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Resumo

O biodiesel é um combustivel renovavel que tem potencial para substituir o diesel, apesar do seu elevado
custo de producdo. Para reduzi-lo, o uso de residuos oleosos (RO) como matéria-prima lipidica é
recomendado. A fim de contornar os problemas operacionais na sintese do biodiesel de RO sao estudados
novos catalisadores. Nesse contexto, as lipases séo interessantes por atuarem em condic¢des reacionais
brandas e evitarem a saponificacdo. A fim de identificar tendéncias e lacunas de pesquisa, uma anélise
bibliométrica das publicacfes sobre biodiesel obtido pela transesterificacdo enzimética de RO foi realizada.
Houve dois periodos de crescimento global das publicacdes (2005-2010 e 2013-2020) e um periodo de
declinio (2011-2012). China, Brasil e India foram os paises que mais publicaram. O 6leo residual de
cozinha (ORC) foi o residuo oleoso mais estudado, enquanto as lipases dos géneros Aspergillus e Rhizopus
apareceram com maior frequéncia nas publicacfes avaliadas. Como tendéncias, foi possivel apontar o uso
das lipases de células integras livres e imobilizadas, principalmente. Como oportunidades de pesquisa
destacou-se a transesterificacdo enzimatica por etandlise de RO, o emprego simultaneo de ORC como fonte
de carbono para as fermentaces de lipases e como matéria-prima para o biodiesel e o screening por
microrganismos promissores.
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Abstract
Biodiesel is a renewable fuel that has the potential to replace petroleum diesel despite its high production
cost. To reduce it, the use of oily residues (OR) as a lipid raw material is recommended. To circumvent the
operational problems of biodiesel synthesis of OR, new catalysts are studied. In this context, lipases are
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interesting catalysts for acting in mild reaction conditions and avoiding saponification. To identify research
trends and gaps, a bibliometric analysis of biodiesel publications obtained by enzymatic transesterification
of OR was performed. There were two periods of overall publication growth (2005-2010 and 2013-2020)
and a period of decline (2011-2012). China, Brazil, and India were the countries that published the most.
The waste cooking oil (WCO) was the most studied oily residue, while lipases of the genera Aspergillus
and Rhizopus appeared more frequently in the evaluated publications. As trends, it was possible to point
out the use of free and immobilized whole-cell lipases, mainly. As research opportunities, enzymatic
transesterification by OR ethanolysis, the simultaneous use of WCO as a carbon source for lipase
fermentations and as a raw material for biodiesel and screening by new promising microorganisms, stood
out.

Keywords: Residual Oils. Fungi. Enzymes. Catalysis. Yeasts.

1. INTRODUGAO

O biodiesel, definido como uma mistura de ésteres alquilicos de &cidos graxos, é um
combustivel obtido de fontes renovaveis e pode ser apontado como uma alternativa sustentavel ao
diesel de petréleo. O custo de fabricacdo do biodiesel é relativamente alto quando comparado com
o diesel, o que representa um grande desafio para sua expansdo (TABATABAEI et al., 2019).
Ademais, 0 uso intensivo de 6leos vegetais refinados como principal insumo para o biodiesel poderia
levar a uma crise no abastecimento de alimentos e induzir desequilibrio econémico (CANESIN et
al., 2014). Logo, avaliar sistematicamente o uso de matérias-primas ndo-convencionais € de extrema
importancia para tornar o biodiesel atrativo e competitivo economicamente (AGUIEIRAS et al.,
2017; YU et al., 2013).

A producdo de biodiesel ocorre tradicionalmente por transesterificacdo de Oleos vegetais,
como o 6leo de soja, de canola, de girassol e de palma, com catalisadores basicos (DEMIRBAS et
al., 2016). O uso de materiais de partida alternativos vem ganhando espaco nas pesquisas, seja pelo
uso de 6leos ndo-comestiveis (6leos de mamona, de seringueira e de pinhdo-manso) ou pelo emprego
de Gleos e gorduras residuais (RASHID et al., 2013; SILVA et al., 2019). Além do baixo custo, o
uso de matérias-primas de origem residual tem potencial para amenizar o descarte incorreto desses
residuos no ambiente (OLIVEIRA et al., 2012; PINOTTI et al., 2016).

Dentre as matérias-primas residuais para a producéo de biodiesel pode-se citar o uso de 6leo
de fritura (GUO et al., 2020), de gordura de frango (FOROUTAN et al., 2021), de residuo da
industria de couro (KESKIN et al., 2020), de gordura suina (HE et al., 2020), de escuma de esgoto
(DE OLIVEIRA et al., 2017) e do residuo de caixa de gordura (PINOTTI et al., 2016).

Os 0leos e gorduras residuais possuem elevada concentracéo de acidos graxos livres (AGL)
(CARDOSO et al., 2019) e quando submetidos a catalise basica com bases fortes (NaOH ou KOH)
estdo sujeitos a ocorréncia da reacdo de saponificacdo, o0 que prejudica o rendimento reacional e
dificulta a recuperacdo do glicerol (DE OLIVEIRA et al., 2017; MANSIR et al., 2018). Para
contornar essa dificuldade pode-se utilizar alcoois supercriticos (YULIANA et al., 2020), catalise
acida (KUMAR et al., 2020), pré-tratamento com acidos e posterior catalise basica
(GEBREMARIAM e MARCHETTI, 2018), bem como a catalise enzimatica (ZHOU et al., 2021).

