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RESUMO

Os ésteres  de ácidos graxos representam uma das mais  importantes  classes de compostos 
orgânicos  devido à  diversidade de aplicações,  tais  como aromas,  biopesticida,  biodiesel  e 
antimicrobianos. O setor industrial de óleos e gorduras, bem como as pesquisas científicas, 
tem  desenvolvido  diversos  processos  para  manipular  a  composição  das  misturas  de 
triglicerídeos  para  a  síntese  de  ésteres  a  partir  dos  ácidos  graxos,  por  rota  química  ou 
enzimática.  Nesse contexto,  a lipase é a enzima mais amplamente utilizada por apresentar 
diversas  vantagens  relacionadas  à  sua  especificidade.  Assim,  o  objetivo  deste  estudo  foi 
avaliar a seletividade das lipases imobilizadas de  Candida antarctica  tipo B e de Rhizopus  
oryzae  em relação aos  ácidos  graxos saturados  (AGS) e  insaturados (AGI),  bem como a 
conversão destes em ésteres etílicos. A seletividade foi avaliada em relação ao ácido oleico 
(insaturado) e o ácido eicosanóico (saturado),  obtidos na hidrólise química do óleo do peixe 
tilápia (Oreochromis niloticus). Para análise da seletividade foi realizado um planejamento 
experimental composto central 24, variando a velocidade de agitação (rpm), temperatura (ºC), 
razão  molar  (etanol:ácido  graxo)  e  quantidade  de  enzima  (%m),  mantendo-se  fixa  a 
quantidade de peneira molecular  – zeólita  5  Å – (5 %m) e o tempo reacional  (24 h). Da 
mesma  forma,  o  comportamento  das  enzimas em relação  aos  AGS foi  avaliado  segundo 
planejamento  experimental  composto  central  23,  variando  temperatura  (ºC),  razão  molar 
(etanol:ácido graxo) e quantidade de enzima (%m), mantendo-se fixa a quantidade de peneira 
– zeólita 5  Å – molecular (5 %m), agitação (180 rpm) e tempo reacional (24 h), utilizando 
como substrato uma mistura de ácidos palmítico e esteárico. Em todas as análises estatísticas 
foram considerados 85% de intervalo de confiança.  Em relação à esterificação dos ácidos 
graxos do óleo de peixe hidrolisado,  ambos os catalisadores  foram seletivos para o ácido 
saturado eicosanóico.  Quase todas as variáveis estudadas influenciaram na seletividade da 
lipase de R. oryzae, enquanto quase nenhuma foi significativa para a seletividade da lipase de 
C.  antarctica.  Quando a  resposta  estudada foi  a  conversão,  a  lipase  de  C.  antarctica foi 
responsável pelas maiores conversões de ácido oleico em oleato de etila. Quando os ensaios 
foram  realizados  utilizando  lipase  de  R.  oryzae,  mais  variáveis  significativas  foram 
encontradas para o modelo de conversão. No meio reacional contendo a mistura de AGS, 
ambas  as  lipases  apresentaram maior  afinidade  pelo  ácido  palmítico.  A faixa  de  valores 
selecionada para avaliar a influência na seletividade não afetou significativamente a resposta 
da lipase de C.  antarctica,  mas  foram todas significativas  para a de  R. oryzae.  Quanto à 
conversão,  a  lipase  de  C.  antarctica foi  responsável  pelas  maiores  conversões  de  ácidos 
esteárico e praticamente todas as variáveis selecionadas foram significativas para o modelo da 
conversão quando ambas as enzimas foram utilizadas. 

Palavras-chave:  Ésteres  de  ácidos  graxos.  Ácidos  graxos.  Lipase.  Seletividade.  Síntese 
enzimática.



ABSTRACT

Esters of fatty acids represent one of the most important classes of organic compounds due to 
ther variety of applications, such as flavoring, biopesticide, biodiesel and antimicrobials. Oils 
and fats industry as well as scientific researches have developed many different processes to 
manipulate composition of triglycerides mixtures. The aim is synthesis of esters from fatty 
acids by chemical or enzymatic routes. In this context, lipase is the most widely used enzyme 
due to several advantages related its specificity.  The aim of this study was to evaluate the 
selectivity  of  immobilized  lipases  of  Candida  antarctica type  B  and  Rhizopus  oryzae 
compared to saturated (SFA) and unsaturated (UFA) fatty acids as well as their yield into 
ethyl esters. Selectivity was assessed with respect to oleic acid (unsaturated) and eicosanoic 
acid  (saturated),  obtained  from  chemical  hydrolysis  of  fish  oil  Tilapia  (Oreochromis  
niloticus), through 24 central composite design using agitation rate (rpm), temperature (°C), 
molar ratio (ethanol:fatty acid) and amount of enzyme (%wt) as independ variables (design 
factors). The amount of molecular sieve – zeolite 5 Å – (5 %wt) and reaction time (24 h) were 
fixed.  Likewise,  the behavior of both enzymes  to the SFA was evaluated according to 23 

central composite design where temperature (°C), molar ratio (ethanol:fatty acid) and amount 
of enzyme (%wt) were  independ variables.  The amount of molecular sieve – zeolite 5 Å – (5 
%wt), stirring (180 rpm) and reaction time (24 h) were fixed and a mixture of  palmitic and 
stearic  acids  was used as  substrate.  A confidence  interval  of  85% was considered for all 
statistical analyses. Regarding the esterification of fatty acids from hydrolyzed fish oil, both 
catalysts were selective for saturated eicosanoic acid rather than for the unsaturated acid. The 
design factors did not present significant effect on response variable when  lipase from  C. 
antarctica was used like catalyst. However  all design factors presented an influence on the 
selectivity  when lipase  from  R. oryzae was  used like  catalyst.  In this  way,   lipase of  C. 
antarctica lead to  higher  conversions  of oleic  acid into ethyl  oleate  and more  significant 
variables have been found for the model when lipase of R. oryzae was uesd in assays. In the 
reaction  medium containing  the  mixture  of  SFA,  both  lipases  showed higher  affinity  for 
palmitic acid. The values range selected to evaluate the selectivity did not present significant 
effect on responses when lipase from C. antarctica was used, however that value range was 
significant  for  all  assays  performed  using  lipase  from  R. oryzae.  The  higher  stearic  acid 
conversions  were obtained when lipase from  C. antarctica was used like catalyst  and all 
design factors were significant for both enzymes. 

Keywords: Fatty acids esters. Fatty acids. Lipase. Selectivity. Enzymatic synthesis.
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1 INTRODUÇÃO

Os ésteres representam uma das mais importantes classes de compostos orgânicos 

e podem ser sintetizados por vários mecanismos, dentre eles, a reação entre ácido graxo e 

álcool, denominada esterificação. Ésteres de ácidos graxos possuem diversas aplicações, tais 

como aromas (Chang  et  al.,  2006),  biopesticida  (Wei  et  al.,  2010),  biodiesel  (Nakpong e 

Wootthikanokkhan,  2010).  O  que  determinará  a  propriedade  do  produto  formado  será  a 

natureza  química  do  ácido  graxo  de  origem,  assim,  a  matéria  prima  é  de  fundamental 

importância para que o éster de interesse seja sintetizado.

A partir de óleos e gorduras, é possível sintetizar éster de ácido graxo através de 

duas etapas:

1. Hidrólise do óleo/gordura, na qual serão liberados os ácidos graxos; 

2. Esterificação dos ácidos graxos obtidos na hidrólise, através da sua reação com 

um álcool. 

Os óleos podem ser de origem vegetal (soja, algodão, canola, girassol, etc) ou 

animal, dentre estes, destacam-se os obtidos a partir dos resíduos da piscicultura. Pela sua 

composição, principalmente, em ácidos graxos (poli)insaturados, o óleo extraído das vísceras 

de peixe é considerado matéria prima abundante e econômica para a produção de ésteres com 

alto  valor  agregado.  Além disso,  seu aproveitamento  é  ecologicamente  recomendável,  em 

razão da alta carga de matéria orgânica que seria descartada no ambiente, caso esses resíduos 

não fossem aproveitados. 

Como  alternativa  ao  processo  convencional  e  com  o  objetivo  de  atender  às 

legislações  nacionais de controle ambiental,  é interessante substituir  a síntese química por 

reações  enzimáticas.  Devido  às  suas  excelentes  propriedades  funcionais  (atividade, 

seletividade e especificidade), as enzimas são capazes de catalisar os processos químicos mais 

complexos sob condições ambientais e experimentais amenas, o que desperta o interesse em 

várias áreas da indústria química, tais como química fina, química de alimentos e de análises 

(Wong e Whitesides, 1994). No entanto,  também possuem algumas características que não 

são muito adequadas para aplicações industriais: são catalisadores solúveis, geralmente muito 

instáveis; podem ser fortemente inibidas pelos substratos e produtos; funcionam bem somente 

em substratos  naturais  e sob condições  fisiológicas.  Portanto,  a  utilização de enzimas  em 

larga-escala  como  catalisadores  industriais  requer,  por  exemplo,  a  melhoria  das  suas 
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propriedades através de técnicas de imobilização (Fernández-Lafuente et al., 2001 e Betancor 

et  al.,  2003),  o  que  pode aumentar  sua  eficiência,  capacidade  de  reciclo,  bem como sua 

termoestabilidade (Akoh  et al., 2007). Em suma, as enzimas são catalisadores naturais e as 

reações  em que atuam são consideradas  "verdes" (Akoh  et  al.,  2007),  caracteristicamente 

menos agressivas ao meio ambiente.

Dentre a ampla variedade de enzimas,  destaca-se a lipase (Triacilglicerol  éster 

hidrolases E.C 3.1.1.3), a qual naturalmente catalisa a hidrólise de ligações éster presentes em 

triglicerídeos/acilgliceróis,  liberando ácidos graxos, glicerol  e água.  A reação é reversível, 

podendo  ocorrer  em  ambientes  não  aquosos.  Além  disso,  podem  catalisar  reações  de 

esterificação, epoxidação, aminólise, dentre outras (Reyes e Hill,  1994; Paiva  et al., 2000; 

Gotor-Fernández e Gotor, 2006). Devido à sua versatilidade, ou seja, a essa capacidade de 

reconhecer diferentes substratos e portanto, de catalisar uma série de reações, as lipases ainda 

são objetos de estudo de diversas pesquisas científicas (Sharma  et al., 2001; Calleri  et al., 

2003; Akanbi et al., 2013; Grosso et al., 2013). 

1.1 Objetivos gerais

O objetivo  deste  estudo foi  avaliar  a  seletividade  das  lipases  imobilizadas  de 

Candida antarctica   tipo B e de Rhizopus oryzae  em relação à ácidos graxos saturados e 

insaturados, bem como a conversão destes em ésteres etílicos. A seletividade foi avaliada em 

dois  meios,  um consistindo dos  ácidos  graxos,  saturados e  insaturados,  presentes  no óleo 

hidrolisado de peixa tilápia e o outro de uma mistura comercial de ácidos graxos saturados 

(ácido palmítico e ácido esteárico).

1.1.1 Objetivos específicos

a) extração do óleo das vísceras de peixe tilápia;

b)  hidrólise  do  óleo  das  vísceras  de  peixe  tilápia  e  caracterização  dos  ácidos 

graxos obtidos;

c) estudo da seletividade das lipases imobilizadas  comercialmente de  Candida 

antarctica tipo B e de Rhizopus oryzae por ácidos graxos saturado e insaturado 

obtidos do óleo hidrolisado de peixe tilápia;
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 K  análise  da  influência  dos  parâmetros:  velocidade  de  agitação  (rpm), 

temperatura (ºC), razão molar (etanol:ácido graxo) e quantidade de enzima 

(%m);

d) estudo da conversão de ácido oleico obtido do óleo hidrolisado de peixe tilápia, 

utilizando as lipases imobilizadas comercialmente de Candida antarctica tipo B 

e de Rhizopus oryzae;

 K  análise  da  influência  dos  parâmetros:  velocidade  de  agitação  (rpm), 

temperatura (ºC), razão molar (etanol:ácido graxo) e quantidade de enzima 

(%m);

e)  estudo da seletividade  das lipases  imobilizadas  comercialmente de  Candida 

antarctica tipo B e de Rhizopus oryzae pelos ácidos graxos saturados palmítico 

e esteárico obtidos de uma mistura comercial;

 K  análise  da  influência  dos  parâmetros:  temperatura  (ºC),  razão  molar 

(etanol:ácido graxo) e quantidade de enzima (%m);

f)  estudo  da  conversão  de  ácido  esteárico  obtido  de  uma  mistura  comercial, 

utilizando as lipases imobilizadas comercialmente de Candida antarctica tipo B 

e de Rhizopus oryzae;

 K  análise  da  influência  dos  parâmetros:  temperatura  (ºC),  razão  molar 

(etanol:ácido graxo) e quantidade de enzima (%m);

g) análise da seletividade enzimática, utilizando carga fixa de 200 U das lipases 

imobilizadas  comercialmente  de  Candida  antarctica  tipo  B  e  de  Rhizopus  

oryzae;

h) comparação da relação entre ésteres etílicos obtidos através da esterificação 

enzimática com carga fixa (200 U) e da esterificação química;
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

Neste  capítulo  serão  abordadas  algumas  propriedades  dos  ésteres  de  ácidos 

graxos,  bem  como  alguns  estudos  realizados  que  envolvem  a  sua  síntese  para  diversas 

aplicações comerciais.

2.1 Triglicerídeos e ácidos graxos

Os triglicerídeos pertencem à classe dos lipídeos de cadeia aberta e, em animais, 

são  acumulados  no  tecido  adiposo  e  utilizados  como  fonte  de  energia  alternativa  nos 

processos metabólicos. São os componentes mais expressivos dos óleos e gorduras e podem 

ser obtidos através da esterificação de uma molécula de glicerol e três moléculas, iguais ou 

distintas, de ácidos graxos (Campbell e Farrell, 2007, v. 3).

Conforme Figura 2.1, ácidos graxos são ácidos carboxílicos alifáticos de cadeias 

longas que contêm números pares de carbonos, podendo ser classificados como saturados 

(sem ligações duplas) ou insaturados (com ligações duplas carbono-carbono) (Taylor, 1973). 

Ácidos graxos com números ímpares de carbonos e com estrutura ramificada são raros, mas 

também podem ser encontrados em pequenas quantidades na natureza (Patterson, 1989). 

Figura 2.1  ̶ Estrutur7  Estrutura química dos ácidos graxos saturados e insaturados.
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Os ácidos graxos saturados são mais estáveis, quer no estado livre, quer na forma 

de  triglicerídeo,  empacotando-se  mais  facilmente  no  estado  sólido,  o  que  favorece  um 

aumento  no  ponto  de  ebulição  da  gordura.  À  medida  que  a  cadeia  carbônica  aumenta, 

aumenta-se também o ponto de ebulição do material (Patterson, 1989). Fisiologicamente, os 

AGS representam fatores de risco no aumento do nível sanguíneo de colesterol LDL (Low 

Density Lipoprotein - Lipoproteína de Baixa Densidade), um dos responsáveis pela formação 

de placa aterosclerótica, e proteína C reativa (indicador de processos inflamatórios), sendo os 

ácidos láurico (C12:0), mirístico (C14:0) e palmítico (C16:0) os principais responsáveis por 

esses efeitos maléficos (Hunter  et al., 2010), os quais são ocasionados pelo acúmulo desses 

ácidos  e  não  unicamente  pela  sua  presença.  Mas  esse  ácidos  não  apresentam  apenas 

desvantagens,  fazem parte  da estrutura  celular  e  são integrantes  de importantes  fontes  de 

nutrientes, tais como leite, incluindo o materno, e derivados, carne bovina, chocolates, óleo de 

coco, dentre outros (Marounek et al., 2012; Mohamed, 2012).

Ácidos  graxos  insaturados  podem  ser  monoinsaturados,  quando  apresentam 

apenas  uma  ligação  dupla,  ou  poliinsaturados  (AGPI),  quando  apresentam  duas  ou  mais 

ligações duplas em sua estrutura. Na natureza, apresentam predominantemente isomeria  cis 

(Patterson,  1989) e,  do ponto de vista metabólico e  patológico,  é importante  identificar  a 

posição da sua última ligação dupla, tendo em vista que o tipo e a configuração dos ácidos 

graxos são os responsáveis pelas diferenças  no sabor,  textura,  ponto de fusão, absorção e 

atividade que irão desempenhar no nosso organismo. São essenciais para a manutenção da 

integridade estrutural  e funcional  das membranas  celulares  (Sargent  e La Mcevoy,  1997), 

apresentam grande influência no metabolismo dos triglicerídeos, nos níveis de colesterol LDL 

e  interferem  na  agregação  plaquetária,  reduzindo  o  risco  de  doenças  cardiovasculares 

(Grundy, 1994 e Stansby, 1990), depressão, artrite reumatoide, câncer, diabetes, dentre outras 

(Puwastien et al., 1999). 

Além  disso,  no  mercado  mundial,  uma   ampla  variedade  de  suplementos 

alimentares de ácidos graxos poliinsaturados, principalmente ω3 e ω6, são incorporados em 

leite e derivados, fórmulas lácteas infantis,  pães, ovos, massas e sucos de frutas (Ward & 

Singh, 2005). 

Os AGPI podem ser divididos em famílias ou séries, dependendo da localização 

da última ligação dupla em relação ao seu grupamento metílico terminal:  família ômega-6 

(ω6)  representada  pelo  ácido  linoleico,  e  a  família  ômega-3  (ω3),  cujos  principais 

representantes são os ácidos eicosapentaenóico (EPA) e docosaexaenóico (DHA). Essas duas 
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classes  fazem parte  dos  ácidos  graxos essenciais  porque não podem ser  sintetizados  pelo 

organismo humano e devem ser obtidos através da dieta (Campbell e Farrell, 2007, v. 8).

A fonte  natural  mais  importante  da série  ω3 está  concentrada  nos organismos 

marinhos (peixes, frutos do mar, algas, etc.), pois sua alimentação consiste de fitoplâncton e 

zooplâncton,  ricos  em ácidos  graxos poliinsaturados  (Bergé  e  Barnathan,  2005),  podendo 

representar cerca de 30% dos ácidos graxos presentes em óleos de peixe.

Na série ômega 3, a primeira ligação dupla está localizada entre o terceiro e o 

quarto átomo de carbono na cadeia do ácido graxo. Por sua vez, a série ômega 6 apresenta a 

primeira ligação dupla entre o sexto e o sétimo átomo de carbono na cadeia do ácido graxo. É 

válido salientar que a nomenclatura completa compõe, além da quantidade de carbonos e de 

duplas ligações, uma indicação de posição da última ligação dupla, com a letra 'n' ou a letra 

grega ω (ômega), até o grupo metila terminal. Como mostra a Tabela 2.1, o ácido linoleico 

contém 18 carbonos,  2 insaturações e a última insaturação está no 6º carbono a partir  da 

metila terminal (C18:2n-6), portanto, é integrante da série ω6 (Campbell e Farrell, 2007, v. 8).

Tabela 2.1  ̶ Estrutur7  Ácidos graxos poliinsaturados das séries ω3 e ω6.

Série Ácido graxo Fórmula 
molecular Representação

ω3

ácido eicosapentaenóico – 
EPA C20H30O2 C20:5n-3

ácido alfa-linolênico C18H30O2 C18:3n-3
ácido docosahexaenóico – 
DHA C22H32O2 C22:6n-3

ω6
ácido linoleico C18H32O2 C18:2n-6

ácido gama-linolênico C18H30O2 C18:3n-6
ácido araquidônico C20H32O2 C20:4n-6

O ácido araquidônico, da série ω6, pode ser sintetizado pelo homem a partir do 

ácido  linoleico,  considerando  essencial.  Já  os  da  série  ω3:  eicosapentaenóico  (EPA), 

docosapentaenóico (DPA) e docosahexaenóico (DHA),  podem ser obtidos a partir do ácido 

ɑ-linolênico,  também considerado essencial,  mas  devido à  baixa  conversão,  EPA, DPA e 

DHA são considerados essenciais (Leaf e Weber, 1988).
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2.1.1 Fontes de triglicerídeos e ácidos graxos

Os triglicerídeos  e,  consequentemente,  os  ácidos  graxos,  são  componentes  de 

óleos e gorduras. Conforme apresenta a Tabela 2.2, óleos vegetais como o de soja, girassol e 

milho, bem como os provenientes de peixes, são ricos em ácidos graxos poliinsaturados de 

cadeia longa das séries ω3 e ω6, o que justifica sua grande utilização em nutrição humana. 

(Rubio-Rodríguez et al., 2010)

Tabela 2.2  ̶ Estrutur 7  Lipídeos (g/100 g de óleo) em diferentes tipos de semente e de peixe (adaptado 
de Rubio-Rodríguez et al., 2010 e Arruda, 2004).
Óleo AGMI* AGPI** ω3 ω6

Girassol 20,5 67,5 0,1 63,2
Milho 29,9 55,6 0,9 50,4
Oliva 73,0 12,7 0,7 7,8
Palma 37,1 15,1 0,3 10,1
Soja 21,2 63,2 7,3 51,5
Bacalhau (fígado) 20,7 56,8 19,8 0,9
Salmão 17,0 63,1 35,3 1,06
Sardinha 14,5 55,1 28,1 2,2
Tilápia 41,41 19,50 3,08 16,11

* Ácidos graxos monoinsaturados   
** Ácidos graxos polinsaturados

Efeitos  benéficos  à  saúde têm sido atribuídos  à  óleos  de origem marinha  que 

contêm todos os  cis-5,8,11,14,17- ácidos EPA e todos os  cis-4,7,10,13,16,19- ácidos DHA 

(Stansby, 1979 e Ackman, 1988). 

No  Brasil,  a  tilápia  é  a  espécie  de  peixe  de  água  doce  mais  industrializada. 

Segundo o boletim do Ministério da Pesca e Aquicultura, 132.957,8 toneladas desta espécie 

foram produzidas somente no ano de 2010, sendo a mais consolidada em relação à criação em 

cativeiro. Nas diferentes etapas da cadeia produtiva da piscicultura, desde a produção até a 

comercialização no varejo, é gerada uma quantidade significativa de resíduos orgânicos. O 

rendimento médio em filé é de aproximadamente 30% e os 70% de resíduos incluem: cabeça, 

carcaça, vísceras, pele e escamas. 
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No  Ceará,  a  produção  de  tilápia  em  2012  atingiu  30  mil  toneladas,  o  que 

corresponde a um aumento de 10% em relação ao ano de 2011 (Veloso, 2012). E, se atingidas 

as metas estabelecidas no plano Safra do Ministério da Pesca e Aquicultura, no final de 2014, 

o  País  terá  produzido  dois  milhões  de  toneladas  do  pescado.  Isso  seria  motivo  de 

comemoração, caso não não houvesse descarte de 3 mil toneladas de vísceras no solo, pois 

além  de  causarem  mau  cheiro,  contaminam  o  lençol  freático.  Em  virtude  desse  danoso 

impacto  ambiental,  Veloso  (2012)  apresenta  em sua  matéria  publicada  na  revista  Isto  É 

Independente, o projeto montado pela Petrobras em parceria com o Ministério da Pesca, que 

visa intensificar os estudos para extrair óleo a partir das vísceras do peixe tilápia. Com isso, 

pretende-se integrar o subproduto do pescado no grupo de produtos que o País transforma em 

combustível limpo.

