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RESUMO

Milhées de toneladas de 6leo de fritura sdo descartadas inadequadamente todos os
anos, contaminando corpos hidricos em todo o planeta. No entanto, esses residuos
gerados podem ser reaproveitados como fonte lipidica para a sintese de biodiesel
por meio da rota de hidroesterificacdo. Portanto, este trabalho teve como principal
objetivo a sintese de biodiesel via hidroesterificagcdo enzimatica, avaliando-se
simultaneamente a influéncia da concentracéo de 6leo residual de fritura (ORF) e de
lipases na etapa de hidrélise, bem como os efeitos da razdo molar dos reagentes,
da concentracido enzimatica e do tempo de reagao na etapa de esterificacdo, com o
objetivo de maximizar o rendimento de ambas as reagdes. O ORF foi caracterizado
para verificar se suas propriedades (densidade, teor de umidade, indice de acidez
total, indice de saponificagédo, indice de peréxidos e indice de iodo) atendem aos
padrbes exigidos para a sintese de biodiesel. A etapa de hidrdlise, catalisada pela
lipase de Candida rugosa, foi otimizada utilizando um delineamento composto
central rotacional, avaliando a influéncia da concentragcdo de ORF (x1) e da
concentragdo de enzima (x2). Ambas as varidveis foram estatisticamente
significativas ao nivel de 95% de confianga, com condi¢gbes 6timas definidas em
10% m/v para ambas, resultando numa conversdao completa dos triacilgliceréis em
acidos graxos livres (AGL) apos 150 minutos de reagédo. Na etapa de esterificacao,
catalisada pela lipase Eversa® Transform 2.0, obteve-se uma conversdo maxima de
91,94% dos acidos graxos livres em ésteres etilicos apdés 4 horas de reagao,
utilizando uma razdo molar AGL:etanol de 1:2, e 5,0% v/v de catalisador. A analise
por cromatografia gasosa revelou que uma predominéncia de 74,57% de ésteres
etilicos insaturados no composto obtido, como oleato e linoleato de etila, sugerindo
propriedades favoraveis de fluxo a frio. Os resultados obtidos evidenciam que o 6leo
de fritura residual pode ser uma alternativa viavel e sustentavel para a producao de
biodiesel, contribuindo para o reaproveitamento de residuos e a reducdo de

impactos ambientais.

Palavras-chave: biodiesel; lipase; hidroesterificacdo; Candida rugosa; Eversa®

Transform 2.0.



ABSTRACT

Millions of tons of waste cooking oil (WCO) are improperly discarded each year,
leading to the contamination of aquatic environments worldwide. However, this waste
can be repurposed as a lipid feedstock for biodiesel synthesis through the
hydroesterification route. Therefore, the main objective of this study was to produce
biodiesel via enzymatic hydroesterification, simultaneously evaluating the influence
of WCO and lipase concentrations during the hydrolysis step, as well as the effects
of reactant molar ratio, enzyme concentration, and reaction time during esterification,
aiming to maximize the yield of both reactions. The WCO was characterized to
assess whether its physicochemical properties (density, moisture content, total acid
value, saponification index, peroxide value and iodine value) met the requirements
for biodiesel synthesis. The hydrolysis stage, catalyzed by Candida rugosa lipase,
was optimized using a central composite rotational design, evaluating the influence
of WCO concentration (x1) and enzyme concentration (x2). Both variables were
statistically significant at 95% confidence level, with optimal conditions of 10% w/v
for both, resulting in complete conversion of tryacylglycerols into free fatty acids (FFA)
after 150 minutes of reaction. In the esterification step, catalyzed by Eversa®
Transform 2.0 lipase, a maximum conversion of 91,94% of FFA into ethyl esters was
obtained after 4 hours of reaction, using a FFA:ethanol molar ratio of 1:2 and 5,0%
v/v_ enzyme concentration. Gas chromatography analysis revealed a predominance
of 74,57% unsaturated ethyl esters in the final product, such as ethyl oleate and
ethyl linoleate, indicating favorable cold-flow properties. The results demonstrate that
waste cooking oil is a viable and sustainable alternative for biodiesel production,

contributing to waste valorization and the reduction of environmental impacts.

Keywords: biodiesel; lipase; hydroesterification; Candida rugosa; Eversa® Transform
2.0
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1 INTRODUCAO

Os oleos de origem vegetal sdo amplamente empregados na culinaria em
todo o mundo (Teixeira et al., 2018). Embora uma mesma quantidade de 6leo seja
comumente reaproveitada algumas vezes, apds sucessivas frituras, ocorre a
deterioracdo deste produto por meio de reagdes de rancificagao, catalisadas pelas
altas temperaturas de fritura a que o 6leo é submetido, gerando subprodutos
indesejaveis, responsaveis por conferir mau odor e sabor ao alimento, além de
torna-lo impréprio para o consumo humano (Okparanta et al., 2018).

O dleo residual de fritura (ORF) que ja ndo pode mais ser reaproveitado deve
entdo ser descartado adequadamente, a fim de se evitar que contamine os corpos
hidricos do planeta. Embora a quantificagcdo precisa da geragdo de ORF seja
dificultada pela auséncia de dados especificos, estima-se que milhées de toneladas
desse residuo sdo geradas anualmente em escala global, com destaque para os
Estados Unidos e a China como os seus principais produtores (Awogbemi et al.,
2024).

Ademais, uma grande parcela da populagdo ndo tem ciéncia dos enormes
impactos ambientais causados pelo descarte inadequado dessas substancias, e, por
este motivo, ndo o realiza de maneira apropriada, o que acaba agravando ainda
mais esse problema (Gurbuz; Ozkan, 2019).

Estudos recentes voltados para o reaproveitamento desses residuos
verificaram que os ORF apresentam diferentes aplicacdes, podendo ser utilizados
como matéria-prima para a geragao de produtos de alto interesse comercial, como
sabdes (Hartini et al., 2021; Wulandari et al., 2023), biolubrificantes (Guedes Jr. et al.,
2022; Jahromi et al., 2021), biosurfactantes (Li et al., 2016; Gaur et al., 2022) e
biocombustiveis, em especial o biodiesel, empregado como combustivel sustentavel
voltado para a locomogao de veiculos pesados (Manikandan et al., 2023; Talebian-
Kiakalaieh et al., 2013).

Nos ultimos anos, tem sido observado um grande incentivo governamental
para substituir combustiveis fosseis por biocombustiveis, pois estes possuem um
alto teor de oxigénio, o que resulta em menores emissdes de gases poluentes,
especialmente mondéxido de carbono, devido a maior ocorréncia de combustbes
completas (Shen et al., 2018). No Brasil, a lei n° 14.993, de 8 de outubro de 2024,

decretou que todo diesel fornecido ao consumidor em territério nacional a partir de 1°
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de margo de 2025 deve apresentar, no minimo, 15% de biodiesel em sua
composicao (Congresso Nacional, 2024).

O produto denominado convencionalmente como biodiesel consiste em uma
mistura de ésteres monoalquilicos provenientes de acidos graxos de cadeia longa. A
rota quimica mais comumente empregada para sua sintese €& a rota de
transesterificagdo, utilizando catalisadores basicos. Esta rota ocorre por meio da
reacao entre um o6leo vegetal e um alcool, gerando biodiesel e glicerol no final do
processo (Ferreira et al., 2017; Mukhtar et al., 2016).

Essa técnica, no entanto, é restrita a utilizagcdo de 6leos vegetais refinados
como matéria-prima, uma vez que estes contém uma quantidade de acidos graxos
livres (AGL) reduzida e baixo teor de umidade (Wancura et al., 2020). Oleos que n&o
atendam a esses requisitos, como O6leos vegetais brutos ou Oleos residuais de
frituras tendem a induzir a ocorréncia de saponificacdo, formando sab&o no final do
processo, 0 que reduz a produgao de biodiesel, além de dificultar a separacéo e a
purificacdo do produto de interesse (Pourzolfaghar et al., 2016).

Todo biodiesel produzido a partir de substratos lipidicos inadequados ao
consumo humano, como o ORF, pode ser definido como biodiesel de segunda
geracgao (Saleh et al., 2023). Uma grande vantagem da sua produgao consiste no fim
da competicdo com a produgao de 6leos vegetais destinados a alimentacdo humana
(Boutesteijn et al., 2016). Além disso, a utilizacdo de ORF como fonte lipidica para a
producdo de biodiesel € interessante comercialmente, pois além de fornecer um
meio para a reutilizacdo de um descarte que apresenta um grande impacto ecoldgico
(Teixeira et al., 2018; Marchetti et al., 2020), também reduz consideravelmente o
custo da matéria-prima envolvida (Karmee et al., 2015).

Nesse contexto, a rota de hidroesterificacdo atua como uma rota alternativa
para a sintese de biodiesel, possibilitando a utilizagdo de o6leos residuais como
substrato sem haver necessidade da realizagao de tratamentos prévios para tal fim
(Costa et al., 2020). Esta rota pode ser subdividida em duas etapas subsequentes: A
primeira consiste na hidrolise das moléculas de triacilglicerol em AGL e glicerol
(Zenevicz et al., 2017). Os AGL reagem, entdo, com um alcool de cadeia curta por
meio de uma etapa de esterificagao, gerando, no final do processo, agua e biodiesel
(Vescovi et al., 2016).

Em ambas as etapas, a utilizacdo de catalisadores é essencial para reduzir a

energia de ativacdo necessaria para a ocorréncia das reagdes, conferindo uma
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elevagao da taxa reacional (Tougeer et al., 2020). Embora os catalisadores quimicos
sejam os mais empregados atualmente nas industrias de biocombustiveis, ha um
crescente apelo para o desenvolvimento de novas técnicas voltadas para a utilizagao
da catalise enzimatica (Wancura et al., 2019).

Apesar do custo das enzimas ser consideravelmente mais elevado do que o
dos catalisadores quimicos, seu uso apresenta diversas vantagens, como alta
seletividade ao substrato e a possibilidade de atuagao em condigbes mais brandas
de temperatura e pressao (Santos et al., 2020), além de evitar outros problemas
ocasionados pelo uso de reagentes quimicos, minimizando os tratamentos voltados
para a purificacdo do biodiesel e os impactos ambientais causados pelo descarte
dos residuos desse processo (Christopher et al., 2014).

Dessa forma, o emprego de lipases como biocatalisadores vem ganhando um
grande destaque atualmente na sintese de biodiesel (Rosset et al., 2019). No
entanto, esta via catalitica ainda & pouco explorada, ndo havendo muitos estudos
voltados para a producado enzimatica de biodiesel pela rota de hidroesterificacdo na
literatura, especialmente quando ORF é utilizado como substrato (Vescovi et al.,
2016).

A lipase de Candida rugosa foi selecionada para a etapa de hidrélise neste
trabalho em funcao de seu elevado potencial catalitico, atribuido a sua alta afinidade
pelos triacilglicerdis, a sua inespecificidade posicional — ndo sendo restrita as
posicdes sn-1,3 ou sn-2 — e a sua capacidade de atuar eficientemente tanto em
meios aquosos quanto hidrofébicos (Matinja et al., 2019; Lee et al., 2019).

Por outro lado, estudos recentes tém investigado o potencial da lipase
recombinante liquida Eversa Transform 2.0 (ET 2.0) na producdo enzimatica de
biodiesel, destacando sua elevada termoestabilidade e alta atividade catalitica tanto
na transesterificagao de glicerideos quanto na esterificagdo de AGL (Monteiro et al.,
2020; Guo et al., 2024). Dessa forma, a ET 2.0 foi selecionada para catalisar a etapa

de esterificacdo neste trabalho.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como principal objetivo a sintese de biodiesel, utilizando déleo
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residual de fritura, doado pelos alunos de ensino médio da Escola Estadual Judith

Viana, do municipio de Alfenas/MG, como substrato lipidico, por meio da rota de

hidroesterificacdo via catdlise enzimatica, empregando LCR para a etapa de

hidrolise e a lipase recombinante Eversa® Transform 2.0 (ET 2.0) para a etapa de

esterificagao.

O presente trabalho apresenta grande impacto no meio ambiente e na

sociedade como um todo, pois seus objetivos estdo alinhados com os seguintes

Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizagdo das Nagdes
Unidas (ONU):

a) ODS 7: Garante o acesso a energia limpa e sustentavel,

b) ODS 9: Promove a industrializagao sustentavel,

c) ODS 12: Garante padrbes de consumo e de produgao sustentaveis;

d) ODS 13: Adota medidas para combater as alteragdes climaticas;

e) ODS 14: Possibilita a conservagao dos corpos hidricos e da vida marinha.

1.1.2 Objetivos especificos

Para atender aos objetivos deste trabalho, as seguintes etapas foram

realizadas:

a)

b)

Caracterizagdo dos parametros fisico-quimicos (densidade, teor de
umidade, indice de acidez total, indice de saponificagdo, indice de
peréxidos e indice de iodo) do 6leo residual de fritura;

caracterizacao e determinagao da atividade lipolitica da lipase de Candida
rugosa e da Eversa® Transform 2.0;

maximizagado do rendimento de hidrdlise, otimizando-se as concentragdes
de ORF e de lipase de Candida rugosa no meio reacional;

maximizagao do rendimento de esterificacado, otimizando-se a razdo molar
dos reagentes, a concentragdo de Eversa® Transform 2.0, e o tempo de
reacgao;

purificacao dos ésteres etilicos obtidos;

determinagdo da composi¢cdo percentual dos ésteres etilicos por

cromatografia gasosa.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO DE LITERATURA

2.1.1 Oleo de fritura

Os oleos e gorduras possuem como componentes mais expressivos 0s
triacilglicerois, que séo ésteres resultantes da ligagao do glicerol com acidos graxos.
Suas propriedades fisico-quimicas estao diretamente relacionadas a composicao € a
distribuicdo dos acidos graxos, uma vez que estes correspondem, em média, a 95%
da massa molar dos triacilgliceréis (Moretto; Fett, 1998). Além disso, cabe destacar
que a composi¢cdo em acidos graxos pode ser influenciada por fatores climaticos,
regionais, pela espécie vegetal utilizada como fonte oleaginosa, pelo método de
extragao adotado, ou, ainda, pelo grau de pureza do 6leo obtido.

Nesse contexto, a Tabela 1 apresenta uma comparagdo da composi¢cao de
acidos graxos, determinada por técnicas cromatograficas, em diferentes Odleos
vegetais: 6leo de soja bruto (Vicentini-Polette et al., 2021), 6leo de soja refinado
(Ayyildiz et al., 2015) e uma mistura de Oleos residuais de fritura coletados em
diversos restaurantes e estabelecimentos comerciais localizados na cidade de Jaipur,
na india (Dubey et al., 2020).
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Tabela 1 — Composicao de acidos graxos presentes em diferentes tipos de 6leo
Porcentagens observadas na literatura (%)

Oleo de soja Oleo de soja .
Acido graxo bruto refinado Oleo residual de
(Vicentini- (Ayyildiz et fritura (Dubey et al.,
Polette et al., a)/yzo 15) 2020)
2021) g
Acido palmitico
(C16:0) 10,21+0,31 10,99 £ 0,04 11,35 + 0,56
Acido estearico 518 4 0.14 499 0,02 4741 045
(C18:0) 1810, 2920, 74 +0,
Acido oleico
(C18:1) 21,93 £ 0,53 23,33+ 0,03 23,30 £ 0,37
Acido linoleico 48,75+320 53,86 + 0,03 51,23 + 0,30
(C18:2) 753, 86 £ 0, 2340,
Acido linolénico 3.09 + 004 6.08 + 0.04 558 1 0.12
(C18:3) 090, 08 + 0, 58 + 0,
Acido araquidico
(C20:0) 0,40 + 0,06 0,47 + 0,02 0,54 + 0,02
Acido gandoleico
(C20:1) 3,10+ 0,60 0,252 0,00 ]
Acido behénico
(C22:0) - 0,40 £ 0,04 0,53+ 0,05
Acido lignocérico
(C24:0) - 0,17 £ 0,03 0,20 + 0,01

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Na Tabela 1, observa-se que os 6leos residuais de fritura (ORF) exibem um
perfil de acidos graxos semelhantes ao perfil dos Oleos de soja refinados,
comumente empregados como matéria-prima na sintese de biodiesel. Nesse
contexto, os ORF configuram-se como uma alternativa viavel ao emprego de 6leos
vegetais refinados, oferecendo vantagens significativas do ponto de vista econémico
e ambiental. A utilizagdo de substratos lipidicos de menor qualidade, como os ORF,
caracteriza a obtencgéo de biodiesel de segunda geracéao (Saleh et al., 2023).

Entre os principais beneficios destaca-se a expressiva reducido nos custos de
producao, considerando-se que a matéria-prima representa o principal fator de custo
no processo de sintese de biodiesel (Karmee et al., 2015). Além disso, o uso de

ORF evita a competicdo com a cadeia alimentar, uma vez que nao interfere na
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demanda por 6leos vegetais destinados a alimentagdo humana, o que constitui uma
vantagem econdmica e ética adicional (Boutesteijn et al., 2016).

Adicionalmente, a valorizacdo dos ORF contribui para a reducdo de impactos
ambientais negativos, ao fornecer uma via sustentavel para o reuso de um residuo
com elevado potencial poluidor (Teixeira et al., 2018).

Entretanto, € importante ressaltar que os ORF podem possuir algumas
caracteristicas fisico-quimicas distintas daquelas observadas em 6leos refinados, em
decorréncia de processos degradativos, como rancidez e oxidagao, e de hidrdlises,
resultantes da liberagdo de agua dos alimentos, catalisadas pelas altas temperaturas
a que o oleo de fritura € submetido (Lema, 2023). Essas reagbes sdo responsaveis
pela quebra das moléculas de triacilglicer6is em acidos graxos livres,
monoacilglicerois e diacilglicerois, ocasionando, portanto, alteragbes em suas
propriedades (Zenevicz et al., 2017).

Assim, é de suma importancia a caracterizacdo dos ORF antes de utiliza-los
para a sintese de biodiesel, com o objetivo de se verificar a conformidade dos seus
parametros fisico-quimicos com os padrdes esperados.

A densidade do éleo deve ser calculada com o objetivo de se verificar a
presenca de agua e de outras substancias oriundas do processo de rancidez de dleo
de fritura, as quais podem alterar significativamente sua massa especifica (Moretto;
Fett, 1998).

O teor de umidade presente no ORF & um parédmetro extremamente
importante para a sintese de biodiesel, pois 0 excesso de agua pode contribuir para
a ocorréncia de reagdes indesejaveis (Wancura et al., 2020), enquanto o indice de
acidez total atua como um indicativo da quantidade de acidos graxos livres
presentes no dleo.

O indice de saponificagdo € uma medida que expressa a quantidade de base
necessaria para saponificar os acidos graxos presentes em uma amostra lipidica.
Esse paréametro fornece informagdes indiretas sobre o perfil de acidos graxos
presentes, pois valores elevados desse indice indicam uma predominancia de
acidos graxos de cadeia curta, enquanto valores mais baixos sugeres cadeias
carbbnicas mais longas (Maceiras et al., 2017).

Os peroxidos sdo substancias formadas a partir do processo de rancidez
oxidativa do oleo de fritura. Logo, o indice de peroxido indica o grau de deterioragéo

desse Oleo a partir da concentracdo dessas substancias em sua composi¢ao
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(Maddikeri et al., 2015).

O indice de iodo € uma medida utilizada para quantificar as insaturagoes
presentes nas moléculas de acido graxo presentes no o6leo. O excesso de
insaturagdes pode ocasionar a formagao de gomas nos biocombustiveis, as quais
podem causar danos aos motores dos veiculos. Por este motivo, € de suma

importancia a determinagao deste parametro (Maceiras et al., 2017).

