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RESUMO 

 
RASPE, Djéssica Tatiane, M.Sc. Universidade Estadual de Maringá, Março de 2014. 
Hidrólise Enzimática do Óleo de Macaúba (Acrocomia aculeata). Orientadora: 
Profa. Dra. Camila da Silva. 
 
 
A modificação de óleos vegetais e gorduras para a produção de biodiesel têm sido 

amplamente estudada, onde o incentivo à pesquisa de matérias-primas alternativas 

para a produção deste biocombustível tem sido foco de interesse. Visando a 

utilização de uma matriz oleaginosa sem fins alimentícios, com disponibilidade e 

baixo custo, tem sido reportado o óleo de Macaúba (Acrocomia aculeata), com seu 

grande potencial de produção. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi 

investigar a produção de ácidos graxos livres (AGL) através do processo de hidrolise 

enzimática, reação inicial da hidroesterificação. Frente ao rendimento em ácidos 

graxos livres (AGLs), foram avaliados diferentes catalisadores enzimáticos 

comerciais (Lipozyme® RM IM, Lipozyme® TL IM e Novozyme® 435), adição de 

solução tampão fosfato de sódio em diferentes pHs (5,7-8,0), sais (CuCl2, CaCl2, 

KCl, NH4Cl, NaCl, MgCl2), surfactantes (Triton X-100, Tween 80) e solventes 

orgânicos (n-hexano, n-heptano, Isopropanol, terc-Butanol), bem como as variáveis 

do processo: agitação (400-2000 rpm), temperatura (30-60 ºC), razão mássica dos 

substratos (1:20-1:1 óleo:água) e percentual de catalisador (1-20% em relação à 

massa de óleo). Os resultados obtidos demonstram que a adição de solução tampão 

(pH 8,0) e solvente orgânico n-hexano contribuíram significativamente para o 

aumento no rendimento em AGLs da hidrólise, sendo obtidos aproximadamente 82% 

à 55 ºC, razão mássica óleo:solução tampão 1:2, 100% de solvente n-hexano em 

relação à massa de óleo e 400 rpm, durante 6 horas de reação e 15% de Lipozyme® 

RM IM. As condições reacionais deste processo foram exploradas na presença de 

solvente orgânico n-hexano por meio de planejamentos experimentais, visando a 

maximização no rendimento em AGLs do processo, bem como a obtenção da 

cinética de produção de AGLs. Perante as variáveis, pode-se verificar que não 

houve aumento nos rendimentos em AGLs, ao aumentar a razão mássica de 

óleo:solvente n-hexano, sendo a temperatura, percentual de solução tampão e 

catalisador as variáveis que influenciaram significativamente o processo. Na cinética 



 

 

reacional, cerca de 88% em AGLs foram produzidos em meio reacional composto 

por 70% de solução tampão, 100% de solvente n-hexano e 15% de catalisador, 

durante 8 horas reacionais. A reutilização do catalisador enzimático foi avaliado 

perante 20 ciclos reacionais, onde foi verificada diminuição de aproximadamente 

50% do rendimento em AGLs inicial do processo. 

 

Palavras-chave: Hidrolise, óleo da amêndoa da macaúba (Acrocomia aculeata), 

catálise enzimática. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 
 
 

RASPE, Djéssica Tatiane, M.Sc. Universidade Estadual de Maringá, March de 2014, 
Enzymatic hydrolysis from the Macaúba oil (Acrocomia aculeata). Adiviser: 
Profa. Dra. Camila da Silva. 
 

Modification of vegetable oils and fats for biodiesel production have been widely 

studied, where the incentive to search for alternative raw materials for the production 

of this biofuel has been the focus of interest. Aiming to use an oleaginous without 

food purposes, with availability and low cost matrix, oil Macaúba (Acrocomia 

aculeata) has been reported, with its large production potential. In this context, the 

aim of this study was to investigate the production of free fatty acids (FFA) through 

the enzymatic hydrolysis process, the initial reaction hidroesterificação. Front to yield 

free fatty acids (FFAs) were evaluated different commercial enzymatic catalysts 

(Lipozyme® RM IM, Lipozyme® TL IM and Novozyme® 435), addition of sodium 

phosphate buffer at different pHs (5.7-8.0), salts (CuCl2, CaCl2, KCl, NH4Cl, NaCl, 

MgCl2), surfactants (Triton X-100, Tween 80) and organic (n-hexane, n-heptane, 

isopropanol, tert-butanol) solvent, as well as process variables: agitation (400-2000 

rpm), temperature (30-60 °C), weight ratio of substrates (1:20-1:1 oil:water) and 

percentage of catalyst (1-20% by mass of oil). The results show that the addition of a 

buffer solution (pH 8.0) and organic solvent n-hexane contributed significantly to the 

increase in free fatty acids in the hydrolysis yield being obtained approximately 82% 

at 55 °C oil weight ratio: Buffer 1:2, 100% n-hexane solvent relative to the weight of 

oil and 400 rpm for 6 hours reaction, 15% Lipozyme® RM IM. The reaction conditions 

of the process were explored in the presence of n-hexane organic solvent by means 

of experimental design, in order to maximize the yield FFAs in the process, as well as 

obtaining the kinetics of production of FFAs. Given the variables, it can be seen that 

no increase in yields of FFA by increasing the weight ratio of oil:solvent n-hexane, 

temperature, buffer and percentage of catalyst variables that influence the process 

significantly. In reaction kinetics, about 88% free fatty acids were produced in 

reaction medium consisting of 70% buffer, 100% of n-hexane solvent and 15% of 

catalyst, reaction for 8 hours. The reuse of the enzyme catalyst has been reported 

before 20 reaction cycles, where it was detected decrease of approximately 50% of 

revenue in the initial FFA process. 



 

 

Key words: Hydrolysis, macauba kernel oil (Acrocomia aculeata), enzymatic 

catalysis. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO 

 

Vários aspectos socioeconômicos juntamente à crescente preocupação 

ambiental estão impulsionando a indústria para chegar a um combustível alternativo 

aos combustíveis fósseis. As principais razões socioeconômicas são a instabilidade 

política das regiões exportadoras de petróleo, seu esgotamento das reservas do 

mundo e do aumento na demanda, o que resulta no aumento de seu preço. Do 

ponto de vista ambiental, os combustíveis fósseis como o diesel são considerados 

pela maioria das pesquisas por serem os responsáveis pelos fenômenos de 

aquecimento global. 

Neste contexto, vem-se intensificando o incentivo ao desenvolvimento de 

novas tecnologias energéticas que supram as necessidades exigidas pelo mundo 

globalizado. O estudo de fontes alternativas e renováveis de energia tem se tornado 

necessário devido à possível escassez de combustíveis fósseis e problemas de 

ordem ambiental. Dentre os recursos renováveis disponíveis para produção de 

combustíveis alternativos, a modificação de óleos e gorduras tem sido largamente 

investigada [1, 2, 3, 4]. Entre os processos para modificação de óleos vegetais, 

podemos destacar a esterificação, transesterificação e hidrólise [5].  

O método de obtenção de biodiesel mais empregado é o de 

transesterificação, que consiste na reação química de triacilglicerídeos com álcoois 

(metanol ou etanol) na presença de um catalisador (ácido, básico ou enzimático), ou 

na ausência do mesmo [6]. A glicerina é um subproduto da reação, e deve ser 

purificada antes da venda para se aumentar a eficiência econômica do processo. 

Segundo a Lei nº 11.097, de 13 de Janeiro de 2005 vigente no Brasil, biodiesel é um 

“combustível derivado de biomassa renovável para uso em motores a combustão 

interna com ignição por compressão ou, conforme regulamento, para geração de 

outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustíveis de 

origem fóssil” [6]. Apresenta características físico químicas semelhantes às do óleo 

diesel, porém é menos tóxico, derivado de fontes renováveis [7, 8], biodegradável, 

livre de enxofre, e reduz toxinas cancerígenas do ar (partículas, hidrocarbonetos não 

queimados, monóxido de carbono e sulfatos) de 75-90% em comparação com diesel 
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[9, 10, 11], podendo ser utilizado em qualquer motor de ignição por compressão, 

sem grande modificações [6].  

Este cenário promove a busca por fontes alternativas de energia para 

manter o desenvolvimento econômico e social, distingui-se o biodiesel por seu 

potencial de redução de impactos ambientais [12]. Ressalta-se, contudo, que há de 

se considerar que as principais fontes de óleo para a produção de biodiesel são de 

culturas alimentares [13], merecendo o Brasil o posto de um dos maiores 

produtores de óleo de soja (CONAB) no mundo, o que estabelece um conflito entre 

as finalidades energética e alimentar no uso de terras aráveis [14]. Além disto, 

algumas pesquisas ressaltam que a aquisição da matéria-prima atualmente 

corresponde por mais de 75% das despesas de produção de biodiesel, que é uma 

séria ameaça para a viabilidade econômica da indústria de biodiesel [15]. 

A exploração e incentivo da utilização de demais substratos como fonte 

de óleo pode atender a esses requisitos e, portanto, contribuir para complementar a 

demanda primária de biodiesel. Visando com otimismo uma futura liderança 

mundial do país na produção de biodiesel, assim como a utilização de uma matriz 

oleaginosa sem fins alimentícios, o óleo do fruto da Macaúba (Acrocomia aculeata) 

destaca-se, devido ao grande potencial para produção, 1500 a 5000 Kg de óleo por 

hectare, comparativamente muito superior à produtividade exibida pela soja, cerca 

de 700 Kg/ha. A Acrocomia aculeata produz óleo de alta qualidade e é considerada 

uma matriz oleaginosa com grande potencial para a produção sustentável de 

biocombustíveis [16], destacando-se sob os aspectos ambiental, econômico e social 

[17] e tendo o estado do Paraná como potencial produtor [6].  

O processo amplamente usado para produzir o biodiesel é a 

transesterificação dos triacilglicerídeos com metanol na presença de um catalisador 

alcalino [18]. Embora este processo possua bons rendimentos em AGLs e tempo de 

reação, possui alguns inconvenientes, como a dificuldade de separar o catalisador 

dos produtos da reação, a produção de resíduos líquidos altamente alcalinos e a 

necessidade de uma alta qualidade de matérias-primas (acidez inferior a 0,5% e teor 

de água de 0,06%) [11, 19]. Dentre as tecnologias disponíveis, a obtenção de 

ésteres de ácidos graxos em duas etapas reacionais para substratos com elevada 

acidez e umidade, que consiste na hidrólise dos triacilglicerídeos seguida da 
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esterificação dos ácidos graxos obtidos tem se destacado recentemente [20, 21, 22, 

23, 24, 25], principalmente sobre o processo de transesterificação convencional, 

uma vez que este gera inevitavelmente sabões na presença de ácidos graxos [18, 

26] inativando assim o catalisador, afetando a produtividade do processo [2, 5, 22, 

27, 28, 29]. 

A hidroesterificação é a mais moderna alternativa na produção de 

biodiesel. Esse processo permite o uso de qualquer matéria prima graxa (gordura 

animal, óleo vegetal, óleo de fritura usado, borras ácidas de refino de óleos vegetais, 

entre outros) [22], cujas quais são totalmente transformadas em biodiesel 

independente da acidez e da umidade que possuem. Este processo proporciona 

uma glicerina muito mais pura que a glicerina advinda da transesterificação, onde 

um significativo teor de sais, álcoois e outras impurezas encontram-se presente na 

glicerina. Após a hidrólise, os ácidos graxos gerados são então esterificados, 

obtendo-se os ésteres com elevada pureza [24, 25].  

 

1.1. Objetivos 

Dentro do contexto exposto, o presente trabalho tem por objetivo o 

desenvolvimento de tecnologia de produção de ácidos graxos livres do óleo de 

macaúba (Acrocomia aculeata) pela reação de hidrólise, em processo batelada. 

Para alcançar este objetivo geral, os seguintes objetivos específicos foram traçados: 

 

i. Avaliar o efeito da adição de aditivos ao meio reacional (sais, surfactantes, 

solventes); 

ii. Avaliar o efeito das variáveis de processo (temperatura, concentração de 

catalisador, razão mássica dos substratos, percentual de solvente) no 

rendimento em ácidos graxos livres; 

iii. Obtenção da cinética de produção de ácidos graxos livres; 

 

1.2. Publicações 

Cabe ressaltar que durante a realização deste trabalho, o seguinte prêmio foi 

obtido: 
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i. RASPE, D. T.; SILVA, C. Seleção de Catalisadores para a 

Hidroesterificação enzimática do Óleo de Macaúba (Acrocomia 

aculeata). Terceiro lugar geral dos melhores trabalhos apresentados no XII 

Encontro Regional Sul de Ciência e Tecnologia de Alimentos, III Simpósio de 

Alimentos e FIIA 2013. Sociedade Brasileira de Ciência e Tecnologia de 

Alimentos (sbCTA). 

Os seguintes artigos foram submetidos e estão em processo de submissão 

para publicação em periódicos: 

i. RASPE, D. T.; SILVA, C.; CARDOZO FILHO, L. Effect of additives and 

process variables on enzymatic hydrolysis of macauba kernel oil 

(Acrocomia aculeata). International Journal of Chemical Engineering, v. 

2013, p. 1-8, 2013. 

ii. RASPE, D. T.; SILVA, C. Produção de Hidrolisado do Óleo de Macaúba 

(Acrocomia aculeata) com adição de solvente orgânico ao meio 

reacional. Revista de Ciências Exatas e Naturais, 2014. 

Os trabalhos citados abaixo foram publicados em Anais de Congressos: 

i. RASPE, D. T.; LEUCHS, J. C. G.; SILVA, C. Efeito das variáveis de 

processo e aditivos na produção de ácidos graxos livres do óleo de 

macaúba. In: XIX Simpósio Nacional de Bioprocessos & X Simpósio de 

Hidrólise Enzimática de Biomassas, 2013, Foz do Iguaçu. Anais do XIX 

Simpósio Nacional de Bioprocessos & X Simpósio de Hidrólise Enzimática 

de Biomassas, 2013. 

ii. RASPE, D. T.; SILVA, C. Produção de Hidrolisado do Óleo de Macaúba 

(Acrocomia aculeata) com Adição de Solvente Orgânico ao Meio 

Reacional. In: IV Encontro Paranaense de Engenharia de Alimentos, 2013, 

Guarapuava. Anais do IV Encontro Paranaense de Engenharia de Alimentos, 

2013. 

iii. RASPE, D. T.; SILVA, C. Efeito das variáveis de Processo na Obtenção 

de Ácidos Graxos Livres do Óleo de Macaúba (Acrocomia aculeata) em 

sistema livre de Solvente. In: XII Encontro Regional Sul de Ciência e 
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Tecnologia de Alimentos, III Simpósio de Alimentos e FIIA 2013, 2013, 

Medianeira. Anais do XII Encontro Regional Sul de Ciência e Tecnologia de 

Alimentos, III Simpósio de Alimentos e FIIA 2013, 2013. 

iv. RASPE, D. T.; SILVA, C. Seleção de Catalisadores para a 

Hidroesterificação enzimática do Óleo de Macaúba (Acrocomia 

aculeata). In: XII Encontro Regional Sul de Ciência e Tecnologia de 

Alimentos, III Simpósio de Alimentos e FIIA 2013, 2013, Medianeira. Anais 

do XII Encontro Regional Sul de Ciência e Tecnologia de Alimentos, III 

Simpósio de Alimentos e FIIA 2013, 2013. 

 

1.3. Estrutura do trabalho 

Este trabalho está estruturado de forma a apresentar no capitulo inicial 

(Capítulo 1) uma introdução que permita identificar algumas considerações acerca 

do trabalho em questão, e os objetivos da realização do mesmo, contemplando a 

origem do tema, a importância, a metodologia utilizada, as limitações, a estrutura da 

dissertação e o referencial bibliográfico do mencionado. 

O Capitulo 2, apresenta a revisão bibliográfica da literatura publicada 

sobre o tema do presente trabalho. Visando a contextualização, o texto aborda 

inicialmente conceitos, premissas e legislações, destacando a importância dos 

biocombustíveis no contexto atual do desenvolvimento sustentável. Em seguida, 

encontram-se abordados o estado da arte em que se encontram as pesquisas sobre 

o tema do trabalho em questão, considerando os processos envolvidos 

separadamente.  

As seções correspondentes aos Capítulos 3 e 4 serão apresentadas em 

forma de artigos científicos, estando dispostas conforme as normas propostas pelo 

periódico de publicação. Estes capítulos trazem uma pequena introdução, os 

materiais e métodos utilizados no desenvolvimento de cada artigo, os resultados 

obtidos e sua discussão, além das conclusões de cada etapa. 



 

 

6 
 

O artigo que compõe o Capítulo 3, intitulado “Effect of additives and 

process variables on enzymatic hydrolysis of macauba kernel oil (Acrocomia 

aculeata)” reporta os resultados obtidos em relação aos testes preliminares do 

presente trabalho, correspondendo aos resultados referentes ao melhor percentual 

de água adicionado ao meio reacional; à diferentes valores de pH da solução 

tampão; à influência da solução tampão no rendimento em AGLs da hidrólise do óleo 

da amêndoa da macaúba. Avaliação do efeito de aditivos ao meio reacional, sendo 

estes surfactantes, sais e solventes; das variáveis temperatura, razão mássica de 

AGLs:solução tampão e concentração de catalisador, sendo deste último, avaliadas 

três diferentes lípases comerciais.  

No Capítulo 4, é apresentado o artigo correspondente à “Produção de 

ácidos graxos livres a parir da hidrólise enzimática do óleo de macaúba (Acrocomia 

aculeata) em sistema com solvente orgânico”, o qual aborda as reações que 

objetivaram as melhores condições reacionais dos processos de hidrólise na adição 

de solvente orgânico no meio reacional, visando a maximização na produção de 

ácidos graxos livres (AGL). O percentual de solução tampão, concentração de 

catalisador e temperatura foram otimizados na etapa de hidrólise, visando a 

maximização da produção de AGLs.  

Por fim, o Capítulo 5 contempla as conclusões obtidas no decorrer do 

desenvolvimento do presente trabalho, acompanhado das perspectivas futuras, 

expostas no Capítulo 6. 
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CAPITULO 2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

Os combustíveis fósseis são recursos energéticos não renováveis, e que, 

portanto, tendem a se esgotar com o passar do tempo. Há estudos prevendo que, 

mantidas as taxas atuais de produção e consumo, as reservas de petróleo não irão 

durar por mais de algumas décadas. Ademais, o uso intensivo de combustíveis 

fósseis está associado a diversos impactos ambientais, como a poluição do ar nos 

grandes centros urbanos, mudanças climáticas, que atualmente representam a 

principal ameaça à existência da espécie humana sobre a Terra [1]. 

Verifica-se, portanto, a necessidade da substituição dos combustíveis 

fósseis por fontes de energia que sejam renováveis e ambientalmente mais limpas, 

tanto no aspecto das emissões de gases de efeito estufa como no aspecto das 

emissões de poluentes atmosféricos.  

Neste capítulo é apresentada como forma de fundamentação teórica 

deste trabalho uma breve explanação sobre energias renováveis e o contexto do 

biodiesel como alternativa ao diesel de petróleo. O presente capítulo aborda ainda 

alguns conceitos e métodos utilizados para produção de biodiesel, com ênfase no 

processo de hidrolise e sua aplicação na produção de biodiesel. 

 

2.1. Situação Energética Mundial 

O mundo encontra-se em constante busca de energias, que possam 

suprir as necessidades de desenvolvimento de cada país. A seguir será feito um 

breve relato sobre algumas das principais fontes de energia usadas no mundo. 

 

2.1.1. Energias Não Renováveis 

A evolução do ser humano descreve uma trajetória de demanda 

crescente sobre os recursos naturais, sendo que uma parcela superior ao 50% da 

superfície terrestre e sua produtividade já são utilizadas [2]. Estima-se, por exemplo, 
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que a escassez de água atingirá 40% da população do Planeta em 2030 [3]. A partir 

do processo de industrialização da sociedade humana, com a Revolução Industrial 

como marco inicial comumente aceito, a utilização de energia observou aumento 

exponencial. Parcela substancial deste aumento deve-se à utilização da matriz fóssil 

como geradora de energia. Com isto, carvão e petróleo são pano de fundo para uma 

das mais rápidas e intensas modificações das sociedades humanas em sua história 

no Planeta. Como efeito, a atmosfera terrestre observa um aumento gradual, mas 

persistente, na concentração de gases que alteram seu balanço energético, 

definindo um quadro não análogo ao observado nos últimos setecentos mil anos [4, 

5]. 

O processo de geração de energia é considerado um dos grandes marcos 

de referência na história da humanidade. É tido como limitante, e como forte entrave 

para o desenvolvimento sócio econômico mundial. Existem inúmeras formas de 

obtenção de energia, desde a hidroelétrica, que é a mais comum, até a nuclear, 

passando pela energia gerada por meio dos biocombustíveis [6, 7]. A primeira e 

principal fonte de energia utilizada pela humanidade foi e continua sendo 

representada pela energia fóssil, gerada em períodos geológicos passados a partir 

de matéria orgânica fossilizada. Esse tipo de energia não renovável, segundo a EIA 

[8] está representada atualmente pelo petróleo (32,8%), carvão mineral (27,2%) e 

gás natural (20,9%).  