As vísceras de peixe geralmente têm uma grande quantidade de lipídeos e o óleo 

extraído dessas partes pode fornecer uma abundante e econômica fonte de matéria prima para 

produção de ésteres com alto valor agregado, pois sua composição inclui os AGPI das séries 

ω3 e  ω6 (Arruda,  2004).  Segundo Rubio-Rodríguez  et  al. (2010)  o  óleo  de  tilápia  pode 

fornecer cerca de 61% de AGI, o que pode incluir as séries ω3 e ω6.

2.2 Ésteres de ácidos graxos

Os ésteres de ácidos graxos são compostos orgânicos formados pela reação de um 

ácido graxo e um álcool, com consequente liberação de água. Como apresentado na Figura 

2.2, trata-se de uma reação reversível, na qual o equilíbrio reacional pode ser deslocado para a 

esquerda, favorecendo a hidrólise do éster, quando a água está em grande quantidade no meio 

(Pandey et al., 1999).

Figura 2.2   ̶ Estrutur7 ̶ Estrutur  Representação da reação reversível de esterificação. 

Os  óleos  e  gorduras  naturais  podem ser  o  único  constituinte  de  um produto, 

entretanto, em alguns casos torna-se necessário modificar as características desses materiais 

com o intuito de adequá-los a determinadas aplicações, quais sejam, cosmética, alimentícia, 

dentre outras. 
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O setor industrial de óleos e gorduras, por exemplo, tem desenvolvido diversos 

processos para manipular a composição das misturas de triglicerídeos (Castro  et al., 2004; 

Ward & Singh, 2005), seja para a obtenção dos ácidos graxos constituintes da sua estrutura ou 

para a síntese de ésteres a partir destes ácidos graxos.

Industrialmente,  ésteres  de  ácidos  graxos  saturados  são  sintetizados  visando 

diversas aplicações, dentre elas, aromas; sabões; medicamentos, perfumes e cosméticos; para 

a  produção  e  modificações  de  componentes  alimentares;  biopesticidas  e  também  como 

biocombustíveis (Chang  et al., 2006;  Aravindan  et al., 2007; Wei  et al., 2010; Nakpong e 

Wootthikanokkhan, 2010; Marounek et al. 2012; Bu et al., 2012). Além disso, ácidos graxos, 

geralmente saturados, esterificados com um álcool de cadeia longa, são denominados ceras e 

também  possuem  interesse  industrial  devido  às  suas  propriedades  lubrificante  e 

antiespumante. 

Lipases  atuam  naturalmente  como  enzimas  hidrolíticas  (Reyes  e  Hill,  1994), 

portanto,  utilizando  ésteres  ou  triglicerídeos  como  substratos  para  a  obtenção  de  ácidos 

graxos.  A partir  de  ésteres  de  ácidos  graxos  insaturados,  os  AGI liberados  pela  hidrólise 

durante o metabolismo celular, são importantes não apenas para a manutenção da integridade 

estrutural e funcional da membrana (Sargent e la Mcevoy, 1997), mas também para a redução 

de  riscos  de  doenças  cardiovasculares  (Grundy,  1994),  tratamento  de  artrite  reumatóide 

(Puwastien, 1999), bem como para a redução dos níveis de colesterol LDL (Stansby, 1990), 

como já mencionado.

Srinivas (2011) citou as rotas mais comuns para a síntese de éster de ácido graxo, 

no caso, para utilização como biodiesel. Tais rotas  podem ser utilizadas para a obtenção de 

ésteres de ácidos graxos de uma forma geral e são elas: 

a) transesterificação: indicada para óleos com baixo índice de acidez;

7  No processo catalisado por base, é importante que o glicerol seja removido, 

para evitar a produção de sabão. Para as reações que utilizarem tanto ácido 

como base como catalisadores, a neutralização deverá ser feita. Esse método 

tem  seus  produtos  mais  facilmente  recuperados,  quando  um  catalisador 

enzimático é utilizado;

b) esterificação dos ácidos graxos livres e transesterificação dos glicerídeos de 

ácidos graxos, simultaneamente: indicado para óleos com alto índice de acidez;
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c) hidrólise seguida de esterificação;

7  Trata-se da hidrólise de óleos/gorduras residuais para a liberação dos ácidos 

graxos  presentes  nesses  compostos,  seguida  da  sua  esterificação  a  éster 

alquílico de ácido graxo;

2.3 Esterificação enzimática de ácidos graxos

Segundo Srinivas (2011), as rotas mais comuns para a síntese de éster de ácido 

graxo  podem  ser  catalisadas  por  ácidos,  bases  ou  enzimas  (lipases).  Intenso  esforço  de 

pesquisa acadêmica e industrial vem sendo atribuído para a busca de rotas alternativas de 

produção  dessas  moléculas,  de  modo  a  atender  às  crescentes  restrições  das  legislações 

nacionais de controle ambiental. Para isso, procura-se substituir a síntese química por reações 

enzimáticas, pois além da sua alta especificidade, enzimas trabalham em condições amenas de 

temperatura  e  pH.  Processos  “limpos”,  fundamentados  na  catálise  enzimática,  são 

caracteristicamente menos agressivos ao ambiente. 

Como alternativa à rota química convencional, processos de conversão enzimática 

têm sido bem explorados para sintetizar ésteres de ácidos graxos a partir de óleos (Watanabe 

et al., 2007 A e B). Um desses processos consiste na transesterificação, um processo útil, mas 

que  apresenta  algumas  desvantagens,  tais  como  bloqueio  da  enzima  imobilizada  pelo 

subproduto glicerol e redução da capacidade catalítica pela presença de solvente orgânico, tal 

como o n-hexano (Tan et al, 2006), bem como elevado tempo reacional.

Para superar esses inconvenientes, a conversão pode ser realizada em duas etapas: 

Hidrólise do óleo seguida de esterificação, ambas por rota enzimática (Meng  et al., 2011). 

Dessa forma, o glicerol, que pode inibir a ação da lipase, não estará presente na etapa de 

esterificação,  favorecendo  um  aumento  na  conversão.  Porém,  como  as  lipases  possuem 

especificidade pelas posições 1,3 do triglicerídeo (Akoh et al., 2007), o rendimento de ácidos 

graxos livres no final da hidrólise seria reduzido.  

A  hidrólise alcalina com KOH assistida por ultrassom,  como descrito por Lima 

(2009) é uma técnica que vem sendo utilizada até recentemente e que tem gerado resultados 

satisfatórios no final do procedimento reacional (Fiametti  et al., 2011; Lerin  et al., 2011). 

Trata-se de uma rota inespecífica, capaz de retirar os ácidos graxos presentes na estrutura do 

triglicerídeo, sem distinguir as posições nas quais se encontram, aumentando o rendimento em 

ácidos graxos livres ao final da hidrólise.
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Com o intuito de sintetizar ésteres metílicos de ácidos graxos, através de hidrólise 

seguida de esterificação, Watanabe et al. (2007A) utilizaram lipase imobilizada de Candida 

antarctica  na  ausência  de  solvente  orgânico.  Meng  et  al (2011)  realizaram  o  mesmo 

procedimento, também livre de solvente orgânico, utilizando lipase imobilizada de Yarrowia 

lipolítica para ambas as etapas.

Como apresentado na Figura 2.3, na esterificação enzimática, inicialmente ocorre 

uma adição nucleofílica a partir da enzima, para formar o complexo enzima-substrato (ES). O 

nucleófilo é o oxigênio da hidroxila da enzima, o qual ataca o carbono carbonílico do ácido 

graxo.  Nesse  momento,  o  par  de  elétrons  do  grupamento  amino  da  enzima  captura  o 

hidrogênio da hidroxila. 

Figura  2.3  ̶ Estrutur 7 ̶ Estrutur  Mecanismo reacional  de  esterificação  enzimática,  onde  R  representa  grupo 
alquila.
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O par  de  elétrons  do  oxigênio  do  ácido  graxo  no  complexo  enzima-substrato 

captura  o  hidrogênio  do  grupamento  amino,  liberando  uma  molécula  de  água  (grupo 

abandonador)  e  formando  um  composto  intermediário  enzima  acetilada  (E-Ac).  Esse 

composto intermediário sofre o ataque do átomo de oxigênio do álcool, sendo adicionado ao 

átomo de carbono da carbonila do composto intermediário (E-Ac). 

Em seguida, o par de elétrons do nitrogênio captura o hidrogênio da hidroxila do 

álcool,  formando  o  complexo  enzima-acetilada-álcool  (E-AcA).  Finalmente,  o  próton  é 

transferido do ácido conjugado da amina (-NH3
+) para o átomo de oxigênio do complexo, 

reconstituindo a enzima e liberando o éster alquílico (adaptado de Al-Zuhair et al., 2007).

Kuo et al. (2012) obtiveram alto rendimento de síntese de ceras a partir do álcool 

cetílico  e  ácido  octanóico,  utilizando  duas  lipases  comerciais  -  de  Candida  antarctica 

(Novozyme 435) e de Rhizomucor miehei (Lipozyme) em hexano. Ao final, concluíram que a 

Novozyme 435 foi o melhor biocatalisador. 

Vários  catalisadores  sólidos  (ácidos,  básicos  e  protéicos  –  enzimas)  foram 

relatados para a produção de biodiesel. Berrios et al. (2007) utilizaram catalisador ácido para 

sintetizar ésteres metílicos e os fizeram com razões molares ácido:álcool elevadas, na faixa de 

1:10 a 1:80, obtendo melhor resultado com temperatura de 60 ºC. O processo enzimático, 

como alternativa, apresenta vantagens que o torna aplicável à indústria, inclusive, utilizando 

razões molares pequenas (Watanabe et al., 2007 A e B). 

Com o objetivo de aumentar o rendimento de síntese desse mesmo éster de ácido 

graxo (biodiesel),  Kim et al.  (2013) avaliaram vários óleos vegetais, de peixe, bem como 

óleos residuais como substratos, utilizando lipase de Staphylococcus haemolyticus L62 (HC-

L62). Em geral, a enzima converteu de forma eficiente quando foi utilizado óleos vegetais que 

continham ácidos  palmítico  (C16:0),  oleico  (C18:1)  e  linoleico  (C18:2)  como  principais 

componentes de ácidos graxos. Por outro lado, o rendimento foi ligeiramente baixo quando 

utilizado óleo de peixe savelha, rico em DHA (C22:6) e EPA (C20:5). Ademais, HC-L62 foi 

capaz de produzir biodiesel usando óleos residuais com rendimento semelhante ao obtido com 

óleo de peixe. 

Como apresentado na Tabela 2.3, diversos fatores devem ser considerados para a 

obtenção de ésteres de ácidos graxos por catálise enzimática, dentre eles: temperatura, tipo e 

quantidade de catalisador, solvente, peneira molecular, agitação, razão molar ácido:álcool, etc. 
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Tabela 2.3   ̶ Estrutur7 ̶ Estrutur ̶ Estrutur Parâmetros para esterificação enzimática.

Autor T (°C)
Razão 
molar 

ácido:álcool
Catalisador Catalisador (%) Peneira 

molecular

Watanabe et  
al, 2007B 30 1:1 – 1:5 Lipase imobilizada 

de C. antarctica
1%

(m/mT)

Royon, 2007 25 - 50 1:1,5 – 1:6 NOVOZYME 435 1,7 %
(m/mAG)

Duan et al, 
2010 45 -65 1:1,5 – 1:3,5 NOVOZYME 435 5 – 15 %

(m/mAG)
6,4 % 

(m/mácido graxo)
Meng et al, 

2011 30 1:1 – 1:3 Lipase imobilizada 
de Y. lipolítica

0 – 18 %
(m/vAG)

0 – 27 % 
(m/vreacional)

Kiriliauskaitè 
et al, 2011 37 - 60 1:3,5 – 1:4,5 LIPOPRIME 50T 40 %

(m/mT)

Em suma, a atividade de esterificação da lipase está intrinsecamente relacionada 

com as condições estabelecidas para a reação, podendo converter eficientemente os substratos 

em diferentes situações. 

2.3.1 Efeito do álcool na reação de esterificação enzimática

Meng  et  al. (2011)  citaram  que  o  etanol  é  essencial  para  a  reação  de 

esterificação, mas que, em grande quantidade, desnatura proteínas, o que inclui as enzimas. 

Devido à isso, adicionaram esse substrato em várias etapas e observam que o rendimento da 

esterificação  aumentou  de 50% para  81,6%, quando comparado  à metodologia  de  adição 

única do mesmo volume de etanol em uma reação teste. Com a adição desse substrato em 

mais  de  uma  etapa,  houve  aumento  considerável  no  grau  de  esterificação,  com valor  de 

aproximadamente 82%. Nesse mesmo estudo, avaliaram razões molares entre  ácido:álcool 

(1:1-1:3) e obtiveram maiores  rendimentos de esterificação com a menor proporção (1:1), 

resultado  semelhante  ao  observado  por  Watanabe  et  al.  (2007A),  os  quais  obtiveram 

aproximadamente  90% de conversão utilizando razão molar  ácido:álcool  1:1,  em 24 h de 

reação.

Wang et al. (2012) utilizaram razão molar ácido graxo:etanol de 1:1, justificando 

que acima dessa razão de álcool, este pode causar efeito negativo na enzima, inibindo sua 

ação e, consequentemente, diminuir o rendimento de esterificação.

No que diz respeito à síntese de ésteres de ácidos graxos a partir de álcoois de 

cadeias curtas, apesar de o etanol ser menos reativo do que o metanol, ele tem a vantagem de 

ser menos tóxico e de evitar a adição de solvente orgânico em reações enzimáticas, o que 

viabiliza o processo de obtenção de ésteres de ácidos graxos, com redução de custos com 
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solventes e com consumo de energia (Urioste, 2004). Devido à elevada hidrofilicidade do 

metanol, ao se utilizar esse álcool, as reações enzimáticas devem ser efetuadas em meio à 

solvente orgânico para evitar sua desativação (Al-Zuhair et al., 2006).

2.3.2 Efeito da água na reação de esterificação enzimática

A presença de água no meio reacional é necessária para promover a conformação 

correta da enzima, permitindo que o sítio catalítico fique ativo. Entretanto, em uma reação de 

síntese, a água em grande quantidade na mistura reacional pode causar o deslocamento do 

equilíbrio  da  reação  no sentido  da  hidrólise  do  éster  (Villeneuve,  2000).  Dessa  forma,  é 

evidente que a água tem papel importante e duplo no processo de esterificação: 1) é essencial 

para a manutenção da conformação da lipase e da sua atividade catalítica e 2) é um produto da 

esterificação,  o  qual  pode alterar  o  estado de  equilíbrio  reacional.  Contudo,  é  importante 

estabelecer a quantidade ideal para que se obtenha o máximo de conversão possível.

Meng et al (2011) obtiveram 90% de conversão em biodiesel utilizando 9 % (m/v) 

de peneira molecular, sendo essa, adicionada após 1 h de reação. Neste trabalho, os autores 

sugeriram que a água não possui efeito na atividade enzimática, mas apenas no equilíbrio da 

esterificação.

2.4 Lipase como catalisador 

Com exceção de alguns RNAs, conhecidos como ribozimas, que são catalisadores 

durante o seu próprio processamento, todas as enzimas são proteínas, as quais aumentam a 

velocidade reacional por um fator de 1014 mais do que uma reação não catalisada (Voet et al., 

2000).  São  catalisadores  versáteis,  capazes  de  atuar  em  uma  ampla  faixa  de  pH,  são 

relativamente estáveis em altas temperaturas e apresentam especificidade, regiosseletividade, 

quimiosseletividade e enantioseletividade (Pandey et al., 1999), propriedades que as tornam 

atrativas como catalisadores para biotransformações (Dalla-Vechia et al., 2004). 

Segundo Gubta  et  al.  (2003),  a  modificação  de  alguns  alimentos  utilizando  o 

catalizador enzimático lipase, apresenta diversas vantagens devido à sua seletividade, o que 

contribui  para  a  produção  de  óleos  com  composições  desejadas,  além  de  reduzir 

significantemente  a  quantidade  de  produtos  secundários,  facilitando  o  processo  de 

downstream.
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Segundo Sharma et al. (2001), existem mais de 4000 enzimas catalogadas, sendo 

apenas 200 utilizadas comercialmente, das quais, a maioria é de origem microbiana.

As  lipases  são  triacilglicerol  éster  hidrolases  -  E.C.3.1.1.3,  que  catalisam  a 

hidrólise  de óleos e gorduras, liberando ácidos graxos,  diacilgliceróis,  monoacilgliceróis e 

glicerol (Villeneuve et al., 2000). Entretanto, não reconhecem apenas óleos e gorduras como 

substratos,  são  as  enzimas  mais  largamente  utilizadas  em  tecnologia  enzimática,  porque 

catalisam a reação de uma ampla variedade de reações: hidrólise ou síntese de ligações éster, 

alcoólise,  aminólise,  peroxidações,  epoxidações,  interesterificação,  dentre  outras.  Essa 

versatilidade  torna  as  lipases  catalisadores  vantajosos  úteis  para  aplicação  em  indústrias 

farmacêuticas,  na produção de biodiesel,  em modificação de alimentos,  etc (Reyes e Hill, 

1994; Gotor-Fernández e Gotor, 2006; Paiva et al., 2000; Salum, 2010). 

No entanto, as enzimas, de uma forma geral, estão sujeitas à inativação por fatores 

químicos, físicos ou biológicos, podendo ocorrer quando estocadas ou mesmo durante o uso 

(Richetti, 2009). Para que a sua utilização seja economicamente viável e eficiente, as lipases 

devem ser recuperadas após as reações e reutilizadas múltiplas vezes, procedimento inviável 

quando esta encontra-se na forma livre. Portanto, na maioria dos casos, as enzimas devem ser 

melhoradas antes da sua utilização em processos industriais, por exemplo, através de técnicas 

de imobilização (Fernández-Lafuente et al., 2001 e Betancor et al., 2003). Segundo Akoh et  

al.  (2007), imobilizadas,  podem melhorar sua eficiência.  Em seu estudo para a síntese de 

ésteres alquílicos (biodiesel), verificaram que a lipase imobilizada de Candida antarctica foi 

estável por 100 dias e afirmaram que pode ser reciclada por mais de 50 vezes sem que haja 

perda significativa de atividade.

Contudo, o meio reacional não é o único fator que pode interferir na atividade 

enzimática.  A estrutura tridimensional que os aminoácidos assumem também é importante 

para o funcionamento da enzima. A mudança nessa estrutura da lipase em interfaces água-óleo 

foi  descrito  em  1936  por  Holwerda  et  al. Esse  fenômeno  se  caracteriza  por  uma  maior 

atividade  enzimática  na  presença  de  substratos  pouco  solúveis.  A  maioria  das  lipases 

apresenta uma tampa polipeptídica com uma curta α-hélice. O lado da tampa que fica voltado 

para  o  sítio  catalítico  é  composto  principalmente  por  cadeias  laterais  hidrofóbicas.  Em 

ambientes aquosos na ausência de uma interface água-óleo, a tampa polipeptídica cobre o 

sítio catalítico, tornando a lipase inativa. Quando na presença de substratos hidrofóbicos, a 

tampa é aberta, dando a forma da enzima ativa. 
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No entanto,  algumas lipases  de  origem microbiana  (Pseudomonas aeruginosa, 

Burkholderia  glumae e  Candida  antarctica  B)  e  uma  lipase  pancreática  não  específica 

apresentam a  tampa  anfifílica  cobrindo  os  sítios  catalíticos,  mas  não  mostraram ativação 

interfacial (Castro et al., 2004). 

O mecanismo de catálise da lipase é complexo e a estrutura do sítio ativo varia 

significativamente de lipase para lipase. Contudo, a tríade catalítica, constituída por resíduos 

de serina, histidina e ácido aspártico (Ser-His-Asp), é comum em todas as lipases (Jaeger et  

al., 1994) ou, segundo Ollis et al. (1992), serina, histidina e ácido aspártico/ácido glutâmico 

(Ser-His-Asp/Glu), conforme ilustrado na Figura 2.4. 

Nas  proteínas,  portanto,  nas  enzimas,  os  grupos  ɑ-carboxila  e  ɑ-amina  dos 

aminoácidos que as compõem não estão livres porque formaram a ligação peptídica. Assim, 

os grupos reativos são aqueles da cadeia lateral. Dentre os grupos funcionais que podem ter 

função catalítica, incluem, o grupo hidroxila do aminoácido serina e o grupo ácido carboxílico 

dos ácidos aspártico e glutâmico. 

Figura 2.4  ̶ Estrutur7 ̶ Estrutur ̶ EstruturAminoácidos ̶ Estruturformadores ̶ Estruturda ̶ Estruturtríade ̶ Estruturcatalítica , ̶ Estruturpresentes ̶ Estruturna ̶ Estruturestrutura ̶ Estruturdo ̶ Estrutursítio ̶ Estruturativo 
enzimático.

Segundo Uppenberg et al.  (1994), a estrutura da lipase de Candida antarctica B 

mostra que o seu sítio ativo é composto pela tríade catalítica serina, histinia e ácido aspártico 

(Ser-His-Asp). A estrutura parece ser um conformação "aberta", com uma entrada bastante 

restrita ao sítio ativo, o que provavelmente explica a especificidade de substrato e elevado 

grau de estereoespecificidade desta lipase. 
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Entretanto, Schrag  et al. (1991) verificaram que o fungo  Geotrichum candidum 

produz diversas formas de lipases, dentre elas, uma que possui a tríade catalítica composta por 

Ser-His-Glu. Até o presente momento, não se tem elucidada a estrutura polipeptídica do sítio 

ativo, bem como dos resíduos formadores da tampa de algumas lipases, o que inclui a de 

Rhizopus oryzae.

2.5 Seletividade dos catalisadores enzimáticos

Diversos  esforços  vêm sendo dirigidos  com o intuito  de  separar  componentes 

reacionais visando seu melhor aproveitamento comercial. Nesse contexto, inclui-se estudo a 

cerca  da  separação  de  enantiômeros,  bem  como  de  ácidos  graxos  saturados  e 

(poli)insaturados, tendo em vista que cada um desses grupos possui benefícios específicos e, 

portanto, melhor desempenho, quando isolados. 

A técnica  mais  simples  e eficiente  para a obtenção de concentrados de ácidos 

graxos  poliinsaturados  ω3  é  a  complexação  com  ureia,  sendo  bem  estabelecida  para  a 

eliminação de ácidos graxos saturados e monoinsaturados (Iverson e Weik, 1967; Strocchi & 

Bonaga, 1975). Wanasundara (1999) utilizou essa técnica e obteve 88,2% de ácidos graxos 

ω3 totais. 

Entretanto,  a  complexação  com  ureia  não  é  a  única  rota  para  produzir 

concentrados  de  ácidos  graxos  poliinsaturados.  Outros  métodos  incluem  (Guerrero  et  al. 

2003; Madrid e Guerrero, 2002; Martínez et al., 2004):

a) destilação fracionada;

b) cromatografia líquida de alta eficiência;

c) extração com líquidos iônicos hidrofóbicos contendo sais de prata (Li, 2009A);

d) cromatografia em coluna com sílica gel impregnada com prata (Sajilata, 2008) 

e  cromatografia  gasosa com coluna  impregnada  de íons  prata  (Goto  et  al., 

2012).

Andreão  et  al. (2010)  citaram  que  a  sílica  gel  é  uma  das  principais  fases 

estacionárias empregadas na cromatografia em fase líquida para o isolamento e a purificação 

de substâncias orgânicas de baixa ou média polaridade e que, impregnada com nitrato de 

prata, tem uma longa história de uso como suporte cromatográfico, tendo sido Eberz  et al.

