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RESUMO 

 

A diversificação e a busca por energias fizeram com que os diversos países investissem em 

tecnologias e processos que propiciassem o surgimento de novas fontes energéticas e 

economicamente viáveis. Desta forma para um país ser hipossuficiente nesse cenário deve 

dispor de um leque de opções que garantam diversificação em sua matriz energética. Nessa 

compreensão, nas últimas décadas, os óleos residuais de fritura (ORF) surgem como uma 

alternativa viável para produção de biocombustíveis, em sua grande maioria, estes óleos, são 

resultados dos procedimentos realizados em cantinas, lanchonetes, cozinhas industriais, 

comerciais e domésticas. Os óleos vegetais, classificados como triglicerídeos, podem sofrer 

processo de transformação e serem convertidos a biodiesel, através da ajuda de catalisadores 

químicos ou biológicos. Neste entendimento este trabalho tem como objetivo principal 

investigar a viabilidade de produção de biodiesel a partir da transesterificação do óleo residual 

de soja utilizando biocatalisadores como uma das alternativas para produção de 

biocombustíveis. Nesse estudo foi utilizado como biocatalisador a enzima Lipase B de Candida 

antarctica (CALB) imobilizada em nanopartículas magnéticas e a Eversa® Transform 2.0. A 

metodologia inicialmente abordou um aprofundamento da temática, captação de matéria prima 

e seu tratamento, bem como a realização de práticas de síntese de nanopartículas, caracterização 

do ORF e reações de produção de biocombustíveis por biocatálise. Neste trabalho, foi 

produzido biodiesel a partir da esterificação enzimática do ORF, que tem como predominância 

em sua composição o ácido oleico e o ácido linoleico. O ORF foi hidrolisado por rota química 

e seus ácidos graxos livres foram esterificados na presença de metanol e etanol, via rota 

enzimática, na proporção molar de 1:1, temperatura de reação de 37 °C, agitação de 150 rpm e 

tempos reacionais variando de 2 a 8h. Como catalisadores, utilizaram-se a lipase CALB e 

Eversa® Transform 2.0, nas formas livres e imobilizadas em nanopartículas magnéticas de 

ferro (Fe3O4) em quantidade equivalente a 80 UpNPBg-1. Ao final comparou-se os resultados 

de rendimentos obtidos nas esterificações, nos quais, alguns resultados foram promissores com 

destaque para a utilização da enzima Eversa de forma livre utilizando o metanol, que conseguiu 

converter 77% da mistura em biodiesel, no entanto, no reciclo é recomendado que algumas 

condições reacionais (Temperatura, quantidade horas e outros) devem ser otimizadas para 

emprego eficiente da enzima no processo de produção de biodiesel. 

 

Palavras-chave: Biodiesel. Eversa Trasform 2.0. Lipase CALB. Óleos Residuais de Fritura.   
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ABSTRACT 

 

Diversification and the search for energy have made the different countries invest in 

technologies and processes that favor the emergence of new and economically viable energy 

sources. Thus, for a country to be hyposufficient in this scenario, it must have a range of options 

that guarantee diversification in its energy matrix. In this understanding in the last decades, 

residual frying oils (ORF) have emerged as a viable alternative for the production of biofuels, 

most of which are the result of procedures carried out in canteens, cafeterias, industrial, 

commercial and domestic kitchens. Vegetable oils classified as triglycerides can undergo a 

transformation process and become biodiesel, either with the help of chemical or biological 

catalysts. In this understanding, this work has as main objective to investigate the feasibility of 

producing biodiesel from the transesterification of residual soybean oil using biocatalysts as 

one of the alternatives for the production of biofuels. In this study, the enzyme Lipase B from 

Candida antartica (CALB) immobilized on magnetic nanoparticles and Eversa® Transform 2.0 

were used as biocatalyst. The methodology will initially approach a deepening of the theme, 

capture of raw material and its treatment as well as the accomplishment of practices of synthesis 

of nanoparticles, characterization of the ORF and reactions of production of biofuels by 

biocatalysis. In this work, biodiesel was produced from the enzymatic esterification of ORF, in 

which oleic and linoleic acid predominate in their compositions. The ORF was hydrolyzed by 

chemical route and its free fatty acids were esterified with methanol and ethanol, via enzymatic 

route, in a molar ratio of 1:1, reaction temperature of 37°C, stirring of 150 rpm and reaction 

times ranging from 2 to 8 hours. As catalysts, lipase CALB and Eversa® Transform 2.0 were 

used, in free forms and immobilized on magnetic iron nanoparticles (Fe3O4) in an amount 

equivalent to 80 UpNPBg-1. At the end, the results of yields obtained in the esterifications were 

compared, in which, some results were promising, highlighting the use of the free form Eversa 

enzyme using methanol, which managed to convert 77% of the mixture into biodiesel, however, 

in the recycling It is recommended that some reaction conditions (Temperature, number of 

hours and others) should be optimized for efficient use of the enzyme in the biodiesel 

production process. 

 

Keywords: Biodiesel. Eversa Transform 2.0. CALB lipase. Residual Frying Oils. 
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1 INTRODUÇÃO 

A energia move o mundo, isso é fato. Desde a antiguidade os seres humanos mais 

primitivos precisaram de energia para desenvolverem suas atividades cotidianas. A descoberta 

do fogo foi uma das primeiras maneiras que o homem encontrou para transformar a energia e 

foi assim até a descoberta do petróleo e seus derivados, uma fonte de energia que por muitas 

décadas auxilia o homem e a sociedade em seu desenvolvimento e progresso (TOLMASQUIM, 

2016). 

A utilização do petróleo vem sendo feita de maneira exaustiva devido a sua 

versatilidade, apesar de ser utilizado como fonte principal de combustíveis automotivos, como 

a gasolina e o óleo diesel é também um matéria-prima bastante utilizada na fabricação de 

plásticos, tintas, borrachas sintéticas dentre outros produtos, desta forma sua utilização atrelada 

ao crescimento populacional vem requerendo cada vez mais o uso desse e outros tipos 

energéticos (LORA; VENTURINI, 2012). 

Por se tratar de um combustível fóssil altamente utilizado, apresenta-se como uma fonte 

de energia de importância vital para o abastecimento e o funcionamento das sociedades, sendo 

portanto um recurso estratégico, ou seja, para seus detentores, além de uma fonte de renda estes 

combustíveis não renováveis também funcionam como fonte de poder, ocasionando um 

monopólio do petróleo por países e nações que não oportunizam a outras nações, sua exploração 

aplicando taxas elevadíssimas para refino e distribuição (LORA; VENTURINI, 2012; SILVA 

et al., 2020). 

Nesse entendimento e partindo de um pressuposto da necessidade do desenvolvimento 

da economia sustentável, diversas medidas devem ser adotadas pelo homem para a sua 

convivência harmônica com a natureza a fim de diminuir ou minimizar os impactos provocados 

pelo uso de combustíveis fósseis (MARTINS et al., 2015). 

O desenvolvimento de fontes alternativas energéticas cresce de forma rápida a fim de 

reduzir a dependência energética e econômica de combustíveis fosseis, diminuir as emissões de 

gases de efeito estufa (GEE), frente ao aquecimento global e a diversificação da matriz 

energética do país de forma renovável (EPE, 2020). 

O Brasil, mesmo sendo um país em desenvolvimento, se apresenta nesse cenário com 

grande potencial para desenvolver diversas formas de energias limpas e renováveis, no entanto, 
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apesar de apresentar grande viabilidade de energia hidrelétrica, ele também poderá se destacar 

no desenvolvimento de energias solar, eólica e principalmente em biomassa (BEN, 2021; 

LORA; VENTURINI, 2012). 

A biomassa sob forma de cana de açúcar é bastante utilizada na matriz energética 

brasileira, desde a década de 1970, quando houve a crise energética e a criação do programa 

PROÁLCOOL, no entanto, existem diversas formas de aproveitamento de biomassa, dentre 

elas, a transformação de óleos vegetais para a produção de biodiesel (CORTEZ, 2018; LORA; 

VENTURINI, 2012). 

O biodiesel, pode ser definido como sendo um combustível renovável proveniente de 

plantas oleaginosas ou de gorduras animais. Podendo este ser utilizado na combustão de 

motores de ciclo diesel de forma parcial ou total (BIODIESELBR, 2006; BRASIL, 2005).  

A produção do biodiesel é proveniente de uma reação de transesterificação. Nesse tipo 

de reação, o óleo ou gordura interage com um catalisador, sendo esse catalisador químico ou 

enzimático, que ao final da reação formará como produtos majoritários, o próprio biodiesel e 

glicerina (RAMOS et al., 2011). 

A utilização de catalisadores biológicos heterogêneos para produção de biodiesel vem 

se destacando no cenário nacional e internacional, pois ao final das reações podem ser 

reutilizados, não formam resíduos ou minimizam essa produção, apresenta fácil separação de 

fases, são mais seletivos, o que favorece a formação do produto desejado, além de não 

contaminarem o sistema reacional, desta forma barateando os custos do processo (MALESKI, 

2018). 

O reaproveitamento de óleo residual pelo processo biocatalítico para produção de 

biodiesel desponta como uma forma de preservação ambiental, pois sendo este resíduo 

descartado de forma costumeira e indevidamente na natureza, gera grandes prejuízos 

ambientais, dessa forma, esse reaproveitamento traz benefícios não só ao meio ambiente, mas 

coopera para a produção de energia limpa e renovável, sendo o setor privado e empresas de 

fastfood responsáveis pela logística reversa desse tipo de resíduo (BIODIESELBR, 2019). 

Outro benefício advindo da reutilização de óleo residual para geração de biodiesel 

consiste na diminuição das emissões de dióxido de carbono (CO2), pois a sua incorporação ao 

diesel gera menores quantidade desse poluente. Essa redução ficará em torno de 13 a 15% nos 



15 

próximos anos, pois se acredita que essa diminuição está também relacionada às melhorias das 

tecnologias para a produção e aperfeiçoamento das técnicas em biotecnologias e o surgimento 

de novas bioenergias (CARVALHO; RIBEIRO, 2012; DA SILVA et al., 2021; WANG et al., 

2020).  

No atual cenário mundial da pandemia de Covid-19, Rocha (2020), mostra que o 

investimento em energias renováveis foi o que menos sofreu com os impactos de produção e 

financeiramente provocados por essa pandemia. As energias renováveis foram as únicas formas 

energéticas que não sofreram depressões de demanda, seja por prioridade no despacho ou por 

expansão na oferta. Conforme dados de no início de maio/2020 pela IEA (International Energy 

Agency), pelo relatório “Global Energy Review 2020 – The impacts of Covid-19 crisis on 

global energy demand and CO2 emissions. 

Ainda segundo Rocha (2020) a expansão do sistema energético no pós-Covid deverá ser 

retomada utilizando-se esse tipo de energia, entendendo que a baixa nas energias convencionais 

poderá ser percebida como uma oportunidade para reconstrução das economias de uma 

maneira, mais sustentável, uma vez que estas se apresentam maduras e competitivas, e, 

portanto, podem ser escolhidas para atender a uma retomada da demanda nos próximos anos. 

Nesse entendimento, a busca por energias que possam complementar as já existentes 

derivadas de combustíveis fósseis, seu fortalecimento e investimentos e a premissa de um 

planeta sustentável complementa a ideia deste trabalho, a modificação de óleo residual de 

frituras (ORF) objetivando a produção de biodiesel se apresenta como uma estratégia 

importante e viável alternativa para atender a essa demanda de procura energética. 

