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RESUMO 

 

Nos últimos anos, observa-se que há um grande empenho no desenvolvimento de 

processos sustentáveis voltados à reciclagem e ao reaproveitamento de resíduos 

agroindustriais, como os óleos vegetais usados e os resíduos de biomassa 

lignocelulósica. Dessa forma, o presente estudo consiste na produção enzimática de 

ésteres de solketila, uma importante classe de compostos utilizados na indústria como 

aditivo em combustíveis, emulsificantes e plastificantes. Esse processo ocorreu a 

partir da hidroesterificação do óleo de fritura, por meio da sua conversão em ácidos 

graxos livres (AGLs) na reação de hidrólise enzimática, empregando a lipase de 

Candida rugosa (LCR) como catalisador. Posteriormente, foi realizada a esterificação 

dos AGLs, , e do solketal, em reator aberto e sistema isento de solventes orgânicos. 

Na reação de esterificação, foi utilizada como catalisador a lipase Eversa® Transform 

2.0 (ET2.0), anteriormente imobilizada por adsorção física em partículas pré-tratadas 

do epicarpo da Macaúba, um resíduo agroindustrial. A imobilização ocorreu em meio 

de pH 5,0 em uma temperatura de 25ºC por 15 horas. Foi avaliada a atividade 

catalítica das partículas imobilizadas em relação a sua forma livre (lipase solúvel). 

Houve uma conversão máxima de 58% após 90 minutos de reação, nas condições de 

60ºC, razão molar AGLs:solketal de 1:1,6 e massa de 17% da lipase imobilizada. 

Manteve-se as condições para a lipase livre, que obteve uma conversão de apenas 

42,3% após 30 minutos de reação. Posteriormente, foi realizado testes de reuso do 

biocatalisador para verificar a sua estabilidade, que manteve em 74% da sua atividade 

após 6 bateladas de esterificação. Os resultados indicam que houve uma melhora na 

atividade catalítica e na estabilidade operacional utilizando um resíduo agroindustrial 

(epicarpo da macaúba) como suporte para imobilização enzimática.  

 

Palavras-chave: Ésteres de Solketila, Lipases, Óleo de Fritura; Imobilização 

Enzimática; Macaúba 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

ABSTRACT  

 

In recent years, there has been a strong commitment to developing sustainable 

processes for recycling and managing agro-industrial waste, such as used vegetable 

oils and lignocellulosic biomass residues. Thus, this paper consists on the enzymatic 

production of sorbitan esters, an important class of compounds used in industrially as 

additives in fuels, emulsifiers, and plasticizers. This process occurred from the 

hydroesterification of used cooking soybean oil through its conversion into free fatty 

acids (FFAs) in the enzymatic hydrolysis reaction, using Candida rugosa lipase (LCR) 

as a catalyst. Subsequently, the FFA from the hydrolysis process and the solketal were 

esterified in open reactor and in a system free of organic solvents. In the esterification 

reaction, previously immobilized Eversa® Transform 2.0 (ET2.0) lipase was used as a 

catalyst, with pretreated particles of Macauba epicarp, an agroindustrial waste product, 

as support. Immobilization occurred in pH 5.0 medium at a temperature of 25°C for 15 

hours. The catalytic activity of the immobilized particles was compared to its free form 

(soluble lipase). The maximum conversion was 58% after 90 minutes of reaction, under 

conditions of 60°C, molar ratio of AGLs:solketal of 1:1.6, and mass of 17% of the 

immobilized lipase. The same conditions were used for free lipase, achieving maximum 

conversion of only 42.3% after 30 minutes of reaction. Subsequently, tests were carried 

out to reuse the biocatalyst to verify its stability, which maintained 74% of its activity 

after six batches of esterification. The results indicate that there was an improvement 

in catalytic activity and operational stability using an agroindustrial waste product 

(macauba epicarp) as a support for enzyme immobilization. 

 

Keywords: Solketila Esters, Lipases, Cooking Oil; Enzyme Immobilization; Macauba 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, observa-se que desenvolver técnicas que promovam o avanço 

industrial de forma sustentável e que minimizem os impactos ambientais é de extrema 

importância para o meio ambiente (Cavalcante et al., 2021; Rosset et al., 2019). Dessa 

forma, observa-se que o uso de combustíveis fósseis atende a maior parte da 

demanda energética e a utilização desses recursos não renováveis e a constante 

exploração desses combustíveis pode resultar em uma crise energética nas próximas 

décadas, o que torna relevante buscar alternativas sustentáveis de fontes de energia 

(Bhatia et al., 2020; Ang et al., 2022). 

 Na contemporaneidade, a produção global do óleo de cozinha usado (OCU), 

em sua grande maioria provenientes da soja, gira em torno de 15 milhões de toneladas 

por ano (Cui et al., 2022). O descarte inadequado e descontrolado do OCU 

desencadeia em impactos ambientais severos como a impermeabilização do solo e 

poluição de recursos hídricos e perdas econômicas consideráveis, como custos 

elevados de manutenção ou reparos (De Feo et al., 2020; De Feo et al., 2023). Com 

a finalidade de promover a economia circular e mitigar os efeitos negativos ao meio 

ambiente, o OCU vem sendo aplicado como matéria-prima no setor industrial na 

síntese de produtos com alto valor agregado, como biossurfactantes, biolubrificantes 

e, especialmente, biodiesel, (De Feo et al., 2020; De Feo et al., 2023). 

A crescente produção global de biodiesel nas últimas décadas tem resultado 

na geração de grandes volumes de glicerol como subproduto (ref). Esse composto 

vem sendo amplamente estudado por seu potencial como matéria-prima sustentável 

na síntese de diversos produtos químicos de alto valor agregado, entre eles o solketal, 

também denominado (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il) metanol ou 1,2-o-

isopropilidenoglicerol (Mendoza-Ortiz et al., 2020).  

