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RESUMO

O aumento da conscientizagdo ambiental e o esgotamento do diesel derivado do
petréleo abriram caminho para a busca de combustiveis alternativos. Dentre as
véarias opcodes disponiveis, o biodiesel é altamente atrativo e escalavel. O biodiesel €
preferivel ao diesel de petréleo, pois pode ser derivado de fontes vegetais e animais
abundantemente disponiveis. Além disso, as emissdes da combustdo do biodiesel
sao relativamente limpas, ndo toxicas e nao cancerigenas. A producao convencional
de biodiesel, que envolve o uso de catalisador quimico, é realizada em temperaturas
relativamente altas préximas ao ponto de ebulicdo do alcool e produz muitos
subprodutos indesejados, como o0 sab&o. A separacdo do biodiesel desses
subprodutos e do glicerol é dificil, 0 que torna esse método caro e complicado. Para
superar esses inconvenientes, biocatalisadores como enzimas tém sido propostos
para substituir os catalisadores quimicos, que tém mostrado resultados promissores
devido a sua alta seletividade e condi¢Bes operatorias leves. Além disso, ndo ha
necessidade de purificacdo da matéria-prima, uma vez que o biocatalisador, a
lipase, é capaz de esterificar os acidos graxos livres presentes na matéria-prima
juntamente com os triglicerideos transesterificantes. Esta revisdo tem, portanto, o
objetivo de fornecer informacgdes sobre recentes avancgos na producao de biodiesel,
estudos de aplicacdes que estdo sendo feitas com enzimas como biocatalisadores e
estudos voltados para reducéo e um aproveitamento maior desses subprodutos do
biodiesel, que, devido a sua quantidade, acabam se tornando um grande
inconveniente de escala industrial.

Palavras-chave: Biodiesel; Biocatalise; Enzimas; Subprodutos.



ABSTRACT

Increasing environmental awareness and the depletion of petroleum-derived diesel
have paved the way for the search for alternative fuels. Among the various options
available, biodiesel is highly attractive and scalable. Biodiesel is preferable to
petroleum diesel as it can be derived from abundantly available plant and animal
sources. Furthermore, emissions from biodiesel combustion are relatively clean, non-
toxic and non-carcinogenic. Conventional biodiesel production, which involves the
use of a chemical catalyst, is carried out at relatively high temperatures close to the
boiling point of alcohol and produces many unwanted by-products such as soap.
Separating biodiesel from these by-products and glycerol is difficult, which makes
this method expensive and complicated. To overcome these drawbacks, biocatalysts
such as enzymes have been proposed to replace chemical catalysts, which have
shown promising results due to their high selectivity and light operating conditions.
Furthermore, there is no need to purify the raw material, since the biocatalyst, lipase,
is able to esterify the free fatty acids present in the raw material together with the
transesterifying triglycerides. This review has, therefore, the objective of providing
information on recent advances in the production of biodiesel, studies of applications
that are being made with enzymes as biocatalysts and studies aimed at reducing and
making better use of these biodiesel by-products, which, due to their , end up
becoming a major inconvenience on an industrial scale.

Keywords: Biodiesel; Biocatalysis; Enzymes; By- products.
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1 INTRODUCAO

Estudos mostraram que as fontes renovaveis de energia sdo de grande
importancia devido a diminuicdo de ou estimativa de reducdo das reservas de
combustiveis fosseis e aos efeitos ambientais negativos dos gases de exaustdo da
queima de combustiveis fosseis. A estrutura energética dominada por combustiveis
fésseis resultou em uma enorme quantidade de emissdes de gases de efeito estufa
(GEE).

Abriram caminho para a busca de combustiveis alternativos. Dentre as varias
opcbes disponiveis, o biodiesel representa uma opc¢do altamente atrativa e
escalavel. O biodiesel é preferivel ao diesel de petréleo, pois pode ser derivado de
fontes vegetais e animais abundantemente disponiveis. Além disso, as emissdes da
combustdo do biodiesel séo relativamente limpas, ndo téxicas e ndo cancerigenas
(Rinaldi, et al., 2007).

Esteres metilicos de &cidos graxos, comumente chamados de biodiesel,
podem ser produzidos por transesterificacdo de triglicerideos, como 6leos vegetais.
No entanto, devido ao alto custo dos Oleos vegetais puros, 0 que representa a
elevacdo dos custos de producdo do biodiesel, ha necessidade de buscar uma
matéria-prima alternativa de baixo custo e que ndo concorra com o estoque de
alimentos continuou nos ultimos anos.

Os biodieseis de primeira geracédo foram derivados principalmente de fontes
vegetais e animais comestiveis. No entanto, existem varias preocupacoes
relacionadas ao biodiesel de primeira geracdo (derivado de culturas alimentares),
incluindo a producédo insustentavel devido ao desmatamento, uso da 4gua e manejo
da terra (FAO, 2008).

Outras questfes associadas a producdo em larga escala de biocombustiveis
de primeira geracao incluem a competicdo com a producéo de alimentos, levando ao
aumento dos custos dos alimentos. Como resultado, ha um interesse crescente em
biocombustiveis de segunda geracao (derivados de fontes ndo alimentares) que tém
0 potencial de minimizar as preocupacdes acima (FAO, 2008).

O biodiesel de segunda geracdo € produzido a partir de fontes nao
alimentares, como culturas energéticas dedicadas, derivadas de fontes vegetais,

relatadas no passado recente incluem éleo de mamona, pinhdo-manso, Calophyllum
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inophyllum (Puna), semente de algoddo e Oleo de girassol, e outras plantas
lignocelulésicas, biomassa residual (por exemplo, residuos agricolas e florestais)
(RINALDI, et al., 2007).

A separacdo do biodiesel desses subprodutos e do glicerol é dificil, o que
torna esse método caro e complicado. Para superar esses inconvenientes,
biocatalisadores como as enzimas tém sido propostos para substituir os
catalisadores quimicos, que tém mostrado resultados promissores devido a sua alta
seletividade e condicbes operatérias, aproximando-as dos pré-requisitos para a
quimica verde, que era uma necessidade crucial de produtos quimicos alternativos,
mais limpos, que fossem mais eficientes em termos de recursos e produzissem

menos residuos, ou seja, que produzissem menor impacto ambiental (tabela 1).

