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1 - Introdução

Lipases são enzimas (EC 3.1.1.3) que possuem 
excelentes atividades catalíticas e alta estabilidade em 
meios não aquosos, e, devido a suas características de 
especificidade, regiosseletividade e enantioseletividade 
podem ser aproveitadas com sucesso para muitas 
aplicações, incluindo a produção de biodiesel. São 
classificadas em três grupos: Enantiosseletivas, tipo-
seletivas, e regiosseletivas. Este último ainda subdivide-se 
em: Lipases não específicas, e 1,3-específicas.

O uso combinado de enzimas em reações de 
transesterificação é uma estratégia que tem sido 
amplamente testada visando aumentar a produtividade em 
reações de biocatálise. O termo “combi-lipase” é um novo 
conceito de combinação de lipases para o uso em reações 
com substratos heterogêneos, que se baseia no fato de que, 
um biocatalisador composto por uma mistura de lipases 
seria mais eficaz sobre substratos heterogêneos do que uma 
lipase individual. 

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar o conceito combi-lipase em reação de 
transesterificação para a síntese de biodiesel. Como 
substrato foi empregado o óleo vegetal de soja e metanol 
como aceptor de acila. As lipases comerciais CALB, TLL, e
RML foram utilizadas para compor a combinação de 
biocatalisadores. As enzimas também foram testadas 
individualmente, a fim de verificar suas atividades 
independentes. A reciclagem do biocatalisador foi testada 
por bateladas de reutilização para avaliar a sua estabilidade
operacional.

2 - Material e Métodos

As lipases de Thermomyces lanuginosus
imobilizada em resina acrílica (RML - Lipozyme TL-IM), 
de Rhizomucor miehei imobilizada em resina de troca 
aniônica (RML - Lipozyme RM-IM), e de Candida 
antarctica imobilizada em resina macroporosa (CALB -
Novozym 435) foram gentilmente doadas pela Novozymes 
(Novozymes, Espanha). Metanol e os outros reagentes 
químicos utilizados foram de grau analítico ou com pureza 
de 99,9 % (CG). Óleo de soja foi adquirido em mercado 
local, com massa molar média de 884 g/mol, apresentando
uma composição média de ácidos graxos de: 2,3-11 % de 
ácido palmítico; 2,4-6 % de ácido esteárico; 23,5-31 % de 
ácido oleico; 49-51,5 % de ácido linoleico e 2-10,5 % de 
ácido linolênico. As reações de transesterificação foram
conduzidas em frascos Erlenmeyers de 50 ml, em agitador 
orbital a 180 rpm, na temperatura de 40 °C. Os frascos 
foram fechados com tampas de vidro sinterizado, não 
levando-se em consideração a evaporação do metanol. 

Utilizou-se uma razão molar de substrato de 6:1 
(metanol:óleo) partindo de 2 g de óleo de soja, 4 % de água 
(0,08 g) e 10 % de enzima imobilizada (0,2 g). Para o 
planejamento de mistura, o conteúdo de enzima foi de 
acordo com a Tabela 1 com tempo de reação de 6 h. 

Tabela 1. Experimentos realizados no planejamento 
de mistura.
Experimento CALB TLL RML Conversão (%) 

1 1 0 0 8,69

2 0 1 0 10,71

3 0 0 1 11,83

4 0,5 0,5 0 14,44

5 0,5 0 0,5 12,43

6 0 0,5 0,5 18,6

7 0,33 0,33 0,33 16,97

8 0,33 0,33 0,33 15,29

9 0,33 0,33 0,33 16,43

Após a conclusão da reação, 1 mL de água 
destilada foi adicionada a 1 mL de amosta, seguido por 
centrifugação (2 500 × g, 7 min, 4 °C). A fase superior, 
contendo os ésteres, foi analisada em cromatógrafo a gás 
(Shimadzu, modelo GC-17A). O conteúdo dos ésteres 
metílicos foi calculado utilizando o método de 
normalização com padronização interna, com base na 
norma europeia EN 14103.

Posteriormente a reação de transesterificação, as 
enzimas imobilizadas foram separadas do meio de reação 
por filtração à vácuo usando um funil de vidro sinterizado.
O biocatalisador foi lavado 3 vezes com 5 volumes de 
hexano, e após isso, o solvente foi eliminado por incubação 
durante 24 h a 30 °C, seguindo a metodologia descrita em 
trabalho anterior. Após estar completamente seco, o 
biocatalisador foi reutilizado.

3 - Resultados e Discussão

As três lipases imobilizadas foram testadas 
individualmente ou em combinação, de acordo com o 
planejamento de mistura. Os resultados são mostrados na 
Tabela 1 e representados graficamente na Figura 1. 
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Figura 1. Superfície triangular para o planejamento de 
mistura.