2.1.2 Biodiesel

Com o avango da globalizagdo e o consequente crescimento das atividades
comerciais e logisticas, o setor de transportes tem experimentado uma expansao
continua, impulsionada pela necessidade de atender a crescente demanda do
mercado. No Brasil, cerca de 65% do transporte de cargas e mercadorias é
realizado por rodovias, o que torna o modal rodoviario a principal via de distribuicdo
no pais. Contudo, esse predominio esta diretamente associado a um elevado
consumo de diesel fossil, tornando o transporte rodoviario um dos maiores
emissores de gases de efeito estufa, como o diéxido de carbono (Siméo et al., 2024).

Nesse cenario, o biodiesel surge como uma alternativa energética promissora,
destacando-se por seu carater renovavel, atdxico, biodegradavel e ambientalmente
mais favoravel. A substituicdo parcial ou total do diesel convencional por biodiesel
tem se mostrado eficaz na reducdo dos impactos ambientais, uma vez que sua
combustao resulta em menores emissdes de poluentes atmosféricos, como didxido
de enxofre (SO2), diéxido de carbono (CO2), hidrocarbonetos e material particulado.
Tais caracteristicas posicionam o biodiesel como vetor energético para a transigéo
energética rumo a uma matriz mais limpa e sustentavel (Zandie et al., 2022; Roy et
al., 2021).

Com o intuito de promover o uso de combustiveis renovaveis, a Lei n® 13.033,
de 24 de setembro de 2014, instituiu a obrigatoriedade da adigdo minima de 5% de
biodiesel ao diesel comercializado no pais (Congresso Nacional, 2014). Essa
exigéncia foi atualizada pela lei n°® 14.993, de 8 de outubro de 2024, que ampliou
esse percentual para 15%, com vigéncia a partir de 1° de margo de 2025 (Congresso
Nacional, 2024). Essa medida visa nao apenas reduzir a dependéncia de
combustiveis fésseis, mas também estimular o desenvolvimento de tecnologias

sustentaveis.
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Além das vantagens ambientais, o biodiesel apresenta beneficios do ponto de
vista econdmico e energético. Sua producédo pode ser viabilizada a partir de uma
ampla gama de matérias-primas, incluindo 6leos vegetais e gorduras residuais, o
que confere versatilidade ao processo e possibilidade de aproveitamento de
residuos industriais e domésticos (Karmee et al., 2015).

De acordo com dados da Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP, 2024), o 6leo de soja refinado constitui a principal matéria-
prima utilizada na produgao nacional de biodiesel, correspondendo a 69,15% do total
produzido. Em seguida, destacam-se os O6leos residuais (18,01%), as gorduras
animais (8,47%) e outros Oleos vegetais refinados (4,38%).

No entanto, apesar da predominancia do 6leo de soja refinado, a utilizacdo de
ORF como substrato para a produgao de biodiesel de segunda geragao configura-se
como uma alternativa sustentavel e de baixo custo, além de apresentar beneficios
adicionais a destinagdo ambientalmente adequada de residuos urbanos (Saleh et al.,
2023).

Do ponto de vista quimico, o biodiesel € composto predominantemente por
ésteres monoalquilicos de acidos graxos (EMAG), cuja composigao varia conforme a
origem da matéria-prima. Os EMAG podem conter cadeias carbénicas de 14 (C14) a
24 (C24) atomos de carbono, com diferentes graus de saturacao. Biodieseis obtidos
a partir de 6leo de soja ou ORF, por exemplo, séo ricos em EMAG insaturados (Liew
et al., 2023).

A composicdo desses ésteres impacta diretamente em propriedades fisico-
quimicas criticas para o desempenho do combustivel, como estabilidade oxidativa e
comportamento em baixas temperaturas. Um excesso de insaturagdes tende a
reduzir a estabilidade oxidativa, favorecendo processos de degradacéo (Singh et al.,
2024), enquanto uma elevada saturagdo pode aumentar o ponto de fusdo do
biodiesel, prejudicando seu fluxo em condicbes de baixa temperatura. Assim, o
equilibrio entre ésteres saturados e insaturados € essencial para assegurar a
qualidade e eficiéncia energética do biodiesel (Karimian et al., 2023).

Em sintese, o biodiesel representa uma solugdo energética viavel e
sustentavel, com potencial de reduzir as emissbes de carbono no setor de
transportes, valorizar recursos renovaveis e contribuir significativamente para o

desenvolvimento de uma economia circular e de baixo carbono (Zandie et al., 2022).
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A rota de hidroesterificagdo tem se destacado como uma alternativa

promissora para a produgao de biodiesel de segunda geragao, especialmente a

partir de matérias-primas lipidicas de baixa qualidade e com elevado teor de acidos

graxos livres (AGL). Essa rota envolve duas etapas sequenciais: a hidrolise dos

triacilglicerois presentes em Oleos e gorduras, liberando acidos graxos livres,

seguida da esterificagdo desses AGL com alcoois de cadeia curta, resultando na

formacdo de ésteres monoalquilicos — os principais constituintes do biodiesel

(Machado et al., 2021). A Figura 1 apresenta um diagrama esquematico que resume

as principais etapas da rota de hidroesterificacao.

Figura 1 — Esquematizacdo simplificada da rota de hidroesterificagdo
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

2.1.3.1 Etapa de hidrdlise

A etapa inicial da rota de hidroesterificacdo consiste na hidrélise dos

triacilglicerdis, principais constituintes dos 6leos e gorduras (Santos et al., 2017).

Cada molécula de triacilglicerol (TAG) é formada por uma unidade de glicerol

esterificada a trés acidos graxos, conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura de uma molécula de TAG
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

A adicdo de agua destilada a substratos lipidicos ricos em TAG, sob condi¢des
controladas e na presenga de catalisadores, promove a clivagem das ligagdes éster,

liberando os acidos graxos e o glicerol, como representado na Figura 3.

Figura 3 — Reagdo de hidrdlise
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

A hidrolise pode ser catalisada por agentes quimicos, acidos ou basicos, bem
como por catalisadores biolégicos, como as lipases. Todavia, o emprego de lipases
vem se destacando como uma alternativa promissora devido a sua alta seletividade,
a sua capacidade de atuar sob condi¢cbes brandas de temperatura e pH, e menor
geracgao de subprodutos, o que contribui para um processo mais limpo e sustentavel
(Rosset et al., 2019).

Os acidos graxos livres (AGL) e o glicerol obtidos nessa etapa apresentam
amplo potencial de aplicagdo industrial, podendo ser empregados como matéria-
prima na produc¢do de biocombustiveis, cosméticos e farmacos (Pourzolfaghar et al.,
2016). Nesse contexto, a rota de hidroesterificacdo permite a conversao eficiente de

substratos lipidicos de baixa qualidade e elevado teor de acidez — como 6leos
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residuais de fritura — em biodiesel, sem a necessidade de pré-tratamentos para a
remogao dos AGL (Machado et al., 2021).

Uma vantagem adicional da rota de hidroesterificagdo, em relagdo a
transesterificagdo convencional, consiste na obtencao de glicerol em meio isento de
alcoois. Na transesterificacdo, o glicerol é geralmente produzido na presencga de
metanol, que, apesar de seu baixo custo, é tdxico e compromete o reaproveitamento
do glicerol em aplicagdes de maior valor agregado, como na industria alimenticia ou
cosmética. A auséncia de metanol no sistema reacional da rota de hidroesterificagao
favorece, portanto, a obtencdo de um coproduto com maior pureza e aplicabilidade
(Cavalcanti-Oliveira et al., 2011).

2.1.3.2 Etapa de esterificagcao

Na etapa subsequente da rota de hidroesterificacao, os AGL obtidos na etapa
de hidrdlise sao submetidos a reacéo de esterificacdo com um alcool de cadeia curta,
geralmente etanol ou metanol. Essa reacdo leva a formacdo de ésteres
monoalquilicos de acidos graxos (EMAG), com a geragao de agua como subproduto.
Os EMAG resultantes formam uma mistura com caracteristicas apropriadas para uso
como combustivel, convencionalmente denominado biodiesel (Vescovi et al., 2016).

A Figura 4 apresenta uma representagcdo esquematica dessa reagao.

Figura 4 — Reacao de esterificagao
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

No entanto, alguns fatores devem ser considerados para aumentar o
rendimento de esterificacdo. Um dos fatores mais relevantes é o alto grau de pureza

dos AGL utilizados como matéria-prima na sintese de biodiesel, visto que a presenca



25

de agua no meio reacional pode induzir reagbes de hidrdlise e inibir a atividade
catalitica das enzimas. Por este motivo, sempre que possivel, recomenda-se
remover o excesso de agua, gerado durante a esterificagcdo dos AGL, o que pode ser
realizado com o auxilio de peneiras moleculares (Mulalee et al., 2015).

Além disso, o aumento da razdo molar AGL:alcool para 1:3 ou, até mesmo,
1:6, desloca o equilibrio da reagcao em direcdo a formacao dos produtos, resultando
num aumento da conversao de AGL em biodiesel (Danane et al., 2018).

Por fim, outro fator que influencia o rendimento de esterificacdo é o tipo de
alcool utilizado como reagente. As reacbes de esterificagdo que ocorrem na
presenca de metanol sdo mais rapidas e resultam em maiores rendimentos, razéo
pela qual o metanol é o alcool mais utilizado na industria de biocombustiveis. No
entanto, existe um forte apelo para a substituicio do metanol pelo etanol na
producdo do biodiesel, devido a sua maior biocompatibilidade e a geracdo de
residuos menos téxicos ao meio ambiente. Essa substituicdo torna o processo mais

sustentavel e alinhado aos principios da quimica verde (Kanjaikaew et al., 2018).

2.1.3.3 Comparagao entre as rotas de transesterificagao e hidroesterificagéo

A rota de transesterificacdo ocorre pela conversdao das moléculas de
triacilglicerol (TAG) em ésteres monoalquilicos, constituintes do biodiesel. Para isso,
o TAG reage diretamente com um alcool de cadeia curta, geralmente etanol ou
metanol, na presenca de um catalisador. No final do processo, além do biodiesel,
também sdo obtidas moléculas de glicerol, que deverdo ser separadas
posteriormente, com o intuito de se obter um biodiesel mais puro (Talebian-

Kiakalaieh et al., 2013). Este processo ¢ ilustrado de forma resumida pela Figura 5.

Figura 5 — Reacao de transesterificagao
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Embora essa rota seja bastante promissora para a sintese de biodiesel,
especialmente devido ao seu alto rendimento em curto prazo, sua aplicacdo é
limitada ao uso de 6leos vegetais refinados como matéria-prima. Isso ocorre porque
substratos com elevado teor de acidez tendem a sofrer reagdes de saponificagéo, ao
invés de transesterificagcdo, ao entrarem em contato direto com o etanol, na
presenca de catalisadores basicos, resultando na formacdo de sabdo, um
subproduto indesejavel que reduz a pureza final do biodiesel e promove a inibicao
do catalisador (Wancura et al., 2020).

Nesse sentido, a principal vantagem da rota de hidroesterificagcdo em relagao
a transesterificacdo € a viabilidade do uso de matérias-primas lipidicas com alto teor
de acidos graxos livres, como os ORF. Nesse caso, a alta concentragdao de AGL
gerada pela hidrolise térmica dos TAG durante o processo de fritura ndo constitui um
fator limitante a reacédo, uma vez que os préoprios AGL atuam como substrato para a

sintese de biodiesel na etapa de esterificagdo (Machado et al., 2021).

2.1.4 Producao de biodiesel via catalise enzimatica

As lipases, triacilglicerol acil-hidrolases (EC 3.1.1.3), compreendem um grupo
de enzimas de grande ocorréncia em vegetais, animais e microrganismos, que tém
como papel fisiolégico catalisar a hidrolise de triacilglicerdis de cadeia longa,
fornecendo diacilglicerois, monoacilglicerois, glicerol e acidos graxos livres (Singh;
Mukhopadhyay, 2012; Delorme et al., 2011). Além disso, essas enzimas sao capazes
de catalisar reagdes de sintese como esterificagdo, transesterificacdo
(interesterificagdo, alcodlise e aciddlise), aminodlise (sintese de amidas) e
lactonizac&o (Messias et al., 2011).

As reacdes de hidrélise podem ocorrer naturalmente no metabolismo
energético dos seres vivos a partir da quebra das ligagdes existentes entre o
grupamento glicerol e os acidos graxos presentes na molécula de TAG (Wancura et
al., 2023). Conforme ilustrado na Figura 6, a ruptura de moléculas de acidos graxos
gera sequencialmente um diacilglicerol (DAG), um monoacilglicerol (MAG) e, por fim,

uma molécula de glicerol.
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Figura 6 — Etapas de uma reacgao de hidrdlise
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

As lipases podem atuar sobre &acidos graxos localizados em regides
especificas dos triacilglicerdis, sendo estas classificadas como lipases sn-1,3-
especificas e lipases sn-2-especificas, ou atuar sobre qualquer acido graxo disposto
na molécula, sendo estas classificadas como lipases inespecificas (Wancura et al.,
2023). Na Figura 7, estao representadas as posi¢des dos acidos graxos, em uma

molécula de TAG, que podem ser clivados por cada tipo de lipase.

Figura 7 — Posic&do de quebra dos diferentes tipos de lipase
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Algumas substancias quimicas, em especial o NaOH e o KOH, sao capazes
de catalisar reagdes de hidrdlise mais rapidamente do que as lipases. No entanto, a
catadlise enzimatica apresenta algumas vantagens em relagdo a utilizagdo de
catalisadores quimicos. Dentre elas, pode-se citar uma alta especificidade da enzima
pelo substrato. Devido a sua especificidade, a catalise enzimatica minimiza a
ocorréncia de reagdes secundarias, resultando em um produto de maior qualidade e
na reducdo da producdo de subprodutos, o que acarreta na reducao de custos
eventuais oriundos de purificagdo ao fim do processo (Teixeira; Milagre, 2020).

Outra vantagem da aplicacdo de enzimas é a possibilidade de atuagao em
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condigdes mais brandas de temperatura e pressao, o que reduz o custo energético
envolvido no processo, evitando, mais uma vez, a formagao de subprodutos. (Santos
et al., 2020). Além disso, as lipases nado sao toxicas, sdo biodegradaveis e permitem
a sua reutilizagdo, contribuindo positivamente em questdes ambientais. Essas
particularidades fomentam seu potencial de aplicagdo, que € amplamente expresso
em diferentes setores industriais (Salihu; Alam, 2015; Bilal et al., 2021).

Dentre as aplicagdes industriais das lipases, pode-se citar a sua utilizagcdo em
algumas reagdes de sintese, como transesterificagao e esterificacdo, sob condigdes
controladas em meio organico, possibilitando a geragdo de produtos de grande
interesse comercial, como biolubrificantes, biosurfactantes e biodiesel, através da
catalise enzimatica (Wancura et al., 2023).

Nas Tabelas 2 e 3 estdo sumarizadas, respectivamente, algumas aplicagcdes
de lipases na sintese de biodiesel pelas rotas de transesterificacdo e

hidroesterificacdo encontradas na literatura.



Tabela 2 — Revisao bibliografica sobre a producdo enzimatica de biodiesel pela rota de transesterificagdo

Substrato Lipase Parametros Tempo Rendimento Referéncia
Oleo de soja  Pseudomonas cepacia (Lipase PS) 35°C o .-
2:8) (imobilizada em TMOS) 700 rpm 1h 67,00% Noureddini et al., 2005
Oleo de algas Lipase de Candida sp. (99-125) 38°C o :
(1:3) (imobilizada) 180 rpm 12h 98,15% Lietal., 2007
: P o
Sebo povmo Mucor miehei (Llpozyme IM60) 45°C 5n 99.60% Nelson et al., 1996
(1:3) (forma livre) 200 rpm
Oleo de soja Candida antarctica (Lipase B) 40°C o
(1:1) (imobilizada em resina acrilica) 150 rpm 4n 30,00% Du et al., 2004
. , [o]
Trlolglna . Ps.e.udomonas ﬂup(escens 50°C 10n 100,00% Iso et al., 2001
(1:3) (imobilizada em caulinita porosa) -
Oleo dg fritura  Candida antarctica (imobillizlada em 40°C 30h 96,00% Parandi et al., 2022
(1:4) nanocomposto magnético) -
Oleo de soja Lipase de Candida rugosa 50°C o :
(1:10) (imobilizada em ECL) i 10h 95,40% Aghaei et al., 2021
Oleo de fritura Lipase de Aspergillus terreus 37°C o
(1:6) (imobilizada em Fe304-PDA) - 30h 92,00% Tougeer et al., 2020
Oleo de soja Lipase de Candida rugosa 40°C o .-
(1:4) (imobilizada em copolimero) 600 rpm S4h 92,80% Xie; Huang, 2020
Oleo d(.a fritura Canc{ida antarctica '(Lipase A) 30°C 29h 94.60% Guo et al., 2020
(1:5) (livre, em fase liquida) 400 rpm

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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(continua)

Etapa de hidrélise

Substrato Lipase Parametros | Tempo Rendimento Referéncia
Oleo de macaulba Lipase de mamona 40°C o -
(50% VIv) (extrato da semente) ] 6h 99,60% Aguieiras et al., 2014
Oleo de pinh&o-manso Lipase de pinhdo-manso 40°C o
(50% m/v) (extrato da semente) 450 rpm 2h 98,00% Sousa et al., 2010
Oleo de soja Thermomyces lanuginosus 60°C 48h 89.00% Cavalcanti-Oliveira
(50% v/v) (livre, em fase liquida) - e e etal., 2011
Oleo de fritura Thermomyces lanuginosus 30°C o .
(20% viv) (livre, em fase liquida) 300 rpm 24h 100,00% Vescovi et al., 2016
Oleo de soja degomado Eversa® Transform 48,4°C o .
(18,2% viv) (livre, em fase liquida) 250 rpm 16h 100,00% Miranda et al., 2024
s . H (o]
Oleo de ba(k):)agu refinado The.rmomyces Ianyg/_nosus 40°C 4h 98.00% Alexandre et al., 2022
(50% viv) (livre, em fase liquida) -
Oleo de fritura Geotrichum candidum 40°C , 52,03 mg
(20% miv) (extrato bruto) 900 rpm 40 min NAOH/g Costa et al., 2020
Oleo de polpa de macauba Lipase de mamona 35°C o
(25% mlv) (extrato da semente) 1000 rpm 6h 98,36% Machado et al., 2021
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(conclusdo)

Etapa de esterificacao

Substrato Lipase Parametros | Tempo Rendimento Referéncia
AGL de dleo de soja Burkholderia cepacia 50°C o
(1:3) (extrato bruto) 200 rpm 31h 93,00% Soares et al., 2013
. . . . o
AGL de dleo domacalba  Candida antarclios d0°c Bh 01,00%  Aguisiras ot al, 2014
AGL de dleo de fritura Candida antarctica 40°C o .
(1:7) (forma livre) 300 rpm 6h 90,00% Vescovi et al., 2016
4 (o}
AGL de.oleo de .babagu Eyersa® Transf(?rm 2.0 40°C 5h 95.97% Alexandre et al.. 2022
refinado (1:5) (livre, em fase liquida) 200 rpm
AGL de dleo de soja Eversa® Transform 2.0 35°C o
degomado (1:6) (livre, em fase liquida) 400 rpm 12h 91,00% Ketzer of al., 2022
AGL de dleo de fritura Eversa® Transform 2.0 40°C o
(1:6.3) (livre, em fase liquida) 1700 rpm 8h 96,20% Wancura et al., 2021
AGL de dleo de fritura Pseudomonas fluorescens 40°C o
(1:1.5) (imobilizada em SDB) 200 rpm oh 94,30% Costa et al., 2020

Fonte: elaborada pelo autor (2025).
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A Tabela 2 reune dados da literatura referentes a produgao de biodiesel por
meio da rota de transesterificagcdo enzimatica, empregando diferentes lipases e
fontes lipidicas. De modo geral, observa-se que a maioria dos estudos alcangaram
elevados rendimentos, com valores variando entre 92% e 100%. No entanto, os
tempos de reagao reportados foram bastante heterogéneos, oscilando entre 5 e 54
horas. Essa variacdo pode ser atribuida a diversidade dos substratos utilizados, as
caracteristicas intrinsecas das lipases aplicadas e as condigbes operacionais
adotadas em cada estudo.