Os combustíveis fósseis constituem cerca de 80% da energia primária 

consumida no mundo, e mais de 57% daquela utilizada no setor de transportes [9]. 

Os combustíveis fósseis enfrentam atualmente uma forte crise devida ao contínuo 

aumento na demanda e o preço do petróleo, e ao imenso prejuízo que causam no 

meio ambiente, sendo este último um dos fatores mais agravantes, principalmente 

em se tratando do aquecimento global [10]. 

A combustão proveniente deste tipo de combustível gera uma quantidade 

significativa de gases de efeito estufa, sendo os mais importantes o dióxido de 

carbono (CO2) e o dióxido de enxofre (SO2). Desde meados do século passado, a 

concentração atmosférica de CO2 vem se elevando e atingindo níveis dramáticos 

[11, 12], devido em parte à utilização crescente de combustíveis fósseis. Acredita-se 

que seja este um dos fatores que contribuem sobremaneira às mudanças climáticas 
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que o planeta vem sofrendo, e que têm vindo manifestando fortes precedentes como 

alteração na intensidade e distribuição das chuvas, elevação do nível dos oceanos, 

e um crescente aumento na frequência e intensidade de fenômenos climáticos 

extremos [10]. 

 

2.1.2. Energias Renováveis 

Face ao acelerado crescimento do consumo mundial de energia 

associado às incertezas quanto ao suprimento das necessidades futuras, pesquisas 

por novas fontes energéticas são complementadas por outras que objetivam o seu 

melhor aproveitamento através de diferentes tecnologias, o que pode adiar no tempo 

a previsão de crises energéticas.  A partir dessa problemática, os governos têm 

partido em busca de novas fontes de energia que sejam renováveis e 

ambientalmente limpas. Entre elas encontram-se os biocombustíveis, que, pudendo 

ser líquidos, gasosos ou sólidos, são gerados a partir dos mais variados tipos de 

matéria-prima, como a cana-de-açúcar, plantas oleaginosas, biomassa de florestas, 

e outras fontes de matéria orgânica [13], incluindo as promissoras pesquisas com 

microalgas biocombustíveis [14, 15, 16]. Eles podem ser utilizados tanto isolados 

quanto adicionados a combustíveis convencionais.  

Como exemplos têm-se o bioetanol, biodiesel, biometanol, biogás e bio-

hidrogênio. O bioetanol, como o biocombustível mais tradicional, é gerado a partir da 

cana-de-açúcar, milho, trigo e beterraba, enquanto o biodiesel é comumente obtido a 

partir de sementes de plantas oleaginosas como soja, canola, algodão, girassol e 

mamona [2]. Em 1998, essas fontes de energia renováveis eram muito 

insignificantes, correspondendo a apenas 2% de toda a energia consumida 

mundialmente [17]. Atualmente, esse tipo de energia tem ganhado muito destaque 

na imprensa internacional, visto suas inúmeras vantagens, a segurança energética, 

diminuição com as perturbações ambientais e vantagens socioeconômicas e 

ambientais. Dessa forma, acredita-se que em 2050 esse tipo de energia represente 

pelo menos o 50% de toda a energia consumida pelos países em desenvolvimento 

[18]. 
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No início de 2012, foi publicado no Consumer Energy Report a situação 

atual dos principais produtores de biocombustíveis a nível mundial. O relatório 

esboça que os EUA, o Brasil e a União Europeia a contam para 87% da produção 

mundial de biocombustíveis, sendo que os EUA produziram 48% do total mundial 

em 2011 de biocombustíveis, principalmente na forma de etanol de milho, e o Brasil 

produziu 22,4%, principalmente em etanol de cana. No entanto, a produção de 

etanol no Brasil apresentou um declínio nos últimos anos devido às decepcionantes 

safras de cana. A terceira maior produtora de biocombustíveis é a União Européia, 

que é a principal região produtora de biodiesel do mundo. A União Europeia foi 

responsável por 16,5% da produção mundial de biocombustíveis.  Os únicos países, 

produzindo mais de 3% do total mundial de biocombustíveis foram a Alemanha 

(4,8%) e Argentina (3,8%). 

 

2.1.2.1. Biodiesel 

Um dos grandes destaques da atualidade na área de biocombustíveis é o 

interesse pelo uso de recursos naturais baseados em materiais lignocelulósicos [8, 

19] para a produção de etanol ou por fontes produtoras de lipídeos usados para a 

produção de biodiesel. O biodiesel é o produto da reação de um triacolglicerídeo ou 

ácido graxo (óleo vegetal ou gordura animal) e um reagente, na presença ou não de 

um catalisador, sendo denominado de ésteres de ácido graxos [20, 21]. Por 

definição, é um substituto natural do diesel de petróleo, que pode ser produzido por 

fontes renováveis, como óleos vegetais e gorduras de animais. Quimicamente, é 

definido como éster monoalquilico de ácidos graxos derivados de lipídeos [22]. 

Biodiesel é o nome dado a ésteres alquílicos de ácidos graxos desde que 

atendam certos parâmetros de qualidade [23, 24, 25, 26, 27], e de acordo com a 

Resolução n°4 da ANP [28], somente as misturas de ésteres de ácidos graxos 

superiores a 96% podem ser denominadas de biodiesel. Além de esses ésteres 

serem derivados de fontes biológicas como plantas e animais, atuam como 

combustível substituto ao diesel de petróleo, com desempenho muito próximo, não 

exigindo modificações nos motores [29]. Na Europa as especificações físico-

químicas de qualidade para o biodiesel estão agrupadas na norma EN 14214 [26], 
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nos Estados Unidos estas são regulamentadas pela norma ASTM D6751 [23], 

enquanto no Brasil o mesmo é feito através da resolução ANP 07/2008 [27], que é 

exigida para que o produto seja utilizado no mercado brasileiro, com os seus 

respectivos limites de contaminantes e os métodos que devem ser empregados no 

seu controle de qualidade. 

Em relação aos biocombustíveis, o Brasil se encontra em posição 

confortável, principalmente por ser o líder mundial na produção de bioetanol, e 

também pelo seu enorme potencial natural e agrícola para produção de biomassa 

para biodiesel [13]. Em 2004 foi lançado no Brasil o Programa Nacional de Produção 

e Uso de Biodiesel, como uma opção nacional ao uso de combustíveis. A Lei nº 

11.097, de 13 de janeiro de 2005, dispôs sobre a introdução do biodiesel na matriz 

energética brasileira, e o definiu como um “biocombustível derivado de biomassa 

renovável para uso em motores a combustão interna com ignição por compressão 

ou conforme regulamento para geração de outro tipo de energia, que possa 

substituir parcial ou totalmente combustível de origem fóssil”. Esta mesma lei 

estabeleceu que a partir de janeiro de 2008 fosse obrigatório à adição de 2% de 

biodiesel ao diesel de petróleo e que a partir do ano de 2013 torna-se obrigatório à 

adição de 5% de biodiesel ao diesel de petróleo [30].  

Desde 1º de Janeiro de 2010, o óleo diesel comercializado em todo o 

Brasil contém 5% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pela Resolução nº 6/2009 

do Conselho Nacional de Política Energética (CNPE), publicada no Diário Oficial da 

União (DOU) em 26 de outubro de 2009, que aumentou para 5% o percentual 

obrigatório de mistura de biodiesel ao óleo diesel, antecipando assim a meta prevista 

a ser implantada a partir de 2013. A contínua elevação do percentual de adição de 

biodiesel ao diesel demonstra o sucesso do Programa Nacional de Produção e Uso 

do Biodiesel e da experiência acumulada pelo Brasil na produção e no uso em larga 

escala de biocombustíveis [28]. 

A fim de conferir uma dimensão à perspectiva de expansão da produção 

de biodiesel no Brasil, o portal Biodiesel BR [30] forneceu projeções efetuadas para 

o período 2005 – 2035. Para tal, foram considerados os seguintes parâmetros 

básicos para efetuar a projeção: 
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i. Taxa geométrica de crescimento do consumo de óleo diesel de 3,5% a.a.; 

ii. Mistura de biodiesel ao óleo diesel iniciando em 2 % e finalizando em 40%; 

iii. Produtividade de óleo iniciando em 600 kg/h e finalizando em 5.000 kg/h; 

iv. Considerou-se grande usina aquela que processa acima de 100 kt/ano; 

v. Parcela da produção alocada a grandes usinas de 80%; 

vi. Craqueadores instalados em pequenas comunidades ou propriedades rurais 

atingindo 100.000 no final do período, com produção média de 1,04x10-11 

km³/h. 

 O estudo mostra que o Brasil poderá produzir, apenas para o mercado 

interno, um volume aproximado de 189,27 litros, sendo a maior parcela produzida 

por transesterificação (80%) e o restante por craqueamento. A produção por 

transesterificação atenderá o grande mercado atacadista, direcionado à mistura com 

petrodiesel, o abastecimento de frotistas ou de consumidores interessados em 

aumentar a proporção de biodiesel no petrodiesel. Estima-se que a produção de 

biodiesel para os mercados externos e internos, no final do período, será 

equivalente. Entretanto, nos primeiros 10 anos, o mercado interno absorverá a 

totalidade da produção. No conjunto do mercado interno e externo, a rota de 

transesterificação etanólica responderá por 90% do total do biodiesel produzido. 

Nesse cenário, no final do período, haverá uma demanda de 22,71 litros de etanol e 

uma produção 4 milhões de toneladas de glicerol, evidenciando o potencial de 

integração de cadeias com a produção de biodiesel. 

 

2.2. Matérias Primas para a Produção de Biodiesel 

Uma variedade de biolipídeos pode ser usada para produzir o biodiesel. A 

matéria-prima para a produção de biodiesel depende muito do clima, condições de 

solo e disponibilidade de locais; consequentemente diferentes regiões estão 

concentrando seus esforços em diferentes tipos de óleo [31]. No entanto, de acordo 

com algumas pesquisas, a aquisição de matéria-prima atualmente corresponde por 

mais de 75% das despesas de produção de biodiesel, que é uma séria ameaça para 
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a viabilidade econômica da indústria de biodiesel [32]. Por conseguinte, o custo final 

do biodiesel depende, principalmente, do preço da matéria-prima, conforme descrito 

na Figura 2.1.  

 

 

Figura 2.1. Custos gerais da produção de biodiesel [32]. 

 

Com preço de óleo vegetal aumentando consideravelmente nos últimos 

anos, o custo de produção do biodiesel vai continuar aumentando, e o biodiesel vai 

acabar perdendo sua vantagem competitiva devido ao preço elevado. Além disso, os 

problemas associados com os impactos sobre a segurança alimentar e mudança na 

terra também têm surgido. Baseando-se nisto, os cientistas estão desenvolvendo 

uma nova geração de biodiesel para ajudar a evitar tais problemas. Uma possível 

solução é o emprego de matérias-primas alternativas de diferentes tipos, qualidade e 

custo [31]. O cultivo de matérias-primas e a produção industrial de biodiesel têm 

grande potencial de geração de emprego, que é uma forma de inclusão social, 

especialmente quando se considera o amplo potencial produtivo da agricultura 

familiar.  

O Brasil apresenta condições reais para se tornar um dos maiores 

produtores de biodiesel do mundo, principalmente por dispor de solo e clima 
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adequados ao cultivo de oleaginosas [33]. Além das áreas agricultáveis já utilizadas, 

o país ainda dispõe de aproximadamente 140 milhões de hectares agricultáveis, 

incluindo terras pouco viáveis para a produção de outras espécies alimentícias. 

Assim, o país se torna um dos poucos, se não o único, país do mundo capaz de 

expandir sua produção para os mais variados fins, incluindo as oleaginosas. A partir 

daí, acredita-se que o Brasil tem condições suficientes para liderar a produção 

mundial de biodiesel, possibilitando a substituição do 60% da produção mundial de 

óleo diesel [34]. Ademais, quando se observa o panorama geral da produção de 

biodiesel no Brasil, vê-se que mais de 70% do biodiesel produzido é originário da 

soja, um produto alimentício nobre com grande impacto econômico que, de quebra, 

traz para as regiões áridas e semiáridas uma situação de maior dependência dos 

Estados do Centro-Sul, fato que nos leva a importar biodiesel dessas regiões. É 

digno de nota, porém, que o Brasil não somente tem outras espécies promissoras 

nesse sentido, mas também o interesse a partir do qual está incentivando pesquisas 

científicas que visam levantar dados sobre a real capacidade de substituir o óleo de 

soja por óleos de outras oleaginosas. É possível que em um curto prazo não se 

consiga a substituição total do biodiesel de soja pelo produzido por outras espécies 

vegetais, mas acredita-se que o Brasil e outros países emergentes têm forte 

capacidade de liderar o mercado de oleaginosas alternativas. 

Dentre o leque de oleaginosas estudadas para o desenvolvimento de 

biodiesel, abaixo serão apresentadas as principais características de quatro destas, 

uma das quais já é potencialmente utilizada na produção de biocombustíveis no 

Brasil e no Mundo. Primeiramente é apresentada a oleaginosa que é usada na 

alimentação humana e animal, e que apresenta potencial de uso como 

biocombustível. Na sequencia, apresentam-se três outras espécies, cujas quais 

estão entre as mais estudadas pelas suas propriedades oleaginosas, merecendo 

destaque à última, objeto de estudo do presente trabalho.  

 

2.2.1. Soja (Glycine max) 

A soja, com uma tecnologia agrícola já bem estabelecida, é hoje a 

principal matéria-prima na produção de biodiesel. Parte disso se deve a arranjos 
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produtivos muito bem estudados e implantados em boa parte do território brasileiro, 

sendo esta sua principal vantagem em relação às outras oleaginosas. Do ponto de 

vista do balanço energético, da ocupação de terras e da inclusão social, a soja não é 

a melhor opção. Porém, do ponto de vista econômico, e visando um baixo uso de 

fertilizantes nitrogenados e boa disponibilidade de sementes e tecnologia, a soja é, 

sim, muito importante como matéria-prima para a produção de biodiesel [35]. A soja 

é um vegetal nobre, já que possui destinos variados, especialmente aqueles ligados 

com a alimentação animal e humana, com fortes impactos sobre a balança 

comercial dos países produtores [36]. Além disso, o cultivo desta leguminosa exige 

condições edafoclimáticas específicas, que não se dão em diversas áreas que 

necessitam desenvolvimento. 

Entre as oleaginosas, a soja ocupa o topo da lista no ranking Brasileiro de 

matérias-primas para a produção de biodiesel. Cerca de 80% do óleo biocombustível 

produzido no Brasil vem da soja [2]. Assim, muitos países vêm pesquisando fontes 

alternativas para o óleo de soja de forma a diminuir o impacto que a subtração desse 

tipo de óleo tem na alimentação humana e animal, e desmitificar o uso do óleo 

biocombustível como o causador da fome no mundo, como recentemente foi 

veiculado nos meios de comunicação. Na verdade a indústria do petróleo encontra-

se em alerta, tendo em vista a possibilidade dos biocombustíveis como biodiesel e 

bioetanol reduzirem parte dos seus lucros.  

A área agrícola destinada ao cultivo de oleaginosas é dezena de vezes 

menor quando comparada às áreas voltadas para alimentação. A ideia que os 

biocombustíveis podem levar ao desmatamento é outro mito, pois as áreas 

desmatadas são consequência da monocultura, da pecuária extensiva e da extração 

de madeiras, principalmente na Região Norte do Brasil [2]. Dessa forma, o governo 

brasileiro tem direcionado uma parcela significativa de recursos para viabilizar 

estudos de fontes alternativas de oleaginosas não convencionais, bem como 

nativas, visando a inclusão de pequenos agricultores nas regiões mais carentes do 

país, tal como o nordeste. 

 

 



 

 

19 
 

2.2.2. Algodão (Gossypium hirsutum)  

O óleo de algodão é um dos mais representativos no mercado mundial, 

ocupando o 9° lugar entre os mais produzidos [37]. Em 2006, o algodão representou 

7% do mercado de óleos comercializados no Brasil, ficando atrás apenas da soja 

[38]. Há muito tempo que o algodoeiro é reconhecido no Brasil, principalmente na 

região nordeste, como importante fonte de renda e geração de emprego para a 

agricultura familiar. O óleo do algodão apresenta um perfil químico compatível com 

sua utilização como biodiesel, toda vez que suas sementes encerram cerca de 20% 

de óleo [37], constituído por ácidos graxos insaturados, especialmente ácidos oléico 

e linoléico. Além disso, esta cultura possui outras utilidades, como a produção de 

fibras e torta [38].  

Dentre as oleaginosas, é a segunda mais produzida nas regiões nordeste 

e centro-sul do Brasil [34]. Porém, no listado das 10 melhores oleaginosas 

brasileiras avaliadas em termos da produção de óleo, aparece em último lugar 

devido a seu baixo rendimento de óleo por hectare (cerca de 0,1 a 0,2 ton ha-1) [34]. 

Isto faz com que a potencialidade da espécie para a produção de biodiesel fica 

comprometida. Entretanto, resultados ainda preliminares de uma pesquisa mais 

recente que levou em consideração os custos de produção e conservação do meio 

ambiente, entre outros fatores, indicam que o plantio de algodão voltado para a 

produção de biodiesel pode ser uma boa opção para os produtores das regiões 

áridas e semiáridas do Brasil. Porém, o estudo questiona, preliminarmente também, 

sua viabilidade econômica [2]. 

 

2.2.3. Pinhão-manso (Jatropha curcas) 

Dentre as plantas com potencial de utilização nos programas de 

agroenergia, o pinhão-manso mostra-se muito promissor.  J. curcas apresenta 

sementes que encerram entre 25 e 32% de óleo [40], podendo render até 1,5 t ha-1 

de óleo ano em plantas de pelo menos 5 anos de idade [41, 42]. A semente produz 

um óleo com excelentes características físico-químicas e boa proporção de ácidos 

graxos insaturados os mais cobiçados para estes fins.  
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Segundo o Centro Experimental de Ségou, na antiga África Ocidental 

Francesa, a produtividade média anual estimada do pinhão-manso é de 8.000 kg ha-

1 de sementes [43]. Se não bastasse, o pinhão-manso pode ainda render uma torta 

rica em nitrogênio, potássio, fósforo e matéria orgânica. Outras aplicações dos 

subprodutos do pinhão-manso incluem o uso da casca como carvão vegetal e 

matéria-prima na fabricação de papel. Esses fatores aliados favorecem a cultura do 

pinhão-manso junto com suas principais vantagens, que consistem em possuir um 

óleo resistente ao deterioro [42], de alta acidez e de colheita programática em 

relação a outras espécies ricas em óleo, como as palmáceas [42]. 

O pinhão-manso é considerado uma boa opção agrícola, principalmente 

para as regiões semiáridas do globo. Embora seja exigente em insolação, apresenta 

forte tolerância à seca. Porém, estudos mostram que a utilização comercial da 

espécie seria dependente de precipitações nunca menores a 600 mm ano-1 [44, 45, 

46]. Embora J. curcas tenha mostrado moderada tolerância à seca [45, 46, 47], 

estudos recentes têm mostrado que o estresse osmótico, atrelado ou não ao 

estresse hídrico, é fortemente inibitório do crescimento desta planta [48, 49]. 

 

2.2.4. Macaúba (Acrocomia aculeata) 

Dentre as diversas plantas capazes de produzir óleo, matéria-prima para 

produção de biodiesel, as palmas são consideradas, atualmente, as espécies mais 

promissoras. Macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Martius), apresentada 

na Figura 2.2, é uma palmeira oleaginosa amplamente distribuída no continente 

americano, incluindo o México, Antilhas , Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai. Esta 

palmeira é nativa de florestas abertas da América Central ao Sul do Brasil [50, 51]. 

Diferente do óleo de palma (Elaeis guineensis), que requer um ambiente tropical 

quente e úmido para crescer, a macaúba é adaptada a diferentes ambientes 

climáticos, incluindo o mais frio e seco do ecossistema subtropical semi-árido [52]. A 

árvore produz frutos que podem ser transformadas em óleo vegetal, ração animal e 

um granulado de biomassa densa [53, 54, 55]. 
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Figura 2.2. Fruto da Macaúba (Acrocomia aculeata) [62]. 

 

Quantidade significativa de óleo é obtida a partir dos frutos desta 

palmeira, sendo que sua produtividade varia entre 1500 e 5000 kg de óleo por 

hectare por ano, que é a segundo maior produtividade depois de óleo de palma 

(Elaeis guineensis). A palmeira macaúba atinge uma alta produtividade após 4 anos 

de crescimento e mantém a produção por mais de 100 anos [56]. Outras 

características importantes desta palmeira são a elevada resistência a pragas e as 

variações de temperatura, e a capacidade de crescer em áreas de baixa 

pluviosidade [57]. Tem sido relatado que, se forem utilizados planejamentos 

específicos para o cultivo e o processo de extração, a produtividade do óleo da 

macaúba poderia chegar facilmente a 6000 kg por hectare [58]. 

