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RESUMO 

A produção de ésteres etílicos do óleo de canola pela lípase 

de Burkholderia cepacia foi investigada por meio de um 

planejamento fatorial 23 em que a temperatura (30 – 60 ºC), 

quantidade de enzima (5 – 10 %) e razão molar álcool:óleo 

(6:1 – 12:1) foram os efeitos e o rendimento em éster a va-

riável de resposta. A tabela de análise de variância indicou 

que para um intervalo de confiança de 90% a temperatura 

(p-valor de 0,064), razão molar (p-valor de 0,089), quanti-

dade de enzima (p-valor de 0,013) e a interação dos efeitos 

entre temperatura e quantidade de enzima (p-valor de 

0,030) apresentaram significância. A análise da estimativa 

dos efeitos padronizados da variável temperatura (+2,37) 

indicaram que a utilização da temperatura mais alta, assim 

como altas quantidades de enzima (+3,75) provocaram um 

efeito de aumento no rendimento. O aumento na razão 

óleo:álcool (-2,36) provocou a redução na produção de éster. 

Altas concentrações de enzima no meio reacional podem 

provocar a formação de aglomerados enzimáticos que di-

minuem a atividade catalítica devido à dificuldade do 

substrato em atingir o sitio catalítico, no entanto, nesse 

trabalho o rendimento de éster apresentou aumento quan-

do altas quantidades enzimáticas foram utilizadas. Os re-

sultados indicam que a formação desse aglomerado enzi-

mático provocou um efeito protetor do sítio catalítico da 

enzima contra efeitos deletérios causados pelo álcool e alta 

temperatura utilizada nos ensaios. 

PALAVRAS-CHAVE: Ésteres etílicos, enzima, plane-

jamento fatorial, óleo de canola. 

ABSTRACT

Ethyl esters of Canola oil was made by lipase from Burkhold-

eria cepacia. The production process was investigated using a 

23 factorial design in which the temperature (30 - 60 °C), 

amount of enzyme (5 – 10 %) and the molar ratio ethanol : oil 

(6:1 to 12:1) were the effects and ester yield the response vari-

able. The analysis of variance table indicated that for a 90% of 

interval confidence temperature (p = 0.064 ) molar ratio (p = 

0.089) , amount of enzyme (p = 0.013 ) and the interaction of 

effects temperature and amount of enzyme (p value = 0.030) 

were significant . The analysis of the estimated standard effects 

of temperature variable was (+2.37) indicated that the use of 

higher temperature as well as high amounts of enzyme (+3.75) 

caused increasing in ester yield. The increase in the molar ratio 

alccol:oil (-2.36) caused a reduction in the éster production. 

High enzyme concentrations in the reaction medium can cause 

the formation of agglomerates that reduce the enzymatic cata-

lytic activity due to the difficulty of the substrate reaches the 

catalytic site. However, in this study, the yield of ester in-

creased when high amounts enzyme was used. This results 

suggested that the formation of this enzyme cluster caused a 

protective effect of the enzime catalytic’s site against deleteri-

ous effects caused by alcohol and high temperature used in the 

tests. 

KEYWORDS: Ethyl ester, enzyme, factorial design, 

canola oil, response surface 

1. INTRODUÇÃO

A transesterificação de óleos vegetais, nas últimas

décadas, vem se destacando como uma reação impor-

tante para a produção de alquil ésteres de ácido graxos. 
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Os alquil ésteres são valiosos intermediários para a in-

dústria de óleo química1. Em especial, os metil ou etíl 

ésteres são potenciais substitutos aos combustíveis de 

origem fósseis, como o diesel.  

A reação de transesterificação geralmente é conduzi-

da a altas temperaturas e com razões molares de álcool 

em relação ao óleo, elevadas, na presença de catalisado-

res geralmente inorgânicos e homogêneos1. Essa confi-

guração reacional não permite a fácil separação do gli-

cerol e do catalisador, o que exige etapas de lavagem 

posterior ao processo, gerando resíduos aquosos tóxicos 

e subprodutos de baixa qualidade. 

