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1 - Introdução
 Biodiesel pode ser produzido a partir de diversas 
fontes, dentre elas, óleo vegetal, gordura animal, óleos e 
gorduras residuais1. Os óleos residuais vêm sendo 
considerado uma matéria prima promissora para a produção 
de biodiesel, pois além de seu uso promover a reciclagem 
de um resíduo, seu custo é inferior aos demais produto2. 

A produção de biodiesel pode ser realizada por 
transesterificação, pirólise, craqueamento ou 
microemulsificação3. A técnica que vem sendo mais 
utilizada é a transesterificação, a qual consiste na reação 
entre um triglicerídeo e álcoois de cadeia curta4, utilizando 
um catalisador para acelerar a reação. A catálise química 
ainda é a rota mais utilizada, devido ao seu alto rendimento 
e baixo custo, porém apresenta diversas desvantagens, 
como elevado consumo de energia, formação de sabões, 
geração de efluentes ácidos e alcalinos, entre outras5.
 A fim de contornar alguns dos problemas da 
catálise química, estudos utilizando enzimas como 
catalisadores vêm se mostrando como uma alternativa 
promissora6. As lipases (EC 3.1.1.3) são enzimas 
amplamente utilizadas para catalisar reações de 
transesterificação, pois apresentam excelente atividade 
catalítica, estabilidade em meios não aquosos,
regioespecificidade, regiosseletividade e 
enantiosseletividade7. Estas enzimas podem ser 
imobilizadas em um suporte sólido, proporcionando 
principalmente sua utilização industrial, pois desta forma 
podem ser reutilizadas, apresentam facilidade de separação 
dos produtos formados, além de apresentarem maior 
estabilidade do que a enzima livre8. 

A combinação de lipases imobilizadas com 
diferentes especificidades para o substrato é uma nova 
estratégia que vem sendo estudada, com o intuito de 
melhorar a produtividade de processos heterogêneos. Este 
novo conceito de biocatalisador é denominado combi-
lipase9. 
 O objetivo deste estudo foi determinar o melhor 
aceptor acila para o processo de transesterificação, avaliar a 
ação das enzimas individualmente e suas combinações para 
a síntese de biodiesel através de um planejamento de 
misturas, bem como testar a ação de diferentes solventes 
neste processo.

2 - Material e Métodos
 Para as reações de transesterificação, utilizou-se
óleo de soja residual, como biocatalisadores, as lipases 
imobilizadas comercialmente Candida antarctica (CALB, 
Novozym 435), Thermomyces lanuginosus (TLL, Lipozyme 

TL-IM), e Rhizomucor miehei (RML, Lipozyme RM-IM), 
metanol e etanol foram testados como aceptor  acila, além 
de diferentes solventes. 
 Todas as reações foram realizadas em batelada, 
utilizando-se 1g de óleo, 15% de enzimas e uma razão 
molar de substrato de 6:1 (álcool:óleo), sendo conduzidas 
na temperatura de 37 ºC, por 24 horas, com uma agitação de 
180 rpm. 
 Ao final das reações, 1 mL do produto obtido foi 
coletado e misturado com 1 mL de água destilada, seguido 
por centrifugação (2500 × g, 7 min, 4 °C). Após este 
procedimento o sobrenadante contendo os ésteres foi 
analisado em cromatógrafo a gás (Shimadzu, modelo GC-
17A) equipado com detector de ionização de chama (FID) e 
coluna capilar DB1 (30 m x 0,25 mm ID × 0,25 mM, J & W 
Scientific). Calculou-se o teor de ésteres presente na 
amostra através da norma europeia EN 14103 (En, 2001). 

Inicialmente, avaliou-se qual aceptor acila 
proporcionava o melhor rendimento de biodiesel, 
comparando as diferentes enzimas testadas. Após isso, o 
álcool selecionado foi utilizado em todos os experimentos 
seguintes.  

Para a seleção do combi- lipase, utilizou-se um 
planejamento de mistura cúbico especial com 3 fatores e 
análises superficiais triangulares. A Tabela 1 apresenta o 
modelo simplex-centróide, utilizado neste estudo. 

