, Cunha et al,  2008) 

como por exemplo, a formação de uma camada de solvatação no micro-ambiente em torno do 

biocatalisador, capaz de manter uma dinâmica molecular mínima, essencial à atividade 

enzimática em ambientes orgânicos.  As enzimas livres, quando suspensas em um solvente 

orgânico, tendem a se agregar e aderir às paredes do reator. Enzimas imobilizadas em 

suportes sólidos podem contornar esse problema, refletindo em melhores conversões. A 

Figura 32: Investigação inicial de lipases na reação de esterificação do AE com o IPG. A- resultados obtidos pelas lipases em suas 

formas livres; B- resultados obtidos pelas lipases imobilizadas. Condições: AE (75mM) e IPG (150mM) 2:1 em n-heptano, 250 

rpm, 60°C, lipases 1% p/p ou p/v. 



 

80 
 

imobilização de enzimas pode ainda, otimizar a rigidez da estrutura molecular,  minimizando 

a desnaturação causada por temperatura, pH ou solvente. Além disto, a interação entre a 

enzima e o suporte pode proporcionar mudanças conformacionais na enzima, provocando 

alterações desejadas nas propriedades catalíticas, como o aumento da atividade e 

estereoespecificidade. 

     As lipases imobilizadas de Thermomyces lanuginosus (TL IM) e Rhizomucor miehei (RM 

IM) apresentaram excelentes resultados, com 71 e 79% de conversão, respectivamente, em 1h 

de reação. A enzima Novozym 435, lipase B imobilizada, de Cândida antarctica, demonstrou 

resultados semelhantes, com 77% de conversão. Entretanto, como as duas primeiras lipases 

são menos estudadas na síntese de MAG de uma maneira geral, decidimos por continuar este 

estudo com estes biocatalisadores. 

 

4.5– Escolha do melhor Tempo Reacional 

 

   Visando avaliar a reação de formação de MEP, uma cinética com o tempo máximo de 8h 

foi realizada com as lipases TL e RM IM, em busca do melhor tempo reacional. Cada ensaio 

foi conduzido n-heptano, mantendo-se a relação 2:1 entre IPG e AE (150mM e 75mM). A 

cinética realizada foi destrutiva, com medição das conversões minuto a minuto até 15 

minutos, e depois nos tempo 30, 45, 60, 120, 180, 240 e 360 minutos. Os resultados obtidos 

nesta etapa são apresentados na Figura 33. Os pontos estão unidos por uma linha contínua 

para melhor visualização. Devido a semelhança entre os perfis cinéticos apresentados por 

ambas as enzimas, os resultados para cada biocatalisador foi separado em gráficos diferentes. 

 

 

  

 

Figura 33: Cinética de produção enzimática do MEP em n-heptano. A- cinética da lipase RM IM; B- cinética da 

lipase TL IM. Condições: AE (75mM) e IPG (150mM) 2:1 em n-heptano, 150 rpm, 60°C, lipases 1% ou p/v. 
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     Como observado, o aumento do tempo reacional, para ambas as enzimas, levou a um 

aumento significativo dos rendimentos, e atingiu o equilíbrio em 4 horas. Como entre 1 e 4h 

de reação, o aumento na formação de produtos é claramente visível, decidiu-se adotar 4h 

como tempo-padrão de reação para as etapas futuras. As lipases RM IM e TL IM foram  

selecionadas, devido a seus resultados promissores, e custos bem inferiores, se comparado 

com a lipase Novozym
®

 435, o que é um fator preponderante a ser considerado na reação 

(Gume et al, 2011), ainda mais quando se há a intenção de atingir aumentos de escala.  

     As atividade de esterificação nos tempos inicial, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 min 

foi investigada, a fim de se identificar a atividade residual de cada enzima (tabela 12). 

 

Tabela 12: Resultados experimentais da atividade de esterificação e atividade residual nas reações de 

determinação da tempo reacional de síntese enzimática do monoestearato de IPG utilizando as enzimas 

Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM, em n-heptano. 
 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De posse dos resultados demonstrados na tabela 12, pode-se afirmar que ambas as lipases 

foram capazes de manter suas atividades residuais após um ciclo de reação, sendo, portanto, 

passíveis de reusos posteriores. A enzima RM IM demonstrou uma maior retenção de 

atividade do que a lipase TL IM, que apresentou cerca de 95% de sua atividade inicial, ao fim 

do ciclo de 4h de reação, podendo ocasionar menores eficiências em reciclos futuros. 

 

 

 

 

 

Tempo 

(min) 

RM IM TL IM 

esterificação 

(U/g)Atividade 

de 

Atividade Residual 

(%)Atividade 

Residual (%) 

Atividade de 

Esterificação (U/g) 

Atividade 

Residual 

(%) 

0 65,56 100 59,34 100 

5 65,28 99, 91 58,35 98,33 

10 64,45 98,64 59,12 99,63 

15 65,23 99,83 57,31 96,58 

30 64,73 99,06 58,18 98,04 

45 65,27 99,89 56,12 94,57 

60 65,12 99,66 57,14 96,29 

120 64,27 98,36 56,94 95,95 

180 63,34 96,39 56,75 95,63 

240 65,12 99,63 57,29 96,54 
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4.6 – Efeito do Solvente 

 

      A fim de se investigar a influência de outros solventes na formação do MEP, além de se 

certificar de que o n-heptano, era, de fato o melhor solvente reacional, a referida reação foi 

analisada com as enzimas RM IM e TL IM, nas mesmas condições anteriores (Figura 34), 

com os solventes onde o AE foi solúvel, de acordo com a tabela 11.  

 

 

     A figura 34 mostra que o n-heptano foi o solvente que menos interferiu na ação catalítica 

das enzimas testadas, gerando maiores conversões. Este resultado está relacionado com o Log 

P deste solvente, que é 4,0, caracterizando-o como altamente hidrofóbico. Em solventes 

orgânicos anidros, as enzimas permanecem cineticamente aprisionadas a sua conformação 

nativa (Cetina et al, 2011; He et al, 2012). A baixa constante dielétrica dos solventes faz com 

que haja aumento nas interações eletrostáticas dos resíduos carregados das proteínas o que 

causa diminuição da flexibilidade interna tornando as enzimas menos ativas, embora preserve 

a integridade estrutural da proteína (Zaks, 1996). 

     As propriedades dos solventes como polaridade, hidrofobicidade (determinada como log 

P), geometria molecular e habilidade de solvatação são essenciais à biocatálise em meio 

orgânico. No entanto, não existem correlações de caráter geral entre essas propriedades e a 

atividade e estabilidade enzimática. O efeito dos solventes é distinto para cada enzima.               

Enquanto lipases são mais estáveis em solventes hidrofóbicos (log P>2), a quimotripsina, por 

exemplo, é mais estável em solventes relativamente hidrofílicos e não foi notada nenhuma 

Figura 34: Figura 33: Resultado experimental da cinética de reação de formação do MEP em diferentes solventes. A- 

Resultados obtidos com a enzima RM IM; B- Resultados obtidos com a enzima TL IM. Condições: AE:IPG 1:2, 60°C, 

250 rpm. 
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correlação entre a atividade da polifenol oxidase e a hidrofobicidade de solventes desde que a 

atividade de água no meio fosse controlada (Yang & Russel, 1996, citado por Machado et al, 

2011). A fim de se avaliar a influência do solvente orgânico na reação de estudo, as 

velocidades iniciais de cada sistema, assim como as atividades residuais de cada 

biocatalisador nos determinados solventes foram calculadas. As velocidades iniciais foram 

calculadas baseando-se nos resultados presentes na figura 34, e utilizando-se e utilizando-se a 

fórmula II, do item 4.4 da seção experimental. Os valores de atividade residual foram 

calculados a partir da diferença entre as atividades das enzimas no início da reação, e ao final 

do ciclo (item 4.4.1 – seção experimental). Os resultados obtidos para cada enzima e 

solvente, além dos valores de Log P dos mesmos, encontram-se na tabela a seguir: 

 

Tabela 13: Velocidade Inicial de reação, Atividade residual e valores de Log P dos solventes orgânicos 

utilizados na síntese do MEP catalisada pelas lipases RM IM e TL IM. 

 

         Neste estudo, pôde ser observada uma íntima relação entre os valores de Log P dos 

solventes utilizados e os valores de velocidade inicial apresentados pelas enzimas, onde o n-

heptano, e o Isooctano, solventes de maiores Log P, expressaram maiores valores de 

velocidade inicial, corroborando os trabalhos de He (2011) e Cetina (2012), demonstrando, 

de fato, maior estabilidade dos biocatalisadores durante a reação, que foi confirmada através 

dos valores de atividade residual, onde ambas as lipases foram capazes de manter 

praticamente toda a atividade inicial após o ciclo reacional em ambos os solventes, sendo 

mais preservada em n-heptano. 

        Silva e Jesus (2003) investigaram a síntese de n-pentil laurato catalisada pela lipase de 

Mucor javanicus em diferentes solventes orgânicos. A enzima não apresentou atividade 

catalítica nas reações realizadas com solvente relativamente hidrofílico (log P< 2), apresentou 

eficiência catalítica moderada em solvente com log P entre 2 e 4; e alta eficiência em 

 
 

Velocidade inicial 

 (min 
-1

) 

Atividade  

Residual (%) 

 

Log P 

Solvente RM IM TL IM RM IM TL IM  

Isooctano 6,2 5,9 94 90 4,3 

n-Heptano 7,1 6,8 97 95 4,0 

n-hexano 4,2 3,5 89 84 3,5 

Ciclo-hexano 2,1 1,4 85 79 3,2 
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solventes fortemente apolares (log P > 4). Os rendimentos em n-pentil laurato foram 82% em 

hexano (log P = 3,5), 70% em ciclohexano (log P = 3,2), 68% em tolueno (log P = 2,5) e em 

diclorometano (log P = 0,93), acetona (log P = – 0,23) e acetonitrila (log P = –0,33) não foi 

observada a formação do éster. 

    Apesar das numerosas exceções, o parâmetro Log P é o que apresenta melhor correlação 

com a atividade de enzimas e, geralmente, as enzimas são mais estáveis em solventes com 

caráter hidrofóbico. Entretanto, aumentos nesta constante apresentam limites para que se 

tenha um sistema ideal. Analisando-se os valores de velocidade inicial obtidos pelas lipases 

TL IM e RM IM, nos sistemas em isooctano e em n-heptano da tabela 12, observa-se que em 

n-heptano, a catálise ocorreu de forma mais acelerada, e estável, mesmo sendo o Log P do n-

heptano menor do que o do isooctano. Este resultado pode ser explicado pelos valores de 

viscosidade de cada um dos solventes, onde a do n-heptano é 0,386 cP, enquanto que o do 

isooctano é de 0,542cP, ambos a 25°C. Em solventes mais viscosos, há uma menor superfície 

de contato entre enzima e substratos, interferindo nas conversões finais. 

      A forma como os solventes afetam a atividade enzimática e a enantiosseletividade ainda 

não é bem compreendida e as hipóteses apresentadas para explicar esse fenômeno apresentam 

discrepâncias entre si (Costa e Amorim 1999). 

     Hess e colaboradores (1995) investigaram anteriormente o efeito do solvente orgânico na 

esterificação do IPG com ésteres de ácidos graxos, dentre eles, o estearato de etila (tabela 10). 

Nesta ocasião, os melhores resultados foram encontrados em n-heptano e em n-dodecano, 

solventes de maiores Log P (4 e 6,6, respectivamente), sendo os maiores valores de 

conversão (84% em 580h) e velocidade inicial descritos para o n-heptano (tabela 14 e figura 

35),  reforçando a escolha deste solvente para as reações de nosso estudo. 
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Tabela 14: Velocidade inicial de reação, atividade residual e valores de Log P dos solventes orgânicos 

utilizados na transesterificação do IPG e o estearato de etila para a síntese do de monoestearato de IPG, 

catalisada pela lipase de Pseudomonas cepaceae. Adaptado de Hess et al, 1995.) 

 

      A lipase de Pseudomonas cepaceae apresentou forte influência reacional dentre os 

solventes testados neste trabalho, apresentando equilíbrios em tempos distintos, de acordo 

com cada solvente, refletindo nos diferentes valores de velocidades iniciais encontradas 

(tabela 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solvente 

Velocidade 

Inicial 

 (µmol mg . h) 

 

Atividade 

Residual (%) 

 

Log P 

 

Tempo 

Reacional (h) 

n-dodecano 0,43 46 6,6 450 

n-heptano 1,43 64 4,0 580 

n-hexano 0,48 57 3,5 240 

Clorofórmio 0,005 37 2,0 400 

DMF 0 0 1,0 200 

Figura 35: Tempo de reação para a interesterificação do IPG e o estearato de etila em 

diferentes solventes. 1- n-heptano; 2- n-dodecano; 3- n-hexano; 4 – clorofórmio; 5 – 

dimetilformamida. Fonte: Hess et al, 1995 
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4.7 - Efeito da Razão Molar de IPG e AE na Cinética de produção do MEP 

em n-heptano 

 
      Considerando os MAGs como importantes aditivos alimentares, além de apresentarem  

grandes aplicações em processos industriais, reduzir custos com materiais de partida, como 

por exemplo, o reagente IPG, em excesso na reação, representa crucial relevância. Deste 

modo, a próxima etapa deste trabalho consistiu na avaliação do efeito da razão molar entre os 

reagentes, na cinética de formação do MEP. Os experimentos para as enzimas TL e RM IM 

foram realizados nas mesmas condições de temperatura, agitação e quantidade de enzima 

aplicadas anteriormente, variando-se as razões molares de AE:IPG em 1:1; 1:2 e 1:3 (figura 

36). As velocidades iniciais de reação em cada sistema também foram calculadas (tabela 15).  

     A partir da Figura 35, pode-se verificar que nos dois biocatalisadores estudados, as 

conversões são próximas nos 15 primeiros minutos de reação. Nas razões molares de 2:1, e 

3:1, de fato, são atingidas menores conversões do que na razão 1:1 entre substratos, onde, 

com a enzima TL IM 81% de conversão são alcançados, e 83% com a RM IM. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: Efeito da razão molar sobre a conversão de monoestearato de IPG à temperatura de 60°C, concentração de 

enzima de 1% (p/v) e agitação de 250 rpm. 
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Tabela 15: Velocidade inicial de reação em função da razão molar de substratos na cinética de formação da 

MEP em n-heptano, utilizando as enzimas RM IM e TL IM. 

Razão Molar 

AE: IPG 

r (min
-1

) 

Lipozyme TL IM Lipozyme RM IM 

1:1 2,92 3,28 

1:2 2,5 1,9 

1:3 1,81 1,65 

 

     A razão molar entre álcool e ácido é um dos parâmetros mais importantes no que diz 

respeito às esterificações enzimáticas. Uma vez que a reação é reversível, um aumento na 

quantidade de um dos reagentes poderá resultar em mais altas conversões, e como esperado, 

deslocará o equilíbrio químico na direção do produto. Um caminho de deslocamento da 

reação na direção da síntese é o aumento da concentração de álcool (Richete, 2009). Contudo, 

altas concentrações de álcool podem reduzir a velocidade inicial de reação, como na presente 

reação em estudo, onde a explicação pode vir a partir da inibição da enzima pelo álcool 

nestas concentrações testadas. Dörmo et al (2004) analisaram o efeito da razão molar de 

ácido:álcool (1:1, 1:2, 1:5 e 2:1) na esterificação de oleato de isoamila na temperatura de 

40°C, 0,5% de enzima (N 435), agitação de 150rpm e 7 horas de reação, obtendo as  mais 

altas conversões em 4 horas de reação (70-80%) com as razões molares de 1:2 e 1:5. 

Entretanto, há exemplos na literatura onde a razão equimolar de reagentes leva a melhores 

conversões. Em um sistema reacional utilizando heptano como solvente Krishna et al (2000), 

citado por Richete (2009), obtiveram 95% de conversão de acetato de isoamila, utilizando 

3g/L de Lipozyme IM-20 (34% p/p substratos), com concentração equimolar dos substratos 

(0,06M) a 40°C em 72 horas. Neste ano, Zhong et al (2013), obtiveram as melhores 

condições para a síntese de oleatos de alquila catalisada pela lipase de Cândida sp. 99-125 

(5% p/p) em razões equimolares de ácido oleico e álcool em temperatura ambiente, com 

sistema livre de solvente. 

     Embora com uma razão molar de 1:1 entre os substratos, ainda foi-se possível obter em 

nosso trabalho boas taxas de conversão em produto com as lipases TL IM e RM IM, mesmo 

um pouco inferiores às conversões apresentadas em razão de 2:1 entre álcool e ácido. 

Entretanto, trabalhar com proporções equimolares de reagentes é vantajoso em termos de 

desenvolvimento industrial e econômico, pois desta forma, bons rendimentos podem ser 

obtidos, evitando-se aumento de resíduos, além de dimiuir custos com matérias-primas em 

excesso. Deste modo, optamos por utilizar razões equimolares entre os referidos reagentes 
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nas próximas etapas, que consistiram na otimização das condições reacionais avaliação das 

interferências de algumas variáveis no processo. 

4.8 - Otimização dos Parâmetros Reacionais   
 

      A fim de se otimizar as condições reacionais exploradas inicialmente, um planejamento 

fatorial fracionado (FFD) de experimentos foi proposto, objetivando comparar as 

performances das lipases RM IM e TL IM  como biocatalisadores na síntese MEP. Desta 

forma, para um estudo preliminar, adotamos um planejamento fatorial de 2 níveis. Primeiro, 

realizou-se um planejamento fatorial fracionário 2
4-1 

para cada biocatalisador, a fim de se 

determinar as variáveis de maior influência para cada enzima nesta reação. Esta primeira 

parte do estudo gerou 22 experimentos, onze ensaios para cada lipase, que foram realizados 

em triplicata, gerando um total de 66 experimentos. As variáveis estudadas neste primeiro 

planejamento foram temperatura (T), quantidade de lipase (E), concentração do substrato (S) 

e agitação (Ag). O tempo de reação foi mantido em 4h, seguindo a cinética anteriormente 

realizada, com o intuito de não gerar detrimento dos dados estatísticos. Os resultados 

observados para ambas as enzimas encontram-se na tabela 16: 

Tabela 16: Resultados do planejamento experimental fatorial completo obtido para apresentados pelas enzimas 

estudadas. 

 

Entrada 

 

Níveis de Variáveis Conversão (%)
a
 

T (
0
C) E (%) S (mM) Ag (rpm) RMIM TL IM 

1 -1 (40) -1 (0.1) -1 (50) -1 (50) 70 70 

2 +1 (60) -1 (0.1) -1 (50) +1 (250) 85 78 

3 -1 (40) +1 (1) -1 (50) +1 (250) 90 91 

4 +1 (60) +1 (1) -1 (50) -1 (50) 88 84 

5 -1 (40) -1 (0.1) +1 (100) +1 (250) 43 48 

6 +1 (60) -1 (0.1) +1 (100) -1 (50) 64 65 

7 -1 (40) +1 (1) +1 (100) -1 (50) 80 86 

8 +1 (60) +1 (1) +1 (100) +1 (250) 79 80 

9 0 (50) 0 (0.55) 0 (75) 0 (150) 72 72 
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10 0 (50) 0 (0.55) 0 (75) 0 (150) 72 73 

11 0 (50) 0 (0.55) 0 (75) 0 (150) 73 72 

a Medidos pelo método de Lowry-Tinsley modificado  

     Em grande parte dos experimentos realizados, as lipases RM IM e TL IM, apresentaram 

resultados semelhantes, independentemente das variáveis estudadas, sendo observadas 

diferenças consideráveis de conversão entre ambas as enzimas apenas nos experimentos 2 e 

7. Os melhores resultados foram obtidos quando utilizou-se 50mM de substratos, 1% (p/v) de 

enzima a 40ºC e 250 rpm, proporcionando 90% de conversão (experimento 3). Todavia, é 

importante observar que, em uma concentração mais baixa de biocatalisador (0,1% p/v), 

ótimas conversões (85%) também puderam ser obtidas com a lipase RM IM, demonstrando 

alta eficiência em baixas concentrações (experimento 2). Os efeitos estimados e os valores de 

p encontrados para as variáveis estudadas são mostrados na Tabela 17: 

Tabela 17: Efeitos estimados para cada enzima estudada no FFD 24-1 

Variável 

Efeito Valor de p 

RMIM TLIM RMIM TLIM 

Média 80.2625 78.6625 <0.0001* <0.0001* 

Curvatura -12.6917 -11.8983 0.0197* 0.0050* 

Temperatura (T) 7.6450 1.6150 0.0149* 0.0676 

Quantidade de Enzima (E) 17.8600 20.3150 0.0027* <0.0001* 

Concentração de Substrato (S) -17.3850 -10.4650 0.0029* 0.0017* 

Agitação (Ag) -1.8400 -0.6350 0.1912 0.2880 

*Estatisticamente significante a um intervalo de confiança de 95%. 

      A temperatura apresentou um efeito positivo (7,64) dentro da faixa estudada: elevações 

na temperatura provocaram aumentos significativos na conversão do produto, como pode ser 

visto nos experimentos 1 e 2, da tabela 16 -  Quando a temperatura aumenta de 40ºC 

(experimento 1) para 60ºC (experimento 2), sob a mesma concentração de substrato (50 mM), 

é gerado um aumento de conversão de 70% para 85% com a lipase RM IM, e de 70% para 
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78% com a lipase TL IM.  A variável agitação (Ag) não foi significativa no processo, já que 

apresentou um valor de p> 0,05. Ainda na tabela 17, podemos observar que a quantidade de 

enzima apresentou um alto efeito estimado (17,86). Além disto, houve-se a necessidade de 

inclusão de pontos axiais para a curvatura no modelo a fim de obter um p<0,05. 

   De acordo com os resultados demonstrados, a enzima Lipozyme RM IM foi selecionada 

para dar continuidade ao processo de otimização das variáveis de reação. 

 

4.9 - Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para a produção 

de MEP 

 

        Após o primeiro planejamento fatorial fracionário, realizado anteriormente, um 

delineamento do composto central rotacional (DCCR) foi empregado para obter as condições 

ótimas para a esterificação em questão. O estudo foi realizado utilizando a lipase RM IM, que 

apresentou o melhor desempenho nos experimentos anteriores, com 85% de conversão com 

apenas 0,1% do biocatalisador. Deste modo, o processo torna-se mais barato do que utilizar 

1% desta enzima para se obter 90% de produto final, quantidade exigida pela enzima TL IM.  

Os parâmetros de reação envolvidos foram a temperatura (T) e a concentração de substrato 

(S). A agitação foi fixada a 250 rpm de acordo com os resultados preliminares. Embora a 

quantidade de enzima (E) tenha apresentado um efeito estimado positivo anteriormente, esta 

foi fixada em 0,1% p/v, visando uma aplicabilidade industrial, uma vez que bons resultados 

foram obtidos com esta quantidade de biocatalisador. 

     No DCCR proposto, ambas as variáveis selecionadas foram variadas em cinco níveis, 

resultando em 11 experimentos principais, incluindo quatro pontos fatoriais e três pontos 

centrais que permitem verificar a curvatura. Para ajustar um modelo de segunda ordem, 

quatro pontos adicionais com a mesma distância a partir do ponto central foram adicionados a 

matriz deste delineamento. As variáveis utilizadas, com seus respectivos níveis, assim como 

os resultados obtidos para a síntese de MEP são apresentados na Tabela 18.  
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Tabela 18: Planejamento fatorial completo e resultados obtidos com a lipase RM IM para a síntese de MEP 

 

Entrada 

 

Níveis de Variáveis 

Conversão (%)
a 

T (
0
C) S (mM) 

1 -1(51.4) -1(53.6) 75 

2 -1(51.4) +1(71.3) 69 

3 +1(58.5) -1 (53.6) 95 

4 +1(58.5) +1 (71.3) 68 

5 -1.41(50) 0 (62.5) 70 

6 +1.41(60) 0 (62.5) 86 

7 0 (55) -1.41 (50) 81 

8 0 (55) +1.41 (75) 69 

9 0 (55) 0 (62.5) 74 

10 0 (55) 0 (62.5) 74 

11 0 (55) 0 (62.5) 74 

                              a Analisado pelo método de Lowry-Tinsley modificado. 