O solketal é amplamente utilizado na síntese de ésteres de solketila, uma 

classe valiosa de compostos químicos com ampla aplicação industrial, sendo 

empregados como suplementos dietéticos, agentes antimicrobianos, aditivos 

oxigenados em combustíveis e agentes plastificantes (Sankaranarayanan; Jindapon; 

Ngamcharussrivichai, 2017). Os ésteres de solketila são obtidos através de reações 

de esterificação e/ou transesterificação, e utiliza-se catalisadores químicos em sua 

síntese (Souza et al., 2022). Esse processo costuma ser realizado em condições 

severas, com temperaturas elevadas, normalmente acima de 90ºC, e uso de grandes 
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volumes de solventes orgânicos tóxicos, a fim de atingir alto rendimento (Mariam et 

al., 2022). 

Dessa forma, a utilização enzimas, em especial as lipases (triacilglicerol-acil 

hidrolases, EC 3.1.1.3), tem gerado interesse devido as suas vantagens, como alta 

seletividade e especificidade em condições brandas de reação, além de dispensar 

ou reduzir o uso de solventes tóxicos (Mendoza-Ortis et al., 2020). Entretanto, as 

lipases quando utilizadas em sua forma livre podem apresentar instabilidade 

operacional, térmica e de PH, além da difícil recuperação do meio para utilizá-lo em 

processos posteriores (Souza et al., 2020; Rodrigues et al., 2019). Assim, a 

imobilização enzimática torna-se uma técnica interessante por apresentar uma fácil 

separação e reutilização, além de levar alterações na atividade e especificidade, o 

que pode levar a uma melhora no desempenho catalítico devido a interações 

enzima-suporte (Rodrigues et al., 2019). 

As matérias-primas lignocelulósicas como cascas de arroz, bagaço e fibras 

vegetais têm se mostrado suportes promissores para a imobilização de lipases 

devido à sua ampla disponibilidade, baixo custo e versatilidade química (Girelli; 

Chiappini, 2023). Grupos hidroxila e carboxila na superfície permitem tanto 

adsorção física quanto modificações químicas que melhoram a fixação enzimática 

e a estabilidade operacional (Girelli; Chiappini, 2023). A preparação e o pré-

tratamento desses resíduos, como os de natureza alcalina, física ou por 

funcionalização, são etapas cruciais para ajustar características como porosidade, 

área superficial e afinidade hidrofóbica, propriedades que influenciam diretamente 

a atividade catalítica e a reusabilidade das lipases imobilizadas (Sabi et al., 2022). 

Portanto, o principal objetivo deste trabalho foi produzir ésteres de solketila 

de forma sustentável a partir do OCU , a fim de substituir a rota química e 

consequentemente eliminar a produção de resíduos tóxicos ao meio ambiente. Esse 

processo  ocorreu em meio isento de solventes orgânicos e  foi realizado em duas 

etapas (hidroesterificação). Além disso, foi utilizado um resíduo agroindustrial 

(epicarpo da Macaúba) como suporte para imobilização enzimática. Essa é uma 

alternativa promissora que visa, principalmente, a otimização do processo 

operacional  por permitir a reutilização do biocatalisador e buscar por soluções 

inovadoras e sustentáveis para combater os impactos ambientais e energéticos e 

cumprir com a Agenda 2030 e aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável 

(ODS) proposto pela Organização das Nações Unidas (ONU). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A UTILIZAÇÃO DO ÓLEO DE FRITURA 

  

O óleo de cozinha usado (OCU) é um resíduo líquido amplamente produzido 

em residências, restaurantes e na indústria alimentícia. Estima-se que cerca de 15 

milhões de toneladas sejam geradas anualmente em todo o mundo. Contudo, a taxa 

de reutilização desse resíduo ainda é considerada baixa (Cui et al., 2022). Estimativas 

recentes indicam que o setor movimentará cerca de US$ 7,46 bilhões ainda em 2025, 

com projeções para US$13,97 bilhões em 2035, apresentando uma taxa de 

crescimento anual composta (CAGR) de 6,4% de 2026 a 2035 (Business Research 

Insights, 2025). Dessa forma, o reaproveitamento do OF desperta interesse devido às 

suas aplicações tecnológicas, que contribuem para o avanço da economia circular e 

para a substituição de fontes fósseis de energia (Barreto et al., 2024). 

Os OCU são compostos principalmente por triglicerídeos, diglicerídeos, 

monoglicerídeos e ácidos graxos livres (AGLs), formados durante o processo de fritura 

(De Feo et al., 2023). Um método para o aproveitamento desses compostos é a reação 

de hidroesterificação, um processo sequencial que envolve a hidrólise do OCU , 

seguida de purificação e esterificação (Chowdhury; Mitra; Biswas, 2013) dos AGLs 

obtidos. Essa abordagem elimina o glicerol, um possível competidor na etapa de 

esterificação, e evita a inibição ou inativação da enzima quando utilizada em sua forma 

imobilizada (Séverac et al., 2011). 

A hidrólise é uma das principais vias para obtenção de AGLs (Figura 1). Nessa 

reação, as moléculas de triacilglicerol são convertidos, na presença de um catalisador 

e água, em ácidos graxos livres e glicerol (Zenevicz et al., 2016; Gioielli et al., 1995). 

Em seguida, os AGLs podem ser esterificados com um álcool, formando ésteres e 

água. Esse processo sequencial tem ganhado destaque na produção de ésteres por 

permitir o uso de diversas matérias-primas graxas e por resultar em produtos de maior 

pureza (Zenevicz et al., 2016). 

A hidrólise de óleos e gorduras requer o uso de catalisadores, que podem ser 

químicos ou enzimáticos. o método químico demanda altas temperaturas e pressões, 

o que resulta em produtos de menor pureza, altos custos operacionais e impactos 

ambientais significativos (Kuang et al., 2022; Satyarthi; Srinivas; Ratnasamy, 2011). 