(1937), os primeiros a reportar que íons prata poderiam se complexar com alcenos.  
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Diante de todos esses métodos, é possível separar ácidos graxos saturados dos 

insaturados, porém, não se tem seletividade. Nesse  contexto,  as  enzimas  aparecem  como 

catalisadores  biológicos  altamente  específicos,  inclusive,  capazes  de  reconhecer 

estereoisômeros.  É  o  caso  da  lipase  de  Candida  antarctica tipo  B,  a  qual  possui  alta 

estereoseletividade por determinados alcoóis secundários (Uppenberg et al., 1995). Essa alta 

especificidade foi o que tornou as lipases,  alvo de diversos estudos.  Dentre eles,  pode-se 

destacar o trabalhos de  Meng et al. (2011) e Giua et al. (2012), com o objetivo de fracionar e 

concentrar ácidos graxos de alto valor agregado, utilizando lipase como catalisador. 

Segundo Derr et al.  (1993), a maioria dos ácidos graxos saturados presentes nos 

óleos mais comumente consumidos correspondem ao esteárico e ao palmítico (constituindo 

11% dos ácidos graxos no óleo de soja e 4% no óleo de canola). Em relação aos ácidos graxos 

insaturados, Rubio-Rodríguez et al. (2010) verificaram que o óleo de soja, bem como o óleo 

obtido  do peixe  salmão,  é  composto  em mais  de 60% por ácidos  graxos poliinsaturados. 

Tendo em vista os diferentes substratos presentes nos óleos vegetais e animais, é importante 

conhecer a preferência, portanto, a seletividade da lipase, para que o produto desejado seja 

obtido com o maior rendimento possível.

Com o objetivo de avaliar o comportamento da lipase de Candida antarctica tipo 

B, Ong et al. (2006) utilizaram-na em uma reação de esterificação enantioseletiva da mistura 

racêmica do antiinflamatório não-esteroidal cetoprofeno em meio orgânico. Li et al. (2009B) 

estudaram a seletividade das lipases de Candida antarctica tipo B e de Candida rugosa frente 

ao  substrato  ácido  linoleico  conjugado,  o  qual  consiste  de  uma  mistura  de  isômeros 

posicionais e geométricos do ácido linoleico com ligações duplas conjugadas. Nesse estudo, 

verificaram que as duas ligações de hidrogênio relacionadas aos grupo histidina e serina do 

sítio ativo, bem como o número de moléculas de água entre o substrato e o sítio de ligação, 

foram  correlacionados  com  a  seletividade  do  substrato.  Finalmente,  afirmaram  que  a 

seletividade da lipase de Candida antarctica pode ser inferior a de Candida rugosa, devido à 

estrutura que compõe o seu sítio de ligação ao substrato.

Meng  et  al. (2010,  2011)  observaram  a  preferência  da  lipase  de  Yarrowia 

lipolytica pelo substrato ácido graxo insaturado, ressaltando que a proporção de etil éster de 

ácido graxo saturado e insaturado formados foi de 19,8% e 80,2%, respectivamente. Da Rós 

et al. (2012) verificaram que a lipase de Candida antarctica não foi seletiva para os ácidos 

graxos saturados e insaturados. Em seu estudo, observaram que, independente do solvente 

utilizado, as reações apresentaram o mesmo perfil cinético e a enzima foi capaz de formar etil 

ésteres de todos os ácidos graxos presentes nas duas matérias-primas, mais especialmente etil 
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oleato e etil palmitato, cujos ácidos graxos estavam em maiores proporções nas duas fontes 

(óleo de palma e lipídeo de cianobactérias).

No entanto, a seletividade também foi avaliada utilizando outros substratos em 

outros tipos de reação envolvendo as lipases. Foi o caso de Karabulut  et al. (2009A) que 

observaram a seletividade da CALB durante acidólise de um triglicerídeo com ácido oleico 

em meio contendo solvente, enquanto Duan  et al. (2010) avaliaram o efeito do solvente na 

posição  de  seletividade  da  CALB  durante  a  síntese  de  1,3-dioleína  (diacilglicerol)  por 

esterificação e Perignon et al. (2012), que realizaram estudo do comportamento da lipase de 

Rhizopus oryzae na hidrólise de triacilglicerol contendo ácidos graxos de cadeia média.

Já  Karabulut  et al.  (2009B) avaliaram a seletividade da CALB em relação aos 

ácidos graxos saturados, os quais variaram do ácido capróico (C6:0) ao behênico (C22:0), 

durante reação de acidólise entre esses e a trioleína.

2.6 Planejamento experimental: ferramenta de análise de dados

Um  experimento  é  executado  com  o  intuito  de  se  determinar  as  variáveis 

experimentais  e  as  interações  entre  elas  que  possuem  influência  significativa  sobre  as 

diferentes respostas de interesse (Lundstedt et al., 1998). 

Segundo Rodrigues e Iemma (2009), o planejamento consciente dos experimentos 

que devem ser realizados para determinar, e mesmo quantificar, a influência das variáveis 

sobre as respostas desejadas, é indispensável para que resultados confiáveis sejam obtidos e 

para que análises estatísticas consistentes possam ser realizadas. 

Dessa  forma,  é  possível  aprimorar  metodologias  analíticas,  tais  como  a 

performance de análises de HPLC (High Performance Liquid Chromatography), minimizar a 

utilização de reagentes de alto custo, otimizar o rendimento de processos e de formulações 

que conduzam à maior aceitação do produto, tais como, cor desejada, pureza na recuperação 

de uma enzima, maior extração de um produto, dentre outros. 

Como vantagens, os autores (Rodrigues e Iemma, 2009) apontam que a utilização 

de planejamento experimental reduz o número de experimentos ou repetições e melhora a 

qualidade da informação obtida através dos resultados, o que implica numa sensível redução 

do trabalho e, consequentemente, do tempo e do custo final.
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Nesse contexto, inicialmente deve-se selecionar as variáveis que provavelmente 

irão interferir no sistema e fixar as demais durante todo o ensaio. Em seguida, avalia-se a 

metodologia experimental, visando estimar o efeito das diferentes variáveis no resultado. Para 

a compreensão do comportamento do sistema, alguns planejamentos podem ser utilizados, 

dentre eles, Fatorial Completo, Fatorial Fracionário, Fatorial com Ponto Central, Composto 

Central, dentre outros (Teófilo e Ferreira, 2006).

2.6.1 Planejamento composto central

Os Planejamentos  Compostos  Centrais  (CCD) foram representados  por  Box e 

Wilson  em 1951,  como  uma  evolução  do  planejamento  33,  que  necessitavam  de  muitos 

experimentos para um pequeno número de fatores, mesmo para planejamentos fracionários. 

Outras  vantagens,  como  rotabilidade  e  blocagem  ortogonal,  além  do  pouco  número  de 

ensaios, foram obtidas devido à presença das seguintes partes no planejamento (Myers, 2002 e 

Box, 1987):

a) um planejamento fatorial completo de dois níveis, podendo ser usado ainda, um 

planejamento fatorial fracionário de dois níveis;

b) experimentos no ponto central, isto é, xi = 0 para todo i;

c) experimentos nos pontos axiais em que xi = ± α, com xj ≠ xi, e α = 2k/4. Estes 

pontos são situados nos eixos do sistema de coordenadas  com distância  ± α da origem e 

formam a parte estrela do planejamento.

Segundo Teófilo e Ferreira (2006),  representa uma das classes de planejamentos 

mais  utilizada  para  encontrar  modelos  de  resposta  para  as  variáveis  selecionadas  de  um 

determinado  estudo.  Para  a  construção  de  um planejamento  CCD  é  necessário  definir  o 

número  de  variáveis  a  serem  estudadas  (k),  qual  planejamento  fatorial  será  empregado 

(completo 2k ou fracionário 2k-b) e quantos experimentos serão realizados no ponto central 

(2k). O número de experimentos a ser realizado é dado por 2k + 2k + 1. 

A avaliação da estimativa dos erros para os coeficientes a partir das replicatas no 

ponto  central,  bem  como  os  efeitos  e  coeficientes  significativos,  pode  ser  realizada  por 

diferentes métodos,  dentre os mais utilizados,  destaca-se a análise de variância  (ANOVA) 

(Box et al., 1978). 
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Já as avaliações de significância para a decisão estatística, tanto para efeitos como 

para coeficientes  de modelos,  podem ser realizadas  empregando o teste  t  (distribuição  de 

Student),  através  do  valor  p  (Schervish,  1996  e  Christensen,  2000),  o  qual  representa  a 

probabilidade de validade do erro envolvido no resultado observado. 

 



Capítulo 3 - Material e Métodos 37

3 MATERIAL E MÉTODOS

Neste capítulo serão descritos os materiais  e métodos utilizados,  bem como os 

procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental deste trabalho, relacionado 

à síntese enzimática de ésteres etílicos a partir do óleo hidrolisado do peixe tilápia, bem como 

dos ácidos graxos saturados palmítico e esteárico, em meio livre de solvente.

3.1 Material

3.1.1 Enzimas

Foram utilizadas as preparações comerciais de lipase de Candida antarctica tipo 

B  (CALB)  (recombinante  do  micro-organismo  Aspergillus  oryzae)  e  lipase  de  Rhizopus 

oryzae, adquiridas  da  Sigma-Aldrich  (São  Paulo  -  SP),  ambas  na  forma  imobilizada  em 

copolímero de metacrilato, reticulado e carregado com grupos oxiranos.

3.1.2 Substratos e solventes

Para a reação de esterificação enzimática visando a obtenção de ésteres etílicos, 

foram utilizados  o  óleo  de  vísceras  de  peixe  tilápia  (Oreochromis  niloticus),  extraído  no 

próprio laboratório, e ácido esteárico (53% de pureza), adquirido da Vetec (Rio de Janeiro - 

RJ). Além disso, álcool etílico (99,8% de pureza) da Vetec (Rio de Janeiro - RJ) e peneira 

molecular  (PM) 5  Å ativada  (Supelco  -  USA),  adquirida  pela  Sigma-Aldrich  (St.  Louis, 

EUA).

As reações para a medida da atividade de esterificação das lipases selecionadas 

ocorreram com os  substratos  ácido  oleico,  grau  analítico,  adquirido  da  Synth  (Labsynth, 

Diadema - SP) e álcool etílico (99,8% de pureza) da Vetec (Rio de Janeiro - RJ). O solvente 

utilizado  para  diluição  em ambos  os  casos  foi  o  hexano,  adquirido  da  Synth  (Labsynth, 

Diadema - SP).

Todos os reagentes foram empregados sem nenhum tratamento adicional.
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3.2 Métodos analíticos

3.2.1 Obtenção do óleo de vísceras de peixe tilápia

A metodologia  de obtenção (extração e  refino)  do óleo  das  vísceras  do peixe 

tilápia foi adaptada de Dias (2009) e segue as seguintes etapas:

3.2.1.1 Extração do óleo 

As  vísceras  de  peixe  tilápia  foram  adicionadas  em  um  béquer  sob  agitação 

constante com aquecimento entre 70 e 80 °C, sob pressão atmosférica, por 45 minutos. Dessa 

etapa, foram obtidas três fases, sendo elas: 1) fase sólida, composta por órgãos e pedaços de 

peixe;  2)  fase  borra,  composta  de  um  líquido  aquoso;  3)  fase  oleosa,  representada  por 

aproximadamente 50,3 ± 3,3% em relação a massa total de vísceras.

As duas primeiras foram descartadas e a fase oleosa foi aquecida a 80 ºC, com 

agitação  constante,  durante  cerca  de  30 minutos.  Com o intuito  de  separar  o  restante  de 

resíduos que possam ter ficado com o óleo, foi realizada uma filtração. Ao final, foi deixado 

em repouso por aproximadamente 40 minutos para que a borra decantasse e o óleo bruto fosse 

separado por filtração, o qual foi submetido à etapa de refino.

3.2.1.2 Refino do óleo

O óleo bruto foi submetido à degomagem, a qual consiste na adição de 5% de 

água aquecida (± 65 ºC) em relação à massa de óleo, ao óleo bruto aquecido (± 55 ºC), sob 

agitação constante, por 20 minutos. Neste caso, a temperatura de aquecimento do óleo foi para 

homogeneizá-lo, uma vez que é composto por ácidos graxos saturados e insaturados, o que 

acarreta aspecto heterogêneo quando está a temperatura ambiente.

Em seguida,  o  meio  foi  deixado em repouso,  ainda  sob aquecimento,  durante 

aproximadamente 25 minutos, para decantação de ácidos biliares, compostos fosfóricos e par-

tículas sólidas oriundas de etapas anteriores. 
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3.2.2 Obtenção dos ácidos graxos 

Conforme apresentado na Figura 3.1, para a obtenção dos ácidos graxos do óleo 

de peixe, o óleo bruto foi saponificado e, em seguida, hidrolisado conforme procedimento 

adaptado de Lima (2009), no qual uma solução alcoólica (álcool etílico) de KOH – 180 mL 

(v/móleo) de etanol e 18 g (m/móleo) de KOH, foi adicionada à 60 g de óleo em um balão de 

fundo redondo de 500 mL, sob agitação, por 2 h. Após o término da reação, o material foi 

transferido para um béquer e 360 mL de água (± 40 ºC) foram adicionados, misturando-se 

com cuidado para não formar espuma. Depois de dissolvido todo o sabão, acrescentou-se uma 

solução de 12 mL de ácido sulfúrico P.A. em 40 mL de água para que houvesse a  total 

liberação do ácido orgânico do seu sal. A mistura foi transferida para um funil de decantação 

e depois a camada aquosa foi separada da massa do ácido sobrenadante, a qual foi lavada três 

vezes com água a 40 ºC, agitando-se cautelosamente em movimentos circulares. A massa de 

ácido graxo obtida foi aquecida até chegar aos 110 ºC para retirar a umidade. 

Figura 3.1  ̶  EsquemaP   Esquema para obtenção de ácidos graxos a partir do óleo de vísceras do peixe 
tilápia.
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3.2.3 Caracterização dos ácidos graxos 

Antes da reação de esterificação, foi feita análise dos substratos selecionados para 

avaliar a composição qualitativa e quantitativa, no caso do óleo hidrolisado das vísceras do 

peixe tilápia, bem como para avaliar a pureza, no caso do ácido esteárico comercial.

3.2.3.1 Análise quali e quantitativa dos ácidos graxos presentes no óleo hidrolisado de peixe  

tilápia

Para caracterizar o óleo hidrolisado de peixe tilápia, realizou-se a análise química 

por cromatografia gasosa (CG), descrita no item 3.4. A solução de análise consistiu de 20 μL 

de óleo hidrolisado de peixe tilápia diluído em 2 mL de hexano. A identificação dos principais 

picos das amostras foi feita com base no banco de dados da biblioteca do equipamento e o 

cálculo dos teores de cada substância (X) foi determinado correlacionado as áreas relativas de 

cada pico característico com a área total de picos do cromatograma, segundo a Equação 3.1.

(3.1)

3.2.3.2 Análise quantitativa da mistura de ácidos graxos saturados

O ácido esteárico comercial foi analisado quanto à sua real composição, através de 

análise química por CG, descrita no item 3.4. A solução de análise consistiu de uma alíquota 

de 20 μL de uma solução de ácido esteárico (0,8 g/mL),  diluída em 1 mL de hexano. A 

identificação  dos  principais  picos  das  amostras  foi  feita  com base  no banco de dados da 

biblioteca  do equipamento  e  o cálculo  dos  teores  de cada substância  (X)  foi  determinado 

correlacionado as áreas  relativas  de cada pico característico com a área total  de picos do 

cromatograma, segundo a Equação 3.1.

3.2.3.3 Índice de acidez (IA)

Para que a quantidade de ácidos graxos fosse mensurada, também foi realizado 

índice  de  acidez  da  amostra  correspondente  ao  óleo  hidrolisado  de  peixe.  Esse  índice 

corresponde  ao  número  de  miligramas  de  hidróxido  de  potássio  (KOH)  necessário  para 

A(%)=
Área do pico substância

Área total
×100
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neutralizar os ácidos graxos livres de um grama de gordura (em mg KOH/g). O método de 

análise do índice de acidez empregado neste trabalho foi o Cd 3d-63, descrito pela American 

Oil Chemists Society (A.O.C.S.).

Inicialmente neutralizou-se o solvente (álcool etílico comercial) com uma solução 

alcoólica de hidróxido de sódio (NaOH) 0,25 N, utilizando como indicador uma solução de 

fenolftaleína 1% em álcool. Em seguida, pesou-se cerca de 1 g da amostra a ser analisada em 

um erlenmeyer de 250 mL e foram adicionados 50 mL de etanol neutralizado, juntamente 

com  2 a 3 gotas de fenolftaleína. A partir de então, a titulação foi realizada com a solução 

alcoólica  de  NaOH  0,25  N,  até  que  uma  coloração  levemente  rósea  persistisse  por  15 

segundos. A Equação 3.2 foi utilizada para a obtenção do valor referente ao índice de acidez, 

cujo resultado é obtido em mg de KOH/g de óleo.

(3.2)

onde V é o volume do titulante (NaOH 0,25 M), f  é o fator de correção da concentração da 

solução de NaOH; N é a normalidade da solução titulante e m a massa de óleo de vísceras de 

peixe e 56,11 é a massa molar do KOH.  

3.2.3.4 Quantificação de umidade por Karl-Fischer

A quantidade de água presente nos óleos hidrolisados de peixe foi medida através 

de  analisador  de  traços  de  umidade  Karl-Fisher  WS-3,  modelo  831  KF  Coulometer, 

fabricante: Metrohm, segundo norma ASTM D 6304-07.

A  metodologia  consiste  na  injeção  de  uma  alíquota  dentro  do  recipiente  de 

titulação de um aparelho coulométrico de Karl Fischer, o qual utiliza uma solução metanólica 

de iodo, dióxido de enxofre e um tampão. O iodo reage quantitativa e estequiometricamente 

com a água. Quando toda a água é titulada, o iodo em excesso é detectado e a titulação é 

terminada. Com base na estequiometria da reação, onde 1 mol de iodo reage com 1 mol de 

água, a quantidade da água é proporcional à corrente total, de acordo com a Lei de Faraday.

m
NfVIA 11,56...=
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3.2.4 Determinação da atividade de esterificação das lipases

A atividade  de esterificação das  lipases  de  Candida antarctica e  de  Rhizopus  

oryzae foi  determinada  através  da  conversão  de  ácido  oleico  em  oleato  de  etila  e  está 

representada pela Equação 3.3. O sistema reacional consistiu em etanol e ácido oleico (razão 

molar 1:1) e lipase (2 %m), livre de solvente. A mistura de ácido oleico e lipase foi incubada 

a 40 ºC por 10 minutos a 200 rpm. Em seguida, a reação de esterificação teve início com a 

adição de álcool ao meio reacional, de acordo com metodologia descrita por Soares  et. al, 

(1999), com adaptações. Após 24 h de reação, alíquota de 20 μL foi retirada e diluída com 1 

mL de hexano. Todos os ensaios foram feitos em duplicata. 

O consumo de ácido oleico e a formação do éster oleato de etila foi determinado 

através de CG, nas condições apresentadas no item 3.4. 

(3.3)

onde A é a atividade enzimática (U/g), definida como a quantidade de enzima que conduz ao 

consumo de 1 μmol de ácido oleico por minuto (1U) por grama de catalisador, nas condições 

reacionais; na(i) é o número de mol inicial de ácido oleico na alíquota,; na(t) o número de mol de 

ácido oleico na alíquota após 24 h de reação; ns o número de mol de ácido oleico na solução 

total; 106 o fator para a conversão de mol em μmol e mcat, a massa de catalisador.

3.2.5 Esterificação enzimática dos ácidos graxos

As reações de esterificação para os óleo hidrolisado de peixe, bem como para a 

mistura dos ácidos graxos saturados, incluíram estudo das variáveis temperatura, razão molar 

álcool:ácido graxo, agitação e quantidade de enzima. As faixas analisadas foram de acordo 

com dados da literatura  referentes à síntese de ésteres de ácidos graxos para aplicações como 

biodiesel, lubrificantes, dentre outros (Akoh et al., 2007; Kiriliauskaitè et al., 2011; Meng et  

al., 2011). 
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3.2.5.1 Esterificação dos ácidos graxos obtidos do óleo hidrolisado de peixe tilápia

A metodologia para esterificação dos ácidos graxos foi adaptada de Meng et. al. 

(2011) e consistiu no aquecimento prévio da enzima imobilizada e do óleo hidrolisado de 

peixe,  à temperatura desejada,  por 10 minutos.  A reação foi  realizada  sem a presença de 

solvente e iniciou-se com a adição de etanol, realizada em 3 etapas, a cada 1 h de reação, em 

diferentes razões molares, conforme planejamento experimental, as quais foram consideradas 

em relação ao ácido graxo que estava em maior porcentagem no óleo hidrolisado. A peneira 

molecular 5 Å (5 %m) foi adicionada após 1 h do início da reação com o objetivo de reduzir o 

efeito da reação reversa de hidrólise. 

Todas as reações foram realizadas em Erlenmeyers de 50 mL, em um agitador 

rotativo, com controle digital de temperatura e agitação, utilizando agitador modelo Tecnal 

TE-420. Decorrido o tempo reacional de 24 h, alíquotas de 20 μL foram diluídas em 2 mL do 

solvente hexano para análise dos ésteres formados através de CG, conforme item 3.4.

3.2.5.2 Esterificação da mistura de ácidos graxos saturados

Os ácidos graxos saturados esteárico e palmítico são sólidos a temperatura de 30 

ºC. Na faixa de temperatura estudada (46 a 63 ºC), só foi possível alcançar o estado líquido 

com a adição do volume total de etanol, motivo pelo qual a metodologia de esterificação teve 

que ser adaptada. Assim, a reação de esterificação desses ácidos consistiu no aquecimento 

prévio da mistura dos ácidos esteárico e palmítico com o volume total  de etanol,  por 10 

minutos, 180 rpm, à temperatura desejada. A enzima foi adicionada somente após 10 minutos 

e para reduzir  o efeito  da reação reversa de hidrólise,  peneira molecular  5  Å (5 %m) foi 

adicionada após 1 h do início da reação. As razões molares foram consideradas em relação ao 

ácido graxo que estava em maior porcentagem no óleo hidrolisado.

Todas as reações foram realizadas em Erlenmeyers de 50 mL, livre de solvente, 

em um agitador  rotativo,  com controle  digital  de temperatura  e agitação (agitador  orbital 

Tecnal TE-420). Decorrido o tempo reacional de 24 h, alíquotas de 20 μL foram diluídas em 1 

mL do solvente hexano para análise dos ésteres através de CG, conforme item 3.4.
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3.2.6 Estudo da seletividade das  lipases  de Candida antarctica  e  Rhizopus oryzae e  da  

conversão de ácidos graxos em ésteres etílicos

Por se tratar de uma resposta muito importante para a análise das reações, além da 

seletividade  das lipases  utilizadas  para as  reações  de esterificação,  a  conversão de ácidos 

graxos em ésteres etílicos também foi avaliada, segundo planejamento experimental composto 

central,  com  o  intuito  de  observar a  influência  de  variáveis  tais  como  a  quantidade  de 

catalisador, temperatura, razão molar e agitação.

3.2.6.1 Planejamento experimental para a esterificação enzimática dos ácidos graxos do óleo  

de peixe tilápia

As reações de esterificação dos ácidos graxos obtidos do óleo de peixe tilápia 

seguiram o planejamento experimental composto central 24, utilizando as lipases de Candida 

antarctica e de Rhizopus oryzae como catalisadores. 