 

    Neste experimento, excelentes conversões puderam ser obtidas pela otimização das 

condições reacionais, atingindo 95% de conversão (experimento 3). Foi-se também obtido o 

efeito quadrático, o que demonstrou que a temperatura e concentração do substrato e a 

interação entre estes foram significativas no processo. Estes resultados encontram-se no 

gráfico de pareto, figura 37. 
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     Analisando-se a figura, um efeito negativo da concentração do substrato no intervalo 

estudado é observado. Tal fato pode ser explicado por uma menor homogeneidade do meio 

gerada pelo aumento da concentração do substrato, o qual por sua vez dificulta o contato do 

substrato com o sítio ativo da enzima . Outra explicação plausível seria uma possível inibição 

da enzima por elevadas concentrações de substrato. Nos experimentos 1, 2 e 3, 4 (Tabela 18) 

há um efeito claramente negativo desta variável, uma vez que quando se aumenta a 

concentração de substratos, a conversão de produto, também diminui. 

     A validação do modelo matemático foi realizada por meio da análise de variância e 

parâmetro R
2
. O teste estatístico do modelo foi feito pelo teste estatístico de Fisher para 

ANOVA. A Equação (1) representa o modelo matemático da formação da MEP em função 

das variáveis: 

 

 

 

Figura 37: Gráfico de Pareto do DCCR evidenciando a significância da Temperatura e da 

concentração do substrato. T, temperatura, S, concentração de substrato, L, efeito linear, Q, 

efeito quadrático. 
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Conversão MEP (%) (RM IM) = 74.77 + 5.94T − 7.65S − 3.89T · S 

(1) 

onde T e S são os valores não codificados de temperatura e concentração do substrato, 

respectivamente. O teste estatístico do modelo pode ser observado na Tabela 15. 

Tabela 19: Análise de Variância para a validação dos modelos matemáticos (ANOVA)* 

*Nível de confiança 95%. 

      A Tabela 19 representa a análise de variância (ANOVA) que mostra a validade do 

modelo pelo teste F e resíduo que mostra a magnitude do erro experimental. O F calculado 

(17,80) foi maior do que o F tabelado (F3,7 = 4,34), mostrando a validade do modelo 

experimental. A reprodutibilidade do modelo pode ser verificado pela determinação do R
2
. O 

coeficiente de determinação (R
2
 = 0,90) implica que a variação de 90% da amostra para a 

produção de éster é atribuída às variáveis independentes e podem ser precisamente explicadas 

pelo modelo. 

     A Figura 38 mostra que a diminuição da concentração de substrato e o aumento de 

temperatura resultam em uma resposta ótima. Entretanto, há um limite para o aumento da 

temperatura para que a desnaturação do biocatalisador possa ser evitado. 

 

 

 

 

 

Fator Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 

F 

calculado 

F tabelado Valor de p 

Regressão 812.27 3 270.75 17.80 4.34 0.0011 

Resíduo 106.42 7 15.20    

Falta de 

Ajuste 

103.55 5     

Erro puro 2.85 2     

TOTAL 918.69 10     
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Figura 38: Superfície de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a formação de MEP catalisada pela enzima 

Lipozyme RM IM, em função da temperatura e da concentração do substrato. 
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4.10 – Avaliação da Capacidade de Reusos da enzima Lipozyme RM IM 

 

     A lipase Lipozyme RM IM, que apresentou os melhores resultados nos planejamentos 

experimentais propostos anteriormente para a otimização das condições reacionais, foi 

investigada quanto a sua capacidade de reutilização. Para isto, ciclos sucessivos de 4h de 

reação (1mL de meio reacional) foram realizados, e a conversão medida ao fim de cada um 

deles (figura 39). Entre cada ciclo, a lipase foi lavada com n-heptano em papel de filtro, e 

posteriormente seca. Uma alíquota de cada reação foi investigada quanto a quantidade de 

proteínas, como descrito na seção 3.4.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

   A figura 39 mostra que foi possível reutilizar a enzima RM IM durante 8 ciclos sucessivos 

nas condições em batelada testadas, sem que esta apresentasse redução significativa de 

conversão, fenômeno este, apresentado somente a partir da 9ª reação, onde, se comparada 

com a primeira reação (95% de conversão), há uma redução em cerca de 10% na formação de 

produtos (85 % de conversão). Tal fenômeno pode ser explicado por uma possível lixiviação 

da enzima para o meio reacional, que torna-se significativa a partir da 8ª reação. Tal 

fenômeno torna a enzima lixiviada mais susceptível às ações deletérias do solvente orgânico, 

além dos efeitos de temperatura e agitação. No sistema em batelada, a agitação pode ser 

responsável por danos no suporte das enzimas, tais como ranhuras, rachaduras, ou até mesmo 

Figura 39: Reciclos possível para a enzima RM IM na reação de formação do MEP e avaliação 

da quantidade de proteínas lixiviadas para o meio reacional em cada ciclo. Condições: AE:IPG 

1:1 (53,6mM), 58,5°C, 225rpm. Quantidade de proteínas doseada pelo método de Bradford 

(1976). 
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cisalhamento de toda a estrutura, devido ao atrito entre as partículas do suporte. Tais efeitos 

podem ser potencializados quando são utilizados reatores com pás agitadoras ou agitação 

magnética, mas não estão isentos quando se utiliza agitação orbital, como no sistema em 

questão. Por este motivo, investigamos, através de microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) a morfologia da enzima Lipozyme RM IM (figuras 40-42), antes e após o ultimo 

reuso.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

     A enzima Lipozyme RM IM apresenta como suporte empregado na imobilização da 

enzima, uma resina macroporosa de troca aniônica, do tipo fenólica, no qual a enzima é 

fortemente ligada por adsorção, sem a utilização de agentes de ligação cruzada. O aspecto do 

produto é granular irregular (figura 40) com tamanho de partícula entre 0,2 e 0,6 mm e 

densidade entre 350 e 450 kg/m3 (Novo Nordisk, 1992a e 1999).  

Figura 40: MEV da enzima Lipozyme RM IM antes da reação. Aumento de 200x. 
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     Ao compararmos as morfologias do suporte antes e ao final das reações (figura 41), 

observa-se que a agitação sucessiva ocasionou a formação de lascas e ranhuras no suporte, 

como consequência do intenso atrito gerado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

      A formação de lascas na superfície do suporte permite o escapamento da enzima 

adsorvida para o meio reacional, corroborando os dados de quantificação leva ao 

escapamento. Esta pode ser a possível causa da lixiviação mostrada durante os ciclos. 

        

Figura 41: Microscopia eletrônica de varredura de amostras da enzima Lipozyme RM 

IM. A – lipase RM IM antes das reações; B- lipase RM IM após as reações de reciclo. 

Aumento de 1000x. 
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     As deformações da superfície do suporte da lipase RM IM podem ser evidenciadas em um 

aumento de 2000, como mostrado na figura 42. 

 

4.11 - Aumento de Escala e Estudo da Influência de um Reator de Tanque 

agitado na síntese da MEP 

 

     Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade de esterificação do AE com o IPG, 

otimizada anteriormente, assim como investigar a influência da agitação na integridade do 

biocatalisador, referida reação, foi realizada em reator de tanque agitado (CSTR) Easy-Max 

da Mettler Toledo, com volume de 100mL. Este é composto por reator em jaqueta, para 

controle de temperatura, assim como pode ser acoplado a sensor de pH (figura 43). 

 

Figura 42: Microscopia eletrônica de Varredura da enzima imobilizada RM IM – 

aumento de 2000x, evidenciando o efeito de cisalhamento da agitação. 
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. 

     Para tal, 100mL de uma solução de substratos (AE e IPG - 53,6mM em n-heptano) foi 

previamente preparada e adicionada no reator, e posteriormente submetida a agitação de 

225rpm e aquecimento a 58,5°C. Após a estabilização do sistema, a enzima foi adicionada e 

as conversões monitoradas de 1 a 6h (figura 44), assim como sua capacidade de reciclos e a 

lixiviação de proteínas no sistema. 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

Figura 43: Reator Easy Max, Metter Toledo. 1) reator jaquetado; 2- agitador; 3- sensor de pH. 

Figura 44: Monitoramento da reação de formação da MEP catalisada pela enzima RM IM 

em reator Easy-max e avaliação de reciclos e lixiviação de proteínas. para o meio reacional 

em cada ciclo. Condições: AE:IPG 1:1 (53,6mM), 58,5°C, 225rpm. Quantidade de 

proteínas doseada pelo método de Bradford (1976). 

 



 

100 
 

     Como observado, neste tipo de reator, a agitação utilizada não afetou as conversões finais, 

demonstrando que não houve problemas de transferência de massa ou limitações na dispersão 

do biocatalisador pelo meio reacional, devido à diferença de agitação utilizada. Entretanto, ao 

analisar os possíveis reciclos neste novo reator, observa-que, somente 4 reciclos sucessivos 

podem ser realizados sem que haja perda significativa de conversões finais. Tal resultado 

pode ser explicado pelo tipo de agitador empregado, que provavelmente, levou a um maior 

cisalhamento dos grãos de suporte, favorecendo o escape de proteínas para o meio reacional.  

A partir do 7° ciclo, a quantidade de enzima lixiviada torna-se significativa a ponto de ser 

detectada pelo método aplicado. Ao compararmos este sistema, com aquele de agitação 

orbital, nota-se claramente que o anterior fornece cerca de 8 reciclos possíveis, com 

manutenção da conversão, confirmando-se, deste modo, a interferência da agitação na 

integridade do suporte a cada ciclo sucessivo de reações. 

     De modo geral, a síntese da MEP foi realizada com grande reprodutibilidade, mesmo com 

um aumento de volume final, e mudança de biorreator, demonstrando, que de fato, esta teve 

seus parâmetros otimizados. 

 

4.12 - Estudo da Dessorção da Lipase de Rizhomucor miehei de seu suporte 

 

     Para se avaliar a eficiência de um biorreator, é interessante o cálculo da produtividade 

final gerada por este sistema. Esta é uma ferramenta importante na construção de novos 

reatores, pois relaciona a quantidade de produto gerado com o tempo reacional, além da 

quantidade de biocatalisador utilizado. Portanto, para se fazer este tipo de correlação, é 

importante conhecer a real quantidade de enzima contida no suporte utilizado na reação. 

Trabalhos anteriores, como o de Cabrera et al (2008), demonstram que é possível realizar a 

dessorção da enzima N435 de seu suporte. Estes experimentos foram realizados com 

detergentes, como o Triton X-100 em solventes orgânicos, sugerindo que esta enzima seja 

imobilizada no suporte, principalmente por interações hidrofóbicas. Costa et al (2011) 

reproduziram a metodologia descrita por Cabrera e colaboradores (2008), atingindo 

resultados satisfatórios para o estudo somente do suporte.  

     Segundo a Novo Nordisk (1992), nome antigo da atual Novozymes®, fabricante a lipase 

Novozym 435, afirma que a mesma é produzida a partir da lipase de Cândida antarctica cujo 

gene responsável por sua produção é expresso em Aspergillus oryzae. A lipase produzida 
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pelo microrganismo hospedeiro é imobilizada em resina macroporosa de troca iônica do tipo 

acrílica, sob protocolo desconhecido.  

     Sob a mesma fonte citada anteriormente, encontra-se que a preparação enzimática 

Lipozyme RM IM produzida a partir da lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em uma 

resina macroporosa de troca aniônica, do tipo fenólica, no qual a enzima é  ligada por 

adsorção,  sem a utilização de agentes de ligação cruzada. O aspecto do produto é granular 

com tamanho de partícula entre 0,2 e 0,6 mm e densidade entre 350 e 450 kg/m3 (Novo 

Nordisk, 1992a e 1999). Portanto, pelo fato de a enzima em questão também ser imobilizada 

em um tipo de resina de troca iônica, e a imobilização ser realizada em a ação de formadores 

de ligação cruzada, acredita-se também, que grande parte das interações entre enzima e 

suporte sejam proporcionadas por interações hidrofóbicas. Neste item, serão discutidos então, 

os resultados obtidos nos estudos de dessorção da lipase de Rhizomucor miehei de seu 

suporte, utilizando a metodologia descrita por Cabrera et al (2008) e reproduzida por Costa et 

al, 2011. 

     Após a reação de dessorção do suporte, como descrito na seção experimental, a quantidade 

de proteínas dessorvidas foi analisada pelo método de Lowry, e não pelo método de Bradford, 

como realizado nos estudos anteriores. Embora o método de Bradford seja mais sensível para 

a determinação de proteínas, este sofre forte interferência pela presença de detergentes, como 

o Triton X-100, SDS ou Tween 20. Isto acontece pois grande parte destes apresenta banda 

larga de absorvância em 650nm, devido a forte reação dos mesmos com o corante Comassie 

Blue, interferindo intensamente na banda em 595nm, comprimento de onda utilizado neste 

ensaio, resultando em falso positivo (Zaia, Zaia e Lichtig, 1998). Concentrações de apenas 

0,5% de Triton podem causar efeitos batocrômicos (aumento na absorvância) de até 0,59 

(Stoscheck, 1990). O método de Lowry pode sofrer influência de alguns detergentes, 

entretanto, não há relatos na literatura acerca do Triton X-100. Dependendo da concentração 

de detergentes utilizada, pode haver a formação de precipitados. Geralmente, isto acontece 

quando há mais de 10% dos mesmos em solução (Copton e Jones, 1985). 

     Primeiramente, foi estudada a quantidade necessária de Triton X-100 para retirar a 

referida enzima de seu suporte. Isto foi realizado através da medição da atividade de hidrólise 

pelo método de p-nitrofenol. Após extrações com soluções de diferentes concentrações de 

Triton X-100, a atividade do sobrenadante foi medida, calculando-se, por comparação a 

atividade inicial da enzima, a atividade residual, indicando se toda a enzima foi retirada ou 

não do suporte figura 45. 
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Como observado na figura 45, uma solução de 2,5% v/v foi capaz de retirar toda a enzima 

suportada, de acordo com o ensaio de atividade do sobrenadante. Esta concentração é um 

pouco maior do que a relatada por Cabrera et al (2008), que utilizou uma solução de 2% v/v 

de Triton X-100 para a dessorção da enzima Novozym 435. Isto pode ter a ver com o tipo de 

suporte utilizado, e a intensidade das interações entre este e a enzima. 

     Seguindo os estudos, novos ensaios com 1g de suporte foram realizados, utilizando-se 

uma solução a 2,5% v/v de Triton X-100, e a quantidade de proteínas foi medida pelo método 

de Lowry e pelo método de Bradford (tabela 16). 

 

Tabela 20: resultados da concentração de proteínas obtidas por diferentes métodos. 

 

       

 

 

Método 

aplicado 

Quantidade 

de proteínas 

(mg/mL)
1
 

Quantidade 

de proteínas 

(mg/mL)
2
 

Quantidade 

de proteínas 

(mg/mL)
3
 

Média Erro 

relativo (%) 

Bradford 65,22 69,37 54,31 62,96 

 

6,35 

Lowry 24,41 24,22 24,14 24,26 0,11 

Figura 45: Atividade Residual do sobrenadante de acordo com a concentração de Triton X-100 

utilizada na dessorção da lipase RM IM de seu suporte, segundo a metodologia descrita por 

Cabrera et al, 2008. 
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      A tabela 20 demonstra que, é discrepante os resultados obtidos pelas metodologias 

utilizadas. Como citado anteriormente, o método descrito por Bradford apresenta intensa 

interferência pelo detergente Triton X-100, que neste experimento, esteve em concentração 

maior do que a descrita em trabalhos anteriores, aumentando a possibilidade de falsos 

positivos nas análises. Tal fenômeno pode ter ocorrido no ensaio realizado, demonstrando 

grande diferença no resultado final. Deste modo, optamos por utilizar o resultado obtido pelo 

método de Lowry, que além apresentar resultados mais consistentes, demonstrou menor erro 

experimental.  

     Cabrera et al demonstra em seu trabalho, a quantidade máxima de lipase B de Cândida 

antarctica imobilizada, de acordo com o suporte utilizado, como mostra a tabela 21. 

 

Tabela 21: Quantidade de enzima imobilizada de acordo com o suporte utilizado. Adaptado de Cabrera et al, 

2008. 

 

 

     Como visto, o valor obtido pelo método de Lowry se adequa as aos valores descritos na 

tabela acima, mostrando resultados mais plausíveis. Deste modo, a quantidade de enzima de 

Rhizomucor miehei imobilizada na resina de troca iônica em questão, foi assumida por ser 

24,26mg de enzima/mg de suporte. Este valor, portanto, foi utilizado para os cálculos de 

produtividade dos sistemas estudados. 

 

 

 

4.13 - Síntese da MEP em Condições de Fluxo Contínuo 

 

      A partir das condições reacionais previamente otimizadas via metodologia de superfície de 

resposta (MSR), para a síntese da MEP, em condições de batelada, esta etapa do trabalho 

visou a aplicação e posterior otimização dos parâmetros reacionais em condições de fluxo 

contínuo.  Deste modo, avaliou-se inicialmente, em um reator com coluna de leito fixo de 

volume total de 0,6mL (figura 46), a reação de esterificação entre IPG e AE catalisadas pela 

enzima Lipozyme RM IM, que apresentou a melhor atividade na etapa em batelada. A 

Suporte Utilizado Quantidade de Proteínas 

imobilizada (mg/g de suporte) 

Resina acrílica (Novozym 435) 30 ± 2 

Lewatit 30 ± 2 

Octil-Agarose 23 ± 2 

Octadecil- Sepabeats 20 ± 1,5 

Butyl-agarose 22 ± 2 
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temperatura inicial foi de 60° C. Diferentes fluxos de bombeamento dos substratos na coluna 

foram testados (0,2, 0,6 e 1,0 mL/min), gerando diferentes tempos de residência (tabela 18).  

     Nesta investigação inicial, decidiu-se trabalhar com soluções mais diluídas dos substratos, 

a fim de se evitar precipitações dos mesmos no reator, ou vazamentos entre as conexões do 

equipamento. Desta forma, uma concentração inicial de 35mM dos reagentes de partida em 

n-heptano foi utilizada, oriunda da diluição da solução-estoque de AE e IPG a 75mM 

utilizada anteriormente. Os percentuais de conversão foram calculados pelo método de 

Lowry-Tinsley modifcado, já descrito anteriormente.  

 

Tabela 22: Investigação inicial da formação da MEP catalisada pela lipase RM IM, em n-heptano a 60°C e 

razão molar 1:1 (35mM) de AE e IPG. 

Q 

(ml/min) 

Tempo de 

Residência (min) 

 

Conversão (%) 

0.2 0.48 65 

0.6 1.44 87 

1.0 2.4 31 

 

Figura 46: Reator de Leito fixo utilizado na etapa inicial de investigação da reação de formação da MEP catalisada 

pela lipase RM IM. Condições: AE/IPG 1:1 (35mM) em n-heptano, 60°C . 
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      A tabela 22 mostra os tempos de residência do substrato na coluna de leito fixo aplicada, 

de acordo com o fluxo escolhido. Os resultados preliminares mostram moderadas a boas 

conversões quando fluxos de 0,2-0,6 mL/min foram utilizados. Estes valores podem ser 

explicados pelo maior tempo de contato entre enzima e substrato, proporcinando maior 

conversão em éster. Para se ter uma melhor compreensão sobre acerca dos valores 

encontrados, assim como otimizar as condições reacionais, foi aplicado um planejamento 

experimental fatorial fracionário 2
3-1

. As variáveis independentes analisadas neste caso foram 

a temperatura (T), o fluxo (Q) e a concentração de substratos (AE/IPG, em razão molar 1:1) 

(S), variando em dois níveis, com três repetições do ponto central. Cada experimento foi 

realizado em triplicata.  

      Em um planejamento fracionário 2
3-1

, os principais efeitos podem ser calculados e 

utilizados para indicar quais variáveis devem ser incluídas no estudo seguinte, bem como 

para definir os novos limites para as mesmas. É importante salientar que o maior nível da 

variável concentração de substratos (S) foi 100mM, pois esta é a concentração em que o AE 

ainda permanece solúvel a frio em n-heptano.  Os resultados obtidos com o uso do 

planejamento fracionário para a reação de esterificação nas condições de fluxo contínuo são 

apresentados na Tabela 19. 

 
Tabela 23: Matriz do planejamento fatorial fracionário experimental 23-1 com valores codificados e reais para a 

síntese da MEP catalisada pela enzima RM IM em condições de fluxo contínuo. 

Entrada T (
0
C) Q (ml/min) [S] (mM) Conversão (%)

a
 

1 -1 (40) -1 (0.2) +1(100) 68,2 

2 +1 (60) -1 (0.2) -1 (35) 61,1 

3 -1 (40) +1 (3) -1(35) 45,4 

4 +1 (60) +1 (3) +1(100) 51,2 

5 0 (50) 0 (1.6) 0 (67.5) 66,3 

6 0 (50) 0 (1.6) 0 (67.5) 64,2 

7 0 (50) 0 (1.6) 0 (67.5) 65,1 
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     Os resultados obtidos nos experimentos 3 e 4 (45% e 51% respectivamente), indicam a 

influência negativa da taxa de fluxo sobre a conversão da reação que é confirmado pelo valor 

negativo obtido na tabela 24, onde os principais efeitos estimados e seus valores de p são 

mostrados. 

 

Tabela 24: Efeito estimado dos parâmetros do planejamento 23-1 para a enzima estudada. 

Variáveis Efeito Valor de p  

Média 56,42 <0,0001 

Curvatura  17,21 0,0038 

Temperatura (T) -0,65 0,4524 

Concentração de Substrato [S] 6,85 0,0103 

Fluxo (Q) -16,25 0,0018 

      

       As variáveis Q e S foram as que apresentaram significância no processo devido ao valor 

de p <0,05 e foram selecionados para serem otimizadas na próxima etapa. 

     O efeito negativo observado para a variável Q indica que o aumento da conversão pode ser 

alcançado com a diminuição da vazão. Tais resultados podem ser explicados pelo fato de que 

nas reações de menor fluxo há um aumento no tempo de residência dos substratos no 

equipamento, levando a maior conversão em produtos, já que o tempo de contato entre o 

biocatalisador e o substrato também é maior neste caso. 

      A variável S teve um efeito positivo de 6,85. Isso se deve ao fato de que em presença de 

maiores quantidades de substrato, há um aumento do contato enzima-substrato, levando a 

uma maior conversão. 

      O estudo de otimização seguinte consistiu na proposição de um delineamento do 

composto central rotacional (DCCR). Pelo fato de a variável T não ter apresentado 

significância no FFD, esta foi mantida constante (60°C) nesta etapa. 

     A tabela 21 mostra os 11 experimentos resultandes do DCCR, as três variáveis 

selecionadas e a conversão de cada experimento, que foi realizado em triplicata, gerando 33 
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experimentos finais.  Os oito primeiros tratamentos são suficientes para a determinação do 

modelo matemático e são referidos como planejamento experimental fatorial completo. Os 

experimentos 9-11 são as triplicatas dos pontos centrais para a obtenção do erro experimental. 

 

Tabela 25: Planejamento fatorial experimental 22 completo com valores codificados 

Experimento [S] (mM) Q (ml/min) Conversão (%)
a
 

1 -1 (71.87) -1 (0.4) 95 

2 -1 (71.87) +1 (0.8) 57 

3 +1(95.27) -1 (0.4) 52 

4 +1(95.27) +1 (0.8) 61 

5 -1,41 (67.5) 0 (0.6) 76 

6 +1,41 (100) 0 (0.6) 59 

7 0 (83.75) -1,41 (0.318) 60 

8 0 (83.75) +1,41 (0.882) 61 

9 0 (83.75) 0 (0.6) 80 

10 0 (83.75) 0 (0.6) 83 

11 0 (83.75) 0 (0.6) 82 

a
 investigada pelo método de Lowry-Tinsley modificado 

     De acordo com a análise da tabela 25, observou-se que a maior conversão foi obtida no 

experimento 1, confirmando o efeito negativo do fluxo no processo. É importante notar que 

para obter melhores conversões, mais uma combinação de fatores deve ser feito, neste caso, 

as taxas de baixo fluxo e baixa concentração. A tabela 26 mostra os efeitos estimados para o 

DCCR. Todas as variáveis e seus efeitos quadráticos e de interação foram significativos no 

processo. Mais uma vez, observa-se o efeito negativo do variável fluxo na faixa estudada, que 

pode ser justificado pelo maior tempo de permanência do substrato em contato com a lipase.  
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                               Tabela 26 : Efeitos estimados dos parâmetros utilizados no DCCR 22 estudado. 