A sintese de biodiesel via transesterificacdo enzimatica emprega lipases como catalisador e
€ promissora, pois apresenta maior facilidade relativa na recuperacao de biodiesel e glicerol no final
da reacéo, exige condic¢des operacionais brandas de temperatura e pressédo e apresenta atividade de
catélise simultanea de triglicerideos e AGL (HAMA et al., 2018). Por outro lado, apresenta como
principal desvantagem o alto custo das lipases (RODRIGUES et al., 2016; YU et al., 2013),
relacionado fortemente com a sua fonte de obtencdo (MEHTA et al., 2017).
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Os fungos filamentosos e as leveduras sdo especialmente valorizados como fontes de lipases
porque as enzimas por eles produzidas normalmente sdo extracelulares, o que facilita a sua
recuperacgdo do meio de fermentacéo e diminui o custo final (GEOFFRY e ACHUR, 2018; MEHTA
et al., 2017). Alguns estudos recentes destacaram a potencialidade de utilizacdo de lipases ligadas
ao micélio de fungos filamentosos (LIMA et al., 2019; MAROTT I et al., 2017) e de lipases fungicas
de células integras imobilizadas (ANDRADE et al., 2012, 2014; BHARATHI e RAJALAKSHMI,
2019; CARVALHO et al., 2015) na biotransformacgdo de 6leos vegetais como estratégias para
diminuir o custo global da sintese enzimatica de biodiesel.

Diversos estudos ja exploraram a transesterificacdo enzimatica de 6leos vegetais, contudo
ndo foram encontrados estudos bibliométricos sobre o emprego de lipases de origem fungica na
producdo de biodiesel a partir de residuos oleosos. A fim de acompanhar o avanco das pesquisas
nesse contexto, uma anélise bibliométrica das publicacdes foi realizada.

A analise bibliométrica é uma ferramenta de extrema importancia para o entendimento do
estagio de desenvolvimento de determinado ramo de pesquisa. Consiste na aplicacao de ferramentas
matematicas e estatisticas e na realizacdo de andlises qualitativas para avaliar e quantificar a
tendéncia de crescimento de um determinado assunto e determinar as caracteristicas da producao
cientifica em determinado topico (CATELAN e PINOTTI, 2019; MAO et al., 2018; SANCHEZ et
al., 2017). Tendo dito isto, o presente estudo objetiva identificar as tendéncias e oportunidades de
pesquisa sobre producdo de biodiesel por transesterificacdo enzimatica a partir de residuos oleosos,
com énfase nas lipases fungicas. Acredita-se que a existéncia deste estudo se justifica pela
necessidade de suplementar a crescente demanda energética com biocombustiveis produzidos a
partir de matérias-primas de origem residual, que sao fontes renovaveis de energia e diminuem o
impacto ambiental causado pela disposicao inadequada destes residuos no ambiente.

2. MATERIAL E METODOS

A metodologia a ser empregada neste estudo para analise bibliométrica das publicacGes
acerca da producdo enzimatica de biodiesel a partir de residuos oleosos foi adaptada de Catelan e
Pinotti (2019).

O banco de artigos extenso serd composto pelos resultados da pesquisa na base de dados
Science Citation Index Expanded (SCI-EXPANDED) da plataforma Web of Science (WoS),
desenvolvida e pertencente a Thomson Reuters Scientific. Em 01 de Junho de 2021 foram
empregados 0s termos de pesquisa “biodiesel”, “residu*”, “waste” e “lipas*”, com os operadores
booleanos “OR” e “AND”. O periodo de publicagdo nio foi restringido, a fim de incluir todas as
publicacBes relacionadas. Ademais, os resultados foram refinados para selecionar somente artigos
originais e os dez artigos com maior nimero de citacdes (Tabela 1) foram discutidos quanto a seus
conteddos.

Os gréficos de publicac6es por ano (Figura 1(a)), de publicacbes por paises (Figura 3) e de
areas do conhecimento da WoS mais produtivas (Figura 4) foram produzidos a partir do banco de
artigos extenso. Em seguida, foi inserido um novo termo de pesquisa (“fung*”), a fim de selecionar
artigos relacionados a lipases de origem flngica (banco de artigos refinado). Para selecionar os
trabalhos adequados ao escopo do presente estudo foi realizada a leitura dos resumos. Os artigos
selecionados na etapa anterior foram organizados em ordem decrescente de citacGes (Tabela 2) e
avaliados sistematicamente para identificar tendéncias e oportunidades sobre transesterificacéo
enzimética de RO. Os critérios de inclusdo foram: i) a producédo de biodiesel a partir de matérias-
primas residuais e ii) o emprego de lipases produzidas por fungos (filamentosos ou leveduras) como
catalisador.
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Uma nuvem de palavras (Figura 5), gerada por https://www.jasondavies.com /wordcloud/,
foi criada para visualizar as palavras-chave usadas com maior frequéncia nos artigos selecionados,
com o intuito de identificar topicos recorrentes nas publicagdes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Bibliometria

A primeira busca na plataforma WoS foi realizada inserindo-se as palavras-chave e
operadores booleanos apropriados (“biodiesel” AND “residu*” OR “waste” AND “lipas*”) e
excluindo-se as publicacbes ndo classificadas como artigos originais. Esta pesquisa inicial obteve
como resultado 586 publicacGes, que foram classificadas como o banco de artigos extenso. A partir
desses dados e dos precos nominais do biodiesel, do 6leo de soja e de outros 6leos vegetais, obtidos
do Agricultural Outlook 2020-2029, organizado pela Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdmico — Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(OECD — FAO), a Figura 1 foi elaborada, sendo (a) referente a frequéncia anual de publicagdes e
(b) a variacdo dos precos mundiais do biodiesel e seus principais insumos no periodo de 2001 —
2021.

Figura 1. (a) Artigos originais publicados de 2001 a 2021 selecionados com as palavras-chave
relacionadas ao tema central deste estudo e (b) Precos mundiais do biodiesel e suas principais
matérias-primas de 2001 a 2020.
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Fonte: Elaborado a partir do Outlook 2020-2029 OECD/FAO (2020).