Como exemplo, Aghaei et al. (2021), obtiveram uma converséo de 95,40% em
apenas 10 horas de reacgao, utilizando 6leo de soja refinado a razdo molar de 1:10,
com 0,1 g de lipase de Candida rugosa imobilizada em ECL. Em contraste, Xie &
Huang (2020) alcangaram uma conversdo 92,80% apds 54 horas de reagao,
empregando o0 mesmo substrato com razado molar de 1:4 e lipase de Candida rugosa
imobilizada em copolimero magnético, na concentragdo de 25%. Esses resultados
mostram que a razdo molar entre os reagentes, bem como o tipo de suporte utilizado
na imobilizagdo da enzima exercem influéncia direta tanto sobre a taxa de conversao
quanto sobre o tempo necessario para a realizagao da reacio de esterificacio.

No entanto, é importante ressaltar que a maioria desses estudos foi conduzida
utilizando-se 6leos vegetais refinados, os quais apresentam baixos teores e umidade
e de acidos graxos livres. Em contrapartida, a aplicagdo dessa rota reacional a
substratos lipidicos de menor qualidade, como os ORF, requer etapas adicionais de
purificacdo ou neutralizacdo prévias, elevando os custos operacionais e a
complexidade do processo (Wancura et al., 2020).

Por outro lado, a rota de hidroesterificacdo enzimatica tem se consolidado
como uma alternativa promissora para a producao de ésteres monoalquilicos a partir
de substratos lipidicos com baixo grau de pureza. Essa abordagem apresenta como
principais vantagens a tolerancia a elevadas concentrag¢des de acidos graxos livres e
umidade, além de permitir conversdes expressivas em tempos significativamente
mais curtos, evidenciando sua viabilidade técnica para a valorizagcdo de residuos
lipidicos (Machado et al., 2021).

Nesse contexto, os dados apresentados na Tabela 3 reforgcam a eficiéncia da
rota de hidroesterificacdo enzimatica, especialmente para substratos de baixa
qualidade. Na etapa de hidrolise, Vescovi et al. (2016) reportaram uma conversao

completa do d6leo de fritura — a concentracéo de 20% v/v — apds 24 horas de reagao,
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utilizando a lipase de Thermomyces lanuginosus em sua forma livre, operando em
meio aquoso e sob razdo molar de 1:5,6. Ja Costa et al. (2020) obtiveram 98,36% de
hidrélise de dleo de fritura — a concentragdo de 20% m/v — em apenas 40 minutos,
empregando 4,4 U/g de extrato bruto de Geotrichum candidum, demonstrando o alto
desempenho catalitico de lipases fungicas em condi¢gdes brandas de temperatura —
variando-se entre 30 e 60°C.

De maneira analoga, a etapa de esterificacdo também apresentou elevados
rendimentos sob condigcdes moderadas de temperatura, variando entre 35 e 50%.
Alexandre et al. (2022) alcangaram 95,97% de conversdo de acidos graxos livres
provenientes de 6leo de babacu refinado, utilizando razdo molar AGL:metanol de 1:5,
com aplicagao da lipase Eversa® Transform 2.0 em sua forma livre — 0,5% v/v —em
meio liquido, apds 5 horas de reacdo. Em adicdo, Wancura et al. (2021) relataram
um rendimento de 96,20% na conversédo de AGL de 6leo de fritura, sob raz&o molar
de 1:6,3 em metanol, empregando uma solugao de Eversa® Transform 2.0 a 0,7 %
vivl, ap6s 8 horas de reacdo. Esses resultados evidenciam o potencial catalitica da
Eversa® Transform 2.0, mesmo diante de substratos residuais e alcoois primarios
em excesso.

Por fim, vale destacar que as lipases oriundas de espécies fungicas sao as
mais comumente empregadas em processos industriais. Essa preferéncia existe em
decorréncia da alta disponibilidade e facil produgéo das lipases fungicas em relagéo
aquelas provenientes de outros organismos vivos. As lipases mais comumente
empregadas na produgao de biodiesel pertencem aos géneros Candida, Rhizopus,

Aspergillus e Termomyces (Hama et al., 2018).

2.1.4.1 Lipase de Candida rugosa

A Candida rugosa é um tipo de levedura esférica que forma colbnias rugosas,
cuja coloragdo varia de branca a creme. Sua reprodugao ocorre principalmente por
brotamento multilateral, podendo apresentar ramificacbes e pseudohifas. Esta
levedura apresenta uma temperatura 6tima de crescimento entre 20°C e 30°C e para
seu crescimento necessita de macronutrientes como enxofre, potassio e nitrogénio,
além de uma fonte de carbono. Embora possa ser patdbgena quando presente na
corrente sanguinea, raramente causa infeccdo (Schaechter, 2009; Pfaller et al.,

2006). Esse microrganismo produz lipases ndo especificas que catalisam a hidrdlise
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das moléculas de acilglicerol de maneira aleatéria, produzindo acidos graxos livres,
glicerol, mono e diacilglicerois como intermediarios (Lerin et al., 2012).

A lipase de Candida rugosa (LCR) € uma enzima de regioespecificidade
inespecifica, o que possibilita a hidrdlise dos acidos graxos presentes em todas as
posicoes das moléculas de triacilglicerol no meio reacional. Essa caracteristica,
aliada a sua elevada atividade catalitica em meios aquosos e hidrofobicos, bem
como a sua alta especificidade de substrato, estereosseletividade e
quimiosseletividade, favorece amplamente suas aplicacbes em processos de
biotransformagdes (Dominguez de Maria et al., 2006). As LCR apresentam maior
atividade catalitica na temperatura de 40°C e pH 7,0, condigdes frequentemente
empregadas em reacdes de hidrolise enzimatica (Frazao et al., 2024).

Dessa forma, essas propriedades conferem a LCR um grande potencial
catalitico na etapa de hidrélise. Esse potencial foi comprovado por Talukder et al.
(2010) e Domingues et al. (2022), que obtiveram, respectivamente, um rendimento
final de hidrélise de 99% e 96%, apds duas horas de reagéo.

Os sitios ativos das lipases sdo formados por grupamentos de aminoacidos
polares — serina, histidina e aspartato. Esses sitio-ativos podem ser reversivelmente
fechados por uma sequéncia de aminoacidos apolares, mantendo a enzima em sua
forma inativa até que haja o contato com um substrato oleaginoso. Portanto, para
que uma lipase possa se apresentar em ambas as formas, ativa e inativa, é crucial
que haja um equilibrio adequado entre a quantidade de aminoacidos polares e
apolares em sua composi¢ao (Cavalcante et al., 2021).

Um trabalho realizado por Grochulski e colaboradores (1994) teve como
intuito o sequenciamento e a caracterizacdo morfolégica das LCR, possibilitando a

determinacdo da conformacao tridimensional dessas enzimas (Figura 8).
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Figura 8 — Estrutura tridimensional de uma lipase de Candida rugosa

Fonte: Protein Data Bank (Cédigo: 1TRH).

A partir da sequéncia de aminoacidos obtida por este trabalho, foi possivel,
com o auxilio do programa Rstudio, determinar a posi¢céo e quantidade de cada tipo
de aminoacido presente em sua estrutura (Figura 9), além de verificar suas

proporc¢oes relativas e o ponto isoelétrico dessa enzima, sendo este igual a 5,08.

Figura 9 — Quantidade e posicao dos tipos de aminoacidos presentes em uma
Lipase de Candida rugosa
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

2.1.4.2 Lipase Eversa® Transform 2.0

A lipase Eversa® Transform 2.0 (ET 2.0) é uma enzima liquida derivada da

lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL), produzida por uma cepa geneticamente
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modificada do microrganismo Aspergillus oryzae, e tem se destacado como uma
solucao catalitica eficiente e economicamente viavel para a sintese de biodiesel e
biolubrificantes (Alexandre et al., 2022). Desenvolvida comercialmente pela empresa
dinamarquesa Novozymes em 2016, essa lipase apresenta excelente
termoestabilidade e alta eficiéncia na catalise das reacdes de transesterificacao e
esterificacdo (Monteiro et al., 2021). Sua atividade catalitica maxima de esterificagéo
€ observada em temperaturas entre 40 e 50 °C e em pH proximo de 7,0 (Zou et al,
2020).

Sua capacidade de atuar em ambas as rotas reacionais permite a conversao
dos triacilglicerdis e acidos graxos livres em ésteres monoalquilicos, mesmo quando
se utilizam matérias-primas com elevado teor de acidez, como 6leos residuais e
gorduras animais. Dessa forma, um dos principais diferenciais da ET 2.0 € sua
elevada flexibilidade quanto a qualidade da matéria-prima, sendo compativel com
substratos lipidicos de baixa pureza (Facin et al., 2021; Sousa Jr. et al., 2023).

Entre as vantagens associadas ao uso de lipases liquidas destaca-se o menor
custo em comparacao as lipases imobilizadas, o que contribui para a redugcdo do
custo final do processo (Sun et al., 2021). Além disso, lipases imobilizadas tendem a
apresentar menor desempenho na rota de transesterificagao devido ao acumulo de
glicerol sobre o suporte sdlido, formando um filme hidrofilico que compromete a
transferéncia de massa e, consequentemente, a sua atividade catalitica. Em
contrapartida, lipases em meio liquido, como a ET 2.0, ndo apresentam essa
limitacdo, demonstrando elevada eficiéncia catalitica na producédo de biodiesel tanto
pela rota de transesterificagcdo, quanto pela rota de hidroesterificagdo (Bhatt et al.,
2020; Monteiro et al., 2021).

Estudos prévios evidenciam o alto desempenho dessa lipase na etapa de
esterificacdo de AGL, com conversdes expressivas reportadas: 86,56% (Vieira et al.,
2021), 91,00% (Ketzer et al., 2022) e 96,20% (Wancura et al., 2021). No entanto, por
se tratar de uma enzima relativamente recente no mercado, ainda ha uma
quantidade limitada de estudos voltados a sua aplicacdo pratica, o que reforca a
relevancia de investigagdes adicionais utilizando a ET 2.0 na etapa de esterificagao
neste trabalho.

Diferentemente da LCR, cuja estrutura e propriedades ja sdo amplamente
descritas na literatura (Grochulski et al, 1994), a ET 2.0 ainda n&o foi

completamente caracterizada. Contudo, o estudo conduzido por Sousa Jr. et al.,



37

(2023) possibilitou a estimativa da sequéncia de aminoacidos desta enzima. A partir
desta sequéncia e por meio do software Rstudio, foi possivel determinar a
composicao, a localizagcédo e a sua proporgao relativa dos aminoacidos, bem como o
ponto isoelétrico da enzima, calculado em 5,31. Esses dados estdo representados

na figura 10.

Figura 10 — Quantidade e posi¢ao dos tipos de aminoacidos presentes em uma
Eversa® Transform 2.0
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Materiais

2.2.1.1 Enzimas

Foram utilizadas duas preparagdes de lipases comerciais ambas microbianas:
LCR, tipo VII, adquirida da empresa Sigma Co. (EUA) e a Eversa Transform 2.0 (ET
2.0), cedida pelo Prof. Paulo Waldir Tardioli, do DEQ/UFSCar.

2.2.1.2 Substrato

O oleo de fritura foi coletado durante a execugédo do Projeto de Extensdo em
interface com a Pesquisa, intitulado “Producéo de biodiesel empregando rotas
alternativas e oleo de fritura como matéria-prima”. Este projeto teve como principal

objetivo a conscientizagdo da populagdo, no ambito escolar, sobre os problemas
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relacionados ao descarte inadequado do ORF no meio ambiente, além de promover
uma solugdo para a sua reutilizacdo, como na sintese de biodiesel. Para isso, os
alunos do Ensino Médio da Escola Estadual Judith Vianna, Alfenas/MG, doaram o

ORF, coletado a domicilio, de composi¢ao desconhecida.

2.2.1.3 Reagentes

Os outros reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho incluem
Azeite de oliva, da Carbonell® e Albumina sérica bovina (BSA), da Sigma-Aldrich®.

Os demais reagentes utilizados em grau analitico estdo descritos no Apéndice A.

2.2.2 Procedimentos experimentais

2.2.2.1 Caracterizacio do 6leo residual de fritura

2.2.2.1.1 Filtragcao do o6leo residual de fritura

Para a remocao de impurezas do ORF, foi realizada uma filtragdo a vacuo.

Apos a filtracao, o 6leo clarificado foi armazenado para uso posterior.

2.2.2.1.2 Determinacéo da densidade

A determinagdo da densidade (d) foi realizada conforme os procedimentos
descritos na norma ASTM D891, que estabelece a metodologia para a medi¢cado da
gravidade especifica de liquidos industriais (ASTM International, 2000). Para tanto,
um picnébmetro de 50 mL foi preenchido com ORF e, em seguida, submetido a
pesagem. A partir dos valores observados e da Equacao 1, foi possivel calcular a

densidade dessa substancia.

d = Mcheio — Mvazio (1)
V

Mcheio = Massa do picndmetro preenchido com ORF (mg);

Mvazio = Massa do picnédmetro vazio (mg);
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V = Volume de ORF pesado (mL).

2.2.2.1.3 Determinacéo do teor de umidade

A determinacdo da umidade (%wt) foi realizada conforme as normas
estabelecidas pelo Instituto Adolfo Lutz (1985). Para isso, foram pesadas 5 g de ORF,
em triplicata, dentro de um cadinho de porcelana. Essas amostras foram submetidas
a uma operacgao de secagem, dentro de uma estufa, a 105°C, por 1 hora. Apds esse
tempo, as amostras foram resfriadas a vacuo, com o intuito de evitar o acumulo de
umidade do ar e, em seguidas, pesadas novamente.

Este processo foi repetido até que as massas das amostras se mantivessem
constantes. Entdo, a partir dos resultados obtidos, pode-se determinar o teor de

umidade por meio da Equacéo 2.

%wt = [1 — (m¢/ mi)] x 100 2)

mi = Massa inicial da amostra de ORF (Q);

ms = Massa da amostra de ORF ap0ds a operagéo de secagem (g).

2.2.2.1.4 Determinagéo do indice de acidez total

O indice de acidez total (IA) € definido como a quantidade de KOH, em mg,
necessarias para neutralizar a quantidade de acidos graxos livres presentes em 1 g
de amostra (Moretto; Fett, 1998).

A metodologia utilizada para determinar o valor de |IA foi modificada a partir do
método proposto por Moretto & Fett (1998). Para isso, foram pesadas, em triplicata,
2 gramas da amostra de ORF, as quais foram adicionadas 25 mL de uma solug¢éao de
éter etilico/alcool etilico 2:1 (v/v), a temperatura ambiente, sob agitagcdo constante.
Reacdes em triplicata sem a presenca do 6leo (branco), também foram realizadas, a
fim de se corrigir potenciais alteragdes de pH presentes na solugéo de éter/alcool.

Foram adicionadas trés gotas de fenolftaleina como indicador acido-base e
titularam-se as amostras com uma solucao de KOH 0,01 mol/L, até o aparecimento
de uma coloragao rosea. O indice de acidez total, dado em mg KOH/g 6leo foi

calculado pela Equagao 3.
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IA = (Va—VsB) X MMkoH % CkoH (3)
m

Ckon = Concentragao molar da solugdo de KOH (mol/L);
m = Massa da amostra de ORF (g);

MMkon = Massa molar do KOH (56,11 g/mol);

Va = Volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL);

VB = Volume de KOH gasto na titulagédo do controle (mL).

2.2.2.1.5 Determinacéo do indice de saponificagdo

O indice de saponificacdo (IS) foi determinado conforme metodologia
adaptada descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (1985). Foi preparada uma solugao de
KOH 0,5 mol/L em etanol 70%. Dessa solugao, foram adicionadas, em duplicata, 25
mL em conjunto com 2 g de amostra de 6leo dentro de um balao de fundo redondo.

Esses baldes foram adaptados a um condensador de refluxo e as amostras
foram aquecidas brandamente a temperatura de ebuligdo (aproximadamente, 95°C),
por 30 minutos, visando-se induzir a formagao de sais alcalinos de acidos graxos,
por saponificagao.

Em seguida, as amostras foram resfriadas e apds adi¢gado de trés gotas de
fenolftaleina como indicador acido-base, os conteudos foram titulados com uma
solucao de HCI 0,5 mol/L até o desaparecimento da coloracao résea.

Esse mesmo procedimento foi feito em duplicata para o branco (na auséncia
do oleo). A diferenca entre os volumes de HCI gastos nas duas titulagcbes é
equivalente a quantidade de KOH gasto na saponificagdo. O indice de saponificagéo

foi calculado de acordo com a equacéo 4.

IS = (Vg — Va) X MMkon % Chal (4)
m

Cher = Concentragéo molar da solugao de HCI (mol/L);

m = Massa da amostra de ORF (g);

MMkon = Massa molar do KOH (56,11 g/mol);

Va = Volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL);
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VB = Volume de KOH gasto na titulagédo do controle (mL).

2.2.2.1.6 Determinacgéo do indice de peroxidos

O indice de peroxido (IP) da matéria prima foi determinado de acordo com a
metodologia adaptada e proposta pela AOCS (2004). Para essa determinacdo uma
massa de 3 gramas em triplicatas foi pesada, sendo dissolvidas em 30 mL de uma
solugédo de acido acético/cloroférmio 3:2 (v/v). Solugbes em branco também foram
preparadas sem a adicdo das amostras de 6leo.

Em seguida, foram adicionados 0,5 mL de uma solugao saturada de iodeto de
potassio. Apos essa adigdo, as solugdes foram imediatamente guardadas, ao abrigo
da luz, por 1 minuto. Apds esse tempo, foram adicionados 30 mL de agua destilada e
0,5 mL de uma solugao de amido 1% as reagdes, homogeneizando-se seu conteudo
com agitagao manual.

Por fim, as reacdes foram tituladas com tiossulfato de sédio 0,01 mol/L. Em

seguida, o indice de perdxido foi calculado utilizando-se a Equagao 5.

IP = (Va—VB) X Ctios x 103 (5)
m

Ctios = Concentragdo molar da solugéo de Na2S203 (mol/L);
m = Massa da amostra de ORF (g);
Va = Volume de Na2S203 gasto na titulagdo da amostra (mL);

VB = Volume de Na2S203 gasto na titulagao do controle (mL).

2.2.2.1.7 Determinagéo do indice de iodo

O indice de iodo (ll) foi determinado conforme metodologia modificada
proposta por Friedman (Tubino; Aricetti, 2013). Para essa determinacado, 0,1 g de
amostra de 6leo foram pesadas, em duplicata, 0,1 g de amostra de 6leo foram
pesadas, em duplicata, as quais foram adicionados 15 mL de etanol, sob agitagao
constante, por 2 minutos. Apds esse tempo, foi adicionada uma solugéo etandlica de
iodo 0,1 mol/L, com agitagao constante, por 5 minutos.

As amostras foram tituladas com uma solucdo de tiossulfato de sédio 0,1

mol/L, até verificar o aparecimento de uma coloragao fracamente amarelada. Em
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seguida, foram adicionados 2 mL de uma solugédo de amido 1%, retomando-se a
titulacdo até verificar o volume necessario para o aparecimento de uma coloragao
branca com aspecto leitoso.