 

Variáveis 

 

Efeito 

 

Valor de P 

Media 81,63 0,0001 

Fluxo -15,78 0,0044 

Fluxo
2
 -12,77 0,0096 

Concentração de substrato -6,8318 0,0232 

Concentração de substrato
2
 -19,78 0,0040 

Fluxo x Concentração de substrato 23,30 0,0041 

Estatisticamente significativo a um nível de confiança de 95%. 

 

     Os efeitos negativos das variáveis estudadas são facilmente observados na superfície de 

resposta (Figura 47). Quando o fluxo diminui, aumenta-se a conversão em éster. Isso também 

acontece com a concentração de substrato na faixa estudada. Há uma faixa ideal de trabalho, 

com fluxos entre 0,3 a 0,4 mL/min e concentrações de substrato entre 65,9 a 71,9mM, para 

que conversões de 95%  em produtos possam ser atingidos, como descrito no experimento 1 

da tabela 25. 
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    A Equação 2 representa o modelo matemático de conversão para o MEP, em função de 

variáveis obtidas a partir dos dados experimentais: 

 

Conversão MEP (%) (RM IM) (Fluxo) = 81,63 - 7,89Q - 6,38Q
2
 - 3,41S - 9,89S

2
 + 11,65Q 

x S 

 (2) 

onde Q e S são os valores não codificados do fluxo e concentração de substrato, 

respectivamente. A viabilidade estatística dos modelos deste estudo foi também realizada  

pelo teste F de Fisher para análise de variância (Tabela 23). 

 

 

 

 

 

Figura 47: Superfície de resposta para a reação de formação da MEP catalisada pela lipase 

RM IM em condições de fluxo contínuo, em função do fluxo e concentração do substrato 



 

110 
 

Tabela 27: Análise de variância para a validação dos models matemáticos (ANOVA)* 

Fator 
Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática 

F  

calculado 

F 

 tabelado 

Valor 

de P 

Regressão 1761,51 5 352,30 11,03 5,05 9,8x10
-3

 

Resíduo 159,66 5 31,93    

Falta de ajuste 155,15 3     

Erro puro 4,50 2     

TOTAL 1921,16 10     

*Nível de Confiança 95%. 

     Quanto à análise de variância (ANOVA), a tabela 27 demonstra a validade do modelo pelo 

teste F e o resíduo que mostra a magnitude do erro experimental. O F calculado (11,03) foi 

maior do que o F tabelado, mostrando a validade do modelo experimental. A magnitude do 

modelo pode ser verificada através da do coeficiente determinação (R
2
). Para este 

experimento, o R
2
 apresentou valor de 0,83, o que implica que o coeficiente de variação 

amostral de 83% para a produção do éster de interesse é atribuído às variáveis independentes 

e podem ser explicadas com precisão pelo modelo proposto. 

     A fim de se realizar uma aplicação das otimizações reacionais propostas, a melhor 

condição para a esterificação do IPG com o AE (60ºC/0.4mL/min e 71.87mM de substratos a 

1:1) foram reproduzidas com diferentes fontes de ácidos graxos, com a mesma lipase (RM 

IM). Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 28. 
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                           Tabela 28: Esterificação de diversos ácidos graxos com IPG em fluxo contínuo. 

Reações Ácido graxo Conversão(%)
a
 

1 Palmítico  97 

2 Oléico  40 

3 Mirístico 32 

4 Láurico 41 

a
Medido pelo método de Lowry-Tinsley modificado 

       

    Os resultados mostraram que, aparentemente, os ácidos graxos saturados de cadeia longa 

são melhores substratos para a lipase RM IM do que ácidos graxos de cadeia curta, o que 

corrobora com os bons resultados obtidos com o AE. As condições de reação não foram 

otimizadas para esses ácidos graxos, nem estudos de seletivdade foram realizados para se 

confirmar tais resultados, já que o objetivo principal deste trabalho foi o uso de AE.  

     Analisou-se também a aplicação de outras fontes de lipases na reação de esterificação 

entre o AE e o IPG. Para esta finalidade, foram utilizados reatores de leito fixo preenchidos 

com as lipases imobilizadas de Cândida antarctica Cal. A e Cal. C, nas melhores condições 

obtidas. Os resultados são apresentados na Tabela 29. 

 

                          Tabela 29: Efeitos de outras lipases comerciais na esterificação do AE e IPG em fluxo contínuo. 

Reação Lipase Conversão (%) 

1 Cal. A 81 

2 Cal. C 91 

   

     Como resultados, ambas as lipases apresentaram ótimos percentuais de conversão nas 

condições estudadas. A lipase Cal C, por ter apresentado um resultado semelhante ao da 

lipase RM IM, pode ser uma possível substituta desta última, em uma aplicação industrial.  

Trata-se de uma lipase altamente termoestável, conhecida por ser do tipo 2-específica 

(Sandstrom et al, 2011) em hidrólise de triacilgliceróis, e que apresenta alta 

enantiosseletividade para aminoácidos. De María et al, em 2005, discutiram em uma revisão, 

sobre as propriedades biocatalíticas da lipase A de Cândida antarctica, exaltando sua grande 
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Regiosseletividade e atividade catalítica em reações de resolução cinética e esterificação, 

sobretudo em álcoois terciários, secundários, e aqueles restritos estericamente, como é o caso 

do IPG. Já em 2012, Panpinate e seus colaboradores obtiveram ótimos resultados e grande 

seletividade com esta mesma enzima, em reações de esterificação de fitoesteróis. Neste 

mesmo ano, Ondul publicou um trabalho com seus colaboradores onde foi abordada a 

imobilização da lipase Cal A, além daquela oriunda de Thermomyces lanuginosus em fibras 

de Polietilenoimina, utilizando o método da adsorção, tendo-se o glutaraldeído como agente 

de ligação cruzada, levando ao aumento de atividade hidrolítica, principalmente para a 

enzima proveniente de Cândida antarctica. Sobre a lipase Cal C, são escassos os dados  

presentes na literatura, o que gera a possibilidade de estudos futuros acerca deste 

biocatalisador.  

 

4.14 – Adaptação das condições reacionais obtidas para outro equipamento 

de Leito Fixo 

 

    Para se avaliar a eficiência de um determinado tipo de biorreator, seja este em sistema de 

batelada, ou contínuo, faz-se necessário calcular a produtividade gerada em cada um destes. 

Esta constante é capaz de relacionar a quantidade de produto obtido na reação, com a 

quantidade de enzima utilizada, além do tempo reacional. Deste modo, conhecer a real 

concentração de enzima contida na massa de suporte aplicada é de extrema importância. Os 

experimentos anteriormente realizados de dessorção da enzima RM IM de seu suporte de 

resina de troca iônica nos permitiram quantificar a verdadeira concentração de proteína 

utilizada nas reações de esterificação do AE e o IPG em condições de batelada, de acordo 

com a massa de suporte pesada em casa caso. Entretanto, nos experimentos realizados em 

Reator de Leito fixo até aqui, não se sabe ao certo a massa de suporte contida nos micro 

reatores, devido ao fato destes serem adquiridos industrialmente prontos (figura 48). 
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. 

 

   Por este motivo, decidimos por adaptar as condições reacionais em fluxo contínuo 

otimizadas até aqui, para a formação da MEP (60°C/fluxo de 0,4mL/min/ 87,5 mM de AE 

1:1 com IPG) em um reator de fluxo contínuo (Figura 49), equipado com coluna de leito fixo 

cilíndrica em vidro pirex, de altura ajustável, a qual nos permite adicionar quantidades 

desejadas de biocatalisador, de acordo com o volume deste micro reator.   

     Neste experimento, foi utilizada uma coluna cilíndrica de leito fixo com volume final de 

2,41 mL (0,3124cm
2
 de área da base e 8cm de altura), o qual foi totalmente preenchido com a 

enzima Lipozyme RM IM (total de 421,2mg). Fluxos variando de 0,05 a 3,0 mL/min foram 

testados inicialmente, resultando em diferentes tempos de residência (tabela 30) dos 

substratos na coluna. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48: Exemplo de Coluna de leito fixo do Reator X-Cube (Thales Nano). 

Fonte: http://www.thalesnano.com/products/catcart acesso: Março 2013. 
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Tabela 30: Conversões em monoestearato de IPG demonstradas pela Lipozyme RM IM em condições de fluxo 

contínuo de acordo com o tempo de residência dos substratos. Condições: 60°C, AE e IPG 1:1 (87,5mM), 

coluna de leito fixo de 2,41mL e 420mg de lipase. 

 

Q (mL/min) 

 

Tempo de  

Residência (min) 

 

Conversão (%) 

0,05 48 94 

0,1 24 94 

0,2 12 90 

0,5 2,4 86 

1,0 1,6 72 

2,0 1,2 50 

3,0 0,8 26 

Figura 49: Equipamento para reação em fluxo contínuo (Asia – Syrris); (A) bomba 

peristáltica de vazão; (B) aquecedor com termostato; (C) coluna cilíndrica de leito fixo 

recheada com biocatalisador; (D) substratos; (E) saída do produto reacional. 
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     A tabela 30 demonstra que, nos maiores tempos de residência aplicados, maiores foram as 

conversões apresentadas. Este resultado era esperado, baseando-se nos resultados obtidos no 

outro reator de fluxo contínuo, já que há maiores tempos de contato entre biocatalisador e 

substratos nos menores fluxos testados. Neste caso, os fluxos de 0,05 ml/min e 1,0 ml/min, 

conduziram a resultados semelhantes de conversão e produtividade, demonstrando, portanto, 

que há um limite de tempo ótimo de contato entre substratos e enzima para que haja as 

maiores conversões possíveis.  

     Visando encontrar o melhor fluxo reacional, e aumentar a concentração de substratos no 

sistema, como tentativa de melhoria da produtividade, a próxima etapa de experimentos 

consistiu na análise da capacidade de esterificação da enzima RM IM em soluções de AE e 

IPG (1:1 em n-heptano) variando de 0,1 a 2,5 mol/L (tabela 31). Neste processo, maiores 

tempos de contato entre o material de partida e o biocatalisador são requeridos, já que 

maiores quantidades de substratos será bombeada. Por este motivo, os fluxos de 0,05 e 

0,1mL/min foram selecionados. 

 

Tabela 31: Aumento de concentração de substratos para a síntese da MEP em condições de fluxo contínuo. 

Condições: 60°C/AE e IPG 1:1 em n-heptano, reator de volume final de 2,41mL, 420mg de RM IM. 

  Tempo de Residência (min)/Conversão (%) 

Concentração de  

Substratos (mol/L) 

48 24 

0,1 92 95 

0,2 92 94 

0,3 90 94 

0,5 90 92 

0,7 90 92 

1,0 88 91 

1,1 88 91 

1,2 87 90 

1,3 84 90 

1,4 82 90 

1,5 80 90 

1,7 72 89 

2,0 65 90 
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2,5 44 57 

 

     Como demonstrado na tabela 31, o sistema sob fluxo de 0,1mL/min foi capaz de manter 

altas conversões até 2 M, levando a uma produtividade de 518,24 g.h
-1

.g de enzima 

imobilizada
-1

, enquanto que, quando o tempo de residência mais longo foi aplicado (48 min, 

fluxo de 0,05mL/min), as conversões sofreram expressivo decréscimo a partir de 1,2 M de 

substratos (figura 50). A explicação para esta tolerância em meios concentrados pode ser 

relacionado com a quantidade de enzima utilizada no leito fixo (450mg de suporte RM IM), o 

qual é muito maior do que nas condições de batelada (1mg), podendo gerar caminhos 

preferenciais, não sendo aproveitado todo o potencial catalítico da lipase. Além disto, como é 

extremamente lento o fluxo aplicado, gera-se intenso contato com a enzima, fazendo com que 

esta possa ter sua atividade catalítica inibida pela alta concentração de substratos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50: Decréscimo das conversões demonstradas pela lipase RM na formação da MEP de acordo com o 

fluxo aplicado. 

     Portanto, o fluxo de 0,1mL/min, assim como a concentração molar de 2,0mol/L de 

substratos (razão molar 1:1) foram as melhores condições encontradas para a síntese do 

monoestearato de IPG e serão exploradas no próximo capítulo deste trabalho. 

     Na concentração de 2,5M, houve extremo decréscimo de percentuais de conversão, devido 

a baixa solubilidade do ácido em questão, em n-heptano, gerando precipitação do mesmo na 
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coluna e nas bombas, mesmo sendo um sistema sob aquecimento, refletindo os baixos 

resultados encontrados. 

     Com o objetivo de entender o efeito negativo do menor fluxo testado na reação de 

formação do monoestearato de IPG, a esterificação a 0,05mL/min foi analisada através de 

uma sonda de infravermelho (figura 51), acoplada a saída do reator de leito fixo. A sonda foi 

inicialmente calibrada com soluções de cada substrato separadamente em n-heptano, assim 

como somente com n-heptano, de modo a ajustar o equipamento a detectar as frequências de 

vibração das deformações axiais e angulares características de ácido carboxílico, álcool, água 

e éster, além de retirar a interferência do n-heptano. Deste modo, a cada leitura realizada pela 

sonda, as frequências de vibração detectadas foram quantificadas e transformadas em gráfico, 

relacionando as mesmas com a conversão em éster gerada pelo sistema. 

 

     A análise por IV da figura 51 mostra que a reação de esterificação atinge 50% de 

conversão em torno de 17 minutos. A partir daí, a concentração máxima de éster é detectada 

em 25 minutos. Por este motivo, maiores conversões são encontradas e mantidas em tempos 

de residência de 24 minutos. As alíquotas retiradas neste tempo encontram-se no momento 

Figura 51: Análise da reação de formação da MEP em condições de fluxo contínuo, em tempode de 

residência de 48 min (0,05mL/min). 
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máximo de esterificação. Após este tempo, há um aumento crítico na formação de moléculas 

de água, como mostra a figura 50. Na reação a 0,05mL/min, após 24 minutos, ainda há 

contato da enzima com substrato, o que, aliado a grande quantidade de água gerada no meio, 

começa a deslocar a esterificação para o sentido inverso, ou seja, a hidrólise. Este efeito é 

mais evidente em altas concentrações de substrato, já que maiores quantidades de água são 

geradas como produtos da reação. A grande quantidade de ácido presente no meio reacional, 

pode também causar inibição da enzima, como já dito anteriormente. Neste experimento, 

conclui-se que o fluxo de 0,1mL/min oferece o tempo de contato ideal entre enzima e 

substratos, e portanto, foi o escolhido para as próximas etapas. O perfil cromatográfico desta 

reação foi analisado, a fim de se comparar o resultado obtido pelo método de Lowry-Tinsley, 

e encontra-se no Apêndice A deste trabalho. 

 

4.15- Reciclos da lipase RM IM em condições de Fluxo Contínuo 
 

     A enzima RM IM foi avaliada quanto a sua capacidade de reutilização em condições de 

fluxo contínuo, quando em tempo de residência de 24minutos. Assim como na etapa em 

batelada, a cada ciclo reacional de 24 min, a enzima foi lavada, filtrada e ressubmetida a 

novas reações. Além das conversões analisadas, as alíquotas recolhidas foram investigadas 

quanto à quantidade de proteínas presentes (figura 52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 52: Reciclos possíveis e quantidade de proteínas presente no sobrenadante na 

reação de formação de MEP em altas concentrações de substratos sob condições de 

fluxo contínuo. AE:IPG 1:1 (2,5M), 60°C e fluxo de 0,1 mL/min. 
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     A figura 52 mostrou que o processo realizado em fluxo contínuo forneceu cerca de 16 

ciclos de reação sem perda significativa de conversões em produto. Ao compararmos os 

resultados obtidos aqui, com o processo em batelada (figura 39), onde apenas 8 ciclos foram 

gerados, podemos atribuir o maior reaproveitamento da enzima ao fato de não haver agitação 

no meio reacional, gerando menos atrito entre os grãos de suporte, evitando-se, desta 

maneira, a formação de lascas ou espaços que permitam o escape de proteínas para as 

alíquotas. Entretanto, por se tratar de um processo em leito fixo, o suporte, com o passar dos 

ciclos reacionais, sofre a ação da lixiviação causada pelo fluxo de bombeamento da solução 

de substratos, causando desgaste em sua superfície, e desta maneira, pode também causar 

rompimento de sua estrutura e permitir a perda da enzima em seu interior, o que se tornou 

evidente a partir do 19° ciclo de reação, onde a quantidade de proteína nas alíquotas 

recolhidas atingiu concentrações detectáveis pelo método de Bradford.  

     Até aqui, o processo em fluxo contínuo foi aquele onde maior produtividade reacional foi 

atingida, onde em 24 minutos, obteve-se um valor de 10,05 g.h
-1

.g de suporte
-1

. Embora 

maiores quantidades de enzima tenham sido aplicadas, menor foi o tempo reacional 

necessário para altas conversões serem atingidas, além de maiores reciclos serem permitidos 

por este sistema. 

4.16 - Aplicação de Lipases comerciais no tratamento de um resíduo de ácidos 

graxos 

 

      Monoacilgliceróis podem também ser obtidos através da esterificação de outras fontes de 

ácidos graxos, como por exemplo, aqueles oriundos de resíduos industriais.  

      A fim de agregar valor a uma amostra de resíduo de ácidos graxos de palma oriunda 

indústria do petróleo, decidimos, nesta etapa, realizar um estudo comparativo da reação de 

esterificação catalisada pela lipase RM IM deste produto com o IPG, em condições de 

batelada e de fluxo contínuo, utilizando a metodologia de superfície de resposta (RSM) para 

otimização das condições reacionais, objetivando a utilização destes ácidos graxos como 

matéria-prima para a produção de monoacilgliceróis de alto valor agregado. O resíduo 

industrial foi gentilmente cedido pela empresa Agropalma
®

, localizada em Belém – PA. Este 

estudo,  foi realizado no mesmo período do que aquele com o AE como reagente de partida. 

Desta forma, primeiramente foi-se otimizado as principais condições reacionais, e depois, as 

mesmas foram adaptadas para outro equipamento, onde a quantidade de enzima pôde, de fato, 

ser quantificada. 
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     Primeiramente, através da metodologia já descrita anteriormente, o resíduo de ácidos 

graxos (RAG) foi submetido a análise por CG-MS, a fim de se estabelecer a composição 

graxa (figura 53). 

 

      Figura 53 revela a composição definida na amostra de 44% de ácido palmítico, 42% de 

ácido oléico e 14% de AE, como constituintes majoritários do (RAG). Com o objetivo de 

encontrar o melhor biocatalisador para a formação de monoacilgliceróis provenientes do 

RAG (MRAG), as lipases RMIM e TL IM foram selecionadas, pois, além de serem 

reconhecidas na literatura por ter especificidade relativa contra um grande número de 

substratos e apresentar atividade de esterificação notável (Fernandez-Lafuente, 2010; 

Fernandez-Lafuente & Rodrigues, 2010), estes biocatalisadores apresentaram resultados 

satisfatórios nas etapas anteriores. 

       Tendo-se em vista os excelentes resultados de conversão atingidos pela otimização via 

planejamento experimental da reação de esterificação entre o AE e o IPG com a lipase RM 

IM, e a composição do RAG ser de ácidos graxos de cadeia longa, demonstrado pelos 

experimentos anteriores, decidimos aperfeiçoar esta reação também através de um 

planejamento experimental fracionário, composto por quatro variáveis, variando-se em dois 

níveis. Deste modo, a necessidade de uma maior quantidade de experimentos foi reduzida 

sem comprometer os resultados.  Novamente, a temperatura (T), quantidade de enzima (E), a 

concentração de substrato (S) e agitação (Ag) foram considerados como variáveis críticas 

(independentes) do processo e, portanto, foram avaliadas no planejamento. O tempo de 

reação foi também fixado em 4 horas na etapa em batelada, visto que este foi o tempo 

necessário para se atingir os rendimentos máximos nos experimentos anteriores, envolvendo 

somente o AE. Para o delineamento composto central (DCC) 2
4-1 

de cada enzima foram 

Figura 53: Análise por CG-MS do resíduo de ácidos graxos de palma oriundo do refino de petróleo (RAG). 
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aplicados pontos centrais para calcular o erro experimental. Estes, assim como todos os 

outros experimentos, foram realizados em triplicata. 

     As reações em batelada foram realizadas utilizando-se a mesma metodologia para as 

reações em batelada anteriores, utilizando uma solução-estoque contendo IPG e RAG 

dissolvidos em n-heptano à razão de 1:1 (100mM). As concentrações menores requeridas nos 

experimentos foram obtidas através de diluição seriada da solução inicial. Os percentuais de 

conversão foram também verificados pelo método de Lowry-Tinsley modificado, e os 

melhores resultados, confirmados por CG-EM, como descrito no item 3.2 da seção 

experimental. 

       Os resultados do planejamento experimental para ambas as lipases avaliadas, em 

condições de batelada, são apresentados na Tabela 32. Os primeiros 16 experimentos são 

suficientes para a determinação do modelo matemático e as experiências de entradas, de 17 

a 19 contêm a triplicata do ponto central. 

 

Tabela 32: Resultados do CCD para a reação de esterificação entre o IPG e o RAG, catalisada pelas lipases RM 

IM e TL IM, em condições de batelada. IPG e RAG 1:1 (100mM), 60°C, 250 rpm de agitação, 1% de 

catalisador (p/v). 

Entrada T (
0
C) [E] (%)* [S] (mM) Ag (rpm) 

Conversão (%) 

RMIM TLIM 

1 -1 (40) -1 (0.1) -1 (50) -1 (50) 58 60 

2 1 (60) -1 (0.1) -1 (50) -1 (50) 62 58 

3 -1 (40) 1 (1) -1 (50) -1 (50) 75 69 

4 +1 (60) 1 (1) -1 (50) -1 (50) 78 70 

5 -1 (40) -1 (0.1) +1 (100) -1 (50) 82 77 

6 +1 (60) -1 (0.1) +1 (100) -1 (50) 87 87 

7 -1 (40) +1 (1) +1 (100) -1 (50) 82 85 

8 +1 (60) +1 (1) +1 (100) -1 (50) 94 95 

9 -1 (40) -1 (0.1) -1 (50) +1 (250) 56 52 

10 +1 (60) -1 (0.1) -1 (50) +1 (250) 54 54 

11 -1 (40) +1 (1) -1 (50) +1 (250) 62 63 
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12 +1 (60) +1 (1) -1 (50) +1 (250) 67 71 

13 -1 (40) -1 (0.1) +1 (100) +1 (250) 80 75 

14 +1 (60) -1 (0.1) +1 (100) +1 (250) 90 89 

15 -1 (40) +1 (1) +1 (100) +1 (250) 78 81 

16 +1(60) +1 (1) +1 (100) +1 (250) 96 93 

17 0 (50) 0 (0.55) 0 (75) 0 (150) 72 75 

18 0 (50) 0 (0.55) 0 (75) 0 (150) 72 74 

19 0 (50) 0 (0.55) 0 (75) 0 (150) 72 75 

 

    Podemos observar na tabela 32, que ambas as enzimas foram capazes de catalisar a 

esterificação do IPG e o RAG, como nos experimentos 8 e 16. Neste estágio, houve uma 

pequena influência da agitação para ambas as lipases, uma vez que pequenas variações nos 

percentuais de conversão foram encontradas entre as reações efetuadas sob a mesma a 

temperatura. Este fenômeno pode ser mais facilmente compreendido através da análise dos 

efeitos estimados (Tabela 33), que mostra que a agitação teve o menor efeito entre as 

variáveis estudadas (-2,17 e -3,08 para RMIM e TL IM, respectivamente).  