 A reação de transesterificação pode ser realizada 

por rota química, supercrítica, tecnologia de membranas 

e dentre outras, a enzimática2,3. Na rota enzimática o 

grau de especificidade da reação para o substrato e for-

mação de produto é normalmente alto e ainda, têm-se as 

vantagens de utilizar condições reacionais mais brandas, 

menor gasto energético, facilidade de recuperação do 

glicerol, facilidade de purificação dos ésteres obtidos, 

evita a formação de sabões e propicia uma química mais 

verde4. No entanto os maiores desafios dos processos 

catalisados por enzimas são o alto custo e a instabilidade 

das enzimas aos meios reacionais a que elas são subme-

tidas5. 

As lípases têm mostrado serem catalisadores enzimá-

ticos promissores para conduzir várias reações como a 

esterificação, hidrólise, transesterificação e dentre outras, 

a síntese orgânica em ambientes reacionais restritos de 

água6. A Lípase de Burkholderia cepacia é importante 

pode ser uma enzima extracelular e vem progressiva-

mente sendo utilizada em reações de biotransformação 

em meios aquosos ou não. A alta potencialidade de apli-

cação das lípases de Burkholderia cepacia na produção 

de ésteres vem sendo amplamente estuda7,8.  

Os meios reacionais de produção de ésteres utilizan-

do lípases são conduzidos utilizando cossolventes como 

o t-butanol, n-hexano e dentre outro o n-heptano9. Os

cossolvente, no meio reacional enzimático, tem a função

de evitar a inibição das enzimas pelo substrato, entre-

tanto torna o meio reacional mais tóxico, oneroso e me-

nos eficiente10,11. Então o estudo de meios reacionais

livre de cossolvente é uma oportunidade de encontrar

uma configuração interessante para aplicação industrial

de produção de ésteres. No entanto os meios livres de

cossolvente são instáveis. A manipulação adequada das

variáveis de processo como a temperatura, razão molar e

quantidade de enzima, dentre outras variáveis pode ser

uma oportunidade de tornar o sistema mais eficiente e

promissor.

O excesso de álcool é empregado para assegurar uma 

alta conversão e minimizar os efeitos de restrições difu-

sionais. Entretanto, na síntese enzimática, níveis exces-

sivos de álcool podem inibir a enzima e diminuir sua 

atividade catalítica ao longo da reação. De acordo com 

Salis et al. (2005)12, uma alta razão álcool: substrato 

significa uma maior polaridade do meio que pode estar 

associada à inativação do biocatalisador ou ainda, à pos-

sibilidade de desestabilizar a camada de água essencial 

do sítio catalítico destes biocatalisadores12,13,14. Com o 

intuito de minimizar os efeitos da desativação enzimáti-

ca pelo excesso de álcool pode-se promover sua adição 

em etapas distintas no meio reacional15. 

A temperatura é uma variável importante no estudo 

de reações enzimáticas. O uso de temperaturas muito 

baixas permite estabilidade da enzima, mas provoca ve-

locidades reacionais menores e problemas difusionais 

pela baixa solubilidade do álcool no óleo. Temperaturas 

superiores podem aumentar a exposição do sítio ativo da 

enzima que propiciariam reações mais rápidas, no en-

tanto também pode causar inativação da enzima. 

O rendimento da reação enzimática pode ser aumen-

tado utilizando tempos reacionais longos ou ainda utili-

zando altas quantidades de enzima no meio reacional16. 

Mas altas quantidades de enzima podem provocar um 

efeito microscópico de aglomeração da enzima que pro-

vocaria um efeito redutor da atividade enzimática e que 

pode reduzir o rendimento da reação17. 

Uma oportunidade de investigar a influência de cada 

variável, temperatura, razão molar e quantidade de en-

zima e suas interações sobre a reação de transesterifica-

ção enzimática é a utilização de um planejamento fatori-

al com análise das superfícies de resposta. A superfície 

de resposta é a junção entre as técnicas estatísticas e 

matemática com grande aplicação na química e bioquí-

mica com a finalidade de desenvolver processos dimi-

nuindo a quantidade de experimento e aumentando a 

confiabilidade maximizando resultados (Domingos et al., 

2008).  