O procedimento foi repetido para solugdes branco, na auséncia de amostras

de dleo. O calculo do indice de iodo foi realizado pela Equacéo 6.

II'= (VB — Va) x Ctios X 12,69 (6)
m

Ctios = Concentragdo molar da solugéo de Na2S203 (mol/L);
m = Massa da amostra de ORF (g);
Va = Volume de Na2S203 gasto na titulacdo da amostra (mL);

VB = Volume de Na2S203 gasto na titulagao do controle (mL).

2.2.2.2 Caracterizacao das lipases comerciais

2.2.2.2.1 Determinacdo da concentragéo de proteina

O teor de proteina das preparagcdes enzimaticas comerciais foi dosado pelo
método de Bradford (Bradford, 1976), baseado na ligagcdo do corante Coomassie
Brilliant Blue G-250 a proteina. Albumina sérica bovina (BSA) foi usada como padrao
para preparar uma curva de calibragdo na faixa de concentragdo de 0 a 0,8 mg/mL,
conforme apresentado no Apéndice B.

Como a solugdo liquida de ET 2.0 disponibilizada comercialmente é
extremamente concentrada, foi realizada uma diluicdo (1:100) para que esta
pudesse ser devidamente caracterizada.

Com a curva obtida foi possivel obter uma equacéo da reta (Equacgéo 7) que
estabelece a relacdo entre a leitura da absorbancia de uma amostra no

espectrofotdbmetro a 595 nm (y) e a sua respectiva concentragéo de proteina (x).

y = 0,9864x + 0,0309 (7)

2.2.2.2.2 Determinacgéo da atividade lipolitica das lipases

A atividade lipolitica (AL) das preparagcdes enzimaticas foi determinada,
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conforme metodologia estabelecida por Soares et al. (1999). O substrato foi
preparado pela emulsdo do azeite de oliva e agua destilada na propor¢ao 1:1 e
goma arabica a 7% (m/v). Em frascos Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados: 5
mL de substrato, 4,9 mL de solugdo tampéao fosfato de sodio (0,1 mol/L, pH 7,0) e
0,1 mL da solugdo enzimatica. Para a LCR, essa solugéo foi padronizada a 5 mg
sélido/mL, enquanto que a solugao liquida de ET 2.0 foi diluida em agua destilada
(1:10).

Os frascos foram incubados a 37 °C por 5 min, em banho termostatizado com
agitacdo. Apds o periodo de incubagao, a reagao foi paralisada pela adicdo de 10 mL
de uma mistura de acetona e etanol (1:1). Os acidos graxos liberados foram titulados
com solugcado de NaOH 0,02 mol/L, utilizando fenolftaleina como indicador.

Os calculos foram realizados pela equacdo 8 e uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de acido graxo por minuto
de reacdo, nas condicdes do ensaio. Em paralelo, foi realizado um ensaio controle

utilizando agua destilada. As atividades foram expressas em ymoles/mg.min (U).

AL = (Va — Vi) x Cnaot X 10 (8)
tx V

CnaoH = Concentragcé&o molar da solugao de NaOH (mol/L);
t = Tempo de reagao (min);

V = Volume de solugdo enzimatica (mL)

Va = Volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra (mL);

VB = Volume do NaOH gasto na titulagdo do controle (mL).

2.2.2.3 Otimizagao da hidrélise enzimatica do oleo residual de fritura

2.2.2.3.1 Planejamento fatorial

Foi conduzido um estudo experimental para avaliar o efeito das variaveis
concentracéo de ORF (% m/v) e concentragcéo de LCR (% m/v) sobre a porcentagem
de hidrélise do 6leo residual de fritura. Para isso, utilizou-se um delineamento
composto central rotacional (DCCR 22), composto por 11 ensaios: quatro pontos
fatoriais, quatro pontos axiais e trés repeticdes no ponto central. O planejamento

experimental foi elaborado com o auxilio do software Protimiza Experimental Design.
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A selecao dos niveis das variaveis considerou dados reportados na literatura.

Costa et al. (2020) obtiveram as maiores porcentagens de hidrolise em meios

reacionais com concentragaéo de 20% m/v de ORF. Kannan et al. (2015), por sua vez,

relataram os maiores rendimentos de hidrélise em concentragbes enzimaticas entre

10 e 20% m/v. Diante disso, os pontos centrais adotados para este experimento

foram as concentragbes de 20% m/v para o ORF e de 15% m/v para a LCR. A

Tabela 4 apresenta os demais niveis reais e codificados das variaveis, bem como os

ensaios propostos para a etapa de hidrélise.

Tabela 4 — Niveis reais e codificados das variaveis utilizados nos ensaios de hidrélise do
oleo de fritura (DCCR 2?)

Ensaio Concentragao Concentragao Volume de Vqun_1e de agua Ma_ssa de

de ORF (% m/v) | de LCR (% m/v) | ORF (mL) destilada (mL) | enzima (g)
1 -1 (10) -1(10) 1,55 13,45 1,50
2 +1 (30) -1(10) 4,64 10,36 1,50
3 -1 (10) +1 (20) 1,55 13,45 3,00
4 +1 (30) +1 (20) 4,64 10,36 3,00
5 -1,41 (5,86) 0(15) 0,91 14,09 2,25
6 +1,41 (34,14) 0(15) 5,26 9,74 2,25
7 0 (20) -1,41 (7,93) 3,09 11,91 1,17
8 0 (20) +1,41 (22,07) 3,09 11,91 3,31
9 0 (20) 0(15) 3,09 11,91 2,25
10 0 (20) 0 (15) 3,09 11,91 2,25
11 0 (20) 0 (15) 3,09 11,91 2,25

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

2.2.2.3.2 Procedimento experimental para o planejamento proposto

As reagdes de hidrolise foram realizadas em um reator de vidro de 100 mL

encamisado contendo quantidades apropriadas de oleo de fritura e solugao

enzimatica, de acordo com os ensaios estabelecidos pela matriz do planejamento

fatorial. As misturas foram incubadas sob agitagdo mecanica constante de 1000 rpm

e a temperatura do sistema foi mantida em 40 + 2 °C (Figura 11).
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Figura 11 — Hidrdlise do 6leo de fritura

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

As amostras de 1 g dessa mistura foram retiradas no tempo inicial e apés 100
minutos de reagao para acompanhamento da evolugao da hidrolise. Cada 1 g de
amostra foi adicionado a 10 mL de alcool/acetona 1:1 (v/v), e tituladas com uma
solugao aquosa de KOH 0,02 mol/L, utilizando-se fenolftaleina como indicador acido-
base. Os experimentos foram efetuados de maneira randémica.

Como variavel resposta foi considerada a porcentagem de hidrdlise (H),

calculada como descrito na equagao 9.

Ho = (Vx = Vo) X Ckon X MMkoH (9)
ISxmxf

Ckon = Concentragado molar da solugdo de KOH (mol/L);

f = Fragao massica de 6leo (%);

IS = indice de Saponificagdo do ORF (mg KOH/g 6leo);

m = Massa de ORF presente na amostra (Q);

MMkoH = Massa molar do KOH (56,11 g/mol);

Vo = Volume de KOH gasto na titulagdo da amostra no tempo 0 (mL);

Vx = Volume de KOH gasto na titulagao da amostra no tempo x (mL).

2.2.2.3.3 Influéncia do tempo na hidrolise do dleo de fritura
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Apds os testes preliminares baseados no planejamento experimental foram
realizados ensaios de hidrdlise variando-se o tempo de retirada das amostras, com o
intuito de analisar a influéncia do tempo no teor de hidrdlise, assim como verificar a
reprodutibilidade deste experimento. Para isso, foram utilizadas as porcentagens
massicas de enzima e substrato que produziram os melhores resultados em
experimentos anteriores. Aliquotas de 1 grama de amostra foram retiradas nos
tempos to, t30, teo, t100 € t150, OU seja, no inicio da reacédo e apds 30, 60, 100 e 150
minutos, respectivamente.

Essas amostras foram tituladas de maneira similar aos experimentos
descritos no item 2.2.2.3.2, anotando-se o volume gasto no tempo zero (Vo) e apos
cada intervalo (Vx) e as porcentagens de hidrélise para cada intervalo foram

calculadas de acordo com a equacgao 9.

2.2.2.4 Separacgao, recuperacgao e purificacdo dos acidos graxos livres

No final da etapa do processo de hidrdlise foram formados os acidos graxos
livres e glicerol (Cavalcante et al., 2021). Conforme esquematizado pela Figura 12,
os AGL devem ser separados do glicerol e toda agua presente removida para que

possam seguir para a etapa de esterificagao.
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Figura 12 — Esquematizacéo do processo de separagao dos AGL
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

O conteudo do reator foi transferido para um funil de separacéo de 125 mL e
deixado em repouso por 24 horas para a separagao das fases (AOAC, 1990). Apos
24 horas, as duas fases contendo essas substancias estavam completamente
separadas, conforme ¢ ilustrado pela Figura 13. A fase inferior (glicerol), por ser a
mais densa, foi separada e decantada no funil, podendo ser reaproveitada

posteriormente para uso cosmético.
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Figura 13 — Separacao dos AGL sintetizados por hidrélise

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Para a separagao dos acidos graxos livres (AGL) remanescentes na fase
superior, foram realizadas cinco lavagens com 15 mL de agua destilada aquecida a
aproximadamente 70°C com um intervalo de um dia entre cada lavagem. A agua de
lavagem decantada com impurezas foi descartada ao final de cada processo.

Na sequéncia, os acidos graxos livres (AGL) foram filtrados em um filtro de

papel contendo 1 grama de sulfato de sédio anidro.

2.2.2.5 Esterificagdo enzimatica dos acidos graxos livres

As reacgoes de esterificagao foram conduzidas entre os AGL puros, obtidos no
item 2.2.2.4, e o alcool etilico anidro, segundo a metodologia proposta por Reis et al.
(2020), com pequenas adaptagdes.

Em frascos de vidro ambar de 10 mL foram adicionados os AGL, o etanol
anidro e a solugao enzimatica de ET 2.0, sendo incubados em banho-maria a 35°C,
com agitagao orbital constante de 240 rpm. As propor¢des de AGL e etanol variaram

de acordo com as razées molares estudadas. A porcentagem de enzima utilizada e o
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tempo de reacdo também foram variaveis que foram avaliadas.

Para se avaliar o efeito da razdo molar, foram usadas as proporgdes de 1:1,
1:2 e 1:3 entre AGL e etanol. O processo de esterificagao foi conduzido por 4 h.

Em seguida, mantendo-se a razdo molar AGL:etanol em 1:2 e o tempo de
reacdo em 4 h, avaliou-se o efeito da concentracdo enzimatica, variando-se a
porcentagem de enzima adicionada em 1,5%, 2,5%, 5% e 7,5%.

Por fim, o efeito do tempo de reacdo na porcentagem de esterificagao foi
avaliado, utilizando 2,5% de solugdo enzimatica. As amostras foram coletadas nos
tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas e 6 horas de
reacao.

Amostras de 100 uL foram retiradas no final da reacéo, adicionadas a um
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 10 mL de uma solugdo de etanol:acetona 1:1 e
trés gotas de fenolftaleina, e tituladas com uma solugdo de KOH 0,02 mol/L.

As reacgdes controle (branco) foram conduzidas na auséncia da enzima,
substituindo-a por agua destilada no meio reacional. A porcentagem de esterificacao

(E%) foi estimada por meio da Equacgéo 10.

Ex = (Ve —=Va) x 100 (10)
Vs

Va = Volume de KOH gasto na titulagédo da amostra (mL);

VB = Volume de KOH gasto na titulagdo do branco (mL).

2.2.2.6 Purificagao dos ésteres etilicos

O processo de separacao e purificacao dos ésteres etilicos foi adaptado com
base na metodologia descrita pela AOAC (1990), originalmente desenvolvida para a
separagao de acidos graxos livres. Para isso, os ésteres etilicos produzidos foram
transferidos para tubos Falcon de 15 mL, aos quais foram adicionados 1,4 mL de
agua destilada a aproximadamente 70°C e agitados vigorosamente.

Os tubos foram entdo vedados e submetidos a centrifugagado a 3000 rpm por
5 minutos. Em seguida, a fase sobrenadante, correspondente aos ésteres etilicos,
foi cuidadosamente transferida para um novo tubo Falcon, e o procedimento de
lavagem com agua destilada foi repetido mais duas vezes para garantir a remogao

de impurezas.
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A Figura 14 ilustra as amostras de ésteres etilicos antes da primeira (Figura

14a) e apods a ultima lavagem com agua destilada (Figura 14b).

Figura 14 — Amostras de ésteres etilicos antes da primeira e apds a ultima
lavagem

(a) (b)

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: a) Antes da primeira lavagem.
b) Apos a ultima lavagem.

Ao término da terceira lavagem, os ésteres foram colocados em uma estufa a

60°C por 24 horas para a remogao da agua presente na amostra.

2.2.2.7 Andlise da composigao de ésteres etilicos

A analise da composicao dos ésteres etilicos produzidos foi realizada por
cromatografia gasosa. Para tal, as amostras de ésteres foram diluidas a 50 mg/mL
em uma solucdo de heptadecanoato de metila, preparada em heptano, na
concentragdo de 10 mg/mL. O heptano foi empregado como fase moével, e o
heptadecanoato de metila foi utilizado como padrao interno.

As analises foram conduzidas em um cromatdgrafo a gas, modelo 7890A
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), acoplado a um detector de ionizagao
por chama, operando de acordo com as normas ASTM D6751 e EN 14103, e
seguindo a metodologia descrita por Duvekot (2020).

A separacdo dos compostos foi realizada em uma coluna capilar polar de
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polietilenoglicol (PEG), modelo Rtx-Wax (Restek Corporation, Bellefonte, PA, EUA),
com dimensdes de 30 m x 0,25 m x 0,25 ym. O hélio foi empregado como gas de
arraste, a uma temperatura constante de 210°C.

ApoOs a injegcdo de aliquotas de 1 pL das solugbes, os compostos foram
separados na coluna cromatografica, e os picos obtidos no cromatograma foram
comparados, a partir de seus tempos de retencdo, a padrdes previamente
caracterizados de ésteres etilicos presentes em amostras de biodiesel, conforme
banco de dados desenvolvido pelos pés-graduandos do Laboratério de Tecnologia
Enzimatica, do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar). Essa comparagdo permitiu a identificagcdo dos
esteres etilicos presentes nas amostras analisadas.

A quantificagao dos ésteres foi realizada por meio da determinagao das areas
relativas de cada pico cromatografico, expressas em termos percentuais, conforme

estabelecido na Equacao 11.

Estery, = Ai x 100 (11)
YA —Ap

Ai = Area do pico do éster analisado;
>.A = Soma da area de todos os picos;

Ari = Area do pico do padr&o interno.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.3.1 Caracterizagoes do oleo residual de fritura

O dleo residual de fritura (ORF) foi filtrado, conforme ilustrado na Figura 15a e,
posteriormente, caracterizado quanto aos teores de interesse para controle de
qualidade, incluindo densidade, teor de umidade, indices de acidez total, iodo,
peréxido, saponificacdo (conforme apresentado pela Figura 15b) e AGL, para
verificar se esta matéria prima esta dentro das condicbes necessarias para ser

utilizada na producao de biodiesel.
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Figura 15 — Filtragdo e determinagao do indice de saponificagao do 6leo de fritura

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: a) Filtragao.
b) Determinacgéo do indice de saponificagéo.

Os dados referentes as propriedades fisico-quimicas do ORF, obtidas no
presente trabalho, estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Propriedades fisico-quimicas do éleo residual de fritura

Padroes observados na literatura (%)

Parametro Valor obtido Maddikeri et | Bueno-Borges | Maceiras et
al., 2015 et al., 2019 al., 2017
Densidade 0076 £+0004  093+000  092+000 1,030 0001
(g/mL)
Teor d‘?o/‘:;“'dade 0,63 + 0,12 ] 0,41 + 0,00 0,24 + 0,02
Indice de acidez total 1,28 + 0,02 41+00 1,72 + 0,00 0,70 £ 0,03
(mg KOHY/g éleo) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Indice de saponificagao  ,,, 551342 206,04 0,0 ] 185,71 + 1,07
(mg KOH/g 6leo) ’ ’ ’ ’ ’ ’
indice de peréxidos
e O o) 15,77 + 0,49 25.0 £ 0,0 10,6 £ 0,0 ]
indice de iodo
(3 11100 4 S1ao) 239,08 + 4,55 ] ] 181,96 + 1,52

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados obtidos permitem discutir sobre as caracteristicas do ORF

utilizado; os indices de acidez e perdxido indicam a deterioragdo do material lipidico
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em termos de rancidez hidrolitica — pelo indice de acidez e pela concentragao de
acidos graxos livres — e rancidez oxidativa — pelo indice de perdxidos. O indice de
saponificagao € util para verificar a massa molar média e a possivel adulteragao por
outros oleos com indices de saponificagdo muito diferentes (Cecchi, 2003). O indice
de iodo revela o grau de insaturagdo das moléculas de triacilglicerol que compdem o
ORF.

A comparagao dos valores obtidos na caracterizacdo do oleo residual de
fritura neste estudo com os dados da literatura, conforme apresentado na Tabela 5
(Maddikeri et al., 2015; Bueno-Borges et al., 2019; Maceiras et al., 2017), sugere
que, em geral, o ORF utilizado estd em conformidade com os padrées fisico-
quimicos necessarios para as propriedades do biodiesel.

Os valores obtidos para o indice de acidez total, indice de saponificacéo e
indice de perdoxidos mostraram-se compativeis com aqueles reportados nos estudos
comparados na Tabela 5, confirmando a adequag¢ao do ORF utilizado como matéria-
prima viavel para a sintese de biodiesel.

Com relagdo ao teor de umidade, o ORF se mostrou um pouco mais elevada
(0,63% m/v) do que aqueles observados em outros trabalhos (Maceiras et al., 2017,
Bueno-Borges et al., 2019), cujos valores variaram entre 0,24 e 0,41% (m/v). Esse
fato pode estar atribuido ao leve aumento observado na densidade do ORF (0,976
g/mL) em relag&o aos valores encontrados na maioria dos trabalhos (Maddikeri et al.,
2015; Bueno-Borges et al., 2019), variando entre 0,92 e 0,93 g/mL.

Vale ressaltar, que o0 excesso de agua presente nos substratos oleaginosos
(acima de 0,06%) pode potencializar a ocorréncia de reagdes de saponificagdo
quando se utiliza a rota convencional de transesterificacdo alcalina para a produgao
de biodiesel (Jayakumar et al., 2021). Todavia, como o presente trabalho emprega o
uso da rota de hidroesterificagcdo enzimatica, este leve aumento no teor de umidade
nao afeta significativamente a condugao dos experimentos (Wancura et al., 2020).

No entanto, o indice de iodo observado nas amostras de ORF (239,08 g
[2/100 g oleo) é duas vezes superior ao limite aceito para a sintese de biodiesel
(120,00 g 12/100 g d6leo) (Mahmudul et al., 2017). Um alto indice de iodo também foi
observado no ORF caracterizado por Maceiras e outros colaboradores (2017), sendo
este igual a 181,96 g 12/100 g dleo. As divergéncias entre os indices de iodo obtidos
neste trabalho e aqueles obtidos por Maceiras et al. (2017) podem ser atribuidas a

diferentes variaveis, como a composi¢cao do ORF, além do tempo e da temperatura a



54

que foram submetidos durante o processo de fritura.