Dessa forma, acredita-se que um aliado muito importante nessa produção de 

biocombustível seja os catalisadores biológicos (enzimas) uma vez que, elas atuam como 

suportes muito eficientes, pois a catálise heterogênea apresenta a vantagem de reuso 

(CORDEIRO et al., 2011). 

Apesar de enzimas apresentarem-se como um biocatalisador homogêneo, solúvel, ao 

passar pelo processo de imobilização em nanopartículas magnéticas de ferro (Fe3O4) (NPM), 

ou por qualquer outro processo imobilizatório, este se torna um ótimo catalisador heterogêneo, 

desta forma promovendo sua reutilização e recuperação ao final do processo, atendendo aos 
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princípios da química verde e conferindo maior estabilidade térmica ao derivado (NIERO et 

al., 2019; SILVA, 2017). 

Segundo as análises de Souza (2013) as nanopartículas magnéticas de ferro (NPM-Fe) 

são utilizadas como suporte para a imobilização de lipase B de Candida antarctica (CALB) 

dessa forma podendo ser utilizado na catálise do biodiesel a partir dos óleos vegetais. As NPM-

Fe são particularmente importantes para imobilização enzimática devido as suas propriedades 

magnéticas que são facilmente separadas do meio reacional, através da utilização de 

magnetismo, e a sua dimensão da partícula, permiti o melhoramento da resistência química e 

mecânica, beneficiando assim a reutilização da enzima nos processos industriais 

(CAVALCANTI, 2020).  

Nessa compreensão, pode-se perceber que o uso de enzimas imobilizadas em NPMs está 

sendo utilizado em vários processos industriais principalmente na produção de biocombustíveis 

a partir de óleos residuais de frituras (ORF) (FURLANI et al., 2020; SILVA et al., 2020). Esse 

resíduo sólido quando descartado indevidamente poderá acarretar diversas problemáticas, entre 

essas podemos destacar poluição das águas de rios e lençóis freáticos ou até mesmo o 

entupimento de tubulações findando em problemas nas estações de tratamento de água (ETA) 

e esgoto (ETE), dessa maneira elevando os custos com o tratamento dessas águas contaminadas 

(BARBOSA et al., 2019). 

Outra enzima utilizada nesse trabalho é a Eversa® Transform 2.0, essa enzima encontra-

se no estado líquido proveniente da modificação genética da Thermomyces lanuginosus, 

introduzida no mercado pela Novozymes. apresentando baixo custo, alta especificidade para 

matérias-primas e alta atividade em condições amenas (CHANG; CHAN; SONG, 2021; 

FRAGA et al., 2019; LI et al., 2021; MONTEIRO et al., 2021). 

Segundo, Barbosa et al., (2007) e Costa et al., (2010), os custos com tratamento de água 

que são contaminadas com óleo residual fica no entorno de para cada um litro despejado no 

esgoto urbano cerca de um milhão de litros de água. Caso não haja tratamento a expectativa é 

que um litro do produto pode ser capaz de contaminar até um milhão de litros de água – 

quantidade suficiente para o consumo de uma pessoa durante 14 anos (DOS SANTOS et al., 

2017). 
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No intuito de minimizar essa problemática o reaproveitamento desse tipo de óleo 

contribuirá de forma significativa para o meio ambiente, uma vez que servirá para produção de 

um insumo, biodiesel, necessário as gerações futuras, sendo uma alternativa de energia limpa e 

renovável. Através da reação de transesterificação por catálise enzimática a transformação do 

óleo de frituras poderá corroborar com um biocombustível de boa qualidade e com a 

sustentabilidade do planeta, uma vez que por esta via enzimática as reações ocorrem de forma 

mais brandas de temperatura (MESSIAS et al., 2011). 

Moazeni; Chen e Zhang (2019), destacam que a utilização do óleo residual é um bom 

promissor para a produção de biodiesel pois são de gerações diferentes, dessa forma não 

competem com alimentos (AKBAR et al., 2009) e são baratos de serem obtidos (KUMAR; 

SHARMA, 2011) e bastante fácil de se processar (KNOTHE et al., 2015).  

Nesse entendimento, a logística reversa do Óleo Residual de Frituras (ORF) é outro 

ponto que merece atenção. Uma das maiores dificuldades encontradas na coleta e 

armazenamento desse resíduo está na incapacidade de conscientização para o descarte correto 

desse resíduo sólido e somada a isso as dificuldades desse processo é a coleta em diversos 

pontos com diferentes volumes. Uma solução viável seria a criação de cooperativas ou locais 

específicos de coletas para assim ocorrer uma destinação correta desse material (FILHO, 2018). 

Este trabalho visa o aproveitamento de ORFs óleos para a produção de biodiesel. Para 

este fim pretende-se utilizar catálise enzimática aplicando-se a lipase CALB e a Lipase Eversa® 

Transform 2.0 de forma livre e imobilizada e após a realização desse procedimento, realizar 

comparações de aproveitamento e disponibilizar esses resultados em relação à produção de 

biodiesel. Perante o exposto, almeja-se, portanto, os seguintes objetivos listados no próximo 

tópico. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

Investigar a viabilidade de produção de biodiesel a partir da transesterificação do óleo 

residual de soja utilizando dois biocatalisadores, Lipase CALB e Eversa® Transform 2.0.  

Para expandir as discussões sobre a temática busca-se como objetivos específicos os 

listados abaixo: 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

Realizar o pré-tratamento do óleo residual de fritura (ORF) para produção de biodiesel; 

Comprovar a eficiência da etapa de pré-tratamento realizando testes de índice de acidez;  

Reaproveitar óleo residual de fritura (ORF) para a produção de biodiesel;  

Modificar o ORF para obtenção de uma mistura de ésteres com potencial para obtenção 

de biodiesel;  

Aplicar a enzimas imobilizadas em nanopartículas magnéticas na síntese enzimática dos 

ésteres: biodiesel a partir de óleo residual. 

Reciclar os biocatalizadores utilizados durante o processo. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

Nessa parte do texto destaca-se um pequeno levantamento bibliográfico a respeito dos 

biocatalisadores, matriz energética e produção de biocombustíveis, parte fundamental para a 

compreensão da valorização dos óleos residuais de frituras e sua biotransformação em 

biocombustíveis. 

3.1 ÓLEOS VEGETAIS E RESIDUAIS 

Óleos são substâncias de natureza lipídica de origem vegetal, com baixa insolubilidade 

em água, porém com boa afinidade pelos compostos orgânicos sendo, portanto, considerado 

solúveis em solventes orgânicos. De forma generalista, os óleos são classificados de acordo 

com suas características físicas e bioquímicas, a saber: em temperatura ambiente apresentam-

se na forma líquida e com baixa viscosidade. Apresentam também triglicerídeos ou 

triacilgliceróis, pois quimicamente estabelecem ligações químicas entre três moléculas de 

ácidos graxos e uma de glicerol (LAGO et al., 1997 apud VELOSO et al 2012). 

Os óleos vegetais são classificados como triglicerídicos que podem sofrer processo de 

transformação e virar biodiesel, dentre os vegetais que podem servir como matéria-prima para 

a produção desse biocombustível pode-se citar: grãos (amendoim), amêndoas (coco de dendê, 

coco praia, coco babaçu), polpas (de dendê, abacate), caroços (algodão, oiticica), sementes 

(colza, maracujá, linhaça e tomate) e bagas (mamona) (PARENTE, 2003; TIRITAN et al., 

2020).  

Figura 01 – Estrutura geral genérica dos óleos vegetais 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2022. 
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Os óleos residuais de fritura (ORF) em sua grande maioria são resultados dos 

procedimentos realizados em cantinas, lanchonetes, cozinhas industriais, comerciais e 

domésticas. Segundo Parente (2003) os óleos de frituras representam um grande potencial de 

oferta no país. Estima-se que o Brasil superaria a marca de 30 mil toneladas desse resíduo sólido 

por ano. Para Santos (2009) a quantidade de óleos consumidos chegaria à marca de 9,0 bilhões 

de litros de por ano, no entanto, apenas 2,5% desse resíduo chegaria a ser reutilizado (DE 

SOUZA RODRIGUES et al., 2021). 

 Estudos mostram que a logística reversa dos óleos residuais fica mais a cargo de grandes 

empresas de ramos de fastfoods. Estatísticas recentes mostram que a JBS Biodiesel fabricou um 

pouco menos de 260 milhões de litros de biodiesel biocombustível em 2018, um aumento de 

22,5% em relação ao ano de 2017. Desse total, cerca de 12,5% vieram do reaproveitamento de 

óleo de soja usado. Isso representa cerca de 32,5 milhões de litros de biodiesel fabricados a 

partir da reciclagem de óleo de fritura. Segundo dados das Agência Nacional do Petróleo, Gás 

Natural e Biocombustíveis (ANP, 2018), a produção de biodiesel a partir de óleos e gorduras 

reaproveitados representou 88,2 milhões de litros em 2018 (BIODIESELBR, 2019). 

O processo de fritura é um processo complexo que ocorre há elevadas temperaturas 

entorno de 150°C a 200°C, esse processo de aquecimento leva a formação de vários compostos 

voláteis e não voláteis que variam conforme a composição do óleo e do alimento a ser frito. 

Tais compostos originados nesse processo incluem oxidação, hidrólise, polimerização, 

isomerização e decomposição do óleo que permanecem no óleo causando alterações em suas 

propriedades físicas e químicas (FONSECA et al., 2019). 

Atualmente, 95% da produção de biodiesel é proveniente de óleos comestíveis em todo 

o mundo, enquanto os óleos reciclados e as gorduras animais contribuem com 10% e 6%, 

respectivamente (MATHEW et al., 2021). 

3.2 ENZIMAS  

Enzimas são proteínas formadas por subunidades de aminoácidos (entre 62 a 2.500 

resíduos de aminoácidos), combinadas por ligações peptídicas. Os resíduos de aminoácidos 

formam ligações covalentes entre si, pelo grupo amino de um aminoácido com o grupamento 

carboxílico de outro aminoácido, constituindo cadeias polipeptídicas extensas, que assumem 
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um arranjo espacial e estrutural complexo (NELSON; COX, 2014; VOET; VOET, 1995. Apud 

Souza, 2013). 

Elas são biocatalisadores naturais de origem proteica que atuam com especificidade nas 

reações químicas e, sendo consideradas de muita importância para o desenvolvimento de várias 

reações bioquímicas de importância industrial, uma vez que diferentemente dos químicos, são 

mais aceitas, por serem menos poluidoras e por desenvolverem velocidades superior frente a 

outros tipos de catalisadores (TAN et al., 2010; BORNSCHEUER et al., 2018). 

Para Souza (2013), no referido ano, o mercado mundial de enzimas arrecadou cerca de 

US $ 4,0 bilhões, sendo dividido em enzimas para limpeza doméstica, alimentos e bebidas, 

bioenergia, ração animal e outras enzimas técnicas, micro-organismos e biofarmacêuticos. No 

ano de 2017, o mercado global de enzimas foi avaliado em US$ 7,1 bilhões e deverá chegar a 

US$ 10,5 bilhões em 2024, com uma taxa de crescimento anual de 5,7% de 2018 a 2024, sendo 

que a Europa foi responsável por 1/3 de produção global de enzimas em 2017, e no mesmo ano, 

estimou-se que cerca de 70% da quota de mercado de enzimas era produzida por 

microrganismos. Diversas enzimas, como, proteases, amilases, lipases, celulases, xilanases e 

fitases são utilizadas industrialmente, sendo os maiores produtores as empresas Gist-Brocades 

(Holanda), Genencor International (Finlândia) e Novozyme (Dinamarca) (RIGO et al., 20121 

Apud Papadaki et al. 2020). 

