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Resumo: A produção de oleato de etila desperta interesse uma vez que seu campo de utilização 

pela indústria é vasto, sendo usado na indústria alimentícia, cosmética e na de combustíveis, 

com a produção de biodiesel. A atuação de lipases como biocatalisadores em sínteses 

enzimáticas vem crescendo ao longo dos anos devido à sua ótima especificidade ao substrato, 

estereosseletividade, e dentre outras vantagens por gerar menor impacto ao meio ambiente 

comparando-se aos processos normalmente utilizados pela indústria. O presente estudo fez uso 

de enzimas combinadas propondo melhores valores de conversão na síntese de oleato de etila.  

A síntese de oleato de etila ocorreu por esterificação na presença da combinação entre as 

enzimas comerciais (Novozym® 435, Lipozym® TL-IM e Lipozym® RM-IM). As reações 

ocorreram no interior de tubos eppendorfs de 2 ml e para ajustar a temperatura e agitação 

desejada, usou-se um banho Maria do tipo dubnoff. Dentre as reações realizadas, a que usou a 

combinação de 75% de Lipozym® RM-IM e 25% de Novozym®435 alcançou o melhor 

resultado, chegando a uma conversão de 86,54%, enquanto a combinação que registrou a pior, 

conversão, entorno de 70,11%, foi constituída de 75% de Lipozym® TL-IM e 25% de 

Lipozym® RM-IM. Os ciclos de reação consecutivos mostraram uma manutenção da produção 

de oleato de etila de 96% para a combinação de 75% de RM-IM e 25% de Novozym®435. 
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INTRODUÇÃO 

O oleato de etila é um éster etílico que encontra ampla aplicação nas indústrias de 

cosméticos e aditivos alimentares, e na de combustíveis servindo como aditivo para diesel e 

como biodiesel (SOUZA,2013). As lipases são especificas, seletivas e mais utilizadas na 

biocatálise devido à sua capacidade de se adequar a uma ampla gama de substratos, elevada 

estabilidade para variados parâmetros e meios reacionais, e pode catalisar variadas reações, 
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como a do biodiesel (SANTOS, 2015). Para aplicações industriais é requerida a estabilidade 

enzimática no meio de reação, permitindo reações de vários lotes. Portanto, os biocatalisadores 

devem ser submetidos a vários ciclos de esterificação nas condições ideais para verificar a 

viabilidade de um processo repetido (ALVES, et al., 2014). Este trabalho possui como objetivo 

verificar a melhor combinação de lipases entre a Novozym® 435, Lipozym® TL-IM e 

Lipozym® RM-IM, e sua manutenção da atividade catalítica na síntese do oleato de etila nas 

melhores condições obtidas em um estudo anterior realizado por Souza (2013).  

METODOLOGIA 

Materiais 

As enzimas comerciais Lipozym® TL-IM, Novozym®435 e Lipozym® RM-IM 

foram doadas pela Novozymes A/S (Espanha), ácido oleico foi obtido da Synth (São Paulo, 

Brasil). Os demais reagentes foram de grau analítico.  

Combinação de enzimas 

Foram geradas as seguintes combinações entre os diferentes biocatalisadores: 

Lipozym® TL-IM e Lipozym® RM-IM; Lipozym® TL-IM e Novozym®435; e Lipozym® 

RM-IM e Novozym®435. 

Síntese de oleato de etila 

A síntese de oleato de etila foi realizada por meio da esterificação de 600µl de ácido 

oleico e 111µl de etanol, para uma razão molar 1:1, na presença das diferentes combinações de 

enzimas apresentadas. O quantitativo dos reagentes mencionados aqui teve como base a reação 

do oleato de etila realizada por Souza (2013). As reações ocorreram em frascos de 2ml a 37°C 

e 150 RPM gerados por um banho termostático para um período de até 24 horas. 

Determinação do índice de acidez e da conversão em ésteres 

Por meio do gotejamento de uma solução de NaOH 0,2 molar titulou-se a massa da 

amostra a ser analisada (MA), etanol neutralizado e 3 gotas de fenolftaleína contidos em um 

erlenmeyer até o aparecimento da cor rosa clara permanente. Para determinação do índice de 

acidez (1) e do valor da conversão em ésteres (2) usaram-se as equações (SANTOS, 2011).  

𝐼𝐴(𝑚𝑔𝑁𝑎𝑂𝐻/𝑔) = Щ𝑁𝑎𝑂𝐻𝑥𝑀𝑀𝑁𝑎𝑂𝐻𝑥𝑓𝑥(
𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻

𝑀𝐴
)               (1) 

𝐶𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠ã𝑜(%) =
𝐼𝐴−𝐼𝐴𝑏

𝐼𝐴𝑏
                                                             (2) 



 

Com base no valor de MA e do volume de NaOH gasto na titulação foi determinado 

o índice de acidez (IA). Já a conversão em ésteres foi obtida pela divisão do resultado da 

subtração entre o IA do branco e o IA da amostra pelo IA do branco. 

