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FACTORIAL DESIGN FOR THE SYNTHESIS OF ETHYL OLEATE CATALYZED BY NATIVE LIPASE Aspergillus niger. This
work reports the use of the Octave, a free computational software, to optimize the experimental design in the synthesis of ethyl oleate

from oleic acid and ethanol catalyzed by a native lipase from Aspergillus niger. The central composite factorial design (CCD) was

performed with 2 levels and 3 variables (temperature, mass of native A. niger lipase and oleic acid:ethanol molar ratio) in conjunction
with response surface methodology (RSM). The results indicate that variable 1 (oleic acid:ethanol molar ratio; X,) and 2 (mass of A.
niger lipase, X,), as well as the interaction between them, are statistically significant. The optimal reaction condition was estimated
using ANOVA data and the response surface. The experimental results are consistent with those estimated, and thus, ethyl oleate
was obtained with conversion (> 90%) using oleic acid and ethanol in a 1:2 molar ratio, A. niger lipase (8,00 mg) and temperature

of 45 °C in 6 hours of reaction.
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INTRODUCAO

O 4cido oleico € um dos 4cidos graxos predominantes nos 6leos
vegetais e gorduras animais.'~ Como importante produto da reacdo de
esterificacdo entre o 4cido oleico e etanol, o oleato de etila € um éster
graxo de ampla aplicagdo nas industrias de alimentos e cosméticos,
pode ainda ser utilizado como solvente na inddstria farmacéutica,
lubrificante, plastificante, na produgéo do biodiesel, ou como aditivo
no 6leo diesel.'*

Os ésteres graxos sdo obtidos por reagdes de esterificagdo e
transesterificacio catalisadas por dcidos inorganicos liquidos, dcidos
s6lidos ou catdlise basica. Comparativamente, os dcidos inorganicos
liquidos exibem desvantagens pela corrosdo de equipamentos,
dificuldade na separagéo/recuperacao do produto e danos ocasionados
por poluicdo ambiental. Os 4cidos s6lidos oferecem desvantagens pela
baixa atividade catalitica, facil desativagdo e adsor¢io de produtos.
J4 a catdlise em meio bésico € simples e apresenta altos rendimentos,
todavia, a necessidade de um nimero significativo de etapas para a
purificagdo e separagdo dos produtos € apontada como desvantagem.
No contexto industrial, deve-se considerar que a purificacido do
produto demanda grandes quantidades de 4gua e, consequentemente
geracdo de efluentes, cujo tratamento leva a um aumento do custo
final de producéo, bem como, prejuizos ambientais.>®

Para superar as desvantagens supracitadas, as reacdes catalisadas
por enzimas tém sido investigadas como uma alternativa interessante
aos métodos tradicionais oferecendo vantagens,®!'' como atuagio
em condic¢des reacionais brandas (temperatura, pressido e pH),
minimizagdo da formagao de subprodutos e facilidades na recuperagio
do produto final, caracteristicas essas que conferem processos mais
econdmicos e sustentdveis.*!>!3 Além disso, as reacoes catalisadas
por enzimas apresentam alta especificidade e seletividade (regio,
quimio e enantioseletividade), e sdo consideradas biodegradaveis.!>!?

Em especial, a classe de lipases (EC. 3.1.1.3) tem=se destacado,
pois apresentam estabilidade frente aos sistemas aqua-restrito e ndo
necessitam de cofatores.'*'® A busca por novos biocatalisadores
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estimula a exploracdo da biodiversidade brasileira para o isolamento
de novos microorganismos de plantas, fungos ou células animais
como fontes produtoras de enzimas.'”'® Considerando a extraordindria
diversidade microbiana e a importancia dos fungos como produtores
de enzimas, as lipases microbianas constituem importante grupo de
catalisadores para uso sintético, sobretudo pela fécil produgdo em
larga escala e alta estabilidade.!>"*