Dentre os grupos de enzimas destacam-se as lipases, devido à gama de reações 

catalisadas em sistemas orgânicos com baixo teor de água (esterificação, interesterificação, 

aminólise, lactonização), à alta estabilidade nestes ambientes e à possibilidade de utilização em 

condições brandas de reação. Essa flexibilidade aliada às diferentes lipases confere a essas 

enzimas um potencial enorme de aplicações (KIM; YOUN; SHIN, 2006; YIN; LIU; TAN, 

2006; SOUZA, 2013). 

3.2.1 Lipases 

As lipases são enzimas que modifiquem lipídios, ou seja, são as enzimas que são 

responsáveis por realizar a conversão dos triglicerídeos em ácidos graxos livres (AGL) 

(WINKMARK, 2015), podendo ser classificadas por alguns autores como carboxilesterases, 

pois apresentam a capacidade de hidrolisar acilgliceróis de cadeia longa contendo estes mais de 

dez carbonos (COSTA et al., 2011).   
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As lipases, são classificadas dentro da classe enzimática como hidrolases 

(WINKMARK, 2015), pois realizam a hidrólise de ligações éster carboxílicas de 

triacilgliceróis, a fim de liberar ácidos orgânicos e glicerol (FERNANDES, 2013). Elas são 

vastamente empregadas devido a sua alta eficiência e enorme seletividade, podendo atuar de 

forma quimio, régio e enantioseletiva, apresentando-se como biocatalisadores flexíveis e 

estáveis (VERMELHO et al., 2008. ANGAJALA, 2016).  

Além das características anteriormente mencionadas, apresentam certa faixa de pH para 

agirem, trabalham a baixa temperatura, são estáveis a altas temperaturas (THAKUR, 2012) em 

sua vasta maioria não necessitam da presença de um cofator (COSTA et al., 2011) e apresentam 

baixo custo, pois podem ser encontradas em plantas, microrganismos e animais (THAKUR, 

2012). 

3.2.2 Mecanismo catalítico das lipases 

Desde a década de 60, os estudos sobre lipases revelam que existe um aumento 

enzimático quando estas encontram-se na presença de interfaces orgânico-aquosas, uma vez 

que o contato entre a enzima e uma interface água-lipídio provoca alterações conformacionais 

na enzima, gerando um fenômeno denominado de ativação interfacial (VERMELHO et al., 

2008).  
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Figura 02 – Diferentes mecanismos reacionais observados pela catálise conduzida pela lipase B de Candida 

antactica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SOUZA, 2013. 

 

Este fenômeno contribuiu posteriormente para a descoberta de que nem todas as 

enzimas possuíam a ativação interfacial, como é o caso da lipase B de Candida antarctica 

B(CALB), o que possibilitou o desenvolvimento de novas pesquisas e metodologias sobre a 

região interfacial da enzima, fornecendo tanto informações sobre a estereoseletividade de 

lipases como também a influência das propriedades macroscópicas do meio sobre a enzima 

(VERMELHO et al., 2008). 
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Figura 03 – Sítio ativo da lipase B de Candida antarctica (CALB) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SOUZA, 2013. 

 

3.2.3 Imobilização de lipases  

  Os estudos sobre imobilização enzimática vêm sendo descritos desde 1970, sendo 

definido na Primeira Conferência de Engenharia Enzimática como um processo físico no qual 

as enzimas ou sistemas enzimáticos permanecem confinados ou retidos em um determinado 

local com retenção de suas atividades catalíticas, podendo ser reaproveitados e reutilizados por 

diversas vezes (CARVALHO et al., 2015).  

 O processo de imobilização de uma enzima consiste na mesma estar ligada a um suporte 

sólido ou retida no interior de uma matriz, podendo o método de imobilização ser classificado, 

quanto ao tipo de interação ou quanto a natureza do suporte, cabendo ressaltar a adsorção em 

um suporte, a ligação covalente em um suporte e o encapsulamento (HARTMANN et al., 2020). 

 A imobilização de biomoléculas envolve a ligação de um alvo de origem biológica 

(enzima, anticorpo, DNA etc.) na superfície de uma matriz insolúvel (suporte). Esse processo 

de imobilização pode ocorrer de diversas formas, a depender do objetivo da pesquisa e de modo 
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geral podem ser divididos em processos imobilizatórios físicos ou químicos (FURLANI et al., 

2020). 

A técnica chamada adsorção física emprega a utilização de forças de interações fracas, 

como por exemplo, forças de Van Der Walls, o que não prejudica/modifica o sítio ativo da 

enzima. Na adsorção iônica, pelo efeito dos íons, ocorre a atração da enzima pelo suporte sólido 

no qual contém íons (CARVALHO et al., 2015; FURLANI et al., 2020). 

 Em relação a interação existente no tipo ligação covalente para a imobilização de 

enzimas diz-se que ocorre modificação na superfície do suporte fazendo o uso de agentes 

bifuncionais, tratando-se de uma técnica eficiente, porém irreversível para a enzima, podendo 

haver alteração no sítio ativo da enzima (FURLANI et al., 2020). 

Na técnica de imobilização por encapsulamento, esta, consiste na utilização de um meio 

semipermeável reticulado, contendo poros de pequeno tamanho a fim de impedir a passagem 

da enzima e liberar a passagem dos substratos, ou em microcápsula a fim de envolver a enzima. 

Para este método observa-se a não alteração estrutural da enzima (CARVALHO et al., 2015; 

FURLANI et al., 2020). 

 

Figura 04 – Métodos de imobilização de Biomoléculas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Autor, 2022. 
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Como visto anteriormente, existem diversos métodos para o processo de imobilização 

de lipases, estes consistem em dar melhor estabilidade ao processo, aumentando a estabilidade 

reacional e diminuindo custos. Diversos tipos de suportes para imobilização de enzimas têm 

sido estudados nos últimos anos, merecendo destaque as nanopartículas magnéticas (DUGUET 

et al., 2006 apud SOUZA, 2013). 

3.2.4 Lipase B de Candida antarctica (CALB) 

Inicialmente os estudos relacionados a lipase CALB foram realizados com a finalidade 

de serem aplicadas em diversos setores industriais, como as indústrias de alimentos, 

farmacêuticas, detergentes, cosméticos, têxteis, oleoquímica e papel (HASAN; SHAH; 

HAMEED, 2006, apud SOUZA, 2013). 

A CALB pertence à família das / -hidrolases, um monômero em forma de globo com 

dimensões 30˚A x 40 ˚A x 50 ˚A, peso molecular 33,273 kDa, e estrutura, possuindo 317 

resíduos de aminoácidos, e as pontes dissulfeto formadas entre os resíduos de cisteína ajudam 

a manter a estabilidade conformacional da proteína, diminuindo a entropia, que está diretamente 

relacionada com a termoestabilidade da lipase (RABBANI et al., 2015; GUPTA et al., 2015 

apud TORRES, 2017). Sua estrutura tridimensional pode ser vista logo abaixo. 

 

Figura 05 – Estrutura tridimensional da lipase B Candida antartica 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Protein Data Bank (PDB), 2022. 
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Assim com outras lipases, apresenta um sítio ativo na tríade, a CALB também apresenta 

um sítio ativo baseado em uma tríade catalítica, no caso a Serina-Histidina-Aspartato, contudo 

diferenciando-se da demais por não possuir ativação interfacial, ou seja, não tem uma “tampa” 

que controle a entrada do substrato no sítio ativo, estando este prontamente disponível. A 

estrutura dos canais do sítio ativo a tornam altamente régio e enantioseletivas para álcoois e 

aminas e pouco enantioseletivas para ácidos carboxílicos (SOUZA, 2013; BLANK et al., 2006; 

TSAI, 2016 apud TORRES, 2017). 

3.2.5 Lipase Eversa® Transform 2.0 

Essa enzima foi modificada a partir da lipase líquida derivada de Thermomyces 

lanuginosus e expressa em Aspergillus oryzae, com 269 resíduos de aminoácidos na sequência 

primária, apresentando alta especificidade, baixo custo e alta atividade em condições amenas 

(CHANG; CHAN; SONG, 2021; FRAGA et al., 2019; LI et al., 2021; MONTEIRO et al., 

2021). 

No entanto, apesar de todas essas características de aperfeiçoamento e modificações 

genéticas para sua melhor aplicabilidade e grande potencial, seu aproveitamento na área 

industrial foi dificultada, principalmente devido a propriedades não aceitáveis em termos de 

estabilidade, eficiência catalítica, e especificidade (CHOI; HAN; KIM, 2015; ISMAIL; 

KASHTOH; BAEK, 2021). A fim de superar essas dificuldade e deficiências, buscou-se como 

estratégia de superação diversas abordagens de testagens, dentre elas o processo de 

imobilização, que proporciona maior estabilidade, robustez nas enzimas e alta resistência às 

reações em condições mais austeras (CAO, 2005; CHOI; HAN; KIM, 2015; FILHO; SILVA; 

GUIDINI, 2019; NERY; KUBOTA, 2016).  

É uma enzima caracterizada com elevada estabilidade e o processo de imobilização 

induz a redução de sua atividade. A flexibilidade do seu sítio ativo proporciona alta 

sensibilidade a muitos parâmetros, como mudanças nas condições experimentais e protocolos 

de imobilização, podendo alterar suas propriedades (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010, apud 

GODOY, 2019). 

3.3 NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS DE FERRO (NPM-Fe) 

Por serem catalisadores de alto custo as enzimas devem passar por um processo de 

imobilização, esse processo garante que ocorra uma reutilização e a recuperação desta forma 
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tornando o processo viável economicamente. Nesse contexto a utilização de enzimas 

imobilizadas permite simplificar o modelo de reatores e o controle da reação. Assim, a 

imobilização é geralmente um requisito para a utilização de enzimas como biocatalisadores 

industriais. A escolha do suporte para imobilização depende das propriedades das enzimas a 

serem imobilizadas (ROCHA, 2016). 

Diante do apresentado, as nanoestruturas surgem como uma nova alternativa aos 

suportes convencionais, possibilitando novas propriedades, como elevada área superficial, 

maior tolerância a temperatura, boa reatividade química e interações fortes com as enzimas 

(YONG et al., 2008; LEI et al., 2009; SOUZA, 2013; ROCHA, 2016; FARIAS, 2017). 

As nanopartículas exibem propriedades diferentes das moléculas em escala 

macroscópicas, este fato decorre do efeito de tamanho e superfície que se tornam evidentes em 

materiais que possuem tamanho entre 1 e 100 nm. Com a diminuição do tamanho médio da 

partícula, ocorre um aumento da área superficial por volume (CAVALCANTI, 2020; NIERO, 

2019; SHALINI et al., 2021; SCHEFER, 2017). 

As NPMs são geralmente compostas por óxidos de ferro, no entanto, existem outras 

NPMs que podem ser obtidas a partir dos elementos níquel (Ni) e cobalto (Co), e também 

podem possuir a mesma nomenclatura. Na natureza existem diversos tipos de óxidos de ferro, 

sendo os principais: a ferrihidrita (Fe5HO8); a hematita (α Fe2O3), a maguemita (γ Fe2O3); e a 

magnetita (Fe3O4). Essas espécies possuem propriedades magnéticas, elétricas, morfológicas e 

físico–químicas interessantes para a aplicação tecnológica (CAVALCANTI, 2020; NIERO, 

2019; SHALINI et al., 2021; SCHEFER, 2017). 