A média determinada no periodo considerado foi igual a 28 publicagdes por ano. Na Figura
1(a), séo observados dois periodos de crescimento global das publica¢des (2005-2010 e 2013-2020)
e um periodo de declinio (2011-2012). Apesar das flutuagbes observadas, a tendéncia de
crescimento no nimero de publica¢Bes pode ser comprovada, considerando que houve um aumento
de aproximadamente 74% no namero de artigos publicados em 2020 (76 artigos) quando comparado
a 2012 (20), com pico de publicacBes nesse ano (76).

O preco mundial do 6leo de soja e dos demais 6leos vegetais aumentaram 49% e 46%,
respectivamente, no periodo de 2001 a 2020. Contudo, o preco do biodiesel ndo acompanhou esse
crescimento, mantendo-se sem grandes variacdes no periodo (Figura 1(b)). E relevante que 77%
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(vide Figura 2) do biodiesel produzido em escala mundial é proveniente de 6leos vegetais e 0s 23%
restantes sdo produzidos com 6leo residual de cozinha (ORC). Dentre os 6leos vegetais utilizados
encontram-se 0s Gleos extraidos de colza, de palma e de seu cerne, de semente de algod&o, de coco
e de soja, sendo que esta Ultima foi utilizada como principal matéria-prima lipidica em trés dos cinco
maiores produtores mundiais de biodiesel em 2020 (OECD/FAO, 2020).

Figura 2. Porcentagem de participagdo de cada matéria-prima lipidica na produgdo mundial de
biodiesel. Oleo residual de cozinha (ORC).

27%

mORC mOleo de colza Oleo de soja M Oleo de palma  m Qutros dleos vegetais

*A soma da porcentagem de participacdo individual dos éleos vegetais como matéria-prima para biodiesel equivale a
77% do total.
Fonte: OECD/FAO, 2020.

A matéria-prima lipidica, em especial quando oriunda da soja, € responsavel por
aproximadamente 85% do custo de produgéo do biodiesel (BARREIROS et al., 2020). Sendo assim,
a relativa estabilidade do preco do biodiesel é contraintuitiva, uma vez que o seu insumo principal
apresentou aumentos consideraveis no periodo analisado. Por outro lado, sabe-se que o preco final
do biodiesel, embora seja fortemente dependente do material de partida, € uma miscelanea complexa
de fatores. Dentre estes fatores, € preciso considerar que um pequeno grupo de regibes e paises
produtores, formado por Unido Europeia, EUA, Indonésia e Brasil, detém cerca de 79% da producéo
mundial e que as condigdes particulares (clima, subsidios financeiros e fiscais, taxas, impostos e
mandatos de mistura) de cada pais ou regido produtora influenciam localmente o preco do biodiesel
(KUMAR et al., 2021; MIZIK e GYARMATI, 2021; OECD/FAO, 2020).

A dependéncia dos incentivos e subsidios governamentais para manter a viabilidade
econdmica da producdo de biodiesel de Oleos vegetais e a constante variagdo dos precos dos 6leos
vegetais pode impulsionar a pesquisa por novas rotas de producdo, com a utilizacdo de matérias-
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primas de baixo custo, como 6leos ndo-comestiveis e de origem residual, visto que é uma rota de
producdo menos influenciada por esses fatores.

As publicacGes de artigos advém de diversos paises e pertencem a diversas areas do
conhecimento. Os quinze paises que mais publicaram os artigos originais selecionados com as
palavras-chave “biodiesel”, “residu*”, “waste” e “lipas*”, sao mostrados na Figura 3.

Figura 3. 15 paises mais produtivos em publicacdes de artigos originais de 2001-2021.
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Os trés primeiros paises mais produtivos (China, Brasil e India) sio responsaveis por cerca
de 46% do total de publicacdes, o equivalente a 269 artigos. E sabido que a demanda energética e
por combustiveis carburantes varia conforme o nivel de desenvolvimento econémico e a matriz de
transportes de cada pais. China, Brasil e India, possuem um elevado ritmo de crescimento e
compartilham o uso intensivo do transporte rodoviario, seja para o transporte de pessoas ou cargas
(WU etal., 2017; LA ROVERE et al., 2018; LIU et al., 2018; LIU e LIN, 2019; NARWANE et al.,
2021). Esta modalidade de transporte é realizada sobretudo por veiculos movidos a diesel, sendo o
abastecimento desses veiculos o principal destino do diesel de petréleo produzido mundialmente
(INTERNATIONAL ENERGY AGENCY, 2019; SOLAYMANI, 2019).

A crescente demanda por alternativas ao petrodiesel busca, simultaneamente, reduzir a
dependéncia energética de fontes fosseis esgotaveis e ampliar a seguranca energética dos paises.
Para isso, deve-se viabilizar, em paridade, a producao de combustiveis renovaveis e a diversificacao
das matérias-primas (BRICS, 2019; VIEIRA et al., 2021). Saravanan et al. (2020), concluiram que
a maior limitacdo dos BRICS no desenvolvimento dos combustiveis renovaveis sdo as matérias-
primas. Logo, é coerente que 0s paises citados anteriormente tenham expressividade nas pesquisas
de biodiesel a partir de RO.

Para minimizar as preocupacdes com o fornecimento de alimentos e o uso de terras agricolas
para a producdo de energia, a China vem desde 2007 incentivando o uso de matérias-primas
alternativas ao uso de grdos alimenticios (QIN et al., 2018). Atualmente, a produgdo de biodiesel
comercial na China é focada principalmente no uso de ORC (CHEN et al., 2020).

O Brasil, por sua vez, utiliza como principal matéria-prima para a producao de biodiesel 6leo
de soja (61%), seguido pelo sebo bovino (10,3%) (EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA
(BRASIL, 2020). Porém, o uso de 6leo de soja refinado eleva o custo da produgdo de biodiesel e
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acirra discussoes acerca da competi¢cdo com alimentos e sobre o desmatamento de vegetagao nativa
(ESTEVES et al., 2020). Com as politicas estatais brasileiras de incentivo a producédo de biodiesel
e 0 aumento constante da mistura obrigatdria de biodiesel ao diesel, torna-se necessario a
viabilizacdo econémica da producéo de biodiesel a partir de lipidios ndo-convencionais para suprir
a crescente demanda, e isso provavelmente gera interesse em pesquisas relacionadas (DE
OLIVEIRA e COELHO, 2017).