Carvalho e colaboradores identificaram, caracterizaram e isolaram
a partir de amostras de solo coletadas no sudoeste do Brasil, quatro
espécies do fungo de Aspergillus (A. flavus, A. niger, A. oryzae e
A. terreus) definidas pela alta producdo de lipase, as quais foram
avaliadas na esterificacdo enantioseletiva entre (R,S)-2-octanol,
(R,S)-ibuprofen, (R,S)-ketoprofen.!”?2* Os resultados apontaram
que as lipases exibem estabilidade em temperaturas elevadas e alta
enantioseletividade, conferindo caracteristicas importantes para a
aplicacdo na biocatdlise em meio orgénico.'720:224

Lipases flingicas obtidas a partir dos fungos de Geotrichum
candidum, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Rhizopus delemar e
Penicillium expansum'**>?’ também desempenham excelente potencial
catalitico na hidrélise de 6leos marinhos, sintese de ésteres de dcidos
graxos poliinsaturados (biodiesel) e de ésteres de aroma.!>!62

Embora as reagdes de esterificagiio catalisadas por lipases tenham
sido extensivamente reportadas na literatura devido a versatilidade, alta
especificidade e potenciais aplicag¢es,>'62*225 h4 poucos relatos sobre
a aplicabilidade da lipase nativa de A. niger extraida de solo brasileiro
na reagdo de esterificagdo entre o 4cido oleico e etanol. Assim com
a finalidade de conduzir tais reagdes de forma racional, procuramos
avaliar parametros que promovem altas taxas de conversdes em
condi¢des reacionais amenas, reprodutiveis e de baixo custo.

Virios parametros reacionais influenciam na eficiéncia catalitica
de um processo como a especificidade da enzima, a concentragio dos
reagentes, o solvente do meio reacional (aquoso ou aqua-restrito),
a razdo molar entre os substratos, temperatura, tempo reacional,
bem como, o potencial hidrogenionico.?* Conduzir sinteses por
planejamento estatistico experimental € relevante, pois viabiliza a
realizacdo de menor nimero de experimentos, e sobretudo oferece
maior confiabilidade quimica e estatistica quando comparado com
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o procedimento univariado convencional. O sucesso na execucio
do planejamento permite a descri¢do e validacdo de um modelo
matemdtico que facilita a predi¢do de varidveis significativas que
devem ser avaliadas como parmetros para rea¢des.*

A andlise estatistica dos dados pode ser realizada empregando
o Octave,’! o qual oferece um sistema operacional de livre acesso
e gratuito, e ainda € distribuido sob termos que garantem amplo
uso para seus usudrios como: executar, copiar, distribuir, estudar,
alterar e melhorar o programa. Outra vantagem € que o programa
pode ser operado em vdarios sistemas operacionais, como o Linux,
Unix, Mac OS X e Microsoft Windows, sendo possivel executd-lo
em duas versdes: Command Line Interface (CLI) e Graphical User
Interface (GUI).332

A versdo Octave licenca livre (4.2.1) permite efetuar cdlculos
de efeitos em planejamento fatorial completo, contrastes para
planejamento fraciondrio, proposi¢cdo de modelos de regressio de
primeira ou segunda ordem, visualiza¢do de superficie de resposta
e grifico de contorno. Para a execugdo da versdo algumas etapas
podem ser realizadas, tais como triagem das varidveis, proposi¢ao de
modelos, Analysis of Variance (Anova), avaliacdo dos coeficientes e
validac¢do do modelo proposto.*

Na literatura sdo escassos os trabalhos que empregam o programa
Octave para andlise estatistica em reagdes de esterificagdo catalisada
por lipases. Este trabalho tem como objetivo oferecer pela primeira
vez o uso do programa livre Octave como ferramenta para a
otimizacdo do planejamento experimental na sintese do oleato de etila
a partir do 4cido oleico e etanol catalisado por uma lipase nativa de
Aspergillus niger (A. niger — produzida pela cepa fingica isolada em
territdrio brasileiro) (Esquema 1). Para a determinacdo das condi¢oes
reacionais foi realizado o planejamento fatorial Central Composite
Design (CCD) com 2 niveis e 3 varidveis (temperatura, massa da
lipase nativa de A. niger e a razdo molar do 4cido oleico:etanol)
em conjunto com a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR).