Vários estudos indicam que os frutos da macaúba apresentam de 9 a 26% de 

óleo (base úmida), com um valor médio de 19%. Em base seca, a polpa apresenta 

46 a 78% de óleo com um valor médio de 59%, sendo que a amêndoa apresenta de 

43 a 60% de óleo, com um valor médio de 53% [59, 60]. O óleo proveniente da 

macaúba não tem tradição como alimento, porém, apresenta um perfil de ácidos 

graxos comparável ao azeite de oliva, e alto teor de compostos bioativos, como 
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carotenóides e tocoferóis [51, 61]. Por apresentar elevado valor ácido, torna-se 

impróprio para o consumo, bem como para uso como matéria-prima em processos 

de transesterificação convencional [56].  

 

2.3. Técnicas para a produção do biodiesel pelo método de Transesterificação 

A maior parte do biodiesel atualmente produzido no mundo deriva do óleo 

de soja, utilizando metanol e catalisador alcalino [63], porém, todos os óleos 

vegetais, enquadrados na categoria de óleos fixos ou triacilglicerídeos, podem ser 

transformados em biodiesel [64]. Quanto aos alcoóis, os mais frequentemente 

empregados são os de cadeia curta, tais como metanol, etanol, propanol e butanol. 

No Brasil o uso de etanol anidro é vantajoso, pois este é produzido em larga escala 

para ser misturado à gasolina, além de ser um produto obtido através de biomassa 

e, dessa maneira, o processo torna-se totalmente independente do petróleo [65], 

promovendo a produção de um combustível completamente agrícola [66]. A 

produção de etanol está prosperando e já alcançou 7 bilhões de litros por ano, 

sendo que a capacidade instalada de produção no Brasil é da ordem de 16 bilhões 

de L/ano [64]. 

Com relação aos catalisadores, a transesterificação, representada pela 

Figura 2.3, pode ser realizada tanto em meio ácido quanto em meio básico [64] 

porém, ela ocorre de maneira mais rápida na presença de um catalisador alcalino 

que na presença da mesma quantidade de  catalisador ácido, observando-se maior 

rendimento e seletividade em AGLs, além de apresentar menores problemas 

relacionados à corrosão dos equipamentos [64, 66, 67]. Os catalisadores mais 

eficientes para esse propósito são KOH e NaOH, sendo que o uso de hidróxido de 

sódio, ao invés de metóxido de sódio, é preferido por causa dos perigos e  

inconvenientes do uso de metal de sódio [64]. 

Para aumentar o rendimento de alquil ésteres e para permitir a formação 

de uma fase separada de glicerol um excesso de agente transesterificante (álcool 

primário) é usado, devido ao caráter reversível da reação [64]. Também, para que 

resulte uma transesterificação satisfatória, os óleos devem possuir baixo teor de 

ácidos graxos livres [68], pois esses durante o processo de transesterificação podem 
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reagir com o catalisador alcalino formando produtos saponificados [69], o que 

diminui a eficiência de conversão. 

 

Figura 2.3. Representação da reação de transesterificação de óleos vegetais; a) Equação 

Geral; b) Reações consecutivas e reversíveis [70]. 

 

O processo geral é uma sequencia de três reações consecutivas, na qual 

mono e diacilglicerídeos são formados como intermediários [71]. Para uma 

transesterificação estequiometricamente completa, uma proporção molar 3:1 de 

álcool por triacilglicerídeo é necessária [71, 72, 73]. Entretanto, devido ao caráter 
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reversível da reação, o agente transesterificante (álcool) geralmente é adicionado 

em excesso contribuindo, assim, para aumentar o rendimento do éster, bem como 

permitir a sua separação do glicerol formado [73]. 

Existem várias tecnologias que têm sido bem estabelecidos para a 

produção de biodiesel. Óleos vegetais e gorduras animais são adequados para 

serem modificados de modo a reduzir as suas viscosidades, para que o produto 

obtido tenha propriedades adequadas para ser utilizado como combustíveis para 

motores do ciclo diesel. Há muitos procedimentos que realizam esta modificação e 

produzem um biodiesel de melhor qualidade, tais como o uso direto e mistura, 

microemulsões, pirólise de óleo vegetal a transesterificação [74, 75].  

 

2.3.1. Produção Catalítica de Biodiesel  

Os óleos vegetais podem ser transesterificados aquecendo-os com um 

álcool e um catalisador. Catalisadores utilizados na produção de biodiesel são 

divididos em duas categorias gerais, os homogêneos e heterogêneos [76, 77]. 

Nos métodos catalíticos, a seleção apropriada do catalisador é um 

parâmetro importante para reduzir o custo de produção de biodiesel [78]. Assim, o 

biodiesel comercial é normalmente produzido por transesterificação homogênea. 

Outro fator que afeta a escolha do tipo de catalisador é a quantidade de ácidos 

graxos livres (AGL) presentes no óleo. Para óleos com menor quantidade de AGL, a 

reação catalisada por uma base dá uma melhor conversão de um tempo 

relativamente curto, enquanto que para óleos contendo alto teor de AGL, a 

esterificação ácida, seguida de transesterificação é a mais adequada [79]. Tem sido 

relatado que as reações enzimáticas são insensíveis ao e teor de ALG e água no 

óleo. Por isso, as reações enzimáticas podem ser utilizadas na transesterificação de 

óleo de cozinha utilizado [80, 81], bem como nas reações que envolvam culturas 

temporárias e perenes. 
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2.3.1.1. Utilização de Catalisadores Homogêneos 

Os catalisadores homogêneos são categorizados em catalisadores 

básicos e ácidos. O processo de transesterificação homogênea especialmente a 

básica requer um elevado grau de pureza das matérias-primas e de separação do 

catalisador após a reação, tanto do subproduto quanto produto no final. Ambos os 

requisitos que elevam o custo do biodiesel [79, 82, 83, 84, 85]. Os catalisadores 

utilizados são de natureza química e podem ser ácidos ou básicos [72, 82]. Os 

catalisadores homogêneos básicos (NaOH, KOH etc.) são mais utilizados por terem 

maior eficiência e menor corrosividade, taxa de reação relativamente alta mesmo a 

baixas temperaturas (aproximadamente 60ºC) e custo relativamente baixo [73, 82]. 

Inicialmente são adicionados ao álcool e, depois, tem lugar a reação com o óleo, 

formando biodiesel e glicerol.  

O processo de purificação do biodiesel não é simples, devido à 

contaminação por glicerina residual, mono, di e triacilglicerídeos, sabões formados 

pela reação entre o catalisador e matérias graxas, além de contaminação por água 

[64, 73, 82]. Tais contaminantes geram problemas sérios nos motores do ciclo 

diesel, como corrosão ou formação de incrustações, exigindo purificação cuidadosa 

e aumentando os custos da produção, além de gerarem efluentes com impacto 

ambiental negativo. Uma forma alternativa de processamento para a produção de 

biodiesel é a utilização de um catalisador ácido. Transesterificação homogênea 

ácida pode economicamente competir com processo catalítico básico usando o óleo 

virgem, especialmente quando se trata de matérias-primas de baixo custo [79, 86]. 

Os ácidos mais comumente utilizados são sulfúrico, fosfórico, clorídrico ou sulfônico 

orgânico [87].  

A catálise ácida ocorre perante a mistura direta entre o óleo com um 

álcool acidificado, de modo que a separação e a reação ocorrem em passo único, 

com o álcool agindo simultaneamente como solvente e como reagente de 

esterificação [88]. O efeito da utilização do álcool em excesso gera reduções 

significativas no tempo de reação necessário para a reação homogênea catalisada 

por ácido, quando as concentrações do catalisador e a proporção molar são mais 

elevadas [89].  Apesar de o rendimento obtido com a catálise ácida ser alto, os 

ácidos podem corroer os recipientes e vasos [87]. Assim, estudos que busquem 
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procedimentos com melhores conversões e materiais resistentes ao meio reacional 

são boas oportunidades para a pesquisa, o desenvolvimento e a inovação [86]. 

 

2.3.1.2. Utilização de Catalisadores Heterogêneos 

2.3.1.2.1. Catalisadores Químicos 

Em comparação com catalisadores homogêneos que atuam na mesma 

fase que a mistura de reação, os catalisadores heterogêneos atuam numa fase 

diferente a partir da mistura de reação. Por estarem em uma fase diferente, os 

catalisadores heterogêneos possuem como vantagem a facilidade na separação e 

reutilização [90]. Devido o elevado consumo de energia e a dispendiosa etapa de 

separação do catalisador homogêneo a partir da mistura da reação tem voltado à 

atenção para o desenvolvimento e avanço nos usos dos catalisadores heterogêneos 

[79], além deste não produzir sabão [91]. 

O uso da catálise heterogênea na transesterificação de triacilglicerídeos 

implica a eliminação de várias etapas de lavagem/recuperação de 

biodiesel/catalisador, garantindo a eficiência e, assim, maior rentabilidade do 

processo, bem como reduzem os custos de produção. Comparado ao processo de 

transesterificação catalítica homogênea, o processo de transesterificação catalítica 

heterogênea pode tolerar as condições de reação extremas, podendo a temperatura 

ir de 70ºC quanto a 200ºC [92, 93], havendo ainda a possibilidade de poder ser 

implementado em regime de funcionamento contínuo processual [94, 95]. A 

avaliação econômica dos processos heterogêneo e homogêneo, em plantas de 

produção em grande escala de biodiesel, revelou as vantagens do processo 

heterogêneo em termos de maior rendimento em biodiesel e de pureza mais elevada 

de glicerina, bem como menores custos de catalisador e de manutenção. O 

consumo de energia e os custos associados são maiores no caso do catalisador 

heterogêneo.  

Em relação aos aspectos ambientais, os autores reportam que a 

aplicação do processo heterogêneo resultaria em menor risco associado com perda 

ou vazamento de produtos químicos perigosos e inflamáveis. Benefícios ambientais 
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adicionais podem ser esperados a partir da energia desnecessária nas etapas de 

purificação glicerina, bem como dos produtos [79]. Segundo Bray [96], a principal 

limitação encontrada nos catalisadores heterogêneos usados para a 

transesterificação é que estes não se apresentam tão ativos quanto os homogêneos 

e, em geral, necessitam de condições experimentais mais severas ou tempos de 

reação maiores para alcançar valores de conversão similares aos obtidos no 

processo homogêneo. 

 

2.3.1.2.2. Catalisadores Enzimáticos 

A transesterificação de triacilglicerídeos com um álcool, na presença de 

uma lipase extracelular ou intracelular tem sido utilizada para a produção de 

biodiesel, sendo que a maioria das pesquisas publicadas tem usado preparações 

comerciais de lipases extracelulares em sistemas reacionais pseudo-homogêneos e 

também na forma imobilizada [97, 98, 99, 100, 101]. O uso de enzimas livres resulta 

em dificuldades técnicas, sendo praticamente impossível a recuperação e reuso das 

mesmas, o que incrementa os custos econômicos do processo, além de promover a 

contaminação do produto com atividade enzimática residual [97, 98, 101]. Essas 

dificuldades podem ser superadas pelo uso dessas enzimas na sua forma 

imobilizada, permitindo o reuso desse biocatalisador várias vezes, reduzindo custos 

e ainda melhorando a qualidade do produto obtido [102, 103].  

O confinamento ou localização física de uma enzima em uma 

determinada região de um espaço definido, com a manutenção das suas atividades 

catalíticas, podendo ser usada repetida e continuamente devido à facilidade de sua 

separação do meio reacional é que caracteriza a “imobilização” da mesma [104]. As 

atividades catalíticas e outras características das enzimas podem mudar 

dependendo do tipo de retenção (química ou física), da força da interação entre a 

enzima e o suporte utilizado que pode, em alguns casos, causar distorções 

estruturais na proteína. Ainda, a atividade catalítica da enzima em um determinado 

suporte pode ser alterada, aumentando ou diminuindo devido à fragmentação do 

suporte pela interação do sistema de agitação e o suporte [85].  
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Assim, durante a reação, a enzima pode ser removida do suporte devido 

a essa interação promovendo a “perda de atividade” no reuso, devido à lixiviação e 

não à inativação da enzima [105]. Por outro lado, se essa lixiviação não ocorrer e a 

enzima permanecer ligada ao suporte, o aumento da superfície de contato poderá 

ajudar no aumento da transferência de massa, aumentando consequentemente a 

eficiência da enzima como catalisador. A produção enzimática do biodiesel pode ser 

realizada usando solventes orgânicos (geralmente n-hexano ou n-heptano) ou 

simplesmente usando a mistura dos substratos (lipídeos e álcool). Neste último 

caso, é recomendado que o álcool seja adicionado em pequenas porções, de forma 

a manter baixas concentrações do mesmo, evitando assim a inativação da enzima 

[106]. 

Esse argumento tem sido sistematicamente repetido na literatura por 

muitos autores, afirmando que o uso de biocatalisadores é atrativo, pois o biodiesel 

obtido enzimaticamente poderia ser usado diretamente sem a necessidade de 

nenhuma purificação [106, 107, 108, 109]. Porém, isso deve ser melhor avaliado, 

uma vez que mesmo se o rendimento da transformação fosse 100%, fato incomum 

na catálise enzimática até o presente, após a separação da glicerina, a fase que 

contém os ésteres deverá ser submetida à evaporação para a completa remoção do 

álcool que foi usado em excesso. No caso de ter sido usado um cosolvente como, 

por exemplo, n-hexano [110] este também deverá ser removido. os ésteres 

resultantes ainda poderão conter glicerina residual dissolvida, a qual deverá ser 

removida em uma etapa de purificação obrigatória para enquadrar o produto nas 

especificações de qualidade EN 14214 [25], ASTM D6751 [23] ou ANP 07/2008 [27]. 

Mesmo aceitando o grande potencial das lipases imobilizadas em resinas 

acrílicas ou em outros suportes e encontrando as soluções desejadas que 

promovam altos rendimentos das transformações, reduzindo os tempos reacionais e 

solucionando as limitações técnicas já mencionadas, o custo elevado desses 

biocatalisadores ainda faz com que este processo seja restritivo em termos 

econômicos para a aplicação comercial. Nestes casos tem-se utilizado como 

justificativa o fato dos catalisadores enzimáticos poderem ser reutilizados por vários 

ciclos sem perda de atividade ou com perda desprezível. Alguns autores sugerem 

técnicas de reativação das mesmas com o auxílio de solventes orgânicos [85]. 
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2.3.2. Produção Não Catalítica de Biodiesel  

Em uma reação catalítica de produção de biodiesel por meio da 

transesterificação, vários processos, tais como a purificação de ésteres, a separação 

e recuperação de reagentes que não reagiram e catalisadores, estão envolvidos. 

Estes processos tornam a produção de biodiesel através de um sistema 

convencional de transesterificação complicado, dando assim uma razão para 

investigar a produção de biodiesel a partir das reações não catalíticas. Ao lado de 

métodos catalíticos, existe o processo de álcool supercrítico. Transesterificação 

supercrítica é um método não catalítico para a produção de biodiesel em que em vez 

de utilizar catalisadores, são utilizadas alta pressão e temperatura [111]. A reação é 

rápida e o teor de conversão aumenta 50-95% nos primeiros 10 minutos, mas isso 

requer uma gama de temperatura de 250-400 ºC [62, 112, 113].  

Como é sabido, quando um fluido ou gás é submetido a temperaturas e 

pressões em excesso do seu ponto crítico, um certo número de propriedades não 

usuais são exibidas. Sob tais condições, uma fase líquida e de vapor distinta já não 

existe. Em vez disso, uma única fase de fluido é formada [114]. Devido ao baixo 

valor da constante dielétrica do álcool no estado supercrítico, acredita-se que esta 

abordagem é capaz de resolver os problemas associados com a natureza das duas 

fases do método convencional da mistura dos triacilglicerídeos e álcool, através da 

formação de uma única fase, onde a reação é concluída em um tempo muito curto 

[115]. Em contraste com a catálise alcalina, o presente processo tem vantagens que 

foram previamente discutidas [113, 116, 117, 118, 119]. A separação do produto e 

subproduto glicerina do biodiesel é simples, porque os produtos não são miscíveis 

entre si à temperatura ambiente, e não há catalisador na mistura para ser removido.  

Além disso, neste processo, não há formação de sabão, que pode ocorrer 

no processo convencional. Por isto, o processo não catalítico supercrítico apresenta 

vantagens ambientais, pois não há produção de resíduos do tratamento do 

catalisador e separação do produto final [119]. A reação tem um tempo mais curto 

do que a transesterificação catalítica tradicional, e a taxa de conversão é muito alta 

[112, 120]. Para o método supercrítico, o índice de acidez e o teor de água na 

matéria-prima não tem nenhum efeito negativo sobre a reação, podendo até mesmo 

dar um impulso para a reação em certas condições [113, 121]. A principal vantagem 
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óbvia é a capacidade de processamento multi matérias-primas. Como a maior parte 

do preço final do biodiesel é ditada pelo preço da matéria-prima, a possibilidade de 

processamento de sebo bovino, gorduras residuais e de muitas outras matérias-

primas baratas rejeitadas por algumas indústrias permitiria os processos 

supercríticos para produzir um biodiesel mais barato [79]. 

As desvantagens também foram salientadas. Pinnarat & Savage [119] 

reportam que se fazem necessárias elevadas quantidades de álcool nos 

experimentos (>40:1) em relação ao óleo, e se usado comercialmente, criaria 

dificuldades em separar o biodiesel deste excesso de álcool, para sua recuperação e 

reutilização. Em comparação com o método catalítico, a investigação sobre o 

método supercrítico ainda são limitadas, e a tecnologia de produção é raramente 

relatada. Geralmente, o biodiesel é produzido através do processo em batelada, 

onde as desvantagens são óbvias: o processo é bastante longo, a qualidade dos 

produtos não é confiável e possui alto custo de produção [120]. Os últimos relatos 

estão relacionados com as drásticas condições de operação do reator [122] que 

requer uma elevada quantidade de energia [20, 22, 112]  encarecendo seu custo de 

implantação. Entretanto, apesar deste inconveniente, muitas patentes já foram 

emitidas na produção de biodiesel supercrítico [123, 124, 125]. 

 

2.3.3. Hidrolise de Triacilglicerídeos 

Dentre as rotas alternativas de obtenção do biodiesel, a hidroesterificação 

mostra-se como uma opção promissora, que consiste do processo de hidrólise 

seguido de uma esterificação. A hidrólise pode ser representada pela Figura 2.4. 
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Figura 2.4. Representação das reações consecutivas e reversíveis da hidrólise dos 

triacilglicerídeos [126]. 

 

Por meio dessa sequência de reações, obtêm-se um produto final 

considerado mais puro e menos propenso à formação de sabão durante seu 

processo de produção. A grande vantagem da hidroesterificação em relação à 

transesterificação é que o ácido graxo livre é reagente da mesma, não sendo, 

portanto, uma limitação em termos de especificação de matéria-prima. Isto faz com 

que seja possível a utilização de matérias-primas de alta acidez, tais como o 

biodiesel de algas, óleos e gorduras residuais e óleos vegetais com acidez acima de 

1%, sem a necessidade de um pré-tratamento da matéria prima através de uma 

reação de neutralização. A rota se torna ainda mais atrativa se conjugada ao uso de 

catalisadores heterogêneos, eliminando a formação de sabão, diminuindo o número 

de operações unitárias de separação, tornando possível a reutilização do catalisador 

e produzindo uma glicerina de alta pureza, livre de sais [127]. 
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A reação de hidrólise acontece na fase orgânica por meio de três etapas 

consecutivas e reversíveis, nas quais são formados diacilglicerídeos e 

monoacilglicerídeos como intermediários, resultando em uma molécula de ácido 

graxo em cada etapa [84]. O desenvolvimento de estudos com o uso de 

catalisadores heterogêneos enzimáticos para promoção da reação de hidrólise ainda 

se encontra em fase inicial, destacando-se os apresentados na Tabela 2.1. 
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Tabela 2.1. Estudos reportados na literatura sobre a hidrólise enzimática de óleos vegetais. 

Referência Temperatura (ºC) Água (%) Catalisador Aditivos Tempo (h) Agitação (rpm) AGL (%) 

[128] 40 100* 
Candida rugosa imobilizada 

(Candida rugosa) 

Solução tampão C6H8O7 e 

K2HPO4  
5 - 88 

[129] 50 50* 
Candida rugosa imobilizada 

(Candida rugosa) 
- 6 700 99 

[130] 40 80** 
Lipase pâncreas Porcina 

livre 
Goma arábica 24 200 24 

[131] 38 25* 
Lipase pâncreas Porcina 

livre 

Solução tampão 

NH4Cl-NH4OH 
1 - ~45 

[132] 45 67,5* 
Candida lipolytica líquida 

 (Candida lipolytica) 

Solução tampão fosfato de 

KH2PO4 e Na2PO4 
12 150 75 

[133] 45 100*** 
Candida rugosa sólida 

(Candida rugosa) 

Isooctano 100% e solução 

tampão fosfato 
1,5 200 97 

[134] 35 75** 
Candida rugosa sólida 

(Candida rugosa) 
Solução tampão 6 1100 80 

[135] 35-40 75** 
Aspergillus oryzae líquida 

(Aspergillus oryzae) 

Solução tampão fosfato de 

sódio 
1 - 36,9 

[136] 30 100*** 
Novozyme® 435 

 (Candida rugosa) 
- 10 250 100 

[137] 30 100*** 
Novozyme® 435 

 (Candida rugosa) 

Isooctano e solução 

tampão 
4 250 100 

[138] 45 76* 
Novozyme® 435 

 (Candida rugosa) 
- 4 300 ~40 

*em relação à massa de óleo; **em relação ao volume dos substratos; ***em relação ao volume de óleo. 
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Tabela 2.1. Estudos reportados na literatura sobre hidrólise enzimática de óleos vegetais (continua). 