A India, o terceiro pais em nimero de publicagdes, possui uma economia de crescimento
rapido. Sendo assim, o pais necessita de fontes diversificadas de energia para atender as crescentes
demandas energéticas e de desenvolvimento econémico sustentavel (AHMAD et al., 2016). Assim
como a China, a India possui como fonte principal de matéria-prima para a producdo de biodiesel
0s ORC (OECD/FAOQ, 2020).

Os 586 artigos selecionados foram classificados em 36 areas de conhecimento da plataforma
WoS. Dentre as diversas areas envolvendo as palavras-chave utilizadas, destacam-se Energy Fuels,
Biotechnology Applied Microbiology, Engineering Chemical. Todas estas areas englobam mais de
100 artigos publicados do banco de artigos extenso, sendo que uma publicacdo pode pertencer
simultaneamente a mais de uma area de pesquisa. A Figura 4 apresenta as 7 areas que concentraram
0 maior nimero de publicagdes.

Figura 4. Artigos originais publicados por areas do conhecimento da Web of Science.
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Como esperado, as areas que apresentam os maiores nimeros de publicacdes séo as areas de
combustiveis/recursos energéticos e de biotecnologia/microbiologia aplicada. Isso se da pelo fato de
as pesquisas sobre o uso de lipases na biotransformacao de RO em biodiesel ser um topico recorrente
na literatura, visto que o elevado teor de acidos graxos livres impurezas e de dgua nos residuos torna
a catalise convencional (com bases fortes) extremamente dificultada e até mesmo, inviavel, em
alguns casos, do ponto de vista técnico e econémico.

3.2 Lipases como catalisadores na biotransformacéo de RO

Considerando que existe um amplo espectro de pesquisas sobre a transformacdo de RO em
biodiesel, os 10 artigos mais citados dentre o banco de artigos extenso (Tabela 1) foram analisados
a fim de conhecer o escopo dos trabalhos selecionados na busca inicial.

Tabela 1. 10 artigos originais mais citados dentre os 549 artigos selecionados com as palavras-chave
“biodiesel”, “residu*”, “waste” e “lipas*”’.
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Numero total de

Artigo Referéncia o
citacbes

Biodiesel processing and production Van Gerpen, 2005 1292

Biodiesel production Wlt.h immobilized lipase: A Tan etal., 2010 410
review

A review on novel processes of biodiesel Talebian-Kiakalaieh et al., 2013 378

production from waste cooking oil
Preparation of a sugar catalyst and its use for
highly efficient production of biodiesel Zong etal.,2007 298
Comparison of two different processes to Wang et al., 2006 292

synthesize biodiesel by waste cooking oil

Efficient production of biodiesel from high free
fatty acid-containing waste oils using various Lou et al., 2008 283
carbohydrate-derived solid acid catalysts

Blodlgsel prqd_uctlon from Wastg oils by using Demirbas, 2009 268

lipase immobilized on hydrotalcite and zeolites

Lipase-catalyzed transesterification of rapeseed
oils for biodiesel production with a novel Lietal., 2006 266
organic solvent as the reaction medium

Lipase catalyzed methanolysis to produce
biodiesel: Optimization of the biodiesel Nie et al., 2006 235
production

Enzymatic biodiesel: Challenges and

iy Christopher et al., 2014 231
opportunities

Van Gerpen (2005) fez uma revisdo acerca do processo produtivo de biodiesel, segundo a
perspectiva estadunidense. Neste estudo foi incluida a transesterificacdo do 6leo de soja fresco e
usado com metanol. O autor iniciou pela explicacdo das etapas que compdem o diagrama geral do
processo, seguido da escolha adequada do catalisador, conforme a qualidade da matéria-prima.
Finalmente, expds uma série de estudos relacionando as melhores condi¢des de reacdo, com
destaque para a temperatura reacional, presséo e a razdo alcool/éleo.

Tan et al. (2010) fizeram uma revisao sobre a producdo de biodiesel empregando lipases
imobilizadas. Foram abordados diversos microrganismos produtores de lipases, com énfase nas
lipases do género Candida, bem como as principais técnicas de imobilizacdo e suas caracteristicas.
Ademais, os autores discutiram a predominancia da catalise quimica em escala industrial, justificada
pelos problemas observados na catdlise enzimatica em processos continuos, onde destacam a
dificuldade na reutilizacdo da enzima imobilizada por um periodo extenso.

Talebian-Kiakalaieh et al. (2013) realizaram uma revisdo compreensiva dos métodos
conhecidos para producdo de biodiesel a partir de ORC. Foram abordadas as metodologias
tradicionais que empregam catalisadores acidos, basicos ou enzimaticos, e suas vantagens e
desvantagens. Em seguida, foram apresentadas as metodologias ndo-catalisadas, bem como suas
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caracteristicas e vantagens operacionais, além de listar inimeros estudos relacionados e com base
neles, avaliar as melhores condi¢Ges das varidveis de processo para obtencdo de melhores
rendimentos de biodiesel.

Zong et al. (2007) desenvolveram um novo catalisador solido do tipo acido a partir da
carbonizagéo incompleta de D-glucose e posterior sulfonacdo. Apresentaram descri¢Oes detalhadas
quanto a metodologia de preparo e as propriedades fisico-quimicas do novo catalisador. Além disso,
os autores relataram elevados rendimentos (90%) obtidos na sintese de biodiesel a partir de ORC.