Por esse motivo, o uso de lipases não específicas, especialmente microbianas como 
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as provenientes de Candida rugosa, tem sido amplamente estudado (ref). Essas 

enzimas oferecem vantagens importantes, já que o emprego de lipases específicas 

tende a gerar baixos rendimentos reacionais (Sabi et al., 2022; Carvalho et al., 2021). 

 

Figura 1 – Esquema representativo da reação de hidrólise de triacilglicerol para 

produção de ácidos graxos livres e glicerol. 

 

Fonte: Adaptado de Sabi et al. (2022). 

 

 

2.2 ÉSTERES DE SOLKETILA 

  

 O biodiesel é considerado uma alternativa para substituir os combustíveis 

fósseis no setor logístico por ser produzido de forma sustentável, ser biodegradável e 

minimizar emissões químicas, além de possuírem propriedades semelhantes aos dos 

combustíveis fósseis convencionais (Changmai et al., 2020). Ainda, apresentam 

melhores propriedades como alta eficiência a combustão, alto ponto de fulgor, alto 

índice de cetano, menor emissão de dióxido de carbono, menor teor de enxofre e 

melhor lubrificação (Changmai et al., 2020). São produzidos a partir de óleos vegetais 

e gorduras animais, que necessitam passar por reações de transesterificação com a 

finalidade de reduzir a sua viscosidade (Fazal; Haseeb; Masjuki, 2011). Como 

resultado desta reação, são gerados ésteres metílicos de ácidos graxos (FAME) e 

glicerol como subproduto, o que equivale a cerca de 10% da produção do biodiesel 

(Ao; Rokhum, 2022). 

 O aumento na demanda por biodiesel acarretou, também, na produção de um 

elevado volume de glicerol residual. Este glicerol vem sendo utilizado na síntese 
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sustentável de distintos produtos químicos, destacando-se a produção do solketal 

(Nanda et al., 2016). O solketal é um cetal cíclico oxigenado que contém dois grupos 

metil. Sua síntese se baseia na cetalização do glicerol com acetona na presença de 

um catalisador ácido, gera água como subproduto, como pode-se observar na Figura 

2 (Corrêa; Faria; Rodrigues, 2021). 

 

Figura 2 – Esquema representativo da reação de cetalização do glicerol com 

acetona para produção de solketal e água. 

 

Fonte: Adaptado de Corrêa, Faria e Rodrigues, (2021). 

 

 Observa-se que há um grupo hidroxila na estrutura molecular do solketal. Essa 

hidroxila é de extrema importância na utilização do solketal para produção de ésteres 

graxos de solketila (EGS), por servir como uma fonte de álcool na reação (Zahid et al., 

2020).  

Os ésteres de solketal são potenciais aditivos de combustíveis, lubrificantes, 

solventes, aromatizantes e plastificantes, além de ser utilizado como agentes 

emulsificantes, apresentando uma ótima propriedade antimicrobiana (Mendoza-Ortiz 

et al., 2020). Em geral, os EGS são produzidos a partir da reação de esterificação de 

ácidos graxos e solketal e é utilizado lipase como catalisador (Miguel Júnior et al., 

2024; Mendoza-Ortiz et al., 2020) 

 

2.3 LIPASES 

 

As lipases são enzimas de grande importância biotecnológica, reconhecidas 

por sua elevada eficiência catalítica, principalmente em reações de hidrólise e 

esterificação. Esses tipos de reações possuem ampla aplicação em diferentes 

segmentos industriais (Chandra et al., 2020). As lipases pertencem a família das α/β 
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hidrolases e possui um centro ativo que contém uma serina nucleofílica, um ácido 

aspártico ou glutâmico e uma histidina (Schreck; Gruden, 2014). 

Algumas lipases apresentam uma região flexível e relativamente conservada 

denominada tampa, a qual sofre modificações conformacionais durante o processo de 

ativação interfacial, originando duas conformações distintas: a forma aberta (ativa) e 

a forma fechada (inativa) da enzima (Figura 3). Essa estrutura possui uma face interna 

de caráter hidrofóbico, responsável por interagir com o ambiente igualmente 

hidrofóbico localizado ao redor do centro ativo (Rafiee; Rezaee, 2021). 

 

Figura 3 - Esquema representativo do mecanismo da ativação interfacial. 

 

Fonte: Adaptado de Rafiee e Rezaee (2021). 

 

Na conformação aberta, a “tampa” sofre um deslocamento que expõe um bolso 

hidrofóbico ao meio, possibilitando o acesso do substrato ao sítio ativo da enzima 

(Manoel et al., 2015). Entretanto, essa conformação apresenta instabilidade em 

sistemas aquosos e homogêneos, pois é capaz de formar agregados enzimáticos, 

impossibilitando a difusão de substratos (Miguel Júnior et al., 2022; Rafiee; Rezaee, 

2021; Manoel et al., 2015).  

Quando a lipase está na forma fechada, a “tampa” cobre o sítio ativo da enzima 

e o separa do meio em que ocorre a reação. Ao entrar em contato com um substrato 

hidrofóbico, a tampa se move e deixa o centro ativo exposto, permitindo que a reação 

aconteça. Esse processo é conhecido como ativação interfacial (Parandi et al., 2022).  

A imobilização da lipase em suportes de natureza hidrofóbica, contudo, 

contribui para a estabilização dessa forma ativa, além de reduzir a ocorrência de auto 

agregação entre as moléculas enzimáticas (Manoel et al., 2015). Ela apresenta 

vantagens no aumento da estabilidade do biocatalisador, na taxa de transferência de 
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massa dos reagentes e na possibilidade de recuperação e reutilização (Ismail; Baek, 

2020). 

 

2.3.1 Imobilização de Lipases e suportes 

 

 Dentre os métodos empregados para a imobilização de lipases, a adsorção 

física é o mais utilizado e ocorre por meio de interações intermoleculares como forças 

eletrostáticas e hidrofóbicas, entre a enzima e um suporte sólido poroso em contato 

com a solução enzimática (Rafiee; Rezaee, 2021; Nguyen; Kim, 2017). Esse 

procedimento depende de condições controladas, ajustadas conforme as 

características e a atividade do tipo de lipase utilizada (Rafiee; Rezaee, 2021; Nguyen; 

Kim, 2017). 