Referência Temperatura (ºC) Água (%) Catalisador Aditivos Tempo (h) Agitação (rpm) AGL (%) 

[139] 60 100*** 
Lipozyme® TL 100L líquida 

(Thermomyces lanuginosus) 
- 48 200 89 

[140] 30 6,16* 

Lipozyme® TL líquida 

(Thermomyces lanuginosus) e 

Lipozyme® RM IM 

(Rhizomucor miehel) 

- 10 200 95 

[141] 50 75*** 
Celluclast 1.5 L líquida e 

Novozyme 188 líquida 

Solução tampão de 

ácido cítrico e citrato de 

sódio 

72 - ~90 

[142] 35 100* 
Lipase pancreática Porcina 

sólida 

Solução tampão 

hidróxido de sódio 
6 900 50 

[143] 40 100* 
Lipase AY 30 livre 

(Candida rugosa) 
Solução tampão fosfato 4 200 ~68 

[144] 31 2,33* 
Lipozyme® TL IM 

(Thermomyces lanuginosus) 
- 4 300 73 

[145] 35 50* 
Lipase 1, Cat EU029c 

(Candida rugosa) 

Goma guar e solução 

tampão Tris-HCl 
3 - ~90 

[146] 35 80** 
Candida cylindracea livre 

(Candida cylindracea) 
Isooctano 1 350 36,3 

[147] 37,5 30 
Extrato em pó da semente de 

mamona 

Solução tampão fosfato 

e goma arábica 
2 1000 ~89 

*em relação à massa de óleo; **em relação ao volume dos substratos; ***em relação ao volume de óleo. 
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Tabela 2.1. Estudos reportados na literatura sobre hidrólise enzimática de óleos vegetais (final). 

Referência Temperatura (ºC) Água (%) Catalisador Aditivos Tempo (h) Agitação (rpm) AGL (%) 

[148] 37 90** 
Candida cylindracea líquida 

(Candida cylindracea) 
Solução tampão fosfato 24 200 ~40 

[149] 55 10* 
Lipozyme® RM IM 

(Rhizomucor miehel) 
- 8 300 ~39 

[150] 33 60* 
Extrato em pó de sementes 

dormentes de mamona 
Goma arábica 0,5 1000 38 

[151] 27 10* 
Lipozyme® TL IM 

(Thermomyces lanuginosus) 

Solução tampão fosfato 

de potássio e Tween 80 
50 200 ~85 

[152] 55 50* 
Lipozyme® RM IM 

(Rhizomucor miehel) 

Solução tampão fosfato 

de sódio 
6 400 ~88 

[153] 27 10* 
Lipozyme® TL IM 

(Thermomyces lanuginosus) 

Tween 80 e solução 

tampão fosfato de 

potássio 

100 - ~95 

[154] 35 33,3* 
Lipase-B IM (CAL-B) 

(Candida antarctica) 
Isooctano 1 400 ~14 

[155] 60 30* 
Lipozyme® TL líquida 

(Thermomyces lanuginosus) 
- 7 200 ~63 

[156] 45 100* 
Lip Z líquida 

(Candida rugosa) 

Reação assistida por 

ultrassom 
6 180 94,5 

[157] 35 33,3* 
Lipase-B IM (CAL-B) 

(Candida antarctica) 
Isooctano 1 400 97,4 

*em relação à massa de óleo; **em relação ao volume dos substratos; ***em relação ao volume de óleo. 



 

 

36 
 

O processo de hidrólise enzimática necessita de dois requisitos para a 

operação: a formação de uma interface lipídeo/água e a absorção da enzima nesta 

interface. Assim, quanto maior a interface, maior a quantidade de enzima adsorvida, 

acarretando taxas de hidrólise mais elevadas [128]. Diferentes parâmetros podem 

influenciar o desempenho da hidrólise de óleos e gorduras e, consequentemente, 

diversas técnicas têm sido utilizadas para aumentar a taxa de hidrólise de gorduras 

usando enzimas como catalisadores [128, 130, 132, 133, 135, 139, 142, 146, 147, 

153]. 

 

2.3.3.1. Efeito do pH da solução tampão 

Geralmente, as enzimas são ativas em uma faixa restrita de pH e na 

maioria dos casos há um pH ótimo definido na qual sua atividade é máxima. A inter-

relação da atividade enzimática com o pH, para qualquer enzima, depende 

principalmente do comportamento do substrato, da concentração de cofatores da 

enzima e da natureza química do tampão [156]. A fim de se avaliar a influência do 

pH no desempenho catalítico da hidrólise do óleo de soja, Ting et al. [128] obtiveram 

rendimentos em AGLs de aproximadamente 88% após 5 horas de reação à 40 ºC, 

sob percentual de 100% de solução tampão (em relação à massa dos substratos) de 

ácido cítrico (0,1 M) e hidrogenofosfato de potássio (0,1 M) à um pH 8 e teor de 

lípase de 20% (em relação à massa de óleo). Os autores verificaram que nas faixas 

que antecedem e procedem este valor de pH, rendimentos em AGLs inferiores foram 

obtidos, sendo de aproximadamente 20% e 25% à pH 6 e 9, respectivamente. 

Efeito semelhante foi verificado por Serri et al. [133], que obtiveram um 

rendimento em AGLs de aproximadamente 97% a pH 7,5 da solução tampão fosfato, 

enquanto que à pH de 6,5 e 8,5, estes rendimentos em AGLs foram 

significativamente menores (aproximadamente 75% e 45%, respectivamente). Em 

contrapartida, reporta-se na literatura o estudo de Oliveira et al. [139], os quais 

propuseram a hidroesterificação do óleo de soja, visando produzir biodiesel. Os 

autores obtiveram, na etapa de hidrólise, apreciáveis rendimentos (89% em AGLs) 

após 48 horas de reação à 60 ºC em meio aquoso, livre de solvente orgânico, 

solução tampão e agente emulsificante. Mais recentemente, Penci et al. [157], 
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avaliando o perfil de obtenção enzimático de AGLs em sistema livre de solvente 

orgânico em óleo de soja e óleo de girassol, constataram ausência de diferença 

significativa para os rendimentos em AGLs obtidos à pH 7,0 e 8,0. Para o óleo de 

soja, os autores verificaram produção de 84% de AGLs à 50 ºC e pH 7,0, enquanto 

que para a mesma temperatura, à pH 8,0, 83% de AGLs foram obtidos. Efeito 

semelhante foi verificado para o óleo de girassol, que sob a mesma temperatura, 

apresentou rendimento em AGLS de 92% para pH 7,0 e 93%, para pH 8,0. 

 

2.3.3.2. Efeito da adição de Solvente orgânico 

O uso de solventes no meio reacional também tem sido descrito como um 

fator responsável no aumento das taxas de hidrólise dos triacilglicerídeos [133, 135, 

146, 152]. Para Sharma et al. [146], a presença do solvente orgânico isooctano 

proporcionou maior produção de AGLs perante a hidrólise do óleo de fígado de 

bacalhau. Os autores avaliaram em seu estudo diferentes razões mássicas de 

solvente orgânico:óleo, onde obtiveram aproximadamente 125 µmols/mL-1 de AGLs 

na razão 1:1 com o uso da lípase Candida cylindracea, resultado consideravelmente 

superior às demais razões avaliadas para a mesma lípase. Mesmo efeito foi 

verificado para a hidrólise do óleo de atum, realizada por Sharma et al. [155], onde 

as razões mássicas de óleo:solvente orgânico variaram no intervalo de 1:1 à 1:5, 

sendo que aproximadamente 14% de AGLs foram obtidos para a razão 1:1, 

enquanto que para a razão 1:3 e 1:5, rendimentos em AGLs de 10% e 12% foram 

alcançados. Dos solventes avaliados pelos autores, isooctano foi o qual apresentou 

maior percentual de hidrólise, sendo de 13,4%. 

 

2.3.3.3. Efeito da adição de Sais e Surfactantes 

Os sais exercem uma influência na atividade enzimática das lípases, 

podendo aumentar ou reduzir a sua ação lipolítica, conforme reportado na literatura 

[130, 135, 142, 147]. Avaliando a influência de diferentes sais sobre a atividade 

hidrolítica da lipase pancreática, Freitas et al. [130] verificaram aumento superior à 

10% na atividade relativa da hidrólise do óleo de soja na presença de NaCl, quando 
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comparado ao hidrolisado sem quaisquer aditivo. Efeito oposto foi verificado quando 

os autores adicionaram ao meio reacional NH4Cl, sendo verificada uma atividade 

relativa de aproximadamente 20%. Efeito similar foi verificado por Goswami et al. 

[142], onde a adição dos sais NaCl, CaCl2 e MgCl2 aumentou aproximadamente 8, 

28 e 47% o percentual de hidrólise, respectivamente, enquanto que o CuCl2 reduziu 

este percentual em 30%.  

Aumento no rendimento em AGLs da hidrólise também foi verificado mais 

recentemente, por Avelar et al. [147], por meio da adição de CaCl2 ao meio 

reacional da hidrólise do óleo de canola. No entanto, Rathod & Pandit [135] 

verificaram efeito oposto em seu trabalho, onde houve diminuição no percentual de 

hidrólise do óleo de mamona ao serem adicionados os sais KCl, CaCl2 e NaCl em 

quantidades gradativas (mol/mL-1). A influência negativa da adição de diferentes 

agentes tensoativos à hidrólise, visando a produção de ácido erúcico, foi avaliada 

por Goswami et al., [142]. O percentual de ácido produzido na ausência de 

surfactantes apresentou significativa diferença quando comparado as reações 

conduzidas com agentes ao meio reacional.  

 

2.3.3.4. Efeito do percentual de catalisador 

As enzimas são bastante versáteis e possuem um número de 

propriedades que as tornam altamente requisitadas como catalisadores. Em geral, 

toda enzima, especialmente, em razão da sua grande especificidade, catalisa as 

transformações moleculares sem que ocorram reações paralelas indesejáveis que 

são comuns em sínteses químicas. Além disso, apresenta alta eficiência catalítica, 

elevando a velocidade das reações. As condições de atuação de enzimas são 

sempre brandas, ao contrário dos processos químicos em que se tornam 

necessários temperaturas mais elevadas e valores de pH distantes da neutralidade. 

Outra vantagem na utilização de enzimas é a regulação da atividade enzimática com 

relativa facilidade, bastando, para isso, modificar a natureza do meio de reação, 

como por exemplo, pela alteração do pH ou pela adição de algum efetor. Por esses 

motivos, o emprego de enzimas em processos industriais os torna relativamente 
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simples, fáceis de controlar, eficientes energeticamente, além de os produtos 

formados apresentarem melhor qualidade [157, 158, 159]. 

Grande parte dos estudos reportados pela literatura apresenta influência 

significativa nos rendimentos em AGLs obtidos, quando correlacionados ao aumento 

no percentual de catalisador em meios hidrolíticos. Rooney & Weatherley [160], 

obtiveram rendimentos em AGLs de 88% durante 100 minutos e 0,4% de catalisador 

Candida rugosa na hidrólise do óleo de girassol, enquanto que para o percentual de 

0,1%, este rendimento em AGLs foi de 50%. Mesmo catalisador foi aplicado na 

hidrólise do óleo de soja por Freitas et al. [130] e Serri et al. [133] os quais 

verificaram o aumento de cerca de 7% e 5%, respectivamente, no percentual de 

hidrólise ao aumentar o percentual de catalisador de 1 à 3%, durante 24 horas de 

reação [130] e 4 à 11%, durante 90 minutos de reação [133]. Liu et al. [132] ao 

analisarem o efeito do ultrassom na hidrólise enzimática do óleo de soja livre de 

solvente orgânico, não observaram aumento significativo no valor ácido (mg/KOH g-

1) aumentando-se a concentração mássica de catalisador Candida lipolytica de 0,01 

à 0,03% durante 5 horas de reação à 50 ºC. Para 1 hora de reação à 45 ºC o efeito 

foi significativo e positivo, variando o valor ácido de 50% à concentração de 0,01% 

para aproximadamente 57% à concentração de 0.03%. 

Utilizando a lipase líquida Thermomyces lanuginosus (Lipozyme® TL 

100L) e a Rhizomucor miehei (Lipozyme® RM IM), Oliveira et al. [139] e Rodrigues & 

Ayub [140] verificaram aumento significativo no rendimento em AGLs da hidrólise ao 

aumentarem o percentual de catalisador. Sob temperatura de 55 ºC, concentração 

de óleo no meio reacional de 73% e 0,5% de catalisador TL 100L, Oliveira et al. 

[139] obtiveram uma concentração final de AGLs de 70%, enquanto que para o 

percentual de catalisador de 9,5%, 81,7% de AGLs foram obtidos, decorridas 19 

horas de reação à pH 8,0. Já Rodrigues & Ayub [140], com 15% de catalisador e 

razão molar de água:óleo 7,1:1, por meio da Lipozyme® RM IM obtiveram 48%, 

enquanto que para a TL 100L, rendimento em AGLs de 44,6% foi verificado, após 10 

horas de reação à 30 ºC. Avaliando a concentração da lípase pancreática na 

hidrólise do óleo de mostarda em pH 9,0, razão mássica de óleo:solução tampão de 

1:1, sob 900 rpm e 6 horas de reação, Goswami et al. [142] verificaram aumento 

gradual no percentual de hidrólise conforme houve o aumento no percentual de 
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catalisador, de 2 à 10 mg/g de óleo. Cerca de 17% de AGLs foram produzidos à 2 

mg/g de óleo de mostarda, enquanto que para 10 mg/g de óleo, aproximadamente 

37% de AGLs foram obtidos. 

 

2.3.3.5. Efeito da proporção dos substratos 

Reações de hidrólise catalisadas por enzimas ocorrem na interface entre 

a fase aquosa e a fase oleosa [161]. Assim, a área interfacial é afetada pela mistura 

e concentração dos substratos, o que influencia na taxa de reação [132, 134, 139, 

140, 142, 160, 161, 162]. Para Noor et al. [162], um dos maiores problemas 

encontrados na hidrólise de óleos é a inibição do substrato, quando a razão da fase 

oleosa e da fase aquosa é superior a 3-5% (v/v). Com relação as razões dos 

substratos na hidrólise, Rooney & Weatherley [162] indicam que o equilíbrio no 

rendimento em AGLs de emulsões de óleo:água nas proporções de 3:1 e 8:1 foram 

de 90 e 72%, respectivamente. Isto implica em uma inversão proporcional entre as 

razões dos substratos e a extensão da hidrólise, ou seja, quanto menor a razão 

óleo:água, maior foi o rendimento em AGLs obtido. Semelhante ao estudo citado, 

Oliveira et al. [139] hidrolisando o óleo de soja com a lípase líquida Thermomyces 

lanuginosus (Lipozyme TL 100L), verificaram acentuada diminuição no conteúdo 

final de AGLs ao aumentar o percentual volumétrico de óleo de 62 à 84%. Os 

rendimentos obtidos em AGLs remetendo estes percentuais de óleo foram de 80,4 e 

66,9%, respectivamente, à 50 ºC e 2,3% de lípase. Ao avaliar o efeito das variáveis 

de processo e aditivos na hidrólise do óleo de mostarda com a lípase pancreática, 

Goswami et al. [142] constataram diminuição de 30% no rendimento em AGLs da 

hidrólise ao aumentar o conteúdo de solução tampão tris-maleato de 1:1 à 1:5. 

No entanto, este efeito pode ser contraditório, dependendo dos subtratos 

e condições operacionais envolvidos. Aumento no valor ácido da hidrólise do óleo de 

soja foi verificado por Liu et al. [132] ao variar a razão água:óleo de 0,1:1 à 1,4:1, 

tendo como catalisador a Candida lipolytica e substratos o óleo de soja e tampão 

fosfato à pH 7.7. Similarmente, Goswami et al. [134] por intermédio da Candida 

rugosa na hidrólise do óleo de mamona, verificou aumento significativo no 

percentual de hidrólise entre as razões volumétricas de 1:1 à 1:3. Ao avaliar o efeito 
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da combinação das lípases Thermomyces lanuginosus e Rhizomucor miehei na 

hidrólise do óleo de soja, Rodrigues & Ayub [140] obtiveram aumento de 16% no 

rendimento em AGLs da hidrólise, aumentando a razão molar de 4,8:1 de água:óleo 

para 10,2:1.  

  

2.3.3.6. Efeito da Temperatura 

Os processos comumente empregados para produzir ácidos graxos são o 

químico e o enzimático. O processo de hidrólise química se caracteriza por ser 

homogêneo e utiliza catalisadores químicos, temperaturas altas, tempos de 

residência variáveis e altas pressões. Os produtos assim obtidos são muito variados 

na sua natureza e pureza. A hidrólise enzimática utiliza baixas temperaturas, meios 

reacionais específicos e variáveis controladas, e os ácidos graxos sofrem pouca 

modificação [163]. A temperatura pode afetar a reação de hidrólise de uma forma 

positiva ou negativa. Romero et al. [164] explicam que um aumento na temperatura 

irá aumentar a velocidade de reação, conforme explicado pela teoria do estado de 

transição. No entanto, a uma temperatura de reação mais elevada, a estrutura da 

enzima pode ser afetada, fazendo com que a mesma seja desnaturada. 

Avaliando o comportamento da lípase Candida rugosa na hidrólise do 

óleo de palma, Serri et al. [133] verificaram comportamento crescente em termos de 

rendimento em AGLs no intervalo de 35 à 45 ºC, sendo obtidos aproximadamente 

82% de AGLs e aproximadamente 95%, respectivamente. Liu et al. [132], verificaram 

que o efeito da temperatura, combinado ao uso do ultrassom, aumentou o valor da 

acidez do produto obtido da hidrólise do óleo de soja pela Candida lipolytica. No 

intervalo de 30-55 ºC, durante 5 horas de reação, 5% de acidez foi acrescida ao 

produto obtido. Mesmo efeito foi verificado por Oliveira et al. [139], ao hidrolisarem o 

óleo de soja com a lípase Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL 100L) em 50 e 

60 ºC, onde cerca de 5% de AGLs foram produzidos perante a temperatura mais 

alta. Utilizando-se da mesma lípase, Xu et al. [154] obtiveram um conteúdo de AGLs 

após 7 horas de hidrólise da estearina de palma à 60 ºC de cerca de 65%, enquanto 

que para 50 ºC, este conteúdo foi de aproximadamente 52%. Sharma et al. [145] ao 

hidrolisar o óleo de fígado de bacalhau por meio da lípase Candida rugosa, verificou 
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que o aumento na temperatura, de 25 à 35 ºC, apresentou aumento na produção de 

AGLs, para uma razão mássica de óleo:água 1:4 e adição de solvente isooctano na 

razão mássica de 1:1 em relação ao óleo. Mais recentemente, Avelar et al. [147] 

utilizando uma lípase advinda do extrato em pó das sementes de mamona, 

obtiveram a completa hidrólise quando utilizada uma temperatura de 50 ºC, 

enquanto que para 25 ºC, este grau foi de 81%. 

 

2.3.3.7. Efeito da Agitação  

Sabe-se, que o óleo é imiscível na fase aquosa, para tanto, agitação 

vigorosa faz-se necessária para dispersá-lo sob a forma de uma emulsão. No 

entanto, um aumento da velocidade de agitação pode ter um efeito negativo sobre a 

taxa de hidrólise, como também aumenta o cisalhamento sobre a enzima [163]. Vale 

ressaltar que ao associarem-se variáveis umas as outras, outro efeito pode ser visto, 

como o caso de Al-Zuhair et al. [161], os quais obtiveram a diminuição no diâmetro 

médio da gota de óleo à medida que a temperatura e a agitação aumentaram, o que 

proporcionou um maior rendimento em AGLs da hidrólise. Noor et al. [162] avaliaram 

a influência da agitação de 200 à 2000 rpm para a hidrólise do óleo de palma, 

catalisada pela lipase SP398. Os autores verificaram um aumento gradativo, 

conforme o aumento da agitação, no rendimento em AGLs da hidrólise (µ mol/l/min). 