Wang et al. (2006) realizaram um estudo em que foram investigados dois métodos distintos
para a producdo de biodiesel a partir de ORC. O primeiro destes, empregou catalise acida
homogénea, ao passo que o segundo utilizou um processo em duas etapas: uma esterificagdo
utilizando sulfato férrico como catalisador, seguida de transesterificacdo alcalina homogénea. Foram
apresentadas as conversdes obtidas em funcdo do tempo reacional, razdo molar &lcool/6leo e
quantidade de catalisador. Por fim, identificadas as condi¢des 6timas, observaram rendimentos de
90% e 97%, respectivamente.

Lou et al. (2008) desenvolveram catalisadores acidos heterogéneos derivados de carboidratos
e estudaram seus empregos em reacOes de esterificacdo e transesterificagdo de ORC. Os autores
investigaram a influéncia que variaveis de preparo (temperatura, tempo de carbonizacao, sulfonagédo
etc.) exerceram sobre a atividade catalitica sob diferentes condigdes de reagdo e por fim, avaliaram
as conversoes de biodiesel em funcéo dos tempos reacionais.

Li et al. (2006) propuseram a adogdo de terc-butanol como meio reacional em catélises
enzimaticas de 6leo de colza em metanol, a fim de averiguar as possiveis melhorias na atividade
catalitica e estabilidade das enzimas Novozym 435 e Lipozyme TL IM. Os autores observaram que
a adicdo de terc-butanol resultou na diminuicdo da toxicidade do meio para com as enzimas,
garantindo-lhes boa estabilidade e nenhuma perda de atividade aparente, mesmo apds 200 ciclos.
Relataram ainda, rendimentos de biodiesel iguais a 90% e 85%, respectivamente, respeitadas as
mesmas condic¢des operacionais.

Nie et al. (2006) imobilizaram lipases provenientes de Candida sp. em membranas de
algoddo e realizaram metandlise de 6leos residuais em éter de petr6leo. Foram utilizados reatores
do tipo batelada e continuo de leito fixo, com adicdo de metanol em trés etapas para este Gltimo. Em
adicdo, os autores realizaram a otimizacdo das variaveis pertinentes (temperatura, contetdo aquoso,
presenca de solventes e velocidade de escoamento) a fim de alcancar as maximas conversdes de
biodiesel possiveis, que mostraram ser 96% e 92%, respectivamente.

Demirbas (2009) realizou um estudo comparativo acerca da producdo de biodiesel a partir
de ORC, por meio de dois processos distintos: a catéalise basica homogénea e o emprego de metanol
supercritico. Foram identificadas, para ambos os casos, as variaveis de processo significativas nos
rendimentos em biodiesel, bem como seus valores 6timos para as maximas conversdes. Finalmente,
0 autor relatou rendimentos na faixa de 85% para o processo alcalino e 99,6% para metanol
supercritico, evidenciando a competitividade deste Ultimo para com 0s processos catalisados.

Christopher et al. (2014) revisaram 0s métodos quimico e enzimatico para produgdo de
biodiesel. Para este ultimo, enfatizaram os fatores diretamente ligados a producdo do
biocombustivel, tais como as fontes, propriedades e métodos de imobilizacdo das enzimas. Por fim,
este estudo apresentou as tendéncias futuras para o setor, que residem na escolha de microrganismos
produtores de lipases termorresistentes e tolerantes a concentragdes alcodlicas elevadas.

Observou-se que a maioria dos artigos mais citados buscaram a otimizacéo da producéo de
biodiesel a partir de ORC. Dentre as motivacgdes reside o fato de que estes residuos sdo abundantes,
constituem um grave problema ambiental e tem um baixo custo agregado. Contudo, como observado
acima, sdo recorrentes os relatos de problemas operacionais como: baixo rendimento, elevados
teores de AGL/umidade, desnaturacéo de lipases e sua inativacdo alcoolica. Assim, também se notou
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que trabalhos tém sido realizados para desenvolver novos catalisadores, especialmente dos tipos
acido e enzimatico, capazes de contornar os entraves e proporcionar ao biodiesel de residuos maior
competitividade.

O dltimo termo de pesquisa usado na busca inicial foi “lipas*” (que incluiu artigos com os
termos lipases ou lipase) e foi empregado com o intuito de selecionar estudos que investigaram a
producdo de biodiesel a partir de RO, utilizando lipases como catalisador. O nicho das lipases é um
mercado de rapido crescimento dentro do comércio de enzimas industriais, devido, principalmente,
as multiplas possibilidades de aplicacBes das lipases enquanto catalisadores (MARKETS AND
MARKETS, 2015).

Dentre as diversas funcGes das lipases esté a de catalisador as reagdes de transesterificacdo
(JAYARAMAN et al., 2020). Como vantagens de seu uso pode-se destacar a menor sensibilidade a
qualidade do 6leo, a exigéncia de condicdes reacionais brandas e o fato do processo global gerar
relativamente baixa quantidade de efluentes na purificacdo do produto. Além disso, o rendimento
da reacdo de transesterificagdo enzimatica (quando otimizado) alcanga valores satisfatorios e
comparaveis a catalise basica convencional (TACIAS-PASCACIO et al., 2019).

As lipases sdo encontradas em diversos tipos de organismos vivos (animais, vegetais ou
microrganismos), de forma intracelular ou extracelular, e sdo utilizadas em diversas configuracdes:
na forma livre, liofilizada ou imobilizada, por exemplo (MELANI et al., 2020).

Nota-se que 3 dos 10 trabalhos apresentados na Tabela 1 investigaram o uso de lipases de
origem fungica em seus estudos, com destaque para as lipases produzidas pelo género Candida.
Tendo em vista que as leveduras e fungos filamentosos tém expressividade na producao de lipases
industriais, é plausivel que este estudo tenha se dedicado a investigar as lacunas de pesquisas e
topicos mais pesquisados nesse contexto. Para isso, foram selecionados os trabalhos resultantes apds
a insercédo da palavra-chave fung* (que incluiu termos como fungi, fungus, fungic, fungal etc.) junto
aos demais termos de pesquisa. Foram encontrados 35 resultados, 0s quais compuseram o banco de
artigos refinado.