Tabela 1: Principios da Quimica Verde X Biocatélise.

1%) Prevengao de residuos Reduz significativamente o desperdicio
2°) Economia ou eficiéncia atdmica Mais econémico em atomos
3%) Redugao datoxicidade Etapas geralmente de baixatoxicidade

4°) Desenvolvimento de produtos seguros e eficientes
5% Eliminar ou tornar seguros solventes e outros auxiliares de reagao Geralmente realizada em condigbes amenas

6°) Otimizagao do uso de energia Energeticamente eficientes
7°) Uso de matérias-primas de fontes renovaveis Sao renovaveis

8°) Evitar derivagbes desnecessarias Evita etapas de derivatizagcao
9°) Catalise Enzimas catalisadoras

10°) Desenvolvimento de produtos degradaveis apos o término de vida

atil

11°) Monitoramento/controle de processos em tempo real Aplicabilidade em processos biocataliticos
12°) Desenvolvimento de processos seguros Condigbes brandas e seguras

Fonte: Autora (2022).

Hoje, é viavel aperfeicoar enzimas para se adequar a um processo 6timo
predefinido, além disso, suas estabilidades operacionais e de armazenamento
podem ser otimizadas por imobilizacdo efetiva, permitindo assim sua recuperacao
econbmica e reciclagem multipla como sélidos de fluxo livre. Assim, a biocatalise
evoluiu para uma tecnologia industrialmente atraente e foi integrada a sintese
organica convencional, particularmente para a sintese enantiosseletiva de
intermediarios farmacéuticos ativos. O uso generalizado de métodos biocataliticos
também é consequéncia de seus iniumeros beneficios econémicos e ambientais. O
catalisador (uma enzima) € produzido a partir de recursos renovaveis prontamente
disponiveis e é biodegradavel e essencialmente n&o perigoso e ndo toxico. Ademais,

0 uso de metais preciosos escassos e 0S custos subsequentes de remocao de
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vestigios de metais nobres dos produtos finais sdo contornados. As reacdes
enzimaticas sao geralmente realizadas em condi¢cdes brandas de temperatura
ambiente e pressdao atmosférica em agua, muitas vezes sem a necessidade de
etapas de ativacdo, protecdo e desprotecdo de grupos funcionais. Isso proporciona
rotas que sdo mais econbmicas e geram menos residuos do que as sinteses
organicas convencionais. Consequentemente, os métodos biocataliticos sdo mais
atrativos do ponto de vista ambiental, mais econbmicos e, portanto, mais
sustentaveis. Além disso, processos com enzimas isoladas podem ser conduzidos
em reatores bateladas multiuso padrdo, evitando assim a necessidade de
investimentos extras, como em equipamentos de alta pressdo. Como 0S processos
enzimaticos sao geralmente conduzidos sob aproximadamente as mesmas
condicbes de temperatura e pressdo, € relativamente facil integrar mdultiplas
transformacdes em processos em cascata economicamente e ambientalmente
atraentes. Em suma, a biocatélise € uma tecnologia verde e sustentavel. Nao é
apenas benéfico para o meio ambiente, mas também, gracas aos avancos da
biotecnologia, é econémico (HAILIN, et al., 2020).

Também, ndo ha necessidade de purificacdo da matéria-prima, uma vez que
o0 biocatalisador, a lipase, é capaz de esterificar os acidos graxos livres presentes na
matéria-prima juntamente com os triglicerideos transesterificantes (SHELDON, et al.,
2017).

O biodiesel é obtido a partir da reacdo de transesterificacdo envolvendo um
Oleo vegetal ou gordura animal e um alcool de cadeia curta como metanol ou etanol
na presenca de um catalisador adequado (acido, base ou catalisador bioquimico).
Em comparacdo com os catalisadores quimicos, as enzimas requerem uma
temperatura de reacao relativamente baixa e uma propor¢cédo molar menor de alcool
para 6leo. Os catalisadores quimicos requerem pré-tratamento de varios estagios se
a materia-prima contiver acidos graxos livres (AGL), particularmente quando esse
teor for superior a 0,5% em peso da matéria-prima. Ademais, desvantagens como
contaminacdo do produto, geracdo de efluentes, interferéncias do (AGL) e agua e
recuperacdo de glicerol podem ser facilmente contornadas se forem usados
catalisadores enzimaticos. Ao usar catalisadores enzimaticos, € necessario

recuperar e reutilizar enzimas para reduzir o custo de processamento. A imobilizagao
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de enzimas facilita a recuperacdo e permite a reutilizagdo de enzimas caras por
varios ciclos (SHELDON, et al., 2017).

Esta revisdo tem, portanto, o objetivo de fornecer informacdes sobre recentes
avancos na producdo de biodiesel, estudos desenvolvidos com enzimas utilizadas

como biocatalisadores e suas aplicagoes.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem, como objetivo geral, realizar uma revisao
bibliografica, com base em artigos cientificos, dissertacdes, teses e demais

literaturas especializadas no tema de biodiesel, biocatalise e enzimas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos sdo descritos abaixo:

a) Associar essa base de dados com outras revisdes bibliograficas;
b) Fornecer suporte tedrico bibliografico para ser utilizado em estudos

futuros.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 BIOCATALISE

A biocatalise é verde e sustentavel com o trabalho marcante de Zaks e
Klibanov em 1984, mostrando que as lipases sdo mais estaveis termicamente em
solventes organicos, como o tolueno, do que em agua, levou a percepcao de que as
enzimas poderiam ser amplamente aplicadas na sintese organica. Enzimas
consistiam basicamente em hidrolases, como lipases e proteases, usadas no
processamento de alimentos e bebidas e detergentes para roupas. Em grande parte
gracas aos avancos da biotecnologia, essa situacdo mudou drasticamente nas
ultimas duas décadas. Aproveitando os avancos no sequenciamento de DNA (Acido
Desoxirribonucleico) de alto rendimento, mais de 20.000 genomas bacterianos e
fungicos foram sequenciados e os dados ficaram disponiveis em dominio publico.
Atualmente, um gene alvo pode ser identificado in silico por “mineracédo de genoma”
de tais bancos de dados. O gene pode entdo ser sintetizado, dentro de uma
semana; subsequentemente clonado em um microrganismo hospedeiro; e gracas a
tecnologia do DNA recombinante, produzido em escala industrial a precos
aceitaveis. Ha vinte e cinco anos, era necessario modificar 0 processo para
acomodar a enzima disponivel (SHELDON, et al., 2017).