Serri et al. [133] obtiveram aumento de >10% na hidrólise do óleo de palma entre 

180 e 200 rpm, no entanto, de 200 à 260 rpm este rendimento em AGLs caiu cerca 

de 12%. Avaliando um intervalo de agitação de 500-1100 rpm, Goswami et al. [134] 

verificaram que 12% de AGLs do óleo de mamona foram produzidos por intermédio 

da Candida rugosa. Mesmo efeito foi verificado por Goswami et al. [142], por meio 

da catalise com a lípase pancreática, obteve aumento de 15% na hidrólise do óleo 

de mostarda em um intervalo de 500 à 900 rpm. 

Sharma et al. [146] obtiveram formação crescente de AGLs do óleo de 

fígado de bacalhau, no intervalo de agitação avaliado para as lípases Candida 

cylindracea e Candida rugosa. Para a Candida cylindracea, aumento significativo no 

grau de hidrólise foi obtido, sendo de 50 µ mol/mL à 80 rpm à 120 µ mol/mL à 400 

rpm, enquanto que para a Candida rugosa, este aumento foi de iniciais 30 µ mol/ml à 
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80 rpm para 90 µ mol/ml à 350 rpm. Recentemente, Sharma et al. [154] avaliaram o 

efeito das variáveis na hidrólise do óleo de atum na presença de solvente isooctano 

e catalisada pela Candida antarctica, onde verificaram que o aumento da agitação 

de 200 à 400 rpm aumentou cerca de 6% o rendimento em AGLs da hidrólise, 

enquanto que agitações superiores a esta, provocaram a diminuição no rendimento 

em AGLs em aproximadamente 3%. 

 

 

2.4. Considerações em relação ao Estado da Arte  

Na revisão bibliográfica apresentada neste capítulo, procurou-se relatar o 

estado da arte em relação à produção de ácidos graxos livres de óleos vegetais pela 

reação de hidrólise dos triacilglicerídeos, utilizando catalisadores enzimáticos. Esta 

reação produz ácido graxo e glicerina, como produtos reacionais, e fundamenta a 

primeira etapa reacional da hidroesterificação. As principais peculiaridades deste 

processo, é que o mesmo dispensa qualquer tipo de tratamento da matéria-prima, 

diminuindo assim a carga de poluidores no efluente, além da glicerina produzida ser 

mais pura que a obtida a partir da transesterificação, dispensando qualquer tipo de 

tratamento.  

A transesterificação a nível industrial ocorre por catálise alcalina, gerando 

inevitavelmente sabões e exigindo invariavelmente matérias-primas semi-refinadas, 

o que tem acarretado custo ao processo. Este problema afeta o rendimento em 

AGLs dessas plantas, bem como a dificuldade de separação do biodiesel da 

glicerina. Para resolver tal interferente, a transesterificação faz uso de grandes 

quantidades de ácidos para quebra de emulsão, o que associado aos custos já 

mencionados, tem gerado uma despesa operacional elevada. 

Os inconvenientes existentes na obtenção do biodiesel produzido pela 

rota convencional, como a dificuldade de separar o catalisador do glicerol e dos 

ésteres, a produção de resíduos altamente alcalinos e a necessidade de uma alta 

qualidade de matérias-primas, são sanados pela obtenção do mesmo pela 

hidroesterificação. Além disto, este processo tem demonstrado significativa 

diminuição nos problemas relacionados à separação/purificação dos produtos; 
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possibilita a reutilização do catalisador no processo e não apresenta restrições em 

relação ao teor de água e ácidos graxos livre nos substratos.  

No entanto, as rotas catalíticas do processo, quando correlacionados à 

matéria prima, têm apresentado limitações, haja vista a possibilidade de 

saponificação, no caso da catálise alcalina. Neste sentido o processo é restrito, 

dificultando a utilização de resíduos ou óleos não processados, que apresentam 

custos mais acessíveis. No caso de se utilizar resíduos de óleos não processados, 

faz-se necessária a separação, recuperação e purificação do glicerol e dos 

catalisadores, o que apresenta-se dispendiosa, contribuindo à elevação do consumo 

energético e os custos associados ao processo.  

Embora a catalise ácida permita a utilização de óleos e gorduras que 

possuam um alto teor de ácidos graxos livres, esta rota apresenta as conversões de 

triacilglicerídeos semelhantes aos obtidos na catálise básica, entretanto, demanda 

quantidades maiores de catalisador. Os tempos de reação são mais longos e o 

consumo energético maior, visto que a maioria dos processos demanda 

aquecimento. 

Neste contexto, o processo catalisado por enzimas vem se apresentando 

como uma alternativa atrativa para a indústria, principalmente quando são 

consideradas algumas das vantagens desta rota como maior rendimento em AGLs 

do processo, menor consumo de energia, redução do teor de resíduos e introdução 

de rotas mais acessíveis de produção. Estes catalisadores permitem ainda a 

utilização de condições mais brandas de reação, maior especificidade e reutilização, 

gerando assim menos produtos indesejáveis e diminuição dos custos operacionais. 

Apesar das vantagens acima citadas, são escassos os estudos na 

literatura que abordam a produção de ácidos graxos pela reação de hidrolise 

enzimática. Tais fatos despertaram interesse e motivação para a realização da 

presente proposta, justificando assim os esforços no estudo a ser desenvolvido. 
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Resumo 

Este trabalho investiga a produção de ácidos graxos livres (AGLs) a partir da 

hidrólise enzimática de óleo da amêndoa da macaúba. Os experimentos foram 

realizados em modo batelada, visando avaliar o efeito de diferentes catalisadores 

enzimáticos e a adição de sais, agentes tenso-ativos e solventes e ao meio 

reacional, bem como o efeito de variáveis do processo (temperatura, razão mássica 

de óleo:água, pH da solução tampão, percentual de catalisador e agitação) durante 

6 horas de reação. Os resultados mostraram que os rendimentos em AGLs obtidos 

para uso de Lypozyme ® RM IM foram maiores do que aqueles obtidos a partir de 

Lipozyme® TL IM e Lypozyme® 435. A adição de sais e surfactantes não promoveu 

aumento no rendimento em AGLs, enquanto a adição de n-hexano e n-heptano ao 

meio reacional levou a um aumento da taxa de reação. Pode-se observar pelos 

resultados que a temperatura, a razão mássica óleo:água e o percentual de 

catalisador tiveram efeitos positivos sobre o rendimento em AGLs no intervalo de 35 
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ºC a 55 ºC; 1:20 a 1:2; e de 1 a 15%, respectivamente, e que a partir destes limites, 

os aumentos destas variáveis não acarretou qualquer aumento significativo na 

produtividade em AGLs. A adição da solução tampão promoveu um aumento no 

rendimento em AGLs , bem como o pH do tampão, sendo relatado por fim, que uma 

agitação de 400 rpm resultou em rendimentos mais elevados na gama investigada 

(400 a 2000 rpm ) 

Palavras-Chave: Hidrólise; Ácido graxo livre; Óleo da amêndoa da macaúba. 

 

3.1. Introdução 

Atualmente, a conversão de óleos e gorduras em produtos com alto valor 

agregado, tais como ácidos graxos livres (AGLs) e seus derivados, tem sido de 

grande interesse comercial, uma vez que estes compostos atuam como 

componentes essenciais na indústria oleoquímica [1]. Um número significativo de 

produtos requerem ácidos graxos para a fabricação no setor industrial, estimulando 

a investigação sobre a resolução de misturas racêmicas [2], a síntese de 

emulsificantes [3, 4], na transformação de lipídios, a fim de se produzir lipídios 

estruturados com elevados teores de ácidos graxos poliinsaturados [5, 6], e na 

obtenção de bioaromas [7]. Recentemente, os AGLs têm sido utilizados para a 

produção de biodiesel [8]. 

Diferentes oleaginosas tem sido foco de interesse nos setores agronômico e 

industrial. Conflitos industriais entre fontes alimentícias e não alimentícias surgem 

por conta do número limitado de opções entre culturas, que são principalmente 

oleaginosas com fins comestíveis. Uma solução seria a introdução de novas 

espécies de plantas oleaginosas que têm como alvo setores estratégicos [9]. A 

Acrocomia aculeata é considerada uma das espécies de palmeiras mais evidentes 

no Brasil [10, 11]. Esta espécie tem frutos oleaginosos em cachos que podem pesar 

aproximadamente 25 kg em condições naturais, sendo recentemente considerada 

como uma matéria-prima potencial para a produção de biodiesel [12], podendo 

produzir 10 vezes mais óleo por hectare (ha) quando comparada à soja [13]; 

projetando-se que sob os cuidados agronômicos adequados, uma plantação 
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comercial pode render de 16000-25000 kg ha-1 de frutos e produção de até 6200 kg 

ha-1 de óleo [12].  

A reação de hidrólise de triacilglicerídeos acontece na fase orgânica por meio 

de três etapas consecutivas e reversíveis, nas quais são formados diacilglicerídeos e 

monoacilglicerídeos como produtos intermediários, resultando em uma molécula de 

ácido graxo em cada etapa e o glicerol como subproduto.  Os processos comumente 

empregados para produção de ácidos graxos são o químico e o enzimático. O 

processo químico se caracteriza por envolver temperaturas e pressões altas e 

tempos de residência variáveis [14]. Os produtos assim obtidos são muito variados 

na sua natureza e pureza, adquirindo coloração e odores indesejáveis no produto, e 

em alguns casos pode ocorrer a desnaturação dos produtos [15]. A hidrólise 

enzimática, no entanto, utiliza pressões normais, requer baixo consumo de energia e 

propicia a obtenção de elevado grau de pureza do produto [16]. 

O processo de hidrólise enzimática necessita de dois requisitos para a 

operação: a formação de uma interface lipídeo/água e a absorção da enzima nesta 

interface. Assim, quanto maior a interface, maior será a quantidade de enzima 

adsorvida, acarretando no aumento da taxa de reação [17, 18]. Estudos prévios 

reportam o aumento da taxa de reação com a adição de aditivos no meio reacional, 

tais como agentes tensoativos [16, 19, 20, 21] e sais [6, 16, 20, 22, 23, 24], além do 

aumento da atividade enzimática na presença de solventes orgânicos [25, 26, 27, 

28, 29]. Outro foco de interesse refere-se ao efeito das variáveis de processo no 

rendimento em AGLs da reação de hidrolise, onde reporta-se a avaliação do efeito 

da temperatura, percentual de água, agitação, percentual de catalisador e adição de 

buffer em diferentes pHs [12, 27, 29, 30, 31, 32, 33].  

Neste sentido, o principal objetivo do presente trabalho foi investigar a hidrólise 

enzimática do óleo de macaúba para obtenção de um hidrolisado rico em ácidos 

graxos livres. Para isto, foram avaliados os efeitos de diferentes catalisadores 

enzimáticos (Lipozyme® RM IM, Lipozyme® TL IM e Lipozyme® 435); adição de 

aditivos ao meio reacional (sais e agentes tensoativos); adição de solventes; 

avaliação da temperatura na faixa de 35 a 55 ºC; da proporção mássica de 

óleo:água de 1:1-1:20; percentual de catalisador, que variou de 5 a 20% (em relação 
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à massa dos substratos); o pH da solução tampão 5,7-8,0 e a agitação de 400 a 

2000 rpm. 

 

3.2. Materiais e Métodos 

3.2.1. Materiais 

Nas reações de hidrólise foram utilizados óleo da amêndoa de Macaúba 

(Cocal Brasil), solução tampão fosfato de sódio (Neon) preparada conforme Gomori 

[34] e como catalisadores as enzimas comerciais imobilizadas Lipozyme® RM IM, 

Lipozyme® TL IM and Lipozyme® 435 (Novozymes®). A composição química do 

óleo da amêndoa da macaúba usado neste trabalho encontra-se reportada na 

Tabela 3.1, determinada pelo método Ce 2-66, da AOCS (1990). O conteúdo de 

AGLs (mg AGLs/100 mg) e conteúdo de água (% mássico, método de titulação Karl 

Fischer, DL 50, Mettler-Toledo) foi determinado em aproximadamente 23,0±0,4 e 

0,7±0,05, respectivamente. Foram utilizados os sais cloreto de cobre (Vetec), cloreto 

de cálcio (Nuclear), cloreto de potássio (Nuclear), cloreto de amônio (Vetec), cloreto 

de sódio (Synth), cloreto de magnésio (Synth) e como solventes n-hexano (Nuclear), 

n-heptano (Nuclear), isopropanol (Fmaia), t-butanol (Sigma-Aldrich) e os 

surfactantes Triton® X-100 (Sigma-Aldrich) e Tween 80 (Oxiteno). Na etapa de 

titulação das amostras foram utilizados: solução de éter etílico:álcool etílico 2:1 (v:v) 

(Vetec/Nuclear), hidróxido de sódio 0,1N (Nuclear) e o indicador fenolftaleína 

(Nuclear).   

 

3.2.2. Aparato experimental e procedimento 

  As reações foram conduzidas em um reator encamisado de vidro de 40 mL, 

conectado a um banho termostatizado com controle da temperatura (Marconi) e uma 

chapa de agitação magnética (Marconi, MA 085). A obtenção das amostras do meio 

reacional foi realizada nos seguintes passos: primeiramente a enzima era colocada 

em estufa a 40 ºC/1 h para ativação. Convencionalmente, cerca de 16 g de substrato 

(óleo vegetal e água ou tampão) foram adicionados ao reator, enquanto que as 

quantidades de enzima e de solventes ou aditivos foram adicionados de acordo com 
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valores pré-estabelecidos. No final da reação, a lipase imobilizada foi removida por 

filtração à vácuo, e os produtos foram recuperados para posterior análise. As 

amostras sem a enzima foram transferidas para frascos de amostragem e colocados 

em rota evaporador à vácuo para a evaporação do excesso de solvente. Por fim, as 

amostras foram refrigeradas para posterior análise dos produtos de interesse. 

Tabela 3.1. Composição química do óleo da amêndoa da Macaúba. 

Ácido graxo Percentual (%) 

Láurico (C12:0) 0,02 ± 0,00 

Mirístico (C14:0) 0,12 ± 0,01 

Palmítico (C16:0) 11,07 ± 0,22 

Palmitoleico (C16:1n-7) 1,50 ± 0,03 

Esteárico (C18:0) 3,46 ± 0,03 

Oleico (C18:1n-9) 19,74 ± 0,07 

cis-vacenico (C18:1n-7) 0,75 ± 0,00 

Linoleico (C18:2n-6) 62,33 ± 0,15 

Linolenico (C18:3n-3) 0,33 ± 0,01 

Araquídico (C20:0) 0,35 ± 0,00 

Eicosadienoico (C20:2n-6) 0,27 ± 0,00 

 

3.2.3. Método analítico 

O percentual de ácidos graxos livres foi determinado com base no método Ca 5a-40 

[35], que se baseia no método de titulação ácido-base, utilizando uma solução 

etanólica de hidróxido de potássio (KOH) previamente padronizada (0,1 mol L-1) 

como titulante, conforme apresentada na equação 1. Cada amostra foi titulada em 

duplicata e o rendimento em AGLs das reações de hidrólise foi calculada a partir da 

equação 2. 

                  
      

     
                                       (1) 

 

onde: M corresponde à molaridade da solução titulante (mol L-1), PM corresponde ao 

massa molar do AGL predominante na amostra (280 g/mol), v corresponde ao 
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volume gasto na titulação (mL) e m corresponde à massa da amostra utilizada para 

a análise (g).  

 

                        
    

    
                               (2) 

 

onde AGLt corresponde ao teor de AGLs produzido após a reação de hidrólise e 

TAG0 corresponde ao teor de triacilglicerídeos presente no óleo da amêndoa da 

macaúba. 

Os resultados serão apresentados em termos de rendimento em AGLs e teor 

de AGLs. Os dados foram submetidos à análise de variância, analisados pela 

ANOVA, teste de Tukey e Dunnett (p>0,05) para avaliar as diferenças das médias 

dos tratamentos e a diferença entre o percentual de aditivos em comparação com a 

amostra padrão (sem aditivos). 

 

3.3. Resultados e Discussão 

3.3.1. Efeito de diferentes catalisadores enzimáticos e razão mássica óleo:água  

O efeito das enzimas Lipozyme® RM IM, Lipozyme® TL IM, e Lipozyme® 435 

sobre a hidrólise de óleo da amêndoa da macaúba foi avaliada, mantendo-se a 

temperatura fixa em 55 °C, agitação a 400 rpm, percentual de catalisador (em 

relação aos substratos) a 5%, e razão mássica de água:óleo de 1:1-1:20 (Figura 

3.1). Como pode ser visto na Figura 3.1, os rendimentos em AGLs mais elevados 

foram obtidos com o uso da enzima Lipozyme® RM IM para todas as quantidades 

de água avaliadas. Pode ser visto a partir da Figura 3.1 que os rendimentos em 

AGLs no intervalo de 58% em massa foram obtidos com Lipozyme® RM IM, 

enquanto que para Lipozyme® TL IM e Lipozyme® 435, rendimentos em AGLs 

máximos de 29% e 36% em massa foram obtidos, respectivamente.  

Em relação à quantidade de água no meio reacional, a Figura 3.1 mostra que o 

aumento na produção de AGLs ocorreu com o aumento da quantidade de água no 

meio reacional, na gama avaliada, de 1:2 a 1:20. No entanto, cabe notar que quando 

um excesso de água foi aplicado ao meio (razão mássica água:óleo 1:1), não houve 
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nenhum efeito significativo sobre o rendimento em AGLs (p>0,05), principalmente 

com a Lipozyme® TL IM e Lipozyme® 435, sendo que, no caso de Lipozyme® RM 

IM e Lipozyme® 435, rendimentos em AGLs inferiores que a razão mássica 1:2 

foram adquiridos. 

O teor de água nos sistemas orgânicos é geralmente muito limitado, no 

entanto, sua presença em quaisquer quantidades não pode ser negligenciada. A 

água desempenha um papel importante no controle do desempenho da enzima em 

meios reacionais, e uma pequena quantidade se faz necessária para a ativação da 

ação catalítica. No entanto, a quantidade de água necessária varia de caso para 

caso, visto que uma quantidade ótima de água necessária depende de vários 

parâmetros, incluindo o tipo de solvente do meio, a polaridade do sítio ativo da 

enzima, o substrato, o suporte sólido, e das condições de reação [36]. 
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Figura 3.1. Efeito de diferentes catalisadores enzimáticos e da razão mássica água:óleo na 
hidrólise do óleo da amêndoa da macaúba, à 55 °C, 400 rpm, percentual de catalisador de 
5% e 6 horas de reação. Médias seguidas de mesmas letras (para uma mesma enzima) em 
cada coluna são as quais não diferem estatisticamente (p>0,05). 
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Cavalcanti-Oliveira et al. [33], examinando a hidrólise do óleo de soja, 

utilizando a lipase Thermomyces lanuginosus (líquida), reportam que o aumento do 

conteúdo de água no meio reacional leva a um aumento no rendimento em AGLs, de 

14% na razão mássica de água:óleo 1:6,6, à 80%, sob razão mássica de água:óleo 

1:2,5, a 60 °C, 2,3% de lipase (em relação ao volume dos substratos) e um tempo de 

reação de 24 horas. Liu et al. [37], ao investigarem o efeito do ultrassom na hidrólise 

enzimática de óleo de soja, descobriram que maiores quantidades de água no meio 

reacional resultou no aumento da produção de AGLs. Na razão mássica de 0,1:1, 

cerca de 17% do óleo foi hidrolisado em AGLs, enquanto que, ao aumentar-se a 

proporção para 2,5:1, um hidrolisado com 33% de AGLs foi obtido. Na produção do 

concentrado natural de beta-caroteno a partir de óleo de buriti por hidrólise 

enzimática, Ribeiro et al. [38] observaram crescente rendimentos em AGLs de 

56,6% para 62,9% nas razões mássicas de água:óleo 1:1,4 e 1:2,6, 

respectivamente, a 29 °C e uma enzima TL IM (imobilizada) concentrada em 10,7 U 

(conteúdo de enzima) . 

 

3.3.2. Efeito do pH da solução tampão  

A literatura reporta que o pH desempenha um papel importante na reação de 

hidrólise para obtenção de AGL [27, 39], e por esta razão o efeito do pH da solução 

tampão fosfato de sódio foi avaliado na faixa de 5,7 a 8,0, adotando a temperatura 

de 55 ºC, agitação de 400 rpm, percentual de catalisador (em relação à massa dos 

substratos) de 5% e razão mássica água:óleo de 1:2. A Figura 3.2 mostra os 

resultados obtidos para os diferentes valores de pH avaliados. Como se pode ver na 

Figura 3.2, o aumento do pH ocasionou o aumento da taxa de hidrolise dos 

triacilglicerídeos, reportando-se rendimento em AGLs de 59% a pH 5,7 e 66,8% a pH 

8,0. Comparando com os resultados apresentados com os da Figura 3.1, verifica-se 

que a adição da solução tampão ao meio reacional aumentou o rendimento em 

AGLs de aproximadamente 57,8% (na reação com a água) para aproximadamente 

67% a pH 8,0, nas mesmas condições de reação. 
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Figura 3.2. Efeito do pH sobre o rendimento em AGLs da hidrólise do óleo da amêndoa da 
macaúba a 55 °C, 400 rpm, mássica de água:óleo 1:2, percentual de catalisador de 5% e 6 
horas de reação. Médias seguidas de letras iguais para cada coluna não diferiram 
estatisticamente (p>0,05). 