Na Figura 5 é mostrada a nuvem de palavras obtida a partir do conjunto de palavras-chave
do autor do banco de artigos refinado.

Figura 5. Nuvem de palavras-chave dos autores dos artigos selecionados apds a insercdo da palavra-
chave “fung*”.

‘onzaé  wholecell

fatty

~ ¥ ricin
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esterification lipases
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surface

Como mostrado na Figura 5, as palavras em maior destaque (biodiesel, lipase, waste, oil,
transesterification e fermentation) estdo diretamente relacionadas com o escopo deste estudo e ja
eram esperadas. Cabe destacar o aparecimento de mengdes a lipases de células integras (whole, cell,
cells e wholecell) e lipases imobilizadas (immobilization, immobilized e support). Vale também
ressaltar o aparecimento de termos diretamente relacionados a lipases de origem flngica como
fermentacdo em estado sélido (solidstate), triagem de isolados (screening), planejamento e
otimizacdo experimental pela metodologia de superficie de resposta (response e surface), bem como
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os fungos mais citados nas palavras-chave das publica¢tes avaliadas (Rhizopus, oryzae, Aspergillus
e niger).

A fim de refinar os resultados foi necessario realizar uma leitura dos resumos e
posteriormente excluir os artigos que ndo atendessem aos critérios estabelecidos no item 2. Na
Tabela 2, sdo apresentados os artigos selecionados apo6s a leitura dos resumos dos artigos do banco

de artigos refinado.

Tabela 2. 11 artigos selecionados apdés leitura dos resumos.

Artigo

Referéncia

Numero total

de citacdes
Conversion of lipid from food waste to biodiesel Karmee et al., 2015 48
Comparative analysis for the production of fatty acid alkyl esterase using .
. b . Balasubramaniam et
whole cell biocatalyst and purified enzyme from Rhizopus oryzae on waste al. 2012 23
cooking oil (sunflower oil) B
Ethanolysis of rapeseed oil to produce biodiesel fuel catalyzed by
Fusarium heterosporum lipase-expressing fungus immobilized whole-cell Koda et al., 2010 17
biocatalysts
Potential use of whole cell Ilpasg from a neV\_/Iy |sollatgd Aspergillus nomius Talukder et al., 2013 15
for methanolysis of palm oil to biodiesel
Production of lipases with Aspergillus niger and Aspergillus fumigatus
through solid state fermentation: evaluation of substrate specificity and Reinehr et al., 2014 6
use in esterification and alcoholysis reactions
Biodiesel production from oily residues containing high free fatty acids* Pinotti et al., 2016 5
Transesterification of sanitation waste for biodiesel production* De O|I;/8:Ilr? etal., 5
Whole cell-catalyzed transesterification of waste vegetable oil Xiao ‘2&0%) bard, 4
Probiotic lipase derived from lactobacillus plantarum and lactobacillus
brevis for biodiesel production from waste cooking olive oil: an alternative Khan et al., 2020 1
feedstock
Semi-pilot scale pro_ductlo_n of biodiesel fror_n waste frying oil by Ahmed et al., 2020 0
genetically improved fungal lipases
Biotransesterification capabilities of mucorales whole-cell lipase isolates Elhussiny et al., 2020 0

and mutants

*Adicionados em etapa posterior a pesquisa na WoS

Xiao e Obbard (2010) otimizaram a reacdo de transesterificacdo enzimatica de ORC e

analisaram a influéncia da quantidade de agua, quantidade de enzima e da temperatura no
rendimento final da reacdo. A transesterificacdo foi realizada utilizando ceélulas inteiras de
Aspergillus niger imobilizadas e metanol, e concluiu-se que todas as variaveis estudadas possuiam
influéncia no rendimento final. Além disso, a equacdo matematica obtida previu os resultados
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experimentais de forma satisfatdria, sendo o maior rendimento experimental 91,8% e o valor predito
matematicamente para as mesmas condicdes igual a 91,3%.

Talukder et al. (2013) utilizaram células inteiras de Aspergillus nomius imobilizadas como
catalisador da reacéo de transesterificacdo de 6leo de palma utilizando metanol. O maior rendimento
obtido foi de 95,3%, mostrando que a biomassa fingica tem potencial para o uso como catalisador
na producao de biodiesel. O ORC foi utilizado como fonte de carbono na fermentacéo, gerando alta
atividade enzimatica e alta concentracdo de celulas.

Reinehr et al. (2014) objetivaram selecionar microrganismos produtores de lipases capazes
de agir em esterificacdo, estudar a producéo e aplicar essas enzimas como catalisadores em reagdes
de sintese de ésteres etilicos de acidos graxos (biodiesel) utilizando etanol. Os autores destacam as
enzimas produzidas pelos fungos filamentosos Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus. As
maiores conversdes de 6leo de soja em biodiesel foram obtidas utilizando o extrato liquido
liofilizado para o fungo Aspergillus niger (O-4), 5,3%, e utilizando o farelo fermentado liofilizado
(sem a extracdo da enzima em meio liquido) para o Aspergillus fumigatus, 2,55%. Os autores
apontam como possiveis causas do baixo rendimento o fato da ndo purificacdo e concentracdo das
enzimas empregadas.

Balasubramaniam et al. (2012) realizaram um estudo comparativo entre o uso de células
inteiras de Rhizopus oryzae 262 e lipases comerciais purificadas, ambas imobilizadas. A
transesterificacdo de ORC foi otimizada para o uso de metanol e as condicdes foram repetidas para
os demais alcoois testados. Os melhores rendimentos encontrados foram 94% para enzima
purificada e 84% para a catalise com células inteiras utilizando metanol em razdo molar 3:1
metanol/ORC, 30°C e 10% m/m de enzima. Foi observado que as células inteiras possuem elevada
atividade catalitica e os autores sugerem que o menor rendimento reacional obtido quando
comparado a enzima purificada pode ser atribuido as limitacGes de transferéncia de massa das
células integras.