Tabela 33: Efeitos estimados dos parâmetros estudados no CCD. 

Variável 
Efeito Valor de p 

RMIM TLIM RMIM TLIM 

Média 75.1584 74.2894 <0.0001* <0.0001* 

Temperatura (T) 3.4956 7.0137 0.0008* 0.0037* 

Quantidade de enzima (E) 3.9081 9.2487 0.0006* 0.0021* 

Concentração de Substrato (S) 11.1868 23.0262 <0.0001* 0.0003* 

Agitação (Ag) -2.1756 -3.0887 0.0022* 0.0187* 

T x E 1.2943 0.6862 0.0062* 0.2508 

T x S 2.1781 4.3237 0.0022* 0.0097* 

T x St 0.5231 2.2487 0.0364* 0.0345* 
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E x S -2.4843 -2.9362 0.0017* 0.0206* 

E x St -1.0693 -0.0412 0.0090* 0.9321 

S x St 1.9493 1.3212 0.0027* 0.0912 

* Estatisticamente significante a um nível de confiança de 95%. 

       Outro efeito importante na reação foi a quantidade de enzima utilizada, uma vez que as 

reações com maiores quantidades de biocatalisador conduziram a melhorias significativas nas 

conversões (experimentos 10 e 12 da tabela 33). 

     Constatou-se também que todos os efeitos estimados para as variáveis isoladas para ambas 

as enzimas foram estatisticamente significativos, como mostrado pelos valores de p (Tabela 

29). As variáveis apresentaram efeitos semelhantes para ambas as enzimas em relação à sua 

grandeza e influências.  

     A concentração de substrato foi a que demonstrou o efeito mais positivo entre as variáveis 

estudadas (11,1868 para RM IM e 23,0262 para TL IM), tendo uma grande influência sobre 

os percentuais de conversão. 

     Como foi observado um melhor desempenho global da lipase RM IM em condições de 

batelada, do mesmo modo que nas otimizações anteriormente realizadas com o AE, 

decidimos aplicar este biocatalisador na próxima etapa, que consistiu em avaliar em 

condições de fluxo contínuo, as condições ótimas para a esterificação do RAG 

com o IPG, além de identificar as variáveis de importância significativa no processo. Para 

isto, propusemos também um planejamento fatorial completo 2
2
 com duas variáveis 

independentes: fluxo (Q) e concentração de substrato (S), variando em dois níveis e três 

repetições do ponto central, como realizado anteriormente com as reações envolvendo o AE.     

A temperatura utilizada para estas reações foi a mesma utilizada na melhor condição obtida 

nas reações em batelada: 60ºC (experimento 16, tabela 31). Para se ajustar a um modelo de 

segunda ordem, pontos extras (pontos axiais) com a mesma distância a partir do ponto central 

foram adicionadas à matriz deste experimento. Os resultados apresentados por esta matriz 

experimental são apresentados na tabela 34: 
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Tabela 34: Resultados do planejamento fatorial completo 22 para a formação do MRAG catalisada pela lipase 

RM IM sob condições de fluxo contínuo. 

Entrada S (mM) Q (ml/min) Conversão (%) 

1 -1 (71.9) -1 (0.4) 56 

2 -1 (71.9) +1 (0.8) 26 

3 +1(95.3) -1 (0.4) 53 

4 +1(95.3) +1 (0.8) 42 

5 -1.41 (67.5)  0 (0.6)  73 

6 +1.41 (100)  0 (0.6) 20 

7 0 (83.7) -1.41 (0.3)  28 

8 0 (83.7) +1.41 (0.9)  41 

9 0 (83.7) 0 (0.6) 37 

10 0 (83.7) 0 (0.6) 37 

11 0 (83.7) 0 (0.6) 36 

 

     Os experimentos de 1-4 da tabela 34 mostram combinações de variáveis individuais no 

processo. Os experimentos de 5-8 referem-se aos pontos axiais para a construção do modelo 

quadrático, assim como as entradas 9-11 referem-se às triplicatas do ponto central para a 

obtenção do erro experimental.  

     A maior conversão obtida é mostrada no experimento 5, onde foi-se atingido 73% de 

produto. Este valor é consideravelmente menor em comparação com os resultados obtidos 

nas reações em batelada, porém com tempo de reação muito menor. No equipamento de fluxo 

contínuo utilizado, reação prossegue em um microambiente com 0,6 ml de volume total. No 

experimento 5 foi aplicado 0,6 mL/min, o que significa que o tempo de contato entre o 

substrato e a enzima foi de apenas 1 min, contra 4 horas para as reações em batelada. Assim, 

foi-se possível obter expressivos percentuais de conversão com tempos reduzido sob 

condições de fluxo contínuo. Ao utilizar maiores taxas de fluxo, o tempo de residência para o 

substrato não é suficiente para desencadear boas conversões, obtendo-se apenas bons e 

moderados resultados (experimentos 2 e 8, tabela 34). 
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     É importante notar que a concentração do substrato é também um problema que deve ser 

levado em conta. Nesta etapa, elevadas concentrações de substratos levaram a baixos índices 

de conversão, mesmo em condições de baixo fluxo (experimentos 6 e 11, tabela 33). Este 

fenômeno pode estar relacionado com uma possível inibição da enzima pelo substrato e 

também a deposição de ácidos graxos no interior do canal, como pôde ser observado para 

algumas experiências realizadas anteriormente com o AE, nestas condições.  

     A Tabela 35 mostra os efeitos estimados para o planejamento experimental 2
2
 e seus 

valores de p.  

Tabela 35: Efeitos estimados dos parâmetros utilizados no planejamento experimental fatorial 22 para a reação 

de formação do MRAG pela lipase RM IM sob condições de fluxo contínuo. 

 

Variáveis 

 

Efeito 

 

Valor de p 

Média 36.9000 <0.0001* 

Fluxo -28.8883 <0.0001* 

Fluxo
2
 11.6500 0.0006* 

Concentração de Substrato 7.6462 0.0011* 

Concentração de Substrato
 2
 -0.4500 0.2763 

Fluxo x Concentração de Substrato 9.4000 0.0015* 

*Estatisticamente significante a um nível de confiança de 95%. 

     As variáveis fluxo, fluxo
2
, concentração de substrato e a interação entre o fluxo e 

concentração do substrato demonstraram valores de p <0,05, sendo significativos no 

processo. A variável Fluxo demonstrou efeito negativo (-28,8883), indicando que nos fluxos 

mais baixos, se dá a conversão de substratos em produtos. 

     As equações de 1 a 3 representam os modelos experimentais dos percentuais de conversão 

em MRAG para as lipases TL IM e RM IM, nas reações em batelada e em fluxo contínuo, 

respectivamente, em função das variáveis estudadas. A adequação do modelo foi realizada 

por análise de variância e do parâmetro R
2
. 
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Conversão MRAG RM IM batelada (Equação 1): Y = 75.1584 + 3.4956T + 3.9081E + 

11.1868S – 2.1756St + 1.2943TxE + 2.1781TxS + 0.5231TxSt -2.4843ExSt -1.0693ExSt 

+1.9493SxSt 

Conversão MRAG TL IM batelada (Equação 2): Y = 74.2894 + 3.5068T +4.6243E + 

11.5131S -1.5443St + 2.1618TxS + 1.1243TxSt -1.4681ExS 

Conversão MRAG RM IM Fluxo (Equação 3): Y= 36.6882 -14.4442Q + 5.8912Q
2
 + 

3.8231S + 4.6500QxS 

     Onde Y é a conversão e T, S, E, Ag e Q, são os valores não codificados de 

temperatura, concentração de substrato, quantidade  de enzima, agitação mecânica e de fluxo, 

respectivamente. Os testes estatísticos dos modelos foram realizadas pelo teste estatístico 

F de Fisher para ANOVA. 

      Os valores de F calculados para todos os modelos matemáticos foram altamente 

significativos, sendo superiores aos valores de F tabelados. A adequação de um modelo 

pode ser verificada pelos coeficientes de determinação (R
2
) e de correlação (R).  Os 

coeficientes de determinação R
2
 = 0,98 para RMIM nas reações em batelada, R

2
 = 0,99 para 

TL IM em batelada e R
2
 = 0,91 para RMIM, nas reações sob fluxo contínuo demonstram que 

uma variação na amostra  de 98%, 99% e 91% para a produção do éster de interesse é 

atribuído às variáveis independentes e podem ser explicados pela precisão do modelo. 

     Os valores de R 0,99 para reação em batelada para a lipase RM IM, de 0,99 também para 

as reações em batelada para a enzima TLIM e 0,95 para RM IM em fluxo contínuo 

sugerem uma representação satisfatória do modelo do processo e uma boa correlação entre 

resultados experimentais e os valores teóricos previstos pelas equações do modelo. Quanto 

mais próximo de 1 o valor de R (coeficiente de correlação), melhor é a correlação entre os 

valores previstos e os experimentais. 

     As figuras 54A e 54B mostram os gráficos de superfície de resposta para as reações em 

batelada catalisadas pelas lipases RMIM e TL IM, respectivamente. Já a superfície  de 

resposta construída para a reação sob condições de fluxo contínuo catalisada por  RMIM 

encontra-se na figura 54C, a qual reflete o efeito negativo da variável fluxo que foi discutido, 

anteriormente. 
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4.17 - DCCR para Amostra de Ácidos Graxos com as Enzima Cal A e Cal C 

 

     Visando também verificar a otimização da reação em questão com outros biocatalisadores, 

foi-se realizado o mesmo DCCR proposto anteriormente, para as lipases A e C de Cândida 

Antárctica (Cal A e Cal C, respectivamente), sob as mesmas condições propostas 

anteriormente, dadas as suas importâncias no item 4.11 desta seção. Os resultados encontram-

se nas tabelas a seguir (36 e 37): 

Tabela 36: Resultados do planejamento fatorial completo 22 para a esterificação do RAG e o IPG catalisada 

pela lipase Cal A sob condições de fluxo contínuo. 

Entrada S (mM) Q (ml/min) Conversão (%) 

1 -1 (71.9) -1 (0.4) 46 

2 -1 (71.9) +1 (0.8) 24 

3 +1(95.3) -1 (0.4) 32 

4 +1(95.3) +1 (0.8) 28 

5 -1.41 (67.5)  0 (0.6)  83 

6 +1.41 (100)  0 (0.6) 65 

7 0 (83.7) -1.41 (0.3)  64 

8 0 (83.7) +1.41 (0.9)  65 

9 0 (83.7) 0 (0.6) 69 

Figura 54: Superfícies de resposta para as reações de formação do MRAG em batelada catalisadas pelas lipases RMIM (A) 

e TL IM (B), e para a reação catalisada pela lipase RM IM (C) em fluxo continuo. 
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10 0 (83.7) 0 (0.6) 66 

11 0 (83.7) 0 (0.6) 70 

 

Tabela 37: Resultados do planejamento fatorial completo 22 para a esterificação do RAG e o IPG catalisada 

pela lipase Cal C sob condições de fluxo contínuo. 

Entrada S (mM) Q (ml/min) Conversão (%) 

1 -1 (71.9) -1 (0.4) 42,1 

2 -1 (71.9) +1 (0.8) 29,5 

3 +1(95.3) -1 (0.4) 43,7 

4 +1(95.3) +1 (0.8) 20 

5 -1.41 (67.5)  0 (0.6)  15 

6 +1.41 (100)  0 (0.6) 16 

7 0 (83.7) -1.41 (0.3)  25 

8 0 (83.7) +1.41 (0.9)  26,2 

9 0 (83.7) 0 (0.6) 18,3 

10 0 (83.7) 0 (0.6) 28,82 

11 0 (83.7) 0 (0.6) 26 

 

     Como resultados obtidos, a Lipase Cal A Também apresenta bons resultados de conversão 

nas otimizações realizadas, podendo constituir-se um possível substituto da lipase RM IM na 

síntese do monoacilglicerol de interesse. Entretanto, de maneira geral, as conversões foram 

inferiores àquelas apresentadas pela lipase de Thermomyces lanuginosus. Talles et al (2013), 

relataram uma seletividade da enzima A de Cândida antarctica para ácidos graxos saturados 

na hidrólise de triacilgliceróis. Pelo fato de o RAG utilizado neste trabalho apresentar 

composição rica em ácido oleico, um ácido graxo insaturado, a redução nas conversões, se 

comparadas a etapa de formação de MEP em fluxo continuo com esta enzima (tabela 36), 

poderia ser explicada por esta quimiosseletividade da enzima. Entretanto, não foram 

realizados experimentos que comprovassem tal efeito. 

     Tendo-se em vista sua gama de aplicações, em trabalhos anteriormente discutidos, este 

biocatalisador torna-se uma alternativa promissora. Além disto, confirmou-se, neste 
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experimento, que as condições reacionais foram, de fato, otimizadas, gerando bons resultados 

de conversão.  

  

4.18 - Adaptação das Condições Reacionais para outro Reator de Leito Fixo   

Assim como realizado na etapa com o AE como reagente de partida, a síntese de 

monoacilgliceróis através do RAG em condições de fluxo contínuo foi adaptada para o 

sistema Ásia de Fluxo contínuo (figura 55), com coluna de leito fixo de vidro, e volume final 

de 2,4mL, de modo a se utilizar uma quantidade conhecida de enzima, para que possa ser 

calculada a produtividade final do sistema.  

 

 

 

 

 

 

 

 

              

De posse dos resultados obtidos no estudo de dessorção da lipase de Rhizomucor miehei de 

seu suporte, realizada anteriormente, os melhores resultados nesta etapa poderão também ser 

expressos em produtividade, já que a concentração de enzima por grama de suporte é agora, 

conhecida. 

     Nesta etapa, a referida reação foi ensaiada em diferentes fluxos reacionais, seguindo as 

condições previamente otimizadas de temperatura e concentração de substratos, como mostra 

a tabela 38: 

 

 

Figura 55: : Esquema da reação de formação do MRAG em condições de fluxo continuo em sistema 

ASIA. RAG:IPG 1:1 (100mM), 60°C, 420mg de RM IM, coluna de 2,4mL. 
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Tabela 38: Conversões apresentadas pela enzima RM IM na formação do MRAG em condições de fluxo 

continuo, de acordo com o tempo de residência. 

 
 

Q (mL/min) 

 
 

Tempo de Residência (min) 

 
 

Conversão (%) 

0,05 48 90 

0,1 24 93 

0,5 4,8 80 

1,0 2,4 65 

1,5 1,6 50 

2,0 1,2 41 

3,0 0,8 33 

 

     Como esperado, os menores fluxos utilizados foram aqueles onde as maiores conversões 

foram encontradas, devido ao maior tempo de contato do biocatalisador com os substratos. 

Como evidenciado na tabela 34, não foram encontradas diferenças significativas entre os 

tempos de residência de 24 e 48 minutos. Entretanto, em termos de produtividade final, a 

reação realizada em fluxo de 0,1mL/min é mais vantajosa, visto que altas conversões são 

geradas na metade do tempo de residência quando em fluxo de 0,05mL/min. Desta forma 

visando a otimização da performance enzimática, esta reação foi analisada em concentrações 

crescentes de substratos (tabela 39) em tempo de residência de 24 minutos. 

Tabela 39: Conversões apresentadas pela enzima RM IM na formação do MRAG em condições de fluxo 

continuo, de acordo com a concentração de substratos (RAG e IPG 1:1), em fluxo de 0,1mL/min. 

Concentração de 

Reagentes (mol/L) 

 

Conversão, % 

0,1 92 

0,2 93 

0,3 90 

0,5 89 

0,7 89 

1 90 
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1,1 89 

1,2 90 

1,3 89 

1,4 90 

1,5 90 

1,7 64 

2,0 30 

2,5 20 

  

     Neste sistema, a enzima RM IM foi capaz de manter altas conversões até a concentração 

de 1,5mol/L de reagentes, concentração 15 vezes maior do que a inicialmente testada, 

demonstrando grande tolerância nas condições de reação. Para verificar a eficiência deste 

biorreator, decidimos também analisar a quantidade de reciclos possíveis, assim como a 

possível lixiviação da enzima para o meio reacional (figura 56), como realizado 

anteriormente para os outros sistemas. 

 

 

 

 

 

          

Como visto, neste biorreator, 20 reciclos foram possíveis, de modo que a enzima em questão 

não perdesse sua capacidade catalítica. Isto pode ser justificado pela melhor solubilidade do 

Figura 56: Reciclos possíveis e análise de proteínas nas alíquotas recolhidas na reação de formação 

do MRAG em condições de fluxo contínuo. Condições: IPG e RAG 1:1 (1,5mol/L em n-heptano), 

60°C, 0,1mL/min. 
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RAG em heptano, devido a maior quantidade de ácido oleico e palmítico, ácidos graxos mais 

solúveis neste solvente do que o AE. Deste modo, a superfície de contato entre a enzima e o 

biocatalisador foi otimizada, facilitando também, a retirada de excesso de reagentes durante 

as lavagens do suporte entre os ciclos reacionais. 

 

4.19 - Estudo da Síntese de Monoacilgliceróis catalisada pela Lipase RM IM 

em sistemas livres de solventes 

     Nesta etapa do trabalho, foi investigada a síntese de monoacilgliceróis, tanto aqueles 

derivados do AE, quanto os derivados de RAG em sistemas livres de solventes (figura 36). 

Ambas reações foram estudadas tendo-se como biocatalisador a lipase RM IM, enzima 

utilizada nas etapas anteriores. As diversas variáveis reacionais já otimizadas anteriormente, 

tais como agitação, temperatura, razão molar de substratos, foram mantidas em cada caso. As 

combinações entre AE e IPG, assim como RAG com IPG são solúveis entre si em proporções 

equimolares, possibilitando a obtenção das curvas cinéticas em função do tempo variando a 

concentração de enzima em 1, 3, 5, 10 e 15% e 20% (p/p substratos). 

 

 

 

 

 

 

       

Por se tratar de um sistema livre de solventes, estas reações foram realizadas em frascos 

erlenmeyers de 125mL (figura 57), de modo a melhorar a dispersão da enzima nos substratos, 

durante a agitação, já que o meio reacional é mais viscoso. Além disto, por se tratar de um 

sistema aberto, a saída de água, subproduto da reação é facilitada, não havendo interferência 

desta nas conversões finais.  

Figura 57: Esquema da reação de formação de MEP e MRAG em 

condições livres de solventes. 



 

133 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 58: Efeito da concentração da enzima RM IM sobre a conversao do MEP, a 

razão molar de AE: IPG 1:1, temperatura de 58,5°C, agitação de 250 rpm, em sistema 

livre de solventes. 

Figura 59: Efeito da concentração da enzima RM IM sobre a conversao MRAG, 

a razão molar de RAG: IPG 1:1, temperatura de 58,5°C, agitação de 250 rpm, em 

sistema livre de solventes. 
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     Como observado nas figuras anteriores, na presença de 1% (p/p) de biocatalisador, os 

sistemas sem solvente apresentaram as menores conversões, diferente daqueles na presença 

de n-heptano, onde as maiores conversões obtidas foram 74%, no caso do AE, e 79%, tendo o 

RAG como ácido graxo, ambas em 4h. A tabela com os valores encontrados em cada reação 

está anexada no apêndice A, ao fim deste trabalho.  

     O aumento de viscosidade do meio reacional, assim como a maior oferta de substratos 

para a enzima, podem ter tido importante papel na redução das conversões. Reações em 

condições ausentes de solvente, onde cada reagente atua como solvente, apresentam 

importância industrial e comercial, onde diversos estudos para a síntese de novos produtos 

tem voltado suas atenções (Luque & Clark, 2013). Embora este sistema seja ecologicamente 

mais correto, as taxas de transferência de massa são bastante limitadas. Sistemas nos quais 

lipases podem catalisar reações, são na sua grande maioria, heterogêneos, onde os substratos 

são solúveis em um determinado solvente, e as lipases, insolúveis, sendo a reação procedida 

na interface entre solvente e biocatalisador.  A heterogeneidade da reação resulta na 

resistência da transferência de massa por causa da baixas taxas de difusão do reagente para o 

sitio ativo das enzimas (Kumar et al, 2004). 

     Ainda sobre as figuras 57 e 58, adições de 10 e 15% (p/p) de RM IM ao meio reacional 

não apresentaram aumento significativo nas conversões de ambos os monoésteres, mostrando 

que nestes casos, as concentrações ótimas de enzima são de 5% (p/p), diferentemente das 

condições em batelada otimizadas na presença de n-heptano. Nas maiores concentrações de 

enzima, nota-se ainda, uma tendência, em ambos os processos, a estabilidade nas conversões 

a partir do tempo de uma hora. Tal fato, já observado por Richetti (2009) na conversão do 

palmitato de 2-etilhexila, pode ser explicado pela hipótese de que um excesso de enzima no 

meio leva a formação de agregados, tornando o sítio ativo dos biocatalisadores menos 

disponível para os substratos, não gerando aumentos de conversão. Além disto, elevadas 

quantidades de enzima podem prejudicar a distribuição da enzima pelo meio reacional 

(Richetti, 2009). Segundo Karra-Chaabouni et al (2006), citado por Richetti (2009), as 

moléculas de enzima na superfície externa do meio reacional não-homogêneo seriam 

expostas a elevadas concentrações de reagentes de partida, entretanto, o transporte de massa 

dentro do suporte pode dificultar a  concentração de substrato no interior da partícula. Como 

consequência, uma fração da quantidade de biocatalisador utilizada apresentará menor 

atividade, enquanto outra terá grande eficiência, gerando um equilíbrio. 

     Como realizado nos estudos cinéticos anteriores, nas condições em batelada, as 

velocidades iniciais foram também calculadas em para cada reação, em suas quantidades de 
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enzima. Em ambos os processos, na menor quantidade de enzima utilizada, as menores 

velocidades iniciais de reação foram encontradas. Além disto, aumentos na concentração de 

enzima a partir de 5% (p/p) não alteram de modo significativo as velocidades iniciais, 

entretanto, aumentam intensamente as conversões finais.  

 

Tabela 40: Velocidades iniciais calculadas para as cinéticas de formação de MEP e MRAG de acordo com a 

concentração de enzima, e ácido como material de partida. 

 

Quantidade de Enzima 

(% p/p) dos substratos 

Velocidade inicial de reação (min
-1

) 

AE RAG 

1 1,21 1,32 

3 2,16 2,4 

5 3,25 3,12 

10 3,44 3,54 

15 3,42 3,63 

 

     Reações em sistemas de ausência de solventes orgânicos são tidos como ambientalmente 

favoráveis (Santos et al, 2007), onde a principal vantagem deste sistema seria o fato de a 

ausência de solvente facilitar processos futuros de purificação, além de refletir em uma 

redução do impacto ambiental e dos custos finais do processo. Reações na presença de 

solventes orgânicos apresentam algumas desvantagens, como a inflamabilidade, geração de 

resíduos, além da toxicidade e custos, tanto para sua aquisição, quanto para reciclagem. Desta 

maneira, sistemas livres de solventes podem ser uma alternativa atraente.  

      Tamayo et al (2012) estudaram a esterificação do ácido benzoico com o glicerol em 

condições livres de solventes para a obtenção do 1 ou 3-monobenzoato de glicerila, catalisada 

pela enzima CaL B, obtendo-se mais de 80% de conversão a 60°C, além de seletividade para 

a formação da isoforma  do produto. Já Zhao et al (2011) otimizaram a reação de 

esterificação do ácido oleico com o glicerol para a obtenção de mono e diacilgliceróis, 

catalisada pela lipase de Cândida sp. 99-125. -ciclodextrina foi utilizada como assistente.  