Um indice de iodo elevado indica a presenga de uma grande quantidade de
insaturagdes presentes nas moléculas de TAG e AGL. Essas insaturacbes podem
levar ao acumulo de gomas nos motores (Moretto; Fett, 1998) e podem indicar uma
menor estabilidade oxidativa dos oleos, prejudicando sua aplicagdo industrial
(Knothe, 2002). Por este motivo, testes praticos devem ser realizados com o produto
obtido em motores de veiculos para verificar a ocorréncia desses potenciais

inconvenientes.

2.3.2 Propriedades dos biocatalisadores

Os resultados da caracterizagao da LCR e da ET 2.0 em relagao ao seu teor

proteico e a sua atividade enzimatica estdo sumarizados na Tabela 6.

Tabela 6 — Caracterizagao da lipase de Candida rugosa e da Eversa® Transform
2.0 em relacao ao teor de proteina e a atividade enzimatica

Enzima Concentragao Atividade Atividade
(mg/mL) Lipolitica (U/mL) Especifica (U/mg)
LCR 0,074 £ 0,006 66,47 + 2,99 898,24 + 40,40
ET 2.0 32,32 +1,23 15630,80 + 377,80 483,63 £ 11,67

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

A determinacdo da atividade especifica da LCR foi uma etapa preliminar
necessaria, tendo em vista que os valores de atividade fornecidos pelos fabricantes
(Sigma-Aldrich®) s&o determinados na maioria dos casos por métodos diversos.
Desta forma, na Tabela 6 é apresentado o valor de atividade lipolitica dessa lipase
empregando a hidrélise do azeite de oliva (pH 7,0 e 37°C).

A atividade especifica da lipase de Candida rugosa (Sigma-Aldrich®)
identificada no rotulo € de 819 U/mg, similares as obtidas nesse experimento —
898,24 U/mg de proteina, indicando que n&o houve diferengcas analiticas na
dosagem de atividade como também uma preparagdo com alto teor de pureza entre
as proteinas presentes. Uma alta atividade lipolitica, como a obtida nesse
experimento (66,47 U/mL — 898,24 U/mg) demonstra uma grande afinidade da lipase
a substratos oleaginosos, bem como, uma alta eficiéncia de seu emprego na catalise
de hidrdlise de Oleos.

Sousa et al. (2024) obtiveram a atividade especifica da ET 2.0 imobilizada em
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um suporte de quitosana, agarose e glutaraldeido como igual a 74,39 U/g, utilizando
p-NPB como substrato. Neste trabalho, a atividade lipolitica obtida para a ET 2.0, em
sua forma livre, utilizando o método da hidrolise do azeite de oliva (Soares et al.,
1999) foi de 15630 U/mL, equivalente a 483,63 U/mg, indicando uma alta

seletividade da enzima pelo substrato e alta eficiéncia.

2.3.3 Determinacgao das melhores condig¢des de hidrodlise

As reagdes quimicas catalisadas por enzimas dependem de alguns
parametros para ocorrer, como temperatura, agitacéo, concentragdao de substratos e
enzima no meio, entre outros. Assim, €& importante determinar as condi¢cbes
necessarias para que um processo enzimatico atinja sua eficiéncia maxima, ou seja,
uma maior taxa de conversdao de reagentes em produtos no menor intervalo de
tempo possivel (Faillace et al., 2023).

O efeito da temperatura é de suma importancia para a ocorréncia da reacao,
uma vez que cada enzima atua com maior eficiéncia em diferentes taxas de
temperatura. Estudos realizados por Rashid et al. (2014) verificaram que a LCR
apresenta uma melhor atividade a 40°C, quando aplicada em reagdes de hidrolise.
Portanto, neste trabalho, a etapa de hidrdlise foi realizada a uma temperatura
constante de 40°C.

Outras variaveis cujos efeitos podem influenciar no rendimento final de uma
reacao incluem as concentragcdes de substrato e de catalisador presentes no meio.
Logo, um delineamento composto central rotacional (DCCR 2?) foi utilizado para se
determinar o efeito de duas variaveis independentes na reagdo: a concentracido de
ORF (% m/v) e a concentracéo de LCR (% m/v). Dentre as vantagens da utilizagao
de um DCCR pode-se citar a analise de duas variaveis ao mesmo tempo, permitindo
verificar se elas podem exercer efeitos sinergéticos ou antagbnicos na variavel
resposta, além de reduzir consideravelmente o numero de experimentos (Rodrigues;
lemma, 2014).

Na Tabela 7, estdo apresentadas as porcentagens de hidrolise obtidas para
cada ensaio do DCCR 22 Essa porcentagem foi calculada pela quantificagdo dos
AGL obtidos ao final da etapa de hidrélise (Equagdo 9). Os ensaios 9, 10 e 11,
representados na Tabela 7, constituem os pontos centrais do experimento. O ponto

central foi realizado em triplicata para se verificar a reprodutibilidade do experimento
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e estimar o erro experimental.

Tabela 7 — Porcentagem de hidrélise catalisada por LCR, variando-se a
concentracdo de ORF e a concentracdo de enzima (DCCR 2?)

Ensaio Concentragao Concentragao Por.cer’\t.agem
de ORF (% m/v) | de LCR (% ml/v) | de hidrélise (%)
1 -1 (10) -1 (10) 77,50
2 +1 (30) -1 (10) 62,02
3 -1 (10) +1 (20) 69,42
4 +1 (30) +1 (20) 60,32
5 -1,41 (5,86) 0 (15) 83,60
6 +1,41 (34,14) 0 (15) 60,36
7 0 (20) -1,41 (7,93) 68,46
8 0 (20) +1,41 (22,07) 61,93
9 0 (20) 0 (15) 63,60
10 0 (20) 0 (15) 66,06
11 0 (20) 0 (15) 66,68

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

As maiores porcentagens de hidrolise foram obtidas nos ensaios 5 e 1
(83,60% e 77,50%, respectivamente), os quais possuiam baixas porcentagens de
6leo em sua composigao (5,86% e 10%, respectivamente).

A Tabela 8 e o grafico de Pareto, representado pela Figura 16, indicam que,
ao nivel de confiangca de 95%, apenas os coeficientes lineares e quadraticos da
variavel concentragdo de ORF (x1 e x12, respectivamente) e o coeficiente linear da
variavel concentracao de LCR (x2) séo significativos. Por conseguinte, a equagao 12

foi construida utilizando-se apenas os coeficientes estatisticamente significativos.
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Tabela 8 — Coeficientes de regresséao estatisticamente significativos ao nivel de confianga
de 95% para a variavel resposta porcentagem de hidrdlise

Fator Coeficiente Erro padrao fealc p-valor
Média 65,03 0,85 76,74 0,0000
X1 -7,18 0,71 -10,07 0,0000
X12 3,08 0,81 3,79 0,0068
X2 -2,38 0,71 -3,33 0,0125

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Figura 16 — Grafico de Pareto ao nivel de 95% de confianca para a analise do efeito
das variaveis concentragcao de ORF (x1) e concentragéo de LCR (x2) na
porcentagem de hidrélise
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Variavel

o

y=65,03-7,18 x1+ 3,08 x12-2,38 x2 (12)

O coeficiente de determinagdo deste modelo (R2) foi de 94,77%, indicando
que a equacao gerada se ajustou bem aos dados experimentais. Na Figura 17,
observou-se uma grande proximidade entre os dados preditos pelo modelo e

aqueles obtidos experimentalmente.



Figura 17 — Comparagao entre as porcentagens de hidrélise obtidas
experimentalmente e as porcentagens preditas pela Equagao 12
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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A analise de variancia (ANOVA) (Tabela 9) para o modelo obtido mostrou que
o valor de F calculado (Fcac) de 42,3 foi maior que o valor de F tabelado (Fiwb) de
4,35 a 95% de confianga. Além disso, a falta de ajuste ndo é estatisticamente
significativa (p-valor > 0,05), permitindo a validacédo do modelo gerado para gerar as
superficies de respostas e as curvas de contorno para a analise estatistica.

Outra informagéo fornecida pela ANOVA é o valor do erro puro (5,3). Um erro

puro baixo, como o obtido neste trabalho, indica uma boa reprodutibilidade dos

dados experimentais (Costa et al., 2020).

Tabela 9 — Analise de variancia (ANOVA) para o modelo obtido

For!te Eje Soma dos _ Graus de Q’ugdrado feate p-valor
variagao quadrados (SQ) | liberdade (GL) médio (QM)
Regresséao 516,3 3 172,1 42,3 0,00007
Residuos 28,5 7 4.1
Falta de ajuste 23,2 5 4,6 1,7 0,40434
Erro puro 5,3 2 2,7
Total 544.8 10

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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De acordo nos resultados obtidos, foi construido um modelo empirico de
segunda ordem. Esse modelo permitiu realizar uma analise estatistica para
descrever a variagao na porcentagem final de hidrélise em fungao da concentracéo
de ORF (x1) e da concentracdo de enzima (x2).

A Figura 18 ilustra a superficie de resposta (Figura 18a) e a curva de contorno

(Figura 18b) preditas pelo modelo para a variavel resposta, porcentagem de hidrolise.

Figura 18 — Superficie de resposta e curva de contorno mostrando a porcentagem de
hidrélise obtida em funcéo da concentracdo de ORF e da concentragao
de LCR utilizada no DCCR 22
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: a) Superficie de resposta.
b) Curva de contorno.

A superficie de resposta (Figura 18a) indicou que os ensaios que continham
as menores concentragdes de ORF e de enzima obtiveram as maiores porcentagens
de hidrdlise de triacilglicerdis em acidos graxos livres.

Segundo Touqgeer et al. (2020), o excesso de ORF leva ao aumento da
viscosidade do meio reacional, culminando em uma queda da taxa de transferéncia
de massa e, consequentemente, na reducao da conversao de TAG em AGL. Esse
comportamento justificaria o aumento da porcentagem de hidrolise, em ensaios
contendo proporgdes reduzidas de Oleo, observado neste e em trabalhos similares
(Costa et al., 2020; Cavalcanti-Oliveira et al., 2011)

Embora o ensaio 5 tenha atingido a maior porcentagem de hidrolise em 100

minutos (83,60%), as condigdes utilizadas no ensaio 1 (x1 = 10%; x2 = 10%) foram
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selecionadas como as mais favoraveis, pois essas obtiveram um rendimento de
77,50%, que foi muito proximo aquele alcangado pelo ensaio 5, no qual foi utilizada
uma menor concentragao de ORF e uma maior quantidade de enzimas (x1 = 5,86%;
x2 = 15%). Dessa forma, as condi¢cbes utilizadas no ensaio 1 foram selecionadas
para a realizacao dos experimentos posteriores, visando-se reduzir os custos do
processo.

Nguyen et al. (2017) obtiveram o melhor rendimento de 60% de hidrdlise,
utilizando uma porcentagem massica de 16,67% de dleo virgem de coco em tampao
fosfato (pH=7.0). J& Sharma et al. (2013) obtiveram um maior rendimento
(aproximadamente 120 umol/mL de AGL) hidrolisando éleo de figado de bacalhau a
porcentagem massica de 20% em iso-octano. Esses resultados estdo condizentes
aos observados no presente trabalho, considerando-se que porcentagens similares
de hidrdlise foram atingidas (60,32%-77,50%), variando-se a concentragcdo de ORF
de 10 a 30%.

Costa et al. (2020) e Cavalcanti-Oliveira et al. (2011), cujos experimentos
também foram elaborados a partir de um delineamento composto central rotacional
(DCCR), utilizando a fracdo massica de ORF e oOleo de soja, respectivamente, e a
concentracdo de lipase como variaveis independentes, obtiveram maiores
porcentagens de hidrélise (98,36% e 86,80%, respectivamente) em ensaios que
continham os teores de 6leo em sua composicao de 20% e 55%, respectivamente.

Alguns resultados obtidos em diferentes trabalhos que abordaram o efeito da
variagao da concentragao de lipases em reagdes de hidrélise (Nguyen et al., 2018a;
Miranda et al., 2024; Cavalcanti-Oliveira et al., 2011) estdo sumarizados na Tabela

10, em comparagédo com os dados experimentais obtidos neste trabalho
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Tabela 10 — Efeito da variacdo da concentracao de lipases em reacdes de hidrélise

Substrato Lipase Tempo Pdc;r%?g:gﬁ:;n Referéncia
Qotetoso | Bt oo Mogenae
degc!(rar(l)a?ji ??Jg 5) Candida rugosa 30 min 60,13% Mirag%amet al,
e o) lmeomone 4 meaw  CREEMONer
3(,) 4R1F 4S’/i?nG/v_) Ca?%f,f r:://?/;)sa 100 min 77,50% Presente trabalho

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Os trabalhos sumarizados na Tabela 10 apresentaram porcentagens elevadas
de hidrélise utilizando menores concentracdes de enzimas. Essas diferengas podem
ser decorrentes de diferentes variaveis utilizadas em cada trabalho, como tipo e
concentracdao de lipase utilizada, tipo e concentragcdo de substrato e tempo de
reacgao.

Neste trabalho, o efeito da concentracdo de enzimas foi significativo a um
nivel de confianca de 95%. Além disso, a superficie de resposta (Figura 18a) indicou
que menores concentragbes de lipase resultaram em maiores porcentagens de
hidrolise de ORF. Esse comportamento pdde ser observado no ensaio 8 (Tabela 7),
no qual foi utilizada a maior quantidade de lipase (22,07% m/v), resultando em uma
porcentagem relativamente baixa de hidrdlise (61,93%), quando comparada aquela
obtida no ensaio 1 (77,50%), no qual apenas 10% m/v de enzima foram utilizados.

Esse comportamento também foi observado por Cavalcanti-Oliveira et al.
(2011), levando-os a conclusao de que o excesso de lipase, em sua forma livre, no
meio poderia resultar na formacdo de dimeros enzimaticos, que apresentam

menores atividades cataliticas.

2.3.3.1 Validagao do planejamento e acompanhamento do tempo de reagéo

As melhores condigdes estabelecidas para a hidrolise de TAG em AGL, para o
ensaio 5, nos experimentos anteriores (x1 = 10%; x2 = 10%) foram reproduzidas em
novos ensaios, variando-se o tempo de reacdo. Os resultados obtidos nesta etapa

estao dispostos na Tabela 11.
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Tabela 11 — Porcentagem de hidrdlise catalisada pela LCR, acompanhando o tempo de

reacao
Ensaio to t3o teo t100 t1s0
1 0% 44,00% 67,43% 82,91% 100%
2 0% 42,33% 57,81% 83,79% 100%
3 0% 39,72% 67,08% 83,53% 100%
Total 0% 42,02 +1,02% 64,11 +£257% 83,41+0,21% 100%

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

O grafico ilustrado na Figura 19 mostra a porcentagem de hidrolise obtida ao
longo do tempo de reagéo observado (150 min).

Figura 19 — Influéncia do tempo de reag&do na porcentagem de hidrélise do ORF

fi )
- //

60

Hidrolise (%)

20 4

0 -

T T T T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150
Tempo (min)

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Os resultados indicaram a hidrdlise total das moléculas de triacilglicerol
presentes na amostra em AGL em 150 minutos de reag¢ao. Um trabalho desenvolvido
por Da Rés et al. (2020), atuando a um tempo de reacao similar (2 horas) atingiram
86,78% de hidrolise do oleo de microalgas Nannochloropsis gaditana catalisada por
LCR. Ja Hasan et al. (2015) atingiram 60% de hidrélise de ORF, catalisada por LCR,
em 90 minutos de reagao, enquanto que, no presente trabalho, 83,41% de hidrdlise

de ORF foram observados no tempo de 100 minutos.

Vescovi et al. (2016) hidrolisaram 100% de OREF, utilizando a LTL como
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biocatalisador, enquanto que Miranda et al. (2024) obtiveram 98% de hidrdlise de
Oleo de soja degomado, catalisada pela enzima ET 2.0. Entretanto, em ambos os
trabalhos, foi necessario um tempo de reacdo consideravelmente alto para que
esses valores fossem atingidos (24h e 6h, respectivamente), enquanto que, no
presente trabalho, o ORF foi completamente hidrolisado em apenas 150 minutos.

Um dos principais desafios na utilizacado de lipases para a catalise de reagdes
de hidrdlise é o longo tempo necessario para alcangar uma conversao eficiente dos
reagentes em produtos. Nesse contexto, a metodologia proposta neste trabalho para
a producgao de biodiesel via rota de hidroesterificacdo mostra-se altamente relevante
para a industria de biocombustiveis, pois aumenta o rendimento do processo e reduz
o tempo de reacao.

Além disso, a sintese de glicerol em meio isento de alcoois tdxicos, como o
metanol, viabiliza a obtengdo de um coproduto com maior grau de pureza,
potencializando sua reutilizagdo como matéria-prima em aplicagdes de maior valor
agregado, como nas industrias farmacéutica e cosmética (Cavalcanti-Oliveira et al.,
2011).

2.3.4 Esterificagao enzimatica dos acidos graxos livres

2.3.4.1 Influéncia da razao molar entre AGL e etanol na esterificacdo enzimatica

A razao molar entre os reagentes AGL e etanol € um fator determinante no
rendimento da reacdo de esterificagdo, sendo essencial para aumentar a eficiéncia
da reagdo e maximizar a conversdao em ésteres. O aumento da concentracéo de
etanol no meio reacional favorece o deslocamento do equilibrio quimico em diregao
a formacao de produtos, promovendo um maior rendimento (Guo et al., 2021).

No entanto, na esterificacdo enzimatica, o excesso de etanol pode inibir a
atividade catalitica das lipases, reduzindo a eficiéncia do processo. Dessa forma, é
fundamental estabelecer uma razdo molar adequada entre AGL e etanol, garantindo
um equilibrio entre a conversao desejada e a manutencao da atividade enzimatica
(Jiang et al., 2014).

A Tabela 12 apresenta um resumo dos resultados obtidos quanto a influéncia

da razdo molar dos reagentes na etapa de esterificagao.
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Tabela 12 — Influéncia da razdo molar AGL:etanol na etapa de esterificacao

Razao molar dos reagentes Porcentagem de esterificagao
(AGL:etanol) (%)
1:1 89,60 + 0,18
1:2 91,58 + 0,36
1:3 86,46 + 0,63

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

A analise dos resultados apresentados na Tabela 12 demonstra que as
maiores porcentagens de esterificagdo foram obtidas nos ensaios com razdo molar
AGL:etanol de 1:2, alcancando 91,58% de conversao. Observa-se, contudo, uma
reducao no rendimento para 86,46% quando a proporgao de etanol foi aumentada
para 1:3. Essa queda pode estar atribuida a inibicdo enzimatica provocada pelo
excesso de etanol no meio reacional (Jiang et al., 2014).

Resultados semelhantes foram reportados por Aguieiras et al. (2014), que
alcangcaram uma conversao maxima de 91% de AGL provenientes do 6leo de polpa
de macauba apos 8 horas de reagao, utilizando uma razdo molar AGL:etanol de 1:2
e a lipase de Rhizopus miehei como catalisador. Ja Brandao Jr. et al. (2023),
obtiveram 93,4% de esterificagcdo enzimatica de AGL de 6leo de babagu em apenas
2 horas de reacdo, empregando a enzima Eversa Transform 2.0 (ET 2.0) e uma
razdo molar AGL:etanol de 1:1.

Em contrapartida, estudos que adotaram a rota da esterificagdo quimica
alcangaram maiores porcentagens de conversdo ao utilizarem razées molares mais
elevadas de AGL:etanol. Esse resultado pode ser atribuido a auséncia de limitagao
da atividade catalitica dos catalisadores quimicos pelo excesso de etanol no meio
reacional. Nesse contexto, Kumar & Purayil (2019) obtiveram 95,49% de conversao
de AGL de dleo de amendoim em biodiesel em apenas 90 minutos de reacao,
empregando NaOH como catalisador basico e uma razdo molar AGL:etanol de 1:9.