As variáveis independentes foram: temperatura (X1), agitação (X2), razão molar 

álcool:ácido graxo (X3) e quantidade de enzima (X4). No total, 26 experimentos, incluindo 8 

pontos  axiais  e  2  pontos  centrais  foram gerados  utilizando  o  software  STATISTICA 10, 

conforme  apresentado  na  Tabela  3.1.  As  variáveis  dependentes  foram  conversão  e 

seletividade. 

As  Equações  3.4  e  3.5  representam,  respectivamente,  as  duas  variáveis 

dependentes selecionadas para o estudo da reação de esterificação dos ácidos graxos obtidos 

do óleo hidrolisado de peixe tilápia. A conversão foi determinada com base no ácido oleico e 

seu  respectivo  éster  etílico  após  24  h  de  reação.  A  seletividade  foi  determinada  com  a 

finalidade de observar a preferência das lipases analisadas pelo ácido insaturado ou saturado, 

através  da  relação  entre  o  éster  do  ácido  oleico  (insaturado  -  C18:1)  e  o  éster  ácido 

eicosanóico (saturado - C20:0), após 24 h de reação. Gráficos de superfícies de resposta foram 

obtidos de modo a facilitar a análise das variáveis nos ensaios realizados, considerando 85% 

de nível de confiança.

Conversão(%)=
Áreaác. C18 : 1−Áreaéster C18 :1

Áreaác.C18 : 1
×100 (3.4)
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Seletividade=
Áreaéster C18 : 1

Áreaéster C20 : 0
(3.5)

Tabela 3.1  ̶  Esquema P ̶  Esquema  ̶  EsquemaValores reais  das variáveis  independentes para o planejamento experimental 
composto central 24 para a reação de esterificação enzimática dos ácidos graxos provenientes 
do óleo das vísceras de peixe tilápia,  utilizando lipase de  Candida antarctica e lipase de 
Rhizopus oryzae como catalisadores, 5 %m de peneira molecular 5 Ǻ e tempo reacional de 24 
h.

Exp
X1

Temperatura 
(ºC)

X2

Agitação 
(rpm)

X3

Razão molar
(álcool:ácido graxo)

X4

Enzima 
(% m/m)

1 45 150 2:1 2
2 45 150 2:1 6
3 45 150 4:1 2
4 45 150 4:1 6
5 45 210 2:1 2
6 45 210 2:1 6
7 45 210 4:1 2
8 45 210 4:1 6
9 55 150 2:1 2
10 55 150 2:1 6
11 55 150 4:1 2
12 55 150 4:1 6
13 55 210 2:1 2
14 55 210 2:1 6
15 55 210 4:1 2
16 55 210 4:1 6
17 40 180 3:1 4
18 60 180 3:1 4
19 50 120 3:1 4
20 50 240 3:1 4
21 50 180 1:1 4
22 50 180 5:1 4
23 50 180 3:1 0
24 50 180 3:1 8

25(C) 50 180 3:1 4
26(C) 50 180 3:1 4
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3.2.6.2 Planejamento experimental para a esterificação dos ácidos graxos saturados 

As reações de esterificação dos ácidos graxos esteárico e palmítico seguiram o 

planejamento experimental composto central 23, utilizando as lipases de Candida antarctica e 

de Rhizopus oryzae como catalisadores. 

As  variáveis  independentes  foram:  quantidade  de  enzima  (X1),  razão  molar 

álcool:ácido graxo (X2) e temperatura (X3).  No total,  16 experimentos,  incluindo 6 pontos 

axiais e 2 pontos centrais foram gerados utilizando o software STATISTICA 10, conforme 

apresentado na Tabela 3.2. As variáveis dependentes foram conversão e seletividade. 

Tabela 3.2  ̶  Esquema P ̶  Esquema  ̶  EsquemaValores reais  das variáveis  independentes para o planejamento  experimental 
composto central  para  a  reação de  esterificação enzimática  dos  ácidos  graxos esteárico  e 
palmítico,  utilizando  lipase  de  Candida  antarctica e  lipase  de Rhizopus  oryzae como 
catalisadores, agitação de 180 rpm, 5 %m de peneira molecular 5 Å e tempo reacional de 24 
h.

Exp 
X1

Enzima 
(%m/m)

X2

Razão molar 
(álcool:ácido graxo)

X3

Temperatura 
(ºC)

1 2 1,5 50
2 2 1,5 60
3 2 4,5 50
4 2 4,5 60
5 6 1,5 50
6 6 1,5 60
7 6 4,5 50
8 6 4,5 60
9 0,64 3 55
10 7,6 3 55
11 4 0,48 55
12 4 5,52 55
13 4 3 46,60
14 4 3 63,40

15(C) 4 3 55
16(C) 4 3 55
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As  Equações  3.6  e  3.7  representam,  respectivamente,  as  duas  variáveis 

dependentes  selecionadas  para  o  estudo  da  reação  de  esterificação  dos  ácidos  graxos 

saturados.  A conversão foi determinada com base no ácido esteárico e seu respectivo éster 

etílico após 24 h de reação. A seletividade foi determinada com a finalidade de observar a 

preferência das lipases analisadas pelo ácido esteárico ou ácido palmítico, através da relação 

entre os seus ésteres, após 24 h de reação. Gráficos de superfícies de resposta foram obtidos 

de modo a facilitar a análise das variáveis nos ensaios realizados, considerando 85% de nível 

de confiança.

Conversão(%)=
Áreaác. C18 : 0−Áreaéster C18 : 0

Áreaác.C18 :0
×100 (3.6)

Seletividade=
Área(éster C18 :0)

Área (éterC16 : 0)
(3.7)

3.3 Estudo comparativo das seletividades das lipases de Candida antarctica e de Rhizopus 

oryzae

Nos  ensaios  anteriores,  a  quantidade  de  enzima  adicionada  nas  reações  foi 

determinada apenas em percentual de sua massa em relação à massa total, ou seja, não foi 

considerado o valor da sua atividade de esterificação em termos de U/g de catalisador.

Com o intuito de comparar a seletividade obtida nos planejamentos descritos nos 

itens  3.2.6.1 e  3.2.6.2, foram realizados dois ensaios, ambos em duplicata: 1) Esterificação 

enzimática fixando-se a quantidade de enzima em 200 U; 2) Esterificação química.

3.3.1 Esterificação enzimática utilizando 200 U de lipase

A seletividade das lipases de  Candida antarctica  e de Rhizopus oryzae também 

foi  avaliada  fixando-se  a  unidade  de  enzima  fornecida  para  a  reação.  Foi  selecionado 

atividade de 200 U, porque a massa correspondente a esse valor para as duas enzimas não 

afetava o volume reacional. O procedimento experimental foi o mesmo adotado para todas as 

reações de esterificação enzimática, conforme descrito nos itens  3.2.5.1 e 3.2.5.2.
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No  caso  do  substrato  composto  pelos  ácidos  graxos  do  óleo  de  peixe,  a 

metodologia foi adaptada de Meng et. al. (2011) e consistiu no aquecimento prévio de 200 U 

de enzima imobilizada e do óleo hidrolisado de peixe, a temperatura de 50 ºC e 180 rpm, por 

10 minutos. A reação foi realizada sem a presença de solvente e iniciou-se com a adição de 

etanol, realizada em 3 etapas, a cada 1 h de reação, na razão molar álcool:ácido graxo de 3:1, 

considerando o ácido graxo que estava em maior porcentagem no óleo hidrolisado, no caso, 

ácido oleico. A peneira molecular 5 Å  (5 %m) foi adicionada após 1 h do início da reação. 

Para  os  substratos  ácidos  graxos  saturados,  também adaptada  de  Meng  et  al. 

(2011), consistiu no aquecimento prévio da mistura dos ácidos esteárico e palmítico com o 

volume total de etanol (razão molar álcool: ácido graxo de 3:1), por 10 minutos, a temperatura 

desejada.  200 U de  lipase  foram adicionadas  somente  após 10 minutos  de reação e  para 

reduzir a hidrólise do éster formado, peneira molecular 5 Å (5 %m) foi adicionada após 1h do 

início da reação, que aconteceu a 50 ºC e 180 rpm, por 24 h. 

Todas as reações, com óleo hidrolisado de peixe tilápia e com mistura de ácidos 

graxos  saturados,  foram realizadas  em Erlenmeyers  de 50 mL,  livre  de  solvente,  em um 

agitador rotativo, com controle digital de temperatura e agitação (agitador orbital Tecnal TE-

420). Decorrido o tempo reacional de 24 h, alíquotas de 20 μL foram diluídas em 2 e em 1 mL 

do solvente hexano para análise  dos ésteres do ácido oleico (C18:1)  e do ácido esteárico 

(C18:0), respectivamente,  e analisado em cromatógrafo gasoso, conforme descrito no item 

3.4. 

3.3.2 Esterificação química

A  esterificação  química  acontece  de  forma  inespecífica,  sem  que  haja  a 

preferência entre um substrato e outro por parte do catalisador. Assim, através dessa reação, 

foi  estabelecido  um padrão  que  representasse  a  relação  entre  os  ésteres  do  ácidos  oleico 

(C18:1) e do ácido eicosanóico (C20:0), bem como entre os ésteres do ácido esteárico (C18:0) 

e do ácido palmítico (C16:0), conforme Equações 3.5 e 3.7, respectivamente.

A metodologia para esterificação química foi adaptada de Aranda et al. (2008) e 

consistiu de 10 g de substrato (óleo hidrolisado de peixe tilápia ou mistura de ácidos graxos 

saturados), razão molar álcool:ácido graxo de 3:1, 1% (m/mÁc. graxos livres) do catalisador ácido 

sulfúrico, a 50 ºC e 180 rpm. 



Capítulo 3 - Material e Métodos 49

No  caso  do  óleo  hidrolisado  de  peixe  tilápia,  é  importante  ressaltar  que  foi 

aquecido a 110 ºC por 15 minutos, para que a água que tenha permanecido do processo de 

hidrólise  fosse eliminada.  Decorrido o tempo reacional  de 2 h, alíquotas  de 20  μL foram 

diluídas em 2 e em 1 mL do solvente hexano para análise dos ésteres do ácido oleico (C18:1) 

e do ácido esteárico (C18:0), respectivamente, e analisado em cromatógrafo gasoso, conforme 

descrito no item 3.4. 

3.4 Condições experimentais para análise de ácidos graxos e ésteres etílicos

O consumo de ácidos graxos e a síntese de ésteres etílicos foram acompanhados 

através  de  cromatógrafo  gasoso  (CG),  marca  Thermo  Focus  GC,  acoplado  a  um 

espectrômetro  de  massa,  com  uma  coluna  adsorvedora  Column  Capillary  OV-1.  As 

dimensões da coluna eram 30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 μm de 

espessura do filme líquido. O fluxo da coluna foi de 1,0 mL/min, a temperatura do detector e 

do injetor, 250 ºC e 230 ºC, respectivamente. Já a do forno, iniciou em 50 ºC, mantendo-se 

por 2 minutos, quando passou a aumentar 20 ºC/min até atingir 240 ºC. O gás de arraste foi o 

hélio e o volume de amostra injetado foi de 1 μL. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Caracterização dos substratos

Com o intuito de avaliar o  comportamento das lipases de Candida antarctica e de 

Rhizopus oryzae, foi utilizado uma  mistura de ácidos graxos saturados como substrato para a 

reação de esterificação. Segundo análise, a mistura continha 47 %m de ácido palmítico e 53 

%m de ácido esteárico.  Além deste, óleo hidrolisado de peixe tilápia também foi utilizado 

como substrato para a ação das referidas lipases. 

4.1.1 Caracterização dos ácidos graxos presentes no óleo hidrolisado de peixe tilápia

A composição em ácidos graxos do óleo hidrolisado de peixe foi obtida através da 

análise química por cromatografia gasosa e o resultado está exposto na Tabela 4.1.

Tabela 4.1   ̶ Composiç,  Composição em ácidos graxos do óleo hidrolisado de peixe tilápia obtida  por 
cromatografia gasosa. (Composição semelhante à obtida por Parente et al., 2011).

Ácidos graxos %m

ácido mirístico (C14:0) 2,6
ácido palmítico (C16:0) 3,4
ácido linoleico (C18:2) 31,9
ácido oleico (C18:1) 32,4
ácido esteárico (C18:0) 22,2
ácido eicosanóico (C20:0) 7,5

Segundo análise dos dados apresentados na Tabela 4.1, a referida matéria-prima 

possui os ácidos graxos mirístico, palmítico, linoleico, oleico, esteárico e eicosanóico, sendo 

os ácidos oleico e linoleico, os predominantes na amostra analisada.
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4.1.2 Análises físico-químicas dos substratos

Quanto  ao  óleo  de  peixe  tilápia,  após  hidrólise,  foi  caracterizado  através  de 

análises físico-químicas, as quais consistiram no índice de acidez (190 ± 0,09 mg KOH/g de 

óleo), porcentagem de ácidos graxos livres (96 ± 0,04%) e umidade (1183 ± 20,5 μL/L).

O índice de acidez e a porcentagem de ácidos graxos livres sãos propriedades 

importantes para o cálculo da quantidade de álcool a ser adicionada na reação, considerando 

as razões molares selecionadas para estudo. Tendo em vista que a água tem papel fundamental 

na esterificação enzimática, tanto na conformação do sítio ativo da enzima, como pelo efeito 

de promover a reação inversa de hidrólise (Tan  et al., 2006), sua quantificação através da 

umidade do óleo é importante para que seja estabelecido a porcentagem de peneira molecular 

a ser adicionada no meio reacional.

Os meios reacionais contendo álcool etílico e mistura de ácidos graxos saturados, 

bem como álcool etílico e óleo hidrolisado de peixe, apresentaram pH em torno de 5,5.

4.2 Determinação da atividade de esterificação das lipases  de  Candida antarctica  e de 

Rhizopus oryzae

A atividade de esterificação das lipases de Candida antarctica e Rhizopus oryzae 

foi medida a partir do consumo de ácido oleico. Conforme Figura 4.1, a concentração deste 

ácido foi acompanhada durante 72 h e os dados para cálculo do valor da atividade foram 

retirados do ponto referente a 24 h de reação.
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Figura 4.1  ̶ Composiç, ̶ Composiç ̶ Composiç Concentração de ácido oleico na reação de esterificação com etanol (razão molar 
álcool:ácido graxo 1:1), livre de solvente, a 40 ºC e 200 rpm, utilizando 2 %m de catalisador, 
sem peneira molecular.

Inicialmente a concentração de ácido oleico decresce significativamente, resultado 

do consumo deste substrato pelo catalisador para a formação do éster oleato de etila. Como a 

reação de esterificação do ácido graxo com álcool envolve um equilíbrio, conforme Figura 

4.2, a reação inversa de hidrólise do éster formado torna-se possível devido à presença de 

água, motivo pelo qual, é observado o aumento da concentração do ácido oleico a partir de 

um determinado tempo, o que torna evidente a ação das lipases utilizadas tanto na reação 

direta como na reação inversa (Meng et al., 2011).

Como pode ser  observado,  é  nítida  a  maior  reatividade  da lipase  de  Candida 

antarctica,  a qual  reduziu 26,9% a concentração de ácido oleico, enquanto que a lipase de 

Rhizopus oryzae, reduziu 18,5%, com 24 h de reação.
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Figura 4.2  ̶ Composiç , ̶ ComposiçEsquema representativo da reação de esterificação do ácido oleico e etanol para 
a formação do oleato de etila e água e reação inversa de hidrólise.

Um ponto importante a se destacar é que houve ausência de peneira molecular nas 

reações para determinação da atividade de esterificação, o que facilitou a reação inversa de 

hidrólise. Esse resultado mostrou a necessidade de ser utilizada peneira molecular para reduzir 

o efeito da água no meio reacional e, consequentemente, aumentar o rendimento de síntese do 

éster. Além disso, vale ressaltar que a água é originada não apenas da reação de esterificação, 

mas  também é  substância  normalmente  presente  nos  substratos  utilizados  (ácido  oleico  e 

álcool etílico).

A  partir  dos  dados  de  consumo  de  ácido  oleico  com  o  tempo  reacional,  foi 

possível determinar a atividade de esterificação das lipases estudadas. A Tabela 4.2 apresenta 

tanto a atividade de esterificação obtida com 24 h de reação, bem como a atividade hidrolítica, 

informada pelo fornecedor.

Tabela 4.2   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ ComposiçAtividade de hidrólise e de esterificação das lipases de  Candida antarctica  e 
Rhizopus oryzae, obtida com a reação de ácido oleico e etanol (razão molar 1:1) a 40 º C, 200 
rpm e 2 %m de catalisador.  O sistema foi livre de solvente e sem a presença de peneira 
molecular.

Enzima
Atividade 

hidrolítica*
(U/g)

     Atividade 
de esterificação 

(U/g)

lipase de Candida antarctica tipo B 2370 2855 ± 45
lipase de Rhizopus oryzae 367 1967 ± 386

* Dados fornecidos pela Sigma-Aldrich, utilizando glicerol tributirato como substrato a 40 ºC e pH 7,5.
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De  acordo  com  os  dados  apresentados,  é  possível  observar  a  diferença  no 

comportamento das lipases avaliadas, sendo a de Candida antarctica tipo B (CALB), a mais 

rápida no consumo de ácido oleico. Um fator que pode contribuir para a maior atividade desta 

enzima pode estar  relacionado à tríade  catalítica  e  à  presença  de um canal  polipeptídico, 

denominado 'tampa'. Até o momento, essas informações só constam para a lipase de Candida 

antarctica, o que torna as explicações em torno da maior atividade desta, hipóteses a serem 

confirmadas. 

Segundo  Ollis  et  al.  (1992),  os  aminoácidos  serina,  histidina,  ácido 

aspártico/ácido glutâmico (Ser-His-Asp/Glu), conforme ilustrado na Figura 4.3, parecem ser 

comuns a todas as lipases. No caso da CALB,  correspondem aos aminoácidos Ser-His-Asp 

(Jaeger et al., 1994). Caso a lipase de Rhizopus oryzae seja diferente e possua ácido glutâmico 

ao invés de ácido aspártico, ou seja, possua a tríade Ser-His-Glu, não seria suficiente para 

uma  variação  tão  considerável  na  atividade,  tendo  em  vista  que  a  diferença  entre  os 

respectivos  ácidos  é  de  apenas  um  carbono,  o  que  não  afeta  o  seu  caráter  ácido  e, 

consequentemente,  a  sua  reatividade.  Dessa  forma,  a  explicação  pode  estar  em torno  da 

estrutura da 'tampa' dessas lipases. Não se tem dados disponíveis para a lipase de Rhizopus 

oryzae até  o  momento,  mas  segundo  Schrag  et  al. (1991),  a  tampa  de  CALB  possui 

conformação aberta, bem pequena, e não isola o seu sítio ativo quando está na forma fechada. 

Figura 4.3  ̶ Composiç, ̶ Composiç ̶ ComposiçAminoácidos ̶ Composiçformadores ̶ Composiçda ̶ Composiçtríade ̶ Composiçcatalítica ̶ Composiçdas ̶ Composiçlipases ̶ Composiç (Ollis ̶ Composiçet al., 1992) e suas 
respectivas abreviações.
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4.3 Conversão de ácidos graxos presentes no óleo hidrolisado de peixe tilápia em ésteres 

etílicos e seletividade das lipases de Candida antarctica e Rhizopus oryzae

A  análise  da  conversão  de  ácidos  graxos  em  ésteres  etílicos,  bem  como  a 

seletividade das lipases  de  Candida antarctica e  Rhizopus oryzae foi  realizada através  de 

estudo de variáveis importantes para o processo de esterificação enzimática. Todas as reações 

ocorreram por 24 h. No que diz respeito ao óleo hidrolisado de peixe tilápia, não foi possível 

detectar  a  presença  dos  ésteres  etílicos  dos  ácidos  mirístico  e  palmítico  nas  condições 

utilizadas para análise, provavelmente por representarem pequenas porcentagens. Da mesma 

forma, a quantificação dos ésteres etílicos linoleato e estearato, provavelmente presentes no 

meio reacional após 24 h de esterificação, não foi possível. Devido às semelhanças destes 

produtos  em  termos  das  propriedades  físicas,  as  condições  de  análise  não  permitiram  a 

visualização nos cromatogramas.

4.3.1  Planejamento  experimental  para  a  conversão  de  ácido  oleico  presente  no  óleo  

hidrolisado de peixe tilápia

A  faixa  das  variáveis  selecionadas  (temperatura,  agitação,  razão  molar  e 

quantidade de enzima) para a síntese de oleato de etila a partir do ácido oleico presente no 

óleo hidrolisado de peixe, está representada na Tabela 4.3. É válido ressaltar que as variáveis 

avaliadas estão incluídas nas que mais afetam a eficiência na síntese de ésteres etílicos (Silva 

et al.,  2011). Em destaque, pode-se observar as maiores conversões obtidas quando lipase 

tanto de Candida antarctica quanto de Rhizopus oryzae foram utilizadas.

De  maneira  geral,  as  conversões  não  ultrapassaram  55%,  fato  que  pode  ser 

explicado  pela  reversibilidade  da  reação de  esterificação.  Nesse  ponto,  a  água  tem papel 

duplamente importante:  é essencial  para a manutenção da conformação da lipase e da sua 

atividade catalítica (Tan  et al., 2006), porém, pode alterar o estado do equilíbrio reacional. 

Meng  et  al. (2011)  discordaram e  sugeriram que  a  água  não  possui  efeito  na  atividade 

enzimática,  mas  apenas  no  equilíbrio  da  esterificação;  no  estudo,  obtiveram  90%  de 

conversão em ésteres etílicos, utilizando 9% (m/v) de peneira molecular. 

Neste trabalho, vale salientar que a peneira molecular utilizada foi de 5 Å e que 

sua  quantidade  foi  fixada  em 5  %m  para  todos  os  ensaios  de  esterificação.  Contudo,  é 

importante  estabelecer  a  quantidade  ideal  para  que  se  obtenha  o  máximo  de  conversão, 
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evitando  a  possível  perda  de  atividade  enzimática  pela  falta  de  água,  bem  como  o 

favorecimento da reação de hidrólise causada pela sua abundância.

Tabela  4.3   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Resultados  obtidos  do planejamento  experimental composto  central  24 para 
estudo  das  variáveis  selecionadas  para  a  conversão  de  ácido  oleico  presente  no  óleo 
hidrolisado de peixe tilápia a oleato de etila,  utilizando lipase de  Candida antarctica  e de 
Rhizopus oryzae. 