As melhores condições de razão molar glicerol/ácido oleico, razão enzima/-ciclodextrina, 

quantidade de enzima e temperatura foram 6:1, 0, 5% e 50°C respectivamente, para a 

obtenção de MAG, e 5:1, 1,5, 10%,  e 40°C respectivamente para DAG. Sob 10% de água e 

190rpm de agitação, foram obtidos 49,6% em MAG e 54,3% de DAG em 8h e 4h, 

respectivamente.  
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     A síntese dos monoacilgliceróis proposta nesta etapa foi também ensaiada via fluxo 

contínuo. Entretanto, por se tratar de um sistema livre de solventes, há a necessidade inicial 

da fusão dos reagentes de partida, para em seguida, ser iniciado o contato dos mesmos com o 

biocatalisador, neste caso, em coluna de leito fixo. Tendo-se em vista o caminho percorrido 

pela amostra até a chegada a enzima, como os reservatórios das bombas peristálticas, e as 

mangueiras condutoras até a coluna, é grande a troca térmica nestes compartimentos, fato 

este que repercutiu em redução da temperatura, e posterior solidificação, principalmente dos 

ácidos graxos estudados, que saíram da faixa de temperatura ótima de fusão (55-60°C). Como 

consequência, houve o aumento da pressão interna do sistema, e até mesmo solidificação de 

reagentes na coluna de leito fixo contendo enzima. O risco de precipitação de reagentes de 

partida na coluna, causada por sistemas sem solventes, ou ate mesmo a utilização de soluções 

muito concentradas, é uma das grandes desvantagens da utilização de reatores de leito fixo, 

limitando alguns estudos de reações utilizando este tipo de abordagem. Tais problemas 

poderiam ser contornados através da utilização de solventes orgânicos, onde a solubilidade 

dos substratos é garantida independentemente de temperatura. Entretanto, como este não é o 

objetivo desta etapa, estudamos somente a reação de formação dos monoacilgliceróis em 

condições de batelada, isenta de solventes. 
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CAPÍTULO 5 

Resultados e Discussão 

PARTE 2: Síntese de Monoacilgliceróis via 

Químio-enzimática em Cascata sob 

condições de Fluxo Contínuo. 
 

5.1 - Contextualização:  

 

     Neste capítulo, será discutido o acoplamento de etapas para a síntese de monoacilgliceróis, 

sob condições de fluxo contínuo.  

     De posse destes resultados de otimização da esterificação do RAG e do AE com o IPG em 

altas concentrações em n-heptano, sob condições de fluxo contínuo, foi desenvolvido um 

sistema reacional em cascata, que acopla etapas utilizando catalisadores heterogêneos, para a 

acetalização do glicerol e formação do IPG in situ, além dos processos de esterificação 

enzimática e posterior quebra do acetal, para a obtenção dos monoacilgliceróis finais 

desprotegidos (figura 60). 

      

 

     

  

     Para que o processo em cascata ocorresse de forma eficaz, cada processo foi estudado 

isoladamente em primeira instância, para que depois, pudessem ser conectados, em 3 

reatores. 

 

 

 

   Figura 60: Etapas estudadas para a síntese de MAGs. 
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5.2 – Estudo da Acetalização do Glicerol: Formação de IPG 

 

     A primeira etapa da cascata reacional para a formação de monoacilgliceróis consistiu no 

tratamento do glicerol oriundo da indústria de biodiesel, o qual foi acetalizado e transformado 

em IPG in situ. Pelo fato de o equipamento utilizado não apresentar compartimentos para 

acondicionar colunas de mesmo volume e altura para cada processo, resolvemos estudar esta 

reação em coluna de 5,49mL de volume final, totalmente preenchida com um catalisador 

heterogêneo previamente preparado em laboratório, que será discutido ao longo desta seção. 

A coluna de leito fixo de 2,41mL de volume final será utilizada para a etapa de síntese dos 

monoacilgliceróis protegidos, pois foi nesta onde as condições desta reação foram otimizadas 

anteriormente. 

A condensação do glicerol pode ser uma alternativa plausível para o reaproveitamento 

deste resíduo industrial, uma vez que o produto protegido final pode ser aplicado, além da 

produção de monoacilgliceróis e outros derivados surfactantes, na síntese de moléculas com 

propriedades aditivas na síntese de biodiesel (De Torres et al, 2012), melhorando as 

propriedades frias, além de diminuir a viscosidade (Zheng et al, 2008; Melero et al, 2010; 

Mota, Silva e Gonçalves, 2010). Tradicionalmente, a condensação de glicerol pode ser feita 

tanto com acetona, quanto com formaldeído como reagentes de partida. Entretanto, para que 

haja a formação de IPG, a reação deve proceder em acetona. Neste caso, dois produtos 

principais (figura 61) podem ser formados: (2,2-dimetil-[1,3] dioxano-4-ol)-metanol (A) e 

2,2-dimetil-[1,3] dioxan-5-ol (B) (Khayoon & Hameed, 2013). 

 

 

 

 

 

 

Como mecanismo provável de reação (figura 62), a acetalização do glicerol com 

acetona conduz à formação de um hemiacetal.  A consequente desidratação promove a 

formação de um íon carbenium terciário, que pode ser estabilizado através de ressonância 

com os pares de elétrons livres do oxigênio do grupo hidroxila adjacente. Em seguida, um 

Figura 61: Possíveis acetais formados na reação de condensação do glicerol 

com a acetona (adaptado de Khayoon & Hameed, 2013). 
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rápido ataque nucleofílico do grupo hidroxila secundário ocorre para formar ataque o anel 

acetal de cinco membros.  

 

 

   

      Como tempo de vida do íon carbenium no meio reacional é relativamente curto, em 

comparação com o tempo de vida do hemiacetal, a distribuição do produto é regulada pela 

cinética, o que favorece a formação do estado de a transição termodinamicamente menos 

estável anel de cinco membros (Da Silva et al, 2009; Khayoon & Hameed, 2013). Este 

produto já foi observado em trabalhos anteriores (Reddy et al, 2011; Gil et al, 2011)  o que 

confirma este mecanismo de reação e prevalência de produto. 

        Tradicionalmente, a condensação de glicerol com acetona é realizada tendo-se ácidos 

minerais como catalisadores preferenciais. No entanto, os resíduos gerados levam a 

problemas ambientais e inconvenientes econômicos. Atualmente, estes problemas podem ser 

superados pelo uso de catalisadores heterogêneos, como zeólitas e resinas ácidas, como a 

Amberlyst. Na literatura, poucos são os trabalhos onde são aplicados estes tipos de 

catalisadores na acetalização de glicerol: Mota, Silva e Gonçalves (2010) acetalizaram o 

glicerol com acetona e formaldeído, utilizando diversos catalisadores heterogêneos, obtendo 

maiores conversões com a acetona (95%), a 70°C e 15 minutos, catalisada pela resina ácida 

Amberlyst-15. Além disto, a zeólita beta gerou uma conversão de 90% em 40 minutos.  Já 

Ferreira et al (2010) investigaram a acetalização do glicerol com acetona, através de 

heteropoliácidos imobilizados em silicagel convencional, onde obtiveram resultados 

altamente satisfatórios, com 90% de conversão em IPG em 50 minutos a 50°C. O IPG 

também foi sintetizado por de Khayoon & Hameed (2013),  catalisado por mesoporus 5%Ni–

1%Zr/AC, onde 74% de conversão foi obtida a 45°C em 3h. Entretanto, 26% do acetal de 

intermediário de 6 membros também foi obtido. Tendo-se em vista estes resultados presentes 

na literatura, além do fato de não haver nenhum trabalho relatando a acetalização do glicerol 

em condições de fluxo contínuo, decidimos investigar a presente reação através da 

Figura 62: Mecanismo proposto para a acetalização do glicerol. Da Silva et al, 2009. 
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funcionalização da sílica gel com ácido sulfúrico (como descrito na seção experimental), 

sendo este o catalisador heterogêneo utilizado a partir daqui (SGF).   

     Primeiramente, foi investigada a acetalização em diferentes SGFs, contendo de 1 a 10% de 

H2SO4 p/v, em coluna de leito fixo. Neste ensaio, optamos por utilizar excesso de acetona 

(razão molar 6:1 com glicerol), como realizado por Ferreira et al (2010), acondicionado em 

um frasco com forte agitação magnética (figura 63).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Como o ponto de ebulição da acetona é 56°C, optamos também por realizar o processo a 

55°C, de modo a contornar sua evaporação durante o percurso reacional. Altas temperaturas 

também são necessárias para proporcionar a redução de viscosidade do glicerol. O processo 

foi realizado inicialmente em fluxo de 0,1mL/min, gerando um tempo de residência de 

aproximadamente 55 minutos (figura 63) 

 

 

 

 

 

 

Figura 63: Esquema da reação inicial de acetalização do glicerol em condições de fluxo contínuo. 

Condições: Razão molar acetona:glicerol 6:1, 55°C, coluna de leito fixo de 5,5mL (580mg de SGF). 

Figura 64: acetalização do glicerol em acetona em fluxo contínuo catalisada por 

SGFs: fluxo de 0,1mL/min; 55°C; razão molar acetona/glicerol 6:1. 
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     Como observado na figura 64, a concentração de 2,5% foi suficiente para converter cerca 

de 88% de glicerol em IPG. Isto mostra que o aumento da força ácida da resina tem um limite 

para que um resultado satisfatório seja obtido, podendo haver o deslocamento do equilíbrio 

da reação para o sentido de hidrólise, como resultado de uma reação muito rápida, gerando 

grande quantidade de água. Esta pode ser a explicação para os resultados inferiores obtidos 

para as SGFs de maiores teores de acidez (5, 7,5 e 10%). Deste modo, a SGF com 2,5% de 

ácido sulfúrico foi selecionada para os ensaios subsequentes, onde a reação de acetalização 

foi monitorada em diferentes fluxos, com o intuito de se certificar da influência dos menores 

tempos de residência na formação do IPG, como mostra a tabela 41: 

 

Tabela 41: Resultados de conversão em IPG de acordo com o tempo de residência. Razão molar Acetona, 

glicerol 6:1; 55°C. 

 

Fluxo 

 

Tempo de Residência (min) 

 

Conversão (%) 

0,1 55 88 

0,2 28 86 

0,5 11,2 60 

1,0 5,5 45 

1,5 4,1 42 

2,0 2,8 38 
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         Como observado, fluxos entre 0,1mL/min e 0,2mL/min não apresentam diferenças 

significativas na conversão em IPG. Entretanto, esta torna-se pronunciada ao levarmos em 

consideração o tempo de residência, onde o fluxo de 0,2mL/min é capaz de fornecer boas 

conversões em 28 min, enquanto que em fluxo de 0,1mL/min, há um tempo de residência de 

55 minutos. A figura 65 mostra os cromatogramas das amostras recolhidas nos fluxos de 0,1, 

0,2 e 0,5 mL/min. 

       Analisando-se os cromatogramas das reações, observa-se que não houve a formação do 

intermediário de 6 membros, demonstrando ser este um sistema reacional seletivo. 

Figura 65: Cromatogramas das reações de acetalização do glicerol em reator de leito fixo, em fluxos de 

0,1;0,2 e 0,5mL/min. Razão molar acetona/glicerol 6:1, temperatura de 55°C. 
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      Em fluxo de 0,5mL/min a redução de contato entre os reagentes de partida e o catalisador 

começam a ser significativos. Portanto, o fluxo de 0,2mL/min foi tido como o melhor nesta 

etapa.  

     Diferentes razões molares entre acetona e glicerol, assim como temperaturas mais brandas 

para a esta reação foram investigadas, como mostrado na tabela abaixo: 

 

Tabela 42: Resultados da investigação de diferentes temperaturas e razões molares acetona:glicerol na reação 

de acetalização do glicerol em coluna de leito fixo. Condições: 55°C, coluna de 5,5mL (480mg de SGF), fluxo 

de 0,2mL/min (28minutos). 

 

Razão molar 

acetona/glicerol 

Temperatura (°C) 

25 30 40 50 55 

1:1 13,6 23,1 50,1 75,4 80 

1,5:1 14,7 26,1 51,2 79,3 88 

2:1 15,1 25,7 52,3 80,2 87 

3:1 14,4 24,1 53,0 80,6 88 

     

      Os resultados obtidos (tabela 42) mostram que o fluxo e a temperatura são variáveis 

bastante importantes nesta reação. As temperaturas mais elevadas foram responsáveis pelas 

melhores conversões. Isto é consequência da menor viscosidade do glicerol em temperaturas 

maiores que 50°C, melhorando o contato deste com o catalisador, evitando sua deposição na 

superfície do suporte. Nos maiores fluxos, o tempo para a conversão completa do material de 

partida é insuficiente. O melhor resultado foi obtido quando se operou o sistema em 

0.2mL/min a 55
o
C, obtendo-se 87,5% de conversão. Além disso, as maiores proporções 

molares entre acetona e glicerol testadas não foram significativas na melhoria das conversões, 

sendo a razão molar ótima de 1,5:1, diferentemente dos resultados obtidos por  Khayoon & 

Hameed (2013), onde as maiores conversões em IPG foram encontradas em razões molares 

de glicerol/acetona 1:8, a 45°C e 3h, além do trabalho publicado por Da Silva et al (2010), 

onde a razão molar necessária foi de 1:6, como descrito anteriormente. Por se tratar de um 

processo realizado em reator de leito fixo, este resultado é interessante, visto que os processos 

realizados por outros autores, em sistemas de batelada, utilizam razões molares superiores de 

reagentes e obtêm resultados semelhantes, demonstrando que a tecnologia de fluxo contínuo 

pode ser uma ferramenta interessante. 
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5.3 - Estudo da Desproteção do MEP 

 

     Tendo-se em vista a otimização previa, das condições reacionais para a formação de 

monoestearato de IPG em altas concentrações de reagentes (2,0mol/L) em fluxo contínuo, a 

etapa de desproteção deste produto foi estudada próxima etapa estudada isoladamente foi a 

quebra dos acetais presentes nos produtos de esterificação (figura 66). Como catalisador desta 

reação, aplicou-se a mesma SGF da etapa de acetalização do glicerol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  Entretanto, por se tratar de uma catálise ácida, maiores ou menores tempos de contato entre 

os monoacilgliceróis protegidos e o catalisador podem gerar alguns subprodutos de hidrólise 

do éster formado, ou até mesmo não levar a formação do produto final (Figura 67).  

 

 

Figura 67: Possíveis subprodutos formados na catálise ácida de desproteção do MEP. 1- MEP;1-monoestearato 
de glicerila; 3-glicerol e 4- AE. 

. 

     Desta forma, esta é a etapa mais importante do processo, e por este motivo, o fluxo 

preconizado nesta reação foi o fluxo que regeu toda a cascata de reação, quando acoplada. De 

modo a se avaliar cautelosamente a seletividade para os produtos formados, reaproveitamos o 

monoestearato de IPG, previamente obtido na etapa de reação em batelada sem solventes e 

purificado como descrito na seção experimental.  

     A quebra do acetal de uma solução a 2,0 mol/L deste intermediário em n-heptano foi 

então, testada em diversos fluxos, variando de 01 a 0,5mL/min,  a 55°C, temperatura próxima 

a condição ideal de esterificação, e a melhor para a acetalização.  

Figura 66: Esquem da reação de desproteção do MEP. 
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     A tabela 43 demonstra os resultados de seletividade para os subprodutos da reação, de 

acordo com os fluxos testados:  

      Tabela 43: Seletividade para os produtos possíveis da Desproteção dos acetais do monoestearato de IPG. 

 

 

     Como observado, o fluxo aplicado foi de extrema importância para uma conversão 

seletiva do MEP (1) para o 1-monoestearato de glicerila (2). Os baixos fluxos aplicados 

(experimento 1), propiciam um maior tempo de residência, e consequentemente, maior o 

tempo de contato entre o material de partida e a SGF, levando a hidrólise de  (1), expresso 

pela baixa seletividade para (2). Elevando-se o fluxo para 0,5 mL/min (Experimento 4), gera-

se um tempo de residência muito curto, diminuindo a conversão do produto de interesse (2). 

A grande quantidade de produto (1) detectada corrobora com esta afirmação. Tais resultados 

podem ser comprovados pelos cromatogramas da figura 68. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Experimento Fluxo 

(mL/min) 

Seletividade (%) 

1 2 3 4 

1 0.1 mL/min n.d 65.4 29.35 5.25 

2 0.2 mL/min n.d 87,5 n.d 12.5 

3 0.3 mL/min 19.35 70.2 n.d 10.45 

4 0.5 mL/min 42.12 48.35 n.d 9.53 
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Coincidentemente, o melhor fluxo para esta etapa foi o de 0,2 mL/min, cuja a formação de 

(1) foi otimizada e bons resultados de seletividade para (2) foram obtidos, sem a formação de 

subprodutos. Portanto, este foi o fluxo utilizado em todo o processo interligado, que 

constituiu a última etapa deste estudo. Todos os reatores, contendo as quantidades estudadas 

de SGF e biocatalisador foram adequadamente conectados por mangueiras de silicone, e 

postos para aquecimento a 55°C, como mostra a figura 69. 

Figura 68: Cromatogramas das reações de quebra do acetal MEP em diferentes fluxos, 

evidenciando a seletividade para a formação dos produtos possíveis. Condições: 55°C, 

2,0mol/L (n-heptano) de MAG protegido. 
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     Primeiramente, todo o processo foi ensaiado na presença de acetona, que é reagente de 

partida na primeira etapa (acetalização do glicerol), assim como serviria como solvente nas 

etapas posteriores. Entretanto, pelo fato de a mesma ser um inibidor enzimático conhecido, 

gerou baixa produção de monoacilgliceróis. Desta forma, houve a necessidade de isolamento 

do produto e retirada de solvente. As duas etapas seguintes foram realizados sem isolamento 

do intermediário, tendo-se uma solução a 2M de reagentes de partida e um fluxo de 

0,2mL/min a 55°C.  

      Felizmente, não houve a necessidade qualquer outra purificação do produto final ou 

qualquer etapa onerosa posterior de isolamento, pois a monoestearina, a baias temperaturas, 

perde sua solubilidade em n-heptano, devido ao aumento drástico de hidrofilicidade na 

molécula como consequência da quebra dos acetais e exposição das hidroxilas. Sendo assim, 

o produto obtido precipita e deposita-se ao fundo do recipiente, como demonstrado na figura 

70. 

 

      

 

 

Figura 69:Esquema da reação em cascata para a formação de monoestearato de glicerila, evidenciando o 

acoplamento de todas as etapas envolvidas. 1 – suspensão acetona/glicerol; 2 – coluna de leito fixo contendo SGF 

para a acetalização do GL; 3 – conexão para a retirada de produtos da primeira etapa; 4 – IPG e em n-heptano; 5 – 

coluna de leito contendo a lipase RM IM para a esterificação de IPG com AE; 6 – coluna de leito fixo contendo SGF 

para a quebra dos acetais do MEP; 7 – MONOEST em n-heptano, evidenciando sua precipitação após o 

resfriamento. 
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     Para a recuperação do produto, apenas uma simples filtração foi necessária, uma vez que o 

ácido graxo não reagido e eventuais subprodutos permanecem solúveis em n-heptano. 

     Toda a cascata de reação foi novamente realizada com uma amostra de Glicerol oriunda 

da Indústria de Biodiesel, onde o processo transcorreu da mesma forma, sendo atingido o 

monoacilglicerol de interesse, em rendimentos semelhantes. Da mesma forma, utilizou-se 

como reagente de partida o RAG como fonte de ácidos graxos, conduzindo a formação do 

produto correspondente (MONORES).  Desta forma, este trabalho apresentou uma alternativa 

viável e interessante para o reaproveitamento de resíduos industriais, adicionando valor 

comercial aos mesmos, já que monoacilgliceróis apresentam grande importância de mercado. 

É interessante compararmos as mudanças de características físicas dos produtos antes e 

depois a etapa de abertura dos acetais (figura 71). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 70: solução contendo o produto final da reação em cascata para  a formação da 

monoestearina sob condições de fluxo contínuo. 1 - monoestearina recém-recolhida a 

60°C, 2- início da precipitação do produto a 40°C; 3- decantação do produto em n-

heptano. 

Figura 71: mudanças físicas observadas nos monoacilglicerois sintetizados, 

antes e depois das rereações de clivagem dos acetais: 1 – MEP; 2-MRAG; 3- 

MONOEST; 4- MONORES. 
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     Os monoacilgliceróis protegidos possuem característica oleosa amarelada, sendo o 

MONORES (2) de cor mais intensa do que o MONOEST (1), devido à presença do derivado 

de ácido oleico. Após a etapa de quebra do acetal, o composto MONOEST tornou-se um 

sólido branco, como característica física descrita por Hess et al (1995). Surpreendemente, o 

composto MONORES também tornou-se um sólido branco, como resultado da reação final 

(figura 71).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Esta mudança foi evidenciada ao filtrar a vácuo o precipitado resultante, lavando o 

mesmo posteriormente com n-heptano, como mostra a figura 72. Isto indica que as impurezas 

que tornam o RAG amarelado são solúveis em heptano, sugerindo um processo de 

cristalização espontânea ao fim do processo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 72: Filtração a vácuo da reação final de formação do MRAG obtida 

através de reação em cascata sob condições de fluxo contínuo, evidenciando a 

mudança de coloração do produto final (MONORES), na parte superior do funil 

de Buchner. 
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5.4 – Análise dos Produtos de Esterificação por Espectroscopias de 

Infravermelho e Ressonância Magnética Nuclear (RMN). 

 

     Além da análise via CG-EM dos produtos obtidos na esterificação, tais como o MEP, ME, 

MRAG e MONORES foram analisados via Infravermelho, de modo a se confirmar as 

evidências demonstradas via cromatografia em fase gasosa. 

      Ao analisarmos a estrutura do MEP sintetizado, como descrita na figura 73, seria 

esperado encontrar em um espectro de infravermelho, bandas características das frequências 

de vibração das deformações axiais de ligações C-H, referentes a cadeia alifática proveniente 

do ácido esteárico, além daquelas provenientes das ligações C=O, de carbonila de éster. 

Deformações axiais de ligações O-H, referentes às hidroxilas provenientes de glicerol não 

devem estar presentes, já que se trata de um éster com hidroxilas protegidas. No referido 

espectro, a região 1, localizada entre 3300 e 35000 cm-1 demonstra que não há a presença de 

bandas com intensidade significativa. Tal região é característica da deformação axial de 

Figura 73: Espectro de infravermelho do MEP, feito sob a técnica de filme. Região 1: ausência de bandas 

demonstrando deformações axiais de O-H de álcool; região 2: bandas referentes a deformação axial de 

ligação C-H de hidrocarbonetos alifáticos; região 3: banda referente a deformação axial de ligação C=O 

de carbonila de éster. 
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ligações O-H de álcoois, demonstrando, neste caso, a ausência de hidroxilas livres no éster 

em questão, levando a indícios de que o produto formado está, de fato, protegido por um 

acetal. A região 2 denota intensas bandas entre 2870 e 3050 cm
-1

, características de vibrações 

axiais de ligações C-H de alcanos ou alcenos alifáticos, como a cadeia carbônica do  ácido 

esteárico. Além da região 1, anteriormente explicada, uma outra informação importante 

demonstrada na figura 52 provém da região 3, onde uma intensa banda em 1731cm
-1

 é 

denotada, referente a deformação axial da ligação C=O, típico de carbonilas de éster, como 

esperado para o produto formado.  

     Após o processo de clivagem dos acetais, além das bandas referentes a cabonila de éster, e 

de hidrocarbonetos alifáticos, espera-se o aparecimento de intensa banda na região 1 do 

espectro de infravermelho, mais precisamente, entre 3250 e 3350cm
-1

, como consequência da 

presença de grupamentos hidroxila, presentes na molécula de monoestearina, como 

demonstrado na figura 73. 

 

Figura 74: Espectro de infravermelho da ME, feito sob a técnica de filme. Região 1: bandas referentes a deformação 

axial da ligação O-H de álcool; região 2: bandas referentes a deformação axial de ligação C-H de hidrocarbonetos 

alifáticos; região 3: banda referente a deformação axial de ligação C=O de carbonila de éster. 
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     Pelo fato de a molécula final (ME) apresentar dois grupamentos hidroxila, a banda 

proveniente da deformação axial da ligação O-H torna-se intensa (região 1, figura 74), 

reduzindo a resolução dos outros picos. O alargamento desta banda é consequência das 

ligações hidrogênio proporcionadas por estes grupamentos. As regiões 2 e 3 deste espectro 

foram mantidas, nos mesmos números de onda daquelas demonstradas na figura 73, 

indicando que o processo realizado para a quebra de acetal não causou modificações 

estruturais secundárias na molécula final de interesse. 