Os suportes lignocelulósicos têm ganhado destaque na imobilização de 

enzimas por serem materiais naturais, baratos e sustentáveis. Eles são obtidos de 

resíduos vegetais, como bagaço de cana, palha de arroz e serragem, o que reduz o 

impacto ambiental e aproveita subprodutos da agricultura (Girelli; Chiappini, 2023). 

Entretanto, apesar de apresentarem tais vantagens, os materiais lignocelulósicos 

apresentam desafios quando aplicados para imobilização enzimática, como potencial 

variabilidade nas propriedades do material, necessidade de pré-tratamento para 

aumentar a acessibilidade e porosidade (Zieniuk et al., 2024) 

O desempenho das enzimas imobilizadas nesses suportes depende do 

tratamento aplicado ao material antes do uso. A remoção de extrativos, hemicelulose 

e lignina é crucial pois a presença de tais componentes pode alterar a atividade 

catalítica da lipase no processo de imobilização, indicando que o pré-tratamento desse 

material é de extrema importância para aumentar a porosidade deste material e 

consequentemente aumentar a sua atividade catalítica (Miguel Júnior et al., 2024; 

Bijoy et al., 2022).  

Outro fator importante é o tipo de interação entre a enzima e o suporte. Em 

lipases, por exemplo, superfícies hidrofóbicas favorecem a imobilização, já que esse 

tipo de enzima é ativado em contato com superfícies apolares (Guimarães et al., 

2023). O uso de suportes lignocelulósicos funcionais, como sílica modificada a partir 

de casca de arroz, tem se mostrado eficiente para a imobilização de lipases no 

processo de esterificação, apresentando altos rendimentos e estabilidade operacional 

(Sabi et al., 2022). 



17 
 

 

Além de serem sustentáveis, os suportes lignocelulósicos também oferecem 

boa estabilidade e permitem que a enzima seja reutilizada várias vezes sem grande 

perda de atividade. Isso representa uma vantagem econômica importante para 

aplicações industriais, pois reduz custos (Miguel Júnior et al., 2024). Assim, o uso 

desses materiais tem se mostrado uma alternativa eficiente e ecológica para o 

desenvolvimento de biocatalisadores mais duráveis e sustentáveis. 

 

2.4 A MACAÚBA 

 

           A macaúba (Acrocomia aculeata) é uma palmeira nativa da América Latina, 

muito comum no Brasil, especialmente em regiões do Cerrado (Coimbra; Jorge, 2011). 

Essa planta por seu grande potencial econômico e ambiental. Seus frutos possuem 

alto teor de óleo tanto na polpa quanto na amêndoa, o que permite o uso na produção 

de biocombustíveis, cosméticos e alimentos (Da Costa Lima Pires et al., 2023; 

Rencoret et al., 2018). Além do óleo, outras partes do fruto, como a casca, o bagaço 

e a torta resultante da extração, também podem ser aproveitadas na obtenção de 

produtos de alto valor agregado (Da Costa Lima Pires et al., 2023; Rencoret et al., 

2018).  

             O fruto da macaúba (Acrocomia aculeata) é classificado como uma drupa 

composta por um epicarpo (casca) liso e resistente, um mesocarpo (polpa) fibroso e 

oleaginoso, e um endocarpo duro que protege a amêndoa. O óleo se concentra 

principalmente na polpa e na amêndoa, que são as partes mais exploradas pela 

indústria. Em contrapartida, o epicarpo e o endocarpo, que representam uma fração 

significativa do fruto, costumam ser descartados como resíduos durante o 

processamento do óleo (Rencoret et al., 2018; Evaristo et al., 2016; Del Río et al., 

2016). 

            O epicarpo e o endocarpo da macaúba são as partes mais duras do fruto, 

conhecidas como camadas lignificadas do pericarpo. O epicarpo é formado por células 

compactas que ajudam a proteger o fruto, enquanto o endocarpo é composto por 

células muito resistentes e ricas em lignina, o que dá a ele uma textura rígida e 

espessa (Rencoret et al., 2018). 

             Devido essas características, esses resíduos vêm sendo estudados como 

suporte natural para imobilização de enzimas, um processo usado para aumentar a 

estabilidade e o reaproveitamento das enzimas, em especial lipases, em reações 
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industriais. Os grupos químicos presentes nesses materiais, como hidroxilas e 

carboxilas, ajudam na fixação das enzimas, e a boa resistência térmica e mecânica 

garante que elas funcionem bem em diferentes condições (Rafiee; Rezaee, 2021). 

             Utilizar resíduos da macaúba como suporte é vantajoso porque o material é 

natural, renovável e de baixo custo, podendo substituir suportes sintéticos mais caros 

e poluentes, como resinas e sílica (Corici et al., 2016). Além disso, essa prática está 

de acordo com os princípios da economia circular, ao transformar resíduos em 

produtos de maior valor e reduzir o impacto ambiental (Gaur et al., 2022). 

             Um estudo recente utilizou partículas tratadas do epicarpo da macaúba para 

imobilização de lipase, alcançando boa carga proteica e rendimento de imobilização, 

o que demonstra a viabilidade desse resíduo como suporte funcional para biocatálise 

heterogênea (Miguel Júnior et al., 2024). 
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Produção sustentável de ésteres de solketila por hidroesterificação enzimática 
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Resumo 

 

Este estudo teve como objetivo principal a produção de ésteres de solketila, uma 

classe de ésteres com propriedades plastificantes, por hidroesterificação enzimática 

do óleo de soja residual (fritura). Este processo consistiu na conversão do óleo em 

ácidos graxos livres (AGLs) por hidrólise catalisada pela lipase de Candida rugosa 

(LCR) em sistema isento de emulsificantes e agentes tamponantes, seguido da 

esterificação direta dos AGLs obtidos com solketal em sistema isento de solventes. 