Koda et al. (2010) demonstraram a etandlise de 6leo de colza para producdo de biodiesel
utilizando micélios imobilizados de fungos filamentosos. Neste sentido, empregaram-se células de
Rhizophus orizae e Aspergillus orizae recombinante expressando lipase de Fusarium heterosporum.
Realizadas as alcoolises, os autores observaram rendimentos em biodiesel de 79% e 94%,
respectivamente, apos 96 horas. Por fim, A. orizae se mostrou superior para a producao de biodiesel,
em virtude do maior rendimento e qualidade do biodiesel obtido.

De Oliveira et al. (2017) avaliaram a utilizagdo de RO de sistemas de saneamento na
producdo de biodiesel, através de transesterificacdo enzimatica com lipases imobilizadas de Candida
antarctica e etanol como alcool transesterificante. Foram utilizados materiais lipidicos residuais
extraidos de caixa de gordura (da regido local, de restaurante universitario e de estacdo de tratamento
de efluentes). Foram estudadas as principais condi¢des influentes sobre a conversédo em biodiesel,
de modo que o residuo do restaurante universitario obteve rendimento maior que 90%, embora 0s
demais também tenham apresentado rendimentos superiores a 85%. Por fim, os resultados
evidenciam a possibilidade de obtencdo de biodiesel de O6leos residuais por transesterificacdo
enzimatica com elevada conversdo do material de partida.

Pinotti et al. (2016) estudaram a esterificacdo enzimética de 6leos provenientes de caixas de
gordura de industrias alimenticias com etanol. Foram avaliados os efeitos que temperatura,
concentragdo enzimatica e tipo de microrganismo exerceram sobre o rendimento em biodiesel.
Observaram que, para as enzimas provenientes de Candida antarctica e Thermomyces lanuginosa,
as variaveis mencionadas nao afetaram significativamente os rendimentos. Quanto a Mucor miehei,
a temperatura se mostrou variavel significativa. Por fim, ap0s a otimizagdo experimental,
verificaram uma conversao maxima de 94% para biodiesel.
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Ahmed et al. (2020) utilizaram lipases de Rhizopus stolonifer e Aspergillus tamarii para
producdo de biodiesel por transesterificacdo enzimatica usando ORC como substrato. Os processos
para producdo do biodiesel, incluindo o processo de fermentagdo em estado sélido e as condi¢oes
reacionais de transesterificacdo do ORC, foram otimizados resultando em 92,3% de conversdo do
ORC em ésteres metilicos de acidos graxos (48 horas, 10% m/m lipase, 10% m/m agua e 3:1 razao
molar metanol/ORC, 30 °C e 250 rpm). O processo de producéo de biodiesel a partir de ORC usando
a mistura solida fermentada com atividade lipolitica provou ser bem-sucedido e capaz de promover
a reducdo do custo global do processo, quando comparado ao uso de enzimas purificadas.

Karmee et al. (2015) empregaram lipidios obtidos de residuos alimentares como matéria-
prima para producéo de biodiesel. O processo de transesterificagcdo do material residual foi realizado
com metanol por duas diferentes rotas cataliticas. A catalise enzimatica (Novozym-435, 1.5 de razéo
molar lipidio/metanol, 24 horas e 40 °C) rendeu 90% de conversdo de ésteres metilicos de acidos
graxos. Ja a catélise alcalina teve um rendimento maximo de biodiesel de 100% (KOH, razdo molar
1:10 lipidio/metanol, 2 horas e 60 °C). Segundo o0s autores, a conversao de residuos alimentares em
biocombustiveis se mostrou promissora, pois apresenta uma solucdo potencial para o problema de
eliminacdo desses grandes centros urbanos.

Elhussiny et al. (2020) isolaram sete cepas fungicas que exibiram hidrdlise da ligacao éster
de triglicerideos (produtores de lipase e esterase) e capacidade de transesterificacdo de ORC com o
uso de células integras e metanol. Duas cepas foram selecionadas devido a alta produtividade de
biodiesel e foram identificadas como Rhizopus americanus 2aNRC11 e Rhizopus stolonifer
1aNRC11. Estas foram submetidas a mutagénese quimica e os mutantes purificados foram
caracterizados geneticamente. Os autores acreditam que a catalise usando enzimas de células inteiras
poderia remodelar a industria de producéo de biodiesel, mas esta técnica ainda requer investigacdoes
adicionais para otimizar a transesterificagdo e a producédo do biocatalisador.

Khan et al. (2020) utilizaram lipase probidtica derivada de Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus brevis para producdo de biodiesel utilizando azeite de oliva residual e fresco como
substrato. As lipases foram usadas nas formas livre e imobilizada. Os parametros do processo foram
otimizados sendo que a producao de biodiesel foi considerada 6tima em 2 horas de tempo de reacéo,
37 °C, 160 rpm, razdo molar de 1:6 azeite/metanol e usando 5% m/v de lipase (com base no volume
de metanol). Os rendimentos maximos de biodiesel foram obtidos usando lipase imobilizada de L.
plantarum, sendo de 81% com azeite fresco e 67% com o usado, nas condic¢des 6timas de reacao.