A magnetita é um importante minério sendo classificado como um óxido misto com 

fórmula molecular FeO.Fe2O3, onde estão presentes na estrutura os catiônicos Fe2+ e Fe3+ e que 

são sintetizados a partir da coprecipitação das misturas de sais em ambiente aquoso seguido de 

precipitação com hidróxido e atmosfera inerte, conforme a equação 1. Nesse método, pode 

ocorrer uma grande variação no tamanho. O controle de tamanho, forma e composição das 

partículas depende da razão estequiométrica entre os cátions, do pH, da velocidade de agitação 

do sistema e da velocidade de adição do agente redutor (CAVALCANTI, 2020; SHALINI et 

al., 2021). 
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Fe2+ + 2Fe3+ + 8 OH –  Fe3O4 + 4 H2O   (equação 01) 

Ao realizar a síntese da magnetita, ocorre inicialmente à coordenação das moléculas de 

água pelos cátions metálicos (M), formando as espécies abaixo: 

[M (H2O)X]n+
       (expressão 01) 

Essas espécies após sofrerem a hidrólise formam compostos do tipo: 

[M (H2O)X-1](n-1)+      (expressão 02) 

Tais compostos apresentados na expressão 02, se dimerizam com a liberação de água, 

forçando os oxigênios dos grupos OH–, a formarem ligações de hidrogênio entre os monômeros. 

Posteriormente, as espécies hidrolisadas continuam se associando e condensando-se através de 

ligações de hidrogênio em regiões ausentes de prótons, dando origem às características 

estruturais específicas da nanopartícula (SOUZA, 2011 apud CAVALCANTI, 2021). 

3.4 MATRIZ ENERGÉTICA 

A premente utilização de energia tem apontado grandes desafios para esta e para as 

futuras gerações, presume-se que sem energia, a humanidade não tivesse evoluído tal qual a 

conhecemos, por isso um país que investe em uma matriz energética diversificada e sólida terá 

poucos problemas a enfrentar. Como afirma Tolmasquim et al (2007), matriz energética é o 

conjunto de todos os recursos energéticos disponíveis em um determinado território. Sendo está 

de fundamental importância para um país, uma vez que representa de forma quantitativa e 

orientadora o planejamento de atividades ligadas aos setores de produção, transporte, inovação 

e venda energética (BOZIO, 2018). 

Assim como o ar e água, a energia torna-se um elemento essencial e indispensável aos 

seres humanos, segundo Goldemberg e Lucon (2007). A energia era obtida, na sociedade 

primitiva, através da queima de lenha das florestas. Já na idade média foram acrescentadas as 

energias provenientes da água e do vento, e atualmente, a matriz energética “limpa” vem sendo 

constituída através dos raios solares, das forças dos ventos, da água e de biomassa. Além dessas 

Silva (2009) afirma que as fontes não renováveis são, ainda, as mais utilizadas, principalmente, 

o petróleo e seus derivados (BOZIO, 2018). 

 



30 

3.4.1 Matriz Energética Mundial 

A matriz energética mundial, outrora, foi baseada tão somente em fontes não renováveis, 

como carvão mineral, gás natural e, principalmente, petróleo. Porém, devido a motivos ligados 

as questões ambientais, as grandes oscilações do preço de barril de petróleo e sua iminente 

escassez, aliado aos discursos de sustentabilidade essa perspectiva está mudando de modo cada 

vez mais acelerado. Desta forma também é crescente a busca pelo desenvolvimento de uma 

matriz energética baseada em combustíveis alternativos renováveis (BEM, 2021; BOZIO, 

2018; CAMPOS, 2018; MARQUES et al., 2010). 

Existem diversas fontes de energia divididas em dois grandes grupos, as renováveis e 

não renováveis, sendo que suas quantidades variam de país para país e das características 

geomorfológicas e climáticas destes. Uma das primeiras formas mais utilizadas pela 

humanidade como fonte energética advém dos combustíveis fósseis, sendo considerado como 

não renovável, pois sua formação leva bilhões de anos para serem produzidos, uma vez que sua 

formação vem da decomposição de restos de plantas e animais (EPE, 2019). 

Apesar das beneficies produzidas pela utilização das fontes não renováveis, seus 

impactos negativos são bem preocupantes para o meio ambiente, uma vez que a combustão 

desse tipo de energia torna-se grandes poluidores devido a liberação de gases tóxicos poluentes. 

Dentre eles, monóxido de carbono (CO) e dióxido de carbono (CO2), este último um dos 

grandes potenciadores do aquecimento global, somente no ano de 2020, foram emitidos 398,3 

milhões de toneladas de CO2 equivalente (Mt CO2-eq) sendo a maior parte gerada pelo setor de 

transportes (BEM, 2021). Além deles são emanados para o meio ambiente outros tipos de 

compostos que contribuem para outro fenômeno da chamada chuva ácida, são eles: óxidos de 

enxofre e óxido de nitrogênio (EPE, 2019). 

Devido aos grandes impactos negativos provocados pela utilização dos combustíveis 

não renováveis a humanidade sempre busca e buscou formas, ou alternativas energéticas que 

causassem menos impactos possíveis e que pudessem ter o mesmo desempenho energético dos 

combustíveis fosseis. Para isso muitos pesquisadores buscaram alternativas para as chamadas 

fontes renováveis de energia dentre elas destacamos: energia solar, eólica, geotérmica, 

hidráulica, nuclear, lenha e carvão vegetal e derivados da cana-de-açúcar, como o álcool, ou 

seja, a biomassa de forma geral (EPE, 2019). 
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De acordo com Rocha e Costa (2014) as fontes não renováveis são definidas como 

aquelas que se utilizam de recursos naturais esgotáveis, ou seja, possuem restrições com relação 

as suas quantidades, pois se extinguem com a sua utilização em larga escala, apesar de sua 

extinção não está tão próxima, a preocupação reside na dependência e do monopólio dessas 

reservas por alguns países (PENA, 2012). Sendo seus principais exemplos, os combustíveis 

fósseis e os combustíveis nucleares.  

Para Miura, 2012, o aumento na oferta de bioenergia traria reduções significativas no 

uso de combustíveis fósseis, caso acrescentada na matriz energética mundial e como 

consequência dessa diversificação haveria redução dos impactos sobre a emissão dos gases do 

efeito estufa (GEE), contribuindo desta forma para um modelo energético mais eficiente e 

limpos. Os estudos de Wang et al., (2020) mostram que a longo prazo e a melhoria tecnológica 

para a produção de bioenergia pode potencialmente reduzir o custo de redução de GEE podendo 

levar a uma redução de emissões em torno de 13,0–15,7% de GEE. 

Conforme dados do EPE (2020), somente no ano de 2019, o uso da biomassa brasileira 

contribuiu de forma decisiva na redução das emissões de GEE na atmosfera. Nos 

biocombustíveis líquidos, as emissões evitadas pelo uso de etanol e biodiesel, em comparação 

aos equivalentes fósseis (gasolina e diesel), somaram 69,6 MtCO2 em 2019, e a bioeletricidade 

da cana também contribui para a redução das emissões de CO2. Na geração desses três tipos de 

bioenergia, foram evitadas emissões totais de 72,3 MtCO2 (DA SILVA et al., 2021). 

Nesse entendimento, percebe-se nas leituras que na última década, no Brasil e no 

Mundo, a bioenergia foi explorada extensivamente. Uma série de estudos (ver Scheiterle et al., 

2017; Fargione et al., 2008; Immerzeel et al., 2014; Tomei e Helliwell, 2016; Silveira et al., 

2017; Souza et al., 2017; Curtright et al., 2012; Lewandowski, 2015; Purkus et al., 2017; Burg 

et al., 2018; Paul e Dutta, 2018; Santos et al., 2018; He et al., 2018; Shao e Rao, 2018) destacou 

as vantagens do desenvolvimento da bioenergia no sentido de redução das emissões de GEE 

(BALEŽENTIS et al., 2019). 

Portanto, se implementadas de forma adequada, as fontes de energia renováveis, além 

de prover reduções de GEE, também contribuiriam para o desenvolvimento social e econômico, 

para a democratização do acesso à energia e para a decaimento de efeitos prejudiciais ao meio 

ambiente e a saúde, promovendo diversificação na matriz energética oportunizando 

concorrência e o uso de outros tipos de energia impactando a hegemonia e a exclusividade no 
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uso de energias não-renováveis advindas principalmente do uso exclusivo do petróleo 

(ABRAMOVAY, 2014; CRAGGS; GILBERT, 2018). 

3.4.2 Matriz Energética Brasileira 

Analisando o Balanço Energético Nacional (BEM, 2021) constata-se que a matriz 

energética brasileira pode ser considerada uma das mais “limpas” do planeta, uma vez que 

utiliza fontes diversas de energia e pode-se observar que este país é o que mais utiliza energia 

renovável a cada ano como pode ser visto na imagem abaixo (CAMPOS, 2018). 

 

Figura 06 – Participação de energias renováveis na matriz energética 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado do Balanço Energético Nacional (BEN, 2021). 

Segundo a Confederação Nacional da Indústria (CNI, 2017) a matriz brasileira de 

geração de energia é bastante diversificada, no entanto predominantemente hidroelétrica, 

possuindo crescente base eólica, solar, térmica e até mesmo nuclear. Cerca de 75% de dessa 

matriz é de energia renováveis (FERRAZ; CODECEIRA, 2017). 

Diante da exibição desse panorama percebe-se que o modelo tradicional de dominação 

hídrica, dará lugar para uma matriz bastante diversificada, merecendo destaque as energias 

renováveis. No ano de 2020, o Ministério de Minas e Energia (BRASIL, 2020b) apresenta em 

um documento chamado de resenha energética brasileira a supremacia da utilização de energia 

renováveis no Brasil em relação a OCDE (Organização para a Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico) como pode ser visto na figura 07. 
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Figura 07 – Oferta Interna de Energia no Brasil (OIE) – 2020 (%) 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado do Relatório Resenha Energética Brasileira (MME, 2021). 

 

Conforme Figura 07, a análise do gráfico mostra as vantagens, em comparação, das 

energias renováveis na matriz energética brasileira e dos países da OCDE. Observa-se a 

participação de 48,4% das fontes renováveis na matriz energética brasileira, contra apenas 

12,1%, nos países da OCDE (a maioria desenvolvidos), e de 14,9%, na média mundial 

(PINHEIRO, 2020). 

Nessa compreensão o Brasil, como citado anteriormente, tem como principal forma de 

produção de energia elétrica as usinas hidrelétricas, porém desde a crise do petróleo de 1970, 

principalmente, no setor de transportes, o país começou a desenvolver sua matriz por meio de 

uma importante taxa de contribuição do etanol e mais recentemente, com o uso de biodiesel. 

Dessa forma a matriz energética brasileira deu um passo muito importante para potenciais 

expansões, o que resultará em oportunidades e investimentos a longo prazo para a entrada de 

outras formas de criação energética (CHERINI; VEIGA JÚNIOR, 2019; PINHEIRO, 2020). 

Nessa compreensão é importante destacar que atualmente o Brasil contempla as 

seguintes energias renováveis: eólica, solar, hidráulica, e cada vez mais caminha para o 

aprimoramento de estudos nas energias provenientes de biomassa sendo de interesse desse 

estudo um de seus derivados, os biocombustíveis (PINHEIRO, 2020).  