     Ao compararmos o espectro de infravermelho da ME produzida, com um espectro 

presente na literatura (figura 75), podemos observar que o mesmo perfil, assim como as 

regiões, e bandas, em números de onda semelhantes, foram obtidos, levando a indícios de que 

o produto sintetizado, é de fato, a -monoestearina, um 1-MAG. 

 

 

Figura 75: Espectro de infravermelho da -monoestearina, produzido em pastilha de KBr. Região 1: bandas 

referentes a deformação axial da ligação O-H de álcool; região 2: bandas referentes a deformação axial de 

ligação C-H de hidrocarbonetos alifáticos; região 3: banda referente a deformação axial de ligação C=O de 

carbonila de éster. Fonte: SBDS - http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct_frame_top.cgi.  

 

     Os produtos de esterificação obtidos com o RAG também foram analisados via 

espectroscopia de infravermelho (figuras 76 e 77).  
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     A figura 76 demonstra a espectro de infravermelho do produto MRAG, constituindo-se de 

uma mistura de ésteres, provenientes dos ácidos esteárico, palmítico e oleico, presentes no 

RAG, como IPG.  

     Semelhantemente à figura 73, o espectro de infravermelho do MRAG apresenta bandas 

intensas nas regiões 2 e 3, referentes as frequências de vibração das deformações axiais de 

ligação C-H de cadeia hidrocarbônica alifática (2850-3000 cm
-1

), e a ligação C=O de 

carbonila de éster (1730cm
-1

), respectivamente. Na região 1, diferentemente do esperado, 

encontra-se uma pequena banda em 350cm
-1

, o que pode ser resultado de impurezas no 

produto, como resquícios de ácidos graxos não-reagidos, já que as conversões encontradas 

para a síntese de MRAG foram sutilmente inferiores às encontradas para a síntese de MEP. A 

presença destes contaminantes gera uma banda nesta região, referentes à deformação axial de 

ligação O-H de ácido carboxílico. Entretanto, por estarem presentes em baixas concentrações, 

não é visível no presente espectro, uma banda referente à deformação axial de ligação C=O 

de carbonila de ácido carboxílico, já que esta apresenta número de onda típico em 1750cm
-1

, 

faixa próxima à demonstrada pela carbonila de éster. 

Figura 76: Espectro de infravermelho do produto MRAG. Região 1: pequena banda referente  a deformação axial da 

ligação O-H de ácido carboxílico; região 2: bandas referentes a deformação axial de ligação C-H de hidrocarbonetos 

alifáticos; região 3: banda referente a deformação axial de ligação C=O de carbonila de éster. 
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     Após a quebra do acetal, realizada para MRAG, o produto final MONORES demonstrou 

um espectro de infravermelho típico de monoacilgliceróis (figura 77), entretanto, por tratar de 

uma mistura de monoacilgliceróis, este apresenta características mistas aos espectros de 

infravermelho da monopalmitina (figura 79), monoestearina e monooleína (figura 78). 

 

Figura 77: Espectro de infravermelho do produto MONORES. Região 1: banda referente  a deformação axial 

da ligação O-H de álcool; região 2: bandas referentes a deformação axial de ligação C-H de hidrocarbonetos 

alifáticos; região 3: banda referente a deformação axial de ligação C=O de carbonila de éster.  
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     Além das bandas referentes às deformações axiais características de grupamentos carbonila de 

éster, hidroxila e hidrocarbonetos alifáticos, o espectro da monooleína apresenta, na região 1’ (figura 

77), referente a deformação angular de ligação C=C, de hidrocarbonetos insaturados, como o caso da 

cadeia carbônica do ácido oleico, presente no RAG, e consequentemente, pôde ser notada no espectro 

do MONORES.   

     O formato e a intensidade da banda 1 do espectro de infravermelho do MONORES (figura 77) se 

assemelha à demonstrada na figura 79, para a monopalmitina.  

Figura 78: Espectro de infravermelho da monooleína, feito em pastilha de KBr. Região 1: banda referente  a 

deformação axial da ligação O-H de álcool; região 2: bandas referentes a deformação axial de ligação C-H de 

hidrocarbonetos alifáticos; região 3: banda referente a deformação axial de ligação C=O de carbonila de éster. 

Fonte: SBDS - http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct_frame_top.cgi 

Figura 79: Espectro de infravermelho da monopalmitina, feito em pastilha de KBr. Região 1: banda referente  

a deformação axial da ligação O-H de álcool; região 2: bandas referentes a deformação axial de ligação C-H 

de hidrocarbonetos alifáticos; região 3: banda referente a deformação axial de ligação C=O de carbonila de 

éster. Fonte: SBDS - http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct_frame_top.cgi 
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A MEP também foi analisada por C13-RMN, além de 1H-RMN, demonstrando sinais 

característicos de MAGs. Além disto, os espectros obtidos pelos RMNs bidimensionais 

confirmam a formação dos produtos em questão, indicando que não houve migração para 2-

MAG. Tais espectros encontram-se anexados no apêndice B deste trabalho. 
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CAPÍTULO 6 

Resultados e Discussão 

PARTE 3: Biocatálise em Sistemas 

Microemulsionados – Micelas Reversas e 

Organogel 
 

  4.1 – Considerações Iniciais: 

 

     Neste capítulo, serão abordados os resultados atingidos para a obtenção de MEP, assim 

como de MRAG, através de esterificação do AE e RAG com o IPG, catalisados por lipases 

estruturadas em microemulsões O/A denominadas micelas reversas, assim como suas 

imobilizações em matrizes gelificadas, conhecidas como organogel, técnica esta que permitiu 

a aplicação destes suportes em etapa de flux contínuo.     

     Este parte do trabalho foi realizada no Institute of Biology Medicinal Chemistry and 

Biotechnology - The National Hellenic Research Foundation, localizado em Atenas, Grécia, 

sob a orientação do Doutor Aristóteles Xenakis, e colaboração com a Doutora Maria 

Zoumpanioti. 

 

4.2 – Escolha do Melhor Sistema Microemulsionado  

 

     Esta etapa teve como principal objetivo, a escolha da melhor microemulsão capaz de gerar 

os maiores resultados para a conversão de MEP. Tendo-se em vista a variedade de dados na 

literatura acerca de reações utilizando enzimas em micelas reversas, pode ser notado que os 

dois tipos principais de sistemas microemulsionados se destacam: O sistema em 

AOT/Isooctano, além daquele formado por Lecitina em isopropanol (Zoumpanioti et al, 

2010; Papadimitriou et al, 2011; Reis et al, 2012; Margulis-Goshen & Magdassi, 2012; Hayes 

et al, 2013). Dentre as lipases aplicadas com sucesso para reações de esterificação, destacam-

se aquelas do gênero Cândida, representado pelas espécies Cândida cylindracea, C. 
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antarctica, C. rugosa; além daquelas do gênero Rhizomucor, onde as lipases de R. miehei e R. 

javanicus foram estudadas, além de enzimas de espécies dos gêneros Rhizopus, e 

Pseudomonas (Naoe et al, 2004; Moniruzzaman et al, 2006; Dandavate et al, 2009; Rodrigues 

& Fernandez-Lafuente, 2010; Fragoso, Pacheco e Karmali, 2012; Bernardo et al, 2013; 

Garcia-Galan et al, 2013; Xue et al, 2013). Pelo fato de as lipases de Cândida antarctica e 

Rhizomucor miehei terem sido aplicadas nas etapas passadas, resolvemos investigar o 

potencial destas enzimas em micelas reversas. Neste tipo de sistema, é de grande importância 

a utilização de enzimas livres em suas formas liofilizadas, para que a quantidade de água seja 

precisamente calculada. Por este motivo, a lipase de Thermomyces lanuginosus não foi 

investigada neste estudo, já que esta é somente encontrada, quando em sua forma livre, 

dissolvida em solução com detergentes e estabilizantes, ou complexada com glutaraldeído.  

     Seguindo os trabalhos anteriores de nosso grupo de colaboração (Papadimitriou, 1995; 

Zoumpanioti et al, 2006;  Michaux et al, 2010), decidimos selecionar a microemulsão ideal, 

inicialmente a 40°C, temperatura nas quais as lipases aplicadas nestes sistemas apresentaram 

os melhores resultados anteriormente. Para tal, foram preparados sistemas reacionais em 

AOT/Isooctano, além daqueles em Lecitina/isopropanol (figura 80), como explicado na seção 

experimental, tanto para as lipases de Cândida antarctica B (CaL) e Rhizomucor miehei 

(RM). As razões molares entre AE, e IPG foram mantidas (1:1 – 100mM).  Para comparação 

de eficiência enzimática, as mesmas reações foram também realizados usando as lipases 

imobilizadas comerciais, em isooctano (figura 80). Neste caso, a quantidade de suporte (1% 

w / v), bem como os tempos de reação foram baseadas nos nossos estudos discutidos nos 

capítulos anteriores.  
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Figura 80: Rastreamento inicial da melhor microemulsão para a síntese de MEP. A) Microemulsões em 

Lecitina; B) Microemulsões em AOT; C) reação com enzimas imobilizadas. condições: 0,9mg de lipase; AE e 

IPG 1:1 (100mm), 40°C. 

 

     A figura 80 mostra que as reações de formação de MEP nos sistemas microemulsionados 

ocorreram em tempos inferiores do que aqueles em sistemas heterogêneos, envolvendo 

enzimas imobilizadas, tanto aquelas em isooctano, quanto as em heptano, como descrito no 

capítulo 4. Dentre estes, destaca-se o sistema em AOT/Isooctano, onde, em apenas duas 

horas, as maiores conversões foram obtidas, para ambas as enzimas, sendo 77% de conversão 

para a enzima CaL B, e 68% para a lipase RM. Nos sistemas em Lecitina, três horas foram 

necessárias para que as reações atingissem seus equilíbrios, e ainda, demonstrando menores 

conversões do que os sistemas anteriormente citados. É importante ressaltar que estes 

resultados foram obtidos com apenas 0,9mg de lipase (provenientes de adição de 30µL de 

uma solução a 30mg/mL de lipase em 970 µL de solução de AOT/isooctano ou 

lecitina/isopropanol, ambas contendo os substratos), quantidade bastante inferior às utilizadas 

nas etapas anteriores, envolvendo enzimas imobilizadas. Tais diferenças pode ser melhor 

entendidas ao compararmos as produtividades geradas por estes sistemas, na figura 81: 
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Como pôde ser observado, as microemulsões em AOT foram aquelas que expressaram 

maiores produtividades (figura 81), seguido dos sistemas em lecitina, sendo os sistemas 

heterogêneos, aqueles que demonstraram valores inferiores. Dentre os sistemas em AOT 

analisados, aquele com a enzima CaL B, demonstrou uma produtividade de quase 17g de 

éster .h
-1

.g de enzima
-1

, valor praticamente 17 vezes maior do que o apresentado pela mesma 

enzima imobilizada (N435), demonstrando que esta microemulsão pode ser um sistema 

eficiente para a produção do éster em questão. Embora as enzima imobilizadas tenham 

apresentado maiores conversões finais, a quantidade de enzima aplicada foi muito mais 

elevada (50 mg), demonstrando que o sistema AOT/Isooctano levou a uma otimização do uso 

de biocatalisador, além da redução do tempo reacional. Portanto, a microemulsão AOT CaL 

foi selecionada para os estudos posteriores. 

     A fim de se investigar o melhor tempo reacional para a formação de MEP catalisada pelo 

sistema AOT CaL, os valores de conversão foram investigados em tempos reacionais 

menores, como mostra a figura 81:  

 

 

 

 

 

Figura 81: Produtividade gerada pelos sistemas reacionais estudados. Condições: 40°C, AE e IPG 1:1 

(100mM), 0,9mg de enzima nas microemulsões e 1% p/v de suporte com as enzimas imobilizadas. 
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     Interessantemente, a reação de formação de MEP em AOT CaL praticamente atinge seu 

equilíbrio em apenas 30 minutos (figura 82), onde 79% de conversão são observados. Para a 

reação catalisada por Cal B em microemulsões de lecitina, a conversão encontrada foi muito 

inferior, ou seja, 42% após 2 horas de reação, confirmando-se que o sistema AOT CaL é, de 

fato, mais eficiente. Tais resultados encontrados são interessantes, pois alguns trabalhos 

previamente publicados na literatura demonstram que as microemulsões em lecitina, 

geralmente oferecem melhores conversões do que aquelas onde o AOT é utilizado como 

surfactante (Nagayama et al, 1998; de Maria et al, 2004). Além disto, efeitos deletérios do 

surfactante AOT também já foram publicados anteriormente, para as lipases de Cândida 

rugosa e Rhizomucor miehei (del Val & Otero, 1998; Delimitsou et al, 2002), o que poderia 

explicar os resultados inferiores encontrados para as microemulsões contendo a última 

enzima citada. A reação de formação do butirato de butila, catalisada pela lipase RM em 

sistema AOT/isooctano foi estudada por Borzeix et al (1992), e citado por Biasuti et al, 2008. 

Neste trabalho, a atividade de esterificação da enzima foi cerca de duas vezes menor do que a 

analisada em sistema bifásico, tendo-se hexano como solvente. Como explicação para este 

resultado, os autores atribuem a interação da enzima com o surfactante AOT, limitando a 

transferência do éster para a fase orgânica. Tal efeito pode ter ocorrido com a nossa reação de 

estudo, já que o sistema utilizado foi o mesmo. Além disso, deve ser considerado que o 

comportamento de cada enzima depende do surfactante empregado no sistema de 

microemulsão de estudo. Por exemplo, um trabalho publicado por Abuin et al (2007) 

Figura 82: Perfil reacional da microemulsão AOT CaL. Condições: AOT/Iso-octano 0,1M, 

contendo AE:IPG 1:1 (100mM), 40°C, 0,9mg de lipase CaL B. 
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demonstrou que a fosfatase ácida de gérmen de trigo também apresenta menor atividade em 

sistemas AOT/isooctano, sendo mais ativa em solução aquosa. Indo além, foi-se demonstrado 

que esta enzima apresentou superatividade em sistemas de microemulsões contendo lecitina 

como surfactante.   

 

5.3 – Estudos do Efeito da Temperatura 

 

     Visando melhorar as conversões apresentadas pelo sistema em AOT/Isooctano contendo a 

lipase CaL B na síntese do MEP, o efeito de temperatura nas conversões finais foi também 

estudado. Portanto, temperaturas variando de 35 °C – 60°C foram também investigadas 

(figura 83). Como a reação neste sistema se completou em apenas 60 minutos, as 

temperaturas foram investigadas também neste tempo reacional.  

 

 

 

 

 

 

 

 

                   

Como demonstrado na figura 83, as melhores conversões, foram, de fato, encontradas a 40°C. 

Em comparação com os sistemas estudados nos capítulos anteriores deste trabalho, 

envolvendo lipases imobilizadas, as temperaturas ótimas de reação foram em torno de 60°C. 

Portanto, a microemulsão AOT CaL demonstrou um melhor desempenho, uma vez que altas 

conversões foram encontradas em temperaturas mais brandas, além de tempos inferiores de 

reação.  

Figura 83: Efeito da Temperatura na conversão demonstrada pela microemulsão AOT/Iso-octano 

contendo a lipase CaL B para  a formação de MEP. Condições: AOT/Iso-octano 1:1 (100mM), 

0.9mg de lipase. 
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5.4 – Efeito da Quantidade de Água 

 

      A fim de se encontrar uma quantidade de água ideal para o sistema, de modo a ancorar de 

forma mais eficiente o sítio catalítico da enzima, e ao mesmo tempo, não proporcionar 

hidrólise do produto formado, o efeito de diversos W0, variando de 5 a 20, foi estudado, a 

40°C, já que esta foi a melhor temperatura encontrada neste sistema.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

     Como pôde ser observado, aumentos na quantidade de água (W0), proporcionaram 

aumentos lineares nas velocidades de reação. Tal resultado é exatamente o oposto ao 

encontrado em estudos anteriormente realizados acerca da investigação do efeito da 

quantidade de água em reações de esterificação catalisadas por lipases em microemulsões em 

AOT, onde geralmente são obtidos gráficos sinodais, como no trabalho publicado por 

Stamatis, Xenakis e Kolisis, 1999.  

 

 

 

 

 

 

Figura 84: Efeito da Quantidade de água nas taxas iniciais de reação para a 

formação de MEP catalisada pela enzima CaL B estruturada em microemulsão 

AOT/Iso-octano. Condições: AOT/Iso-octano 1:1 (100mM), 0.9mg de lipase, 40°C 



 

164 
 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

      

    

 

 

 

 

   Nesta revisão, demonstrou-se, como observada na figura 85, adaptada desta obra, que 

aumentos na quantidade de água na microemulsão em AOT/isooctano aumentam 

significativamente as conversões de oleato de hexila, até certo limite, onde valores de W0 são 

em torno de 10, diferentemente dos resultados encontrados para o sistema de nosso trabalho, 

onde as maiores conversões foram encontradas em W0 = 20. 

     Este aumento linear pode parecer uma contradição às teorias de difusão de substratos 

convencionais, como explicadas por Holmberg, (1994), que predizem que quaisquer 

alterações na atividade da enzima em relação ao aumento da quantidade de água são devidas 

a uma restrição em termos de acessibilidade do substrato, onde o excesso de água induz uma 

barreira adicional a difusão do substrato. No presente estudo, uma explicação plausível seria 

que o éster produzido na reação é mais hidrofóbico do que os substratos, necessitando, desta 

forma, de uma maior força motriz para a difusão na fase aquosa, que foi aumentada. 

Resultados semelhantes já foram descritos para síntese do piruvato através do 

fosfoenolpiruvato e ADP, catalisada pela enzima piruvato cinase em microemulsões de 

CTAB, na presença de K
+
, um ativador clássico da enzima (Ramirez et al, 1993). Este 

comportamento similar foi atribuído a superativação da enzima na presença da microemulsão.  

 

 

 

Figura 85: Efeito da quantidade de água (W0) na conversão apresentada por 

diversas enzimas na esterificação do n-hexanol com o ácido oleico em 

sistemas AOT/Iso-octano. Adaptado de Stamatis, Xenakis e Kolisis, 1999. 



 

165 
 

5.5 - Efeito da concentração da Lipase CaL B na microemulsão AOT 

Isooctano 

 

     Após a escolha das melhores condições de temperatura e quantidade de água para a 

formação de MEP catalisada pela lipase CaL B em microemulsão AOT/Isooctano (40
◦
 C e 

W0 = 20, respectivamente), o efeito da concentração da lipase na velocidade inicial de reação 

foi estudada (figura 86).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

      A figura 86 mostra o efeito da variação da concentração de CaL B, calculado em 

termos de mg de lipase na microemulsão, na taxa de esterificação do IPG com o AE nos 

sistemas em AOT. Pode ser observada uma relação linear entre o aumento da quantidade 

de lipase e as velocidades iniciais de reação. Esta linearidade observada em todas as 

condições estudadas é consistente com uma reação enzimática controlada cineticamente. 

 

 5.6 – Estudos Cinéticos e Mecanismo de Esterificação para a Lipase CaL B 

na Microemulsão AOT/Isooctano 

 

     A fim de se investigar a influência da concentração de substrato na velocidade de reação 

de esterificação do IPG com o AE, diferentes concentrações de AE (25-120mM) foram 

testadas em variadas concentrações de IPG (40, 60, 80, 100, 150mM). As velocidades iniciais 

foram calculadas, assumindo a ausência de quantidades significativas de produtos (Figura 

87).  
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Figura 86: Efeito da quantidade de enzima na velocidade inicial de 

formação de MEP, catalisada pela lipase CaL B em microemulsão 

AOT/Iso-octano, a 40°C, com AE e IPG1 1:1 (100mM). 
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     A figura 87 mostra como a velocidade inicial da reação de esterificação varia em função 

da concentração do ácido. Em baixas concentrações de álcool, o padrão cinético clássico é 

seguido, com a velocidade inicial aumentando-se até atingir um plateau, a qual depende da 

concentração fixa de álcool. No entanto, quando as concentrações de IPG são elevadas, um 

efeito negativo é pronunciado, o que significa que a ligação do primeiro substrato reduz a 

afinidade da enzima para a ligação do segundo substrato. Este comportamento pode ser 

atribuído a alguns elementos estruturais específicos que a lipase de C. antarctica possui, 

publicados em trabalhos clássicos da literatura: De acordo com dados de cristalografia de 

Uppenberg et al (1995), o sítio ativo da referida lipase possui dois canais distintos, que 

durante a reação de esterificação são ocupados pelos grupamentos acila do ácido, e o álcool  

respectivamente.  Estes canais funcionam quase em paralelo a partir do aminoácido serina do 

sítio ativo até a superfície da enzima, e são apenas separados por duas cadeias laterais 

hidrofóbicas. É  esperado que um álcool e um ácido graxo de cadeia longa não encaixem-se 

no sítio ativo sem induzirem uma grande alteração conformacional na proteína. O efeito 

negativo de atividade enzimática é mais intensa para baixas concentrações do segundo 

substrato. A medida em que a concentração deste substrato aumenta, esta barreira tende a ser 

superada. Este mesmo fenômeno já foi observado também há bastante tempo, em trabalhos 

Figura 87: Efeito da concentração de AE na velocidade inicial de reação de 

esterificação do AE com o IPG em microemulsões AOT/Iso-octano. Concentrações 

de IPG: 40 mM (□); 60 mM (◊); 80 mM (∆); 100 mM (○); 150 mM (×). 
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de Baccanary et al (1987), para esta mesma enzima, assim como para enzimas do gênero 

Sacchamormyces.  

     As figuras 88a e 88b mostram os gráficos de duplos recíprocos obtidos através dos dados 

de velocidade inicial na variação das concentrações de álcool e ácido, respectivamente. 

 

     Um conjunto de linhas estreitas não-paralelas foram obtidas,  porém, que se interceptam. 

Além disso, pode ser observado que o aumento da concentração fixa dos substratos leva a 

diminuição do declive das retas. A forma específica da inclinação das linhas é influenciada 

pela concentração fixa do substrato, sendo indicativo de um mecanismo que requer a 

associação do segundo substrato para a formação do complexo enzima-substrato, antes da 

dissociação de qualquer produto (os pontos de adição dos dois substratos diferentes, não estão 

separadas por uma ou mais etapas irreversíveis). Assim, um mecanismo do tipo Bi-bi 

Ordenado é revelado nesta reação. A forma em curva nas concentrações mais elevadas de AE 

indica uma inibição pelo substrato. Como pode ser visto a partir da figura 88a, para baixas 

concentrações de ácido (25, 35 e 50 mM), as linhas se cruzam abaixo do eixo horizontal. Para 

concentrações mais elevadas, as linhas não se cruzam no mesmo ponto. Isto sugere que tanto 

a inclinação quanto as interceptações são afetadas em uma inibição não competitiva. Esta 

inibição é mais forte em baixas concentrações de álcool, como pode ser visto a partir da 

Figura 88: Gráficos de duplos recíprocos da velocidade inicial de esterificação do IPG com o AE em microemulsão em AOT: 

(a) em função da concentração de IPG, em diferentes concentrações fixas de AE: 25 mM (□), 35 mM (◊), 50 mM (∆), 80 mM 

(○), 100 mM (×) e 120 m mM (+); (b) em função da concentração de AE em diferentes concentrações fixas de IPG: 40 mM 

(□); 60 mM (◊); 80 mM (∆); 100 mM (○); 150 mM (×). As linhas de tendência tracejadas foram desenhadas para as menores 

concentrações de AE. 
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forma da curva de 40 mM de álcool (figura 88b) e pode ser desprezada em concentrações 

elevadas de IPG (a forma das curvas é alterada). As curvas mostradas pelos gráficos de 

duplos recíprocos demonstram um mecanismo de esterificação bi-bi ordenado, com uma 

inibição pelo ácido. Trabalhos realizados por Fonseca (2006) também revelaram este tipo de 

mecanismo para a enzima chiquimato desidrogenase de Mycobaterium tuberculosis, 

demonstrando não ser um resultado inédito na literatura, mas sim, para a enzima CaL B. 