Exp T
(ºC)

Agitação 
(rpm)

Razão molar
(álcool:ácido graxo)

Enzima 
(%m)

Conversão (%)
C. antarctica

Conversão (%)
R. oryzae

1 45 150 2:1 2 55,0 20,2
2 45 150 2:1 6 32,7 41,1
3 45 150 4:1 2 36,4 22,4
4 45 150 4:1 6 24,4 33,0
5 45 210 2:1 2 31,7 30,7
6 45 210 2:1 6 30,6 20,5
7 45 210 4:1 2 40,0 20,0
8 45 210 4:1 6 45,0 25,5
9 55 150 2:1 2 39,5 44,3
10 55 150 2:1 6 21,0 15,9
11 55 150 4:1 2 46,2 28,4
12 55 150 4:1 6 29,6 38,2
13 55 210 2:1 2 37,7 32,6
14 55 210 2:1 6 29,8 34,3
15 55 210 4:1 2 36,6 23,0
16 55 210 4:1 6 29,0 30,4
17 40 180 3:1 4 37,1 33,10
18 60 180 3:1 4 28,0 28,0
19 50 120 3:1 4 33,0 26,8
20 50 240 3:1 4 46,2 34,2
21 50 180 1:1 4 16,1 31,1
22 50 180 5:1 4 36,1 26,0
23 50 180 3:1 0 0,0 0,0
24 50 180 3:1 8 7,0 6,0

25(C) 50 180 3:1 4 40,3 28,8
26(C) 50 180 3:1 4 37,1 29,7

* Em negrito, consta a maior conversão obtida para cada lipase utilizada.
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Dos 26 resultados obtidos, 58% dos maiores valores de conversão pertenceram à 

lipase  de  Candida  antarctica,  23%  à  de  Rhizopus  oryzae e  19%  representaram  valores 

semelhantes para os dois biocatalisadores. É importante ressaltar que a quantidade de enzima 

em  cada  reação  foi  calculada  em  termos  de  massa/massa.  Tomando  como  exemplo  o 

experimento 1 da Tabela 4.3, a mesma quantidade em massa,  tanto de lipase de  Candida 

antarctica como de  Rhizopus oryzae, foi  adicionada ao meio,  porém, a atividade em U/g 

variou  no  meio  reacional.  Como  apresentado  na  Tabela  4.2,  a  primeira  enzima  é 

aproximadamente 145% mais ativa frente à esterificação, o que explica seus melhores valores 

de conversão observados nesse planejamento.

4.3.1.1  Planejamento  experimental  para  a  conversão  de  ácido  oleico  presente  no  óleo  

hidrolisado de peixe tilápia utilizando lipase de Candida antarctica

De acordo  com a  Figura  4.4,  a  quantidade  de  enzima  (Q)  é  a  variável  mais 

significante para a conversão do ácido oleico a oleato de etila (efeito - 13,13), seguido da 

interação entre agitação (L) e quantidade de enzima (L) (efeito + 6,31), quantidade de enzima 

(L) (efeito - 6,0) e razão molar (L) (efeito + 4,41), onde (L) representa a interação linear e (Q) 

a interação quadrática das variáveis. Na presença dos efeitos de interação, as variáveis não 

podem ser avaliadas separadamente.

Com nível de significância de 85%, o efeito quadrático da quantidade de enzima 

foi  o mais  relevante  (-  13,13).  Seu resultado negativo implica  que a conversão de ácidos 

graxos em ésteres etílicos é crescente com o aumento da quantidade de catalisador, mas que a 

partir de um determinado ponto, se esta quantidade aumentar, a conversão decrescerá. Uma 

provável explicação está fundamentada na dificuldade de acesso aos sítios ativos, devido ao 

aglomerado de enzimas, ou seja, considerando que os substratos precisam estar orientados 

adequadamente  no  sítio  ativo  para  que  a  reação  inicie,  é  provável  que,  nas  condições 

avaliadas, a orientação dos grupos reativos enzimáticos e dos reagentes não favoreceram a 

interação.
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Figura 4.4  ̶ Composiç, ̶ Composiç ̶ Composiç Gráfico de Pareto dos efeitos estimados para as variáveis estudadas na conversão 
do ácido oleico presente no óleo de peixe utilizando lipase de Candida antarctica.

Uma outra possível explicação consiste no fato de que a reação de esterificação 

tenha ocorrido com conversões crescentes até enquanto a quantidade de éster formado não foi 

o suficiente para competir com os substratos ácido oleico e etanol pelo sítio ativo da enzima. 

Mas, a partir do momento em que o éster se acumulou e começou a interagir com a água 

(originada tanto da reação de esterificação como da composição do óleo: 1183 ± 20,5 μL/L), a 

reação de hidrólise reduziu os valores de conversão do ácido oleico em oleato de etila.

Antes da reação de esterificação, Meng et al. (2011) avaliaram a composição em 

água da mistura:  óleo hidrolisado de soja e  etanol,  obtendo 147 a 153  μL/L,  com a qual 

atingiram conversões acima de 80%, variando a quantidade de peneira molecular em relação 

ao  volume  reacional.  Portanto,  como  a  reação  analisada  é  reversível  e  considerando  a 

presença de água na composição do óleo hidrolisado de peixe tilápia, além da que é gerada na 

reação de esterificação, justifica-se a redução na conversão quando a quantidade de enzima 

foi elevada, pois a reação de hidrólise foi favorecida. 

Outro efeito significativo quando considerado 85% de confiança foi a razão molar 

(L).  Seu efeito  positivo (4,41) pode estar associado à maior  disponibilização do substrato 

álcool para o ataque ao complexo enzima acetilada (E-Ac), favorecendo a reação em cadeia 
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de  esterificação  do  ácido  oleico,  conforme  descrito  no  capítulo  2  -  seção  2.4.  Assim,  a 

conversão tendeu a aumentar com o aumento da quantidade de etanol no meio reacional. 

Além disso,  agitação  (L)  e  (Q),  razão  molar  (Q),  temperatura  (Q)  e  todas  as 

interações,  com  exceção  daquela  entre  agitação  e  quantidade  de  enzima,  não  foram 

significativas para a síntese do éster de ácido oleico nos limites avaliados, como também pode 

ser visualizado na Tabela 4.4. Nesta, os efeitos significativos foram destacados em negrito.

Tabela 4.4   ̶ Composiç, ̶ Composiç  ̶ Composiç Coeficientes de regressão do modelo da conversão do ácido oleico presente no 
óleo  hidrolisado  de  peixe  tilápia,  utilizando  lipase  de  Candida  antarctica,  com nível  de 
confiança de 85%.

Fator Coeficiente a Desvio padrão p

Média das interações 38,70 1,61 0,03
(1) Temperatura (L) - 1,87 0,46 0,15
      Temperatura (Q) 0,11 0,54 0,88
(2) Agitação (L) 0,93 0,46 0,29
     Agitação (Q) 1,87 0,54 0,18
(3) Razão molar (L) 2,05 0,46 0,14
      Razão molar (Q) - 1,50 0,54 0,22
(4) Quantidade de Enzima (L) - 2,79 0,46 0,10
     Quantidade de Enzima (Q) - 7,15 0,54 0,05
1 x 2 - 0,13 0,57 0,85
1 x 3 1,09 0,57 0,31
1 x 4 - 1,25 0,57 0,27
2 x 3 2,02 0,57 0,17
2 x 4 3,59 0,57 0,10
3 x 4 1,16 0,57 0,29
a Os efeitos significativos estão marcados em negrito.

A  Tabela  4.5  apresenta  a  análise  de  variância  (ANOVA)  para  o  modelo  da 

conversão do ácido oleico presente no óleo hidrolisado de peixe tilápia, utilizando lipase de 

Candida antarctica. 

Um bom modelo precisa ter uma regressão significativa e uma falta de ajuste não 

significativa, com valores de Ftab inferiores ao do Fcalc. Este estudo indicou que o modelo não 

é estatisticamente significativo, pois o  F obtido do modelo (Fcalc)  para 85% de intervalo de 

confiança não foi superior ao Ftab. Uma outra forma de observar a variação em torno da média 

é explicada pelo coeficiente de correlação  R2, o qual representa a fração da variação que é 
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explicada  pela  falta  de  ajuste  do  modelo,  ou  seja,  quanto  mais  próximo  do  valor  1  o 

coeficiente  estiver,  melhor  estará  o  ajuste  do  modelo  às  respostas  avaliadas  (Teófilo  e 

Ferreira, 2006).

Tabela  4.5    ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ ComposiçANOVA  para  o  modelo  da  conversão  de  ácido  oleico  presente  no  óleo 
hidrolisado de peixe tilápia, utilizando lipase de Candida antarctica.

Fonte de variação
Soma 

quadrática

Graus de 

liberdade

Média 

quadrática
Fcal

Regressão 2982,29 24 124,26 23,97
Resíduo 1264,02 11 114,91
Falta de ajuste (FA) 1258,83 10 125,88
Erro Puro (EP) 5,18 1 5,18
Total 3541 25
R2 0,64
Ftab

(85% de confiança)
aF(24,1) = 27,36

a Fcalc para a falta de ajuste = MQFA/MQEP

A superfície de resposta da conversão em função da razão molar e da quantidade 

de  enzima  está  representada  na Figura 4.5.  Nesta,  pode-se observar  que as  variáveis  não 

apresentam efeitos lineares para a resposta conversão, ou seja, a obtenção de oleato de etila a 

partir  do  ácido  oleico  presente  no  óleo  hidrolisado  de  peixe  tilápia,  utilizando  lipase  de 

Candida antarctica, não pode ser avaliada de forma linear e direta. 
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Figura  4.5    ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Superfície  de  resposta  para  a  conversão  de  ácido  oleico  presente  no  óleo 
hidrolisado de peixe tilápia, em função da razão molar e quantidade de enzima, utilizando 
lipase de Candida antarctica a 50 ºC, 180 rpm, 5 %m de peneira molecular 5  Å e tempo 
reacional de 24 h. 

Considerando a faixa de condições selecionada para este estudo, a superfície de 

resposta indicou que a conversão de ácido oleico aumentou enquanto se utilizou até 4 %m de 

enzima.  Quando  sua  porcentagem ultrapassou  4  %m,  mais  água  foi  acumulada  no  meio 

reacional e juntamente com o éster oleato de etila, competiu com os substratos ácido oleico e 

etanol  pelo  sítio  ativo  da  lipase  de  Candida antarctica,  favorecendo  a  reação  inversa  de 

hidrólise.  Além disso,  em razões  molares  álcool:ácido  graxo  3:1,  a  conversão  aumentou 

aproximadamente cinco vezes quando a quantidade de catalisador diminuiu de 8 para 4 %m, a 

50 ºC e 180 rpm.

4.3.1.2  Planejamento  experimental  para  a  conversão  de  ácido  oleico  presente  no  óleo  

hidrolisado de peixe tilápia utilizando lipase de Rhizopus oryzae

A Figura 4.6 apresenta o gráfico de Pareto para os efeitos padronizados com 85% 

de confiança (p < 0,15). A quantidade de enzima (Q) foi a variável mais significativa para a 

conversão do ácido oleico a oleato de etila,  possuindo efeito negativo (37,89). Da mesma 
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forma, também possuíram efeito negativo a interação entre temperatura (L) e quantidade de 

enzima (L) (14,54), razão molar (L) (9,62) e interação entre agitação e razão molar (7,96).

Figura 4.6   ̶ Composiç, ̶ Composiç ̶ ComposiçGráfico de Pareto dos efeitos estimados para as variáveis estudadas na conversão 
do ácido oleico presente no óleo  hidrolisado de peixe tilápia, utilizando lipase de  Rhizopus  
oryzae.

Assim  como  foi  observado  quando  as  mesmas  condições  de  síntese  foram 

aplicadas à lipase de Candida antarctica, a quantidade de enzima apresentou efeito quadrático 

negativo (37,89). Nas condições avaliadas, a síntese de éster aumentou com o aumento da 

quantidade de enzima até um determinado percentual no meio reacional, depois desse valor, a 

conversão decresceu. Como mencionado anteriormente, esse resultado pode estar relacionado 

a dois fatores: 

a) grande quantidade de água e consequente hidrólise; 

b) orientação inadequada dos reagentes no sítio ativo enzimático. 
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À medida que a quantidade de etanol no meio reacional aumentou, a conversão 

diminuiu. É o que está implícito no efeito linear negativo da razão molar. A proporção entre 

etanol:ácido  graxo é de fundamental  importância  para a reação de esterificação e  ainda é 

amplamente estudada (Kuo et al., 2012; Pan et al. 2012; Vazquez et al. 2012), nesse contexto, 

deve-se encontrar a proporção adequada, tendo em vista que em pequenas quantidades pode 

desfavorecer a reação de esterificação, devido à pequena interação com o complexo enzima-

acetilada (Capítulo 2 - Figura 2.3), importante para a finalização do processo reacional, e em 

grande quantidade, pode desnaturar proteínas, portanto, enzimas (Meng et al., 2011).  

Entretanto, a interação entre razão molar e quantidade de enzima apresentou efeito 

positivo  (19,74),  indicando  que  a  redução  da  conversão  causada  pela  hidrólise  pode  ser 

reduzida se a quantidade de etanol aumentar proporcionalmente em relação à quantidade de 

enzima.  Isso pode ter  ocorrido porque em maior  quantidade,  o álcool  compete  com mais 

vantagem do que o éster recém formado pelo sítio ativo da enzima, favorecendo a reação 

direta de esterificação, uma vez que sua molécula é menor e mais fácil de se encaixar no sítio 

ativo da enzima do que a molécula de éster.

Efeito  negativo  também  foi  observado  na  interação  entre  temperatura  (L)  e 

quantidade de enzima (L) (14,54), o que sinaliza a sensibilidade das proteínas em relação ao 

calor. As proteínas, portanto, as enzimas, são formadas por cadeias polipeptídicas, as quais 

mantêm sua estabilidade graças a interações intra e intercadeia, tais como, ponte dissulfeto, 

interação hidrofóbica e ponte de hidrogênio, que podem ser rompidas com o calor. Apesar de 

a estabilidade térmica de enzimas imobilizadas ser superior a de enzimas livres (Rodrigues et  

al., 2008), não se pode descartar a hipótese de que a lipase imobilizada de Rhizopus oryzae 

utilizada, tenha sido sensível à faixa de temperatura selecionada para esse estudo. 

Com 85% de intervalo de confiança, apenas o efeito da agitação (L), a interação 

entre temperatura e razão molar, bem como entre agitação e quantidade de enzima não foram 

significativas para a conversão do ácido oleico obtido do óleo hidrolisado de peixe tilápia, nos 

limites avaliados, conforme Tabela 4.6. Os efeitos significativos foram destacados na Tabela 

para melhor visualização.
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Tabela 4.6   ̶ Composiç, ̶ Composiç  ̶ Composiç Coeficientes de regressão do modelo da conversão do ácido oleico presente no 
óleo hidrolisado de peixe tilápia, utilizando lipase de Rhizopus oryzae, com nível de confiança 
de 85%.

Fator Coeficiente a Desvio padrão p

Média das interações 29,26 0,44 0,01
(1) Temperatura (L) 0,99 0,13 0,08
      Temperatura (Q) 1,27 0,15 0,07
(2) Agitação (L) -0,48 0,13 0,16
     Agitação (Q) 1,26 0,15 0,07
(3) Razão molar (L) -1,22 0,13 0,06 
      Razão molar (Q) 0,76 0,15 0,12
(4) Quantidade de Enzima (L) 1,19 0,13 0,07
     Quantidade de Enzima (Q) -5,64 0,15 0,02
1 x 2 0,84 0,15 0,12
1 x 3 0,29 0,15 0,31
1 x 4 -2,26 0,15 0,04
2 x 3 -1,24 0,15 0,08
2 x 4 -0,53 0,15 0,18
3 x 4 3,07 0,15 0,03
a Os efeitos significativos estão marcados em negrito.

A Tabela 4.7 apresenta a análise de variância (ANOVA) para o modelo da síntese 

do oleato de etila, utilizando lipase de Rhizopus oryzae. Nesse caso, o valor de Ftab foi bem 

inferior ao do Fcalc. Este estudo indica que o modelo é estatisticamente significativo, de acordo 

com o Ftab para 85% de confiança, porém, o valor de R2 foi de 0,62, o que implica na falta de 

ajuste do modelo às respostas avaliadas. Devido à isso, a equação não foi construída.
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Tabela  4.7   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ ComposiçANOVA  para  o  modelo  da  conversão  de  ácido  oleico  presente  no  óleo 
hidrolisado de peixe tilápia, utilizando lipase de Rhizopus oryzae.

Fonte de variação
Soma 

quadrática

Graus de 

liberdade

Média 

quadrática
Fcal

Regressão 1882,69 24 78,44 202,60
Resíduo 887,26 11 80,66
Falta de ajuste (FA) 886,90 10 88,69
Erro Puro (EP) 0,39 1 0,39
Total 2367,21 25
R2 0,62
Ftab

(85% de confiança)
aF(24,1) = 27,36

a Fcalc para a falta de ajuste = MQFA/MQEP

A Figura 4.7 apresenta a superfície de resposta em função da temperatura e da 

quantidade de enzima, as quais apresentaram efeitos significativos quando considerado 85% 

de confiança (p < 0,15). 

Como era esperado,  as conversões  mais  baixas  foram obtidas  quando pequena 

quantidade de enzima foi utilizada a baixas temperaturas, ou seja, temperatura mais baixa 

implica em menos energia no sistema e quanto menos catalisador no meio reacional, menor a 

velocidade  das reações  realizadas.  Utilizando 2 %m de catalisador  e  mantendo-se fixas  a 

agitação  em  150  rpm  e  razão  molar  álcool:ácido  graxo  2:1,  a  conversão  aumentou 

aproximadamente 119% quando a temperatura aumentou de 45 para 55 ºC. 
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Figura  4.7   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Superfície  de  resposta  para  a  conversão  de  ácido  oleico  presente  no  óleo 
hidrolisado de peixe tilápia em função da temperatura e da quantidade de enzima, utilizando 
lipase de Rhizopus oryzae, razão molar 3:1, 180 rpm, 5 %m de peneira molecular 5 Å e tempo 
reacional de 24 h. 

Na temperatura de 50 ºC e com 180 rpm de agitação, a síntese de éster etílico foi 

dificultada quando grande quantidade de enzima foi associada a pequena razão molar. Nestas 

condições,  a síntese de éster etílico atingiu apenas 6% de conversão, valor proporcional à 

quantidade  de  interações  enzima  acetilada-álcool.  Também  houve  redução  da  conversão 

quando pequenas proporções enzimáticas foram estudadas com razões molares altas, situação 

inversa, na qual a saturação enzimática ocorreu ou a quantidade de álcool foi suficiente para 

inibir  a  lipase.  Isso  explica  os  melhores  resultados  quando  razão  molar  e  quantidade  de 

enzima foram aumentadas simultaneamente, convertendo quatro vezes mais ácido oleico em 

oleato de etila. 
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4.3.1.3 Comparação entre as conversões obtidas utilizando as lipases de Candida antarctica  

e de Rhizopus oryzae no óleo hidrolisado de peixe tilápia

Um dado interessante foi observado fixando-se a razão molar em 4:1 e a agitação 

em 150 rpm. Para uma determinada temperatura, a maior conversão foi obtida com a lipase de 

Candida  antarctica quando  utilizado  2  %m de  catalisador,  mas  quando  a  quantidade  de 

enzima foi aumentada para 6 %m, a maior conversão obtida foi com a lipase de  Rhizopus 

oryzae, conforme apresenta a Figura 4.8.

A  45  ºC,  a  lipase  de  Candida  antarctica reduziu  a  conversão  em 

aproximadamente 32%, quando a sua porcentagem (%m) foi aumentada de 2 para 6%. Já a 

lipase  de  Rhizopus  oryzae aumentou  a  síntese  de  oleato  de  etila  em  31%,  quando  a 

porcentagem foi alterada da mesma forma. A 55 ºC, a tendência foi mantida e a conversão 

decresceu 21% quando a quantidade de lipase de Candida antarctica foi aumentada de 2 para 

6 %m, bem como aumentou de 27% seguindo o mesmo crescimento percentual de enzima, 

quando utilizada a lipase de Rhizopus oryzae. 

Figura 4.8  ̶ Composiç, ̶ Composiç ̶ ComposiçComparação da conversão de ácido oleico presente no óleo de peixe hidrolisado, 
utilizando lipase de  Candida antarctica e lipase de  Rhizopus oryzae, razão molar 4:1, 150 
rpm, variando a temperatura: 45 e 55 ºC e a quantidade de enzima: 2 e 6 (%m).
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A lipase de Rhizopus oryzae agiu de acordo com o esperado, ou seja, quando sua 

quantidade foi aumentada no meio reacional,  a conversão seguiu proporcionalmente.  Se o 

catalisador foi a lipase de Candida antarctica, aumentando-se a sua quantidade, a conversão 

diminuiu.  Uma  explicação  consiste  no  favorecimento  da  reação  inversa,  na  qual  o  éster 

formado é hidrolisado, diminuindo as taxas de conversão. 

Diante  disso,  é  válido  relembrar  os  dados  de  atividade  de  esterificação  e  de 

hidrólise expostos na Tabela 4.2, a qual mostra que a lipase de  Candida antarctica possui 

atividades de esterificação e de hidrólise maiores do que a lipase de Rhizopus oryzae.

Tendo em vista que a lipase de  Rhizopus oryzae  esterifica o ácido oleico mais 

lentamente do que a lipase de Candida antarctica, no tempo avaliado, a quantidade de éster 

formado  com  o  aumento  da  quantidade  de  enzima  não  foi  o  suficiente  para  reverter 

significantemente a reação, o que não acarretou em redução dos valores de conversão.  Já a 

lipase de Candida antarctica, por ser mais ativa, com o mesmo tempo de reação, formou mais 

éster etílico do que a lipase de  Rhizopus oryzae quando a sua quantidade foi aumentada no 

meio reacional. Isso a fez reagir tanto com o ácido como com o éster, o que reduziu os valores 

de conversão.

Contudo, mesmo reagindo na reação direta e inversa, de forma geral, a lipase de 

Candida antarctica ainda conseguiu converter mais ácido oleico em oleato de etila do que a 

lipase  de  Rhizopus  oryzae,  resultado  que  pode  ser  visualizado  nos  maiores  valores  de 

conversão, expostos na Tabela 4.3.

Dentro dos limites estudados e considerando 85% de intervalo de confiança, mais 

variáveis significativas foram encontradas para o modelo de conversão da lipase de Rhizopus 

oryzae (Tabelas 4.4 e 4.6). Esse dado pode revelar que esta lipase pode ser mais sensível do 

que a lipase de Candida antarctica às alterações do meio reacional.

4.3.2 Planejamento experimental para a seletividade das lipases de Candida antarctica e  

Rhizopus oryzae no óleo hidrolisado de peixe tilápia

A Tabela 4.8 apresenta o planejamento experimental para o estudo das variáveis 

selecionadas para avaliar a seletividade  em relação aos ácidos oleico (C18:1) e eicosanóico 

(C20:0).

Neste estudo, seletividade maior do que 1 implicou que a enzima preferiu o ácido 

graxo insaturado, C18:1 (ácido oleico), ao ácido graxo saturado C20:0 (ácido eicosanóico). 

Seletividade  igual  a  1  significa  que  não  houve  diferença  na  preferência  pelos  ácidos 



Capítulo 4 - Resultados e Discussão 69

mencionados e finalmente, seletividade inferior a 1 implica na maior concentração de éster do 

ácido  C20:0,  ou seja,  seletividade  maior  para o ácido  eicosanóico.  Em destaque,  pode-se 

observar os maiores valores de seletividade obtidos para as lipases de Candida antarctica e de 

Rhizopus oryzae.

Tabela 4.8 ̶ Composiç, ̶ Composiç ̶ ComposiçResultados do planejamento experimental composto central 24 para a seletividade 
das lipases de Candida antarctica e de Rhizopus oryzae em relação aos ácidos oleico (C18:1) 
e eicosanóico (C20:0) presentes no óleo hidrolisado de peixe tilápia. 

