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1 - Introdução

Atualmente, praticamente todo o biodiesel 

comercialmente produzido no mundo é obtido por processo 

alcalino. Entretanto, a catálise alcalina possui diversos 

problemas: o consumo de energia é muito alto, a 

recuperação do glicerol é difícil e o catalisador alcalino 

solúvel precisa ser removido do produto
1
. Assim, a 

necessidade de tratamento do efluente alcalino gerado e o 

alto consumo de água durante a lavagem nos passos de 

purificação, faz com que o processo alcalino tenha um 

impacto significativo no meio ambiente. Além disso, se o 

óleo contém ácidos graxos livres, como o óleo de dendê e o 

óleo de fritura, por exemplo, há a formação de sabões (sais 

de ácidos graxos), o que leva a uma redução no rendimento 

da reação, além de dificultar o processo de purificação
2
.

A transesterificação enzimática utilizando lipases 

tem potencial para superar os problemas da catálise 

alcalina: não ocorrem reações de saponificação durante a 

reação, as lipases esterificam os ácidos graxos livres, o 

glicerol pode ser facilmente recuperado sem tratamento 

complexo, o consumo de energia no processo é mais baixo, 

há uma drástica redução na quantidade de efluentes e as 

enzimas podem ser reutilizadas
1
.

Neste trabalho foram avaliadas 15 linhagens de 

bactérias isoladas de frutos de dendê para a produção de 

lipases por fermentação no estado sólido. A lipase com a 

maior atividade lipolítica foi utilizada em reação de 

transesterificação para a síntese de biodiesel etílico. 

  

2 - Material e Métodos

Microrganismos 

As 16 linhagens bacterianas utilizadas neste 
trabalho foram previamente isolados de frutos de dendê 
(Bioma Cerrado) e selecionadas por meio de dois testes 
qualitativos em placas de Petri com meios de cultura 
contendo: a) óleo de oliva e Rodamina B e b) trioleína e 
Azul de Nilo A

3
. 

Fermentação no estado sólido 

 Para a fermentação no estado sólido utilizou-se
Erlenmeyers de 250mL, contendo 4g de farelo de trigo 
como substrato e 5% de óleo de oliva como indutor, 65% de 
umidade (tampão fosfato de sódio 100 mmol/L pH 7,0). Os 
meios de cultura foram autoclavados por 30 min a 121°C 
para esterilização antes de serem inoculados. Os frascos 
foram mantidos em estufa a 30°C, por 96 h.  

Extração da lipase e determinação da atividade enzimática 

Após a fermentação, a extração foi feita com uma 
solução de tampão fosfato de sódio 50 mmol/L, pH 7,0, 
Triton X-100 (4,44 g/L) e goma arábica (1,11 g/L). A
incubação foi realizada a 25°C e 150 rpm, por 1 h. O
extrato foi centrifugado por 10 min, 10.000 rpm a 4°C.  

A atividade lipolítica do extrato foi determinada 
pelo método pNPP (palmitato de p-nitrofenila). O método 
foi inicialmente descrito por Winkler e Stuckmann

4
sendo 

modificado por Krieger
5
. 

O ensaio foi realizado a 37°C e a atividade 
enzimática foi expressa em U.gSS

-1
 (unidades por grama de 

substrato seco), onde U é definido como a quantidade de 
enzima necessária para produzir 1 µmol de p-nitrofenol por 
minuto sob as condições de ensaio. 

Reação de transesterificação para síntese de biodiesel

A reação foi conduzida em Erlenmeyers. O meio 
reacional consistiu de óleo de soja (2 mmol), etanol P.A. (6
mmol) previamente seco com sulfato de sódio anidro, 0,5% 
de água e n-heptano como solvente (q.s.p. 10 mL). Os dois 
diferentes preparados enzimáticos testados foram: o extrato 
enzimático liofilizado e o sólido fermentado (sem extração)
liofilizado. Para o sólido fermentado, a quantidade 
adicionada ao meio reacional foi 1 g. Para a amostra de 
extrato enzimático liofilizado, adicionou-se o equivalente a
10 mL do extrato inicial. O controle negativo da reação 
consistiu de um meio reacional sem a adição da enzima. Os
frascos foram incubados a 37°C e 120 rpm, por 144 h. O
solvente e o etanol remanescente foram evaporados e a 
amostra foi diluída em isopropanol:hexano (5:4 v/v) para a 
análise do teor de ésteres.