Deve-se enfatizar que as linhas de tendência apresentadas na figura 88b foram construídas 

levando-se em conta as menores concentrações (não-inibidoras) de AE, e não levam em conta 

os pontos relativos às concentrações superiores (inibidoras) do ácido. De acordo com a 

sequência típica de reações descritas por um mecanismo de esterificação bi-bi ordenado 

(figura 89), com uma inibição pelo ácido, tem-se que a lipase (E) liga-se ao álcool (A), neste 

caso, o IPG, para gerar EA, ou pode reagir com o ácido, neste caso, o AE (B) para produzir 

um complexo inativo, denominado “Dead-end” (EB). A sequência de reações pode ser 

melhor entendida na representação abaixo (figura 89): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

onde A é IPG; B é o AE; EA é complexo enzima-álcool (IPG); EB é o complexo “dead-end” 

formado pelo AE-enzima; EAB é o complexo efetivo AE-IPG-enzima; Q é a água e P é o 

produto de esterificação (MEP). 

     Trata-se, portanto, de um sistema de dois reagentes ordenados (sistema bi-reagente), com 

dois produtos (bi-bi ordenado), onde o substrato B (no nosso caso, o AE) reage com a enzima 

livre para se obter um complexo EB “dead-end”. Na equação da velocidade especificada na 

seção Materiais e Métodos para sistemas bi-bi ordenados (Equação 6), os termos no 

denominador são correspondentes a enzimas livres, e são multiplicados por (1 + [B] / Ki), 

onde Ki é a constante de dissociação de EB, e tornando-se a equação XII 

 

Figura 89: Representação do mecanismo de esterificação bi-bi ordenado com 

inibição “dead-end” pelo AE, na formação de MEP catalisada pela enzima CaL B 

em microemulsão AOT 
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Equação XII 

 

onde v é a velocidade inicial de reação; Vmax é a velocidade máxima; [A] são [B] são as 

concentrações iniciais de álcool e ácido, respectivamente; KmA é a constante de Michaelis 

para o álcool IPG; KmB é a constante de Michaelis para o AE; Ki é a constante de dissociação 

para o EB e Kia é a constante de A. 

    De posse dos dados obtidos nos gráficos de duplos-recíprocos disponíveis na figura 88a 

para as concentrações fixas de AE, duas replotagens foram construídas, utilizando o inverso 

do declive da linha que corresponde a cada concentração fixa do ácido. Em primeira 

instância, os inversos dos declives foram replotados contra o inverso das concentrações do 

ácido (figura 90a). O gráfico resultando gerou uma curva, a qual está de acordo com o 

esperado para uma inibição “dead-end” pelo substrato em um sistema bi-reagente ordenado 

(Segel, 1975). 

     De acordo com a variação da concentração de AE, observa-se que há uma relação linear 

apenas em altos valores de 1/[ácido], ou seja, para baixas concentrações de AE (onde o ácido 
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Figura 90: a) Plotagem do Declive 1/[IPG] (calculado a partir da figura 88) contra o inverso de diversas concentrações 

baixas de AE, onde este atua principalmente como substrato; b) Plotagem 1/[IPG] (calculado a partir da figura 59) contra o 

inverso de diversas concentrações altas de AE, onde este atua principalmente como inibidor.  
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atua principalmente como substrato). O coeficiente de correlação da reta gerada para os altos 

valores de 1/[AE] foi 0,999, indicando muito boa linearidade.  

     A replotagem demonstrada na figura 90b denota novamente uma curva, que está de acordo 

com o que é esperado para um mecanismo de inibição “dead-end” pelo substrato em um 

sistema bi-reagente ordenado (Segel, 1975). Neste caso, há somente uma relação linear nos 

maiores valores de concentração de ácido (o ácido atua principalmente como inibidor). O 

coeficiente de correlação desta assíntota para valores elevados de concentração de AE foi de 

0,965, indicando uma boa linearidade. Pelo fato de os perfis gráficos encontrados nas figuras 

88 e 90, estarem de acordo com dados presentes na literatura, apenas em algumas partes,  está 

de acordo com o perfil esperado para um substrato que, em baixas concentrações, atua 

essencialmente como substrato, enquanto que em concentrações elevadas, atua 

principalmente como inibidor.  Além disso, os dados de 1/Vmáx, obtidos da figura 90a foram 

plotados na figura 90, sendo confrontados com os inversos das concentrações de AE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

       A relação encontrada também é linear, com coeficiente de correlação igual a 0,995, 

indicando novamente uma boa linearidade. A partir desses gráficos gerados, e levando-se em 

conta os declives, e os pontos de interseção entre os eixos, as constantes cinéticas para o 

sistema bi-bi ordenado com a inibição pelo substrato pôde ser calculado (Tabela 44). 

 

Figura 91: Relação entre 1/Vmax contra o inverso das concentrações de ácido 

esteárico, calculados a partir da figura 90. 
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Tabela 44: Valores das constantes cinéticas determinadas pelos dados experimentais. A e B representam os 

substratos IPG e AE, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Diversos mecanismos têm sido propostos para explicar as reações catalisadas por lipase, 

tendo-se como principal mecanismo aceito, o pingue-pongue bi-bi (Blattner et al, 2006; 

Zoumpanioti et al, 2010; Yadav & Borkar, 2010; Fiametti et al, 2012, Stergiou et al, 2013). 

Este mecanismo é uma forma de ilustrar a ligação alternativa de substratos e a liberação de 

produtos de uma reação de dois substratos com formação de dois produtos (Bezbradica et al, 

2013). A primeira etapa deste mecanismo envolve a ligação do doador de acila (como um 

ácido graxo, por exemplo), resultando na formação de um complexo acil-enzima. Em uma 

próxima etapa, o primeiro produto (água) é liberado. Em seguida, a molécula aceptora de 

acila (o álcool) liga-se, e na etapa final, o éster é libertado. No entanto, os mecanismos de 

pingue-pongue básicos acabam por não descreverem corretamente as reações de esterificação 

catalisadas por lipases, uma vez que a inibição pelo excesso de um dos substratos é 

frequentemente relatada, como no caso deste trabalho. Esta inibição pelo substrato ocorre 

devido a formação de um completo inativo, denominado de "complexo dead-end". Num caso 

da inibição por um doador de acila, como no caso de nosso trabalho, o AE, um complexo 

inativo, contendo duas moléculas de AE ligados a enzima é formado (Yadav & Lathi, 2004; 

Bezbradica et al, 2013). Quando inibição por um excesso de aceptor de acila ocorre, como no 

caso de inibições pelo álcool, como denotado no trabalho de Bezbradica et al (2013),  um 

complexo inativo enzima-receptor é formado, não sendo então, formado o produto final, no 

caso, o éster, já que a terceira etapa do mecanismo não ocorre. Nestes casos, como o 

mecanismo pingue-pongue bi-bi não é totalmente seguido, diz-se que há um mecanismo bi-bi 

ordenado. 

Parâmetros Valores 

Vmax (mol l
-1

 min
-1

) 3.6 

KmA (mol l
-1

) 43.4 

KmB (mol l
-1

) 98.6 

Ki (mol l
-1

) 69.4 

Kia (mol l
-1

) 57.8 
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     Além do trabalho atual, anteriormente citado, existem descrições na literatura, de reações 

onde se é comprovado o mecanismo bi-bi ordenado com complexo “dead-end” do substrato, 

como o de Tramper et al (1992), além daqueles que onde reações de esterificação de ácidos 

graxos foram estudadas (García et al, 2000; Yadav & Devi, 2002; Yadav & Lathi, 2004). No 

trabalho de Yadav & Devi, este mecanismo foi proposto para a síntese de ácido perláurico 

catalisada pela enzima Novozym 435 tendo-se tolueno como solvente. Entretanto, nenhum 

efeito de inibição foi observado. Já em 2004, Yadav & Lathi publicaram a síntese do laurato 

de citronelol, tendo-se a mesma lipase como biocatalisador, denotando-se para a reação, um 

mecanismo bi-bi ordenado, com inibição “dead-end” pelo ácido láurico. Para esta mesma 

reação citada anteriormente, porém, catalisada pela lipase livre de Cândida rugosa, Serri et al 

(2006), validaram tanto o mecanismo Ping-Pong bi-bi quanto o mecanismo bi-bi ordenado 

como responsáveis pela formação do laurato de citronelol, concluindo que o último modelo 

era o que melhor se adequava ao processo. Entretanto, os valores das constantes cinéticas dos 

dois modelos foram altamente contraditórios, devido às diferenças relativas às condições 

reacionais (a utilização de diferentes tipos de suporte, já que foram testadas a enzima 

imobilizada em Amberlite MB-1 e Celite, além de diversas temperaturas e solventes, como 

(n-hexano, n-heptano, e isooctano)). Garcia e colaboradores (2000) estudaram a cinética da 

formação de oleato de isopropila catalisada pela lipase por C. antártica lipase e os valores 

calculados para as constantes foram muito mais baixos do que os dos trabalhos discutidos 

anteriormente nesta seção. No entanto, o modelo aplicado foi um tipo de modelo bi-bi 

ordenado contendo 13 parâmetros cinéticos, o que gerou elevada incerteza dos dados obtidos. 

Os valores das constantes cinéticas calculadas neste trabalho foram similares àqueles 

apresentados por Yadav & Lathi para a síntese do laurato de citronelol (Vmax= 10.5531 mol 

L
−1

min
−1

g
−1

 de enzima, Ki = 1.6641 mol L
−1

g
−1 

de enzima, KA= 38.9845 mol L
−1

g
−1

de 

enzima, KB= 25.3566 mol L
−1

g
−1

 de enzima) e cerca de dez vezes maior do que aqueles 

publicados por Garcia et al (2000) para a síntese do oleato de isopropila (Ki= 1.63 × 10
−2

mol 

L
−1

, KA= 6.88 × 10
−1

mol L
−1

, KB = 7.01 × 10
−1

mol L
−1

). São ainda significativamente 

diferentes daqueles propostos por Serri et al (2006) para a mesma síntese do laurato de 

citronelol (Vmax= 0.0698 mol L
−1

min
−1

g
−1

 de enzima, Ki= 0.0078 mol L
−1

g
−1

 de enzima, KA= 

0.7471 mol L
−1

g
−1

 de enzima, KB = 0.3486 mol L
−1

g
−
1 de enzima), já que os valores foram 

calculados foram demonstrados com diferença de 4 ordens de magnitude. Ao comparar estes 

valores com o de outros trabalhos, tais autores atribuem esta discrepância às diferentes 

condições operacionais. 
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5.7 - Imobilização da Microemulsão AOT CaL em Organogel 

 

     Esta etapa do trabalho consistiu na investigação do potencial biocatalítico da 

microemulsão AOT CaL imobilizada em organogel. A grande vantagem deste sistema é a 

possibilidade de manutenção da atividade catalítica da enzima em microemulsão, imobilizada 

em um biopolímero que permite a difusão entre substratos e produtos, fazendo com que os 

produtos sejam recolhidos no solvente reacional, sem a necessidade de separação do 

surfactante.  

     O primeiro passo foi a imobilização da microemulsão em gel de HPMC previamente 

hidratado, nas proporções descritas na seção experimental. A matriz gerada é de aspecto 

semissólido opaco, como demonstrado na figura 92. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 92: Matriz de Organogel de HPMC contendo a 

microemulsão AOT CaL imobilizada, evidenciando o 

aspecto semissólido opaco. 
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     Como no sistema AOT/CaL estudado anteriormente, ótimas conversões foram 

encontradas em apenas 30 minutos de reação, onde cerca de 80% de MEP foram detectados, 

decidimos avaliar o perfil reacional deste sistema nas mesmas condições anteriores, com 

razão molar AE:IPG 1:1 (100mM), temperatura 40°C. Como este novo sistema formado é 

heterogêneo, há a possibilidade de se utilizar diferentes solventes reacionais. Portanto, foram 

investigadas as conversões geradas para o sistema AOT CaL imobilizado em organogel 

(OG), tendo-se como solvente o isooctano, além do n-heptano, n-hexano e Ciclohexano 

(figura 93).  

 

     Como observado, as melhores conversões foram encontradas em n-heptano, solvente que 

proporcionou também os melhores resultados com as enzimas imobilizadas comercialmente, 

como foi descrito nos capítulos 4 e 5 deste trabalho. Como explicação plausível, têm-se os 

valores de Log P para cada um deles, que refletem lipofilicidades e viscosidades 

diferenciadas, influenciando na estabilidade da enzima, e na superfície de contato entre 

substratos e enzima. Tais valores encontrados nesta etapa corroboram os valores discutidos 

na tabela 13, onde relações semelhantes entre conversões e solventes foram encontradas. Se 

levarmos em conta que o sistema AOT CaL gerou uma conversão de 80% em 30 minutos, e o 

sistema OG, em n-heptano, gerou 90% de MEP, podemos dizer que este ultimo sistema gerou 

um aumento da performance enzimática. A produtividade gerada no sistema AOT CaL foi de 

72,6g de MEP. h
-1

 . g de enzima 
-1

, enquanto que para o sistema OG, um valor de 101,2 g de 

MEP. h
-1

. g de enzima
-1

 foi encontrado, confirmando-se a melhoria do sistema. O perfil 

reacional do sistema OG também foi avaliado (figura 94). 

 

 

Figura 93: Conversões em MEP demonstradas pelos diferentes solventes testados na reação de esterificação do 

AE e IPG catalisada pelo sistema AOT/CaL imobilizado em organogel (OG). AE/IPG 1:1 (100mM), 40°C. 
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     Tendo-se em vista a robustez do sistema OG, decidimos investigar a síntese de MEP 

catalisada pelo sistema OG em condições de fluxo contínuo (figura 95). Para esta etapa, 2g de 

gel (HPMC) foram hidratados, e a microemulsão AOT CaL, posteriormente incorporada, 

gerando um sistema OG contendo 1,2mg de lipase no total, o qual foi acondicionado em uma 

coluna de leito fixo de 5,5mL. Fluxos variando de 0,05 a 1,0mL/minuto foram testados a 

40°C, em n-heptano como solvente reacional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados para esta investigação inicial encontram-se na tabela 42: 

 

 

 

 

 

 

Figura 94: Perfil reacional para a reação de formação de MEP catalisada pelo sistema 

OG: AE e IPG 1:1 (100mM), 40°C. 

Figura 95: Esquema da investigação do perfil reacional para a formação de MEP catalisada pelo 

sistema OG em condições de fluxo contínuo. 
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Tabela 45: Investigação inicial da síntese de MEP catalisada pelo sistema OG em condições de fluxo contínuo. 

AE: IPG 1:1 (100mM, n-heptano), 1,2mg de lipase CaL B. 

 Fluxo (mL/min)/n-heptano 

Temperatura (°C) 1,0 0,5 0,1 0,05 

25 8 12 21 25 

35 38 42 56 55 

40 59 58 81 86 

45 69 93 100 77 

50 50 54 66 64 

55 turbidez turbidez turbidez turbidez 

60 turbidez turbidez turbidez turbidez 

 

     Como observado na tabela 45, excelentes resultados puderam ser encontrados a 45°C, com 

em tempos de residência de 88 e 44 minutos, com conversões de 100 e 93% respectivamente. 

Entretanto, vale a pena ressaltar que, a conversão de 93% é obtida em apenas 11 minutos, e 

não em 55, quando há conversão total. Em tempo de residência de 11 minutos, uma 

produtividade de 241g . h
-1

 . g de enzima 
-1

 é gerada, número muito superior ao encontrado 

para o sistema OG em condições de batelada. Neste caso, houve uma redução drástica do 

tempo reacional necessário, além da pequena quantidade de enzima aplicada (apenas 1,2mg), 

gerando excelentes conversões, e refletindo nos valores de produtividade encontrados, sendo 

este, um sistema eficiente para a síntese do éster em questão. Tal eficiência do sistema torna-

se ainda mais interessante se levarmos em conta as produtividades obtidas na etapa em 

batelada tendo-se as enzimas comerciais como biocatalisadores, além dos tempos reacionais 

necessários (4h). Desta forma, o sistema em OG foi o mais eficaz para a produção de MEP.  

     A partir de 50°C, quedas sucessivas na conversão puderam ser encontradas, e nas 

temperaturas mais altas, uma grande turbidez das amostras foi detectada. Tal fato pode ser 

explicada por uma lixiviação da água presente no gel, além da enzima imobilizada, que 

juntamente com o solvente orgânico empregado, gera-se uma emulsão, a qual foi recolhida. A 

fim de se investigar a possível lixiviação de proteínas para o meio reacional, novas alíquotas 

foram recolhidas em todos os fluxos testados, e nas maiores temperaturas (50, 55 e 60°C), e 

investigadas quanto a quantidade de proteínas no meio, através do método de Bradford 

(figura 96). 
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     A figura 96 mostra que, em maiores temperaturas, maiores quantidades de proteínas são 

encontradas. Esta concentração aumenta ainda mais com o aumento do fluxo de 

bombeamento dos substratos pela coluna. Segundo Zoumpanioti et al (2008), sistemas de 

organogel em HPMC se mantêm estáveis em até 50°C, temperatura onde é capaz de manter a 

capacidade catalítica da enzima. Acima desta temperatura, devido a desnaturação do 

biopolímero, há a desestruturação da matriz formada, sendo responsável pelo escapamento de 

proteínas para o meio reacional (Blattner et al, 2006). Em primeira instância, há o fechamento 

dos póros do gel, como efeito da mudança conformacional do polímero, seguida da 

desnaturação completa (Zoumpanioti et al, 2006). Aliado a este efeito térmico, fluxos altos de 

bombeamento aceleram este processo, causando um efeito de lixiviação da enzima 

imobilizada no sistema.  

     De modo a melhorar a produtividade gerada por este sistema, a síntese de MEP catalisada 

por este sistema foi submetida a aumento de concentração de reagentes, variando-se as 

concentrações dos mesmos, de 100 a 1M em n-heptano, mantendo-se a proporção molar de 

1:1 (tabela 46). 

 

 

 

 

Figura 96: Quantidade de proteínas lixiviadas, em mg/mL das alíquotas de meio reacional 

retiradas na reação de formação de MEP, catalisada pelo sistema OG em condições de 

fluxo contínuo. 
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Tabela 46: Resultado do aumento de concentração de reagentes para a formação de MEP catalisada pelo 

sistema OG sob condições de fluxo contínuo, a 0,5mL/min (11 minutos), 45°C. 

Concentração de 

 Substrato(mM) 

 

Conversão (%) 

100 92 

150 91 

300 91 

500 91 

 750 54 

1000 turbidez 

 

    Desta forma, o sistema conseguiu manter boas conversões com concentrações de substratos 

de até 500mM, gerando uma produtividade final de 996g de MEP . h
-1

. g de enzima
-1

, sendo 

este o sistema mais eficiente para a produção do éster em questão até aqui.  

    O sistema em questão foi também submetido a investigação quanto a quantidade de 

reciclos possíveis, para fins de comparação com os sistemas anteriormente estudados (figura 

97). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Como visto na figura 97, o sistema OG foi capaz de gerar cerca de 15 reciclos possíveis, 

sem que a enzima imobilizada perdesse sua capacidade catalítica. Além disto, a partir do 16° 

Figura 97: Reciclos possíveis e relação com quantidade de proteínas lixiviadas para a reação 

de formação de MEP catalisada pelo sistema OG em fluxo contínuo, a 0,5 mL/min, 45°C, 

AE e IPG 1:1 (500mM) em n-heptano. 
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reciclo, quedas nas conversões são observadas de forma acentuada e sucessiva, fato o qual 

está intimamente ligado a lixiviação da enzima para o meio reacional, que é bombeada para o 

lado de fora do sistema. Esta quantidade de reciclos sem perda de biocatalisador reafirma a 

robustez e as vantagens da utilização do sistema de OG para a síntese do éster em questão. 
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CAPÍTULO 7 

Considerações Finais Sobre o Trabalho 

7.1 – Relação entre Produtividade e Eficiência dos Biorreatores Estudados 

 

     Como discutido anteriormente durante o trabalho, uma das formas de se avaliar um 

biorreator é calcular sua produtividade. Neste trabalho, a produtividade de cada sistema foi 

calculada através de suas relações entre a quantidade de produto formada, o tempo reacional, 

e a quantidade de enzima. Deste modo, os valores encontrados foram expressos em g de 

produto.h
-1

.g de enzima
-1

. De posse dos valores de dessorção da lipase RM IM (24,26mg de 

enzima/g de suporte), os valores encontrados com as etapas utilizando a referida enzima 

puderam ser ajustados (tabela 47).  

 

Tabela 47 : Comparação entre os resultados obtidos em casa rota biotecnológica estudada. 

Biorreator Ácido graxo 

utilizado 

Tempo 

(minutos) 

mg de enzima P (g  produto/h/g 

de enzima) 

Batelada – agitação 

orbital 

 

AE 4h 0,2426 1,88 

 

Batelada –  

Agitação Orbital 

 

RAG 
 

4h 
 

0,2426 
 

0,89 

 

Fluxo Contínuo 

 

AE 

 

24min 

 

10,18 

 

518,2 

 

Fluxo Contínuo 

 

 

RAG 

 

24min 

 

10,18 

 

397,2 

Batelada – Livre 

de Solventes 

 

 

AE 

 

4h 
 

0,344 
 

2,518 

Batelada – Livre 

de Solventes 

 

RAG 4h 0,310 2,612 

Microemulsão 

AOT/Isooctano 

 

AE 30min 0,9 72,6 

Microemulsão 

AOT/Isooctano em 

Organogel - 

Batelada 

 

AE 

 

4h 

 

1,2  

 

101,2 

Microemulsão     
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AOT/Isooctano em 

Organogel – Fluxo 

Contínuo 

AE 4h 1,2 mg 241 

     

     Como descrito neste trabalho, as reações em leito fixo demonstraram excelentes resultados 

em tempo muito inferiores àquelas procedidas em condições de batelada, além de possibilitar 

maior reciclabilidade do biocatalisador. Embora quantidades muito maiores de enzima 

tenham sido utilizadas nesta rota, tal quantidade foi melhor-aproveitada, já que não houve 

efeitos de cisalhamento, ocasionado pela agitação dos sistemas em batelada, principalmente 

naqueles reatores do tipo CSTR, demonstrando que houve, de fato, uma otimização do 

biorreator. 

     De acordo com a tabela 47, o sistema em fluxo contínuo ofereceu maiores produtividades, 

se comparado aos sistemas em batelada, sendo estes com ou sem solventes, expressando 

maior potencial de aplicação industrial. Portanto, em termos de reaproveitamento, o sistema 

em fluxo continuo prevalece, com possibilidade de acoplamento entre as etapas, como 

demonstrado no capitulo 5. Embora os sistemas sem solventes apresentem uma abordagem 

mais ecologicamente viável e correta, estes demonstraram produtividades inferiores àquelas 

demonstradas em sistemas de leito fixo, além de quantidades inferiores de reciclos. 

     Os valores numéricos encontrados revelam informações interessantes, como no caso do 

sistema microemulsionado em AOT/Isooctano, onde com quantidades muito menores de 

enzimas, além de tempos muito reduzidos de reação, se comparados os sistemas com enzimas 

imobilizadas, ótimas conversões puderam ser encontradas, elevando-se os valores de P 

calculados. Ainda sobre os sistemas em AOT, a imobilização em organogel gerou um maior 

reaproveitamento do sistema microemulsionado, visto que micelas reversas apresentam como 

limitações a dificuldade de separação dos produtos e a ausência de reciclabilidade. 