Exp T 
(ºC)

Agitação 
(rpm)

Razão molar
(álcool:ácido graxo)

Enzima 
(%m)

Seletividade
C. antarctica

Seletividade
R. oryzae

1 45 150 2:1 2 1,09 0,61
2 45 150 2:1 6 0,82 0,95
3 45 150 4:1 2 0,82 0,48
4 45 150 4:1 6 0,76 0,54
5 45 210 2:1 2 0,80 0,65
6 45 210 2:1 6 0,85 0,68
7 45 210 4:1 2 0,81 0,67
8 45 210 4:1 6 1,17 0,62
9 55 150 2:1 2 0,67 1,39
10 55 150 2:1 6 0,53 0,56
11 55 150 4:1 2 0,85 0,45
12 55 150 4:1 6 0,82 0,85
13 55 210 2:1 2 0,47 0,29
14 55 210 2:1 6 0,57 0,70
15 55 210 4:1 2 0,84 0,26
16 55 210 4:1 6 0,50 0,57
17 40 180 3:1 4 0,73 0,74
18 60 180 3:1 4 0,74 0,47
19 50 120 3:1 4 0,44 0,85
20 50 240 3:1 4 0,57 0,79
21 50 180 1:1 4 0,61 0,45
22 50 180 5:1 4 0,86 0,48
23 50 180 3:1 0 0,00 0,00
24 50 180 3:1 8 0,75 0,40

25(C) 50 180 3:1 4 0,76 0,52
26(C) 50 180 3:1 4 0,61 0,53

* Em negrito, consta o maior valor de seletividade obtido para cada lipase utilizada.
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É válido lembrar que a composição em ácidos graxos do óleo hidrolisado de peixe 

tilápia é de 32,4% de ácido oleico e 7,5% de ácido eicosanóico (Tabela 4.1) e que mesmo o 

ácido  insaturado  prevalecendo  no  meio,  dos  26  ensaios,  a  lipase  de  Candida  antarctica 

apresentou 92,3% dos seus resultados inferiores a 1, enquanto a de Rhizopus oryzae, 96,1%, o 

que caracteriza a preferência de ambas as enzimas pelo ácido saturado (C20:0). Esse resultado 

contraria o resultado obtido por Da Rós et al. (2012), em seu estudo de síntese enzimática de 

biodiesel, que também é um éster de ácido graxo, no qual afirmaram que a lipase de Candida 

antarctica converte igualmente ácidos graxos saturados e insaturados nos respectivos ésteres. 

Nesse caso, é preciso avaliar as condições utilizadas, tendo em vista que todas as variáveis são 

importantes e influenciam diretamente no funcionamento da enzima. Portanto, não é possível 

fazer uma comparação direta com os referidos autores, uma vez que eles utilizaram solvente 

em seu meio reacional, enquanto que neste trabalho, todos os sistemas reacionais foram livres 

desse componente. 

Uma  explicação  para  a  preferência  das  enzimas  pelo  ácido  eicosanóico  está 

relacionado à geometria espacial dos ácidos envolvidos. Na Figura 4.9 é possível observar que 

o  ácido  eicosanóico  possui  menor  impedimento  estérico  do  que  o  ácido  oleico,  o  qual 

apresenta angulosidade na sua estrutura devido à insaturação. Dessa forma, o grupo funcional 

do ácido saturado pode alcançar o sítio ativo enzimático mais facilmente, mesmo estando em 

menor  proporção,  formando  mais  complexo  enzima-acetilada  e,  consequentemente, 

diminuindo a seletividade.

(a)

(b)

Figura 4.9   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ ComposiçEstrutura espacial dos ácidos graxos (a) ácido eicosanóico (C20:0) e (b) ácido 
oleico (C18:1).
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No entanto, é possível observar que, nas condições avaliadas, 61,6% dos valores 

de seletividade foram maiores para a lipase de Candida antarctica, 19,2% para a de Rhizopus 

oryzae e 19,2% foi praticamente o mesmo valor para as duas enzimas. Ou seja, mesmo que 

ambos  os  catalisadores  tenham  preferência  pelo  ácido  saturado  eicosanóico,  a  lipase  de 

Rhizopus oryzae  preferiu mais. 

4.3.2.1  Planejamento experimental para a seletividade da lipase de Candida antarctica em  

relação aos ácidos oleico (C18:1) e eicosanóico (C20:0) presentes no óleo hidrolisado de  

peixe tilápia

De acordo com a Figura 4.10,  com nível  de significância  de 85% (p < 0,15), 

nenhuma variável  foi significativa nas condições selecionadas para este estudo. Dentro da 

faixa  avaliada,  não  houve  sensibilidade  por  parte  da  lipase  de  Candida  antarctica para 

detectar as alterações do meio. 

Figura  4.10 ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ ComposiçGráfico  de  Pareto  dos  efeitos  estimados  para  as  variáveis  estudadas  na 
seletividade  da  lipase  de  Candida  antarctica  em  relação  aos  ácidos  oleico  (C18:1)  e 
eicosanóico (C20:0), presentes no óleo hidrolisado de peixe tilápia.

-,173205

,4478343

-,553912

-1,15494

1,154941

-1,48492

1,579205

1,710972

1,710972

1,814907

-1,83406

2,251666

2,444116

-3,56033

p=,15

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

(2)Agitação(L)

3Lby4L

Agitação(Q)

1Lby4L

2Lby3L

1Lby2L

2Lby4L

Razão molar(Q)

Temperatura(Q)

1Lby3L

Enzima(Q)

(4)Enzima(L)

(3)Razão molar(L)

(1)Temperatura(L)

,4478343

-,553912

-1,15494

1,154941



Capítulo 4 - Resultados e Discussão 72

Embora  não  tenha  havido  muita  influência  das  condições  operacionais  para  a 

atividade  enzimática  frente  aos  diferentes  ácidos  avaliados,  foi  mostrado  que  é  possível 

aumentar ou diminuir a seletividade para ácidos graxos específicos. Conforme Figura 4.11, a 

lipase  de  Candida  antarctica tende  a  preferir  o  ácido  insaturado  (ácido  oleico  -  C18:1), 

quando temperaturas em torno de 40 ºC são associadas a quantidade de enzimas a partir de 2 

%m no meio reacional.

Figura 4.11  ̶ Composiç, ̶ Composiç  ̶ Composiç Superfície de resposta para a seletividade da lipase de Candida antarctica em 
função da temperatura e da quantidade de enzima, utilizando razão molar 3:1, 180 rpm, 5% de 
peneira  molecular  5  Å e  tempo  reacional  de  24h,  no  meio  reacional  composto  por  óleo 
hidrolisado de peixe tilápia.

A Tabela 4.9 apresenta os coeficientes de regressão para o modelo quadrático da 

seletividade da lipase de  Candida antarctica  para a síntese de oleato de etila e do éster de 

ácido eicosanóico (C20:0). Em destaque, os efeitos significativos com 85% de intervalo de 

confiança.
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Tabela  4.9  ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Coeficientes  de regressão do modelo  da seletividade  da  lipase  de  Candida 
antarctica para a síntese dos ésteres de ácido oleico (C18:1) e de ácido eicosanóico (C20:0), 
com nível de confiança de 85%. 

Fator Coeficiente a Desvio padrão p

Média das interações 0,68 0,07 0,07
(1) Temperatura (L) - 0,08 0,02 0,17
      Temperatura (Q) 0,04 0,02 0,34
(2) Agitação (L) - 0,003 0,02 0,89
     Agitação (Q) - 0,01 0,02 0,68
(3) Razão molar (L) 0,05 0,02 0,24
      Razão molar (Q) 0,04 0,02 0,34
(4) Quantidade de Enzima (L) 0,05 0,02 0,27
     Quantidade de Enzima (Q) - 0,05 0,02 0,32
1 x 2 - 0,04 0,03 0,38
1 x 3 0,05 0,03 0,32
1 x 4 - 0,03 0,03 0,45
2 x 3 0,03 0,03 0,45
2 x 4 0,04 0,03 0,36
3 x 4 0,01 0,03 0,73
a Os efeitos significativos estão marcados em negrito.

A Tabela  4.10  apresenta  a  análise  de  variância  (ANOVA)  para  o  modelo  da 

seletividade da lipase de  Candida antarctica. O valor de  F da regressão calculado foi bem 

menor do que o  Ftab, podendo-se considerar o modelo estatisticamente insignificante para a 

apresentação  do  modelo  matemático,  considerando  85%  de  intervalo  de  confiança.  Nas 

condições avaliadas, o valor de R2 foi de 0,46, o que implica na falta de ajuste do modelo às 

respostas avaliadas. 
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Tabela 4.10   ̶ Composiç, ̶ Composiç  ̶ ComposiçANOVA para o modelo de seletividade da lipase de Candida antarctica em 
relação aos ácidos graxos oleico (C18:1) e eicoanóico (C20:0).

Fonte de variação
Soma 

quadrática

Graus de 

liberdade

Média 

quadrática
Fcal

Regressão 1,17 24 0,05 4,34
Resíduo 0,69 11 0,06
Falta de ajuste (FA) 0,67 10 0,067
Erro Puro (EP) 0,01 1 5,18
Total 1,27 25
R2 0,46
Ftab

(85% de confiança)
aF(24,1)= 27,36

a Fcalc para a falta de ajuste = MQFA/MQEP

4.3.2.2  Planejamento  experimental  para  a  seletividade  da lipase  de  Rhizopus  oryzae  em  

relação aos ácidos oleico (C18:1) e eicosanóico (C20:0) presentes no óleo hidrolisado de  

peixe tilápia

A Figura 4.12 apresenta o gráfico de Pareto para os efeitos padronizados com 

85% de intervalo de confiança (p < 0,15). A agitação (Q) foi a variável mais significante para 

a seletividade,  possuindo efeito positivo (55,33), seguida da interação entre temperatura e 

agitação, a qual apresentou efeito negativo (51,97). 

Da mesma forma, também possuem efeito positivo a quantidade de enzima (L) 

(42,43), interação entre agitação e razão molar (35,00), razão molar e quantidade de enzima 

(27,22), agitação e quantidade de enzima (25,81) e temperatura (Q) (23,57). Com o mesmo 

nível de confiança, apenas a interação entre temperatura e quantidade de enzima, bem como a 

razão molar (Q) não foram significativos nas condições avaliadas. 

É válido ressaltar que neste estudo,  a seletividade foi dada pela relação entre o 

éster do ácido oleico e o éster do ácido eicosanóico, portanto, quanto maior o seu valor, mais 

a enzima preferiu o ácido oleico, ou seja, o ácido insaturado. 
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Figura  4.12  ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Gráfico  de  Pareto  dos  efeitos  estimados  para  as  variáveis  estudadas  na 
seletividade da lipase de Rhizopus oryzae em relação aos ácidos oleico (C18:1) e eicosanóico 
(C20:0), presentes no óleo hidrolisado de peixe tilápia.

Quanto aos resultados observados no gráfico de Pareto da Figura 4.12, a agitação 

possuiu efeito  quadrático  positivo  na seletividade  da  lipase  de  Rhizopus oryzae.  Ou seja, 

mesmo possuindo afinidade maior pelo ácido eicosanóico, conforme Tabela 4.8, a agitação 

contribuiu para maior contato do ácido insaturado com o sítio ativo da lipase de  Rhizopus 

oryzae,  o que pode ser explicado pelo efeito que ela tem de proporcionar maior interação 

entre as moléculas do substrato e do catalisador, favorecendo a escolha daquele que está em 

maior quantidade, no caso, o ácido oleico. 

A quantidade de enzima apresentou efeito linear positivo (42,43), ou seja, quanto 

mais enzima no meio, maior foi a preferência da lipase de Rhizopus oryzae pelo ácido oleico, 

o que pode ser explicado pela prevalência desse ácido em relação ao eicosanóico (C20:0). 

Resultado  inverso  foi  observado  com a  razão  molar,  a  qual  apresentou  efeito 

linear negativo (38,39), ou seja, a ligação entre ácido oleico e enzima para formar o complexo 

enzima-acetila diminuiu à medida que a quantidade de etanol aumentou no meio reacional. 

Conforme  já  mencionado,  o  ácido  eicosanóico  possui  maior  acessibilidade  ao  sítio  ativo 

enzimático devido à sua geometria molecular. 
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O aumento na quantidade de etanol no meio reacional não alterou essa condição e 

foi importante apenas para etapa seguinte, de formação do complexo enzima-acetilada-álcool. 

Como mais complexo é formado entre enzima-ácido eicosanóico,  certamente mais do seu 

éster será formado, o que diminui o valor da seletividade.

Já a  temperatura  possuiu efeito  quadrático  positivo  (23,57).  Sabendo que essa 

variável é responsável por diminuir a energia de ativação da reação, seu baixo valor implica 

em menos interação enzima-ácido graxo, fazendo o catalisador reagir com aquele substrato 

que primeiro entra em contato. Com temperaturas maiores é o inverso, pois mais interações 

ocorrem, momento em que a seleção pelo substrato poderá ser facilitada para aquele que 

estiver em maior quantidade (ácido oleico). Dentre os fatores que contribuem para a atividade 

catalítica, destaca-se a orientação apropriada entre as moléculas dos substratos e as dos grupos 

reativos do sítio ativo enzimático (Velikodvorskaya et al., 1990). 

A Tabela 4.11 apresenta os coeficientes de regressão para o modelo quadrático da 

seletividade da lipase de Rhizopus oryzae em relação ao éster de C18:1 e o éster de C20:0. 

Tabela 4.11  ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Coeficientes de regressão do modelo da seletividade da lipase de  Rhizopus 
oryzae para a síntese dos ésteres de ácido oleico (C18:1) e de ácido eicosanóico (C20:0), com 
nível de intervalo de confiança de 85%. 

Fator Coeficiente a Desvio padrão p

Média das interações 0,52 0,005 0,006
(1) Temperatura (L) - 0,03 0,001 0,03
      Temperatura (Q) 0,04 0,002 0,02
(2) Agitação (L) -0,06 0,001 0,01
     Agitação (Q) 0,09 0,002 0,01
(3) Razão molar (L) - 0,05 0,001 0,01
      Razão molar (Q) 0,005 0,002 0,21
(4) Quantidade de Enzima (L) 0,06 0,001 0,01
     Quantidade de Enzima (Q) - 0,06 0,002 0,02
1 x 2 -0,09 0,002 0,01
1 x 3 -0,01 0,002 0,08
1 x 4 -0,005 0,002 0,19
2 x 3 0,06 0,002 0,02
2 x 4 0,04 0,002 0,02
3 x 4 0,05 0,002 0,02
a Os efeitos significativos estão marcados em negrito.
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Diferentemente dos resultados de seletividade da lipase de Candida antarctica, 

nas condições estudadas, a lipase de Rhizopus oryzae foi mais sensível a diversas variáveis e 

combinações dessas. Ressaltando que valores baixos de seletividade implicam em preferência 

pelo ácido saturado eicosanóico (C20:0), é perceptível a sua preferência por esse composto, o 

que pode ser observado nos valores de seletividade de acordo com a Tabela 4.8.

A  Tabela  4.12  apresenta  a  análise  de  variância  (ANOVA)  para  o  modelo  da 

seletividade  da  lipase  de  Rhizopus oryzae.  Nesse  caso,  o  valor  de  Ftab foi  muito  inferior 

quando comparado ao Fcalc, indicando que o modelo é estatisticamente significativo, de acordo 

com o  Ftab para 85% de intervalo de confiança. No entanto, a equação do modelo não foi 

construída porque a variação em torno da média, medida através da análise do coeficiente de 

correlação R2, não foi próximo de 1. Nas condições avaliadas, o R2 foi  0,58, o que implicou 

na  falta  de  ajuste  do  modelo  às  respostas  avaliadas,  porém  não  invalidando  a  análise 

estatística dos fatores para a seletividade.

Tabela  4.12  ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ ComposiçANOVA para  o modelo  de seletividade  da lipase  de  Rhizopus oryzae  em 
relação aos ácidos graxos oleico (C18:1) e eicosanóico (C20:0).

Fonte de variação
Soma 

quadrática

Graus de 

liberdade

Média 

quadrática
Fcal

Regressão 1,50 24 0,06 1251,43
Resíduo 0,71 11 0,06
Falta de ajuste (FA) 0,71 10 0,07
Erro Puro (EP) 0,00005 1 0,00005
Total 1,67 25
R2 0,58
Ftab

(85% de confiança)
aF(24,1) = 27,36

a Fcalc para a falta de ajuste = MQFA/MQEP

A Figura 4.13 apresenta a superfície de resposta em função da temperatura e da 

agitação, cuja interação representa o segundo maior fator significativo para a seletividade da 

lipase de Rhizopus oryzae. 

O maior valor de seletividade foi obtido quando baixa agitação foi associada à alta 

temperatura ou na condição inversa, quando alta agitação foi associada a baixas temperaturas. 

Como ambas aumentam o contato da enzima com o substrato, associadas em altos valores, 



Capítulo 4 - Resultados e Discussão 78

reduzem o tempo mínimo necessário para que ocorra o contato entre os substratos e a enzima, 

reduzindo a seletividade. 

Não  obstante,  quando  estão  simultaneamente  em  maior  valor,  podem  ter 

desfavorecido a orientação apropriada dos reagentes no sítio ativo, condição necessária para 

que a reação tenha início. Na agitação de 150 rpm, a seletividade aumentou aproximadamente 

128%  quando  a  temperatura  foi  alterada  de  45  para  55  ºC,  fixando-se  a  razão  molar 

álcool;ácido graxo em 2:1 e a quantidade de enzima em 2 %m.

Figura 4.13   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Superfície de resposta para a seletividade da lipase de Rhizopus oryzae  em 
função da temperatura e agitação, utilizando 4 %m de catalisador, razão molar 3:1, 5 %m de 
peneira molecular 5 Å e tempo reacional de 24 h. 

4.3.2.3 Comparação da seletividade das lipases de Candida antarctica e de Rhizopus oryzae  

no óleo hidrolisado de peixe tilápia

Nas condições avaliadas, ambas as lipases foram majoritariamente seletivas para o 

ácido graxo saturado (ácido eicosanóico - C20:0), no entanto, a lipase de Rhizopus oryzae foi 

levemente mais seletiva por este ácido, tendo em vista que em aproximadamente 96% dos 

ensaios, esterificou mais ácido eicosanóico do que ácido oleico,  enquanto que a lipase de 

Candida antarctica teve esse comportamento em 92% dos ensaios. 
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Diante  dos  resultados  expostos  para  os  dados  de  conversão  e  seletividade 

utilizando o óleo hidrolisado de peixe tilápia, a faixa de condições selecionada para estudo foi 

mais  significativa  para  a  lipase  de  Rhizopus  oryzae,  fato  que  está  comprovado  nas 

significâncias obtidas na grande maioria das variáveis estudadas.

Com  isso,  pode-se  concluir  que  esta  lipase  possuiu  maior  sensibilidade  às 

mudanças conduzidas nos ensaios de esterificação. Quanto à lipase de Candida antarctica, de 

maneira geral, ela não conseguiu distinguir as alterações dentro da faixa selecionada neste 

estudo e as variáveis selecionadas não foram significativas, considerando 85% de intervalo de 

confiança. 

4.3.3 Avaliação da seletividade das lipases de Candida antarctica e de Rhizopus oryzae  

utilizando cargas enzimáticas iguais na reação de esterificação do óleo hidrolisado de peixe  

tilápia 

Nas  reações  de  esterificação  do  óleo  hidrolisado  de  peixe  tilápia  comentadas 

anteriormente,  a  quantidade  de  catalisador  utilizado  foi  dada  em termos  de  massa/massa, 

dessa forma,  levando em consideração que as duas enzimas estudadas possuem diferentes 

atividades de esterificação, conforme Tabela 4.2, para uma mesma reação, a quantidade de 

massa de lipase foi a mesma,  mas a carga variou,  sendo a da  Candida antarctica sempre 

superior a da Rhizopus oryzae.

Para descartar a hipótese de que as lipases estariam obtendo resultados distintos 

de seletividade devido à diferença  das suas cargas,  foram realizadas  reações fixando-se a 

carga enzimática em 200 U. Nessas condições, a seletividade da lipase de Candida antarctica 

foi 1,0 e a de  Rhizopus oryzae  foi 0,57. De acordo com o que foi obtido no planejamento 

experimental,  ambas  foram  majoritariamente  seletivas  para  o  ácido  saturado  (ácido 

eicosanóico - C20:0). Neste ensaio com carga enzimática fixa, a lipase de  Rhizopus oryzae 

confirmou  sua  preferência  pelo  referido  ácido  saturado e  a  lipase  de  Candida  antarctica 

esterificou igualmente os ácidos saturado e insaturado, o que está de acordo com Da Rós et al. 

(2012), os quais afirmaram que a lipase de Candida antarctica não apresentava distinção de 

seletividade para ácidos saturado e insaturado.

Dessa forma, é possível afirmar que diante das condições avaliadas, a lipase de 

Rhizopus oryzae é a mais indicada para a obtenção de ésteres de ácidos graxos saturados, tais 

como  biodiesel,  componentes  de  creme  rejuvenescedor,  antimicrobianos,  dentre  outros 

(Nakpong e Wootthikanokkhan, 2010; Qiu, 2010; Marounek et al. 2012).
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4.4 Estudo da conversão de ácidos graxos saturados em ésteres etílicos e da seletividade 

das lipases de Candida antarctica e Rhizopus oryzae

Segundo Parente  et al. (2011) e conforme análise do óleo hidrolisado de peixe 

tilápia  (Tabela  4.1),  os  peixes  são  fontes  de  óleos  ricos  em  ácidos  graxos  mono  e 

poliinsaturados de alto valor agregado. Entretanto,  esses animais também possuem em sua 

composição,  ácidos  saturados,  responsáveis  por  efeitos  maléficos  à  saúde  (Hunter  et  al., 

2010),  os  quais  são  utilizados  como  substratos  para  a  síntese  de  ésteres  com  diversas 

aplicações, seja na produção de aromas; de sabões; fabricação de medicamentos, perfumes e 

cosméticos; na produção e modificações de componentes alimentares; biopesticidas e também 

na produção de biocombustíveis (Chang  et  al.,  2006;  Aravindan  et  al.,  2007;  Nakpong e 

Wootthikanokkhan, 2010; Wei et al., 2010; Bu et al., 2012; Marounek et al. 2012). 

Segundo Derr et al.  (1993), a maioria dos ácidos graxos saturados presentes nos 

óleos mais comumente consumidos correspondem ao esteárico e ao palmítico. Diante disso, 

muitos esforços vem sendo direcionados para modificar não apenas a composição dos ácidos 

graxos oriundos dos óleos de peixe, mas também de vegetais. Uma das tentativas é através da 

modificação  genética  (Hamm,  2003).  Uma  alternativa  à  alteração  ao  nível  dos  ácidos 

nucleicos é a aplicação de enzimas como auxiliares no processo de seletividade nos óleos, 

objetivando otimizar  a composição dos mesmos em termos dos ácidos graxos insaturados 

(Cahoon e Schmid, 2008), através do perfil de seletividade das mesmas pelo ácido palmítico 

ou ácido esteárico.   

4.4.1 Planejamento experimental para a conversão do ácido esteárico

Diante do exposto, foi realizado planejamento experimental composto central 23 

para avaliar o comportamento das lipases de  Candida antarctica e de  Rhizopus oryzae, na 

conversão de ácido esteárico em estearato de etila, bem como na seletividade entre os ácidos 

esteárico e palmítico, presentes na mistura reacional. 

A Tabela 4.13 apresenta o planejamento experimental realizado com as variáveis 

selecionadas para a síntese de estearato de etila, utilizando lipase de  Candida antarctica  e 

lipase de Rhizopus oryzae. Nesse planejamento foram utilizados agitação de 180 rpm, 5 %m 

de peneira  molecular  5  Å e  tempo  reacional  de 24 h.  Em destaque,  pode-se observar  os 

maiores valores de conversão obtidos para ambas as enzimas.
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Comparando  com as  conversões  obtidas  quando  o  meio  reacional  foi  o  óleo 

hidrolisado de peixe tilápia (Tabela 4.3), os resultados para a conversão na mistura de ácidos 

graxos  saturados  foram  relativamente  superiores.  Isso  pode  ser  justificado  pela  menor 

quantidade de água no meio reacional e consequente redução da reação inversa de hidrólise, 

tendo em vista que os ácidos graxos (palmítico e esteárico) foram utilizados na apresentação 

comercial (sólidos à temperatura ambiente) e livres de solvente. 