Os biocatalisadores empregados em processos enzimaticos sdo as lipases
(glicerol éster hidrolases, triacilglicerol lipase), enzimas cuja funcéo biol6gica € a de
catalisar hidrdlise de gorduras e 6leos, liberando acidos graxos livres, diacilglicerais,
monoacilglicerdis e glicerol livre. No entanto, dependendo das condi¢fes, essas
enzimas também podem atuar como catalisadores de reacBes de aciddlise,
amindlise, alcodlise (transesterificacdo), esterificacao e interesterificacdo. Enquanto
biocatalisadores, as lipases apresentam vantagens importantes sobre os
catalisadores classicos, como a especificidade, a regiosseletividade e a
enantiosseletividade, que permitem a catalise de reagcbes com um numero reduzido
de subprodutos, com baixo custo no tratamento de residuos e necessitando de
condi¢cbes brandas de temperatura e presséo (FACIOLI, et al., 1998).

A figura 1 classifica esses processos biocataliticos em trés grupos,

dependendo do formato do biocatalisador usado para a converséo: (a) biocatalise de
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célula inteira em repouso, (b) biocatalise enzimatica isolada e (c) biocatalise de
enzima imobilizada. (RAMOS, et al., 2020).

Figura 1: Fluxograma das trés classes de biocatdlise

(a) Resting whole-cell biocatalysis

' =
Blocatalytic st Blocatalyst St Product
- = MEACTOr L recovery
T
| S
| P - »

(b) Isolated enzryme blocatalysis

1

[

(¢) Immobilized enzyme blocatalysis

1

Fonte: RAMOS, et al., 2020.

Na figura 1a, € uma biocatalise de célula inteira em repouso, representando
agueles casos em que o crescimento do biocatalisador e a subsequente conversao
do substrato em produto podem ser separados enquanto ainda operam no formato
de célula inteira. Quando comparamos com a fermentacdo, essa abordagem traz
varias vantagens, incluindo o uso de meios de reacdo alternativos e rendimento
aumentado muitas vezes. A figura 1b é uma biocatalise enzimatica isolada, em que
a enzima é usada fora da célula em que foi produzida. Nesses casos, ou a enzima

foi secretada durante a fermentacdo ou as células precisam ser rompidas apos a
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fermentacdo (e os restos celulares removidos), para produzir uma enzima sollvel,
embora nao purificada. Usar uma proteina ndo purificada evita o custo adicional de
purificacdo. E na figura 1c, a enzima é imobilizada, preferencialmente em um solido
esférico ou dentro de um suporte poroso, para facilitar a remocéo da corrente de
produto por simples microfiltracdo e, assim, possibilitar a reciclagem subsequente
(RAMOS, et al., 2020).

Atualmente, o processo de producdo comercial de biodiesel é
majoritariamente realizado por via quimica, mas a rota enzimatica, devido as suas
vantagens como utilizacdo e producéo de residuos in6bcuos ao meio ambiente, tem
despertado grande interesse na comunidade cientifica.

Um aspecto comum a esses processos € a busca pela otimizacdo das
condicBes de reacdo, de modo a lhes conferir caracteristicas que os tornem viaveis
e disponiveis para aplicagfes industriais. Contudo, entre algumas desvantagens
essencialmente econémicas, 0 processo enzimatico, uma vez otimizado, podera
apresentar vantagens muito interessantes em relacdo ao processo quimico
(CASTRO, et al., 2016).

No entanto, em funcdo do alto custo associado ao isolamento e purificacéo de
lipases microbianas e de origem animal, a aplicacdo dessas enzimas em processos
industriais tem sido limitada a casos onde o produto apresenta alto valor agregado.
Para tentar equacionar esse problema, varios estudos tém sido orientados ao uso de
lipases vegetais, principalmente porque o0 seu custo de producdo é
significativamente menor. Além disso, as lipases vegetais também podem
apresentar outras vantagens, pois, além de possuirem elevada seletividade e
especificidade (em alguns casos, similares as microbianas), ndo exigem um alto
grau de purificacdo e podem se obtidas com grande facilidade no mercado, na forma
de extratos brutos (CASTRO, et al., 2016).
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3.1.1 Catélise suportada

Outro aspecto diretamente associado ao emprego de enzimas em
bioprocessos € a imobilizacdo destas. A imobilizacdo € um processo pelo qual
enzimas (ou ceélulas) podem ser transformadas em catalisadores heterogéneos. O
biocatalisador é confinado em uma determinada matriz, através da qual a solugédo do
substrato € percolada com a subsequente liberacdo do produto, livre do catalisador e
de qualquer contaminacéo residual (ZHANG, et al., 2012).