Entretanto, a catdlise enzimatica ainda apresenta vantagens significativas,
devido a sua alta especificidade ao substrato, a capacidade de atuar em condi¢des
mais brandas de temperatura e pressdo, além de seu carater biodegradavel,
tornando-a uma alternativa mais sustentavel em comparacdo aos catalisadores

quimicos convencionais (Santos et al., 2020).
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2.3.4.2 Influéncia da concentracao da lipase ET 2.0 na esterificagdo enzimatica

A cinética enzimatica prevé que o aumento da concentragdo de enzimas em
um meio reacional tende a elevar a velocidade de reagéo (Alexandre et al., 2022).
No entanto, existe um limite de saturagao enzimatica, a partir do qual o acréscimo de
enzima nao resulta em um aumento significativo na conversao, tornando o
rendimento constante. Assim, para otimizar custos e eficiéncia, é recomendavel
determinar e utilizar a menor concentragdo enzimatica capaz de atingir a maxima
converséao (Cruz et al., 2018).

Na Tabela 13 estdo apresentados os resultados referentes a variagdo da

concentracao de lipases ET 2.0 na etapa de esterificagdo enzimatica.

Tabela 13 — Influéncia da concentracdo de Eversa® Transform 2.0 na etapa de

esterificacao
Concentragao enzimatica Porcentagem de esterificagao
(% viv) (%)
1,5% 90,23 £ 0,27
2,5% 89,78 + 0,17
5,0% 91,94 £ 0,36
7,5% 88,80 £ 0,27

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Analisando a Tabela 13, observou-se que o aumento da concentracdo de
enzima de 1,5% para 5,0% resultou em um leve incremento na porcentagem de
esterificacdo, atingindo um valor maximo de 91,92 + 0,36% na concentragdo de
5,0%. Este comportamento indica que, até esse ponto, 0 aumento da quantidade de
biocatalisador (ET 2.0) favoreceu a maior porcentagem de conversao, possivelmente
devido a maior possibilidade de sitios ativos para a reacgao.

No entanto, ao se elevar a concentragcdo para 7,5% v/v, observou-se uma
reducdo na eficiéncia do processo, com a conversao caindo para 88,80 £ 0,27%.
Resultados semelhantes foram reportados na literatura, indicando que
concentracbes excessivas de enzimas nem sempre resultam em maiores
rendimentos reacionais e podem, inclusive, comprometer a atividade catalitica
efetiva devido a fatores estruturais e dinamicos do sistema reacional (Moreira et al.,
2020; Nguyen et al., 2018b).

Esse declinio de desempenho pode ser atribuido a formagao de agregados
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enzimaticos em meios com altas concentragdes de biocatalisador. Tais agregados
promovem a reducao da atividade catalitica ao provocar o bloqueio parcial ou total
dos sitios ativo e ao dificultar a difusdo dos substratos até essas regides,
comprometendo a eficiéncia do processo. (Nguyen et al., 2018b; Guedes Jr. et al.,
2022; Sousa et al., 2021).

Dessa forma, a concentragado enzimatica de 2,5% v/v foi selecionada para os
experimentos posteriores, considerando que essa concentracdo foi capaz de
promover elevada conversdao dos AGL sem exceder a quantidade necessaria de
biocatalisador, evitando desperdicios e mantendo a eficiéncia do processo. Além
disso, essa escolha apresenta vantagens do ponto de vista econémico, uma vez que
0 uso racional de enzimas pode reduzir significativamente os custos operacionais
associados a producao de biodiesel.

Estudos recentes que utilizaram a Eversa® Transform 2.0 (ET 2.0) como
biocatalisador na esterificacao de AGL relataram resultados semelhantes aos obtidos
nesse trabalho. Alexandre et al. (2022) alcangaram uma conversao de 95,76% de
AGL provenientes de 6leo de babacu (raz&do molar AGL:metanol de 1:5) em biodiesel
apoés 5 horas de reagao, utilizando 0,9% v/v de ET 2.0, na auséncia de solventes
organicos.

De modo semelhante, Wancura et al. (2021) obtiveram 96,2% de conversao
dos AGL derivados de oleo residual de fritura, utilizando uma raz&o molar de 1:6,3
(AGL:metanol) apos 8 horas de reagéo e com 0,7% v/v de ET 2.0. Ja Amelia et al.
(2023) registraram 92,03% de conversao de AGL provenientes de éleo de palma, em
4 horas de reagédo, empregando uma solugado de ET 2.0 na concentragao de 2% v/v
e razdo molar de 1:3 (AGL:metanol). Todos os estudos foram conduzidos na
auséncia de solventes organicos.

A comparagao dos resultados obtidos neste estudo com os dados reportados
acima (Alexandre et al., 2022; Wancura et al., 2021; Amelia et al., 2023) demonstrou
uma elevada eficiéncia catalitica (entre 89,78% e 96,2%) da ET 2.0 nas reagdes de
esterificacdo de acidos graxos livres, mesmo quando utilizada em concentragdes
relativamente baixas, variando entre 0,7% e 2,5% (v/v). Esse comportamento
confirma a viabilidade do uso dessa enzima como biocatalisador em processos de

sintese de biodiesel, destacando seu potencial catalitico e econémico.
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2.3.4.3 Influéncia do tempo na esterificagdo enzimatica

A partir da analise dos resultados, foram determinadas as condigbes ideais
para a maior conversdo de AGL em biodiesel: a razdo molar AGL:etanol de 1:2 e
uma concentragao de 2,5% de ET 2.0. Assim, novos experimentos foram realizados
sob essas condi¢des, monitorando-se o tempo de reacdo para validar os dados
obtidos na etapa de esterificagdo. Os resultados em fungcdo do tempo de reacao
estdo apresentados na Tabela 14 e ilustrados na Figura 20.

Tabela 14 — Influéncia do tempo na etapa de esterificacéo

Tempo de reagao Porcentagem de esterificagao
(min) (%)
15 21,68 £ 0,53
30 53,86 + 1,17
60 69,18 £ 0,00
120 85,84 £ 0,18
180 86,74 + 0,36
240 89,78 + 0,17
360 86,38 £ 0,15

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Figura 20 — Influéncia do tempo de reagéo na etapa de esterificagao
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De acordo com a Tabela 14 e a Figura 20, verificou-se que, embora a maior
conversdo de AGL em biodiesel observada nesse experimento (89,78%) tenha sido
alcancada apds 4 horas de reagdo, o equilibrio da esterificacdo enzimatica foi
atingido em 120 minutos. A partir desse ponto, a conversdo manteve-se
praticamente constante, variando entre 85,84% e 89,78%.

Dessa forma, a ampliagao do tempo reacional além de 2 horas ndo se mostra
vantajosa, uma vez que nao resulta em incrementos significativos na converséo,
implicando apenas em maior consumo de tempo e energia, 0 que compromete a
eficiéncia operacional do processo.

Estudos recentes sobre a esterificacdo enzimatica catalisada pela lipase ET
2.0 tém demonstrado resultados promissores em diferentes matrizes lipidicas.
Amelia et al. (2023) alcangaram uma converséo de 92,03% de AGL provenientes de
6leo de palma em biodiesel apés 4 horas de reacdo, utilizando uma razdo molar
AGL:metanol de 1:3 e concentragao de 2% v/v da lipase liquida ET 2.0, em sistema
livre de solventes organicos.

Da mesma forma, Santos et al. (2024) registraram uma conversao de 88,10%
de acido oleico em oleato de etila apds 16 horas de reagédo, empregando uma razéo
molar acido oleico:etanol de 1:1, com adi¢cao de 0,01 g de ET 2.0 imobilizada em
nanoparticulas magnéticas, também na auséncia de solventes organicos.

Guo et al. (2024), por sua vez, relataram conversdo quase total dos AGL
presentes no Oleo extraido de Periplaneta americana, atingindo 98,63% em 8 horas
de reacao, com razao molar AGL:metanol de 1:6,5 e concentracdo enzimatica de
8,5% v/v de ET 2.0, igualmente sem o uso de solventes organicos.

Dessa forma, os resultados obtidos neste estudo evidenciaram a elevada
eficiéncia da metodologia empregada, que permitiu alcangar conversdes superiores
a 85% em apenas 2 horas de reagdo — um desempenho consideravelmente superior
ao de diversos estudos reportados na literatura (Amelia et al., 2023; Guo et al., 2024;
Santos et al., 2024), nos quais foram utilizados tempos reacionais significativamente
mais longos para atingir conversées semelhantes. Esse curto tempo de processo,
aliado a elevada eficiéncia catalitica, representa uma vantagem estratégica em
termos de economia de energia e viabilidade industrial.

Entretanto, de acordo com a definigdo normativa, apenas compostos com teor
superior a 96,5% de ésteres etilicos podem ser classificados como biodiesel. Assim,

uma estratégia viavel para o aumento de pureza e conformidade do produto seria a
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aplicagao de um polimento alcalino, com o objetivo de elevar o rendimento final do

processo (Alves et al., 2022).

2.3.4.4 Composicao dos ésteres etilicos

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica essencial para avaliar a qualidade
do biodiesel, permitindo a identificacdo e quantificacdo de seus componentes
principais, como os ésteres de acidos graxos. Essa andlise assegura que o produto
final esteja em conformidade com as especificacbes estabelecidas pela Agéncia
Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), conforme a resolugao
ANP n° 920/2023. Dessa forma, a CG contribui para a confiabilidade do processo de
producado e a seguranga no uso do biodiesel como combustivel renovavel.

A Figura 21 apresenta o cromatograma obtido apds a separagao dos ésteres
etilicos, destacando os tempos de retengdo e as areas relativas de cada pico
identificado. O pico 2, com tempo de retencdo de 2,556 minutos, refere-se ao
heptadecanoato de metila (C17:0), utilizado como padréo interno (PI). Para facilitar a
interpretacao dos resultados, os dados cromatograficos foram organizados na Tabela
15. A partir desses dados obtidos, foi possivel identificar e quantificar os ésteres
etilicos (saturados — EES — e insaturados — EEI) presentes nas amostras analisadas,

cujas concentragdes também estdo detalhadas na Tabela 15.
Figura 21 — Separacéao dos ésteres etilicos por cromatografia gasosa
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Tabela 15 — Determinacgéo e quantificacdo dos ésteres etilicos por cromatografia gasosa

Pico retzirggg (?::in) Ester etilico Saturacgao Conc?or/lt)ragéo
1 2,454 + 0,001 Pa'm(”gﬁ%%e) etila EES 10,74 + 0,16
2 2,556 + 0,001 Heﬂ:ﬁg’fg;’;‘fg)de EES Pl
3 2,905 + 0,002 O'e(aéﬂ & )et”a EEI 34,68 + 0,85
4 3,043 + 0,001 Lino'?gﬁ%f’z‘j etila EEI 32,99 + 1,29
5 3,266 + 0,001 ESte"?g}%fg)‘; etila EES 2,30 £ 0,12
6 3,586 + 0,003 Lino"?gfl‘g:g)e etila EEI 0,83 + 0,03
7 4,858 + 0,003 Araqu(l'gizcg:g)e etila EES 7,08 + 0,28
8 7,130 + 0,006 Gado('gigg:?‘)e etila EEI 1,04 £ 0,05
9 7,650 + 0,007 Behe(”(?;‘;:%? etila EES 5,01 + 1,38
10 8,683 + 0,008 Er“‘fggz‘f)et“a EEI 5,03 + 1,20
11 10,312 + 0,005 Li9“°‘z(é:gif0‘;e etila EES 0,30 + 0,06

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

A analise cromatografica permitiu quantificar o perfil dos ésteres etilicos
(Figura 21 e Tabela 15), indicando que a composicdo de ambas as amostras
analisadas é semelhante, conforme evidenciado pelo baixo desvio padrao nas
porcentagens de cada éster etilico identificado.

Na Tabela 15, verificou-se que os principais ésteres etilicos formados foram o
oleato de etila (34,68 + 0,85%), o linoleato de etila (32,99 + 1,29%) e o palmitato de
etila (10,74 + 0,16%). Quando comparados aos dados da Tabela 1, observou-se que
os teores obtidos neste estudo estdo proximos as concentragdes de acido oleico
(23,33 £ 0,03%) e acido palmitico (10,99 = 0,04%) reportadas para o 6leo de soja
refinado (Ayyildiz et al., 2015).

Entretanto, o acido linoleico, maijoritario no 6leo de soja refinado (53,86 +
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0,03%), apresentou proporgao inferior nas amostras analisadas, além da presenca
de tracos de erucato de etila (C22:1), ausente na composi¢ao do 6leo de soja puro.
Essas discrepancias sugerem que o 6leo residual de fritura utilizado era composto
por uma mistura de diferentes fontes oleaginosas, possivelmente incluindo 6leo de
canola, amplamente utilizado no Brasil e caracterizado pela presenca de acido
erucico em sua composi¢cao e por menores concentragdes de acido linoleico (24,90 +
0,12%) em comparagao ao 6leo de soja (Ayyildiz et al., 2015).

Além disso, observou-se uma predominéncia significativa de ésteres etilicos
insaturados — oleato, linoleato, linolénico, gadoleico e erucato de etila — que
totalizaram 74,57 £ 0,84% da composicao total do biodiesel. Em contraste, a soma
das concentragdes dos ésteres etilicos saturados — palmitato, estearato, araquidico,
behenato e lignocérico de etila — correspondeu a 25,43 £ 0,84%.

Perfis semelhantes foram descritos por Karimian et al. (2023) em amostras de
biodiesel derivadas de 6leo de Salicornia, com 87,67% de ésteres monoalquilicos de
acidos graxos (EMAG) insaturados, majoritariamente com 18 carbonos em suas
cadeias (estearato, oleato e linoleato de etila). De forma analoga, Azad (2017)
relatou predominéncia de EMAG insaturados (67,53%) no biodiesel produzido a
partir do 6leo de sementes de tangerina, com destaque para os ésteres de cadeia
C18 (estearato, oleato e linoleato de metila) e C16 (palmitato de metila).

A elevada proporcédo de ésteres insaturados observada nas amostras deste
trabalho estd em consonéncia com o alto indice de iodo determinado para o ORF
utilizado (239,08 g 12/100 g 6leo), reforcando a correlagéo entre elevados indices de
iodo e a presenca significativa de acidos graxos insaturados nas moléculas de
triacilglicerol (Guo et al., 2017).

Embora uma elevada quantidade de ésteres insaturados possa comprometer
a estabilidade oxidativa do biodiesel, reduzindo seu tempo de meia-vida, essa
caracteristica também contribui para a diminuicdo do ponto de fusdo, o que impede a
formacédo de cristais sélidos em baixas temperaturas, minimizando problemas de
entupimento em motores, especialmente comuns em biodieseis com altos teores de
ésteres saturados (Karimian et al., 2023; Bar et al., 2021).

Além disso, segundo Wong et al. (2022), a elevada presencga de ésteres com
cadeias C16:0 (palmitato de etila) e C18:1 (oleato de etila) esta associada ao
aumento da viscosidade cinematica do biodiesel. J&4 a elevada concentracdo de

C18:2 (linoleato de etila) contribui positivamente para as propriedades de combustao
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do biocombustivel, sendo um indicativo favoravel a sua aplicagdo em motores de
ignicao por compressao.

Os resultados obtidos ao longo deste estudo evidenciam a eficacia do
processo desenvolvido para a producao de ésteres etilicos a partir de 6leo residual
de fritura, alcangcando conversdes superiores a 89% em apenas 120 minutos de
reacao, sob condi¢cdes brandas (T = 35°C) e sem 0 uso de solventes organicos.

A aplicagdo de uma metodologia limpa, eficiente e baseada em residuos,
associada a producdo de um combustivel com propriedades adequadas para uso
energético, reforca o potencial técnico, econbmico e ambiental da abordagem
adotada.

Comparando-se com metodologias convencionais, o trabalho proposto
apresentou vantagens significativas em termos de custos operacionais e redugao de
impactos ambientais, consolidando o uso de 6leos residuais como uma alternativa

sustentavel na producgao de biodiesel.
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

A aplicacdo da LCR na etapa de hidrélise possibilitou a completa conversao
dos triacilglicerdis em acidos graxos livres em apenas 150 minutos, evidenciando
uma notavel reducdo do tempo de reagdo quando comparado aos tempos
usualmente reportados. A utilizacdo de um DCCR para essa etapa permitiu a
otimizagdo da reacado de hidrélise, sendo que as melhores condi¢gdes observadas
para as variaveis concentragcdo de substrato e concentracdo enzimatica foram de
10% m/v para ambas, sendo que elas influenciaram de forma significativa o
desempenho do processo.

Na etapa subsequente de esterificagdo, a maior conversao foi obtida para as
condicdes de razdo molar AGL:etanol 1:2 e concentragdo de ET 2.0 de 2,5% (v/v),
alcangando um rendimento de 89,78% em 4 horas, com o equilibrio reacional sendo
atingido nos primeiros 120 minutos. A predominancia de ésteres etilicos insaturados,
como o oleato de etila (34,68 + 0,85%) e o linoleato de etila (32,99 + 1,29%), nas
amostras de biodiesel obtidas € compativel com o perfil lipidico da matéria-prima
utilizada e confere ao combustivel caracteristicas desejaveis para a sua aplicagao
em veiculos, como boa fluidez em baixas temperaturas e propriedades adequadas
de combust&o.

A eliminagéo do uso de solventes organicos e de tratamentos preévios, aliadas
a utilizacdo de residuos como insumo e a aplicacdo de biocatalisadores, reafirma o
carater limpo e sustentavel da metodologia proposta. Assim, os resultados obtidos
nao apenas comprovam a viabilidade técnica do processo, mas também reforgcam
seu alinhamento com os principios da economia circular e da quimica verde,

consolidando-o como uma solugéo promissora para a producao de biocombustiveis.



74

REFERENCIAS

AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS
(BRASIL). Anuario estatistico brasileiro do petréleo, gas natural e
biocombustiveis 2024. Brasilia: ANP, 2024.

AGHAEI, H. et al. Covalent immobilization of lipase from Candida rugosa on epoxy-
activated cloisite 30B as a new heterofunctional carrier and its application in the
synthesis of banana flavor and production of biodiesel. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 178, p. 569-579, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.02.146. Acesso em: 29 jul. 2024.

AGHAEI, H. et al. Utilization of two modified layered doubled hydroxides as supports
for immobilization of Candida rugosa lipase. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 162, p. 74-83, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.06.145. Acesso em: 3 jul. 2024.

AGUIEIRAS, E. C. G. et al. Biodiesel production from Acrocomia aculeata acil oil by
(enzyme/enzyme) hydroesterification process: Use of vegetable lipase and fermented
solid as low-cost biocatalyst. Fuel, v. 135, p. 315-321, 2014. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.fuel.2014.06.069. Acesso em: 15 mai. 2024.

ALEXANDRE, J. Y. N. H. et al. A theoretical and experimental study for enzymatic
biodiesel production from babassu oil (Orbignya sp.) using Eversa lipase. Catalysts,
v. 12, n. 11, p. 1322-1341, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/catal12111322. Acesso em: 29 jul. 2024.

ALVES, E. S. et al. Techno-economic-environmental analysis of biodiesel production
by magnetic nanoparticles CLEAs of Eversa® Transform. Computer Aided
Chemical Engineering, v. 51, p. 553-558, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-95879-0.50093-X. Acesso em: 20 jul. 2025.

AMELIA. et al. Retention of high-value tocols during enzymatic esterification of palm
fatty acid distillate using liquid lipase for improving the economics and sustainability
of biodiesel production. Industrial Crops & Products, v. 194, p. 116271, 2023.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2023.116271. Acesso em: 27 mar.
2025.