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

A lipase de A.niger (0,56 U mg') foi utilizada na forma livre
e liofilizada.”?* Os solventes e reagentes utilizados na reacdo de
esterificagdo: acido oleico comercial, etanol e n-hexano foram
adquiridos da Alphatec (Brasil, BR) e apresentam grau de pureza
analitica (> 99%). O padrao oleato de etila foi obtido por sintese
enzimdtica catalisada pela lipase comercial Lipozym 435 (lipase
B de Candida antarctica imobilizada em resina macroporosa)
(> 2000 Ug"), a qual foi gentilmente doada pela Novozymes
(Araucdria, Parand, Brasil). O procedimento experimental e a
caracterizacio espectroscopica estdo apresentados no material
suplementar (Figuras 18, 2S e 3S).

Planejamento fatorial

Para a otimizagdo das condi¢des experimentais foi utilizado o
planejamento fatorial composto central (CCD) com metodologia de
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superficie de resposta. Dezessete experimentos foram realizados,
conforme matriz de contraste apresentada na Tabela 1. Trés varidveis
(k =3) foram estudadas: razao molar 4cido oleico:etanol (mmol) (X)),
massa da lipase de A. niger (mg) (X,) e temperatura (°C) (X;). Os
niveis avaliados foram - a, -1, 0, +1 e + a, onde o = [2k]1/4 = 1,68.
Trés repeti¢des foram realizadas no ponto central. A resposta medida
foi a conversdo do 4cido oleico em oleato de etila, calculada por
CG-FID e expressa em percentual. A andlise estatistica dos resultados
foi realizada no programa Octave (versdo 4.2.1).%!

Sintese do oleato de etila catalisada pela lipase de A. niger

Em um erlenmeyer foram adicionados a lipase de A. niger
(8,00-92,00 mg), o 4cido oleico (1 mmol, 310 pL) e o etanol
(0,32-3,68 mmol) em diferentes razdes molares (acido oleico:etanol)
(1:0,32-1:3,68) acrescidos de 25 mL de n-hexano. A mistura foi
mantida sob agitagdo a 150 rpm em banho termostatizado nas
temperaturas selecionadas entre 20-70 °C por 6 h. Ao término
da reacdo a enzima foi decantada por centrifuga¢do a 1500 rpm
e em seguida a solucdo foi filtrada para a separacdo da lipase.
A sintese do oleato de etila foi realizada conforme os niveis das
varidveis apresentados na Tabela 1. O sobrenadante remanescente
foi quantificado por cromatografia gasosa (CG-FID) e pelo método
Lowry-Tinsley.?>-3¢

Cromatografia gasosa (CG-FID)

As andlises foram realizadas em cromatégrafo gasoso Shimadzu
GC-17A com detector FID, equipado com coluna capilar HP-
INNOWAX com 30 m de comprimento, 0,250 mm de diametro
interno, 0,25 pm espessura do filme. As condigdes de anélise foram:
Injetor = 240 °C, Detector = 260 °C, programagao = 80 a 240 °C com
razdo de 10 °C min’!, Split 1:9, pressdo do N, = 101 kPa, injecdo
manual de 1 pL.

A quantificagdo da sintese do oleato de etila via catdlise
enzimdtica (lipase nativa de A. niger) é comparada em funcio dos
diferentes tempos de retencdo dos padrdes (dcido oleico comercial e
oleato de etila obtido via sintese com a lipase Lipozym 435).

A drea dos picos foi determinada pela integral definida e expressa
em porcentagem relativa conforme apresentado na Equacio (1),
onde A, e A,sdo a drea do éster (oleato de etila) e do acido oleico,
respectivamente. Os cromatogramas dos padrdes e da aliquota da
reagdo obtida a partir da reagdo catalisada pela lipase nativa de A.
niger estdo apresentados no material suplementar (Figura 3S).