No presente trabalho foi estudada a influência das 

variáveis temperatura, quantidade de enzima e razão 

molar álcool:óleo e suas interações de segunda e terceira 

ordem sobre o rendimento de produção de éster do óleo 

de canola em meios isentos de cossolvente utilizando 

lípase de Burkholderia cepacia. As variáveis foram ava-

liadas em dois níveis com quatro repetições no ponto 

central. Os resultados foram descritos em função da aná-

lise de variância e superfícies de respostas afim de mos-

trar quais as variáveis mais importantes e suas influên-

cias na produção de ésteres etílicos. 

2. MATERIAL E MÉTODOS

Materiais 

A enzima lípase de Burkholderia cepacia foi adqui-

ridas da Sigma Co, St. Louis, MO, EUA. O etanol abso-

luto P.A. empregado foi da marca Cinética, Brasil. O 

n-hexano, o álcool n-propílico (Mallinckrodt Chemicals)

e a acetonitrila (J.T. Baker). O óleo de canola foi

comprado em um mercado local com características de
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óleo refinado. 

Métodos 

Reação de transesterificação: Os ensaios para a síntese 

de ésteres etílicos foram conduzidos em reatores de 50 

mL, acoplados a condensadores. Os reatores e conden-

sadores foram mantidos em temperatura 

e agitação constantes utilizando banhos 

termostatizados e agitadores magnéticos. 

A temperatura de reação (40, 50 e 60ºC), 

quantidade de enzima (5; 7,5 e 10%) 

razão molar óleo:álcool (1:6; 1;9 e 1;12) 

e tempo de reação (0 - 72 horas) e as 

retiradas das amostras foram 

pré-determinados na execução do pla-

nejamento experimental.  

Cálculo do rendimento em éster: O 

rendimento em éster das amostras foram 

calculados como descrito pela equação 

(1), Em que mol de componentes i formados é o número 

de mol de éster formados no meio reacional até o mo-

mento da retirada da amostra e mol de componente i 

possíveis de serem formados é a quantidade máxima 

possível de ser obtida, calculada partindo da quantidade 

de triacilglicerídeos presente no meio reacional no início 

do ensaio18. 

(

(1) 

Análise das Amostras: Para identificação dos triacil-

glicerídeos, diacilgliceróis, monoacilgliceróis e ésteres 

em CLAE foi utilizado o método de gradiente combina-

do linear aquoso-orgânico/não aquoso. Este método con-

siste na construção de um gradiente ternário com tempo 

total de 42 minutos. A condição inicial foi de 30 % de A 

+ 70 % de B, 100 % de B em 15 min, 50 % de B + 50 %

de C em 24 min, seguida por 12 min de eluição isocráti-

ca de 50 % de B e 50 % de C. Nos últimos 6 min foi

retomado o gradiente inicial (30 % de A + 70 % de B),

para restabelecer as condições iniciais de operação da

coluna. A coluna foi operada a 40 ºC, com detecção

UV-VIS a 210nm, com injeção de 20 μL e vazão de 1

mL.min-1. As curvas de calibração foram construídas a

partir de diluições consecutivas das misturas de padrões

de trioleina, 1,2-dioleina, 1-monooleina e oleato de etila

e a quantificação foi realizada somando as áreas relativas

das espécies químicas comuns, submetidas à curva de

calibração.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados de rendimento em éster em função dos 

experimentos delineados no planejamento fatorial 23
 

com as condições operacionais estão descritos na Ta-

bela 1. Os maiores rendimentos alcançados para o 

tempo de 1440 minutos foram obtidos nas condições 

impostas pelos experimentos 6 e 8, em que, respecti-

vamente os rendimentos foram 31,18 e 29,80%.  

Tabela 1. Resultados dos rendimentos em éster alcançados em função 

dos experimentos do planejamento fatorial 23. 

A transesterificação do óleo de girassol realizada 

por um fermentado liofilizado contendo lípase obtida 

da bactéria Burkholderia cepacia apresentou rendi-

mentos de 40% em 48 horas e 100% em 96 horas, 

utilizando heptano como co-solvente8. Royon et al. 
(2007)11 utilizando óleo de algodão e metanol como 

substrato para a lípase obtida de Candida antártica 

imobilizada apresentou rendimento de 90% em 10 

horas de reação, no entanto t-butanol foi utilizado 

como co-solvente. Em condições livres de co-solvente 

a enzima foi totalmente inibida e não ocorreu reação11. 