Tabela 4.13  ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Resultados obtidos do planejamento experimental composto central 23 para a 
conversão de ácido esteárico, utilizando lipase de  Candida antarctica  e lipase de  Rjizopus  
oryzae. 

Exp Enzima 
(%m)

Razão molar
(álcool:ácido graxo)

T
(ºC)

Conversão (%)
C. antarctica

Conversão (%)
R. oryzae

1 2 1,5 50 59,2 17,5
2 2 1,5 60 46,4 42,3
3 2 4,5 50 50,7 40,5
4 2 4,5 60 37,1 10,4
5 6 1,5 50 61,5 53,2
6 6 1,5 60 62,0 28,9
7 6 4,5 50 49,7 29,7
8 6 4,5 60 19,4 15,4
9 0,64 3 55 21,2 21,4
10 7,36 3 55 37,4 34,5
11 4 0,48 55 3,5 7,8
12 4 5,52 55 36,3 24,4
13 4 3 46,6 42,7 40,1
14 4 3 63,4 14,6 4,5

15(C) 4 3 55 60,0 49,2
16(C) 4 3 55 59,3 53,2

* Em negrito, consta a maior conversão obtida para cada lipase utilizada.

Do total  de  16  experimentos,  62,5% dos  resultados  foram  consideravelmente 

maiores para as conversões obtidas com a lipase de  Candida antarctica, 6,25% a partir de 

reações  com  a  de  Rhizopus  oryzae e  31,25% correspondentes  à  valores  semelhantes  de 

conversão para os dois catalisadores. 
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4.4.1.1 Planejamento experimental para a conversão do ácido esteárico utilizando lipase de  

Candida antarctica

Praticamente todas as variáveis estudadas tiveram efeito na conversão de ácido 

esteárico,  com nível  de  confiança  de 85% (p <  0,15),  exceto  a  interação  entre  enzima  e 

temperatura. 

De acordo com a Figura 4.14, foi possível observar que apenas a quantidade de 

enzima (L) possuiu efeito positivo (15,01) e que apenas a interação entre a quantidade de 

enzima e a temperatura não foi significativa para a conversão do ácido esteárico, na faixa 

avaliada. 

Figura  4.14   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Gráfico  de  Pareto  dos  efeitos  estimados  para  as  variáveis  estudadas  na 
conversão de ácido esteárico, utilizando lipase de Candida antarctica.

É  importante  ressaltar  que  a  mistura  de  ácidos  graxos  utilizados  (palmítico  e 

esteárico)  é  sólida  à  temperatura  ambiente.  Como  a  proposta  foi  realizar  a  reação  sem 

solvente, isso aumentou a temperatura mínima para a mesma acontecer (45 ºC). Com base nos 

dados apresentados no gráfico de Pareto (Figura 4.14), o efeito linear da temperatura foi o 

mais significativo (58,16). À medida que esta foi aumentada, a conversão de ácido esteárico 
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em estearato de etila decresceu. Uma explicação consiste na perda de atividade da enzima 

devido à temperatura para realização do experimento.

Sabendo que a estrutura tridimensional das proteínas e, portanto, das enzimas, são 

estabilizadas  por  diversas  interações  intracadeias,  dentre  elas,  ponte  de  hidrogênio,  ponte 

dissulfeto,  interações  hidrofóbicas,  todas  são  facilmente  rompidas  com  o  aumento  da 

temperatura,  o que acarreta perda estrutural do sítio ativo e, consequentemente,  da função 

catalítica. Uma outra possível explicação para esse decréscimo na conversão, está no maior 

caráter ácido do ácido palmítico, cujo pKa é 4,78, enquanto que do ácido esteárico é 10,15. 

Isso  significa  que  no  momento  da  formação  do  complexo  enzima-substrato,  conforme 

apresentado  no Capítulo  2  (item 2.3),  o  ácido  palmítico  sofrerá  ataque  nucleofílico  mais 

facilmente.  Assim,  sua  conversão  em éster  etílico  tende  a  ser  maior  do  que  a  de  ácido 

esteárico.

A razão molar (Q) possuiu o segundo maior efeito (53,11). Port ter sido negativo, 

retrata que a síntese de estearato de etila foi reduzida quando a razão molar aumentou. Em 

razões molares maiores, a enzima pode ter sido inibida pelo etanol, o que está de acordo com 

a previsão de Meng et al. (2011). Ademais, se comparado ao resultado de efeitos estimados 

quando  foi  utilizado  o  óleo  hidrolisado  de  peixe  tilápia,  a  lipase  de  Candida  antarctica 

também teve  o efeito  quadrático  negativo  na  variável  razão molar  (mesmo que,  segundo 

Tabela 4.4, demonstre que a significância desse efeito só seria considerado a partir de 75% de 

confiança). 

Efeito negativo também foi observado na quantidade de enzima (Q), ou seja, a 

conversão aumentou até uma determinada quantidade de enzima, a partir da qual decresceu. 

Levando em consideração que a reação de esterificação envolve um equilíbrio (Figura 4.2), é 

possível que em grande quantidade, a lipase de Candida antarctica tenha utilizado não apenas 

o  ácido  esteárico  como  substrato,  mas  também  a  água  que  foi  formada  na  reação  de 

esterificação.  Isso  promove  a  reação  inversa,  quebrando  a  molécula  de  estearato  de  etila 

através da hidrólise. 

Esse raciocínio  está  de acordo com as  observações  de  Rodriguez  e  Fernadez-

Lafuente  (2010) em torno das  reações  de  esterificação,  os  quais  afirmaram que  uma das 

condições  experimentais  de maior  relevância nesse tipo de reação está relacionada com a 

atuação da água que, por ser um dos produtos da reação, deve ser removida com o intuito de 

deslocar o equilíbrio termodinâmico para a síntese do éster. 

Uma  solução  pode  ser  disponibilizar  mais  adsorvente  no  meio  reacional, 

adicionando-se mais peneira molecular, ou mesmo avaliar adsorvente com tamanho de poro 
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menor,  como a de 3  Å, tendo em vista que é utilizada em reações enzimáticas (He  et al., 

2012). Entretanto, uma quantidade maior de peneira molecular ocuparia maior volume dentro 

de um reator em escala, ou seja, ter-se-ia menos volume disponível para a reação dentro do 

reator. Consequentemente, ao se pensar em uma produção em larga escala para a utilização do 

resíduo do óleo de peixe, um volume muito grande de reator poderia inviabilizar o processo. 

Assim, um estudo de otimização para quantificar a peneira molecular deve ser analisado.

Outro ponto importante a se ressaltar é que uma quantidade mínima de água é 

importante para a manutenção do sítio enzimático ativo (Tan et al., 2006). 

Não obstante, não se pode descartar a preferência da enzima pelo ácido esteárico 

nas condições analisadas, pois, em pequena quantidade, a conversão foi maior. Além disso, 

uma  outra  explicação  consiste  na  dificuldade  de  acessar  o  sítio  ativo  enzimático  quando 

grande quantidade de enzima está presente no meio reacional.

A Tabela 4.14 apresenta os coeficientes de regressão para o modelo quadrático da 

conversão de ácido esteárico em estearato de etila, utilizando lipase de Candida antarctica.

Tabela 4.14  ̶ Composiç, ̶ Composiç Coeficientes de regressão do modelo da conversão do ácido esteárico, utilizando 
lipase de Candida antarctica, com nível de confiança de 85%. 

Fator Coeficiente a Desvio padrão p

Média das interações 57,31 0,34 0,004
(1) Quantidade de Enzima (L) 1,95 0,13 0,04
     Quantidade de Enzima (Q) -5,05 0,16 0,02
(2) Razão molar (L) -1,25 0,13 0,06
      Razão molar (Q) -8,39 0,16 0,01
(3) Temperatura (L) -7,57 0,13 0,01
      Temperatura (Q) -5,29 0,16 0,02
1 x 2 -4,57 0,17 0,02
1 x 3 -0,43 0,17 0,02
2 x 3 -3,96 0,17 0,03
a Os efeitos significativos estão marcados em negrito.

Diante  dos  resultados  expostos,  praticamente  todas  as  variáveis  foram 

significativas nas condições selecionas para este estudo. 

Com o  intuito  de  observar  a  significância  do  modelo  da  conversão  do  ácido 

esteárico  quando a lipase de  Candida antarctica foi  utilizada,  foi  construída  a  Tabela  de 
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ANOVA (Tabela  4.15).  De acordo com a análise  de  variância,  o  valor  de  Ftab foi  muito 

inferior  ao do  Fcalc,  indicando que o modelo é estatisticamente significativo,  para 85% de 

intervalo  de  confiança,  porém,  o  coeficiente  de  correlação  R2 foi  muito  baixo  (0,36), 

traduzindo a falta de ajuste do modelo aos resultados obtidos.

Tabela 4.15   ̶ Composiç, ̶ Composiç  ̶ ComposiçANOVA para o modelo de conversão de ácido esteárico, utilizando lipase de 
Candida antarctica.

Fonte de variação
Soma 

quadrática

Graus de 

liberdade

Média 

quadrática
Fcal

Regressão 5552,18 14 396,58 1715,33
Resíduo 3255,22 6 542,54
Falta de ajuste (FA) 3254,98 5 651
Erro Puro (EP) 0,23 1 0,23
Total 5104,16 15
R2 0,36
Ftab

(85% de confiança)
aF(14,1) = 26,94

a Fcalc para a falta de ajuste = MQFA/MQEP

A Figura 4.15 apresenta a superfície de resposta em função da razão molar e da 

quantidade de enzima. De maneira geral, quando foi utilizado pequena quantidade de enzima 

e pequena razão molar, bem como grande quantidade de enzima e grande quantidade de razão 

molar, as conversões diminuíram. Isso pode ser explicado, respectivamente, pela limitação da 

interação  enzima-substrato  e  pela  provável  inibição  da  enzima  pelo  etanol.  Já  em razões 

molares  álcool:ácido  graxo  intermediárias  (3:1),  a  conversão  aumentou  76%  quando  a 

quantidade de enzima variou de 0,64 para 7,36 %m e cerca de 183% quando variou de 0,64 

para 4 %m de enzima.
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Figura 4.15   ̶ Composiç, ̶ Composiç  Superfície de resposta para a conversão de ácido esteárico em função da razão 
molar e da quantidade de enzima, utilizando lipase de Candida antarctica a 55 ºC, 180 rpm, 5 
%m de peneira molecular 5 Å e tempo reacional de 24 h. 

4.4.1.2 Planejamento experimental para a conversão do ácido esteárico utilizando lipase de  

Rhizopus oryzae

Com nível de confiança de 85%, o perfil do efeito das variáveis estudadas para a 

conversão de ácido esteárico no seu éster etílico foi semelhante ao observado quando a reação 

foi catalisada pela lipase de Candida antarctica, do qual, apenas a quantidade de enzima (L) 

foi  positivo  (3,67),  conforme  ilustram as  Figuras  4.14  e  4.16.  Dessa  forma,  a  discussão 

realizada para a Figura 4.14 pode ser estendida para a Figura 4.16.

O efeito quadrático da razão molar foi o maior e teve valor negativo. Como já 

mencionado, isso retrata que a síntese de estearato de etila foi reduzida quando a razão molar 

aumentou. Em razões molares maiores, a enzima pode ter sido inibida pelo etanol, o que está 

de acordo com a previsão de Meng et al. (2011). 
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Quanto à temperatura,  à medida que esta foi aumentada,  a conversão de ácido 

esteárico em estearato de etila decresceu (efeito linear = 9,90). Como já mencionado para a 

mesma resposta, quando utilizado lipase de Candida antarctica, uma explicação consiste na 

perda  de  atividade  da  enzima,  resultado  do  efeito  da  temperatura  nas  interações 

estabilizadoras da estrutura tridimensional da mesma. 

Semelhante  ao  observado  para  a  catálise  com  lipase  de  Candida  antarctica, 

também foi negativo o efeito quadrático da quantidade de enzima (Q), bem como positivo o 

efeito linear. Aumentando-se a sua proporção, outro critério pode ter sido mais relevante no 

processo  de  formação  do  complexo  enzima-substrato,  dentre  as  alternativas,  a  maior 

facilidade  com que  o  ácido  palmítico  atinge  seu  sítio  ativo,  tanto  pelo  fato  de  ser  uma 

molécula menor do que o ácido esteárico, como pelo seu maior caráter ácido (pKa(ácido palmítico) = 

4,78;  pKa(ácido  esteárico) =  10,15),  característica  que  aumenta  as  chances  de  sofrer  ataque 

nucleofílico por parte do grupo serina, pertencente ao sítio ativo das lipases (Rodrigues e 

Fernández-Lafuente (2010). Além disso, estando em grande quantidade no meio reacional, a 

enzima pode ter dificuldade em expor seu sítio ativo para a formação do complexo enzima-

ácido graxo.

Figura  4.16   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Gráfico  de  Pareto  dos  efeitos  estimados  para  as  variáveis  estudadas  na 
conversão de ácido esteárico, utilizando lipase de Rhizopus oryzae.
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Contudo, mesmo possuindo perfis de estimativa de efeitos semelhantes (Figuras 

4.14 e 4.16), não é prerrogativa para concluir que as enzimas possuem comportamentos iguais 

nas condições estudas. Esses dados apenas representam o efeito que diversas variáveis podem 

ter no modelo matemático para a resposta conversão.

A Tabela 4.16 apresenta os coeficientes de regressão para o modelo quadrático da 

conversão de ácido esteárico em estearato de etila, utilizando lipase de  Rhizopus oryzae.

Tabela  4.16  ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Coeficientes  de regressão do modelo  da conversão da lipase de  Rhizopus  
oryzae para a reação de esterificação do ácido esteárico, com nível de confiança de 85%. 

Fator Coeficiente a Desvio padrão p

Média das interações 50,32 2,00 0,02
(1) Quantidade de Enzima (L) 2,82 0,78 0,17
     Quantidade de Enzima (Q) -6,03 0,93 0,10
(2) Razão molar (L) -1,31 0,77 0,33
      Razão molar (Q) -10,24 0,93 0,06
(3) Temperatura (L) -7,60 0,77 0,06
      Temperatura (Q) -8,03 0,93 0,07
1 x 2 -3,50 1,00 0,18
1 x 3 -4,14 1,00 0,15
2 x 3 -5,62 1,00 0,11
a Os efeitos significativos estão marcados em negrito.

Pela  ANOVA,  Tabela  4.17,  pôde-se  observar  que  o  modelo  quadrático  não 

apresentou um bom ajuste e regressão significativa. O Fcalc foi apenas 34% superior ao valor 

de  Ftab,  portanto, sem significado estatístico  para  apresentação  do modelo  matemático  da 

catálise enzimática de ácido esteárico a estearato de etila. Além disso, o valor de R2 foi 0,66, 

não representando ajuste do modelo aos dados experimentais obtidos.
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Tabela 4.17  ̶ Composiç, ̶ Composiç  ̶ ComposiçANOVA para o modelo de conversão de ácido esteárico, utilizando lipase de 
Rhizopus oryzae.

Fonte de variação
Soma 

quadrática

Graus de 

liberdade

Média 

quadrática
Fcal

Regressão 4598,65 14 328,47 40,85
Resíduo 1291,82 6 215,30
Falta de ajuste (FA) 1283,78 5 256,76
Erro Puro (EP) 8,04 1 8,04
Total 3833,35
R2 0,66
Ftab

(85% de confiança)
aF(14,1) = 26,94

a Fcalc para a falta de ajuste = MQFA/MQEP

O gráfico de superfície de resposta para o modelo de segunda ordem, representado 

pela Figura 4.17, indica que a conversão do ácido esteárico pela lipase de Rhizopus oryzae é 

função  da  temperatura  e  da  quantidade  de  enzima,  tendendo  a  menores  valores  quando 

utilizado temperaturas maiores, dentro da faixa avaliada. 

Considerando a reação a 55 ºC, é possível observar o efeito  da quantidade de 

catalisador na conversão, a qual aumentou aproximadamente 148% quando a quantidade de 

enzima utilizada foi alterada de 0,64 para 4 %m. É papel do catalisador diminuir a energia de 

ativação e, assim, tornar a reação mais rápida. No caso das enzimas, essa função é realizada 

através  da  formação  de  mais  complexos  enzima-substrato,  de  acordo  com  o  mecanismo 

reacional apresentado no Capítulo 2 - Figura 2.3. Neste, é evidente que, respeitando o grau de 

saturação das enzimas, bem como a quantidade de substratos no meio, quanto mais lipase, 

mais complexo será formado em menor tempo, facilitando a reação subsequente de adição do 

etanol e consequente finalização da esterificação do ácido graxo.
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Figura  4.17   ̶ Composiç , ̶ Composiç  Superfície  de  resposta  para  a  conversão  de  ácido  esteárico  em função da 
quantidade de enzima e da temperatura, utilizando lipase de Rhizopus oryzae, razão molar 3:1, 
180 rpm, 5 %m de peneira molecular e tempo reacional de 24 h.

Ainda com base na Figura 4.17, também é possível observar o efeito negativo da 

temperatura. Fixando a quantidade de enzima em 4 %m, a conversão decresceu 91% quando a 

temperatura aumentou de 55 para 63,4 ºC, fato que provavelmente pode ser justificado pela 

temperatura  ótima  da  lipase  de  Rhizopus  oryzae.  No  entanto,  até  o  momento,  não  há 

publicações que se refiram às mesmas condições estudadas neste trabalho e que mencionem a 

temperatura  ótima  da  lipase  de  Rhizopus  oryzae.  Fora  da  faixa  ideal,  as  interações 

intracadeias, importantes para a manutenção da estrutura tridimensional da enzima, bem como 

para a funcionalidade do sítio ativo, podem ter sido rompidas.

4.4.1.3 Comparação entre as conversões de ácido esteárico utilizando as lipases de Candida  

antarctica e Rhizopus oryzae

Comparando  as  conversões  obtidas  ao  longo  dos  16  ensaios  atribuídos  pelo 

planejamento  experimental  composto central  23,  de acordo com a Figura 4.18,  é possível 

observar a diferença na reatividade das duas lipases estudadas. 
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Com  exceção  do  experimento  11  (condição:  4  %m  enzima,  razão  molar 

álcool:ácido esteárico 0,48:1 e temperatura de 55 ºC), no qual a lipase de Rhizopus oryzae se 

sobressaiu, e o experimento 9 (condição: 0,64 %m enzima, razão molar álcool:ácido esteárico 

3:1 e temperatura de 55 ºC), no qual as conversões pelas duas enzimas foram muito próximas, 

a  lipase de  Candida antarctica foi  a responsável  pelos  maiores  valores  de conversão nas 

condições estudadas, o que era esperado, tendo em vista a maior atividade de esterificação 

que esta possui.

Figura 4.18   ̶ Composiç , ̶ Composiç  Conversão do ácido esteárico em estearato de etila pelas lipases de Candida 
antarctica  e  de  Rhizopus  oryzae  nos  16  ensaios  de  esterificação,  conforme  planejamento 
composto central 23.

4.4.2 Planejamento experimental para a seletividade das lipases de Candida antarctica e  

Rhizopus oryzae na mistura de ácidos graxos saturados

Diante  da  presença  de  dois  ácidos  graxos  saturados  no  meio  reacional,  as 

seletividades  em  cada  um  dos  16  ensaios  realizados  foram calculadas  de  acordo  com a 

Equação 3.7 do capítulo 3, que é a relação entre o éster do ácido esteárico e o éster do ácido 

palmítico.  
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A  Tabela  4.18  apresenta  os  resultados  obtidos  através  do  planejamento 

experimental para análise das variáveis avaliadas para a seletividade das lipases de Candida 

antarctica e de Rhizopus oryzae, utilizando agitação de 180 rpm, 5 %m de peneira molecular 

5  Å e  tempo  reacional  de  24  h.  Em destaque,  pode-se  observar  os  valores  das  maiores 

seletividades alcançadas para ambas as enzimas.

Tabela 4.18   ̶ Composiç , ̶ Composiç  Resultados obtidos do planejamento experimental  composto central  23  para 
otimização das variáveis avaliadas para a seletividade das lipases de Candida antarctica e de 
Rhizopus oryzae em relação aos ácidos esteárico (C18:0) e palmítico (C16:0). 

Exp Enzima 
(%m)

Razão molar
(álcool:ácido graxo)

T
(ºC)

Seletividade
C. antarctica

Seletividade
R. oryzae

1 2 1,5 50 0,46 0,96
2 2 1,5 60 0,45 0,46
3 2 4,5 50 0,44 0,86
4 2 4,5 60 0,51 2,17
5 6 1,5 50 0,43 0,61
6 6 1,5 60 0,47 0,56
7 6 4,5 50 0,51 0,47
8 6 4,5 60 0,46 0,72
9 0,64 3 55 0,47 1,59
10 7,36 3 55 0,48 0,51
11 4 0,48 55 0,37 0,87
12 4 5,52 55 0,46 1,20
13 4 3 46,6 0,44 0,58

14 4 3 63,4 0,46 0,87

15(C) 4 3 55 0,43 0,41
16(C) 4 3 55 0,43 0,42

* Em negrito, consta o maior valor de seletividade obtido para cada lipase utilizada.

Dos 16 experimentos, pode-se considerar que a lipase de Candida antarctica foi 

seletiva  para o ácido  palmítico  em 100% dos casos.  Já  em relação à  lipase  de  Rhizopus 

oryzae,  preferiu  majoritariamente  o  ácido  palmítico,  porém,  em  praticamente  25%  dos 

ensaios, inclusive, com condições bem distintas, selecionou o ácido esteárico.

Para  explicar  tal  comportamento,  é  válido  lembrar  que  o  ácido  palmítico  é 

formado por 16 carbonos, enquanto o ácido esteárico, por 18. Nas condições analisadas, a 

lipase de  Candida antarctica foi específica a ponto de preferir um ácido graxo a outro por 
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uma diferença  de apenas  dois carbonos. Considerando o caráter  ácido dos dois  reagentes 

envolvidos, temos que o ácido palmítico possui  pKa 4,78, enquanto o ácido esteárico,  pKa 

10,15, ou seja, para um dado valor alto de pH, o primeiro fica totalmente dissociado em seu 

íon carboxilato. Como está ilustrado na Figura 4.19, quanto menor o grupo alquila do ácido, 

menor o efeito indutivo doador de elétrons para o carbono da carbonila e, portanto, maior a 

sua carga parcial positiva. O inverso pode ser dito para o ácido esteárico,  ou seja, por ter 

maior  grupo  alquila,  maior  será  o  efeito  indutivo  doador  de  elétrons  para  o  carbono  da 

carbonila e, portanto, sua carga parcial positiva será menor. 

a)                                                                                                               δ+

Ácido esteárico
pKa = 10,15

b)                                                                                            δ+
Ácido palmítico
pKa = 4,78

Figura 4.19   ̶ Composiç,   Estrutura dos ácidos graxos: (a) ácido esteárico e (b) ácido palmítico.