Lx]()o 1)

a—Ae

Yoéster =

Método colorimétrico de Lowry-Tinsley®

Em um baldo volumétrico de 25 mL foram preparadas solugdes
de 4cido oleico em distintas concentragdes de 4 — 80 mmol L' em
n-hexano. A partir da solug@o inicial aliquota de 0,5 mL foi diluida
em n-hexano em baldes volumétricos de 10 mL. Posteriormente, 3 mL
da solug@o final contendo o 4cido oleico foi adicionada a 7,5 mL do
reagente de Lowry (solucdo contendo 5% de acetato de cobre (II)

n-hexano
oleato de etila

Esquema 1. Esterificagdo do dcido oleico com etanol catalisada pela lipase nativa de A. niger
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—pH 6,0-6,2). Duas fases foram observadas e misturadas por 1 min em
agitador tipo vértex, posteriormente, centrifugadas por 10 min a 1500
rpm. A absorbéancia do sobrenadante foi monitoradaem A, =715 nm
em espectrofotometro UV-Vis Varian Cary 50. A conversio ao oleato
de etila (%) foi determinada a partir do desaparecimento do dcido
oleico no meio reacional, associado a absorbancia obtida por curva
de calibragdo (Figura 4S).

Rotinas computacionais

Inicialmente as respostas de conversdo ao oleato de etila foram
avaliadas pelo diagrama de dispersdo®-*® (Tabela 1S), a partir dessa
andlise optou-se por utilizar como resposta os valores de conversdes
experimentais obtidos pelo método CG-FID.

Na fungdo computacional denominada por “regression2” é
possivel obter resultados da andlise de variancia (Analysis of variance,
Anova). A partir dessa andlise foram gerados gréficos que expressam
as médias quadraticas da regressao, residuo, erro puro e falta de ajuste,
além dos testes F calculados e tabelados. Os valores de coeficientes
de regressdo, valores experimentais versus previstos, valores previstos
versus residuos, histograma dos residuos e coeficientes de regressio
também foram determinados.*

A rotina “super_fabi” foi utilizada para gerar a superficie de
resposta, e assim, visualizar as condi¢des operacionais 6timas do
modelo calculado.® Os célculos foram realizados utilizando as rotinas
computacionais disponibilizadas por Pereira e Pereira-Filho.*

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trés varidveis foram selecionadas para avaliar as condi¢des
reacionais 6timas na sintese do oleato de etila catalisada pela lipase
nativa de A. niger, sendo: razdo molar dcido oleico:etanol (X,), massa
da lipase de A. niger (X,) e temperatura (X;).

Os resultados de conversdo ao oleato de etila a partir do
planejamento fatorial 2* com pontos centrais e axiais, varidveis
codificadas e reais, e a resposta expressa em conversao ao respectivo
éster estdo apresentados na Tabela 1.

Ap6s definir as varidveis e os efeitos significativos na sintese
do oleato de etila, os resultados foram ajustados por andlise de

Quim. Nova

regressdo multipla para um modelo polinomial, de forma que a fungéo
ajustada estd descrita na Equag@o (2), onde X, corresponde a razdo
molar dcido oleico:etanol, X, € a massa da lipase nativa de A. niger.
A significancia estatistica do modelo foi verificada pela andlise de
variancia (ANOVA)* a um nivel de confianca de 95 % (p < 0,05).
De forma que quando o valor p € menor ou igual a 0,05 o modelo
¢é considerado estatisticamente significativo, mas quando o valor p
for maior ou igual a 0,05 passa a ser considerado nio significativo.*!
A equacgdo ajustada referente ao modelo polinomial (Equagdo 2)
apontou seis coeficientes: b0 (constante), b1, b2 (coeficientes lineares
referentes as varidveis X, e X,) bl1, b22 (coeficientes quadraticos
referentes as varidveis X,? e X,?) e b12 (coeficiente de interacdo de
segunda ordem referente as varidveis X, e X,), validos com 95% de
confianca como mostra a Equacio 2.

Resposta = 98,34 + 2,4x, — 2,28x, — 7,02x,> — 1,32x,> — 3,37x,, (1)

Através da andlise estatistica dos resultados nota-se que o modelo
de regressdo apresentou falta de ajuste (p = 0,07), o que ndo indica
que o modelo falhou em descrever adequadamente a relacdo funcional
entre os fatores experimentais e a varidvel de resposta, uma vez que
houve pouca variabilidade das respostas no ponto central (experimentos
15-17, Tabela 1) devido a boa reprodutibilidade do método de sintese
e precisdo da técnica analitica utilizada para obtengdo das respostas.
Nesse sentido, algumas estratégias foram adotadas para recalcular o
modelo tais como: i. refazer o célculo ignorando a falta de ajuste; ii.
utilizar a média quadrdtica dos residuos (MQr).*