Os métodos de imobilizacdo sdo extremamente variados e estao
disseminados, tanto em aplicac6es industriais, como em procedimentos de andlise.
Estes podem ser divididos em dois grandes blocos: métodos em que a enzima fica
retida no interior da matriz de imobilizacdo e métodos em que a enzima se encontra
sobre a superficie do suporte. Relativamente aos métodos em que a enzima fica
retida no interior do suporte, a imobilizagdo pode ocorrer pela formagdo de uma
estrutura porosa na presenca da enzima, a qual fica aprisionada na matriz
tridimensional, ou pela introducdo da enzima em uma membrana porosa
previamente formada. Em ambos os casos, a enzima fica embebida em um “gel” que
deverd possuir porosidade adequada, permitindo a difusdo dos substratos e
produtos enquanto que a enzima permanece retida no interior da matriz. A
imobilizacdo na superficie do suporte pode resultar da adsorcdo da enzima ao
suporte solido, devido a interacdes fracas do tipo dipolo-dipolo, ligacdes de
hidrogénio e interacdes idnicas ou hidrofébicas, ou ainda da ligacdo covalente da
enzima ao suporte. Na imobilizacéo por ligacdo covalente (conhecido como, método
grafting), a enzima fica irreversivelmente ligada ao suporte, obtendo-se com isso um
conjugado estavel que ndo se dissocia durante a imobilizacdo. No entanto, as
condicbes necessarias a formacdo de uma ligacdo covalente podem levar a
alteracdes na estrutura tridimensional da enzima, produzindo preparagdes com baixa
atividade catalitica (XIONG, et al., 2021).

O processo de imobilizacdo por adsor¢éo é mais simples e envolve interacdes
enzima-suporte mais suaves e menos especificas, obtendo-se preparacdes
enzimaticas com atividades cataliticas elevadas e rendimentos de imobilizacao
também elevados. A principal desvantagem da imobilizacdo por adsor¢cao se deve a

possiveis perdas de enzima, que poderdo ocorrer durante a utilizacdo da preparagéo
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enzimatica no meio reacional. Os suportes sélidos utilizados sédo constituidos por
vérios tipos de materiais, que vao desde o vidro com porosidade controlada, éxido
de aluminio, silica, celite, resinas do tipo Sepharose, a polimeros como agarose,
poliamida, polipropileno e polietileno. A escolha do método de imobilizac&o e do tipo
de suporte depende essencialmente de dois fatores: das caracteristicas peculiares
da enzima e das condigBes de uso da enzima imobilizada. Dada a variabilidade
desses fatores, ndo existe um método geral de imobilizacdo, nem um suporte que
possa ser considerado de aplicagédo universal. (XIONG et al., 2021).

Segundo XIONG et al. (2021) para o bom de uma enzima imobilizada € dada
pelo suporte e mesmo existindo diferentes materiais que podem ser aplicados na
imobilizacdo de enzimas, a sua escolha depender, principalmente, das
caracteristicas peculiares da enzima e das condicbes de uso da biomolécula
imobilizada, observe os exemplos de enzimas e alguns tipos de métodos de
imobilizag&o, tipos de suportes na tabela 2.

O inconveniente do uso dos suportes porosos sdo 0S possiveis problemas
relacionados a limitacGes difusionais, uma vez que o substrato, além de se difundir
da solucdo para a superficie externa, devera difundir-se também para o interior dos
poros do suporte, onde grande parte das moléculas do catalisador esta situada.
Todavia, a localizagdo das moléculas de enzimas no interior dos poros também
confere uma protecéo frente a eventuais condicfes adversas do meio reacional. Os
suportes ndo porosos apresentam como principal vantagem a acomodacdo das
moléculas de enzima apenas na sua superficie externa, o que facilita a interacéo do
catalisador com moléculas de substrato. No entanto, a pequena area superficial
exibida por esses suportes € sua mais notéria desvantagem. Na tentativa de
contornar esse problema, muitos pesquisadores tém optado pela utilizacdo de
particulas ou fibras finas; porém, outras dificuldades surgem quando se utilizam
esses tipos de materiais como, por exemplo, alta queda de presséo e baixas vazdes
para operacdo em reatores continuos. Os materiais organicos, em especial 0s
polimeros, que podem ser naturais ou sintéticos, sdo uma classe de suportes
importantes no campo da imobilizagcdo de biocatalisadores, os polimeros sintéticos
exibem variedades de formas fisicas e estruturas quimicas que podem ser
combinadas para formar um suporte de acordo com as caracteristicas desejadas,

porém os polimeros naturais apresentam algumas vantagens quando comparados
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aos sintéticos, pois geralmente tém baixo custo e sdo facilmente degradaveis, ndo

causando danos ao meio ambiente (XIONG, et al., 2021).

Tabela 2: Métodos de imobilizacéo de enzimas, tipos de suportes e aplicagdes dos sistemas
imobilizados na obtencdo de produtos de interesse industrial.

METODO DE
ENZIMA SUPORTE etk
ce-Amikase Nanaparticulos de silica Adsarcgo

Nonoparticulos magnéticos

o qulnsens Ligocdo covalente

ce-fJuimiokripsing

ou-Goloctosidose Grofeno fandonalizade Ligocdo covalente

Pbolodtosidose  Parficubas de quitasana e ogorose  Ligogio covalente

[Ghcosidose Parficudos de guitosona Ligoco covalente

Ligogto covalente
& odsargdo seguida
de reficulocdo

; , Nanofibens de pobestieno-co-
Neool onidese onidrido maleico (PSMA)

Liimins de vidro retobertos

Fosfatasz alcoling ¥ I Adsarcgo :
por filmes de silico
Cotolose Nonotubos de fitanatos Ligoto covalente
Slicoail Honotuhos de corbana de _ et
ieoamilme aredes mtiles Ligogdia covalente
[nvertose poliurefono Ligotto covalente
Nanoparticubas de tifdnia & - ngm_:m:!
Laca membronos de fifdnio funconalizoda tovalenke ¢ odsorcio
sequidn de reficdacho
Nonoparficulos magnéticos X
Lactotodesidrogenase revestids com sl Ligocdo covalente
Lipnse Poticulos de pok-hidroxibutirato Adsarcio
Tiipsino Hunumrh[ulus_mu.m&ﬁn:us Adsaicio
decoroximetilpuitosono
Urease Parficudos de guitosona Ligoco covalente

Fonte: Souza, et al. (2014).