Esses resultados demonstram a potencialidade de uso 

da Burkholderia cepacia, que apresenta rendimentos 

interessantes sem a utilização de cossolvente que au-

mentam o custo do processo produtivo e ainda difi-

culta o processo de purificação dos produtos. 

Figura 1. Produção de ésteres de etila pela lípase de Burkholderia 

cepacia. 

A Figura 1mostra o rendimento de produção de éster 

ao longo da reação. É possível identificar a rápida pro-

dução de éster nos primeiros instantes de reação indi-

cando o potencial de produção de ésteres etílicos utili-

zando lípase de Burkholderia cepacia, com exceção dos 

Experimento
Temperatura 

(ºC)

Razão Molar 

(álcool:óleo)

Quantidade de Enzima 

(%)

Rendimento em Éster 

(%)

Exp1 40 6 5 22,45

Exp2 60 6 5 19,52

Exp3 40 12 5 17,76

Exp4 60 12 5 18,52

Exp5 40 6 10 24,98

Exp6 60 6 10 31,18

Exp7 40 12 10 17,75

Exp8 60 12 10 29,80

Exp9 50 9 7,5 27,29

Exp10 50 9 7,5 25,81

Exp11 50 9 7,5 22,43

Exp12 50 9 7,5 25,18
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experimentos 3, 4 e 7 em que a velocidade inicial de 

reação foi menor.   

A superfície de resposta para o rendimento de pro-

dução de éster em função da razão molar e temperatura é 

mostrada na Figura 2, e demonstra que o rendimento de 

éster aumenta quando a razão molar utilizada nos expe-

rimentos está no nível mais baixo. A utilização de razões 

molares elevadas é comumente utilizada para garantir 

um alto rendimento devido ao deslocamento do equilí-

brio em favor da formação de produtos e ainda minimi-

zar os efeitos de restrições difusionais. Entretanto, na 

síntese enzimática, altas razões molares álcool:óleo pode 

causar um efeito inibidor na enzima. 

 está descrita a análise de variância para o rendi-

mento de éster do óleo de canola pela enzima Burkhol-

deria cepacia. Analisando o p-valor associado aos efei-

tos estudados foi possível verificar que a temperatura, a 

quantidade de enzima e a interação entre esses efeitos 

foram as variáveis que mais fortemente influenciaram no 

rendimento de produção de éster pela lípase de 

Burkholderia cepacia em meio livre de solvente no in-

tervalo de confiança de 90%. 

O valor do R2 apresentado pelo modelo estatístico de 

regressão foi de 0,88, o erro experimental associado aos 

dados foi de 6,22% indicando boa confiabilidade no 

modelo de regressão dos dados que é descrito pela 

Equação (2). 

Tabela 2. Análise de variância para rendimento de éster do óleo de 

Canola utilizando lípase de Burkholderia cepacia em meio livre de 

solvente. 

(2)

A superfície de resposta para o rendimento de pro-

dução de éster em função da razão molar e temperatura é 

mostrada na Figura 2, e demonstra que o rendimento de 

éster aumenta quando a razão molar utilizada nos expe-

rimentos está no nível mais baixo. A utilização de razões 

molares elevadas é comumente utilizada para garantir 

um alto rendimento devido ao deslocamento do equilí-

brio em favor da formação de produtos e ainda minimi-

zar os efeitos de restrições difusionais. Entretanto, na 

síntese enzimática, altas razões molares álcool:óleo pode 

causar um efeito inibidor na enzima. 

Figura 2. Superfície de resposta para rendimento em éster do óleo 

de Canola pela enzima Burkholderia cepacia em função da razão mo-
lar e temperatura. 

De fato, esse efeito pode provocar uma diminuição 

na sua atividade catalítica como descrito por Salis et al. 

(2005)12, Kose et al. (2002)13 e Yang et al. (2004)14 que 

dizem poder existir uma mudança na polaridade do mi-

croambiente reacional quando uma alta razão molar é 

utilizada e que essa mudança pode provocar a desestabi-

lização da camada de água essencial do sítio catalítico da 

lipases que leva a inativação12,13,14. 