Para o valor do teste ¢ de Student*'* (razdo entre o coeficiente
estimado e seu erro padrdo) utilizou-se 1 a fim de obter um perfil
da melhor condigdo de trabalho, dessa forma, foi possivel calcular
o erro dos coeficientes ao invés do intervalo de confianga. E a partir
desse valor o célculo do intervalo de confianga € realizado através
da Equagio 3:

Coef_e = [(Diagonal principal da matriz X'X"'*Varidncia)*0.5]*t (3)

Ao utilizar 1 no valor de ¢, substituindo o valor obtido no calculo
da regressdo (nesse caso 2,22), o resultado da variancia calculada vs

Tabela 1. Planejamento fatorial composto central 2° e a resposta obtida através da quantificagdo do oleato de etila

Razao 4cido oleico:etanol (X;) Massa da lipase de A. niger (X,) Temperatura (X,) Resposta
Experimentos =\ ificado  Real (mmol) Codificado Real (mg) Codificado Real (°C) Conversf‘(; )CG'F D
1 -1 1:1 -1 25 -1 30 96,00
2 +1 1:3 -1 25 -1 30 98,40
3 -1 1:1 +1 75 -1 30 95,20
4 +1 1:3 +1 75 -1 30 81,80
5 -1 1:1 -1 25 +1 60 95,50
6 +1 1:3 -1 25 +1 60 96,70
7 -1 1:1 +1 75 +1 60 94,90
8 +1 1:3 +1 75 +1 60 85,00
9 -1,68 1:0,32 0 50 0 45 58,70
10 +1,68 1:3,68 0 50 0 45 90,00
11 0 1:2 -1,68 8 0 45 90,90
12 0 1:2 +1,68 92 0 45 90,00
13 0 1:2 0 50 -1,68 20 95,20
14 0 1:2 0 50 +1,68 70 95,50
15 0 1:2 0 50 0 45 98,20
16 0 1:2 0 50 0 45 97,90
17 0 1:2 0 50 0 45 98,00
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Tabela 2. Andlise de varidncia (ANOVA) para a resposta de conversdo ao respectivo oleato de etila

Parametros Soma Quadratica Grau de Liberdade =~ Média Quadratica Teste F Efeitos p-valor
Regressao (SQR) 828,27 5 207,07 3,62 0,07
Residuo (SQres) 685,82 11 57,15 X, 0,27
Erro puro (EP) 15,75 1,97 85,09 X, 0,30
Falta de ajuste (SQfaj) 670,07 167,52 X2 0,008
Total 1514,1 16 X, 0,56
R? 0,547 X 0,24

*Significativo ao nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

variancia, ndo serd influenciada pelo valor de 7, obtendo-se assim o
erro dos coeficientes. A partir dessas consideracdes foram obtidos os
dados da andlise de varidncia (ANOVA) apresentados na Tabela 2.

A varidvel X,>mostrou-se estatisticamente significativa (p <0,05),
entretanto, devido a falta de ajuste apresentada pelo modelo ndo houve
uma boa correlagio entre os coeficientes levando a uma regressdo nio
significativa (p >0,05). Contudo, o modelo ainda pdde ser utilizado
para obter um perfil da melhor condig@o de trabalho através do modelo
de superficie de resposta.

A maneira mais confidvel e descrita na literatura para avaliar a
qualidade do ajuste do modelo é empregando a analise de variancia
(ANOVA).* Nessa andlise a varia¢do total da resposta € estabelecida
através da soma quadratica da regressido (SQR) e a soma quadritica
dos residuos (SQres). A soma quadratica total das varidveis corrigida
para a média (SQtotal) pode ser descrita pela Equagdo 4.4

SQtotal = SQR + SQres 4

A média quadritica (MQ) € obtida dividindo a soma quadratica
de cada parametro pelo seu respectivo nimero de grau de liberdade.
A razdo entre a média quadrdtica da regressdo (MQreg) pela média
quadrética dos residuos (MQres) € usada para comparar as fontes
de variacdo através do teste F (distribuicdo de Fisher), levando
em consideragdo seus respectivos nimeros de graus de liberdade.
O mesmo raciocinio pode ser aplicado para a razdo entre a média
quadrética da falta de ajuste (MQfaj) e média quadratica do erro
puro (MQep).*