A geração energética a partir da biomassa é responsável atualmente por cerca de 8% da 

energia gerada e apresenta grande potencial prospectivo podendo atingir 9.000 MW de 

Renováveis: Mundo (14,9%), OCDE (12,1%) e Brasil (48,4%) 
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capacidade com fator de capacidade de 85%, até 2050, o que representa um grande passo para 

autossuficiência energética (TOLMASQUIM, 2016; SILVA, 2019).  

Nesse entendimento, percebe-se que a produção energética movimenta toda uma cadeia 

produtiva constituindo-se como um importante indicador socioeconômico de qualquer país, por 

tanto, sendo necessário que exista um abastecimento por meio de fontes adequadas, perenes e 

confiáveis. No Estado do Ceará segundo IPECE (2018) as principais matrizes energéticas do 

Estado são as termelétricas (55,32%) e as eólicas (47,53%). Apesar do foco ser a energia eólica, 

a expectativa é que haja investimentos em outras formas energéticas voltadas ao crescimento 

de matrizes renováveis e que para os próximos anos, a produção de fontes renováveis se 

expanda de forma significativa por todo o país. 

Nesse entendimento cresce a expectativa que o Estado do Ceará seja um HUB em 

relação a produção do Hidrogênio Verde (HV), segundo FIEC (2020) o HV é “obtido a partir 

de fontes renováveis, como a energia solar sem a emissão de carbono.  

3.5 ENERGIA DE BIOMASSA 

Pela definição da Companhia Energética de Minas Gerais (2012), biomassa é todo 

recurso renovável proveniente de matéria orgânica, sendo está, de origem animal ou vegetal. 

Este recurso quando transformado pode ser utilizado para produção de energia, sendo esta 

convertida em eletricidade, combustível ou calor, ou seja, biomassa é toda matéria orgânica, 

seja de origem animal, vegetal ou microrganismos que é suscetível a transformar-se em energia 

(bioenergia). A biomassa é composta por diferentes tipos de células, cuja estrutura e 

composição variam com a espécie ou de partes destas espécies (VIEIRA et al., 2014). 

Ainda de acordo com CEMIG (2012), a biomassa engloba quaisquer sólidos originados 

a partir de organismos vivos, com exceção os combustíveis fósseis que surgiram a partir de 

biomassa no passado. Desta maneira constituindo-se uma fonte de energia de grande 

importância para a humanidade desde que o homem descobriu e iniciou o manuseio do fogo. 

Com o passar dos anos, a biomassa ganhou grande diversificação e utilidade na produção de 

energia. 

De acordo com Cortez et al (2008) a biomassa também poderá ser derivada de resíduos 

sólidos urbanos, por exemplo: animais, vegetais, industriais e florestais. Que também está 
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destinado para produção de energia, desta forma enquadrando-se dentro da classificação de 

geração de fontes alternativas de energia. 

Segundo afirma Decicino (2007), o emprego de biomassa, como combustível, pode ser 

utilizada a partir de sua forma mais bruta, como resíduos de floresta, agrícolas e pecuários, 

também podem ser utilizados excrementos de animais e lixo. 

Além desse tipo de biomassa, Masiero e Lopes (2008) e Aguiar (2016) afirmam que 

podem ser utilizados como matérias primas para este fim, vegetais como: canola, girassol, 

beterraba, amendoim, dendê, além da cana-de-açúcar, eucalipto, cupuaçu, lixo orgânico, lenha, 

carvão vegetal, mamona, coco babaçu, casca de arroz, milho, microalgas e soja, do qual para 

esse estudo foi utilizado um resíduo oriundo deste óleo vegetal. 

Um dos derivados da biomassa de maior destaque no Brasil tem-se os biocombustíveis, 

definido como uma substância derivada de biomassa renovável, tal como o biodiesel e o etanol, 

conforme Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis (ANP, 2018) que pode 

ser utilizado diretamente ou mediante alterações em motores à combustão interna ou para outro 

tipo de geração de energia, podendo substituir parcial ou totalmente combustíveis de origem 

fóssil.  

Os biocombustíveis, a cada ano, tornam-se uma alternativa aceitável a complementação 

aos combustíveis fósseis e gradativamente são introduzidos na matriz energética. Dentre as 

fontes de biocombustíveis apresentadas, o biodiesel é uma das que apresenta maior destaque no 

cenário energético do país (SONG et al., 2016).  

3.6 HISTÓRICO DO BIODIESEL NO MUNDO E NO BRASIL 

Segundo Lora e Venturini (2012), o emprego dos biocombustíveis para a combustão 

interna de motores não é recente, por volta do ano de 1900, Rudolf Diesel, previa a possibilidade 

de uso de óleos vegetais, como o óleo de amendoim em seus motores. 

O biodiesel é um biocombustível que segundo Silva et al. (2016), é definido como uma 

mistura de ésteres alquilícos de ácidos graxos. Sendo que podem ser oriundos de óleos vegetais 

ou gorduras animas. Podendo ser obtidos pela reação de transesterificação utilizando-se como 

reagentes um álcool de cadeia curta, como por exemplo o metanol ou o etanol na presença de 

um catalisador químico ou biológico (ver figuras 08 e 09). 
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Figura 08 – Esquema de uma reação de transesterificação 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2022 

 

 

 

 

Figura 09 – Etapas da reação de transesterificação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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3.6.1 Biodiesel no Mundo 

As inquietações que assolam o mercado energético de um possível colapso devido ao 

esgotamento das reservas petrolíferas não são atuais e a busca por alternativas energéticas 

renováveis se tornam cada vez mais incessantes (BORNSCHEUER et al., 2018) o que vem 

sendo comprovado historicamente pela crescente utilização de combustíveis alternativos. 

Segundo Aguiar (2016) o uso alternativo de combustíveis vem se consolidando em 

várias partes do mundo: 

• 1900: na Europa, houve o ensaio de Rudolf Diesel, em Paris, o uso de um 

motor movido a óleos vegetais. 

• 1937: foi concedida a primeira patente para combustíveis obtidos a partir de 

óleos vegetais, em Bruxelas, Bélgica, de nº. 422877. 

• 1938: houve o primeiro registro de uso de combustíveis de óleo vegetal para 

fins comerciais, em um ônibus de passageiros da linha Bruxelas/Loivana 

(p.35). 

 

Para Gandolfi et al (2018) a crescente utilização dos combustíveis renováveis se deu 

principalmente após a primeira crise energética do petróleo em 1970.  

Países como, Áustria, Alemanha, Bélgica, Estados Unidos, Finlândia, França, Holanda, 

Itália, Japão Reino Unido e Suécia vêm investindo significativamente na produção e 

viabilização comercial do biodiesel, através de unidades de produção com diferentes 

capacidades (SCHERER, 2011). 

O uso de biodiesel cresceu acentuadamente nos últimos anos. Os custos de matérias-

primas representam uma grande porcentagem dos custos direitos de produção de biodiesel, 

incluindo custo de capital e retorno (BOZBAS, 2008). 

No entanto, o uso de biodiesel como combustível vem apresentando um potencial 

promissor no mundo inteiro (FARIA et al., 2007), sendo um comércio que cresce de forma 

acelerada devido a suas contribuições ao meio ambiente, com a redução dos níveis de poluição 

ambiental, principalmente nos grandes centros urbanos (BORNSCHEUER et al., 2018). 

3.6.2 Biodiesel no Brasil 

No Brasil, o órgão responsável por regulamentar todos os combustíveis é a Agência 

Nacional do Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis (ANP). Ela foi fundada no ano de 1997, 
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no entanto seu efetivo exercício data do ano de 2008, sendo está vinculada ao Ministério de 

Minas e Energias (MME).  

No ano de 2003, o MME criou algumas políticas para implementação do biodiesel na 

matriz energética brasileira, no entanto essas primeiras políticas só foram de fato implantadas 

no ano de 2004, com o Programa Nacional de Produção e Uso do Biodiesel (PNPB) (MME, 

2020). 

Originalmente o PNPB, além do enfoque deste novo combustível na matriz energética, 

almejava a inclusão social e o desenvolvimento regional, a priori o principal resultado dessa 

primeira fase foi a definição de um arcabouço legal e regulatório.  

Nessa compreensão, o uso de biodiesel como mistura ao diesel de petróleo torna-se uma 

realidade na matriz energética brasileira, excetuando-se o ano de 2003 em que não era 

obrigatório a incrementação da mistura, pode-se perceber o aumento da porcentagem até os dias 

atuais, conforme na tabela retirado do site da ANP. 

Tabela 01 – Evolução do percentual de teor de biodiesel presente no diesel fóssil no Brasil 

Mês/ano Adição de biodiesel (%) 

2003 facultativo 

Jan/2008 2% 

Jul/2008 3% 

Jul/2009 4% 

Jan/2010 5% 

Ago/2014 6% 

Nov/2014 7% 

Mar/2017 8% 

Mar/2018 10% 

Mar/2019 11% 

Mar/2020 12% 

 

Fonte: Adaptado da Agência Nacional do Petróleo, Gás natural e Biocombustíveis – ANP, 2020. 
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No entanto, devido aos impactos gerados pela Covid-19, a ANP e MME, como forma 

de garantir a segurança energética nesse período de pandemia decide reduzir o atual 12% para 

10%, conforme resolução da ANP n° 821, de 17 de junho de 2020. 

No Brasil só é considerado biodiesel a mistura de ésteres que obedece aos parâmetros 

estabelecidos na Resolução da ANP nº 7, de 19.03.2008. A tabela abaixo apresenta as 

exigências para ser considerada biodiesel. No caso desta tabela alguns parâmetros foram 

suprimidos (ANP, 2008), desta forma sendo apresentados os principais e de maior relevância 

para o estudo. 

 

Tabela 02 – Especificações para o Biodiesel 

Características Unidade Limite 

Massa específica a 20°C kg/m3 850-900 

Viscosidade cinemática a 40°C mm2/s 3,0-6,0 

Ponto de fulgor, mín. ° C 100 

Índice de acidez, máx. mgKOH/g 0,5 

Índice de Iodo gl2/100g Anotar 

Estabilidade à oxidação H 12 

Teor de éster, mín. % massa 95% 

 

Fonte: Adaptado da Agência Nacional do Petróleo, Gás natural e Biocombustíveis – ANP, 2019. 

 

Conforme Santana et al. (2016) o biodiesel (BD) apresenta algumas características 

positivas, dentre elas a integração entre o social, o econômico e o ambiental. Sendo de grande 

eficiência energética, pois seus índices de cetano compara-se ao do diesel de petróleo. Outra 

característica incomum reside no fato de sua degrabilidade está em torno de 90% e neste caso 

sua decomposição ocorre em torno de 21 dias se comparado a queima de petróleo, o qual emite 

muitos compostos tóxicos, o que torna o uso do BD mais benéfico ao meio ambiente. 

Em relação à economia, a sua inserção na matriz energética brasileira, acarretou um 

aumento no desenvolvimento da geração de emprego e renda, devido a agregação de valor nas 
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matérias-primas, também se observou como consequência direta a redução das importações de 

óleo cru e diesel refinado (LIMA et al., 2015). 

Em relação ao meio ambiente e a sustentabilidade, sua introdução fez com que 

reduzissem as emissões de poluentes tóxicos para a atmosfera, assim como apresentou menos 

danos as águas, lençóis freáticos, flora e fauna e aos solos, principalmente quando esse biodiesel 

é produzido a partir de óleos residuais, como o óleo de fritura (DE OLIVEIRA et al., 2020). 

Como citado anteriormente o Brasil deslancha como um dos grandes produtores de 

energias renováveis e por possuir extensos territórios para o plantio de oleaginosas e clima 

favorável essa produção de Biodiesel tem destaque em várias regiões do país. 