AOAC INTERNATIONAL Official method of analysis of the Association of
Official Analytical Chemists. 15. ed. Arlington: AOAC International, 1990.

AOCS INTERNATIONAL. Ca 5a-40. 5. ed. Champaign: AOCS International, 1998.

AOCS INTERNATIONAL. Official methods and recommended practices of the
American Oil Chemists’ Society. Champaign: AOCS International, 2004.



75

ASTM INTERNATIONAL. ASTM D891-00 — Standart test methods for specific
gravity, apparent, of liquid industrial chemicals. West Conshohocken: ASTM
International, 2000.

AWOGBEMI, O; KALLON, D. V. V. Conversion of hazardous waste cooking oil into
non-fuel value added products. International Journal of Ambient Energy, v. 95, n.

1, p. 2345253, 2024. Disponivel em: https://doi.org/10.1080/01430750.2024.2345253.
Acesso em: 18 jul. 2025.

AYYILDIZ, H. F. et al. Evaluation of fatty acid composition, tocols profile, and
oxidative stability of some fully refined edible oils. International Journal of Food
Properties, v. 18, n. 9, p. 2064-2076, 2015. Disponivel em:
https://doi.org/10.1080/10942912.2014.962657. Acesso em: 18 abr. 2025.

AZAD, A. K. Biodiesel from mandarin seed oil: A surprising source of alternative fuel.
Energies, v. 10, n. 11, p. 1689, 2017. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/en10111689. Acesso em: 28 mar. 2025.

BAR, F. et al. Rancimat vs. rapid small scale oxidation test (RSSOT) correlation
analysis, based on a comprehensive study of literature. Fuel, v. 291, p. 120160, 2021.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.fuel.2021.120160. Acesso em: 28 mar. 2025.

BHATT, C. et al. Combining technology with liquid-formulated lipases for in-spec
biodiesel production. Biotechnology and Applied Biochemistry, v. 69, n. 1, p. 7-19,
2022. Disponivel em: https://doi-org.ez37.periodicos.capes.gov.br/10.1002/bab.2074.
Acesso em: 18 abr. 2025.

BILAL, M. et al. Immobilized lipases-based nano-biocatalytic systems — A versatile
platform with incredible biotechnological potencial. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 175, p. 108-122, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.02.010. Acesso em: 3 jul. 2024.

BOUTESTEIJN, C. et al. The interaction between EU biofuel policy and first- and
second-generation biodiesel production. Industrial Crops and Products, v. 106, p.
124-129, 2016. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2016.09.067. Acesso
em: 21 out. 2024.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v. 72, p. 248-254, 1976.

BRANDAO JR., J. et al. Performance of Eversa Transform 2.0 lipase in ester
production using babassu oil (Orbignya sp.) and tucuman oil (Astrocaryum vulgar): A
comparative study between liquid and immobilized forms in Fe304 nanoparticles.
Catalysts, v. 13, n. 3, p. 571, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/catal13030571. Acesso em: 27 mar. 2025.




76

BUENO-BORGES, L. B. et al. Improving waste cooking oil quality for biodiesel
production with the ethanolic by-product of soybean oil extraction. Journal of the
American Oil Chemists’ Society, v. 96, n. 12, p. 1379-1388, 2019. Disponivel em:
https://doi-org.ez37.periodicos.capes.gov.br/10.1002/aocs.12295. Acesso em: 14 mai.
2024.

CAVALCANTE, F. T. T. et al. Opportunities for improving biodiesel production via
lipase Catalysis. Fuel, v. 288, p. 119577-119596, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.fuel.2020.119577. Acesso em: 15 mai. 2024.

CAVALCANTI-OLIVEIRA, E. A. et al. Study of soybean oil hydrolysis catalyzed by
Thermomyces lanuginosus lipase and its application to biodiesel production via
hydroesterification. Enzyme Research, v. 2011, p. 618692-618699, 2011. Disponivel
em: https://doi.org/10.4061/2011/618692. Acesso em: 15 mai. 2024.

CECCHI, H. M. Fundamentos tedricos e praticos em analise de alimentos. 2. ed.
Campinas: Editora da Unicamp, 2003.

CHRISTOPHER, L. P. et al. Enzymatic biodiesel: Challenges and opportunities.
Applied Energy, v. 119, p. 497-520, 2014. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.apenergy.2014.01.017. Acesso em: 13 mai. 2024.

CONGRESSO NACIONAL (BRASIL). Lei n° 13.033 de 24 de setembro de 2014.
Dispde sobre a adi¢ao obrigatéria de biodiesel ao 6leo diesel comercializado com o
consumidor final; altera as Leis n°s 9.478, de 6 de agosto de 1997, e 8.723, de 28 de
outubro de 1993; revoga dispositivos da Lei n°® 11.097, de 13 de janeiro de 2005; e
da outras providéncias. Diario Oficial da Uniao, Brasilia, DF, 25 set. 2014.

CONGRESSO NACIONAL (BRASIL). Lei n°® 14.993, de 8 de outubro de 2024.
Dispde sobre a promogao da mobilidade sustentavel de baixo carbono e a captura e
a estocagem geoldgica de didxido de carbono; institui o Programa Nacional de
Combustivel Sustentavel de Aviagao (ProBioQAV), o Programa Nacional de Diesel
Verde (PNDV) e o Programa Nacional de Descarbonizagédo do Produtor e Importador
de Gas Natural e de Incentivo ao Biometano; altera as Leis n°s 9.478, de 6 de
agosto de 1997, 9.847, de 26 de outubro de 1999, 8.723, de 28 de outubro de 1993,
e 13.033, de 24 de setembro de 2014; e revoga dispositivo da Lei n® 10.438, de 26
de abril de 2002. Diario Oficial da Uniao, Brasilia, DF, 9 out. 2024.

COSTA, M. J. et al. Enzymatic biodiesel production by hydroesterification using
waste cooking oil as feedstock. Chemical Engineering and Processing — Process
Intensification, v. 157, p. 108131-108139, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.cep.2020.108131. Acesso em: 13 mai. 2024.

CRUZ, M. et al. Enzymatic esterification of acid oil from soapstocks obtained in
vegetable oil refining: Effect of enzyme concentration. Renewable Energy, v. 124, p.
165-171, 2018. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.renene.2017.06.053. Acesso
em: 27 mar. 2025.




77

DANANE, F. et al. Regeneration of waste frying oil for biodiesel production. Energy
for A Better Environment and Improved Sustainability 2: Applications, p. 383-
389, 2018. Disponivel: https://doi.org/10.1007/978-3-319-62575-1_27. Acesso em: 27
mar. 2025.

DAROS, P. C. M. et al. Microalgae as a feedstock for sustainable fatty acids:
Factorial design study. Chemical Engineering Technology, v. 43, n. 1, p. 119-125,
2020. Disponivel em: https://doi.org/10.1002/ceat.201800643. Acesso em: 3 jul. 2024.

DELORME, V, et al. Effects of surfactants on lipase structure, activity and inhibition.
Pharmaceutical Research, v. 28, p. 1831-1842, 2011. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s11095-010-0362-9. Acesso em: 3 jul. 2024.

DOMINGUES, O. et al. Evaluation of Candida rugosa lipase immobilized on magnetic
nanoparticles in enzymatic/chemical hydroesterification for biodiesel production.
Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 194, n. 11, p. 5419-5442, 2022.
Disponivel em: https://doi-org.ez37.periodicos.capes.gov.br/10.1007/s12010-022-
04046-9. Acesso em: 17 mai. 2024.

DOMINGUEZ de MARIA, P. et al. Understanding Candida rugosa lipases: An
overview. Biotechnology Advances, v. 24, n. 2, p. 180-196, 2006. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2005.09.003. Acesso em: 3 jul. 2024.

DU, W. et al. Comparative study on lipase-catalyzed transformation of soybean oil for
biodiesel production with different acyl acceptors. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, v. 30, n. 3-4, p. 125-129, 2004. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.molcatb.2004.04.004. Acesso em: 29 jul. 2024.

DUBEY, A. et al. An analytical and economical assessment of the waste cooking oil
based biodiesel using optimized conditions on the process variables. Energy
Sources, Part A: Recovery, Utilization, and Environmental Effects, v. 47, n. 1, p.
1997-2012, 2020. Disponivel em: https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.qov.br/10.1080/15567036.2020.1839600. Acesso em: 18
abr. 2024.

DUVEKQOT, C. Determination of total FAME and linolenic acid methyl esters in
biodiesel according to EN-14103. Santa Clara: Agilent Technologies, 2020.

FACIN, B. R. et al. Strategies for the immobilization of Eversa® Transform 2.0 lipase
and application for phospholipid synthesis. Catalysts, v. 11, n. 10, p. 1236, 2021.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/catal11101236. Acesso em: 9 mai. 2025.

FAILLACE, E. et al. Optimizing the first step of the biocatalytic process for green leaf
volatiles production: Lipase-catalyzed hydrolysis of three vegetable oils.
International Journal of Molecular Sciences, v. 24, n. 15, p. 12274-12290, 2023.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/ijms241512274. Acesso em: 3 jul. 2024.




78

FAIZAO, F. F. et al. Scientific prospecting of lignocellulosic and inorganic supports
used to immobilize Candida rugosa lipase in the biodiesel production process.
Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, v. 7, n. 3, p. 1-19, 2024.
Disponivel em: https://doi.org/10.34188/bjaerv7n3-024. Acesso em: 19 jul. 2025.

FERREIRA, I. M. et al. Ethylic biodiesel production using lipase immobilized in silk
fibroin-alginate spheres by encapsulation. Catalysis Letters, v. 147, n. 1, p. 269-280,
2017. Disponivel em: https://doi-org.ez37.periodicos.capes.gov.br/10.1007/s10562-
016-1917-0. Acesso em: 11 mai. 2024.

GAUR, V. K. et al. Production of biosurfactants from agro-industrial waste and waste
cooking oil in a circular bioeconomy: An overview. Bioresource Technology, v. 343,
p. 126059-126071, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2021.126059. Acesso em: 10 mai. 2024.

GROCHULSKI, P. et al. Two conformational states of Candida rugosa lipase. Protein
Science, v. 3, n. 1, p. 82-91, 1994. Disponivel em:
https://www.rcsb.org/structure/1TRH. Acesso em: 17 mai. 2024.

GUEDES JR., J. G. E. et al. Design of a sustainable process for enzymatic

production of ethylene glycol diesters via hydroesterification of used soybean cooking
oil. Journal of Environmental Chemical Engineering, v. 10, n. 1, p. 107062-
107072, 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.jece.2021.107062. Acesso em:
10 mai. 2024.

GUOQ, J. et al. Biodiesel production via simultaneous esterification and
transesterification of Periplaneta americana oil with liquid lipase Eversa® Transform
2.0. Renewable Energy, v. 229, p. 120756, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.renene.2024.120756. Acesso em: 25 mar. 2025.

GUQ, J. et al. Conversion of waste frying palm oil into biodiesel using free lipase A
from Candida antarctica as a novel catalyst. Fuel, v. 267, p. 117323-117330, 2020.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.fuel.2020.117323. Acesso em: 29 jul. 2024.

GUO, M. et al. Process optimization of biodiesel production from waste cooking oil by
esterification of free fatty acids using La3+/ZnO-TiO2 photocatalyst. Energy
Conversion and Management, v. 229, p. 113745, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.enconman.2020.113745. Acesso em: 25 mar. 2025.

GUO, W. et al. Separation mechanism of fatty acids from waste cooking oil and its
flotation performance in iron ore desiliconization. Minerals, v. 7, n. 12, p. 244, 2017.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/min7120244. Acesso em: 28 mar. 2025.

GURBUZ, I. B.; OZKAN, G. Consumers’ knowledge, atitude and behavioural patterns
towards the liquid wastes (cooking oil) in Istanbul, Turkey. Environmental Science
and Pollution Research, v. 26, n. 16, p. 16529-16536, 2019. Disponivel em:
https://doi-org.ez37.periodicos.capes.gov.br/10.1007/s11356-019-05078-1. Acesso
em: 10 mai. 2024.




79

HAMA, S. et al. How lipase technology contributes to evolution of biodiesel

production using multiples feedstocks. Current Opinion in Biotechnology, v. 50, p.
57-64, 2018. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.copbio.2017.11.001. Acesso em:
16 mai. 2024.

HARTINI, S. et al. Optimal tratment combination for dishwashing liquid soap based

on waste cooking oil according to the requirement of indonesian quality standards.
Joint Journal of Novel Carbon Resource Sciences & Green Asia Strategy, v. 8, n.
2, p. 492-498, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.5109/4480734. Acesso em: 10
mai. 2024.

HASAN, N. B. et al. Immobilization of Candida rugosa lipase in PVA-alginate-sulfate
beds for waste cooking oil treatment. Jurnal Teknologi, v. 74, n. 1, p. 215-222, 2015.
Disponivel em: https://doi.org/10.11113/jt.v74.2183. Acesso em: 3 jul. 2024.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Normas analiticas, métodos quimicos e fisicos para
analises de alimentos. 3. ed. Sdo Paulo: Instituto Adolfo Lutz, 1985.

ISO, M. et al. Production of biodiesel fuel from triglycerides and alcohol using
immobilized lipase. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 16, n. 1, p. 53-
58, 2001. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/S1381-1177(01)00045-5. Acesso
em: 29 jul. 2024.

JAHROMI, H. et al. Synthesis of novel biolubricants from waste cooking oil and cyclic
oxygenates through Na integrated catalytic process. Sustainable Chemistry &
Engineering, v. 9, n. 40, p. 13424-13437, 2021. Disponivel em: https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.qgov.br/10.1021/acssuschemeng.1c03523. Acesso em: 10
mai. 2024.

JAYAKUMAR, M. et al. Heterogeneous base catalysts: Synthesis and application for
biodiesel production — A review. Bioresource Technology, v. 331, p. 125054-125065,
2021. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.biortech.2021.125054. Acesso em: 29
jul. 2024.

JIANG, Y. et al. Pickering emulsion stabilized by lipase-containing periodic
mesoporous organosilica particles: A robust biocatalyst system for biodiesel
production. Bioresource Technology, v. 153, p. 278-283, 2014. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.12.001. Acesso em: 27 mar. 2025.

KANJAIKAEW, U. et al. Two-step esterification of palm fatty acid distillate in ethyl
ester production: Optimization and sensitivity analysis. Renewable Energy, v. 119, p.
336-344, 2018. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.renene.2017.12.002. Acesso
em: 27 mar. 2025.

KANNAN, S. et al. Optimization of enzyme hydrolysis of seafood waste for
microwave hydrothermal carbonization. Energy & Fuels, v. 29, n. 12, p. 8006-8016,
2015. Disponivel em: https://doi.org/10.1021/acs.energyfuels.5b01671. Acesso em:
20 jul. 2025.




80

KARIMIAN, A. et al. Persica Akhani Salicornia as novel biodiesel feedstock
production for economic prosperity in salty and water scarcity areas: Optimized oil
extraction process and transesterification reaction using new magnetic heterogenous
nanocatalysts. Renewable Energy, v. 211, p. 361-369, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.renene.2023.04.119. Acesso em: 27 mar. 2025.

KARMEE, S. K. et al. Techno-economic evaluation of biodiesel production from waste
cooking oil — A case study of Hong Kong. International Journal of Molecular
Sciences, v. 16, n. 3, p. 4362-4371, 2015. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/ijms16034362. Acesso em: 11 mai. 2024.

KETZER, F. et al. Kinetic and thermodynamic study of enzymatic hydroesterification
mechanism to fatty acid methyl esters synthesis. Bioresource Technology, v. 356, p.
127335-127343, 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.biortech.2022.127335.
Acesso em: 17 mai. 2024.

KNOTHE, G. Structure indices in FA chemistry. How relevant is the iodine value.
Journal of the American Oil Chemists’ Society, v. 79, p. 847-854, 2002. Disponivel
em: https://doi.org/10.1007/s11746-002-0569-4. Acesso em: 3 jul. 2024.

KUMAR, R. S.; PURAYIL, S. T. P. Optimization of ethyl ester production from Arachis
hypogaea oil. Energy Reports, v. 5, p. 658-665, 2019. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.eqyr.2019.06.001. Acesso em: 27 mar. 2025.

LEE, J. H. et al. Biodiesel production by lipases co-immobilized on the functionalized
activated carbono. Bioresource Technology Reports, v. 7, p. 100248-100255, 2019.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.biteb.2019.100248. Acesso em: 17 mai. 2024.

LEMA, M. W. Assessment of the degree of rancidity on reused oils in university
cafeterias, and public awareness. Environmental Quality Management, v. 32, n. 4,
p. 247-253, 2023. Disponivel em: https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.qov.br/10.1002/tgem.21985. Acesso em 21 jun. 2024.

LERIN, L. A. enzimatic synthesis of ascorbyl palmitate in organic solvents: Process
optimization and kinetic evaluation. Food and Bioprocess Technology, v. 5, p.
1068-1076, 2012. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s11947-010-0398-1. Acesso
em: 3 jul. 2024.

LI, J. et al. Production and characteristics of biosurfactant produced by Bacillus
pseudomycoides BS6 utilizing soybean oil waste. International Biodeterioration &
Biodegradation, v. 112, p. 72-79, 2016. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2016.05.002. Acesso em: 10 mai. 2024.

LI, X. et al. Large-scale biodiesel production from microalga Chlorella protothecoides
through heterotrophic cultivation in bioreactors. Biotechnology and Bioengineering,
v. 98, n. 4, p. 764-771, 2007. Disponivel em: https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.gov.br/10.1002/bit.21489. Acesso em: 29 jul. 2024.




81

LIEW, C. S. et al. Low-temperature thermal pre-treated sewage sludge for feeding of
black soldier fly (Hermetia illucens) larvae: Protein, lipid and biodiesel profile and
characterization. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 178, p. 113241,
2023. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.rser.2023.113241. Acesso em: 27 mair.
2025.

MACEIRAS, R. et al. Biodiesel production from waste frying oil by ultrasound-
assisted transesterification. Chemical Engineering Technology, v. 40, n. 9, p. 1713-
1719, 2017. Disponivel em: https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.qov.br/10.1002/ceat.201600112. Acesso em: 14 mai. 2024.

MACHADO, S. A. et al. Hydrolysis of vegetable and microbial oils catalyzed by a
solid preparation of castor bean lipase. Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology, v. 37, p. 102188-102195, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2021.102188. Acesso em: 29 jul. 2024.

MADDIKERI, G. L. et al. Improved synthesis of sophorolipids from waste cooking oil
using fed batch approach in the presence of ultrasound. Chemical Engineering
Journal, v. 263, p. 479-487, 2015. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.cej.2014.11.010. Acesso em: 14 mai. 2024.

MAHMUDUL, H. M. et al. Production, characterization and performance of biodiesel
as an alternative fuel in diesel engines — A review. Renewable and Sustainable
Energy Reviews, v. 72, p. 497-509, 2017. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.rser.2017.01.001. Acesso em: 24 out. 2024.

MANIKANDAN, G. et al. Review of waste cooking oil (WCO) as a feedstock for
biofuel — Indian perspective. Energies, v. 16, n. 4, p. 1739-1755, 2023. Disponivel
em: https://doi.org/10.3390/en16041739. Acesso em: 10 mai. 2024.

MARCHETTI, R. et al. Conversion of waste cooking oil into biogas: perspectives and
limits. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 104, n. 7, p. 2833-2856, 2020.
Disponivel em: https://doi-org.ez37.periodicos.capes.gov.br/10.1007/s00253-020-
10431-3. Acesso em: 9 mai. 2024.

MATINJA, A. |. et al. Optimization of biodiesel production from palm oil mil effluent
using lipase immobilized in PVA-alginate-sulfate beads. Renewable Energy, v. 135,
p. 1178-1185, 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.renene.2018.12.079.
Acesso em: 17 mai. 2024.