Outra vantagem de se fazer o uso da imobilizacdo das enzimas € a
possibilidade de se reutiliza-la no fim do processo, o que, focado para o biodiesel ou
algum outro processo, é de grande interesse uma vez que se podem reduzir 0s
custos com a producdo com a aquisicdo dessas enzimas, uma vez que ela pode ser

recuperada e reutilizada e imobilizada.
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3.1.2 Enzimas

Enzimas sdo proteinas que catalisam reacdes quimicas. Como tal, as
enzimas tém sido amplamente utilizadas para facilitar os processos industriais e na
producédo de produtos, e essas enzimas sao referenciadas como enzimas industriais.
Apesar de remontar aos tempos antigos, quando as enzimas eram usadas na
panificacdo, fabricacdo de cerveja, fabricacdo de queijos, etc., elas eram usadas
como microrganismos fermentadores ou como preparacfes como o rumen de vitelo
ou a papaia (SHELDON, et al., 2017).

Somente nas Ultimas décadas, o desenvolvimento da tecnologia do DNA
recombinante e dos bioprocessos avancados possibilitou a producéo e purificacéo
de enzimas em larga escala, permitindo a ampla aplicacdo de enzimas em diversos
produtos e processos industriais, como quimico, detergente, téxtil, alimenticio, racdo
animal, couro, celulose e industrias de papel (SHELDON, et al., 2017).

De acordo com o relatério da Applied Market Research, o mercado global de
enzimas industriais foi US$ 7,1 bilhdes em 2017 e chegara a US$ 10,5 bilhdes até
2024 a uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 5,7% de 2018 a 2024.
Os mercados de enzimas estimados para 2024 com base nos setores de aplicacéo
sdo voltados para bebidas, alimentos, detergentes, biocombustiveis, alimentacdo
animal, biofarmacos e outros. Um fluxo continuo de enzimas inovadoras produtos e
suas aplicacBes novas e emergentes estao levando a industria de enzimas a uma
era de expansao sem precedentes (JACKSON, et al., 2010).

Entre as enzimas industriais atualmente utilizadas, as hidrolases, incluindo
proteases e lipases, continuam sendo os tipos de enzimas dominantes que s&o
amplamente utilizados nas industrias de detergentes, laticinios e produtos quimicos.
Vérias carboidrases, principalmente amilases e celulases, representam o segundo
maior grupo. A Tabela 3 lista as enzimas e as industrias onde elas encontram
aplicacbes valiosas. Uma enzima pode ser usada em varias industrias, enquanto
varias enzimas sdo frequentemente necessarias na mesma aplicacdo para alta
eficiéncia (JACKSON, et al., 2010).
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A aplicacdo de enzimas em diversas industrias resultou em economias
significativas de recursos como matérias-primas e agua consumo e a melhoria da
eficacia energética. Isso beneficia grandemente a industria em questdo e 0 meio
ambiente e continuar a desempenhar um papel importante na melhoria da
sustentabilidade de nossa sociedade e na qualidade de nossa vida para as proximas
geracdes (JACKSON, et al., 2010).

Tabela 3: Lista das enzimas e as industrias onde elas sdo aplicagdes.

Enzimas Industriais e suas V aliosas Aplicagoes

Ennma Substrato Industria

Protease Protemna, Polipeptideo | Detergentes para roupa & louga
Processamento de comida
Aditivos para alimentagdo animal
Processamento de cowro
Tratamento de esgoto
Farmacologia e fabricacio de medicamentos
Lipase Oleo, Gordura Gordura e oleo

Detergentes
Comida & panificagio
Polps e papel

Quinica fina

Materiais

Amilase Carbosdrato Amido e combustivel
Cozimento

Detergentes
Téoxil

Polpa e papel
Bebida
Pululanase Polissacandeo Amdo
Comida

B 5 B
Téxil
Comi
Iml' S ke
[ ianase Silano Polpa & papel
Panificacio e comida
Alimentacio animal
Lacase Benzenodiol Polpa e papel

Téxul
Comida
Biomremediagio
Transglutaminase | Protemolamina Conuda
Téxil

Fuase Fitato Alimentagao animal
Comida

Fonte: JACKSON, et al., (2010).
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3.2 BIODIESEL

3.2.1 Historico e legislacéo

Biodiesel € o nome dado a ésteres alquilicos de acidos graxos desde que
atendam certos parametros de qualidade. Além de esses ésteres serem derivados
de fontes biolégicas como plantas e animais, atuam como combustivel substituto ao
diesel de petréleo, com desempenho muito proximo, ndo exigindo modificagdes nos
motores existentes (DABDOUB, et al., 2009).

Segundo knothe, et al., (2018) a histéria do biodiesel nasceu junto com a
criacdo dos motores diesel no final do século XIX. O motor com maior eficiéncia
termodinamica concebida por Rudolf Diesel foi construido para operar com 6leo
mineral, a pedidos do governo francés. O 6leo selecionado para os testes foi o de
amendoim, cuja cultura era abundante nos paises de clima tropical.

O motor diesel, produzido pela companhia francesa Otto, movido a 6leo de
amendoim, foi apresentado na Exposi¢cdo de Paris, em 1900. Outros experimentos
conduzidos por Rudolf Diesel (figura 2) foram realizados em Sao Petersburgo, na
Russia, com locomotivas movidas a 6leo de mamona e a 6leos animais. Em ambos
0S casos, 0s resultados foram muito satisfatérios e os motores apresentaram bons
desempenhos (knothe, et al., 2018).

Quando a Segunda Guerra Mundial despontou, muitos governos temiam por
seus estoques de suprimentos derivados de petréleo e passaram a adotar o 6leo

vegetal como combustivel de emergéncia. (knothe, et al., 2018).
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Figura 2: Rudolf Diesel (1858-1913), sua invenc¢do e o registro de patente de 23 de fevereiro de 1893.

Fonte: WIKIPEDIA (2022).

Na atualidade, o potencial do uso do biodiesel como fonte energética
renovavel € um dos assuntos de grande relevancia no ambito industrial e
académico, embora esse combustivel ja seja utilizado em um grande numero de
paises mesmo enfrentando sérias dificuldades para competir com o diesel de
petréleo, forcou alguns paises a estabelecer programas de subsidio ou de uso
obrigatério nas misturas com diesel, como € o caso do Brasil (RINALDI et al., 2007).