Em se tratando de produção, as regiões campeãs de produção de biodiesel são as regiões 

Centro-Oeste e Sul, conforme os dados da ANP abaixo até o mês de junho de 2020, somente 

estas duas regiões consumiram 80,8% de todo o biodiesel no corrente ano. 

Figura 10 – Percentual de produção de Biodiesel em cada região do Brasil 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado da Agência Nacional do Petróleo, Gás natural e Biocombustíveis – ANP, 2020. 

 

Infelizmente, as regiões norte e nordeste apresentam baixa produção de BD, por 

exemplo no estado do Ceará, a única usina autorizada a funcionar era a Petrobras 

Biocombustíveis, que teve suas atividades hibernadas em novembro de 2016, que está 

localizada na cidade de Quixadá (PETROBRAS, 2016). 
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De acordo com Santana et al. (2016) e o painel dinâmico da ANP (2020) a matéria prima 

principal para produção do biodiesel é a soja, sendo o principal embate com relação a ela a 

competição entre a produção de biocombustível e seu uso na alimentação. 

 

 

Figura 11 – Participação de matérias primas na produção do Biodiesel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Agência Nacional do Petróleo, Gás natural e Biocombustíveis – ANP, 2020. 

 

Nesse cenário, o óleo de frituras ganha grandes destaques para produção de biodiesel, 

nos gráficos a seguir ele encontra-se dentro da fatia de outras matérias primas, apresentando 

expressiva usabilidade para produção dos combustíveis dentre as outras matérias. Segundo os 

dados extraídos do site na ANP (2020) os estados brasileiros que mais utilizam esse tipo de 

matéria prima para produção de biodiesel são: Minas Gerais, São Paulo e Goiás.  
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Figura 12 – Participação de óleo de frituras na produção do Biodiesel no Estado de Minas Gerais 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Agência Nacional do Petróleo, Gás natural e Biocombustíveis – ANP, 2020. 

 

 

 

 

 

Figura 13 – Participação de óleo de frituras na produção do Biodiesel no Estado de São Paulo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Agência Nacional do Petróleo, Gás natural e Biocombustíveis – ANP, 2020. 
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Figura 14 – Participação de óleo de frituras na produção do Biodiesel no Estado de Goiás 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Agência Nacional do Petróleo, Gás natural e Biocombustíveis – ANP, 2020. 

 

Estes dados apresentados mostram que a utilização de óleo de frituras está sendo uma 

proposta crescente e viável para a produção de biodiesel, corroborando assim com as ideias de 

Pandey et al (2019), afirmando que as estatísticas do consumo global de óleo vegetal mostraram 

que 12,2% do óleo vegetal foi consumido como matéria-prima do biodiesel durante o período 

de 2012 - 2014. Prevê-se que esse número aumente para 13,4% em 2024. 
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4 METODOLOGIA 

A metodologia utilizada neste estudo consistiu, primeiramente, em uma revisão do 

aprofundamento teórico da literatura pertinente ao tema. Essas leituras fazem referência à 

produção de biodiesel através da reação de esterificação e transesterificação via catálises 

enzimáticas. Também foi realizado um levantamento sobre o contexto histórico e econômico 

do biodiesel, enzimas e sobre os processos de imobilização enzimática.  

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de Biomassa, 

localizado no Campus das Auroras da Universidade da Integração Internacional da Lusofonia 

Afro-Brasileira (UNILAB). Para a síntese de nanopartículas magnéticas foi utilizado o 

Laboratório da Universidade Federal do Ceará (UFC). 

4.1 Materiais e métodos 

4.1.1 Obtenção da matéria prima 

 O óleo residual utilizado neste estudo foi gentilmente doado por microempreendedores 

do ramo alimentício do município de Maracanaú no Estado do Ceará. Estes óleos são derivados 

do óleo de soja advindos das frituras de batata frita. 

4.1.2 Enzimas utilizadas 

A enzima utilizada no processo para o desenvolvimento deste trabalho foi a lipase B de 

Candida antarctica (CALB) de forma livre e imobilizadas em nanopartículas magnéticas de 

ferro (NPM) – (CALB-NPM) e as comercialmente imobilizadas em resina acrílica 

(Novozyme® 435) adquirida pela Sigma-Aldrich (Cotia, São Paulo, Brasil). 

Em seu trabalho, Souza (2013) descreve que as NPM foram imobilizadas após 

realização do tratamento das mesmas por aminopropiltrietoxisilano (APTS) e glutaraldeído 

25%. Sendo o processo realizado utilizando-se 0,01 g de nanopartículas com 0,5 mL de solução 

tampão de fosfato de sódio, 100 mM, pH 7,0 agitando-se constantemente e de forma controlada 

o sistema: 45 rpm (agitação rotacional). O contato enzima-suporte foi estudado trabalhado 

dentro do espaço de tempo de 1,0 h. Ao final do processo a solução de enzima imobilizada foi 

removida por magnetismo, essa mesma metodologia será utilizada neste trabalho. 
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Segundo a metodologia empregada por Souza (2013), o tratamento do suporte iniciou-

se com a adição de solução de APTS (2,0% v/v) ao suporte de NPM na proporção de 0,2 

(mL/mg de suporte). Após o tratamento, as nanopartículas foram lavadas com 100 mL de 

metanol e 100mL de etanol, separadas por magnetismo, e secadas a 30°C por 24 horas (NETTO; 

ANDRADE; TOMA, 2009). 

A outra enzima utilizada trata-se da Eversa Transform 2.0, também utilizada de forma 

livre e imobilizada em nanopartículas magnéticas. 

4.1.3 Pré-tratamento do óleo residual de frituras (ORF) 

 O óleo empregado neste trabalho, visivelmente, ver imagem abaixo (Fig. 15), não 

apresenta grandes impurezas como os demais óleos residuais (frituras de carnes, salgados e 

outros), pois era destinado somente a fritura de batata. Em média o óleo era utilizado com uma 

frequência de quatro vezes por semana para a fritura, apesar de pouco utilização já é possível 

identificar leve modificação na sua coloração, devido as diversas elevações na temperatura. 

Figura 15 – Óleo em repouso (a esquerda) e óleo particulado (agitado) 

 

 

 

 

 

       

 

  

 

Fonte: Autor, 2022. 

 

Assim como no trabalho de Nogueira (2018) foram realizadas as seguintes etapas de 

tratamento e purificação do óleo residual neste trabalho: Filtragem, Degomagem e Índice de 

Acidez e sua hidrólise. 

Neste trabalho foram utilizados 500 mL de óleo residual de fritura, para a pesagem 

utilizou-se uma balança para a medida de 250g de ORF para uma medida de 5% de água 
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destilada. O procedimento seguinte foi a realização do aquecimento do ORF e da água destilada 

para que atingissem a temperatura de 40 °C. Após o aquecimento realizou-se a mistura do ORF 

com água destilada e continuou-se o aquecimento até que atingissem a temperatura de 65°C. 

Esse aquecimento foi realizado em uma chapa de aquecimento e magnetizada para que a 

solução ficasse sobre agitação constante por um tempo de 30min. 

Após esses procedimentos citados anteriormente transferiu-se a mistura para um funil 

de decantação para que houvesse a separação de fases. Como pode ser visto nas imagens abaixo. 

Figura 16 – Etapas do processo de degomagem: (a) Aquecimento do óleo residual; (b) Decantação após 30 

minutos 

 

 

 

 

 

 

 

    

(a)     (b)   

   

Fonte: Autor, 2021. 

 

4.1.4 Índice de Acidez (IA) e Hidrólise de ORF 

A amostra do ORF passou primeiramente pela filtragem simples para retirada das 

impurezas mais brutas e posteriormente foi realizada um processo de degomagem e 

posteriormente hidrólise. Uma amostra de óleo residual foi realizada em triplicata de 25 mL 

para cálculo de IA. Os dados obtidos foram resultados do cálculo a partir da fórmula da equação 

abaixo: 
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IA ( 
𝑚𝑔𝑁𝑎𝑂𝐻

𝑔
) = 

𝑉𝑥𝑓𝑥𝐶𝑥40

𝑚
 

 

Onde:  

V = volume gasto de NaOH (mL) debitando o valor gasto na titulação do branco; 

f = fator de correção da solução de NaOH; 

C = concentração da solução de NaOH; 

40 = massa molar do NaOH e 

m = massa da amostra (g) 

Para a reação de hidrólise do óleo pesou-se 300g do óleo vegetal que foi posteriormente 

aquecida a 90°C e sob agitação de 500 rpm. Dando continuidade no procedimento de hidrólise 

foram gotejados uma solução de hidróxido de sódio a 20% (m/v) até que o pH da amostra 

atingisse o valor de 14,0 (nesse momento houve formação de suspensão sólidas no óleo). Após 

atingir pH 14,0, e mantendo a agitação e o aquecimento, foi adicionando-se uma solução de 

H2SO4 a 6 mol.L-1 até que a mistura atingisse o pH 2,0, a partir desse momento a suspenção 

sólida foi se desfazendo e a mistura líquida voltou a aparecer. 

Após esses procedimentos, a mistura foi transferida para um funil de decantação para 

que houvesse a separação de fases. Após a separação, a fase inferior foi descartada, ainda 

usando o funil de decantação. Deu-se sequência no procedimento da lavagem do sobrenadante 

até a água de lavagem atingisse o pH 7,0. Quando atingido o pH após as sucessivas lavagens, 

houve o recolhimento do óleo hidrolisado (ácidos graxos livres – AGL) do funil de decantação. 

Após isso ainda houve o aquecimento (100 °C) do óleo hidrolisado para sua total secagem. 

4.1.5 Teor de umidade 

A determinação do teor de umidade seguiu os procedimentos da metodologia do 

Instituto Adolfo Lutz (IAL) onde parte do princípio da perda de peso sofrido pelo óleo quando 

submetido ao aquecimento direto da amostra em estufa da marca SOLIDSTEEL, modelo SSA 

– 21 L (Figura 18) objetivando a remoção da água contida no óleo, além de outros componentes 

voláteis. 
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Figura 17 – Estufa de esterilização e secagem 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2021. 

Para calcular o teor de umidade utilizou-se a fórmula: 

 

Teor de Umidade a 105°C%  = (A-B) x 100 

PA 

 

Onde: 

A = Peso do bécher mais amostra úmida (antes de ir à estufa); 

B = Peso do bécher mais amostra seca (após a saída da estufa); 

PA = Peso da amostra (peso do bécher mais amostra úmida menos peso da bécher). 

4.1.6 Síntese de nanopartículas de magnetita (Fe3O4) 

A síntese das nanopartículas magnéticas foi realizada de acordo com Farias (2017) com 

adaptações. Sais metálicos contendo Fe2+ e Fe3+ (FeSO4.7H2O e FeCl3.6H2O) foram dissolvidos 

em água mili-Q na razão molar de 1:2, respectivamente. A solução foi ajustada para pH 3 

usando HCl a 5% (v/v) e aquecida a 80 °C sob agitação de 1.200 rpm durante 30 min. Em 

seguida, foi adicionado 30 mL de hidróxido de amônio (NH4OH) por gotejamento ainda em 

aquecimento e agitação por 30 min, sendo formado um precipitado preto. O precipitado foi 

lavado várias vezes com água mili-Q até a solução residual atingir a neutralidade, e foi realizada 

uma única lavagem com metanol. Finalmente, as nanopartículas magnéticas foram secas e 

armazenadas em dessecador. O suporte foi denominado NPM. 
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Figura 18 – Sequência de síntese de nanopartículas magnéticas: (a) início da produção de nanopartículas; (b) 

finalização da nanopartícula; (c) lavagem e separação para secagem da nanopartícula magnética; (d) 

nanopartícula magnética produzida e seca 

 

 

 

 

(a)   (b)        (c)       (d)   

Fonte: Autor, 2021. 