MESSIAS, J. M. et al. Lipases microbianas: Producao, propriedades e aplicacbes
biotecnolégicas. Semina: Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, v.32, n. 2, p. 213-234,
2011. Disponivel em: https://doi.org/10.5433/1679-0375.2011v32n2p213. Acesso em:
3 jul. 2024.

MIRANDA, F. C. et al. Enzymatic production of xylose esters using degummed
soybean oil fatty acids following a hydroesterification strategy. Process
Biochemistry, v. 142, p. 104-112, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.procbio.2024.04.020. Acesso em: 29 jul. 2024.




82

MONTEIRO, R. R. C. et al. Liquid lipase preparations designed for industrial
production of biodiesel. Is it really an optimal solution? Renewable Energy, v. 164, p.
1566-1587, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.renene.2020.10.071.
Acesso em: 17 mai. 2024.

MOREIRA, K. S. et al. Optimization of the production of enzymatic biodiesel from
residual babassu oil (Orbignya sp.) via RSM. Catalysts, v. 10, n. 4, p. 414, 2020.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/catal10040414. Acesso em: 9 mai. 2025.

MORETTO, E; FETT, R. Tecnologia de dleos e gorduras vegetais na industria de
alimentos. 1. ed. Sdo Paulo: Livraria Varela, 1998.

MUKHTAR, H. et al. Optimization of lipase biosynthesis from Rhizopus oryzae for
biodiesel production using multiple oils. Chemical Engineering Technology, v. 39, n.
9, p. 1707-1715, 2016. Disponivel em: https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.qov.br/10.1002/ceat.201500584. Acesso em: 11 mai. 2024.

MULALEE, S. et al. Enzymatic esterification of oleic acid and propanol by Novozym
435. Applied Mechanics and Materials, v. 705, p. 29-33, 2015. Disponivel em:
https://doi.org/10.4028/www.scientific.net/AMM.705.29. Acesso em: 27 mar. 2025.

NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de Bioquimica de Lehninger. 6. ed. Porto
Alegre: Artmed, 2014.

NELSON, L. A. et al. Lipase-catalyzed production of biodiesel. Journal of the
American Oil Chemists’ Society, v. 73, n. 9, p. 1191-1195, 1996. Disponivel em:
https://doi-org.ez37.periodicos.capes.qov.br/10.1007/BF02523383. Acesso em: 29 jul.
2024.

NGUYEN, H. C. et al. Liquid lipase-catalyzed esterification of oleic acid with
methanol for biodiesel production in the presence of superabsorbent polymer:
Optimization by using response surface methodology. Energies, v. 11, n. 5, p. 1085,
2018b. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/en11051085. Acesso em: 9 mai. 2025.

NGUYEN, V. T. A. et al. Antibacterial activity of free fatty acids from hydrolyzed virgin
coconut oil using lipase from Candida rugosa. Journal of Lipids, v. 2017, p. 1-7,
2017. Disponivel em: https://doi.org/10.1155/2017/7170162. Acesso em: 3 jul. 2024.

NGUYEN, V. T. A. et al. Isolating free fatty-acids from virgin coconut oil using lipases
from different sources. Jurnal Teknologi, v. 80, n. 3, p. 55-59, 2018a. Disponivel em:
https://doi.org/10.11113/jt.v80.11582. Acesso em: 3 jul. 2024.

NOUREDDINI, H. et al. Immobilyzed Pseudomonas cepacia lipase for biodiesel fuel
production from soybean oil. Bioresource Technology, v. 96, n. 7, p. 769-777, 2005.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.biortech.2004.05.029. Acesso em: 29 jul.
2024.




83

OKPARANTA, S. et al. Assessment of rancidity and other physicochemical properties
of edible oils (mustard and corn oils) stores at room temperature. Journal of Food
and Nutrition Sciences, v. 6, n. 3, p. 70-75, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.11648/}.ifns.20180603.11. Acesso em: 21 out. 2024.

PARANDI, E. et al. Biodiesel production from waste cooking oil using a novel
biocatalyst of lipase enzyme immobilized magnetic nanocomposite. Fuel, v. 313, p.
123057-123067, 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.fuel.2021.123057.
Acesso em: 29 jul. 2024.

PFALLER, M. A. et al. Candida rugosa, an emerging fungal pathogen with resistance
to azoles: Geographic and temporal trends from the ARTEMIS DISK antifungal
surveillance program. Journal of Clinical Microbiology, v. 44, n. 10, p. 3578-3582,
2006. Disponivel em: https://doi.org/10.1128/jcm.00863-06. Acesso em: 3 jul. 2024.

POURZOLFAGHAR, H. et al. A review of the enzymatic hydroesterification process
for biodiesel production. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 61, p.
245-257, 2016. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.rser.2016.03.048. Acesso em:
11 mai. 2024.

RASHID, R. et al. Enzymatic hydrolysis of used-frying oil using Candida rugosa
lipase. Jurnal Teknologi, v. 67, n. 3, p. 101-107, 2014. Disponivel em:
https://doi.org/10.11113/jt.v67.2740. Acesso em: 3 jul. 2024.

REIS, W. M. S. et al. Immobilization of commercial lipase onto different supports:
characterization and application in esterification reaction. International Journal of
Engineering Research & Science, v. 6, n. 1, p. 15-24, 2020.

RODRIGUES, M. I.; IEMMA, A. F. Planejamento de Experimentos & Otimizagao
de Processos. 3% ed. Campinas: Casa do Espirito Amigo Fraternidade Fé e Amor,
2014.

ROSSET, D. V. et al. Enzyme-catalyzed production of FAME by hydroesterification of
soybean oil using the novel soluble lipase NS 40116. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 188, n. 4, p. 914-926, 2019. Disponivel em: https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.qov.br/10.1007/s12010-019-02966-7. Acesso em: 13 mai.
2024.

ROY, M. M. et al. Biodiesel from crude tall oil and its NOx and aldehydes emissions

in a diesel engine fueled by biodiesel-diesel blends with water emulsions. Processes,
v.9,n. 1, p. 126, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/pr9010126. Acesso em:
27 mar. 2025.

ROZENALL, A. Interesterification of oils and fats. Inform, Champaign, v.3, n.11,
p.1232-1237,1992.

SALEH, A. H. et al. Production of first and second-generation biodiesel for diesel
engine operation: A review. NTU Journal of Renewable Energy, v. 5, n. 1, p. 8-23,
2023. Disponivel em: : hitps://doi.org/10.56286/ntujre.v5i1. Acesso em: 21 out. 2024.




84

SALIHU, A; ALAM, M. Z. Solvent tolerant lipases: A review. Process Biochemistry, v.
50, n. 1, p. 86-96, 2015. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.procbio.2014.10.019.
Acesso em: 3 jul. 2024.

SANTOS, K. M. et al. Enhanced biodiesel production with Eversa Transform 2.0
lipase on magnetic nanoparticles. Langmuir, v. 40, n. 51, p. 26835-26851, 2024.
Disponivel em: https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.qgov.br/10.1021/acs.langmuir.4c02542. Acesso em: 27 mair.
2025.

SANTOS, L. K. et al. Experimental factorial design on hydroesterification of waste
cooking oil by subcritical conditions for biodiesel production. Renewable Energy, v.
114, p. 574-580, 2017. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.renene.2017.07.066.
Acesso em: 15 mai. 2024.

SANTOS, S. et al. Areview on bio-based catalysts (immobilized enzymes) used for
biodiesel production. Energies, v. 13, n. 11, p. 3013-3031, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/en13113013. Acesso em: 13 mai. 2024.

SCHAECHTER, M. Encyclopedia of microbiology. 3" ed. Amsterdam: Elsevier,
20009.

SHARMA, A. et al. Enzymatic hydrolysis of cod liver oil for the fatty acids production.
Catalysis Today, v. 207, p. 93-100, 2013. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.cattod.2012.05.006. Acesso em: 3 jul. 2024.

SHEN, X. et al. Real-world exhaust emissions and fuel consumption for diesel
vehicles fueled by waste cooking oil biodiesel blends. Atmospheric Environment, v.
191, p. 249-257, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.atmosenv.2018.08.004. Acesso em: 11 mai. 2024.

SIMAO, L. E. et al. Decarbonizing freight transportation in Brazil: Methodologies,
results and practical implications. International Journal of Professional Business
Review, v. 9, n. 10, p. 1-20, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.26668/businessreview/2024.v9i10.4667. Acesso em: 27 mar. 2025.

SINGH, A. K.; MUKHOPADHYAY, M. Overview of fungal lipase: A review. Applied
Biochemistry Biotechnology, v. 166, p. 486-520, 2012. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s12010-011-9444-3. Acesso em: 3 jul. 2024.

SINGH, N. et al. Progress and facts on biodiesel generations, production methods,
influencing factors, and reactors: A comprehensive review from 2000 to 2023.
Energy Conversion and Management, v. 302, p. 118157, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.enconman.2024.118157. Acesso em: 27 mar. 2025.

SOARES, C. M. F. et al. Characterization and utilization of Candida rugosa lipase
immobilized on controlled pore silica. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.
77-79, p. 745-757, 1999. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/978-1-4612-1604-
9 68. Acesso em: 29 jul. 2024.




85

SOARES, D. et al. Biodiesel production from soybean soapstock acid oil by
hydrolysis in subcritical water followed by lipase-catalyzed esterification using a
fermented in a packed-bed reactor. Biochemical Engineering Journal, v. 81, p. 15-
23, 2013. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.bej.2013.09.017. Acesso em: 29 jul.
2024.

SOUSA, I. G. et al. A novel hybrid biocatalyst from immobilized Eversa® Transform
2.0 lipase and its application in biolubricant synthesis. Biocatalysis and
Biotransformation, v. 42, n. 2, p. 151-172, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1080/10242422.2022.2144263. Acesso em: 24 out. 2024.

SOUSA, J. S. et al. Application of lipase from the physic nut (Jatropha curcas L.) to a
new hybrid (enzyme/chemical) hydroesterification process for biodiesel production.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 65, n. 1-4, p. 133-137, 2010.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.molcatb.2010.01.003. Acesso em: 29 jul.
2024.

SOUSA JR,, P. G. S. et al. Optimization and theoretical analysis of lipase-catalyzed
enzymatic esterification of glycerol for efficient glycerides synthesis. Biochemical
Engineering Journal, v. 198, p. 109033-109046, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.bej.2023.109033. Acesso em: 17 mai. 2024.

SOUSA, R. R. et al. Simplified method to optimize enzymatic esters syntheses in
solvent-free systems: Validation using literature and experimental data. Catalysts, v.
11, n. 11, p. 1357, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/catal11111357.
Acesso em: 18 abr. 2025.

SREEHARSHA, R. V. et al. Orienting biodiesel production towards sustainability and
circularity by tailoring the feedstock and processes. Journal of Cleaner Production,
v. 414, p. 137526, 2023. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2023.137526.
Acesso em: 27 mar. 2025.

SUN, S. et al. Biodiesel preparation from semen abutili (Abutilon theophrasti Medic.)
seed oil using low-cost liquid lipase Eversa® transform 2.0 as a catalyst. Industrial
Crops & Products, v. 169, p. 113643-113652, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2021.113643. Acesso em: 2 jul. 2024.

TALEBIAN-KIAKALAIEH, A. et al. A review on novel processes of biodiesel
production from waste cooking oil. Applied Energy, v. 104, p. 683-710, 2013.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.apenergy.2012.11.061. Acesso em: 10 mai.
2024.

TALUKDER, M. M. R. et al. Conversion of waste cooking oil to biodiesel via enzimatic
hydrolysis followed by chemical esterification. Energy Fuels, v. 24, n. 3, p. 2016-
2019, 2010. https://doi-org.ez37.periodicos.capes.gov.br/10.1385/ABAB:132:1:911.
Acesso em: 17 mai. 2024.




86

TEIXEIRA, M. R. et al. Quantitative assessment of the valorisation of used cooking
oils in 23 countries. Waste management, v. 78, p. 611-620, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.wasman.2018.06.039. Acesso em: 9 mai. 2024.

TOUQEER, T. et al. FesO4-PDA-lipase as surface functionalized nano biocatalyst for
the production of biodiesel using waste cooking oil as feedstock: Characterization
and process optimization. Energies, v. 13, n. 1, p. 177-195, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/en13010177. Acesso em: 29 jul. 2024.

TUBINO, M; ARICETTI, J. A. A green potenciometric method for the determination of
the iodine number of biodiesel. Fuel, v. 103, p. 1158-1163, 2013. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.fuel.2012.10.011. Acesso em: 03 jul. 2024.

VESCOVI, V. et al. Lipase-catalyzed production of biodiesel by hydrolysis of waste
cooking oil followed by esterification of free fatty acids. Journal of the American QOil
Chemists’ Society, v. 93, n. 12, p. 1615-1624, 2016. Disponivel em: https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.qov.br/10.1007/s11746-016-2901-y. Acesso em: 13 mai.
2024.

VICENTINI-POLETTE, C. M. et al. Determination of free fatty acids in crude
vegetable oil samples obtained by high-pressure processes. Food Chemistry: X, v.
12, p. 100166, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.fochx.2021.100166.
Acesso em: 18 abr. 2025.

VIEIRA, A. C. et al. Perfomance of liquid Eversa on fatty acid ethyl esters production
by simultaneous esterification/transesterification of low-to-high acidity feedstocks.
Catalysts, v. 11, n.12, p. 1486-1502, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/catal11121486. Acesso em: 17 mai. 2024.

WANCURA, J. H. C. et al. Demystifying the enzymatic biodiesel: How lipases are
contributing to its technological advances. Renewable Energy, v. 216, p. 119085-
119115, 2023. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.renene.2023.119085. Acesso
em: 16 mai. 2024.

WANCURA, J. H. C. et al. Improving the soluble lipase-catalyzed biodiesel
production through a two-step hydroesterification reaction system. Bioenergy and
Biofuels, v. 103, n. 18, p. 7805-7817, 2019. Disponivel em https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.gov.br/10.1007/s00253-019-10075-y. Acesso em: 13 mai.
2024.

WANCURA, J. H. C. et al. Lipases in liquid formulation for biodiesel production:
Current status and challenges. Biotechnology and Applied Biochemistry, v. 67, n.
4, p. 648-667, 2020. Disponivel em: https://doi-
org.ez37.periodicos.capes.qov.br/10.1002/bab.1835. Acesso em: 11 mai. 2024.

WANCURA, J. H. C. et al. Semi-continuous production of biodiesel on pilot scale via
enzymatic hydroesterification of waste material: Process and economics
considerations. Journal of Cleaner Production, v. 285, p. 124838-124847, 2021.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2020.124838. Acesso em: 17 mai.
2024.




87

WONG, Y. Y. et al. Attached microalgae converting spent coffee ground into lipid for
biodiesel production and sequestering atmospheric CO2 simultaneously. Algal
Research, v. 66, p. 102780, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.algal.2022.102780. Acesso em: 28 mar. 2025.

WULANDARI, R. et al. Betel leaf extract as na anti-bacterial agent in solid soap
formulation and characterisation. Jurnal Pijar Mipa, v. 18, n. 3, p. 436-441, 2023.
Disponivel em: https://doi.org/10.29303/jpm.v18i3.4940. Acesso em: 10 mai. 2024.

XIE, W; HUANG, M. Fabrication of immobilized Candida rugosa lipase on magnetic
Fes04-poly (glycidyl methacrylate-co-methacrylic acid) composite as an efficient and
recyclable biocatalyst for enzymatic production of biodiesel. Renewable Energy, v.
158, p. 474-486, 2020. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.renene.2020.05.172.
Acesso em: 29 jul. 2024.

ZANDIE, M. et al. The viability of using gasoline-integrated biodiesel-diesel mixtures
in engines as a solution to greenhouse gas emissions: a review. Clean Energy, v. 6,
n. 6, p. 848-868, 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.1093/ce/zkac056. Acesso
em: 27 mar. 2025.

ZENEVICZ, M. C. P. et al. A two-step enzymatic strategy to produce ethyl esters
using frying oil as substrate. Industrial Crops & Products, v. 108, p. 52-55, 2017.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2017.06.018. Acesso em: 13 mai.
2024.

ZOU, T. et al. Preparation of immobilized lipase on silica clay as a potential
biocatalyst on synthesis of biodiesel. Catalysts, v. 11, n. 10, p. 1266, 2020.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/catal10111266. Acesso em: 19 jul. 2020.




88

APENDICE A - REAGENTES DE GRAU ANALITICO UTILIZADOS NO
DESENVOLVIMENTO DESTE TRABALHO

Na Tabela 16 estdo descritos os demais reagentes de grau analitico utilizados

no desenvolvimento deste trabalho, assim como seus respectivos fornecedores.

Tabela 16 — Reagentes utilizados na confeccao deste trabalho

Reagente Origem
Acetona P.A. Anidrol®
Acido acético glacial P.A. Vetec®
Acido cloridrico PA. Vetec®
Acido fosférico-orto Ohemis®
Agua destilada Laboratorio de Bioprocessos UNIFAL-MG
Amido soluvel P.A. Vetec®
Cloroférmio P.A. Perfyl Tech®
Comassie Brilliant Blue G-250 Sigma-Aldrich®
Etanol 70% Archote
Etanol 95% ACS Cientifica®
Etanol PA. Exodo Cientifica®
Eter etilico PA. Synth®
Fenolftaleina P.A. Cinectix®
Fosfato de sédio bibasico P.A. Dinamica®
Fosfato de s6dio monobasico P.A. Dinamica®
Goma arabica Proquimios®
lodeto de potassio P.A. IsoFar®
lodo resublimado Vetec®
KOH em lentilhas P.A. Proquimios®
NaOH em micropérolas P.A. Vetec®
Sulfato de sédio anidro Neon®
Tiossulfato de sodio P.A. Dinamica®

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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APENDICE B — PADRONIZAGAO DO REAGENTE DE BRADFORD A PARTIR DA
CONSTRUGAO DE UMA CURVA DE CALIBRAGAO DE BSA

Uma solugdo-mae aquosa de albumina sérica bovina (BSA) 1 mg/mL foi
preparada e, a partir dela, foram preparadas novas solugcbes com diferentes
concentragdes de BSA (0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,4 mg/mL,
0,5 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,7 mg/mL e 0,8 mg/mL).

Foram preparadas solu¢gdes em triplicata contendo 5 mL de reagente de
Bradford e 0,1 mL de cada solu¢do padrao de BSA. Apds a adi¢cao da proteina ao
reagente de Bradford, as amostras foram mantidas em repouso por 5 minutos,
verificando-se o aparecimento de uma coloragdo azul cuja intensidade variou
proporcionalmente a concentracido de BSA no meio.

Essa intensidade foi quantificada a partir da leitura da absorbancia de cada
amostra em um espectrofotdmetro a 595 nm. O aparelho foi zerado utilizando uma
solugdo contendo 5 mL de reagente de Bradford e 0,1 mL de agua destilada. As
absorbancias foram anotadas para cada concentracao e, a partir desses valores, foi
tracado um grafico no Excel, conforme demonstrado na Figura 22. Esse gréfico
forneceu uma equacgao que relaciona a absorbancia lida (y) com suas respectivas

concentragdes (x). O valor de R? varia de 0 a 1 e indica a precisao desta equagao.

Figura 22 — Determinagéo da equagao para a padronizagao do reagente de Bradford

f B C D E
2

3 Concentragio Absorbéncia
4 0 0
3 0,05 0,065
6 01 0,14
7 0.2 0,27
8 0,3 0,323
9 04 0,453
10 05 0,514
1 06 0,604
12 0,7 0,734
13 0,8 0,806
14 0, 02 03 04 05 068 07

CONCENTRACAO (MG/ML)

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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