Quando a temperatura do meio 

reacional mais alta é utilizada, 

também se verifica aumento no 

rendimento. No entanto foi possí-

vel perceber, que também, rendi-

mentos elevados foram obtidos 

quando baixos valores de tempera-

tura foram utilizados, mostrando 

que para a superfície de resposta de 

rendimento em função da tempera-

tura e quantidade de enzima os 

efeitos de interação entre as duas variáveis são mais im-

portantes que os efeitos puros.  

A superfície de resposta em função da quantidade de 

enzima e temperatura é mostrado na Figura 3 e demons-

tram que maiores rendimentos de produção de ésteres 

são alcançados quando a temperatura do meio reacional 

foi utilizada no nível mais alto e que quando altas con-

centrações de enzima estão presentes no meio reacional. 

De acordo com Fu et al. (1995)16 o rendimento de um 

produto enzimático pode ser aumentado se tempos de 

reação mais longos forem utilizados ou se maiores quan-

tidades de enzima sejam adicionados ao meio reacional16. 

Por outro lado, Prazeres et al. (1992)17 afirma que alta 

concentração de enzima no meio reacional pode provo-

Soma 

Quadrática

Graus de 

Liberdade

Média 

Quadrática
Fcalc p- valor

Temperatura (ºC) 32,36 1 32,36 4,58 0,099

Razão Molar (alcool:óleo) 25,63 1 25,63 3,63 0,129

Quantidade de Enzima (%) 81,05 1 81,05 11,48 0,028

Temperatura (ºC) x Razão Molar (alcool:óleo) 11,37 1 11,37 1,61 0,273

Temperatura (ºC) x Quantidade de Enzima (%) 52,10 1 52,10 7,38 0,053

Razão Molar ( alcool:óleo) x Quantidade de Enzima (%) 1,07 1 1,07 0,15 0,717

Temperatura (ºC) x Razão Molar ( alcool:óleo) x 

Quantidade de Enzima (%)
0,59 1 0,59 0,08 0,788

Erro 28,23 4 7,06

Total SS 232,39 11
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car um efeito de aglomeração das enzimas que pode di-

minuir a atividade catalítica da enzima17. A utilização de 

altas quantidades de enzimas pode ter provocado a di-

minuição da atividade catalítica, no entanto, o aumento 

da temperatura compensou o efeito de diminuição da 

atividade provocada pela alta quantidade e enzima do 

meio reacional.  

Para esse caso foi possível observar que a utilização 

de altas quantidades de enzima no meio reacional apre-

sentou um efeito de aumento do rendimento. Enquanto 

que a alta razão molar provocou a diminuição o rendi-

mento produção de éster, mas quando valores elevados 

de quantidade de enzima foram usados os rendimentos 

também foram relativamente altos, mesmo quando altas 

razões molares foram utilizadas. 

Figura 3. Superfície de resposta para atividade de produção de éster 

do óleo de Canola pela enzima Burkholderia cepacia em função da 

quantidade de enzima e temperatura. 

A superfície de resposta descrita pela Figura 3 de-

monstra a influência que a quantidade de enzima e a 

razão molar têm sob o rendimento em éster.  

Figura 4. Superfície de resposta para rendimento em éster do óleo de 

Canola pela enzima Burkholderia cepacia em função quantidade de 
enzima e razão molar. 

4. CONCLUSÃO

Os maiores resultados de rendimento em éster en-

contrados foram de 31,18% nas condições de 60 ºC de 

temperatura, razão molar álcool: óleo de 6:1 e 10% de 

enzima em relação meio reacional. A temperatura, quan-

tidade e enzima e a interação desses efeitos foram as 

variáveis que mais fortemente influenciaram no rendi-

mento de produção de éster para um intervalo de confi-

ança de 90%. As superfícies de respostas indicaram que 

maiores rendimentos podem ser obtidos quando a tem-

peratura e quantidade de enzima são maximizados no 

meio reacional por um possível efeito de proteção cau-

sado pela alta concentração de enzima no meio reacional 

e que altas razões molares provocaram um efeito de re-

dução do rendimento. 
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