4.1.7 Tratamento do suporte com g-aminopropiltrietoxisilano (APTS) 

A reação foi iniciada com a adição das nanopartículas magnéticas em 300 mL de etanol 

(95%). A seguir, o material foi levado a ultrassom durante 1h. Após esse período, adicionou-se 

10mL de APTS e deixado em ultrassom por mais 1h. O material precipitado foi lavado com 

etanol e com o auxílio de um ímã foi recuperado, em seguida, levado para dessecador (SOUZA, 

2013). 

4.1.8 Reticulação com solução de glutaraldeído (GA) 

As nanopartículas magnéticas (Fe3O4) foram suspensas em 25% (p/v) de glutaraldeído 

(GA), conforme metodologia descrita por de Souza et al. (2017).  Inicialmente, 25μL de 

glutaraldeído foram colocados em contato direto com 10mg de partículas de magnetita. A 

reação foi mantida sob agitação por 2h a 25°C. Em seguida, os suportes foram lavados três 

vezes com tampão fosfato de sódio 5mmol L−1 (pH 7,0) para remover o excesso de 

glutaraldeído. O suporte foi denominado NPM-GA. 

4.1.9 Imobilização 

O suporte de nanopartículas magnéticas (tratada por APTS e reticulada com solução de 

glutaraldeído) foi avaliado em relação à sua capacidade de imobilização. O processo foi 

realizado pelo contato de 0,01g de nanopartículas magnéticas (Fe3O4) com 0,5mL de solução 

tampão de fosfato de sódio, 5mmol L-1, pH 7,0, 25°C e sob agitação contínua por 1h (45 rpm). 

A enzima imobilizada foi removida da solução por separação magnética. O desempenho da 
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enzima imobilizada foi avaliado e os rendimentos, eficiências e atividades de recuperação 

calculados de acordo com Sheldon e van Pelt (2013). 

Em resumo, o rendimento de imobilização foi determinado pela razão entre a atividade 

imobilizada (relacionada com a atividade das enzimas retidas no suporte) e a atividade inicial. 

A atividade imobilizada foi determinada medindo a atividade enzimática residual total que 

permaneceu na solução enzimática após a imobilização e subtraindo-a da atividade inicial total. 

A atividade teórica (AtT) foi calculada usando o rendimento de imobilização (IY) e a carga 

enzimática. A atividade recuperada (AtR) foi calculada pela razão entre a atividade do 

biocatalisador (AtB) e a atividade teórica (AtT). A eficiência de imobilização foi determinada 

pela razão entre a atividade do biocatalisador (AtB) e a atividade imobilizada. 

4.2 Determinação de atividade enzimática 

A atividade da enzima (80UpNPB/g suporte) foi determinada espectrofotometricamente 

usando 50 mmol L-1 de butirato de p-nitrofenil (ρ-NPB) em acetonitrila. A mistura de reação 

foi preparada misturando 50 μL de ρ-NPB em 2,5mL de tampão fosfato de sódio 25mmol L-1 a 

pH 7,0 e 50μL da amostra ou 10 mg de biocatalisador a 25 °C. O produto liberado durante a 

hidrólise de ρ-NPB, p-nitrofenol, foi quantificado por espectrometria usando um 

espectrofotômetro em um comprimento de onda de 348nm (ε = 10,052mol.L−1.cm−1). Uma 

unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1μmol de 

substrato (ρ -NPB) por minuto, de acordo com às condições citadas acima (Souza et al., 2017). 

A concentração de proteína foi determinada pelo método de Bradford e albumina sérica bovina 

foi usado como padrão. 

4.2.1 Esterificação enzimática 

A eficiência dos biocatalisadores obtidos foi avaliada por meio de reações de 

esterificação. As reações foram feitas usando óleo residual de fritura (ORF) como substrato 

diluído em álcool etílico ou metílico (proporção de 1:1 mol L−1, óleo/álcool) e sem solvente, a 

37 °C e 150 rpm por 8h utilizando 0,01g do biocatalisador preparado com uma carga de 80 

UpNPB/g suporte.  

As reações foram realizadas em triplicata. O biocatalisador foi separado do meio 

reacional por magnetização e lavado com hexano para remoção de substratos não reagidos e/ou 
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moléculas de produto retidas no microambiente do biocatalisador conforme Souza et al (2017) 

com adaptações. Em seguida, o biocatalisador foi introduzido em uma nova mistura de reação. 

4.2.2 Produção de biodiesel por catálise enzimática 

A biocatálise foi iniciada através da junção entre o ORF + enzimas, dessa forma, os 

experimentos de esterificação foram executados em micro tubos plásticos (2,0mL) contendo 

0,56g de óleo residual de fritura (ORF) e 0,0933μL de etanol (razão molar 1:1). Da mesma 

forma foram pesados 0,56g de ORF com a adição de 0,0656μL de metanol bem como 0,01 g 

de biocatalisador CALB-NPM / EVERSA-NPM. A reação foi conduzida em agitação orbital 

(150 rpm), a 37°C, nos estudos de 2h, 4h, 6h e 8h. O índice de acidez foi analisado pelo método 

do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005; MARINS; SANTOS, 2017). 

Com esses procedimentos de tratamento da matéria prima, pretende-se realizar a 

produção de biodiesel através da catálise enzimática utilizando álcool metílico (metanol) e 

etílico (etanol), utilizando para isso a enzima Lipase B de Candida antarctica (CALB) 

imobilizadas em nanopartículas ferromagnéticas em conjunto o catalisador comercial 

Novozym® 435, com propósito de comparação, essa técnica foi utilizada nos trabalhos de 

Souza et al (2017). 

Da mesma forma, posteriormente a esses procedimentos, realizou-se a produção de 

biodiesel através da catálise enzimática utilizando álcool metílico (metanol) e etílico (etanol), 

porém utilizando para isso a enzima Eversa® Transform 2.0 de forma livre e imobilizadas em 

nanopartículas ferromagnéticas em conjunto o catalisador comercial Novozym® 435. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização do óleo residual de frituras (ORF) 

 Os trabalhos de Dib (2010) e Guimarães (2014), constatam que para os estudos 

referentes ao uso do óleo de fritura para a produção de biodiesel deve-se seguir uma série de 

tratamentos, que vai desde métodos simples como filtração até métodos mais elaborados como 

a clarificação (PATRÍCIO; HOTZA; JÚNIOR, 2014). 

A filtragem (Fig. 19) retirou as impurezas mais brutas, como resto de alimentos ou 

outras partículas de grandes dimensões. Inicialmente essa filtragem foi realizada com a 

utilização de um chumaço de algodão.  

Devido ao processo de fritura possivelmente a matéria prima tenha sofrido perdas de 

características físico-químicas por conta das altas temperaturas empregadas durante o processo 

de fritura, dessa forma necessitando de um método de tratamento mais eficaz como a 

degomagem. 

 

Figura 19 – Processo de filtração do Óleo Residual de Fritura: (a) Óleo Residual de fritura coletado; (b) filtração 

do óleo; (c) Óleo filtrado; (d) resíduos da filtração-vista de cima; (e) resíduo da filtração-vista frontal 

 

 

 

 

 

 

 

 

     (a)      (b)    (c)  

 

 

 

 

 

 



53 

 

 

 

 

 

 

 

 

   (d)    (e) 

Fonte: Autor, 2021. 

A degomagem é uma técnica que consiste na retirada de impurezas como os ácidos 

graxos e fosfolipídios, mesmo o óleo in natura apresenta esses constituintes. Esses tipos de 

impurezas devem ser retirados, pois podem influenciar na estabilidade do óleo. Esse processo 

hidrata os fosfatídeos hidratáveis tornando-os insolúveis em matérias graxas, permitindo 

facilmente sua separação e consequentemente redução de tais impurezas (NOGUEIRA, 2018 

apud MORAIS, et al., 2012). Essa degomagem é necessária para que as reações de formação 

de ésteres não venham formar outros subprodutos indesejáveis durante o processo. 

Outra técnica utilizada neste trabalho foi o índice de acidez (IA). Tal procedimento é 

essencial para quem utiliza esse tipo de óleo para produzir biocombustíveis, pois permite 

determinar logo de imediato o estado de conservação física do óleo residual, determinando o 

total de ácidos graxos livres (AGL) presente na matéria prima para produção de biodiesel. Esta 

parte do pré-tratamento é realizado através da decomposição do óleo residual, alterando íons de 

hidrogênio. A decomposição dos glicerídeos é precipitada através de aquecimento, liberando 

sua rancidez em seguida acompanhada de ácidos graxos livres (IAL, 2005; MARINS; 

SANTOS, 2017). 

Esse procedimento é muito importante, pois consegue mensurar se o produto analisado 

apresenta ou não um grau de deterioração, uma vez que se apresentarem uma quantidade muito 

expressiva de ácidos graxos livres (AGL), poderá comprometer a eficácia e eficiência da 

produção do biodiesel. Os elevados teores de índice de acidez indicam que o óleo está sofrendo 

quebras em suas cadeias principais, liberando esses ácidos graxos. O índice de acidez pode ser 

definido como o número de miligramas (mg) de hidróxido de potássio necessário para 

neutralizar um grama (g) da amostra (SANTIN; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015). 
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Segundo os estudos de Nogueira (2018) o IA pode ser medido utilizando-se a 

metodologia apresentada pelo IAL – Instituto Adolfo Lutz – (2005). Nessa metodologia utiliza-

se 2 g da amostra em um erlenmeyer de 125mL, em seguida adicionados 25mL da solução éter-

álcool (2:1) neutra, e logo após, duas gotas do indicador fenolftaleína. O processo de titulação 

ocorre na presença de uma solução aquosa de hidróxido de potássio (NaOH) a 0,01 M, de fator 

de correção f = 0,95. A análise deverá ser realizada em triplicata. Neste trabalho o IA foi 

determinado realizando o seguinte procedimento descrito no tópico a seguir. 

Os cálculos realizados para o IA, foram feitos em triplicata e apresentaram os seguintes 

resultados, conforme a tabela a seguir: 

Tabela 03 – Índice de Acidez de OFR in natura 

 

P (g) V (mL) IA (mg NaOH/g) 

0,2019 5,0 0,861813 

0,2014 4,9 0,846673 

0,2015 4,9 0,846253 

Média = 0,8515797 

 

Fonte: Autor, 2021. 

De acordo com ANP (2014), resolução nº45 de 25/08/2014, óleos utilizados como 

matéria-prima para produção de biodiesel devem apontar valores iguais ou inferiores a 0,50mg 

NaOH/g em sua composição. O valor apresentado na Tabela 03, está fora dos padrões, porém 

apresenta um valor esperado para óleos residuais, que são mais ácidos devido à formação de 

ácidos graxos livres (AGL) (RAMOS, et al., 2017). Após continuidade dos experimentos 

espera-se que este índice venha diminuir. 

O teor de umidade é importante, pois a água presente pode influenciar nas ligações entre 

as enzimas e os lipídeos e dificultar a formação dos ésteres. Na determinação do teor de umidade 

os resultados obtidos estão na tabela abaixo:  
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Tabela 04 – Resultados de Teor de umidade 

Óleo 
Peso bécher 

vazio (g) 

Peso da 

amostra 

úmida (g) 

 

Peso da 

amostra + 

bécher (após 

aquecimento 

em gramas) 

Peso da 

amostra 

seca (g) 

Teor de 

umidade 

(%) 

Residual 

de Fritura 

141,699 50,546 192,204 50,505 0,081 

 
Fonte: Autor, 2021. 