 

A Lipozyme® RM IM tem sido utilizada em muitos casos e com boas 

propriedades nas reações de hidrólise, utilizando a sua especificidade para liberar 

ácidos graxos livres e sua atividade e estabilidade em meios não convencionais é 

uma das vantagens desta enzima, mesmo nesta reação hidrolítica [40]. O pH do 

meio de funcionamento é um quesito crítico para a atividade de uma enzima e sua 

seletividade [39]. Hernaiz et al. [41] mostraram as alterações de atividade em 

relação à conformação da proteína for vários valores de pHs. O pH é o responsável 

pela abertura ou bloqueio do centro catalítico que fornecerá a ligação ao substrato 

[42]. O aumento do rendimento em AGLs com a adição de solução tampão e o 

aumento do pH pode ser verificado em trabalhos recentes da literatura [16, 27, 28, 

37]. 
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3.3.3. Efeito da agitação 

O efeito da agitação foi avaliado de 400 a 2000 rpm, em temperatura de 55 ºC, 

percentual de catalisador (em relação aos substratos) de 5%, e razão mássica de 

solução tampão:óleo de 1:2, onde os resultados encontram-se na Figura 3.3. De 

acordo com a Figura 3.3, no intervalo avaliado no estudo, os melhores rendimentos 

em AGLs foram obtidos para agitação a 400 rpm (p>0,05). 
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Figura 3.3. Efeito da agitação no rendimento em AGLs da hidrólise do óleo da amêndoa da 
macaúba a 55 °C, razão mássica de solução tampão:óleo de 1:2, pH de 8,0, percentual de 
catalisador de 5% e 6 horas de reação. Médias seguidas de letras iguais para cada coluna 
não diferiram estatisticamente (p>0,05). 

 

Sadana [43] explica que as enzimas atuam com eficiência na fase interfacial dos 

subtratos, onde a taxa de hidrólise aumenta com o aumento da superfície de 

contato. O aumento da agitação do meio reacional promove o aumento do número 

de gotículas no meio, levando ao aumento do rendimento em AGLs da reação de 

hidrólise. Em contrapartida, a agitação causa a exposição da enzima a uma tensão 

de cisalhamento, podendo ocorrer a desnaturação de sua superfície, o que conduz à 
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sua desativação e consequentemente, diminui o rendimento em AGLs da hidrólise. 

Vale ressaltar, no entanto, que em baixa agitação, o efeito do aumento da área 

interfacial dos substratos da hidrólise é maior do que o efeito da desativação da 

enzima [16, 31], o que explica que, no caso deste estudo, a menor agitação 

mostrou-se mais eficiente em termos de rendimento em AGL. Efeito similar foi 

verificado por Babicz et al. [44], os quais avaliaram intervalos de agitação de 400-

1300 rpm na hidrólise do óleo de soja com a Lipozyme® RM IM (imobilizada) onde 

relatam rendimentos em AGLs de 19% a 700 rpm, 16% a 400 rpm e de 9% a 1300 

rpm. 

 

3.3.4. Efeito da adição de sais e surfactantes 

A Tabela 3.2 apresenta os resultados das reações de hidrólise do óleo da 

amêndoa da macaúba conduzidas na presença de aditivos no meio reacional. O 

efeito da adição de dois surfactantes (Triton® X-100 and Tween 80) e seis sais 

foram avaliados. Como pôde ser visto na Tabela 3.2, ambos os surfactantes 

ocasionaram o decréscimo na produção de AGL. Para o uso do Triton® X-100, o 

rendimento em AGLs máximo de 60% foi obtido com 5%, enquanto que com o 

percentual de 10%, o Tween 80 forneceu um rendimento em AGLs de 

aproximadamente 60,6%. Sem adição de surfactantes, o rendimento em AGLs 

obtido foi de 67,3%. 

Goswami et al. [16] avaliaram o efeito de diferentes surfactantes na obtenção 

de ácido erúcico a partir da hidrolise catalisada pela lipase de pâncreas suína à 35 

ºC, 10 mg de lípase g−1 de óleo, 900 rpm e 6 horas de reação, reportam 55% de 

AGLs na ausência de surfactante, e 3,8% e 8,76% na adição de Triton® X-100 e 

Tween 80 no meio reacional, respectivamente. Comparativamente, ao ser avaliada a 

hidrólise de óleos e gorduras para a obtenção de ácidos graxos por catalisadores 

ácidos sólidos, como o Fe-Zn DMC, Satyarthi et al. [45] constataram que a adição de 

surfactantes, como Triton® X-100, também reduz o rendimento em AGLs da 

hidrólise para 8,8%, enquanto que sem adição de surfactante o rendimento em 

AGLs obtido foi de 45,7%.  
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Tabela 3.2. Efeito de aditivos no rendimento em AGLs da hidrólise do óleo da amêndoa da 
macaúba a 55 °C, 400 rpm, razão mássica solução tampão:óleo de 1:2, pH 8,0 da solução 
tampão, percentual de catalisador de 5% e 6 horas de reação.  

 Aditivo Percentual (%) Rendimento (%) 

 Nenhum 0 67,30 ± 0,19A 

Surfactante 

(em relação à massa 

dos substratos) 

 

Triton® X-100 

5 60,00 ± 0,09B; a,e 

10 45,89 ± 0,08C; b 

15 43,88 ± 0,74D; c 

 

Tween 80 

5 57,01 ± 0,19E; d 

10 60,58 ± 0,03F; e 

15 58,33 ± 0,00G; f 

Sais 

CuCl2 

 

0.01 M na solução 

tampão 

58,63 ± 0,30H; a’, d’ 

CaCl2 61,77 ± 0,04I; b’,c’,d’ 

KCl 62,65 ± 0,26J;A; c’,d’,f’ 

NH4Cl 61,06 ± 0,09K; d’ 

NaCl 68,07 ± 0,05L,A; e’ 

MgCl2 65,07 ± 0,11M,A; f’ 

Médias seguidas de mesmas letras maiúsculas (em comparação com a amostra sem 
aditivos) e letras minúsculas (nos mesmos aditivos) não diferiram estatisticamente (p>0,05). 

 

Como apresentado na Tabela 3.2, a presença de sais no meio reacional 

ocasionou o decréscimo do rendimento em AGLs da reação, apenas adição de NaCl 

forneceu maior rendimento, de no entanto, o mesmo não apresenta diferença 

significativa (p>0.05) quando comparado a amostra sem adição de sais. Sharon et 

al. [22], avaliando o efeito de diferentes sais metálicos na hidrólise do óleo de 

mamona por Pseudomonas aeruginosa KKA-5 (líquida) e constataram que a 

atividade residual da lípase diminuiu na adição de metais ao meio reacional. O 

controle dos autores apresentou atividade de 100% na ausência de metais, 

passando a possuir atividade de 81,5%, 70,0%, 77,7%, 95,6% e 73,3%, ao serem 

adicionados os sais metálicos de Na, K, Cu, Ca e Al, respectivamente. Goswami et 

al. [16] avaliaram a presença de sais no meio reacional da hidrólise, onde 

verificaram que na ausência de sal, rendimento em AGLs de 37,46% foi obtido, 

enquanto que para a adição de íons de Na+, Mg2+ e Ca2+ o rendimento em AGLs 

aumentou significativamente, para 45%, 84,35% e 65,36%, respectivamente. 



 

 

73 
 

3.3.5. Efeito da adição de solvente 

A Figura 3.4 apresenta os resultados do efeito da adição de diferentes 

solventes sobre o rendimento em AGLs das reações conduzidas a 55 ºC, percentual 

de catalisador (em relação aos substratos) de 5% e razão mássica de solução 

tampão:óleo 1:2, sendo avaliados como solventes o n-hexano, n-heptano, 

isopropanol e t-butanol. 

Segundo a Figura 3.4, dentre os solventes avaliados, n-hexano e n-heptano 

levaram ao aumento no rendimento em AGLs da hidrólise, e isopropanol e t-butanol 

à redução do mesmo. O melhor desempenho foi obtido pelo solvente n-hexano, o 

qual promoveu um aumento de aproximadamente 10% no rendimento em AGLs da 

reação. Tem sido relatado que a atividade das enzimas mostra-se mais eficiente na 

presença de diferentes solventes orgânicos. Solventes como o isooctano [16, 26] e 

n-hexano [46, 47] têm sido utilizados com sucesso em reações enzimáticas que 

obtenham rendimentos em AGLs elevados. Batistella et al. [48] relataram aumento 

na atividade enzimática da Lipozyme® RM IM (imobilizada), quando em contato com 

os solventes n-hexano e iso-octano. 
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Figura 3.4. Efeito da adição de solventes não rendimento em AGLs da hidrólise do óleo da 
amêndoa da macaúba a 55 °C, razão mássica óleo:solvente de 1:1, 400 rpm, razão mássica 
de solução tampão:óleo de 1:2, pH da solução tampão de 8,0, percentual de catalisador de 
5% e 6 horas de reação. Médias seguidas de letras iguais para cada coluna não diferiram 
estatisticamente (p>0,05). 

 

Os solventes são normalmente usados nas reações de hidrólise de óleos 

vegetais, porque eles aumentam a velocidade de reação, reduzem a viscosidade do 

óleo, a facilidade de emulsificação, e de aumentar a área interfacial que promove a 

reação [32]. Rathod e Pandit [32], avaliaram o efeito de vários solventes (metanol, n-

hexano, acetona, e iso-octano) na produção de AGLs a partir de óleo de mamona 

por lipase de Aspergillus oryzae (líquida), onde, exceto para o solvente iso-octano 

solvente, todos os outros solventes utilizados inibem a atividade da lipase. Kwon et 

al. [49], conduzindo a síntese de glicerídeo de cadeia média por lipase no solvente 

orgânico, encontraram um aumento significativo no rendimento em AGLs da reação 

usando n-hexano como um solvente. 

De modo geral, para a otimização dos sistemas constituídos por solventes 

orgânicos e catalisados por enzimas, o log P é considerado um bom método 
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quantitativo, uma vez que representa a polaridade do solvente. A classificação 

seguinte é recomendada para escolher os solventes orgânicos mais adequados para 

a catálise enzimática: (1) solventes com log P<2, devido a sua alta polaridade, os 

quais podem causar a desnaturação do catalisador, (2) solventes com 2<log P>4 

são considerados moderados, e (3) solventes com log P>4 podem ser considerados 

os mais apropriados, uma vez que são apolares [36, 48, 50, 51]. Chua e Sarmidi [36] 

explicam que outro fator relevante é o teor de água no solvente orgânico, o qual 

geralmente é muito limitado. No entanto, a presença de quaisquer quantidades de 

água não pode ser negligenciada, uma vez que ela desempenha um papel 

importante no controle do desempenho da enzima em meios orgânicos. Porém, não 

há um princípio para orientar a seleção do solvente orgânico para os processos 

enzimáticos em particular. O único critério é o grau de compatibilidade do solvente 

com a manutenção da atividade da enzima e de sua estabilidade [36]. 

Neste trabalho, o n-hexano (log P=3,5) mostrou ser o solvente orgânico mais 

adequado para a hidrólise do óleo da amêndoa da macaúba, resultando em 

rendimentos em AGLs de 73,58%, seguido pelo n-heptano (log P=4,0) com 70%. As 

reações conduzidas com isopropanol e t-butanol (log P=0,05 e log P=0,35, 

respectivamente), resultaram em rendimentos em AGLs de 0,3%. Este resultado 

pode estar relacionado com o fato dos solventes com elevada polaridade poderem 

remover as moléculas de água da enzima, de modo a que a enzima não recebe 

água suficiente para manter a sua configuração ativa [52]. 

 

3.3.6. Efeito da Temperatura 

A Figura 3.5 mostra o efeito da temperatura, avaliada no intervalo de 30 a 60 

ºC, a 400 rpm, razão mássica de solução tampão:óleo 1:2 e percentual de 

catalisador (em relação à massa dos substratos) de 5%. A partir da Figura 5, pode-

se observar que o aumento da temperatura aumenta a produtividade de AGLs no 

intervalo de 30 a 55 ºC. Efeito semelhante foi observado por Phuah et al. [53] ao 

investigar o efeito da temperatura na hidrólise de óleo de palma catalisada pela 

Lipozyme® RM IM (imobilizada) no intervalo de 45 a 55 °C. Avelar et al. [24] 

avaliaram a hidrólise de diferentes óleos vegetais e relataram que o aumento na 
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temperatura, leva a um aumento nos rendimentos em AGLs, resultando na obtenção 

de um rendimento em AGLs de 81% a 25 °C, enquanto que a 50 °C, a hidrólise 

procedeu-se de maneira completa. 
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Figura 3.5. Efeito da temperatura no rendimento em AGLs da hidrólise do óleo da amêndoa 
da macaúba a 400 rpm, razão mássica de solução tampão:óleo de 1:2, pH de 8,0, 
percentual de catalisador de 5% e 6 horas de reação. Médias seguidas de letras iguais para 
cada coluna não diferiram estatisticamente (p> 0,05). 

 

Termoestabilidade das enzimas frente a diferentes valores de temperatura são 

importantes parâmetros para uso de enzimas em reações de hidrolise de 

triacilgliceróis. É conhecido que as propriedades cinéticas e de estabilidade das 

enzimas podem variar significativamente, em função de sua origem, condições dos 

ensaios, tempo de incubação, pH e temperatura, do método e dos substratos 

utilizados, tornando, muitas vezes, a comparação difícil [54]. 
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3.3.7. Efeito do percentual de catalisador  

A concentração da enzima tem um forte impacto sobre o processo catalítico, 

visto que o aumento da concentração de enzima no meio reacional faz com que ela 

se desloque da fase aquosa para a interface a uma taxa crescente, fazendo com 

que o aumento de sua interação com os substratos leve ao aumento da taxa de 

hidrólise [16]. A Figura 3.6 apresenta os resultados dos experimentos realizados, por 

meio da variação da concentração de catalisador de 1 a 20% (em relação à massa 

de óleo) obtidos a 400 rpm, razão mássica de solução tampão:óleo de 1:2 e 

percentual de catalisador (relação à massa dos substratos) de 5%.  Pode-se 

observar a partir da Figura 3.6, que um aumento no percentual de catalisador 

conduz a um aumento acentuada do rendimento em AGLs, passando de 53,6% a 

81,34%. A um percentual de enzima de 5%, rendimentos em AGLs na ordem dos 

66% foram alcançados, enquanto que 78,2% foram obtidos com a adição de 10% do 

catalisador no meio reacional. Um crescente aumento da taxa de reação paralela ao 

aumento da concentração do catalisador pode ser visto nos resultados, 

principalmente entre 10 e 15%, embora não seja significativa. Isto pode ser 

explicado devido à saturação da enzima na interface entre o óleo e a fase aquosa, 

onde o aumento da concentração da enzima não forneceu quaisquer alterações 

significativas na taxa de reação [55]. 
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Figura 3.6. Efeito do percentual de catalisados no rendimento em AGLs da hidrólise do óleo 
da amêndoa da macaúba a 55 °C, 400 rpm, razão mássica de solução tampão:óleo de 1:2, 
pH de 8,0 e 6 horas de reação. Médias seguidas de letras iguais para cada coluna não 
diferiram estatisticamente (p>0,05). 

 

O aumento no rendimento da reação, proporcional ao aumento do teor de 

enzima também foi verificado no estudo de Freitas et al. [6], os quais obtiveram 

hidrolisado com 35% de AGLs após 24 horas de reação à 40ºC e agitação de 200 

rpm. O percentual de catalisador avaliado pelos autores variou de 1-3% (em relação 

à massa de óleo), onde o percentual de catalisador de 3% correspondeu ao maior 

rendimento em AGLs obtido. You et al. [56] avaliando o efeito da concentração de 

enzima no rendimento em AGLs da hidrólise do óleo de palma bruto catalisada pela 

lipase Candida rugosa (forma bruta), verificaram que o percentual de AGL produzido 

aumentou com o aumento da concentração da enzima, especialmente de 0,5 a 1%, 

mostrando um aumento drástico no rendimento em AGL, devido ao aumento da 

atividade hidrolítica. Fato semelhante foi verificado por Meng et al. [57], na 

hidroesterificação do óleo de soja com a lípase Yarrowia lipolytica (imobilizada), 
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onde na etapa de hidrólise, de 25-100 Uw/g-1 de enzima foram avaliados, sendo que 

rendimentos em AGLs em torno de 90% foram reportados para a maior quantidade 

de enzima. 

Neste estudo, rendimentos em AGLs de aproximadamente 82% foram obtidos 

em 6 horas de reação, na razão mássica de solução tampão:óleo de 1:2, uma 

temperatura de 55 °C , agitação de 400 rpm, solução tampão fosfato de sódio (pH 

8,0) e percentual de catalisador de 15%. Rendimentos em AGLs apreciáveis (80%) 

foram relatados por Cavalcanti-Oliveira et al. [33] , utilizando razão mássica de 

solução tampão:óleo 1:2 , a pH 8,0 e 50 ºC durante 24 horas, utilizando 2,3% de 

catalisador Thermomyces lanuginosus (TL 100L) (líquida). Freitas et al. [6] 

mostraram melhores rendimentos (65%) em AGLs para a hidrólise do óleo de soja 

com 3% de lipase pancreática porcina, após 6 horas de reação. Goswami et al. [16] 

relataram um rendimento de 37,46% em AGLs por meio da hidrólise do óleo de 

mostarda após 6 horas, razão mássica de solução tampão:óleo de 1:1, pH 9,0, 900 

rpm e percentual de lipase pancreática de 1% (em relação à massa de óleo). 

Baharin [56] relatam rendimentos em 96% AGLs para a hidrólise enzimática do óleo 

de palma bruto com a lipase Candida rugosa a 50 ºC, 1% de lipase Candida rugosa, 

razão mássica água:óleo de 1:2 e 6 horas de reação. Cheong et al. [57] reportam 

redução de aproximadamente 20% no percentual de TG ao aumentar o teor de 

enzimas no meio reacional de 5 para 10% a 65 ºC, razão mássica de água:óleo 1:2 

e tempo de reação de 11 horas. 

 

3.4. Conclusões 

O presente trabalho relatou dados experimentais relacionados à produção de 

AGLs do óleo da amêndoa da Macaúba, obtidos por hidrólise enzimática. Os 

resultados reportam que a Lipozyme® RM IM é mais eficiente para a realização 

desta reação, quando comparada às demais lípases avaliadas. Na gama 

experimental investigada, verificou-se que a temperatura e o pH tiveram um efeito 

positivo sobre o rendimento em AGLs, enquanto que o aumento da agitação não 

mostrou nenhum aumento significativo. Para o percentual de catalisador e a razão 

mássica óleo:água, efeito positivo dentro de um determinado intervalo do estudo foi 
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verificado. A adição de sais e surfactantes ao meio reacional da hidrólise não foi 

eficaz no aumento da velocidade da reação nas condições consideradas (p>0,05). A 

presença de n-hexano e n-heptano, no meio reacional aumentou a produção de 

AGLs. Pelos resultados obtidos, rendimentos em AGLs apreciáveis 

(aproximadamente 82% em massa) foram obtidos à 55 ºC, razão mássica solução 

tampão:óleo 1:2, a pH 8,0, 15% da enzima, 400 rpm, e 6 horas de reação. 
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RESUMO 

O objetivo do presente trabalho é a produção de ácidos graxos livres (AGLs) do óleo 

de macaúba por hidrolise enzimática. A reação dos triacilglicerídeos do óleo da 

amêndoa da macaúba foi conduzida, primeiramente, em diferentes solventes 

orgânicos com a Lipozyme® RM IM, da qual, obteve-se como melhor resultado 

nesta etapa, conduzida a condições fixas de solução tampão (70% em relação à 

massa de óleo), pH (8,0), concentração de catalisador (20% em relação à massa 

dos substratos), temperatura (55 ºC) e agitação (400 rpm), onde rendimentos em 

AGLs apreciáveis de aproximadamente 88%, após 8 horas de reação, na presença 

de solvente n-hexano (razão mássica 1:1 óleo:solvente). A avaliação da reutilização 

do catalisador enzimático foi realizada, sendo verificada diminuição de 

aproximadamente 30% e 40% no rendimento em AGLs do processo decorridos 10 

ciclos e 20 ciclos reacionais, respectivamente. 

Palavras-Chave: Hidrolise; ácidos graxos livres; óleo de macaúba. 
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4.1. Introdução 

A produção de óleos e gorduras tem-se disseminado, tornando este produto 

importante matéria no contexto econômico mundial. Sua maior parte destina-se ao 

setor alimentício, no entanto, é crescente o interesse de obter produtos químicos de 

maior valor agregado a partir destas matérias químicas [1, 2], como a resolução de 

misturas racêmicas [3], a síntese de emulsificantes [4, 5], a transformação de 

lipídios, a fim de se produzir lipídios estruturados com elevados teores de ácidos 

graxos poliinsaturados [6, 7], e a obtenção de bioaromas [8], além da sua crescente 

utilização na produção de biodiesel [9]. 