Tabela 1. Planejamento de mistura 

Experimento TLL CALB RML Rendimento 
(%)

1 1 0 0 74,52
2 0 1 0 61,27
3 0 0 1 77,43
4 0,5 0,5 0 77,52
5 0,5 0 0,5 74,02
6 0 0,5 0,5 43,21
7 0,33 0,33 0,33 81,46
8 0,33 0,33 0,33 85,65
9 0,33 0,33 0,33 83,10

  
Com o melhor resultado do planejamento de 

misturas, realizou-se novas reações de transesterificação 
com o intuito de testar a ação de diferentes solventes no 
rendimento da reação. Para isto, adicionou-se 1 mL de 
solvente na mistura óleo e álcool, nas mesmas condições 
dos experimentos anteriores.  Os solventes testados foram 
terc butanol, diclorometano, heptano, hexano, acetonitrila, 
isooctano e ciclohexano. Também foi realizada uma reação 
controle, sem a adição de solventes. 
 Por fim, realizou-se um estudo de cinética da
transesterificação, utilizando o combi-lipase, etanol como 
aceptor acila, sem solvente orgânico na reação. 
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3 - Resultados e Discussão

 Através dos ensaios realizados com metanol e 
etanol, observou-se que o etanol foi o melhor álcool para a 
reação de transesterificação para as três enzimas estudadas 
individualmente, chegando a rendimentos superiores a 90 % 
quando comparados com as reações com metanol. A nível 
de Brasil, este é um resultado atrativo, pois além do etanol 
ser menos tóxico e renovável, apresenta produção 
consolidada no país10. 

A partir do planejamento de misturas, foi possível 
observar que o combi-lipase apresentou rendimento 
superior comparado as demais reações em que se utilizou as 
enzimas individalmente. Isto pode ser explicado, ao fato 
destas enzimas apresentarem diferente especificidade pelo 
substrato, logo, complementam-se, aumentando o 
rendimento da reação. As lipases TLL e RML são Lipases 
1,3 específicas, que catalisam a liberação de ácidos graxos 
especificamente das posições sn-1 e sn-3 dos acilgliceróis, 
enquanto a CALB é uma lipase não específica que catalisa a
hidrólise de triacilgliceróis para ácidos graxos livres e 
glicerol, de modo aleatório11. Os resultados do 
planejamento de misturas esta apresentado na Tabela 1 e 
representado graficamente na Figura 1. 

Figura 1. Superfície triangular para o planejamento de 
misturas. 

 Por meio do planejamento de mistura obteve-se a 
composição ideal de lipases para obtenção do melhor 
rendimento para a reação de transesterificação com óleo de 
soja residual, sendo esta 21,5 % de CALB, 57 % de TLL e 
21,5 % de RML. 
 A partir deste combi-lipase, testou-se o efeito da 
adição de diferentes solventes na reação, com o intuito de 
reduzir a viscosidade do meio reacional, melhorando sua 
homogeneidade. Contudo, a reação controle, sem adição de 
solvente apresentou melhores resultados, sendo então a 
mais indicada para o processo. Apesar das vantagens 
citadas na utilização de solventes, estes podem afetar 
negativamente o desempenho da enzima, além de 
necessitarem ser removidos ao fim da reação, aumentando 
os custos operacionais12. 
 O estudo cinético realizado para a reação de 
transesterificação utilizando o combi-lipase está 
representado na Figura 2.  
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Figura 2. Cinética da reação para o combi-lipase.

Através deste estudo, onde foram avaliados tempos 
de reação de até 32 horas, pode-se observar que o 
rendimento máximo da reação foi de 89 %, mantendo-se 
constante a partir de 24 horas. Por meio desta cinética 
também foi possível constatar que produtividade máxima 
ocorreu nas primeiras 8 horas do processo e que após este 
tempo o aumento no rendimento foi inferior a 10 %.   

4 Conclusões
 Neste estudo, foi possível obter um combi lipase
para a síntese de biodiesel, o qual apresentou rendimentos 
superiores a utilização da enzima individualmente. 
Constatou-se também que o etanol foi o melhor álcool para 
a reação de transesterificação e a presença de solventes não 
proporcionou melhores rendimentos ao processo. Através 
da cinética da reação pode-se observar rendimento de 89 %, 
confirmando que a transesterificação enzimática utilizando 
o conceito combi-lipase é uma alternativa promissora para a 
síntese de biodiesel. 
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