De  acordo  com  a  Figura  2.3  do  capítulo  2,  quanto  mais  positivo  o  carbono 

carbonílico,  mais  facilmente  sofrerá  ataque  nucleofílico  pelo  grupo  hidroxila  do  resíduo 

serina, que compõe o sítio ativo enzimático. Em suma, é evidente que o ácido palmítico será 

mais facilmente atacado, portanto, formará mais complexos enzima-substrato, diminuindo a 

conversão de ácido esteárico. Porém, mesmo sendo esperado maior formação de complexo 

enzima-substrato com o ácido palmítico, alterando as condições reacionais, foi verificado que 

é possível alterar a seletividade da lipase, aumentando, assim, a formação de complexos com 

o ácido esteárico.

Além disso, uma outra explicação consiste na composição e estrutura dos grupos 

funcionais das duas enzimas avaliadas. Em todas as explicações, foi considerado que ambas 

possuíam o grupo hidroxila da serina e o grupo amino da histidina, como resíduos ativos (item 

2.4 do capítulo 2), porém, enquanto é de conhecimento que a tampa da lipase de  Candida 

antarctica não  interfere  na  sua  ligação  com  o  substrato  (Uppenberg  et  al.,  1994),  a  de 

Rhizopus oryzae pode interferir.  Para validar esse argumento,  é preciso avaliar a estrutura 

molecular enzimática, bem como da referida molécula, através de técnicas como a de difração 

de raios-X (Rodrigues e Fernández-Lafuente, 2010).
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De acordo com os resultados de seletividade para o ácido graxo C18:1 - ácido 

oleico em relação ao ácido graxo C20:0 - ácido eicosanóico (Tabela 4.8), quando o meio 

reacional consistiu no óleo hidrolisado de peixe, vale lembrar que tanto a lipase de Candida 

antarctica como a lipase de  Rhizopus oryzae preferiram o ácido graxo saturado. Porém, a 

lipase  de  Rhizopus  oryzae preferiu  mais,  pois  seus  valores  de  seletividade  foram 

majoritariamente menores do que os da lipase de Candida antarctica.

Observando  os  resultados  de  seletividade  obtidos  para  a  lipase  de  Candida 

antarctica, é possível perceber que foram muito próximos, conforme ilustra a Figura 4.20. O 

erro puro foi zero, motivo pelo qual, não foram gerados dados pelo programa STATISTICA 

(versão 10). A seletividade foi mantida ao longo dos 16 experimentos, sendo o desvio padrão 

correspondente à apenas 0,03. 

Figura 4.20   ̶ Composiç , ̶ Composiç  Seletividade da lipase de  Candida antarctica em relação ao ácido esteárico 
(C18:0) e palmítico (C16:0) nos 16 ensaios do planejamento experimental composto central 
23, a 180 rpm, com 5 %m de peneira molecular 5 Å e tempo reacional de 24 h.
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4.4.2.1  Planejamento  experimental  para  a  seletividade  da lipase  de  Rhizopus  oryzae  em  

relação aos ácidos esteárico (C18:0) e palmítico (C16:0) presentes na mistura de ácidos  

graxos saturados

Todas  as  variáveis  estudadas  tiveram  efeito  na  seletividade,  quando  utilizado 

lipase de Rhizopus oryzae. Diferente da lipase de Candida antarctica, hora preferiu o ácido 

palmítico, hora preferiu o ácido esteárico.

Nesse sentido,  de acordo com a Figura 4.21,  é  possível  observar  que o efeito 

linear  da  quantidade  de  enzima  foi  o  maior,  seguido  pela  interação  entre  razão  molar  e 

temperatura.

Figura  4.21   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Gráfico  de  Pareto  dos  efeitos  estimados  para  as  variáveis  estudadas  na 
seletividade quando utilizado lipase de Rhizopus oryzae.

A  quantidade  de  enzima  (L)  apresentou  efeito  negativo  (149,48),  ou  seja,  à 

medida  que se aumentou a  quantidade de catalisador  no meio  reacional,  foi  favorecida  a 

ligação  com o  ácido  palmítico.  Considerando  que  ambas  as  lipases  possuem os  mesmos 

grupos reativos, a explicação pode ser dada com base nos tamanhos das moléculas de ácidos e 

da região do sítio ativo enzimático. 
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Mesmo que a lipase de Rhizopus oryzae possua ácido glutâmico (Glu) ao invés de 

ácido aspártico (Asp), como já elucidado para a lipase de Candida antarctica (Uppenberg et  

al., 1994), esse fator não justifica a reatividade diferente dessas duas enzimas com base nesse 

resíduo ácido de aminoácido, pois os valores de pKa para os mesmos são muito semelhantes 

e,  consequentemente,  suas  reatividades  também o  são  (Solomons  e  Fryhle,  2012).  Nesse 

ponto, o que pode estar influenciando a reação diferenciada entre os catalisadores é a tampa, 

também  já  elucidada  para  a  lipase  de  Candida  antarctica (Uppenberg  et  al.,  1994)  e 

sabidamente sem interferência no seu mecanismo reacional.

Quando a enzima esteve nas menores proporções estudadas, é provável que o fator 

mais relevante para a ligação enzima-substrato tenha sido a vantagem do ácido esteárico (53 

%m)  em  relação  ao  ácido  palmítico  (47  %m),  o  que  resultou  em  maiores  valores  de 

seletividade.  No entanto, quando a proporção de enzima foi maior, houve preferência pelo 

ácido palmítico. Nesse caso, o fator predominante pode ter sido o tamanho desta molécula, 

que por ser menor,  tem mais  fácil  acesso ao sítio ativo da enzima,  bem como seu maior 

caráter ácido, facilitando o ataque nucleofílico por parte do grupo hidroxila e consequente 

maior formação de complexo enzima-ácido palmítico.

Quanto à razão molar e a temperatura, ambas apresentaram efeito linear positivo. 

À medida que seus valores foram aumentando, a seletividade também aumentou, ou seja, a 

lipase de Rhizopus oryzae preferiu o ácido esteárico. 

Com razões molares baixas, pequena quantidade de etanol estava disponível no 

meio. Por tudo o que já foi mencionado a respeito da maior tendência do ácido palmítico 

sofrer o ataque nucleofílico,  mais complexo deste ácido com a enzima estava presente no 

meio  reacional.  Dessa  forma,  estando  nas  menores  quantidades  estudadas,  o  fator 

predominante para a reação do álcool foi a maior disponibilidade do complexo formado com 

o ácido palmítico. Em maiores proporções, é provável que o etanol tenha reagido igualmente 

com  ambos  os  ácidos  complexados,  mas  como  estava  em  maior  porcentagem,  o  ácido 

esteárico foi mais esterificado, o que resultou no aumento da seletividade.  
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O  ácido  esteárico  estava  em  vantagem  em  relação  ao  ácido  palmítico,  pois 

correspondeu à 53 %m da composição da mistura de ácidos graxos saturados avaliada. Porém, 

este último possui maior caráter ácido. Dessa forma, o mais provável é que o ácido palmítico 

forme complexo enzima-substrato mais facilmente do que o ácido esteárico, mesmo que este 

estivesse em maior quantidade no meio. No entanto, se a temperatura for considerada como 

fator de aumento do grau de agitação das moléculas,  é possível  concluir  que em maiores 

valores, aliou-se à vantagem do ácido esteárico para que mais do seu complexo fosse formado 

e, assim, resultasse em aumento da seletividade. Isso é o que está implícito no efeito linear 

positivo da temperatura em relação à preferência da lipase de  Rhizopus oryzae pelo ácido 

esteárico.

Dados  os  efeitos  e  suas  respectivas  significâncias  com  85%  de  intervalo 

deconfiança  (p <  0,15),  a  Tabela  4.19  foi  construída  com  o  intuito  de  apresentar  os 

coeficientes  de  regressão  para  o  modelo  quadrático  da  seletividade,  utilizando  lipase  de 

Rhizopus oryzae.

Tabela 4.19  ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Coeficientes de regressão do modelo da seletividade da lipase de  Rhizopus 
oryzae para a reação de esterificação do ácido esteárico, com nível de confiança de 85%. 

Fator Coeficiente a Desvio padrão p

Média das interações 0,43 0,004 0,007
(1) Quantidade de Enzima (L) -0,29 0,002 0,004
      Quantidade de Enzima (Q) 0,20 0,002 0,007
(2) Razão molar (L) 0,16 0,002 0,008
      Razão molar (Q) 0,19 0,002 0,008
(3) Temperatura (L) 0,11 0,002 0,01
      Temperatura (Q) 0,08 0,002 0,02
1 x 2 -0,20 0,002 0,008
1 x 3 -0,08 0,002 0,02
2 x 3 0,26 0,002 0,006
a Os efeitos significativos estão marcados em negrito.

Esse  estudo indicou  que  todas  as  variáveis  foram significativas  nas  condições 

selecionas. Com o intuito de observar se o modelo apresentou ajuste aos dados experimentais, 

bem  como  se  a  regressão  foi  significativa,  os  valores  de  Ftab,  Fcalc e  do  coeficiente  de 

correlação (R2) foram conferidos, como apresenta a Tabela 4.20.
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Tabela  4.20  ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ ComposiçANOVA para  o modelo  de seletividade  da lipase  de  Rhizopus oryzae em 
relação ao ácido esteárico.

Fonte de variação
Soma 

quadrática

Graus de 

liberdade

Média 

quadrática
Fcal

Regressão 3,7 14 0,26 5281,35
Resíduo 0,38 6 0,06
Falta de ajuste (FA) 0,38 5 0,08
Erro Puro (EP) 0,00005 1 0,00005
Total 3,44 15
R2 0,89
Ftab

(85% de confiança)
aF(14,1) = 26,94

a Fcalc para a falta de ajuste = MQFA/MQEP

De acordo com a análise de variância, o valor de Ftab foi muito inferior ao do Fcalc, 

indicando que o modelo é estatisticamente significativo, para 85% de intervalo de confiança. 

Considerando o valor  do coeficiente  de correlação próximo de 1,  foi  possível  escrever  a 

Equação 4.1 como modelo para a seletividade da lipase de  Rhizopus oryzae em relação à 

síntese de estearato e palmitato de etila.  Para tanto, foram considerados os coeficientes de 

regressão apresentados na Tabela 4.19 e os desvios padrões foram descartados, tendo em vista 

que apresentaram valor praticamente nulo. 

S=0,43−0,29 x1+0,2 x1
2+0,16 x2+0,19 x2

2+0,11 x3+0,08 x3
2

−0,2 x(1) x(2)−0,08 x(1) x(3)+0,26 x(2) x(3 ) (4.1)

onde  x1,  x2 e  x3  correspondem  à  valores  reais  de  quantidade  de  enzima,  razão  molar 

álcool:ácido graxo e temperatura, respectivamente.

Uma outra forma de avaliar o ajuste do modelo aos dados experimentais é através 

do gráfico representativo dos valores observados versus valores preditos (Figura 4.22).



Capítulo 4 - Resultados e Discussão 99

Figura 4.22   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ ComposiçValores observados  versus valores preditos para a seletividade da lipase de 
Rhizopus oryzae em relação ao ácido esteárico.

O ajuste do modelo foi verificado com o coeficiente de correlação R2, o qual foi 

calculado em 0,89, indicando que 89% da variabilidade da resposta pode ser explicado pelo 

modelo exposto na Equação 4.1.

De  maneira  geral,  a  lipase  de  Rhizopus  oryzae  apresentou  maior  seletividade 

quando a reação foi conduzida em maior temperatura e com razão molar mais elevada.  A 

interação entre essas duas variáveis foi responsável pelo segundo maior efeito. A Figura 4.23 

apresenta a superfície de resposta da seletividade em função de ambas. 
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Figura 4.23   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Superfície de resposta para a seletividade da lipase de Rhizopus oryzae em 
relação ao ácido esteárico como função da razão molar e temperatura, utilizando 4 %m de 
lipase de Rhizopus oryzae, 180 rpm, 5 %m de peneira molecular 5 Å e tempo reacional de 24 
h.  

Utilizando 4 %m de catalisador, foi possível aumentar 193% da seletividade da 

lipase de Rhizopus oryzae, ou seja, sua preferência pelo ácido esteárico, quando a razão molar 

álcool:ácido graxo foi alterada de 3:1 para 5,52:1 a 55 ºC. 

4.4.2.2 Comparação entre as seletividades das lipases de Candida antarctica e de Rhizopus  

oryzae em relação aos ácidos esteárico e palmítico

Previamente,  é  possível  afirmar  que  para  as  condições  estudadas,  a  lipase  de 

Candida antarctica é mais seletiva para ácido palmítico. Vale ressaltar que a faixa de valores 

selecionada não influenciou significativamente o resultado de seletividade para essa enzima.

Ao  contrário,  a  lipase  de  Rhizopus  oryzae,  apesar  de  ter  sido  seletiva 

majoritariamente  pelo  ácido  palmítico,  também  teve  preferência  pelo  ácido  esteárico  em 

alguns ensaios (4, 9 e 12 da Tabela 4.18). 
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Como a especificidade de uma enzima resulta da conformação das cadeias laterais 

de  aminoácidos  que  compõem o seu  sítio  ativo,  e  dos  que  o  cercam,  mais  dados a  esse 

respeito são necessários para confirmar a hipótese relacionada à forma e composição do sítio 

ativo da lipase de Rhizopus oryzae. 

4.4.3 Avaliação da seletividade das lipases de Candida antarctica e de Rhizopus oryzae  

utilizando  cargas  enzimáticas  iguais  na  reação  de  esterificação  dos  ácidos  esteárico  e  

palmítico

Nas reações  de esterificação da mistura  de ácidos graxos saturados,  realizadas 

segundo  planejamento  experimental  exposto  na  Tabela  4.13,  a  quantidade  de  catalisador 

utilizado foi dada em termos de massa/massa, dessa forma, levando em consideração que as 

duas enzimas estudadas possuem diferentes atividades de esterificação, conforme Tabela 4.2, 

para uma mesma reação, a quantidade de massa das duas lipases foi a mesma, mas a carga 

variou, sendo a da Candida antarctica sempre superior a da Rhizopus oryzae.

Para descartar a hipótese de que as lipases estariam obtendo resultados distintos 

de seletividade devido à diferença  das suas cargas,  foram realizadas  reações fixando-se a 

carga enzimática em 200 U. Nessas condições, a seletividade de ambas as lipases foi de 0,47, 

o que está de acordo com os resultados observados no planejamento experimental, nos quais, 

ambas as enzimas preferiram o ácido palmítico, tendo sido, a lipase de Candida antarctica,  

seletiva para o referido ácido em 100% dos ensaios. 

4.5 Avaliação da seletividade das lipases de  Candida antarctica e de  Rhizopus oryzae a 

partir de dados da esterificação química

Tendo em vista que a seletividade das enzimas é um dado importante no que diz 

respeito à sua melhor aplicação para a obtenção de um determinado produto com o maior 

rendimento  possível,  seja  ele  oriundo de ácido graxo saturado ou insaturado, conhecer  as 

condições em que é possível conduzi-la a selecionar majoritariamente um substrato ao invés 

do outro é objeto de estudo de diversas pesquisas acadêmicas (Meng et al. 2010 e 2011; Da 

Rós et al., 2012; Giua et al., 2012).

Nesse contexto, por se tratar de uma reação inespecífica, através da esterificação 

química,  foi obtido um valor de seletividade que representou a relação entre os ésteres de 

ácidos graxos desejados para cada substrato selecionado (óleo hidrolisado de peixe ou mistura 
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de ácidos  graxos saturados).  A Figura 4.24 apresenta as  seletividades  obtidas  através  das 

esterificações química e enzimática (obtida a partir do estudo com 200 U de lipase), utilizando 

o óleo hidrolisado de peixe e a mistura de ácidos graxos saturados palmítico e esteárico. A 

partir de sua análise, pode-se observar que é possível diminuir ou aumentar a seletividade por 

ácidos  graxos específicos  quando enzimas são utilizadas  como catalisadores,  graças à  sua 

versatilidade e especificidade.

Figura 4.24   ̶ Composiç , ̶ Composiç  ̶ Composiç Seletividades obtidas através das esterificações química e enzimática,  com 
carga fixa de 200 U, em óleo hidrolisado de peixe tilápia  e na mistura de ácidos graxos 
saturados palmítico (16:0) e esteárico (C18:0).

Através da esterificação química do óleo hidrolisado de peixe tilápia, foi obtida 

seletividade de 0,72 para representar a relação entre os ésteres do ácido oleico (C18:1) e do 

ácido eicosanóico (C20:0). Esse valor implica na obtenção de maior concentração de éster de 

ácido eicosanóico do que de ácido oleico ao final da reação. Por se tratar de um catalisador 

químico,  portanto,  sem  especificidade,  não  é  esperado  que  essa  preferência  pelo  ácido 

saturado seja alterada, mesmo que as condições reacionais sejam modificadas. 
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Entretanto, em se tratando de catalisador enzimático, para o mesmo substrato, a 

lipase de  Candida antarctica  apresentou seletividade maior (1,00), enquanto a de  Rhizopus  

oryzae foi menor (0,60). Além disso, como apresentado na Tabela 4.8, esse valor pode ser 

alterado de acordo com a condição reacional.  

Em relação à esterificação química dos ácidos graxos saturados, a relação entre os 

ésteres do ácidos esteárico (C18:0) e palmítico (C16:0) foi 0,43, o que significa a síntese 

preferencial  de  éster  de  ácido  palmítico.  Analisando  a  catálise  enzimática  para  o  mesmo 

substrato, ambas possuíram o mesmo valor de seletividade (0,47), inclusive, bem próximo 

daquele obtido para a catálise química, porém, isso não implica na falta de seletividade das 

lipases frente aos ácidos palmítico e esteárico, pois, como mostra a Tabela 4.18, esse valor 

pode ser alterado de acordo com as condições reacionais. 

Em suma,  a diferença no comportamento dos catalisadores  frente  aos mesmos 

substratos é consequência da especificidade inerente às enzimas, o que as tornam vantajosas 

em relação aos catalisadores químicos. Ao contrário dos catalisadores químicos, as enzimas 

possuem especificidade e são capazes de diferenciar seu comportamento frente aos substratos, 

de acordo com as modificações no meio reacional. Essa característica é devido à conformação 

do sítio  ativo,  bem como dos resíduos de aminoácidos  que o cercam.  Sabendo que estes 

podem possuir  cargas  e  diferentes  grupos  reacionais,  são  suscetíveis  à modificações  por 

fatores tais como solvente, pH, temperatura e substrato e, portanto,  terem sua seletividade 

alterada. Esse fato é o que as tornam alvos de diversos estudos com o objetivo de otimizar as 

reações de grande interesse para a síntese de produtos específicos.
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5 CONCLUSÕES

A hidrólise do óleo das vísceras de peixe tilápia foi satisfatória, o que garantiu 

alto índice de ácidos graxos livres para a reação de esterificação enzimática. 

Quando em contato  com o óleo  hidrolisado de peixe  tilápia,  cuja  composição 

consistiu numa mistura de ácidos graxos saturados e insaturados, nas condições avaliadas, as 

lipases de Candida antarctica e de Rhizopus oryzae foram mais seletivas para o ácido graxo 

saturado,  ácido  eicosanóico  (C20:0),  do  que  para  o  ácido  graxo  insaturado,  ácido  oleico 

(C18:1). 

Em relação às variáveis selecionadas para avaliar a influência na seletividade dos 

catalisadores, considerando 85% de confiança, nenhuma foi significativa para a ação da lipase 

de  Candida  antarctica.  Já  a  lipase  de  Rhizopus  oryzae, possuiu  maior  sensibilidade  às 

mudanças  conduzidas  nos  ensaios  de  esterificação  do  ácido  oleico  presente  no  óleo 

hidrolisado de peixe tilápia, nos quais, praticamente todas as variáveis apresentaram efeito 

significativo na sua seletividade em relação ao ácido oleico.

A lipase de Candida antarctica possuiu maior atividade de esterificação do que a 

lipase de de Rhizopus oryzae. A lipase de Candida antarctica converteu mais ácido oleico em 

oleato de etila do que a lipase de  Rhizopus oryzae, quando utilizado o óleo hidrolisado de 

peixe tilápia como substrato. 

Com nível de confiança de 85%, mais variáveis significativas foram encontradas 

para o modelo de conversão quando utilizado lipase de  Rhizopus oryzae. Dessa forma, esta 

enzima  foi  mais  sensível  às  alterações  do  meio  reacional  do  que  a  lipase  de  Candida 

antarctica.

Em relação ao meio contendo a mistura de ácidos graxos saturados, nas condições 

estudadas,  a lipase de Candida antarctica foi  seletiva para ácido palmítico em 100% dos 

ensaios  realizados  e  a  faixa  de  valores  selecionada  para  avaliar  a  influência  na  sua 

seletividade não afetou significativamente a resposta. 

Já  lipase  de  Rhizopus  oryzae  selecionou majoritariamente  o ácido  palmítico  e 

considerando  85%  de  confiança,  a  temperatura,  razão  molar  e  quantidade  de  enzima 

influenciaram  significativamente  na  seletividade.  Dessa  forma,  foi  possível  construir  um 

modelo para a seletividade da lipase de Rhizopus oryzae em relação ao ácido esteárico.
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A lipase de Candida antarctica foi responsável pelas maiores conversões de ácido 

esteárico em estearato de etila. Considerando nível de confiança de 85%, praticamente todas 

as variáveis selecionadas foram significativas para ambas as enzimas.

Quando  a  quantidade  de  enzima  foi  fixada  em  200  U,  a  lipase  de  Candida 

antarctica não fez distinção entre os ácidos oleico (insaturado) e eicosanóico (saturado), nas 

reações  de  esterificação  do  ácido  oleico  presente  no  óleo  hidrolisado  de  peixe  tilápia, 

enquanto  a  lipase  de  Rhizopus  oryzae esterificou  preferencialmente  o  ácido  eicosanóico 

(saturado). Portanto, nas condições avaliadas, a lipase de Rhizopus oryzae é a mais indicada 

para a obtenção de ésteres de ácidos graxos saturados, tais como biodiesel, componentes de 

creme rejuvenescedor, antimicrobianos, dentre outros. Já para o meio contendo a mistura de 

ácidos  graxos  saturados,  ambas as  lipases  apresentaram  o  mesmo  valor  de  seletividade, 

mantendo-se a maior afinidade pelo ácido palmítico. 

Ambas  as  lipases  alteraram  sua  seletividade  com as  mudanças  nas  condições 

reacionais,  o  que elucida  a  especificidade  característica  dos  catalisadores  enzimáticos, 

tornando-os vantajosos em relação aos catalisadores químicos no que se refere à síntese de 

produtos específicos. 
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6 TRABALHOS FUTUROS

Como possíveis trabalhos futuros, pode-se apontar: 

a)  estudar  a  quantidade  ideal  de  peneira  molecular  5  Å para  a  obtenção  de 

conversão  máxima  de  ácido  oleico  em  oleato  de  etila,  utilizando  o  óleo 

hidrolisado de peixe tilápia;

b)  estudar  a  quantidade  ideal  de  peneira  molecular  3  Å para  a  obtenção  de 

conversão  máxima  de  ácido  oleico  em  oleato  de  etila,  utilizando  o  óleo 

hidrolisado  de  peixe  tilápia  e  comparar  com os  resultados  obtidos  quando 

utilizado  peneira molecular 5 Å;

c) estudar temperatura ótima das lipases de  Candida antarctica e de  Rhizopus 

oryzae utilizando o óleo hidrolisado de peixe tilápia como substrato;

d) estudar temperatura ótima das lipases de  Candida antarctica e de  Rhizopus  

oryzae  utilizando  a  mistura  de  ácidos  graxos  saturados  contendo  ácido 

palmítico e ácido esteárico.
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