A definicdo para biodiesel adotado na Lei no 11.097, de 13 de setembro de

2005, que introduziu o biodiesel na matriz energética brasileira, é:

"Biodiesel: biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em
motores a combustdo interna com ignigcdo por compressdo ou, conforme
regulamentos para geracdo de outro tipo de energia, que possa substituir
parcial ou totalmente combustiveis de origem féssil”.

Mesmo os estudos anteriores mostrarem resultados promissores quanto ao
uso de biocombustiveis obtidos a partir de 6leos vegetais, a mistura de biodiesel ao
diesel fossil teve inicio no Brasil em dezembro de 2004, em carater autorizativo. Em
janeiro de 2008, entrou em vigor a mistura legalmente obrigatéria de 2% (B2). Com o
perceptivel amadurecimento do mercado brasileiro, esse percentual foi ampliado
pelo Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) sucessivamente até atingir
8% (B8) em marco de 2016 (ANP, 2016).

O bio antes do diesel refere-se a fonte de uma das matérias-primas usada na

sua producdo, que geralmente € de um Oleo vegetal, o 0leo de soja € 0 mais



27

comumente usado nas usinas. Além desse, existem outros 0leos vegetais tem sido
usados na producdo de biodiesel, entre eles destacam-se os Oleos de girassol,
mamona, pinhdo-manso, dendé (palma), babacu e amendoim (TAPANES, et al.
2013). Os oleos vegetais e gorduras animais apresentam em sua COMPOSICA0 0S
triacilglicerideos, que sdo os tri-ésteres que provem do glicerol (um trialcool, cujo
nome IUPAC é propano-1, 2, 3-triol) ligado a trés &cidos carboxilicos de cadeia
longa (acidos graxos). A figura 3 mostra o percentual das principais matérias-primas
utilizadas para producéo de biodiesel no Brasil (MERCON, 2010).

Figura 3: Percentual de matérias-primas utilizadas para produc¢édo de biodiesel no Brasil.

Oleo de Algoddo
- ) 1,5%
Gordura de Porco
2.0% 1.2%

Oleo de Fritura

Outros
Oleo de Palma 1,1%

2,5%

Oleo de Soja
71,2%

Fonte: ANP (2020).

7z

Tradicionalmente o biodiesel é produzido através das reacbes de
transesterificacdo de triglicerideos, usando geralmente catalisadores alcalinos, ou da
esterificacdo de acidos graxos livres, sendo que, nesse ultimo caso, 0s acidos
graxos livres (AGLS) sdo submetidos a reagéo direta com um alcool de 4 carbonos
ou menos, na presenca de catalisadores &cidos. Mais recentemente o uso de
diversos catalisadores heterogéneos tem sido descrito na literatura (DABDOUB, et

al, 2009). A producdo de biodiesel pode ocorrer via catalise quimica, a partir de
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triglicerideos através de uma reacdo de hidrolise, catalisada por acidos ou bases,
seguida de transesterificacdo (HAYYAN, et al., 2014).

Enzimas imobilizadas em diversos suportes sdo outros catalisadores que
promovem a transesterificacdo e algumas vezes a esterificacdo, podendo ser
recuperados e reutilizados. As vantagens e limitacbes de uso de enzimas tém
servido de oportunidade para o desenvolvimento do uso de células — integrais como
biocatalisadores na maioria das vezes imobilizadas (DABDOUB, et al., 2009).

O possivel uso de enzimas imobilizadas para a producdo de biodiesel traz
beneficios adicionais vantagens como:

(i) facil separacgéo do catalisador, evitando maior contaminac¢éo do produto;

(ii) reciclagem enzimatica, reduzindo custos de producao;

(iif) e aumento da estabilidade enzimatica.

Além disso, através da catélise enzimética, € possivel utilizar alcool hidrato
como substrato, que nao pode ser utilizado durante as reacdes de transesterificacao
quimica, diminuindo os custos de producdo, uma vez que o alcool anidro é
significativamente mais caro (BRADY, et al., 2009).

Segundo Costa (2009), em uma planta de producdo de biodiesel, sao
envolvidas diversas operacdes unitarias. Além da reacdo de transesterificacéo,
recuperacédo e purificacdo dos subprodutos e produtos finais. A figura 4 representa
um fluxograma de biodiesel em escala industrial, utilizando etanol ou metanol como
fonte de alcool, e NAOH ou KOH e em seguida, na figura 5, tem um percentual de
entradas e saidas desse processo de producdo. Vale ressaltar que esses

percentuais podem variar conforme a matéria-prima adotada no processo.



Figura 4: Fluxograma do processo de producéo do biodiesel.
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Figura 5: Percentual de entradas e saidas do processo de produc¢éo do biodiesel.
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Os processos mais utilizados envolvem as etapas de transesterificagdo via
catalise alcalina, processos continuos com um ou dois reatores em série e as
operacbes unitarias de separacdo, purificacdo e recuperacdo. Que utilizam
reagentes com algumas caracteristicas estabelecidas, a fonte de alcool deve ser
anidra e preferencialmente de baixo peso molecular, as fontes de triacilglicerol com
baixa acidez e baixa umidade. A reagéo deve ocorrer preferencialmente em pressao
atmosférica e as temperaturas reacionais sado proximas ao ponto de ebulicdo do

alcool, com proposito de reduzir o tempo de reacdo (RINALDI et. al., 2007).

3.3 METODO DE OBTENCAO E PURIFICACAO

O biodiesel pode ser obtido através de uma reacdo quimica chamada de
transesterificacdo, que de um modo geral é a reacdo de um triacilglicerol com um
alcool de cadeia curta em presenca de um catalisador, com isso produzindo um
novo éster e subprodutos. A reacdo completa de transesterificacdo dos Oleos e
gorduras € composta por sequéncias de trés reacdes reversiveis e consecutivas, em
gue os monoglicerideos e diglicerideos séo os intermediarios (DANTAS, 2006).