     Embora sistemas diferenciados de reação estejam sendo comparados, através de seus 

valores de P obtidos, deve-se ressaltar que cada resultado de conversão foi obtido em diversas 

condições reacionais, como temperatura, quantidade de enzima, presença ou ausência de 

agitação. Deste modo, com o objetivo de se verificar a magnitude dos valores de 

produtividade, as reações em batelada para a obtenção de MRAG e MEP foram procedidas 

com a mesma quantidade de enzima utilizada na etapa em fluxo contínuo. Entretanto, 

nenhuma diferença significativa foi encontrada com este excesso de enzima, tanto nas 

velocidades iniciais de reação, quanto nas conversões finais. Além disto, as reações em fluxo 

contínuo foram mantidas sob recirculação de substratos durante 4h, que é o tempo ótimo de 
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reação em batelada. Entretanto, baixas conversões são obtidas, devido a hidrólise ocorrida no 

sistema. Desta maneira, os sistemas em fluxo contínuo foram mais atraentes do que aqueles 

em batelada. 

     No que diz respeito aos sistemas microemulsionados,  

 

7.2 – Conclusões Finais 

 

 O monoestearato de glicerila (MONOEST), pôde ser produzido via enzimática, por 

diversas rotas biotecnológicas, dispondo de condições brandas de reação. Estas rotas 

envolveram as etapas em batelada e em fluxo contínuo, assim como reações em 

sistemas com e sem solventes, além de microemulsões; 

 

 Através da metodologia de superfície de resposta, as melhores condições reacionais 

puderam ser encontradas, assim como a estimativa dos efeitos de diversas variáveis 

reacionais; 

 

 Um resíduo de ácidos graxos, proveniente da indústria de refino de óleo de Palma 

(RAG) pôde ser utilizado como matéria-prima para a síntese de MAG, agregando-se 

valor ao produto final; 

 

 As reações em batelada, embora apresentassem altas conversões com a lipase RM IM, 

demonstraram menor capacidade de reciclos do biocatalisador, como consequência do 

cisalhamento do suporte; 

 

 Sob condições de fluxo contínuo, a MEP foi produzida em apenas 20 min, em 

concentrações de 2,0M de reagentes. Já o MRAG, 1,5M de substratos foi a 

concentração máxima. 

 

 Através da dessorção da lipase RM IM de seu suporte, as produtividades dos sistemas 

puderam ser calculadas, onde o biorreator em leito fixo demonstrou maiores valores, 

revelando ser um método viável para a produção dos MAGs de estudo. 
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 A lipase RM demonstrou baixa atividade em micela reversa de AOT/Isooctano, sendo 

o sistema AOT/CaL, o mais eficiente, onde em apenas 30 min de reação, cerca de 

80% de conversão foram encontrados, com apenas 0,9mg de enzima; 

 

 Estudos cinéticos demonstraram que a formação de MEP em micelas reversas é regida 

pelo mecanismo Bi-bi ordenado, com um a inibição do tipo “Dead-End” pelo ácido 

esteárico, além de cooperação negativa do IPG em altas concentrações fixas; 

 

 O sistema AOT/CaL imobilizado em organogel (OG) permitiu a utilização do sistema 

por 15 vezes, sem a perda de atividade. Entretanto, altas temperaturas e fluxos 

desnaturam o polímero do gel, e permitem a lixiviação do biocatalisador para o meio 

reacional. 
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APÊNDICE A: 

 

Métodos Cromatográficos e Cromatogramas 

Ilustrativos 

 

     Nesta seção, será mostrada a curva de calibração realizada para a quantificação de ácido 

esteárico em algumas nas amostras em tempo inicial de reação, assim como ao fim do 

process, de modo a se certificar do método de Lowry-Tinsley para o cálculo das conversões. 

Além disto, exemplos de cromatogramas obtidos para estas reações, assim como para o RAG 

também serão mostrados, assim como alguns perfis cromatográficos obtidos nas reações em 

sistemas microemulsionados em AOT/Isso-octano, através da técnica de CG-FID, realizadas 

na etapa de colaboração internacional no Nacional Hellenic Reseaarch Foundation, em 

Atenas, Grécia. 

 

A1 - Curva de Calibração do AE 

 

     A fim de se obter uma quantificação do ácido esteárico presente nas reações iniciais e 

produtos finais de esterificação, para a formação de MEP, como forma de conferir a validade 

do método de Lowry-tinsley, diluições do AE em n-heptano, nas concentrações de 0,10; 0,50; 

1,0; 5,0; 10mg/ml, foram analisadas via CG-EM, como descrito na seção experimental, a fim 

de se construir uma curva de calibração. 
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Figura A 1: Curva de calibracao do ácido esteárico 

 

A2 – Cromatogramas Ilustrativos 

 

 

A seguir, alguns cromatogramas ilustrativos, obtidos nas etapas de maiores conversões em 

produtos, são mostrados: 

 

y = 2E+07x + 2E+06 

R² = 0,9981 
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Figura A 2: Cromatograma do Ácido Esteárico, denotando tempo de retenção em 15,76min. 
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Figura A 3: Cromatograma do IPG, denotando tempo de retenção em 5,96 minutos. 

 

 

Figura A 4: Cromatograma da reação de formação de MEP em altas concentrações de substratos sob condições 

de fluxo contínuo. AE:IPG 1:1 (2,5M), 60°C e fluxo de 0,1 mL/min, evidenciando pequenas quantidades de AE 

e ausência de IPG. 
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Figura A 5: Cromatograma da Reação de formação de MONOEST, oriunda da quebra do acetal presente na MEP. 
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Figura A 7: Cromatograma da reação de formação de MRAG, obtido sob condições de fluxo contínuo. 

Condições: IPG e RAG 1:1 (1,5mol/L em n-heptano), 60°C, 0,1mL/min. 

 

   

Figura A 6: Cromatograma do RAG, demonstrando a presença dos ácidos Palmítico, esteárico e oleico. 

Figura A 8: Cromatograma de CG-FID do início da reação de formação de MRAG, catalisada pelo sistema de 

microemulsão em AOT/Iso-octano contendo a lipase CaLB sob condições de fluxo contínuo. Condições: IPG e RAG 1:1 

(1,5mol/L em n-heptano), 60°C, 0,1mL/min. 
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Figura A 9: Cromatograma do melhor resultado obtido em microemulsões AOT/Iso-octano 
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APÊNDICE B: 

Detalhamento dos Resultados 
     

 Neste apêndice, serão demonstrados os detalhamentos dos resultados obtidos nos estudos 

para a formação dos MAGs de estudo. 

 

Tabela B 1: Resultados experimentais obtidos na investigação inicial de lipases na reação de esterificação do 

AE com o IPG com enzimas livres. Condições: AE (75mM) e IPG (150mM) 2:1 em n-heptano, 250 rpm, 60°C, 

lipases 1% p/p ou p/v. 

 

Tempo (min) 
Conversão (%) 

TL RM CaL B PS 

0 0 0 0 0 

5 2,1 2,4 0,37 0,9 

10 2,5 4,6 1,01 1,2 

15 5,5 17,7 1,9 1,2 

30 17,1 24,4 2,3 0,94 

45 21,7 33,4 2,3 1,07 

60 24,9 41,5 23,4 1,04 

 

Tabela B 2: Resultados experimentais obtidos na investigação inicial de lipases na reação de esterificação do 

AE com o IPG com enzimas imobilizadas. Condições: AE (75mM) e IPG (150mM) 2:1 em n-heptano, 250 rpm, 

60°C, lipases 1% p/p. 

 

Tempo (min) 
Conversão (%) 

TL IM RM IM N435 PSIM 

0 0 0 0 0 

5 30,52 27,46 50,48 4,54 

10 48,55 40,98 56,77 5,63 

15 63,92 59,78 63,06 8,1 

30 68,82 62,97 72,94 8,83 

45 69,69 67,19 74,28 9,22 

60 79,12 71,47 76,85 9,75 
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Tabela B 3: Resultados obtidos para a cinética de produção enzimática do MEP em n-heptano, catalisada pelas 

lipases RM IM e TL IM. Condições: AE (75mM) e IPG (150mM) 2:1 em n-heptano, 250 rpm, 60°C, lipases 1% 

ou p/v. 

Tempo reacional 

(min) 

Conversão, % 

RM IM TL IM 

0 0 0 

1 2 2 

2 4 4 

3 7 7 

4 9 10 

5 13 13 

10 15 14 

11 18 17 

12 21 19 

13 22 21 

14 24 25 

15 26 28 

30 37 42 

45 50 56 

60 72 79 

120 93 88 

240 94 91 

300 94 93 

360 94 93 

 

Tabela B 4: Resultados experimentais obtidos para a cinética de reação de formação do MEP catalisada pela 

lipase RM IM em diversos solventes. Condições: AE:IPG 1:2, 60°C, 250 rpm. 

Tempo 

reacional 

(min) 

Conversão, % 

Iso-octano Ciclo-Hexano n-Hexano n-Heptano 

0 0 0 0 0 

1 1,87 1,38 1,47 2 

2 3,74 2,65 2,89 4 

3 6,54 4,87 5,04 7 

4 8,41 5,94 6,35 9 

5 12,15 8,98 9,44 13 

10 14,02 10,45 11,02 15 

11 16,82 11,24 12,35 18 

12 19,62 13,45 14,27 21 

13 20,56 14,52 15,32 22 

14 22,42 18,27 17,2 24 

15 24,29 19,2 18,2 26 

30 34,57 25,17 26 37 

45 46,72 38,77 40 50 

60 67,28 51,21 53 72 
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120 86,91 68,41 71 93 

240 87,85 74 77 94 

300 87,85 74 77 94 

360 87,85 74 77 94 

 

Tabela B 5: Resultados experimentais obtidos para a cinética de reação de formação do MEP catalisada pela 

lipase RM IM em diversos solventes. Condições: AE:IPG 1:2, 60°C, 250 rpm. 

Tempo 

reacional 

(min) 

Conversão, % 

n-heptano Ciclo-Hexano n-Hexano Isso-octano 

0 0 0 0 0 

1 2 1 1,38 1,76 

2 4 2 2,65 3,62 

3 7 3 4,87 6,41 

4 10 4 5,99 8,1 

5 13 7 8,78 11,44 

10 14 8 10,24 13,41 

11 17 9 11,78 16,14 

12 19 11 13,54 19,01 

13 21 12 14,74 19,24 

14 25 16 16,14 21,47 

15 28 17 17,52 23,1 

30 42 24 24 33,01 

45 56 36 38 45,77 

60 79 50 48 65,1 

120 88 66 68 84 

240 91 71 68 84 

300 93 72 68 86 

360 93 73 69 83 

 

Tabela B 6: Efeito da razão molar sobre a conversão de monoestearato de IPG, catalisada pela lipase RM IM  à 

temperatura de 60°C, concentração de enzima de 1% (p/v) e agitação de 250 rpm. 

Tempo 

Reacional 

(min) 

Conversão, % 

Razão molar 1:1 Razão molar 2:1 Razão molar 3:1 

0 0 0 0 

1 2 1 0,5 

2 5 1,7 1 

3 7 3,5 2 

4 9 4,5 3 

5 13 6 4 

10 15 7,2 6 

11 18 9 8 

12 20 11 9 
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13 22 13 10 

14 24 16 12 

15 26 19 13 

30 41 33 25 

45 60 48 33 

60 78 62 44 

120 93 75 62 

180 94 79 66 

240 94 81 68 

300 94 82 68 

360 94 81 68 

 

Tabela B 7: Efeito da razão molar sobre a conversão de monoestearato de IPG, catalisada pela lipase TL IM  à 

temperatura de 60°C, concentração de enzima de 1% (p/v) e agitação de 250 rpm. 

Tempo 

Reacional 

(min) 

Conversão, % 

Razão molar 1:1 Razão molar 2:1 Razão molar 3:1 

0 0 0 0 

1 2 1,54 1,1 

2 4 3,08 2,3 

3 7 5,39 3,5 

4 10 7,7 4,9 

5 13 10,01 5,7 

10 14 10,78 6,8 

11 17 13,09 7,9 

12 19 14,63 9,4 

13 21 16,17 10,28 

14 25 19,25 12,33 

15 28 21,56 14,65 

30 50 38,5 28 

45 69 48 35 

60 82 64 45 

120 87 77 56 

180 91 81 61,88 

240 93 80 63,24 

300 93 81 63,24 

360 93 81,3 62,95 
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Tabela B 8: Reciclos possíveis para a enzima RM IM e conversões obtidas na reação de formação do MEP, em 

condições de batelada, com agitação orbital (em shaker), juntamente com a avaliação da quantidade de proteínas 

lixiviadas para o meio reacional em cada ciclo. Condições: AE:IPG 1:1 (53,6mM), 58,5°C, 225rpm. Quantidade 

de proteínas doseada pelo método de Bradford (1976). 

Reciclos Conversão (%) Quantidade de 

Proteína Lixiviada 

(mg) 

1 94,7 0 

2 92,23 0 

3 92,09 0 

4 91,14 0 

5 90,96 0 

6 90,19 0 

7 90,06 0 

8 88,27 0,41 

9 85,4 0,60 

10 75,29 0,98 

11 63,18 1,29 

12 54,21 2,49 

13 45,4 3,18 

14 32,2 3,90 

15 25,7 4,18 

16 15,9 5,21 

17 13,3 6,59 

18 6,35 7,54 

19 5,37 8,37 

20 2,14 8,54 

 

Tabela B 9: Monitoramento da reação de formação da MEP catalisada pela enzima RM IM em reator (CSTR) 

Easy-max, Mettler Toledo. Condições: AE:IPG 1:1 (53,6mM), 58,5°C, 225rpm. 

Tempo Reacional (h) Conversão (%) 

0 0,00 

1 89,56 

2 91,16 

3 92,84 

4 93,81 

5 93,76 

6 93,69 
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Tabela B 10: Avaliação de reciclos e lixiviação de proteínas. para o meio reacional em cada ciclo. Condições: 

AE:IPG 1:1 (53,6mM), 58,5°C, 225rpm. Quantidade de proteínas doseada pelo método de Bradford (1976). 

Reciclos Conversão, 

% 

Quantidade de 

Proteína (mg) 

1 95,25 0 

2 95,14 0 

3 94,44 0 

4 91,45 0 

5 89 0 

6 85 0 

7 81 0,45 

8 79 0,88 

9 73,12 1,32 

10 59,34 5,44 

11 45,31 12,24 

12 32,89 48 

13 18 55 

14 10,15 64 

15 2,65 77 

16 0,2 82,3 

 

 

 
Tabela B 11: Resultados obtidos para a atividade residual do sobrenadante, de acordo com a concentração de 

Triton X-100 utilizada no ensaio de dessorção da lipase RM IM de seu suporte, segundo a metodologia descrita 

por Cabrera et al, 2008. 

Concentração de Triton 

X-100 (%) 

Atividade Residual do 

Sobrenadante (%) 

0 0 

0,5 10,2 

1 30,4 

1,5 70,45 

2 90,12 

2,5 100 
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Tabela B 12: Reciclos possíveis e quantidade de proteínas presente no sobrenadante na reação de formação de 

MEP em altas concentrações de substratos sob condições de fluxo contínuo. AE:IPG 1:1 (2,5M), 60°C e fluxo 

de 0,1 mL/min. 

Reciclos Conversão 

(%) 

Quantidade de proteinas 

lixiviadas (mg) 

1 95,15 0 

2 95,17 0 

3 95,02 0 

4 94,9 0 

5 94,31 0 

6 94,12 0 

7 93,87 0 

8 93,2 0 

9 93,09 0 

10 92,09 0 

11 91,08 0 

12 91,16 0 

13 90,22 0 

14 90,01 0 

15 89,14 0 

16 88,35 0 

17 85,37 0 

18 80,28 12 

19 76,28 16,3 

20 72,13 22 

21 56,34 27 

22 44,26 33,7 

23 25,09 40 

24 12,22 56,3 

25 7,08 67,3 

26 1,08 70,8 
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Tabela B 13: Reciclos possíveis, conversões obtidas e análise da concentração de proteínas nas alíquotas 

recolhidas na reação de formação do MRAG em condições de fluxo contínuo, catalisada pela lipase RM IM. 

Condições: IPG e RAG 1:1 (1,5mol/L em n-heptano), 60°C, fluxo de 0,1mL/min. 

Reciclo Conversão (%) Proteína 

Lixiviada (mg) 

1 90 0 

2 90 0 

3 89 0 

4 89 0 

5 90 0 

6 90 0 

7 90 0 

8 90 0 

9 90 0 

10 90 0 

11 90 0 

12 90 0 

13 90 0 

15 90 0 

16 90 0 

17 90 0 

18 90 0 

19 90 0 

20 90 0 

21 84 1,25 

22 78 4,32 

23 66 5,78 

24 52 10,35 

25 48 15,68 

26 34 35,44 

27 28 42,27 

28 17 43,34 

29 12 45,12 

30 5 61,37 

 

Tabela B 14: Efeito da concentração da enzima RM IM (p/v) sobre a conversão do MEP, a razão molar de AE: 

IPG 1:1, temperatura de 58,5°C, agitação de 250 rpm, em sistema livre de solventes 

 
 

Tempo 

Reacional, min 

Conversão (%) 

1% de 

enzima  

3% de 

enzima  

5% de 

enzima  

10% de 

enzima 

15% de 

enzima 

0 0 0 0 0 0 

5 2,1 4 9,4 10,3 14 

10 3,2 7 14,1 28,3 34 

15 5,5 11 23,2 41,5 50 

30 13,7 29,14 42,8 72,7 78 
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60 34,5 51 76,32 83,4 87 

120 45 64 84,5 92,15 93 

180 55 69 90 93,17 96 

240 63 74 96,2 96,5 97,8 

300 66 75 95,5 95,2 97 

360 65 76,1 95,4 94,23 96,8 

420 66 75 94,1 95,3 98,1 

480 64 75,4 95,5 97 97,6 

 

Tabela B 15: Efeito da concentração da enzima RM IM sobre a conversão MRAG, a razão molar de RAG: IPG 

1:1, temperatura de 58,5°C, agitação de 250 rpm, em sistema livre de solventes 

 
 

Tempo 

Reacional, min 

Conversão (%) 

1% de 

enzima  

3% de 

enzima  

5% de 

enzima  

10% de 

enzima 

15% de 

enzima 

0 0 0 0 0 0 

5 2,6 4,6 8,6 9,5 12 

10 3,8 8,12 13,45 28 34 

15 6,5 13,1 21,4 42 50 

30 17 33,02 40,21 72 78 

60 41 58 74,65 84 87 

120 58 73 82,17 86 93 

180 70 79 88,64 92,1 96 

240 79 85 94,6 96,14 97,8 

300 78,21 84 95,14 96,17 97 

360 79,3 86,2 96,17 97,21 96,8 

420 78,14 85 95,2 96,28 98,1 

480 79,17 84,4 95,5 96,44 98,1 

 

Tabela B 16: Resultados das conversões obtidas no Rastreamento inicial das microemulsões em AOT/Iso-

octano e em Lecitina/Isopropanol, assim como a comparação com enzimas imobilizadas, para a síntese de MEP. 

Condições: 0,9mg de lipase (em microemulsões), 1% (p/v) com enzimas imobilizadas; AE e IPG 1:1 (100mm), 

40°C. 

Tempo 

Reacional 

(h) 

Sistema Microemulsionado Enzimas 

Imobilizadas Lecitina/Isopropanol AOT/Iso-octano 

CaL RM CaL RM RM IM N 435 

0 0 0 0 0 0 0 

1 9,13 7,3 70 48 56,3 56,6 

2 42 33,8 76,7 69,7 62,9 79,6 

3 59 54,5 66,2 64,9 72,4 86,2 

4 68,4 57,6 57 60 89,4 96 

5 55 50,2 55 54,6 90,24 96 
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Tabela B 17: Conversões demonstradas no estudo do perfil reacional da microemulsão AOT CaL. Condições: 

AOT/Iso-octano 0,1M, contendo AE:IPG 1:1 (100mM), 40°C, 0,9mg de lipase CaL B. 

Tempo 

Reacional (min) 

Conversão 1 Conversão 2 Conversão 3 Média 

0 0,00 0,00 0,00 0,00 

1 24,22 24,86 24,54 24,54 

2 34,45 34,22 34,34 34,34 

3 36,24 36,12 36,18 36,18 

4 40,45 40,22 40,34 40,34 

5 42,75 42,02 42,39 42,39 

7 48,10 48,05 48,08 48,08 

10 57,43 57,28 57,36 57,36 

15 65,23 62,98 64,11 64,11 

30 78,48 78,01 78,25 78,25 

45 79,25 79,45 79,35 79,35 

60 79,01 78,89 78,95 78,95 

90 79,25 79,01 79,13 79,13 

120 79,12 79,21 79,04 79,12 

 

Tabela B 18: Resultados obtidos no estudo do efeito da temperatura na conversão demonstrada pela 

microemulsão AOT/Iso-octano contendo a lipase CaL B para  a formação de MEP. Condições: AOT/Iso-octano 

1:1 (100mM), 0.9mg de lipase. 

 

Temperatura 

(°C) 

Conversões 

Conversão 1 Conversão 2 Conversão 3 Média 

35 66,35 67,12 67,05 66,84 

40 82,65 82,62 82,70 82,66 

45 77,05 76,99 77,02 77,02 

50 74,85 74,95 74,74 74,85 

55 68,98 69,02 69,05 69,02 

60 47,12 47,05 47,09 47,09 

 

Tabela B 19: Resultados obtidos no estudo do Efeito da quantidade de água nas taxas iniciais de reação para a 

formação de MEP, catalisada pela enzima CaL B estruturada em microemulsão AOT/Iso-octano. Condições: 

AOT/Iso-octano 1:1 (100mM), 0.9mg de lipase, 40°C. 

W0 ([H2O]/[AOT]) Taxa inicial de Reação 

(mM/min) 

5 2,77 

8 4,34 

10 6,07 

15 8,76 

20 13,75 
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Tabela B 20: Estudo do efeito da da quantidade de enzima na velocidade inicial de formação de MEP, 

catalisada pela lipase CaL B em microemulsão AOT/Iso-octano, a 40°C, com AE e IPG1 1:1 (100mM). 

Quantidade de Lipase 

CaL B (mg) 

Taxa inicial de reação 

(mM/min) 

0,3 6,89 

0,45 10,12 

0,6 13,15 

0,75 17,66 

0,9 20,20 

 

Tabela B 21: Conversões encontradas no estudo do Perfil reacional para a reação de formação de MEP 

catalisada pelo sistema em OG: AE e IPG 1:1 (100mM), 40°C. 

Tempo Reacional (min) Conversão (%) 

0 0 

5 31 

10 43 

15 58 

20 79 

30 92 

45 91 

50 92 

60 91,6 

120 90,5 

 

 

Tabela B 22: Reciclos possíveis e relação com quantidade de proteínas lixiviadas para a reação de formação de 

MEP catalisada pelo sistema OG em fluxo contínuo, a 0,5 mL/min, 45°C, AE e IPG 1:1 (500mM) em n-

heptano. 

Reciclos Conversão (%) Quantidade de 

Proteína Lixiviada 

(mg) 

1 92 0 

2 92 0 

3 92 0 

4 91 0 

5 91 0 

6 92 0 
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7 92 0 

8 91 0 

9 91 0 

10 90 0 

11 91 0 

12 91 0 

13 92 0 

14 91 0 

15 91 0 

18 85 1 

19 81 2 

20 65 3,4 

21 43 4,5 

22 23 6,8 

23 12 7,9 

24 5 8,4 

25 1 10,5 
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APÊNDICE C: 

Espectros de RMN 
 

 

 

 

 

 

Nesta seção serão anexados os espectros de Ressonância Magnética nuclear mono(13C-

RMN e 1H-RMN) e bi-dimensionais (COSY, APT, HMBC e HSQC) realizados para a 

confirmação estrutural da MONOEST sintetizada via enzimática 
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Figura C 1: Espectro de 1H-RMN da MONOEST 
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Figura C 2: Espectro de 13C-RMN da MONOEST 
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Figura C 3: Espectro de APT da MONOEST 



 

224 
 

Figura x: Espectro de COSY da MONOEST Figura C 4: Espectro de COSY da MONOEST 
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Figura C 5: Espectro de HSQC da MONOEST 
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Figura C 6: Espectro de HMBC para a MONOEST 
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APÊNDICE D 

 

Publicações 
 

 

Nesta seção, serão anexadas todas as publicações resultantes deste trabalho, além de artigos 

publicados com resultados não selecionados para compôr esta obra. 
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