Nessa segunda etapa, a lipase Eversa® Transform 2.0 (ET2.0) imobilizada por 

adsorção física em partículas pré-tratadas do epicarpo (casca) da macaúba 

(Acrocomia aculeata), um resíduo lignocelulósico, foi empregada como biocatalisador. 

O seu desempenho catalítico foi comparado com a sua forma livre (lipase solúvel). A 

lipase foi imobilizada em pH 5,0 (tampão acetato de sódio – 5 mmol/L) a 25ºC por 15 

h de contato. Nestas condições, a concentração de proteína imobilizada foi de 25,2 ± 

1,3 mg/g empregando um carregamento inicial de proteína de 40 mg/g de suporte, 

cerca de 5 vezes maior que a proteína imobilizada no suporte não tratado (da ordem 

de 5 mg/g de suporte). Máxima porcentagem de conversão de 58% foi alcançada após 

90 min de reação conduzida a 60ºC empregando razão molar AGLs:solketal de 1:1,6 

e 17% em massa de ET2.0 imobilizada. Nestas mesmas condições, máxima 

conversão obtida para a lipase livre (forma solúvel) foi de apenas 42,3% após 30 min 

de reação. Testes de reuso mostraram que a lipase imobilizada reteve 74% de sua 
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atividade inicial após seis bateladas consecutivas de esterificação. Estes resultados 

mostram claramente que o processo de imobilização empregando um resíduo 

agroindustrial como suporte (partículas pré-tratadas do epicarpo da macaúba) 

melhorou a atividade catalítica e a estabilidade operacional (reuso) de ET2.0 após 

sucessivas bateladas de reação em meio orgânico. 

 

Palavras-chave: Ésteres de solketila. Óleo de fritura. Lipase. 

Hidroesterificação. 

 

1. Introdução 

 

Ésteres de solketila constituem uma relevante classe de compostos químicos 

amplamente empregados como aditivos em combustíveis (Barbosa et al., 2019; 

Mariam et al., 2022), emulsificantes (Villa et al., 2020), e plastificantes (Lee et al., 

2023). Tradicionalmente, a sua produção ocorre por reações de esterificação e/ou 

transesterificação utilizando catalisadores químicos convencionais de natureza ácida 

ou básica (Mariam et al., 2022; Neamtu et al., 2019; Perosa et al., 2016; Sultanova et 

al., 2023; Yang et al., 2014). De um modo geral, esses processos são conduzidos em 

condições severas, com temperaturas elevadas (acima de 90°C) e a utilização de 

grandes volumes de solventes orgânicos tóxicos a fim de alcançar altos rendimentos 

(Mariam et al., 2022; Neamtu et al., 2019; Yang et al., 2014). 

Nesse contexto, a aplicação de lipases como catalisadores surge como uma 

alternativa atrativa à rota química convencional, uma vez que atuam em condições 

brandas, reduzindo a demanda energética e apresentando alta especificidade e 

seletividade, o que diminui a formação de subprodutos indesejáveis. Além disso, o uso 

de lipases contribui para a minimização da geração de resíduos e simplificação das 

etapas de separação e purificação dos produtos (Sousa et al., 2021; Stergiou et al., 

2013). 

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases, EC 3.1.1.3) são enzimas que pertencem 

à família das serinas hidrolases que catalisam a hidrólise de óleos e gorduras em 

glicerol e ácidos graxos livres na interface óleo-água. Em meio orgânico, essas 

enzimas também catalisam reações de esterificação, transesterificação, 

interesterificação e acidólise para a produção de uma grande variedade de ésteres de 

interesse industrial tanto nas formas livre (formulações em pó ou líquidas) quanto 
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imobilizadas em distintos suportes (Bolina et al., 2021; Monteiro et al., 2021; Sousa et 

al., 2021; Stergiou et al., 2013). Na maioria dos estudos relatados na literatura, ainda 

emprega sistemas contendo solventes orgânicos para aumentar a solubilidade dos 

reagentes e reduzir a viscosidade do meio para favorecer os processos de 

transferência de massa dos reagentes ao microambiente da enzima (Boncel et al., 

2023; Johny et al., 2019; Mine et al., 2005; Romano et al., 20026; Villa et al., 2020). 

Entretanto, a adoção de processos isentos de solventes tem despertado crescente 

interesse por possibilitar o desenvolvimento de processos mais sustentáveis e 

ambientalmente corretos (Bolina et al, 2021; Sousa et al., 2021). Estes processos 

oferecem diversas vantagens como o aumento da produtividade volumétrica (sistemas 

reacionais contendo apenas matérias-primas), menor demanda e custos de energia 

nas etapas de separação e purificação dos produtos e minimização da geração de 

resíduos (Sousa et al., 2021). 

A aplicação de lipases como biocatalisadores em reações de síntese orgânica 

tem sido preferencialmente realizada na forma imobilizada. Estas enzimas têm sido 

imobilizadas em uma variedade de suportes naturais e sintéticos (materiais orgânicos, 

inorgânicos e híbridos) utilizando diferentes estratégias que envolvem interações 

físicas e/ou químicas (Bolivar et al., 2022). Dentre os diferentes protocolos, a 

imobilização pelo mecanismo de ativação interfacial (adsorção física por interações 

hidrofóbicas em baixa força iônica) é a técnica mais comumente utilizada. Este método 

permite a simultânea imobilização, purificação, estabilização e hiperativação de 

lipases em sua conformação aberta na superfície dos suportes (Bolivar et al., 2022; 

Rodrigues et al., 2019).  

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de 

um processo sustentável para a produção de ésteres de solketila a partir de óleo de 

fritura residual (óleo de soja usado) por hidroesterificação, explorando as 

potencialidades catalíticas de diferentes lipases em cada etapa do processo. Essa 

estratégia foi adotada com o intuito de superar limitações associadas à 

transesterificação direta de óleos vegetais e/ou residuais com álcoois, a qual, 

frequentemente, demanda longos tempos reacionais e temperaturas elevadas para 

viabilizar a difusão dos reagentes até o microambiente ativo das lipases imobilizadas 

(Bolina et al., 2021). 