Análise do teor de ésteres

Para análise por cromatografia líquida de alta 

eficiência, utilizou-se um cromatógrafo modelo Agilent 

1290 com detector de arranjo de fotodiodos no 

comprimento de onda 205 nm equipado com uma coluna 

C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 mm). As condições de análise 

foram: temperatura da coluna 40°C, volume de injeção 10

mL, fluxo da fase móvel 1 mL/min, com gradiente de 

eluição. Foram utilizadas duas fases móveis: fase A (50% 

metanol: 50% isopropanol:hexano 5:4 v/v) e fase B 100% 

metanol. O tempo de corrida foi de 25 min. Utilizou-se 

padrão FAME (ésteres metílicos).
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3 - Resultados e Discussão

Dentre os microrganismos selecionados 
qualitativamente por testes com corantes, escolheu-se 15 
cepas para o teste de produção de lipases em fermentação 
no estado sólido. Das 15 cepas avaliadas, somente os 
extratos das cepas CNPAE 97 (418) C10, CNPAE 97 (385) 
A1 e CNPAE 99 (579) A3 apresentaram atividade lipolítica 
nas condições testadas (Figura 1). 
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Figura 1. Atividade lipolítica do extrato das cepas 
bacterianas CNPAE 97 (385), CNPAE 97 (418) C10, A1 e
CNPAE 99 (579) A3. 
 

Dentre as bactérias que apresentaram atividade 
lipolítica, a bactéria CNPAE 99 (579) A3 teve a maior 
produção de lipases (1298 ± 99 U.gSS

-1), sendo essa 
produção cerca de 650 vezes maior do que a obtida para as 
outras bactérias avaliadas. Esta atividade é bastante alta se 
comparada às atividades lipolíticas reportadas na literatura 
obtidas por cepas bacterianas utilizando fermentação no 
estado sólido. Por exemplo, Salum et al.6 obtiveram uma 
atividade frente ao pNPP de 234 U.gSS-1 quando cultivaram 
uma cepa de Burkholderia cepacia em uma mistura de 
farelo de semente de girassol e bagaço de cana-de-acúcar. 
Mahanta et al.7 quando cultivaram uma cepa de 
Pseudomonas aeruginosa em torta de pinhão-manso 
obtiveram uma atividade lipolítica (pNPP) de 625 U.gSS

-1

 
Assim, a lipase produzida pela bactéria CNPAE 99 

(579) A3 foi testada para a síntese de biodiesel, de duas 
formas: extrato o e sólido fermentado liofilizado. Os teores 
de ésteres obtidos são apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Teor de ésteres obtidos nas reações de 

transesterificação utilizando o extrato lipolítico liofilizado e 

o sólido fermentado pela cepa CNPAE 99 (579) A3.

Amostra Teor de ésteres (%) 

Extrato liofilizado 77,5 

Sólido fermentado 95,1 

O sólido fermentado apresentou maior atividade de 
transesterificação do que o extrato lipolítico liofilizado, 
apresentando um teor de ésteres ao final da reação, de 
95,1%, enquanto a reação utilizando o extrato apresentou 

um teor de ésteres de 77,5%.  Uma possível explicação para 
este resultado, é que a enzima deve estar adsorvida no 
sólido fermentado em uma posição que facilite a catálise ou 
estabilize a conformação tridimensional da enzima, 
protegendo-a da ação desnaturante do álcool.  

 

4 – Conclusões

 A bactéria CNPAE 99 (579) A3, isolada de frutos 
de dendê, apresentou uma atividade lipolítica muito alta 
quando cultivada por fermentação no estado sólido 
utilizando farelo de trigo como substrato. 

A lipase produzida pela bactéria se mostrou muito 
promissora para sua utilização em reação de 
transesterificação, sendo capaz de produzir biodiesel etílico 
de óleo de soja. 

Testes futuros serão realizados sem a utilização de 
solvente na reação de transesterificação para a produção de 
biodiesel. 
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