E possivel observar que a grande maioria dos trabalhos discutidos (7 de 11 artigos ou 63%
do total) empregou ORC ou similares (residuos de caixa de gordura) como material lipidico para
obtencdo de biodiesel. Outro ponto é que apenas 4 estudos empregaram o etanol nas reacdes de
transesterificacdo ou esterificacdo, sendo que todos os demais empregaram o metanol. 1sso pode
indicar uma lacuna de pesquisa a ser explorada em trabalhos futuros. Em relacdo aos
microrganismos, tém destaque as lipases produzidas pelos fungos filamentosos dos géneros
Aspergillus (5 artigos) e Rhizopus (4 artigos), seguidos pelas leveduras da espécie Candida
antarctica (3 artigos). Sobre a forma da lipase empregada chama a atencdo que 6 dos 11 estudos
avaliados empregaram as lipases na forma de células integras (ou igualmente micélio/biomassa),
sendo que a maioria deles (83% ou 5 estudos) empregaram as lipases na forma imobilizada. Tal fato
pode indicar que a combinacgdo de ambas as técnicas (células integras e imobilizacdo) € uma forte
tendéncia nos estudos de biodiesel de residuos e se justifica pela reducdo do custo propiciada pela
possibilidade de reuso das células imobilizadas e pelo baixo custo associado a obtencéo das lipases
de células integras.
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3.3 Hotspots

Dentre os artigos classificados como relevantes foram identificados alguns pontos
significativos acerca da otimizac&o do processo de produgdo/uso/reuso de lipases de origem fungica
e da sintese de biodiesel por transesterificacdo enzimatica de RO. Balasubramaniam et al. (2012)
apontam que a conversdo de lipidios em biodiesel depende extensivamente da concentracdo da
enzima lipase utilizada. Considerando que é excessivamente caro desperdicar enzimas, para 0S
autores supracitados se torna importante dosar a quantidade de enzima necesséria e usar fontes mais
baratas de substrato para a producdo de lipases, com etapas de processamento mais simples e
eficazes para purificar a enzima, com enfogue no aumento efetivo da conversdo. Além disso, 0s
autores salientam que o estudo com microscopio eletrénico de varredura pode fornecer algumas
pistas importantes sobre o padréo de imobilizacéo das lipases de células inteiras.

O uso de residuos como substrato na producgéo de lipases e de biodiesel é uma oportunidade
de destinacdo sustentavel para esses materiais. Nesse sentido, Reinehr et al. (2014) afirmam que o
uso de residuos agroindustriais para producdo de lipases por fungos filamentosos pode ter suas
condicdes de processo (pH do meio de cultivo, umidade e obtencdo da enzima liofilizada do micélio
ou do caldo fermentado) aprimoradas, a fim de viabilizar a utilizagdo das enzimas em aplicagdes
industriais. Ja o trabalho de Karmee et al. (2015), que utilizou lipidios de residuos alimentares como
um recurso ndo-comestivel e de baixo custo para a producdo de biodiesel, aponta a oportunidade de
reduzir a quantidade de residuos descartados em grandes centros urbanos, aléem de expandir a
seguranca energética pelo biodiesel.

Sabe-se que é mais vantajoso empregar lipases derivadas de cepas flngicas ndo patogénicas,
probidticas e biocompativeis, no sentido de evitar riscos para a sade humana. Nesse sentido, Khan
et al. (2020) apontaram que 0 uso da engenharia genética pode aumentar a eficiéncia de lipases
provenientes de fontes probidticas e, consequentemente, tem potencial para maximizar o rendimento
da producdo de biodiesel. Além disso, alegaram que estudos futuros sobre o tempo de vida das
lipases sdo essenciais para a catélise enzimatica ser viavel.

O trabalho de Koda et al. (2010) investigou a transesterificacdo enzimatica de materiais
lipidicos residuais por etandlise, com lipases modificadas geneticamente. Cabe ressaltar que a
etanolise apresenta significativa vantagem sobre a metandlise, pelo fato de o etanol ser obtido a
partir de biomassa renovavel (exemplo cana-de-acucar, milho, sorgo etc.), enquanto o metanol
provém de combustiveis fosseis, usualmente. A etandlise apresenta menor velocidade de reacédo
frente a metanodlise e por isso é preterida, mas esta parece ser uma area onde estudos futuros podem
ser concentrados. Empregar técnicas de engenharia genética para modificar lipases e
microrganismos potenciais, como explorado pelos autores citados, pode ser uma das alternativas
para tornar a etandlise de RO mais eficiente e atrativa.

A principal limitacdo deste estudo se resume ao fato de que a analise bibliométrica na
plataforma WoS desconsiderou 2 resultados relevantes, que foram adicionados em uma etapa
posterior ao item 3.2. Tal fato ndo pode ser atribuido a escolha das palavras-chave e revelou uma
possivel falha da WoS, a qual pode ter omitido outras publicacbes semelhantes que atenderam aos
critérios explicitados no item 2. Sugere-se que as analises bibliométricas futuras incluam uma etapa
de pesquisas preliminares em plataformas como Scopus e Google Académico, embora a duplicidade
de artigos seja um efeito colateral a ser considerado.

4, CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo buscou analisar as publicagdes de 2001 a 2021 sobre biodiesel obtido pela
transesterificacdo enzimética de RO a fim de identificar tendéncias e lacunas da literatura a serem
exploradas futuramente. Seguem as principais conclusdes:
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e Bibliometria e Analise Qualitativa:

A meédia de publicages foi igual a 28 artigos/ano, com pico de publicagbes em 2020 (76 artigos).
Houve dois periodos de crescimento global das publica¢des (2005-2010 e 2013-2020) e um periodo
de declinio (2011-2012). China, Brasil e india foram os paises que mais publicaram. O ORC foi 0
residuo oleoso mais estudado, enquanto as lipases provenientes dos géneros Aspergillus e Rhizopus
foram as lipases mais referidas nas publicacGes avaliadas;

e Tendéncias:

Lipases de células integras de fungos filamentosos, imobilizac&o de lipases e a combinacéo dessas
duas técnicas, a fim de permitir o reuso e otimizar o custo global do processo de producdo de
biodiesel a partir de RO;

e Oportunidades de pesquisa:

Como sugestdes para estudos futuros destacou-se o uso simultdneo de ORC como fonte de carbono
para producdo de lipases e insumo para producdo de biodiesel; a transesterificacdo enzimatica por
etandlise de RO, em substituicdo a metandlise, e 0 screening por novos microrganismos produtores
de lipases com propriedades interessantes para a sintese de biodiesel.
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