Na primeira etapa do processo, realizou-se a hidrólise completa do óleo em 

ácidos graxos livres (AGLs) catalisada pela lipase comercial não específica de 
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Candida rugosa – LCR (Carvalho et al., 2021). Em seguida, os AGLs obtidos foram 

empregados na reação de esterificação com solketal em sistema isento de solventes. 

Nesta etapa, foi utilizada a lipase Eversa® Transform 2.0 (ET2.0), uma preparação 

enzimática de baixo custo que possui elevada atividade catalítica e estabilidade em 

reações de síntese orgânica. Esta lipase é derivada do fungo Thermomyces 

lanuginosus expressa heterologamente em Aspergillus oryzae (Monteiro et al., 2021). 

Para esta etapa, a lipase ET2.0 foi imobilizada por adsorção física em partículas do 

epicarpo de Acrocomia aculeata (macaúba).  

A macaúba (Figura 1A) é uma palmeira nativa de florestas tropicais e savanas 

da América Central e do Sul, com produtividade de óleo (polpa e amêndoa) acima de 

6 toneladas por hectare (Ampese et al., 2021; Lopes et al., 2013; Silva et al., 2016). 

Essa oleaginosa tem sido considerada uma promissora produtora de óleos para a 

produção de biodiesel e bioquerosene para aviação (Lopes et al., 2013; Silva et al., 

2016). No entanto, o seu processamento produz uma grande quantidade de resíduos. 

Portanto, este estudo consiste no uso do epicarpo da macaúba (Figura 1B) gerado no 

processo de extração do óleo como um suporte renovável e ecológico para imobilizar 

ET2.0. A utilização deste material para a imobilização de lipases ainda é muito pouco 

explorada pela literatura.  

 

 

Figura 1: Ilustração da macaúba (A) e dos frutos (B), em destaque o 

epicarpo. 
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2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Materiais 

 

Lipase Eversa® Transform 2.0 (ET2.0), uma formulação enzimática solúvel 

contendo 35 mg de proteína por mL de solução, e lipase de Candida rugosa (LCR), 

uma preparação enzimática na forma em pó contendo 24,5 mg de proteína por g de 

sólido, foram adquiridas da Sigma–Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Frutos da 

macaúba foram coletados no Bioma Cerrado na Universidade Federal de São João 

del-Rei – Campus Sete Lagoas (Sete Lagoas, MG). O óleo de soja usado em fritura 

foi obtido em um restaurante de fast-food em Alfenas, MG. Solketal (isopropilideno 

glicerol ou 2,2-Dimetil1,3-dioxolan-4-il) metanol) foi também adquirido da Sigma-

Aldrich. Todos os outros reagentes químicos foram de grau analítico adquiridos da 

Synth® (São Paulo, SP, Brasil).  

 

2.2 Preparação do suporte 

 

O processo de preparação do suporte é descrito em detalhe em um estudo 

recente conduzido em nosso grupo de pesquisa (Miguel Júnior et al., 2024). Partículas 

do epicarpo de macaúba foram obtidas por remoção manual das cascas do fruto, 

seguido de trituração em moinho de facas e classificação do tamanho de partículas 

em sistemas de peneiras rotativas. O material obtido com distribuição de tamanho de 

partícula entre 75 e 120 μm foi recuperado. 30 g deste material foram refluxados duas 

vezes em 400 mL de solução de ácido clorídrico (3,5% m/m – proporção HCl:água de 

1:9 por 2 h a 120°C). O material obtido foi lavado duas vezes com água destilada 

(relação suporte:água de 1:5) e, em seguida, imerso 2 vezes consecutivas em 100 mL 

de solução de etanol a 70% m/m com contínua agitação mecânica (200 rpm) em 

incubadora rotativa com controle de temperatura (25°C). Finalmente, o material pré-

tratado foi lavado com água destilada (relação suporte:água de 1:5), seco em estufa 

a 25°C e utilizado como suporte.  

Os materiais obtidos (partículas não tratadas e pré-tratadas) foram 

caracterizados por microscopia eletrônica de varredura (MEV) empregando um 

microscópio FEG-SEM modelo a Zeiss Supra 35VP operado a 20 keV. As imagens 

foram registradas com diferentes ampliações variando de 23 a 188 vezes. 
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2.3 Processo de imobilização de ET2.0 por adsorção física (interação hidrofóbica)  

 

A imobilização por adsorção física de ET2.0 foi conduzida em tampão fosfato 

de sódio pH 5,0 (força iônica de 5 mmol/L) na relação suporte:solução enzimática de 

1:20 empregando um carregamento inicial de proteína de 40 mg/g de suporte (Alves 

et al., 2017; Carvalho et al., 2021). O processo de imobilização foi acompanhado pela 

determinação da concentração de proteína desaparecida no sobrenadante de 

imobilização pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Neste estudo, o desempenho 

de imobilização do suporte pré-tratado foi comparado com o suporte não tratado 

(material obtido após o processo de classificação de tamanho de partículas por 

peneiras rotativas). 

 

2.4 Produção dos ésteres pelo processo de hidroesterificação enzimática  

 

A hidrólise enzimática do óleo de soja usado para a produção de AGLs foi 

realizada conforme metodologia descrita por Carvalho et al. (2021). 50 g de meio 

reacional contendo apenas água destilada e óleo vegetal na proporção de 40% em 

massa foram adicionados em frascos com capacidade de 250 mL e mantidos em 

constante agitação mecânica (1500 rpm) a 40ºC. Após o equilíbrio da temperatura no 

sistema de reação (cerca de 15 min), foram adicionados 3,2 g/L da formulação 

enzimática LCR na forma em pó. Ao final de 3 h de reação, tempo mínimo necessário 

para a completa conversão do óleo em uma mistura de AGLs, o sistema reacional foi 

transferido para um funil de separação (capacidade de 100 mL) para a recuperação 

dos AGLs produzidos. A parte inferior (fase aquosa) foi descartada e a parte superior 

foi lavada 5 vezes com água destilada a 50°C (proporção volumétrica 1:1) para a 

remoção de glicerol residual. Os AGLs obtidos foram empregados como matéria-prima 

na esterificação.  