Diversos trabalhos vêm investigando a possibilidade do emprego de matérias-

primas diversas na obtenção destes compostos, principalmente as que se destacam 

por possuírem baixo custo e que possuam parcela expressiva no contexto atual. 

Entre estas matérias-primas, tem-se a Macaúba [Acrocomia aculeata Lodd arara 

(Jacq.). ex Mart] que destaca-se por ser amplamente distribuída em todo o país. A 

alta produtividade de óleo proveniente dessa palmeira (1500 a 5000 kg/ha -1) [10], a 

alta qualidade de seu óleo [11, 12, 13] e sua resistência à seca criaram interesse em 

seus usos agroindustriais. 

Um dos primeiros passos para a obtenção de derivados químicos de óleos 

vegetais é a hidrólise, que conduz à glicerina, mono, diglicerídeos e uma mistura de 

ácidos graxos [14]. As transformações de óleos e gorduras são predominantemente 

baseadas em processos químicos convencionais [15, 16]. No caso da hidrólise, o 

processo mais utilizado opera em temperaturas e pressões elevadas, ocasionando 

reações secundárias que exigem posteriores operações de separação e purificação 

[17, 18]. 

Neste processo, a catalise pela rota enzimática tem merecido destaque sob à 

convencional, por requer baixas temperaturas, o que impede a degradação dos 

produtos e reduz os custos de energia [19]. Além disso, as enzimas são 

catalisadores biodegradáveis, sendo, portanto, menos poluente do que os 

catalisadores químicos [19], podendo ser reutilizadas e apresentarem alta 

estabilidade em solventes orgânicos [20, 21, 22, 23, 24]. Embora o custo elevado da 

produção de catalisadores enzimáticos tem sido reportado como o maior obstáculo 
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para a efetivação de processos por eles intermediados, os avanços nesta tecnologia, 

como a utilização de enzimas tolerantes à solventes e/ou imobilizadas, que tem 

permitido sua ampla reutilização, tem promovido sistemas de baixo custo [25, 26]. 

Adicionalmente, tem sido reportada a utilização de sistemas reacionais não 

convencionais, em solventes orgânicos, para as reações enzimáticas, tendo como 

principal vantagem, a relação com o deslocamento do equilíbrio termodinâmico da 

reação em favor da síntese e com a maior solubilidade dos produtos de interesse 

[20, 21, 22, 23, 27]. 

Neste sentido, objetivou-se no presente trabalho a produção de ácidos graxos 

livres (AGL) a partir do processo de hidrolise enzimática do óleo de macaúba, em 

meio com solvente orgânico. Diferentes solventes e suas razões mássicas foram 

avaliadas, sendo posteriormente avaliados os efeitos das variáveis do processo 

(temperatura, percentual de solução tampão e concentração de enzima) na sua 

presença, sendo por fim, obtidas as cinéticas de produção de AGLs em diferentes 

percentuais de catalisador e reutilização do catalisador enzimático. 

 

4.2. Materiais e Métodos 

4.2.1. Materiais 

Nas reações de hidrólise foram utilizados o óleo da amêndoa de macaúba 

(Cocal Brasil), tampão fosfato de sódio (Neon) preparado conforme reporta Gomori 

[28] e como catalisador a enzima Lipozyme® RM IM (Novozymes®). A composição 

química do óleo da amêndoa da macaúba usado neste trabalho é apresentada na 

Tabela 4.1, a qual foi determinada pelo método Ce 2-66, da AOCS (1990). O teor de 

AGLs (mg AGL/100 mg) e o conteúdo de água (% em peso, pelo método de titulação 

de Karl Fischer, a DL 50, Mettler-Toledo) foram determinadas em, 

aproximadamente, 23,0±0,4 e 0,7±0,05, respectivamente. Os solventes utilizados 

foram: n-hexano (Nuclear), n-heptano (Nuclear), isopropanol (Fmaia), terc-butanol, 

(Sigma-Aldrich). Na etapa de titulação das amostras foram utilizados: solução de 

éter etílico:álcool etílico 2:1 (v:v) (Vetec/Nuclear), hidróxido de potássio (Nuclear) e 

fenolftaleína como indicador (Nuclear). 
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Tabela 4.1. Composição química do óleo da amêndoa da macaúba. 

Ácido Graxo Percentual (%) 

Laurico (C12:0) 0,02 ± 0,00 

Mirístico (C14:0) 0,12 ± 0,01 

Palmitico (C16:0) 11,07 ± 0,22 

Palmitoleico (C16:1n-7) 1,50 ± 0,03 

Estearico (C18:0) 3,46 ± 0,03 

Oleico (C18:1n-9) 19,74 ± 0,07 

cis-vacenico (C18:1n-7) 0,75 ± 0,00 

Linoleico (C18:2n-6) 62,33 ± 0,15 

Linolenico (C18:3n-3) 0,33 ± 0,01 

Araquídico (C20:0) 0,35 ± 0,00 

Eicosadienoico (C20:2n-6) 0,27 ± 0,00 

 

4.2.2. Aparato experimental e procedimento 

  As reações foram conduzidas em um reator de vidro encamisado de 40 mL, 

conectado a um banho termostatizado com controle da temperatura (Marconi) e uma 

chapa de agitação magnética (Marconi, MA 085). A obtenção das amostras do meio 

reacional foi realizada conforme reportado no Capítulo 3. A Tabela 4.2 apresenta a 

matriz dos planejamentos experimentais com os valores reais e codificados 

referentes à hidrólise do óleo da amêndoa da macaúba, que foram analisadas 

visando explorar as variáveis sognificativas. No final da reação, a Lipozyme® RM IM 

foi removida por filtração à vácuo, e os produtos foram recuperados para posterior 

análise. As amostras sem a enzima foram transferidas para frascos de amostragem 

e colocados em rota evaporador à vácuo para a evaporação do excesso de solvente. 

Por fim, as amostras foram refrigeradas para posterior análise dos produtos de 

interesse. 
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Tabela 4.2. Fatores e intervalos investigados nos dois planejamentos experimentais. 

Variável 

Primeiro Planejamento 

Experimental 

-1,41 -1 0 +1 +1,41 

Temperatura - T (ºC) - 35 45 55 - 

Solução Tampão - ST (%) - 10 30 50 - 

Concentração de enzima - E (%) - 5 7,5 10 - 

 
Segundo Planejamento 

Experimental 

 -1,41 -1 0 +1 +1,41 

Solução Tampão - ST (%) 21,71 30 50 70 78,28 

Concentração de enzima - E (%) 7,92 10 15 20 22,07 

 

4.2.4. Metodologia analítica 

O percentual de ácidos graxos livres foi determinado com base no método de 

Ca 5a-40 [29] que se baseia na titulação ácido-base, utilizando como solução 

titulante, hidróxido de potássio etanólico (KOH) previamente padronizada (0,1 mol L-

1). Cada amostra foi analisada em duplicata, sendo o teor de AGLs calculado a partir 

da Equação 1 e o rendimento em AGLs da reação de hidrólise calculado a partir da 

Equação 2: 

 

                  
      

     
                                                                      (Eq. 1) 

 

onde: M corresponde à molaridade da solução titulante (mol L-1), MM corresponde 

ao massa molar do AGL predominante na amostra (280 g/mol), v corresponde ao 

volume gasto na titulação (mL) e m corresponde à massa da amostra utilizada para 

a análise (g).  

 

                        
     

    
                                                             (Eq. 2) 
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onde: AGLf corresponde ao conteúdo de AGLs produzida após a reação de hidrólise, 

e TAG0 corresponde ao conteúdo de triacilglicerídeos presentes no óleo da amêndoa 

da macaúba.  

 

4.2.5. Análise dos Dados 

A análise estatística relacionada com os efeitos estimados de cada variável foi 

realizada utilizando o erro global e o desvio-padrão relativo entre os dados 

experimentais e previstos. Vale ressaltar que os resultados obtidos e apresentados 

neste trabalho são os valores médios de duplicatas. As análises dos dados foram 

submetidos à ANOVA e ao teste de Tukey (p>0,05), avaliando as diferenças entre as 

médias dos diferentes tratamentos, utilizando o software Statistica versão 7.0 

(Statsoft Inc, EUA).  

 

4.2.6. Reutilização dos Catalisadores 

Condições fixas foram estabelecidas para avaliação da reutilização do 

catalisador no processo de hidrolise proposto. A reutilização da enzima Lipozyme® 

RM IM foi avaliada na reação de hidrólise do óleo da amêndoa da macaúba com 

70% de solução tampão fosfato de sódio (pH 8,0) (em relação à massa de óleo), 55 

°C, 400 rpm, com concentração de enzima de 20% (em relação à massa dos 

substratos) e razão mássica de óleo:solvente n-hexano 1:1, sendo considerada a 

perda de massa do catalisador com o decorrer das reações. Decorrida a etapa 

reacional, as respectivas enzimas foram inicialmente separadas do meio reacional 

por decantação, lavadas com n-hexano e filtradas à vácuo. Posteriormente, as 

enzimas recuperadas foram acondicionadas em dessecador à vácuo durante 24 

horas para secagem. Após este tratamento, a enzima foi novamente reutilizada. 
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4.3. Resultados e Discussões 

4.3.1. Testes preliminares 

A Figura 4.1 apresenta os resultados do efeito da adição de diferentes 

solventes orgânicos sobre o rendimento em AGLs na reação de hidrólise conduzida 

a 55 ºC, percentual de catalisador (relação aos substratos) de 5%, e percentual de 

solução tampão de 50% em relação à massa de óleo, sendo avaliados como 

solventes o n-hexano (log P=3,5), n-heptano (log P=4,0), isopropanol (log P=0,05) e 

terc-butanol (log P=0,80) em diferentes proporções mássicas ao meio reacional. De 

acordo com a Figura 4.1 os solventes n-hexano e n-heptano proporcionaram 

aumento no rendimento em AGLs da hidrólise na razão mássica 1:1, enquanto os 

solventes isopropanol e terc-butanol reduziram o mesmo. Para as razões mássicas 

de 1:0,5 e 1:2, diminuição na produção de AGLs foi verificada para todos os 

solventes avaliados. Sharma et al. [30] explicam que o solvente atua na interface 

bifásica da hidrólise, passando a fornecer maior facilidade para separar o produto do 

meio reacional. No entanto, quantidades excessivas de solvente reduzem a 

acessibilidade dos substratos aos sítios ativos das enzimas [31], provocando 

menores rendimentos em AGLs a reação.  



 

 

94 
 

0

20

40

60

80

100

(d'')
(c'',d'')

(b'')(a'',b'')

(d')(c')

(b')
(a')

(d)
(c)

(b)

R
e
n
d
im

e
n
to

 e
m

 A
G

L
s
 (

%
)

1:1 1:2

Razão mássica (óleo:solvente)

 n-hexano

 n-heptano

 Isopropanol

 Terc-butanol

1:0,5

(a,b)

 

 

 
Figura 4.1. Efeito da adição de diferentes razões mássicas (em relação à massa de óleo) de 

solventes orgânicos na reação de hidrólise do óleo da amêndoa da macaúba, a 55 ºC, 

percentual de solução tampão de 50%, pH de 8,0, percentual de catalisador de 5% durante 

6 horas de reação. Médias seguidas de letras iguais para cada coluna não diferiram 

estatisticamente (p> 0,05). 

 

Um dos principais critérios a considerar na seleção de um solvente orgânico é 

a sua capacidade de solubilização dos substratos e produtos, e as suas 

propriedades de transferência de massa [32]. O logaritmo do coeficiente de partição 

(log P), de um composto, tem sido amplamente empregado para predizer o 

rendimento em AGLs de uma reação, em presença de determinado solvente [33]. 

Segundo Laane et al. [34], a reação enzimática ocorre em maior extensão na 

presença de solventes hidrofóbicos (log P>3,0) e em menor na presença de 

solventes hidrofílicos (log P<2,0). Existe, porém, uma tendência de se utilizar 

critérios adicionais, como densidade, viscosidade, toxicidade, ponto de ebulição, 

entre outros, para garantir um adequado grau de biocompatibilidade do solvente com 

o catalisador enzimático [35]. Outro aspecto a ser ressaltado é que os solventes 

podem agir na enzima inibindo sua atividade, alterando ligações de hidrogênio, 
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interações hidrofóbicas, competindo pelo seu sítio ativo [36], podendo retirar a água 

essencial que se encontra na superfície externa das moléculas das enzimas, a qual 

é crucial para manutenção da atividade catalítica [37]. 

 

4.3.2. Efeito das variáveis do processo 

Inicialmente, foram investigadas as condições de reação para a hidrólise do 

óleo da amêndoa da macaúba catalisada pela lipase Lipozyme® RM IM na presença 

de n-hexano na razão mássica 1:1 (óleo:solvente) no meio reacional. A partir dos 

resultados obtidos anteriormente, um planejamento experimental com 23 com 

triplicata do ponto central foi realizado para avaliar o efeito da temperatura, 

concentração de enzima e a concentração da solução tampão sobre o rendimento 

em AGLs. A Tabela 4.3 apresenta a matriz do planejamento experimental com os 

valores reais e codificados e as respostas em termos de rendimento em AGLs da 

hidrólise do óleo da amêndoa da macaúba. 

Tabela 4.3. Matriz do primeiro planejamento experimental (valores codificados e reais) com 
os resultados em termos de rendimento em AGLs. 

Ensaio T (ºC) ST (%) E (%) Rendimento em AGLs (%) 

1 35 (-1) 10 (-1) 5 (-1) 43,55 ± 2,26 

2 35 (-1) 30 (0) 10 (+1) 72,78 ± 0,27 

3 35 (-1) 50 (+1) 7,5 (0) 70,99 ± 0,09 

4 45 (0) 10 (-1) 10 (+1) 64,76 ± 1,21 

5 45 (0) 50 (+1) 5 (-1) 67,96 ± 1,00 

6 55 (+1) 10 (-1) 7,5 (0) 58,80 ± 0,12 

7 55 (+1) 30 (0) 5 (-1) 60,46 ± 0,01 

8 55 (+1) 50 (+1) 10 (+1) 78,12 ± 0,55 

9 45 (0) 30 (0) 7,5 (0) 76,93 ± 0,01 

10 45 (0) 30 (0) 7,5 (0) 70,66 ± 0,04 

11 45 (0) 30 (0) 7,5 (0) 72,94 ± 0,55 

 

Os dados apresentados na Tabela 4.3 foram tratados estatisticamente, e os 

principais efeitos das variáveis são apresentados na Figura 4.2, onde podemos 
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observar, dentro do intervalo das variáveis considerado, que a solução tampão e 

concentração de enzima apresentaram efeito positivo significativo (p<0,05) sobre o 

rendimento em AGLs de reação. A temperatura não apresentou efeito significativo 

sobre a produção de AGLs. 

-0,113

-0,859

-1,001

1,294

5,616

6,430

p=0,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

T (ºC) x ST (%)

ST (%) x E (%)

T (ºC) x E (%)

T (ºC)

E (%)

ST (%)

 
Figura 4.2. Gráfico de Pareto com os efeitos das variáveis estudadas sobre a produção de 

AGLs (p>0,05). As condições experimentais e os dados encontram-se apresentados na 

Tabela 4.3. 

 

Com base nos resultados do primeiro planejamento experimental, realizou-se 

um delineamento composto central rotacional 2² foi proposto, mantendo a 

temperatura constante (55 ºC), proporção mássica de óleo:solvente de 1:1, 

velocidade de agitação (400 rpm) e tempo de reação de 6 horas, variando-se o 

percentual de solução tampão e a concentração de enzima, mostrando o efeito 

positivo destas variáveis no rendimento em AGLs da reação. 
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Tabela 4.4. Matriz do delineamento composto centro rotacional 2² e rendimento em AGLs. 

Ensaio ST (%) E (%) AGLs (%) 100[%] 



EXP

MODELEXPa

Y

YY
RED  

1 30 (-1) 10 (-1) 68,62 ± 0,38 -1,12 

2 30 (-1) 20 (+1) 77,64 ± 0,29 -0,47 

3 70 (+1) 10 (-1) 70,66 ± 0,82 -1,19 

4 70 (+1) 20 (+1) 80,21 ± 0,39 -0,54 

5 21,71 (-1,41) 15 (0) 76,17 ± 0,90 0,78 

6 78,28 (+1,41) 15 (0) 79,63 ± 0,48 0,88 

7 50 (0) 7,92 (-1,41) 68,35 ± 0,36 1,29 

8 50 (0) 22,07 (+1,41) 79,65 ± 0,05 0,37 

9 50 (0) 15 (0) 76,96 ± 0,05 -0,66 

10 50 (0) 15 (0) 77,88 ± 0,27 0,25 

11 50 (0) 15 (0) 78,04 ± 0,75 0,41 

Os parâmetros fixos foram a temperatura (55 ºC), razão mássica de óleo:solvente (1:1), a 

velocidade de agitação (400 rpm) e o tempo de reação (6 horas) 
a
 RED desvio relativo do erro

 

 

Após a análise estatística dos resultados obtidos no segundo planejamento 

experimental, um modelo foi proposto visando a produção otimizada de AGLs em 

função da solução tampão e concentração de enzima. A análise de variância 

(ANOVA) levou a valores de teste de F da regressão maior que o calculado, no valor 

de 21,71, e listando em um R2 (coeficiente de determinação) no valor de 0,96. Isto 

implica em uma representação satisfatória do processo pelo modelo, dentro da 

gama de valores avaliada para cada variável, conforme se ilustra pelos rendimentos 

em AGLs experimentais (terceira coluna da Tabela 4.4) e o desvio relativo de erro 

(RED) (quinta coluna da Tabela 4.4). O modelo codificado montado pela análise de 

regressão é dada pela Equação 3. 

 

                                                                  

(Eq. 3) 

Onde ST corresponde à solução tampão e E à concentração de enzima. 
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Figura 4.3. Superfície de resposta para a produção de AGLs em função da concentração de 

solução tampão e concentração de enzima. As condições experimentais e os dados estão 

apresentados na Tabela 4.4. 

 

O planejamento de experimentos foi usado para compor a superfície 

representada na Fig. 4.3, onde verifica-se que as melhores taxas de rendimento em 

AGLs devem ser obtidas no maior percentual de solução tampão e concentrações 

de catalisador. Como visto, o modelo indica que os melhores rendimentos em AGLs 

(78,28%) são obtidos com concentrações de lipase entre 15% e 20%. Cavalcanti-

Oliveira et al. [38]  relatam a existência de uma gama de concentração ótima de 

enzima pode ser explicada por dois fatores: a concentrações inferiores a 15 %, mais 

enzima pode favorecer a acessibilidade de uma grande quantidade de reagentes 

para os seus sítios ativos, e em concentrações superiores a 20%, dímeros com 

menor atividade pode estar se formando. O aumento da taxa de reação, com um 

aumento no teor de enzima também foi observado por Freitas et al. [39], os quais 

reportam a hidrólise com 35% de AGLs depois de 24 horas, na temperatura da 

reação de 40 °C e agitação a 200 rpm. O percentual de catalisador relatado pelos 
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autores variou de 1 a 3% (em relação à massa de óleo), onde o percentual de 3% 

correspondeu a um maior rendimento em AGLs. You et al. [40] avaliaram o efeito da 

concentração da enzima em função do rendimento em AGLs da oleína de palma 

bruta na hidrólise catalisada pela Cândida rugosa e descobriram que o percentual de 

produção de AGLs aumentou com o aumento da concentração de enzima, 

especialmente de 0,5 a 1%. 

 

4.3.3. Estudo cinético da Produção Enzimática de Ácidos Graxos Livres do Óleo da 

Amêndoa da Macaúba 

O efeito de concentração da Lipozyme® RM IM (5 , 10, 15, e 20% em relação 

à massa dos substratos) foi avaliada no rendimento em AGLs da hidrólise, visando à 

otimização da produção de AGLs do óleo da amêndoa da macaúba, em condições 

fixas de temperatura (55 °C), percentual de solução tampão (50% em relação à 

massa de óleo), razão mássica de óleo:solvente (1:1) e agitação (400 rpm). A Figura 

4.4 mostra os dados experimentais e os resultados do modelo cinético obtido nesta 

etapa. Ao utilizar 20% de enzima, pode-se observar que elevadas taxas iniciais de 

reação foram obtidas, levando a um rendimento em AGLs elevado, em tempos 

relativamente curtos de reação. Por outro lado, em condições experimentais 

utilizando concentração de enzima de 10%, baixa velocidade inicial de reação foi 

observada, sendo atingidos 63% em AGLs como rendimento, após 4 h de reação. 

Pode-se observar que o melhor rendimento em AGLs foi atingido com 20% de 

enzima, bem como elevadas taxas de reação, resultando em alta produtividade com 

tempos de reação relativamente curtos. 
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Figura 4.4. Cinética de produção de AGLs em concentração de enzima de 5 a 20%. A 

reação foi realizada a 55 ºC, percentual de solução tampão de 50% (em relação à massa de 

óleo), razão mássica de óleo:solvente n-hexano 1:1 e 400 rpm.  