Dessa forma, para obter um modelo ideal e apresentar alta
regressdo combinada com uma baixa falta de ajuste, € necessario que
a maior parte da variacd@o total das observagdes em torno da média
seja explicada pela equacdo de regressdo e o restante provavelmente,
ficard com os residuos. Espera-se ainda que da variagdo dos residuos
amaior parte exiba apenas (erro experimental) e ndo considere a falta
de ajuste, que estd diretamente relacionada ao modelo.*

Outros parametros que corroboram para analisar toda variagdo
em torno da média sdo explicados pela regressdo, considerando o
valor do coeficiente de variagdo R?e o gréfico dos residuos.* O valor
de R? representa a fragiio da variagdo que € explicada pela falta de
ajuste do modelo. Quanto mais préximo de 1 o valor do coeficiente
estiver, melhor serd o ajuste do modelo e as respostas observadas.**

Apos a realizagdo dos experimentos de triagem, os fatores
(efeitos) significativos sdo selecionados e uma metodologia de andlise
de superficies de respostas pode ser executada para otimizacio do
experimento. A metodologia de superficie de resposta baseia-se
na constru¢do de modelos matemdticos empiricos que geralmente
empregam fungdes polinomiais lineares ou quadréticas para descrever
o sistema estudado e, consequentemente, dao condi¢des de explorar
o sistema até sua otimizag¢ao.** O planejamento composto central
(central composite design, CCD) e planejamento Doehlert sdo
as classes de planejamentos mais utilizadas para ajustar modelos
quadréticos aplicados na metodologia de superficie de resposta.

As representagdes tridimensionais (3D) da superficie de resposta
foram tragadas para entender a interagdo entre as varidveis (X, e
X,) e para determinar o nivel 6timo de cada varidvel para resposta
maéxima (Figura 1).

Na Figura 1 a forma eliptica das curvas indica uma boa intera¢ao
das duas varidveis (X, e X,). As coordenadas do ponto central
dentro dos niveis de contorno mais altos em cada uma das parcelas
correspondem aos valores 6timos das respectivas varidveis, sendo
eles a massa da lipase de A. niger em 8 mg e a razdo molar 4cido
oleico:etanol 1:2,47.

70

Resposta

60

50

100

60 3

40

Variavel 2 2

Variavel 1

Figura 1. Superficie de resposta para a resposta de conversdo (%) em oleato
de etila sobre o efeito da razdo molar dcido oleico:etanol (varidvel X,) e
massa da lipase nativa de A. niger (varidvel X,)

Os resultados da superficie de resposta (Figura 1) indicam que
quanto menor o valor da massa da lipase de A. niger (8 mg), maior
a porcentagem de conversdo ao respectivo oleato de etila. Por outro
lado, a razdo molar dcido oleico:etanol na proporcao (1:2,47) €
identificada como ponto 6timo. Nessas condi¢des reacionais a taxa
de conversdo em oleato de etila prevista foi de aproximadamente
99%. Frente ao exposto, o resultado experimental que converge
para o ponto 6timo do modelo de superficie de resposta € o do
experimento 11 (Tabela 1), onde a conversdo para oleato de etila €
90,9% utilizando 4cido oleico e etanol na razdo molar de 1:2, massa
da lipase de A. niger (8,00 mg), e temperatura reacional de 45 °C.
Ha relatos que maiores massas de enzimas, tendem a favorecer
o equilibrio para o sentido dos produtos e aumentar as taxas de
conversdo, por apresentar maior disponibilidade de sitios ativos para
reagir.*** No entanto, no atual trabalho, e em outros reportados na
literatura,* ¢ demonstrado que a catélise enzimdtica necessita
de uma quantidade minima do catalisador para ativar o substrato
e a reagdo ser efetiva. Maior concentracdo da enzima pode induzir
o efeito de transferéncia de massa entre substrato-enzima, bem
como, promover interagdes intermoleculares, e assim ocasionar o
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fechamento da tampa hidrofébica, e posterior inibi¢io da entrada do
substrato ao respectivo sitio ativo da enzima.**-* Dentre as vantagens
citadas para o uso do planejamento estatistico, enfatizamos que a
previsdo das varidveis adequadamente ajustadas permite a redugio
do custo na execugdo da sintese.