As reações de esterificação direta dos AGLs obtidos na etapa de hidrólise e 

solketal foram realizadas em meios isentos de solventes orgânicos catalisadas por 

ET2.0 livre (forma solúvel) e imobilizada em partículas pré-tratadas de epicarpo de 

macaúba. As reações foram realizadas em frascos abertos (evaporação da água 

gerada na reação à pressão atmosférica) contendo 6 g de meio reacional, preparados 

na razão molar AGLs:solketal de 1:1,6, 240 rpm, 60ºC e 17% em massa de lipase 

imobilizada que corresponde a uma concentração de proteína de 4,28 mg de proteína 
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por grama de mistura reacional (Miguel Júnior et al., 2024). A lipase solúvel (livre) foi 

também usada como catalisador empregando a mesma concentração de proteína 

(0,78 mL da formulação líquida que também corresponde a 4,28 mg de proteína por 

grama de meio de reação). Amostras do meio reacional (50 µL) foram periodicamente 

retiradas e diluídas em etanol hidratado (95% m/m) para a determinação do consumo 

de AGLs na reação por titulação com solução de NaOH 40 mmol/L, empregando 

fenolftaleína como indicador. Este procedimento foi necessário para a determinação 

da porcentagem de conversão dos AGLs em ésteres – Y (%), como mostrado na Eq. 

1 (Alves et al., 2017): 

 

𝑌 (%) = (
𝐴𝐺𝐿0 − 𝐴𝐺𝐿𝑡

𝐴𝐺𝐿0
) × 100 

    

(1) 

Em que: AGL0 e AGLt  são respectivamente as concentrações inicial e residual 

de AGLs no meio reacional (mol/L). 

3.2.5 Testes de reuso de ET2.0 imobilizada após sucessivas bateladas de reação 

 

Testes de reuso da lipase ET2.0 imobilizada após consecutivas bateladas de 

reação de esterificação foram conduzidos nas mesmas condições reacionais 

reportadas acima. Ao final de cada batelada, a lipase imobilizada foi recuperada por 

filtração em funil de Buchner e lavada com hexano gelado (4ºC) para a remoção de 

matérias-primas residuais (não convertidas) e/ou produtos retidos no seu 

microambiente. A lipase imobilizada lavada e recuperada, foi armazenada em 

recipiente aberto e mantida a 5°C por 24 h para ser reutilizada em nova batelada. Em 

seguida, a lipase imobilizada foi introduzida em um novo meio, na qual foi determinada 

a porcentagem de conversão, conforme conforme descrito na Eq. (1), por seis 

bateladas consecutivas bateladas de reação.  

 

3. Resultados e Discussão 

 

Neste estudo, partículas de epicarpo de macaúba não tratadas foram 

inicialmente avaliadas como suporte de imobilização de ET2.0. Entretanto, uma 

máxima concentração de lipase adsorvida, expressa em concentração de proteína, da 

ordem de 5 mg por grama de suporte foi obtida (cerca de 12,5% da concentração 

inicial de proteína oferecida – 40 mg por grama de suporte). Esta baixa capacidade 
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de adsorção de ET2.0 se deve à possível liberação de extrativos existentes na 

composição do resíduo agroindustrial (epicarpo da macaúba) que resultou em um 

aumento da turbidez do sistema de imobilização, aumentando a viscosidade que 

restringiu o acesso de moléculas da enzima ao microambiente do suporte. Dessa 

forma, etapas de pré-tratamentos eficientes foram adotadas para fornecer um material 

com melhores características para a imobilização da lipase (Bijoy et al., 2022). Neste 

estudo, a influência dos métodos de pré-tratamento na morfologia do suporte foi 

avaliada por MEV e comparada com sua forma não tratada. 

As imagens de microscopia das partículas do epicarpo da macaúba não tratada 

(Figura 2(A1)) e tratada (Figura 2(B1)) apresentam uma estrutura irregular. Estas 

imagens obtidas para o material não tratado (Figuras 2(A2) e 2(A3)) revelam uma 

superfície mais lisa e altamente ordenada se comparado com o material pré-tratado 

(Figuras 2(B2) e 2(B3)). As etapas de pré-tratamento adotas possibilitaram a formação 

de uma estrutura mais porosa devido à possível clivagem e/ou remoção parcial de 

frações de hemicelulose e/ou lignina e extrativos do material, o que pode favorecer o 

processo de imobilização (melhor difusão de moléculas de lipase à estrutura interna 

do material obtido). De fato, a adoção do processo de pré-tratamento elevou 5 vezes 

a sua capacidade de adsorção de ET2.0 (25,2 ± 1,3 mg de proteína imobilizada por 

grama de suporte) quando comparada com o suporte não tratado (≤5 mg/g). Isto 

mostra que 62,5% da proteína inicialmente oferecida no processo foi imobilizada no 

material pré-tratado. Estes resultados mostram que a etapa de pré-tratamento das 

partículas do epicarpo da macaúba foi de crucial importância para a obtenção de uma 

lipase imobilizada com alta retenção de proteína.  
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Figura 2. Imagens de microscopia eletrônica de varredura das partículas de 

epicarpo não tratadas (A1, A2, A3) e pré-tratadas (B1, B2, B3) com diferentes 

ampliações. 
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Figura 3. Efeito do tempo de reação na produção de ésteres de solketila por 

esterificação enzimática catalisada por ET2.0 nas formas livre e imobilizada 

em partículas pré-tratadas do epicarpo da macaúba (A) e testes de reuso de 

ET2.0 imobilizada após sucessivas bateladas de esterificação em meio isento 

de solventes (B). 