 

De acordo com a Resolução 042 de 24/11/2004, da Agência Nacional de Petróleo, Gás 

Natural e Biocombustíveis (ANP), o óleo vegetal ideal para o processamento de biodiesel deve 

ser isento de água. No contexto industrial é aceitável até 0,05% de água na matéria-prima 

oleaginosa. A presença desta substância em quantidades elevadas favorece a saponificação, 

consome o catalisador, favorece a formação de ácidos graxos e diminui a capacidade de 

transesterificação alcalina (DO NASCIMENTO, et al., 2020). Os valores apresentados na 

tabela 04 não apresenta os valores aceitáveis uma vez que se referem ao ORF de forma bruta. 

5.2 Análise das reações de esterificação 

Foram realizados estudos nos tempos de 2h, 4h, 6h e 8h de reação com o óleo residual 

de fritura com 80 U/g de enzima e dois tipos de álcool, a saber o etanol e o metanol. Os melhores 

resultados estão disponibilizados nos gráficos abaixo. 

Figura 20 - Síntese de ésteres utilizando óleo de fritura e os álcoois etílico (1:1) e metílico (1:1) como sistemas 

alcoólicos e as enzimas EVERSA e CALB como catalisadores: (A) Enzima EVERSA com (■) etanol e (●) 

metanol; (B) Enzima CALB com (■) etanol e (●) metanol; (C) Enzimas (Δ) EVERSA e (O) CALB com etanol e 

(D) Enzimas (Δ) EVERSA e (O) CALB com metanol. 
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Fonte: Autor, 2022. 

Os fatores de preparação pra o estudo desse processo como os parâmetros de reação de 

esterificação, a razão molar de metanol e etanol para óleo, dosagem de catalisador, temperatura 

de reação e tempo foram usados pelos trabalhos de Souza (2013) de acordo com seus estudos 

para obter o melhor rendimento de biodiesel. 

Os biocatalisadores EVERSA (Eversa® Transform 2.0) e CALB (Lipase B de Candida 

antarctica) foram avaliados para a síntese de ésteres utilizando óleo de fritura e os álcoois etí-

lico (1:1) e metanol (1:1) como sistemas alcoólicos selecionados como modelos para este es-

tudo. No processo de síntese utilizando a EVERSA, Figura 20 (A), as conversões de álcool 

alcançadas durante os tempos de 2, 4, 6 e 8 h de reação foram em média, aproximadamente, 

77% usando metanol, mostrando que o estudo em todo esse processo foi favorável. Já a con-

versão com a EVERSA utilizando o álcool etílico apresentou menor eficiência em relação a 

este último, em torno de 45% e 55%. 

Vela et al. (2020) estudaram a produção de biodiesel a partir de óleo residual de fritura 

de restaurantes utilizando enzima lipase como catalisador. O processo foi feito variando os tem-

pos de reação (8 h, 12 h e 16 h) com uma razão molar álcool-óleo fixa de 3:1. As condições 

ótimas de operação para quantificar a quantidade de ésteres metílicos de ácidos graxos (FA-

MEs) gerados foi alcançada com uma concentração de enzima de 14%, tempo de reação de 8h, 

pH de 7 e temperatura de 38°C. A conversão de ácidos graxos em ésteres metílicos foi de 

87,11% de biodiesel. 

No trabalho de Shimada (1999), o índice conversão foi ainda maior, porém o tempo de 

realização também foi maior. Em seu trabalho durante 48h em um processo em três etapas 

converteu 98,4% do óleo em seus ésteres metílicos correspondentes a conversão. 
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Se compararmos com o presente estudo, Figura 20 (A), devido ao processo de fritura do 

óleo que utilizamos no trabalho e seus reciclos, além da presença de impurezas apresentar um 

desafio para alcançar altos rendimentos de conversão, nosso resultado foi bastante satisfatório, 

pois em apenas 4 h, conseguimos uma conversão de 78% em oleato de metila. 

O estudo feito pela enzima Lipase de Candida antarctica tipo B (CALB), Figura 20 (B), 

também demonstraram uma maior produção de biodiesel pela rota metílica em relação à etílica.   

No trabalho de Silva (2017) no qual realizou 17 ensaios com variação de temperatura 

entre 27°C e 47°C, seu melhor resultado apresentou 37,14% de conversão nas condições 

operacionais empregadas na reação com maior conversão foi razão molar óleo/etanol de 1/1, 

massa de catalisador 0,06 g e temperatura de 27 °C, ele também verificou que as maiores 

conversões para a produção de ésteres etílicos são obtidas utilizando maiores massas do 

biocatalisador (CALB-NPM). 

Royon et al. (2007) utilizando lipase imobilizada de Candida antarctica após 24h de 

reação (50 °C), obteve-se 97% do éster formado. Assim como no trabalho de Hernández-Martín 

e Otero (2008), usando a CALB, após 48h de reação, a lipase converteu 84% dos óleos em 

ésteres etílicos. 

Diversos trabalhos realizados por Oliveira et al., (2019), mostram que, 

independentemente do catalisador ou das condições em que se realize a transesterificação, o 

metanol será na maioria das vezes mostra-se mais eficiente que o etanol, seja em velocidade 

quanto no rendimento final da reação. Ainda segundo Oliveira et al., (2019), pode-se otimizar 

a transesterificação etílica e se obter altos rendimentos, mas será necessária uma maior 

quantidade de álcool, e uma temperatura mais elevada e maior tempo. Estas condições mais 

drásticas acarretarão um maior custo de produção. Por outro lado, sabe-se também que o etanol 

favorece a formação de emulsões no final da reação, sendo necessário destilar o álcool para 

conseguir uma boa separação da glicerina, o que dificulta e encarece a purificação do biodiesel. 

As análises dos resultados também mostram que a Eversa® Transform 2.0 (ET2.0), 

apresenta como maiores conversões, pois foi pensada e modificada geneticamente para esse fim 

específico. Molina-Gutierrez et al. (2021) afirmam em seus estudos que esta enzima foi 

desenvolvida pela Novozymes para a síntese de biodiesel e que a mesma apresentou excelente 

comportamento nestas condições de reação, tanto na forma solúvel quanto imobilizada, 
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convertendo todo o substrato em FAMEs. Sendo que a enzima livre produz cerca de 60% de 

FAMEs após 9 h de reação, enquanto a forma imobilizada sintetiza cerca de 80% de biodiesel 

no mesmo período. 

Chang et al. (2020) também chegaram as conclusões de que ET2.0 apresenta uma taxa 

de conversão de 97%, seus resultados experimentais mostraram que a enzima foi eficiente em 

catalisar a reação com alto teor de AGL. A presença de FFA na matéria-prima foi encontrada 

para aumentar a taxa de reação e melhorar o FAME. 

Dessa forma pode se dizer que, no geral, ET2.0 é um extrato enzimático, e está na forma 

líquida é eficiente e de baixo custo que pode ser usada para produzir biodiesel de forma 

sustentável e econômica a partir de matérias-primas de baixa qualidade contendo alto valor 

AGL. 

Figura 21 – Rendimento do biodiesel e reutilização da lipase imobilizada: (A) Enzima EVERSA com (■) etanol 

e (●) metanol; (B) Enzima CALB com (■) etanol e (●) metanol; Reação condições: razão molar óleo/álcool 

(1:1); dosagem de catalisador, AtT= 80 U.g-1; tempo de reação: ciclos de 8 h cada, totalizando 24 h no final; 

temperatura de reação, 37°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2022. 

Com relação aos reciclos, foi possível observar que a atividade da enzima imobilizada 

não se manteve. Acredita-se que essa queda pode ser devido ao pouco tempo empregado (ciclos 

de 8h) no experimento, no ciclo I, tanto na ET2.0 quando na CALB os resultados se mostraram 

bem promissor acima de 60% e acima de 80%, respectivamente.  Nos ciclos II e III os resultados 

não foram tão promissores. Godoy (2019) acrescenta que o reuso pode também acarretar a perda 

de atividade devido à dessorção, à inibição ao substrato e, muitas vezes, ao produto. 
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Os resultados deste trabalho são inferiores ao encontrado na literatura considerando 

vários ciclos de reuso. Razack e Duraiarasan (2016) apud Godoy (2019) estudaram a 

reutilização de lipase imobilizada de culturas mistas em esferas de alginato de cálcio 2 % e, 

após 20 ciclos. Remonatto et al., (2018) observaram que após 3 ciclos de reuso o rendimento 

caiu apenas 25 % na produção de ésteres etílicos. 

Segundo Razack e Duraiarasan (2016) apud Godoy (2019), o biocatalisador sofre 

inativação na presença do metanol após o quarto ou quinto ciclo de reuso da lipase, sendo 

caracterizada como uma das principais limitações na produção do biodiesel por catálise 

enzimática.  

Neste entendimento, este estudo demonstra que algumas condições reacionais, como 

por exemplo o tempo de reciclos, outras temperaturas, devem ser otimizadas para emprego 

eficiente da enzima com reuso no processo de produção de biodiesel. 
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6 CONCLUSÃO 

O uso de bioenergias já é uma realidade na matriz energética mundial e brasileira. Sua 

utilização configura-se de grande importância, pois representa um dispositivo que além de 

oferecer energias alternativas para compor a matriz energética, reduzem a emissão de gases 

prejudiciais ao meio ambiente. O investimento em tecnologias, o incentivo de órgãos 

juntamente com redução de custos de produção leva os pesquisadores a desenvolverem 

bioenergias a partir de diversos tipos de biomassa.  

De acordo a bibliografia utilizada nesse estudo, percebeu-se a necessidade de buscas 

por diferentes fontes para a produção de biocombustível, considerando-se os potenciais 

agronômicos e econômicos sugeridos por espécies vegetais. 

Em todo o país e no exterior existe uma busca incessante em desenvolver e aprimorar 

pesquisas ligadas à biotecnologia de forma inovadoras que possam aprofundar-se na exploração 

sustentável da biomassa para a geração de novas energias. Tais buscas centram nas biomassas 

de vários setores produtivos da cadeia econômica brasileira.  

Nesse entendimento, tais esforços estão ligados principalmente na agroindústria em 

decorrência do grande setor sucroalcooleiro presente no Brasil. Entretanto, há relevantes 

resultados de pesquisa sobre outras fontes de energia originadas da biomassa florestal e 

avançam os estudos sobre a energia dos resíduos urbanos e industriais como é o caso dos óleos 

residuais de frituras demonstrados aqui neste trabalho. Tais esforços já é uma realidade como 

detectados em muitos trabalhos descritos nos referenciais teóricos e ao longo deste trabalho. 

As investigações comprovam que existe viabilidade de produção, após as modificações, 

para que seja produzido biodiesel a partir de óleos de frituras utilizando biocatalizadores, neste 

estudo, Lipase CALB e Eversa® Transform 2.0.  

Como sugestões para futuras pesquisas é importante que se façam reações de 

imobilização da ET2.0 e o estudo de ciclos para diagnosticar o comportamento da enzima 

imobilizada, já que os resultados com a enzima livre foram muito satisfatórios, visto que, neste 

estudo, algumas condições reacionais não apresentaram rendimentos favoráveis, portanto, 

devem ser otimizadas para emprego eficiente da enzima com reuso no processo de produção de 

biodiesel. 
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