Como esperado, as menores conversões foram 
obtidas usando as enzimas individualmente. A mistura de 
RML e TLL melhorou a conversão, mas este 
comportamento não foi observado para as misturas de TLL 
e CALB, ou para CALB e RML. A mistura de TLL e RML 
é composta por lipases 1,3-regio específicas que se 
caracteriza pela especificidade pelas posições sn-1 e sn-3
das moléculas de acilglicerol, ou seja, suas especificidades 
pelo substrato se complementam, o que aumenta a 
conversão. Este resultado corrobora com um estudo 
realizado por Ibrahim et al. (2008), onde foi avaliado o 
efeito sinérgico de mistura das lipases TLL, RML e CALB 
para a esterificação da estearina de palma. Os autores 
relatam um resultado importante e positivo para a 
combinação de RML e TLL (50:50). Quando CALB foi 
misturada tanto com TLL quanto com RML, este efeito foi 
reduzido, diminuindo significativamente a conversão. Além 
disso, a combinação destas enzimas pode ser uma 
alternativa economicamente viável quando comparado com 
as suas aplicações individuais, uma vez que a CALB 
apresenta um custo mais elevado que a TLL. Dessa forma, 
os próximos experimentos foram conduzidos com a 
cominação de 50 % de RML e 50 % de TLL.

A fim de comparar as reações de transesterificação 
catalisada pelos biocatalisadores em mistura (combi-lipase) 
e individualmente, estudos de cinéticas foram realizados e 
estão apresentados na Figura 2.

Figura 2. Tempo de curso de transesterificação catalisada 
pelo combi-lipase (–■ –), ou com enzimas individuais

(–*–) TLL e (–Ο–) RML.

Uma conversão de 31 % foi alcançada em 24 h de 
reação utilizando o combi-lipase, (RML+TLL), valor duas 
vezes superior em relação ao uso das enzimas 
individualmente. Nenhum dos biocatalisadores converteu 

mais de 50 % dos seus substratos quando utilizados 
individualmente. 

A consideração sobre estes resultados provém das 
diferenças na especificidade das enzimas relacionadas com 
o tipo de ácidos graxos utilizados como substratos. De 
acordo com um estudo desenvolvido por Rodrigues e Ayub 
(2011), onde foi avaliado o efeito da mistura das enzimas 
TLL e RML na metanólise do óleo de soja, foi relatado 
pelos autores que a TLL apresenta maior ação catalítica que 
a RML sobre a maior parte do tri-, di e mono-glicerídeos 
presentes na reação. Dessa forma, a mistura dessas duas 
lipases é mais eficiente para promover a conversão de 
ésteres do que a utilização delas individualmente. Além 
disso, segundo Pleiss et al. (1998) RML e TLL têm elevada 
atividades para os ácidos graxos de cadeia longas, como os 
ácidos oleico (C18:1) e linoleico (C18:2) presente em 
significativa composição no óleo de soja. Todos esses 
relatos confirmam os resultados obtidos na atual pesquisa.

Para garantir a sua aplicação industrial na síntese 
de biodiesel é necessário que as lipases sejam reutilizadas, 
dessa forma, foram realizadas bateladas repetidas usando o 
combi-lipase (TLL+RML). As reações foram desenvolvidas 
nas condições descritas na seção 2, com 12 h de duração. 
Os biocatalisadores foram lavados com solvente hexano 
entre as repetições.  

Ao final de cinco bateladas, o biocatalisador 
combi-lipase manteve a conversão em torno de 60 % em 
relação ao primeiro ciclo. Dessa forma, confirma-se a 
aplicabilidade desses biocatalisadores, tornando-se 
promissores no uso industrial em reações de síntese de 
biodiesel.

4 – Conclusões

O conceito do biocatalisador combi-lipase para 
reações de transesterificação utilizando o substrato 
heterogêneo de óleo de soja foi empregado com sucesso na 
síntese de biodiesel. A combinação de enzimas resultou em 
conversões mais elevadas do que quando foram utilizadas 
individualmente. Fatores ligados à estabilidade das enzimas 
que limitam a utilização desses biocatalisadores puderam 
ser superados neste trabalho, uma vez que a conversão do 
combi-lipase manteve-se estável nos 5 ciclos de reuso 
testados. Nesse sentido, os objetivos propostos nesse estudo 
puderam ser alcançados, demonstrando que a 
transesterificação enzimática utilizando misturas de lipases 
é uma tecnologia promissora para a produção em grande 
escala de biodiesel.
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