 

 De acordo com a Figura 3(A), perfis lineares de produção dos ésteres podem 

ser observados para ambos os biocatalisadores testados. Conforme pode ser 



29 
 

 

observado, a lipase livre (solúvel) apresentou a maior velocidade inicial de reação 

devido ao rápido acesso dos materiais de partida (solketal e AGLs) aos seus sítios 

ativos. Por outro lado, a menor velocidade inicial de reação para ET2.0 imobilizada 

mostra que a difusão interna de moléculas dos materiais de partida nos poros do 

biocatalisador heterogêneo preparado (lipase imobilizada) foi a etapa controladora da 

reação. Estes resultados mostram que a lipase ET2.0 foi preferencialmente adsorvida 

na superfície interna do material pré-tratado, na qual corrobora com as imagens de 

MEV que mostram claramente a formação de um material mais poroso após o 

processo de pré-tratamento adotado que favorece a imobilização da enzima na sua 

superfície interna.  

De acordo com os resultados ilustrados na Figura 3(A), a máxima conversão 

de AGLs da ordem de 58% foi obtida após 90 min de reação catalisada pela lipase 

imobilizada, enquanto a lipase livre foi de apenas 42,3% após 30 min de reação. Esses 

resultados confirmam que o processo de imobilização foi fundamental para aumentar 

o desempenho catalítico de ET2.0 em meio orgânico. Como esperado, a imobilização 

da lipase melhora a sua dispersão na superfície do suporte preparado que, 

consequentemente, facilita o acesso das moléculas da matéria-prima aos seus sítios 

ativos, o que é consistente com estudos anteriores (Carvalho et al., 2021; Miguel 

Júnior et al., 2024). 

A estabilidade operacional (testes de reuso) da lipase imobilizada após seis 

sucessivas bateladas de esterificação foi também avaliada empregando razão molar 

AGLs:solketal de 1:1,6, contínua agitação orbital de 240 rpm, 60ºC e 17% em massa 

de lipase imobilizada (ou 4,28 mg de proteína imobilizada por grama de mistura 

reacional) por 90 min de contato. De acordo com a Figura 3(B), a lipase imobilizada 

apresentou uma ligeira redução do seu desempenho catalítico após as três primeiras 

bateladas de reação e este valor permaneceu constante até a sexta batelada (valores 

de conversão de AGLs em torno de 43% após 90 min de reação). Este valor de 

conversão obtida no sexto reuso corresponde a 74% de sua atividade inicial 

(conversão de AGLs de 58% na primeira batelada – Figura 3(A)). Esta redução de 

atividade catalítica após consecutivas bateladas de reação pode ser atribuída à uma 

possível inativação térmica de algumas moléculas de lipase preferencialmente 

adsorvidas na superfície externa do suporte, bem como o acúmulo de moléculas de 

materiais de partida (AGLs e solketal) não convertidos e/ou produtos (ésteres de 

solketila e moléculas de água) em seu microambiente que podem alterar a estrutura 
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tridimensional da enzima – efeitos de inibição (Carvalho et al., 2021; Miguel Júnior et 

al., 2024; Villa et al., 2020).  

Os resultados obtidos para este sistema reacional proposto neste estudo é 

bastante superior àqueles reportados na literatura para a produção enzimática de 

ésteres de solketila que se caracterizam pelo requerimento de grandes volumes de 

solventes orgânicos para alcançar elevadas porcentagens de conversões (Boncel et 

al., 2023; Johny et al., 2019; Mine et al., 2005; Romano et al., 2006; Villa et al., 2020). 

Além disso, o biocatalisador preparado apresentou melhor retenção de atividade após 

sucessivas reações comparada com estes estudos. Portanto, estes dados 

demonstram que a lipase imobilizada no suporte preparado obtido a partir de um 

material lignocelulósico pode ser interessante na imobilização e estabilização de 

ET2.0.  

 

4. Conclusão 

 

Neste estudo, um processo sustentável conduzido na ausência de 

emulsificantes, agentes tamponantes e solventes orgânicos foi proposto para a 

síntese de ésteres de solketila, uma importante classe de compostos para a indústria 

oleoquímica. Estes ésteres foram obtidos a partir de óleo residual (óleo de soja usado 

em fritura) empregando lipase ET2.0 imobilizada em um suporte proveniente de um 

resíduo lignocelulósico (partículas pré-tratadas do epicarpo da macaúba). O processo 

de imobilização adotado mostrou claramente que a lipase imobilizada foi mais ativa e 

estável que a sua forma solúvel, mostrando a importância de um apropriado processo 

de imobilização na estabilização da lipase. O desenvolvimento de um processo 

eficiente e sustentável empregando um óleo residual como matéria-prima e resíduo 

lignocelulósico como suporte de imobilização de lipase pode ser considerado uma 

alternativa promissora para o estabelecimento de processos industriais 

tecnologicamente limpos e seguros. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Conclui-se que foi possível produzir ésteres de solketila a partir do óleo de 

fritura por hidroesterificação enzimática utilizando um novo suporte advindo do 

epicarpo da macaúba, um resíduo agroindustrial. A utilização de óleo residual como 

matéria-prima, aliada ao uso de biomassa lignocelulósica como suporte para 

imobilização demonstra elevado potencial de aplicação industrial, configurando-se 

como uma alternativa promissora para a geração de compostos ambientalmente 

sustentáveis. Ademais, o presente estudo contribui para o avanço de novas 

perspectivas de pesquisa sugerindo-se a aplicação dos ésteres de solketila em filmes 

de PVC, com vistas à realização de futuras análises estruturais e de atividade 

antimicrobiana. Em suma, o trabalho desenvolvido contribui para o cumprimento da 

Agenda 2030 e da ODS, que foram propostas pela ONU, e impacta diretamente nas 

ações de recuperação do meio ambiente. 
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