 

 Coelho et al. [41] reportam que o aumento da concentração de extrato 

enzimático bruto de semente de mamona, de 1 a 5% proporcionou um aumento no 

rendimento em AGLs de mais de 40% para a hidrólise do óleo de milho, após 30 

minutos de reação. Similarmente, Cavalcanti-Oliveira et al. [38] reportam aumento 

de mais de 10% na hidrólise do óleo de soja quando aumentado o percentual da 

lipase TL 100L de 0,5 à 9,5%, a temperatura de 55 ºC e concentração de óleo de 

73%. Aumento no percentual de hidrólise do óleo de mostarda foi verificado quando 

aumentado a concentração de enzima, de 17% a 2% de catalisador, para 

aproximadamente 37% com 10% de catalisador. Neste trabalho, após 8 horas de 

reação, um rendimento em AGLs de cerca de 88% foi obtido à 20% de catalisador, 

enquanto que para o percentual de 5, 10 e 15%, rendimentos em AGLs máximos de 

78, 79 e 86% foram obtidos, respectivamente. 
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4.3.5. Reutilização do catalisador  

 Considerando-se que uma das grandes limitações da catálise enzimática é o 

custo do catalisador, a reutilização da Lipozyme® RM IM foi avaliada nas reações de 

síntese dos AGLs do óleo da amêndoa da macaúba em as condições reacionais 

ótimas, previamente definidas, conforme mostra a Figura 4.5. A fim de verificar a 

viabilidade do processo, foram realizadas lavagens na enzima com n-hexano, 

solvente este que tem sido reportado como eficaz na remoção de qualquer tipo de 

substrato ou produto remanescente na superfície do catalisador, melhorando assim, 

sua capacidade de reutilização [42, 43].  
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Figura 4.5. Reutilização da Lipozyme® RM IM na reação de hidrólise do óleo da amêndoa 
da macaúba. Todas as reações foram conduzidas usando 20% de catalisador (em relação à 
massa dos substratos), 70% de solução tampão fosfato de sódio à pH 8,0 (em relação à 
massa de óleo), 100% de solvente orgânico n-hexano (em relação à massa de óleo), 55 ºC 
e 400 rpm, durante 8 horas. 

 

Nos resultados reportados na Figura 4.7, pode-se observar uma queda 

contínua no rendimento em AGLs com o número de reutilizações, sendo o 
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rendimento em AGLs na 20ª reutilização igual a apenas 45% do rendimento em 

AGLs da 1ª reação em batelada. A perda de atividade é notória ao fim das 

reutilizações, uma vez que os rendimentos em AGLs foram sempre inferiores em 

relação às reutilizações anteriores. A nível industrial este é um fator importante, uma 

vez que para a catálise enzimática ser monetariamente competitiva, as enzimas têm 

de ser reutilizadas diversas vezes.  

Lee et al. [44] verificaram uma diminuição de 20% da atividade inicial da 

mistura das lípases R. oryzae e C. rugosa após  5 reutilizações. Rodrigues & Ayub 

[45] avaliaram a reutilização da mistura da Lipozyme® RM IM e TL IM na hidrólise do 

óleo de soja. Os autores verificaram diminuição acentuada na atividade das lípases 

após a 3ª reutilização, passando de 100% de rendimento em AGLs à 

aproximadamente 85%. Após 10 bateladas, a atividade catalítica das lípases 

correspondeu a apenas 20% da atividade inicial.  

 

4.4. Conclusões 

O processo de produção de AGLs por meio da hidrolise enzimática do óleo da 

amêndoa da macaúba foi reportado. Cerca de 88% de AGLs foram obtidos na 

reação de hidrólise catalisada pela Lipozyme® RM IM. Sendo otimizada, a hidrólise 

teve produção máxima de AGLs conduzida na presença de 20% de catalisador (em 

relação à massa dos substratos) em meio aquoso formado pela solução tampão 

fosfato de sódio (70% em relação à massa de óleo) a pH 8,0 e solvente n-hexano 

(1:1 em relação à massa de óleo), decorridas 8 horas de reação a 400 rpm. Na 

reutilização da Lipozyme® RM IM pode-se verificar diminuição no rendimento em 

AGLs do processo, sendo verificada perda de aproximadamente 50% do rendimento 

em AGLs inicial após o 20º ciclo.  

 

4.5. Agradecimentos 

Os autores agradecem ao CNPq, CAPES e Fundação Araucária pelo suporte 

financeiro e à Universidade Estadual de Maringá (UEM) pela infraestrutura. 



 

 

103 
 

4.6. Referencias 

 

[1] CASTRO, H. F.; MENDES, A. A.; SANTOS, J. C.; AGUIAR, C. L. Modificação de 

óleos e gorduras por biotransformação. Química Nova, v. 27, n. 1, p. 146-156, 

2004. 

[2] FREGOLENTE, P. B. L.; PINTO, G. M. F.; WOLF-MACIEL, M. R.; MACIEL 

FILHO, R.; BATISTELLA, C. B. Produção de monoacilgliceróis e diacilgliceróis 

via glicerólise enzimática e destilação molecular. Química Nova, v. 32, n. 6, p. 

1539-1543, 2009. 

[3] KAKI, S. S.; ADLERCREUTZ, P. Quantitative analysis of enzymatic fractionation 

of multiple substrate mixtures. Biotechnology and Bioengineering, v. 110, n. 1, p. 

78–86, 2013. 

[4] ITABAIANA JR, I.; FLORESA, M. C.; SUTILI, F. K.; LEITE, S. G. F.; MIRANDA, L. 

S. M.; LEAL, I. C. R.; SOUZA, R. O. M. A. Fatty acids residue from palm oil 

refining process as feedstock for lipase catalyzed monoacylglicerol production 

under batch and continuous flow conditions. Jounal of Molecular Catalysis B: 

Enzymatic, v. 77, n. 1, p. 53– 58, 2012. 

[5]  ITABAIANA JR, I.; SUTILI, F. K.; LEITE, S. G. F.; GONÇALVEZ, K. M.; 

CORDEIRO, Y.; LEAL, I. C. R.; MIRANDA, L. S. M.; OJEDA, M.; LUQUED, R.; 

SOUZA, R. O. M. A. Continuous flow valorization of fatty acid waste using silica-

immobilized lipases. Green Chemistry, v. 15, n. 1, p. 518–524, 2013. 

[6] GAMBOA, O. W. D.; GIOIELLI, L. A. Comportamento de Cristalização de Lipídios 

estruturados obtidos a partir de gordura de palmiste e óleo de peixe. Química 

Nova, v. 29, n. 4, p. 646-653, 2006. 

[7]  FREITAS, L.; BUENO, T.; PEREZ, V. H.; SANTOS, J.; DE CASTRO, H. F. 

Enzymatic hydrolysis of soybean oil using lipase from different sources to yield 

concentrated of polyunsaturated fatty acids. World Journal of Microbiology 

and Biotechnology, v. 23, n. 1, p. 1725–1731, 2007. 

[8] PAROUL, N.; GRZEGOZESKI, L. P.; CHIARADIA, V.; TREICHEL, H.; CANSIAN, 

R. L.; OLIVEIRA, J. V.; OLIVEIRA, D. Solvent-Free Production of Bioflavors by 

Enzymatic Esterification of Citronella (Cymbopogon winterianus) Essential Oil. 

Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 166, n. 1, p. 13-21, 2012. 



 

 

104 
 

[9] KORN, M. G. A.; DOS SANTOS, D. S. S.; WELZ, B.; VALE, M. G. R.; TEIREIRA, 

A. P.; LIMA, D. C.; FERREIRA, S. L. C. Atomic spectrometric methods for the 

determination of metals and metalloids in automotive fuels - A review. Talanta, v. 

73, p. 1-11, 2007. 

[10] SILVA, G. C. R.; ANDRADE, M. H. C.  Development and Simulation of a new oil 

extraction process from fruit of Macauba palm tree. Journal of Food Process 

Engineering, v. 36, n.1, p. 134-145, 2013.  

[11] MANFIOL, E. C.; MOTOIKEL, S. Y.; SANTOS, C. E. M.; PIMENTEL, L. D.; 

QUEIROZ, V.; SATO, A. Y. Repetibilidade em características biométricas do 

fruto de macaúba. Ciência Rural, v. 41, n. 1, p. 70-76, 2011. 

[12] COIMBRA, M. C.; JORGE, N. Fatty acids and bioactive compounds of the pulps 

and kernels of Brazilian palm species, guariroba (Syagrus oleraces), jerivá 

(Syagrus romanzoffiana) and macaúba (Acrocomia aculeata). Journal of the 

Science of Food and Agriculture, v. 92, n. 3, p. 679-684, 2012. 

[13] AOQUI, Marcio. Caracterização do Óleo da Polpa de Macaúba (Acrocomia 

aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.) e Azeite de Oliva (Olea europaea L.) Virgem 

Extra e Seus Efeitos Sobre Dislipidemia e Outros Parâmetros Sanguíneos, 

Tecido Hepático e Mutagênese Em Ratos Wistar. Dissertação de Mestrado, 

Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia da Universidade Católica Dom 

Bosco. Campo Grande, MS. 2012. 

[14] RASPE, D. T.; SILVA, C.; CARDOZO FILHO, L. Effect of additives and process 

variables on enzymatic hydrolysis of macauba kernel oil (Acrocomia aculeata). 

International Journal of Chemical Engineering, v. 2013, p. 1-8, 2013. 

[15] KÖCKRITZ, A.; MARTIN, A. Synthesis of azelaic acid from vegetable oil-based 

feedstocks. European journal of lipid science and technology. special issue: Fats 

and oils as renewable feedstock for the chemical industry, v. 113, n. 1, p. 83–91, 

2011. 

[16] ARYEE, A. N. A.; DUTILLEUL, P.; PASZTI, M.; SIMPSON, B. K. Optimized 

transformation of animal fats to alkyl esters. Fuel Processing Technology, v. 109, 

p. 103–110, 2013. 

[17] PINTO, J. S. S.; LANÇA, F. M. Hidrólise do Óleo de Azadirachta indica em água 

subcrítica e determinação da composição dos triacilglicerídeos e ácidos graxos 

por cromatografia gasosa de alta resolução e alta temperatura e cromatografia 

http://www.sciencedirect.com/science/journal/03783820


 

 

105 
 

gasosa de alta resolução acoplada à espectrometria de massas. Química Nova, 

v. 33, n. 2, p. 394-397, 2010. 

[18] GOSWAMI, D.; SEN, R.; BASU, J. K.; DE, S. Surfactant enhanced ricinoleic acid 

production using Candida rugosa lipase. Bioresource Technology, v. 101, n. 1, p. 

6-13, 2010. 

[19] SKAGERLIND, P.; JANSSON, M.; BERGENSTAHL, B.; HULT, K. Binding of 

Rhizomucor miehei lipase to emulsion interfaces and its interference with 

surfactants. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 4, n. 3, p. 129-135, 1995. 

[20] PERSSON, M.; MLADENOSKA, I.; WEHTJE, E.; ADLERCREUTZ, P. 

Preparation of lipases for use in organic solvents. Enzyme and Microbial 

Technology, v. 31, n. 6, p. 833–841, 2002. 

[21] SATYARTHI, J. K.; SRINIVAS, D.; RATNASAMY, P. Estimation of free fatty acid 

content in oils, fats, and biodiesel by 1H NMR spectroscopy. Energy Fuels, v. 23, 

n. 4, p. 2273–2277, 2009. 

[22] SHARON, C.; NAKAZATO, M.; OGAWA, H. I.; KATO, Y. Lipase-induced 

hydrolysis of castor oil: effect of various metals. Journal of Industrial Microbiology 

& Biotechnology, v. 21, n. 1, p. 292-295, 1998. 

[23] RU, M. T.; DORDICK, J. S.; REIMER, J. A.; CLARK, D. Optimizing the salt-

induced activation of enzymes in organic solvents. Biotechnology 

Bioengineering, v. 63, n. 2, p. 233-241, 1999. 

[24] AVELAR, M. H. M.; CASSIMIRO, D. M. J.; SANTOS, K. C.; DOMINGUES, R. C. 

C.; CASTRO, H. F.; MENDES, A. A. Hydrolysis of vegetable oils catalyzed by 

lipase extract powder from dormant castor bean seeds. Industrial Crops and 

Products, v. 44, n. 1, p. 452–458, 2013. 

[25] FUKUDA, H.; KONDO, A.; NODA, H. Biodiesel fuel production by 

transesterification of oils. Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 92, n. 5, 

p. 405-416, 2001. 

[26] ISO, M.; CHEN, B.; EGUCHI, M.; KUDO, T.; SHRESTHA S. Production of 

biodiesel fuel from triglycerides and alcohol using immobilized lipase. Journal of 

Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 16, n. 1, p. 53-58, 2001. 

[27] KULKAMI, S. R.; PANDIT, A. B. Enzymatic hydrolysis of castor oil: An approach 

for rate enhancement and enzyme economy. Indian Journal of Biotechnology, v. 

4, n. 2, p. 241-245, 2005.  



 

 

106 
 

[28] GOMORI, G. Preparation of Buffers for Use in Enzyme Studies, in Methods in 

Enzymology. v. 1. (Eds.) Colowick, S. P. and Kaplan, N. O., Academic Press Inc., 

New York, 1955. 

[29] AOCS, American oil chemists’ society. Official methods and recommended 

practices, 2: 4. ed. Champaign, 1998. 

[30] SHARMA, C.; SATYENDRA, P.; CHAURASIAB, A.; DALAI, K. Enzymatic 

hydrolysis of cod liver oil for the fatty acids production. Catalysis Today, v. 207, n. 

1, p. 93-100, 2013. 

[31] YADAV, G. D.; DEVI, K. M. Kinetics of hydrolysis of tetrahydrofurfuryl butyrate in 

a three phase system containing immobilized lipase from Candida Antarctica. 

Biochemical Engineering Journal, v, 17 p. 57–63, 2004. 

[32] AIRES-BARROS, M. R. Biocatálise em solventes orgânicos. Boletim da 

Biotecnologia, p. 2-12, 2002. 

[33] KRISHNA, S.; PLANCHE, T.; AGBENYEGA, T. Bioavailability and preliminary 

clinical efficacy of intrarectal artesunate in Ghanaian children with moderate 

malaria. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 45, p. 509–516, 2001. 

[34] LAANE, C.; BOEREN, S.; VOS, K.; VEEGER, C. Rules for optimization of 

biocatalysis in organic solvents. Biochemical Engineering Journal, v. 30, p. 81–

87, 1987. 

[35] CASTRO, H. F.; OLIVEIRA, P. C.; SOARES, C. M. F. Parâmetros reacionais 

para a síntese enzimática do butirato de butila em solventes orgânicos. Ciência e 

Tecnologia de Alimentos, v. 17, n. 3, p. 237-241, 1997.  

[36] ALVAREZ-MACARIE E, BARATTI J. Short chain flavour ester synthesis by a 

new esterase from Bacillus licheniformis. Journal of Molecular Catalysis B: 

Enzymatic, v. 10, p. 377-383, 2000. 

[37] WU, J. C.; SONG, B.; XING, A.; HAYASHI, Y.; TALUKDER, M. M. R.; WANG, S. 

Esterification reactions catalyzed by surfactant-coated Candida rugosa lipase in 

organic solvents. Process Biochemistry, v. 37, n. 11, p. 1229-1233, 2002. 

[38] CAVALCANTI-OLIVEIRA, P. R.; SILVA, A. P.; RAMOS, D. A. G.; ARANDA, 

FREIRE, D. M. G. Study of Soybean Oil Hydrolysis Catalyzed by Thermomyces 

lanuginosus Lipase and Its Application to Biodiesel Production via 

Hydroesterification. Enzyme Research, v. 2011, n. 1, p. 1-8, 2011. 



 

 

107 
 

[39] FREITAS, L.; BUENO, T.; PEREZ, V. H.; SANTOS, J.; DE CASTRO, H. F. 

Enzymatic hydrolysis of soybean oil using lipase from different sources to yield 

concentrated of polyunsaturated fatty acids. World Journal of Microbiology 

and Biotechnology, v. 23, n. 1, p. 1725–1731, 2007. 

[40] YOU, L. L.; BAHARIN, B. S. Effects of enzymatic hydrolysis on crude palm olein 

by lipase from Candida rugosa. Journal of Food Lipids, v. 13, n. 1, p. 73–87, 

2006. 

[41] COELHO, A. D.; SANTOS, K. C.; DOMINGUES, R. C. C.;  MENDES, A. 

A. Produção de concentrados de ácidos graxos por hidrólise de óleos vegetais 

mediada por lipase vegetal. Química Nova, v. 36, n. 8, p. 1164-1169, 2013.  

[42] VOLL, F.; KRÜGER, R. L.; CASTILHOS, F.; CARDOZO FILHO, L.; CABRAL, V.; 

NINOW, J.; CORAZZA, M. L. Kinetic modeling of lipaze-catalized glycerolysis of 

olive oil. Biochemical Engineering Journal, v. 56, p. 107–115, 2011. 

[43] CHEIRSILP, B.; KAEWTHONG, W.; H-KITTIKUN, A. Kinetic study of glycerolysis 

of palm olein for monoacylglycerol production by immobilized lipase. Biochemical 

Engineering Journal, v. 35, p. 71–80, 2007. 

[44] LEE, J. H.; LEE, D. H.; LIM, J.S.; UM, B.H.; PARK, C.; KANG, S.W.; KIM, 

S.W. Optimization of the process for biodiesel production using a mixture of 

immobilized Rhizopus oryzae and Candida rugosa lipases. Journal of 

Microbiology and Biotechnology, v. 18, p. 1927-1931, 2008. 

[45] RODRIGUES, R. C.; AYUB, M. A. Z. Effects of the combined use of 

Thermomyces lanuginosus and Rhizomucor miehei lipases for the 

transesterification and hydrolysis of soybean oil. Process Biochemistry, v. 46, p.  

682–688, 2011. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

108 
 

5. CONCLUSÕES 

 

No presente trabalho foi investigada a produção de ácidos graxos livres a 

partir da hidrolise do óleo da amêndoa da macaúba.  

Primeiramente, foi avaliado o efeito de aditivos (sais, surfactantes e 

solventes orgânicos) e das variáveis do processo (agitação, temperatura, razão 

mássica dos substratos e percentual de catalisador) de hidrólise na obtenção de 

ácidos graxos livres. Com base nos objetivos propostos em relação a presente 

proposta, conclui-se que: 

1. Considerável aumento no rendimento em AGLs do processo de hidrólise do 

óleo da amêndoa da macaúba foi verificado, perante a adição de solução 

tampão fosfato de sódio e solvente orgânico n-hexano ao meio reacional; 

2. Das variáveis avaliadas, a velocidade de agitação, que variou entre 400-

2000 rpm, foi a que não apresentou influência significativa quando 

aumentada. Cerca de 82% de ácidos graxos livres foram obtidos após 6 

horas de reação em temperatura reacional de 55 ºC, 20% de catalisador 

enzimático Lipozyme® RM IM, razão mássica óleo:solução tampão 1:2 e 

100% em relação à massa de óleo, de solvente orgânico n-hexano; 

Sequencialmente, vislumbrando a exploração e otimização das variáveis do 

processo mencionado, foram propostas a análise, perante planejamentos 

experimentais, das variáveis do processo de hidrólise do óleo da amêndoa da 

macaúba, e reutilização do catalisador enzimático, podendo-se concluir que: 

3. O aumento da razão mássica de óleo:solvente orgânico n-hexano não 

promoveu aumento nos rendimentos em ácidos graxos livres da hidrólise do 

óleo da amêndoa da macaúba, sendo a razão ótima de 1:1; 

4. Das variáveis que contribuíram fortemente no rendimento em ácidos graxos 

livres da reação de hidrólise, verificou-se que a temperatura, dentro da faixa 

experimental investigada, demonstrou contínuo incremento na quantidade de 
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ácidos graxos formados. Acompanhado a esta variável, teve-se o percentual 

de solução tampão e concentração de catalisador; 

5. A utilização consecutiva da Lipozyme® RM IM na etapa de hidrólise, visando 

avaliar sua reutilização, promoveu uma perda de 2 à 5% de sua atividade 

durante o decorrer das 20 bateladas realizadas; 
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes 

sugestões para trabalhos futuros foram definidas: 

a) Acompanhar a produção de monoacilglicerídeos e diacilglicerídeos durante a 

reação, bem como acompanhar quimicamente possíveis produtos paralelos 

oriundos das reações de hidrólise na presença de solvente orgânico no meio 

reacional; 

b) Realizar o processo de hidrolise enzimática na ausência de solvente 

orgânico no meio reacional; 

c) Acompanhar a produção de monoacilglicerídeos e diacilglicerídeos durante a 

reação, bem como acompanhar quimicamente possíveis produtos paralelos 

oriundos das reações de hidrólise na ausência de solvente orgânico no meio 

reacional; 

 