Em termos de combustivel, a finalidade do processo de transesterificacdo visa
diminuir a viscosidade do 6leo, sendo uma forma mais econdmica de transformar as
cadeias ramificadas estrutural do 6leo em moléculas menores, o0 que vai diminuir sua
viscosidade e fazendo que a sua composicdo se assemelhe com a do diesel,
possuindo entdo condicbes necessarias para a sua combustdo em motor movido a
diesel (DEMIRBAS, 2008).

Com relagcédo aos catalisadores, a transesterificacdo pode ser realizada tanto
em meio acido quanto em meio basico. Este ultimo promove um rendimento maior
gue o catalisador acido, observando-se maior rendimento e seletividade, além de
apresentar menores problemas relacionados a corrosdao dos equipamentos. Os
catalisadores basicos mais eficientes para esse proposito sdo o hidréxido de
potassio (KOH) e hidroxido de sédio (NAOH), sendo o NAOH o mais utilizado por
possuir um menor custo. Para aumentar o rendimento e permitir a formacéo de uma
fase separada de glicerol, adiciona-se excesso de agente transesterificante (alcool
primario de cadeia curta) de acordo com Costa Neto e colaboradores; a reacéao de
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sintese geral empregada na figura 6, em nivel industrial, utiliza uma razao molar de
Oleo: alcool de 1:6 ou superior, devido ao caréater reversivel da reagcdo. Também,
para que resulte em uma transesterificacdo satisfatoria, os 6leos devem possuir

baixo teor de &cidos graxos livres (FERRARI, et al., 2005).

Figura6: Equacdes da reacdo de transesterificacdo de um triacilglicerideo com metanol catalisado por

hidréxido de potassio.

Passo 1:
CHOH + KOH —==> H,0 + CHOK'
Passo 2:
H2(|:—OCOR1 H,C—OK*
|
|
HC—OCOR; + CHOK' === R(COOCH; + 0 oo
H2C—OCOR; H2C—OCOR;
Triacilglicerideo Ester metilico
Passo 3: o
H,C—OK H2(|3—OH
|
HC—OCOR; + CH;0H —= HC—0OCOR; + CH30K'
H.C—0OCOR; H-C—0OCOR4

Diacilglicerideo

Fonte: GERIS, et al. (2007).

Vale destacar que a reacdo do hidroxido de potassio com o alcool leva a
formacdo de agua e, na presenca do catalisador basico, podera levar a hidrolise de
algum éster produzido, com consequente formacdo de sabado (Figura 7). Essa
saponificacdo indesejavel reduz o rendimento do éster e dificulta consideravelmente
a recuperacéao do glicerol, devido a formagéo de emulsdo. Além disso, o consumo do
catalisador reduz a eficiéncia da reacdo. Portanto, para uma transesterificacdo
catalisada por bases, ambos os 6leos e alcool devem ser isentos de agua. Um baixo
teor de acidos graxos livres no 6leo também é necessario se o processo de alcoolise

ocorrer por catalise basica. Oleos vegetais que contenham alto teor de &cidos
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graxos livres ou agua devem ser processados via catalise acida (GERIS, et al.
2007).

Figura7: Reacdo secundaria da transesterificacao: reacéo de saponificacao.

O 0]
I
R—C—OR;y + KOH R—C-O0K" + R4—OH

H,0

Fonte: GERIS, et al., (2007).
3.3.1 Catélise quimica

Catalisadores quimicos sdo substancias que aumentam a velocidade das
reacfes. No caso da conversdo de triglicerideos em ésteres de acidos graxos
(biodiesel), a reacdo catalisada ocorre em curto periodo de tempo. No entanto, esse
tipo de catalisador traz algumas desvantagens, como dificuldade de separacdo do
meio e assim a impossibilidade de reutilizacdo do catalisador, e consequente a
obtencdo de um produto com menor grau de pureza e necessidade de tratamento do
grande volume de &gua utilizado devido a saponificacdo apos a transesterificacéo e
desta forma aumentando o custo de producdo (GOLDEMBERG, et al, 2010).

3.3.2 Catélise enzimatica nos processos de obtencéo do Biodiesel

Diferentemente dos catalisadores quimicos convencionais, as enzimas sao
catalisadores de origem biol6gica altamente especifica e, portanto, capazes de
discriminar ndo somente as reagfes, como também os substratos (especificidade
guanto ao tipo de substrato). As exigéncias atuais por processos industriais
sustentaveis que contemplem os principios da quimica verde, bem como as
limitacbes existentes na obtencdo de produtos ou intermediarios especificos de
importancia industrial, tém tornado a tecnologia enzimatica uma alternativa cada vez
mais atrativa para a aplicacdo em diversos ramos industriais. Para contornar essa

limitacdo, a comunidade cientifica direcionou seus estudos para dois focos: o
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primeiro foi encontrar linhagens microbianas com potencial de producdo e secregao
das enzimas; o segundo foi desenvolver métodos de tornar a enzima imobilizada
para posterior reutilizacdo (SOUZA, et al, 2017 apud Krajewska B, 2004).).

Imobilizacdo € um termo genérico empregado para descrever a retencao de
uma biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico. No caso das
enzimas, a imobilizacdo consiste no confinamento da proteina em um suporte solido
insolivel em meio aquoso e em solventes organicos, e pode ser usada isolada ou
em combinacdo com outras técnicas de estabilizacdo de proteinas, considerada uma
das ferramentas mais eficientes para alterar a especificidade, seletividade, atividade
e estabilidade das enzimas. Em comparag¢do com as enzimas sollveis, as enzimas
imobilizadas sdo mais robustas e mais resistentes a mudancas do ambiente
reacional, incluindo influéncias de temperatura, pH e solventes organicos (SOUZA,
et al., 2017 apud MATEO, et al., 2007).

O processo de transesterificacdo enzimatica, de acordo com a figura 8, que
consiste no processo de modificacdo lipidica catalisada pelas lipases, enzimas
obtidas predominantemente de bactérias, leveduras e fungos, observe na tabela 4
as enzimas que ja estdo sendo estudadas e empregadas no processo de
transesterificacdo. O processo, quando otimizado, oferece inUmeras vantagens em
relagdo ao processo quimico, pois permite maior controle sobre a distribuicdo
posicional dos acidos graxos no produto final devido a seletividade das lipases. As
lipases sdo conhecidas por terem a propensdo a atuar mais efetivamente em
moléculas de cadeia carbbnica longa (DABDOUB, et al., 2009).