No estudo tedrico apresentado pelo modelo, os dados observados
com a Analise de variancia (Tabela 3S) indicam um baixo valor de
regressao, porém o modelo ndo apresentou falta de ajuste (p =0,0007).
Outro ponto observado foi que apenas a varidvel X,2apresentou-se
como significativa ao nivel 95% com p = 0,0002. A superficie de
resposta (Figura 5S) indica o experimento 11 como ponto 6timo para
a conversdo ao éster (oleato de etila), demonstrando que a menor
quantidade de massa da lipase (8,00 mg -X, = -1,68) permite uma boa
conversao ao éster (98,2%), resultado que oferece aprecidvel relacio
de custo-beneficio para o processo.

Ao observar a superficie de resposta do modelo de regressio
utilizando como resposta os dados experimentais (Figura 1), é
observado que a condi¢do 6tima de trabalho também converge
para o experimento 11, no qual as condi¢des reacionais incluem a
menor massa de catalisador comparado aos experimentos (2, 15 e
17, Tabela 1) que apresentam maiores conversdes em comparacio
ao experimento 11 (Tabela 1). Para esses experimentos identifica-se
aumento nas porcentagens de conversio de aproximadamente 7,5%,
o que ndo justifica um aumento de 3,12 a 6,25 vezes 25 mg=-1e
50 mg =0) a mais de catalisador. Essas condi¢des reacionais implicam
em maiores custos para o processo, sem ganho significativo na
conversao ao produto desejado.

Ao exceder essa propor¢do observou-se uma diminuicdo na
eficiéncia catalitica da lipase de A. niger refletida pela reduggo da taxa
de conversdo, esse processo pode estar relacionado a desnaturacio
das enzimas em solventes polares préticos, uma vez que ocorre a
distor¢@o e remogdo da camada de dgua essencial que estabiliza a
enzima, fatores que promovem a inibi¢do competitiva da enzima pelos
substratos também devem ser considerados.*6-1-5

CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizado o planejamento experimental 2° com o
software gratuito Octave na esterifica¢@o entre o dcido oleico e etanol
catalisado pela lipase nativa de A. niger. Trés varidveis reacionais
foram avaliadas (temperatura, massa da lipase nativa de A. niger e
a razdo molar do 4cido oleico:etanol). O programa Octave oferece
ferramentas empregadas com sucesso na andlise do efeito individual
das varidveis experimentais e suas interacdes em funcdo da conversio
ao oleato de etila. Os resultados indicam que a varidvel 1 (razdo molar
dcido oleico:etanol; X,) e 2 (massa da lipase A. niger, X,) bem como,
a interacdo entre elas sdo estatisticamente significativas, enquanto a
varidvel 3 (temperatura, X;) e suas interacdes (13; 23 e 123) ndo foram
consideradas significativas. A andlise estatistica apontou falta de
ajuste no modelo de regressao calculado, no entanto, a condi¢iio 6tima
foi estimada utilizando os dados ANOVA e a superficie de resposta.
Os resultados experimentais sdo condizentes com os estimados e,
assim, o oleato de etila foi obtido com conversdo > 90% utilizando
o 4cido oleico e etanol na razdo molar 1:2, lipase de A. niger (8,00
mg) e temperatura fixa de 45 °C em 6 horas de reacio.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O Material Suplementar contém os espectros de RMN 'H, FTIR/
ATR, cromatograma (CG) e a curva de calibragdo obtida através do
método Lowry-Tinsley na caracterizagdo do oleato de etila padrio.
Além disso, € possivel encontrar o diagrama de dispersdo da resposta
de conversao (%) ao oleato de etila pelo método de Lowry-Tinsley vs

Quim. Nova

Cromatografia gasosa (CG-FID). Essas informagdes estdo disponiveis
em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com
acesso livre.
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