Estabilidade operacional para a melhor combinação de enzimas  

 A estabilidade operacional por reação de esterificação foi realizada através da 

síntese consecutiva de oleato de etila, conforme descrito acima no item referente a síntese de 

oleato de etila. Antes de cada ciclo, as enzimas foram lavadas com hexano para a remoção de 

produtos e substrato não reagido (SOUZA,2013). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Das reações realizadas a melhor conversão alcançou 86,54% utilizando uma 

combinação de 75% de Lipozym® RM-IM e 25% de Novozym®435, enquanto a pior 

conversão chegou a 70,11% com 75% de Lipozym® TL-IM e 25% de Lipozym® RM-IM.  Por 

ser um sistema heterogêneo e livre de solvente a taxa de transferência de massa é limitada 

devido às baixas taxas de difusão do reagente para o sítio ativo da enzima (RICHETTI, 2009).  

Analisando a figura 1, observa-se que há um aumento da conversão à medida que a 

combinação percentual da Lipozym® TL-IM é reduzida junto a Lipozym® RM-IM. Entretanto, 

para as combinações percentuais junto a Novozym® 435, não foi observado aumento nem 

redução na conversão obtida. Se compararmos sua conversão individual de 67,87% com os das 

combinações, observamos que a Lipozym® TL-IM combinada com as outras enzimas tem sua 

conversão melhorada.  

Figura 1- Conversões da síntese de oleato de etila para as combinações de enzimas Lipozym® 

TL-IM e Lipozym® RM-IM (■), Lipozym® TL-IM e Novozym® 435(●), e Lipozym® RM-

IM e Novozym® 435 (▲); razão molar de 1:1; a 37°C, 150 RPM e 24 horas de reação.  

 
Fonte: Autor 

Ao avaliarmos a combinação entre a Lipozym® RM-IM e Novozym® 435, 

observamos um pequeno aumento da conversão à medida que a combinação percentual da 



 

Lipozym® RM-IM é aumentada junto a Novozym® 435. Aguieiras, Souza e Langone (2013) 

usando a Lipozym® RM-IM obtiveram conversões superiores a 90% na síntese de oleato de 

etila em um reator batelada fechado a 40°C após 2h de reação. Já Souza (2013) utilizando a 

Novozym® 435 observou uma conversão de 90% em 24h a 37°C sob agitação orbital. O uso 

individual das lipases Novozym® 435 e Lipozym® RM-IM tiveram uma melhor conversão 

comparando-se com suas combinações. O comportamento da Novozym® 435 pode ser 

justificado pela sua capacidade, como lipase não-específica, de poder catalisar o substrato 

independente da região do grupo funcional, ao contrário das lipases 1,3 específicas (Lipozym® 

TL-IM e RM-IM) que são regiosseletivas (VÉRAS, 2012). 

Figura 2 - Estabilidade operacional da síntese de oleato de etila para a combinação de enzimas 

constituída de 75% de Lipozym® RM-IM e 25% deNovozym® 435 (■); razão molar de 1:1; a 

37°C, 150 RPM e ciclo de 24 horas.  

 
Fonte: Autor 

A Figura 2 ilustra a manutenção da atividade catalítica após 5 ciclos para a 

combinação de enzimas (75% de Lipozym® RM-IM e 25% de Novozym®435), melhor 

conversão para a reação de oleato de etila. Essa combinação manteve 96% de atividade 

catalítica ao final dos ciclos de reação consecutivos. Essa redução, de 4% após 5 ciclos, da 

atividade catalítica, pode estar relacionada à perda de massa catalítica após o procedimento de 

reuso das enzimas. Estudos conduzidos por Alves et al. (2014), mostraram que a combinação 

de enzimas (80% de Lipozym® RM-IM e 20% de Novozym®435) manteve 90% de atividade 

catalítica ao final de 15 ciclos, mostrando coerência dos dados obtidos nesse trabalho e 

ressaltando o potencial alternativa à catálise química que é prejudicial ao meio ambiente. 

CONCLUSÕES 

A combinação de enzimas foi favorável para o aumento da conversão nas situações 

em que existe o aumento da presença da Lipozym® RM-IM ou Novozym® 435 junto a 

Lipozym® TL-IM, e Lipozym® RM-IM junto a Novozym® 435, por exemplo, o uso de 25% 



 

de Novozym® 435 junto a 75% de Lipozym® TL-IM elevou a conversão de 67,87% para 

85,35%. Entretanto, o sentido inverso desfavorece a conversão. A combinação de 75% de RM-

IM e 25% de Novozym®435 alcançou 86,54%, sendo o melhor resultado. Os ciclos de reação 

operacional mostraram que a manutenção da conversão por Lipozym® RM-IM junto a 

Novozym® 435 pode ser vantajoso para a produção de ésteres. Contudo, foi verificado que 

enzimas combinadas podem aumentar o rendimento da síntese de oleato de etila.  
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