No processo enzimatico certos problemas como a formacdo de sabdo e
neutralizacdo pode ser reduzida, além da possibilidade de obter-se os produtos,
glicerina e biodiesel, em maior grau de pureza, e possibilidade do reuso do
biocatalisador. A utilizacdo de enzimas na reacao traz facilidade de separacéo do
catalisador, possibilitando um maior grau de pureza e a possibilidade de reutilizagéo
das mesmas, menor temperatura de reagao, de rendimento e seletividade para os
produtos. Entretanto, observam-se alguns inconvenientes; sdo enzimas mais caras,
tornando a substituicdo dos catalisadores quimicos um grande desafio, e o tempo de

reagao € maior e com menor numero de reutilizagao (glicerol).



Figura8: Esquema do processo de producéo de biodiesel com enzimas.

Fonte: FJERBAEK et al., (2009).
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Tabela 4- Estudo da producéo de biodiesel usando enzimas.

LU AR LR

ERZIRIE OLECVGORDURA | ALCOOL FORRIL unuW
]
Oliva Metanol | Imobilizada | -
Candida Antarctica Girazsol Metanol | Imobilizads | 93,2
Canola Metanol | Imobilizada | -
Ssbo Metznol | Imohbilizada | 74
Paendornonss Zaja hietanal Livte 5
Fluorascens Girassal Isobutancl | Imabilizada | 453
Soja Mletanal Livte o0
Psendomonzs Girazzol 1-Butasol | Imobilizada | 88,4
Cepacia JTaapha Etznal Imobilizada | 98
Mahua Etanal Imobilizada | »92
Candida Fugosz Soja hietanal Linte Bi0-00
Fhizomacer Mishei Girassol Etanol Imobilizada | 72,1
Metanal 50
Temnarryces Grirazzol 1-Propanol | Imobilizada | 82,8
Lanuginoza 2-Propanal 73
Candida sp §9-125 Colza Metanol | Imobilizada | 83
Oleo de frimra 92
Paendomanzs Gordura de o8
Cepacia + Candida Festaurante Eranol | Imabilizada
Antarctica
Thermonmyces Calza e Olea de g5
Lamuzingsa = fritara Metanol | Imobilizada
Candida Antarctica
Rhizopus Cryza + Soja Metanol | Imobilizads | 99
Candida Fugosa

Fonte: FJERBAEK, et al., (2009).
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4 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para que o processo enzimatico seja viavel, prefere-se que a lipase seja
utilizada na forma imobilizada, que, ao contrario de sua contraparte solluvel, permite
facil reutilizacdo da enzima e controle do processo. No entanto, a desativacao,
principalmente pelo &lcool de cadeia curta, e a deposi¢cdo do subproduto glicerol
continuam sendo os obstaculos significativos para a reutilizacéo efetiva da lipase.

Além disso, o0 uso de solvente organico € essencial quando a gordura animal
for utilizada como matéria-prima para a producao de biodiesel. Essa matéria-prima
tem um alto ponto de fusdo que esta proximo da temperatura de desnaturacdo da
lipase e, portanto, deve ser dissolvida em um solvente. No entanto, o uso de
solventes organicos ndo € recomendado no processamento de alimentos devido ao
seu efeito nocivo. Além disso, unidades de separacdo de produtos e recuperacéo de
solventes séo inevitavelmente necessérias neste caso.

Isto pode ser afirmado porque, ao se analisar 0os processos completos usando
os desenvolvimentos pontuais publicados, se observam desvantagens técnicas que
se traduzem em inviabilidade (desvantagem) econdémica.

De uma maneira resumida todas as vantagens vistas nas publicagcdes estao
sempre acompanhadas das mais diversas limitagbes. Assim podemos citar como
exemplos, a realizacdo da transesterificacdo em condi¢cdes supercriticas
(temperatura e pressao) que elimina a necessidade de catalisador, enquanto 0 uso
de catalisadores heterogéneos facilita a recuperacdo e reutilizacdo dos mesmos.
Ambos o0s processos deixam os produtos mais faceis de serem purificados.
Entretanto, apresentam desvantagem quanto ao elevado consumo energética
durante sua aplicacdo, pois requerem condi¢cdes de alta temperatura e pressao.
Além disso, no caso dos catalisadores enzimaticos, ndo ha formacédo de sabdes, a
purificacdo do biodiesel e da glicerina é facilitada, pois ndo sdo contaminados com
produtos quimicos acidos ou alcalinos, mas apresentam as desvantagens de longos
tempos reacionais e na maioria das vezes transformacdes parciais, além dos
elevados custos das enzimas (DABDOUB, et al., 2009).

Portanto, estudos futuros deverdo se basear na solucdo de problemas
realmente encontrados pela industria mais do que meramente no desenvolvimento

pontual, com solu¢cbes que permitam, como, por exemplo, o desenvolvimento e a
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aplicacdo de novos catalisadores que se aproximem daquilo que pode ser

considerado um catalisador modelo, e sempre visando a sua eficiéncia global.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresentou uma revisdao de enzimas e leveduras para a
producdo de biodiesel. Foi possivel observar que as enzimas lipases podem atuar
como biocatalisadores em reacdes de transesterificacdo para a producdo de
biodiesel devido ao seu grande potencial catalitico e aplicabilidade com baixo custo,
podendo ser disponiveis em diversos setores industriais.

Para que a substituicdo de processos quimicos convencionais por tecnologia
enzimatica é necessario a continuidade de esforcos cientificos que proponham
alternativas de reducao de custo do processo, sobre tudo das enzimas e a utilizacéo
de enzimas imobilizadas com a possibilidade de reutilizagdo, o que acaba tornando

a tecnologia enzimatica mais barata e mais competitiva.
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