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RESUMO: O biodiesel é composto por ésteres alquilicos de acidos graxos, sendo um potencial
substituto para o combustivel fossil devido as caracteristicas de renovabilidade, respeito ao meio
ambiente e biodegradabilidade. Diante da escassez global de combustiveis fosseis, aumentos do prego
do petrdleo bruto e da preocupagdo ambiental, tornou-se mais evidente a busca por alternativas de
obten¢do do biodiesel. Na obtengdo do biodiesel em escala industrial geralmente sdo utilizados
catalisadores quimicos, que s3o eficientes, mas requerem uso de reagentes muito puros e condigdes
extremas de processamento, sendo entdo o uso de lipases microbianas uma alternativa mais vantajosa.
Diante disso, esta revisdo descreve a produgdo de biodiesel incluindo espécies microbianas ja
avaliadas na obtencdo de biodiesel combinadas a matérias-primas oleaginosas, onde foi possivel
observar a possibilidade de encontrar excelentes fontes microbianas de lipase e combina-las a
matérias-primas oleaginosas alternativas tais como residuos, contribuindo para a elaboracdo de
processos mais rentaveis e benéficos ao meio ambiente.
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ABSTRACT: Biodiesel is composed of alkyl esters of fatty acids, being a potential substitute for
fossil fuels due to its characteristics of sustainability, respect for the environment and biodegradability.
In view of the global shortage of fossil fuels, increases in the price of crude oil and environmental
concerns, the search for alternatives for obtaining biodiesel has become more evident. To obtain
biodiesel on an industrial scale, generally chemical catalysts are used, which are efficient, but require
the use of very pure reagents and extreme processing conditions, so the use of microbial lipases is a
more advantageous alternative. In view of this, this review describes the production of biodiesel
including microbial species already evaluated in obtaining biodiesel combined with oil raw materials,
where it was possible to observe the possibility of finding excellent microbial sources of lipase and
combining them with alternative oil raw materials such as waste, contributing to the development of
more profitable and environmentally beneficial processes.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o uso de microrganismos com potencial biotecnoldgico apresentam
impactos positivos no setor de producdo de biocombustiveis como etanol 2G e o biodiesel,
além de biorremediagdo para a recuperacao de areas que sofrem com acidentes ambientais
envolvendo os derivados do petroleo (Soares, 2020; Tan et al., 2023).

O ¢6leo diesel utilizado no Brasil é composto basicamente por cadeias de até 30 atomos
de carbonos, sendo o biodiesel um produto semelhante obtido a partir da transformagao por
processos quimicos e fisico-quimicos de oleos vegetais, 6leos saturados ou sebos (De brito et
al., 2023).

Segundo Almeida (2011), o biodiesel ¢ uma alternativa ao uso do 6leo diesel derivado
do petréleo como combustivel, capaz de reduzir a emissao dos gases de efeito estufa, sendo
um combustivel obrigatério em diferentes paises.

O biodiesel movimenta uma parcela significativa no mercado global. S6 em 2021 o
valor chegou a US$32,09 bilhdes, tendo a estimativa de crescer a uma taxa composta de
crescimento anual (CAGR) de 10 % até 2030 (Grand view research, 2022).

Contudo, a perspectiva de crescimento da demanda pelo biodiesel a fim de substituir
os combustiveis fosseis tradicionais acaba induzindo a necessidade de buscar melhores
matérias-primas, uma vez que o custo de produgdo do biodiesel ¢ diretamente relacionado as
matérias-primas utilizadas (Adhikesavan, Ganesh; Augustin, 2022; De brito et al., 2023).

Anteriormente, a producdo de biodiesel exigia varias etapas, incluindo o pré-
tratamento da matéria-prima para posterior obtencdo do biodiesel. Com os avancos da
tecnologia, as metodologias tradicionais foram sendo modificadas de forma a incluir
microrganismos geneticamente modificados tais como Zymomonas mobilis a fim de reduzir a
quantidade de etapas de processamento (Madijan et al., 2018).

Desta forma, outras alternativas estdo sendo estudadas e novas metodologias estdo

sendo desenvolvidas e novos microrganismos estdo sendo utilizados no desenvolvimento de
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metodologias para aprimorar a producdo de biodiesel a fim de tornar o processo ainda menos
oneroso aos investidores.

Ha a triagem de novas espécies microbianas que dispensem modificacdo genética
capazes de produzir compostos de interesse como enzimas e metabolitos secundarios como
por exemplo o uso de leveduras do géneros Saccharomyces, espécies de fungos filamentosos,
bactérias e leveduras nao-convencionais para otimizagdo dos processos fermentativos e
residuos agroindustriais que sirvam de fonte de carbono alternativos como metanol e glicerol
(Karkal et al., 2023; Soares; Bergman; Almeida, 2021; Su, 2021; Soares, 2023).

Assim, a presente revisdo tem por objetivo a levantar dados envolvendo estudos
quanto ao uso de microrganismos produtores de enzimas usadas em metodologias de
producdo de de biodiesel e apresentd-las de forma acessivel, critica e cientifica, apresentando

uma atualiza¢do no que tange os estudos da obtencdo do biodiesel nos ltimos vinte anos.

2 METODOLOGIA

Para a revisdo de literatura foram consultados artigos cientificos publicados entre 2003
e 2023, obtidos por meio da base de dados ScienceDirect, Elsevier, Scopus, Google
Académico, CAPES Periddicos, livros e teses de doutorado disponiveis nos repositorios de
universidades. Foram utilizados durante a busca os termos “microrganismos”, “enzimas” e
“biodiesel” combinados entre si, sendo os critérios de inclusdo no presente estudo a
abordagem dos microrganismos (bactérias, fungos filamentosos e leveduras) na obtengao do
biodiesel, matérias primas utilizadas na obtencao do biodiesel e alternativas. Foram excluidos
artigos que ndo apresentavam fortes evidéncias cientificas e/ou trabalhos que fugiam da
tematica de enzimas obtidas por rotas microbianas. As informagdes presentes aqui foram
analisadas pelos autores e organizadas em tdpicos correlacionados de forma a ser
compreendida em todos os niveis de conhecimento acerca de microrganismos produtores de

enzimas para obten¢ao de biodiesel (Guerra, 2023).

3 MERCADO BRASILEIRO DE BIODIESEL
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O mercado global do biodiesel no ano de 2016 foi avaliado em cerca de U$$32 bilhoes
de dolares, sendo os Estados Unidos lider na produgdo de soja, produto utilizado apos
moagem como matéria prima na producio de biodiesel. Paises em desenvolvimento (india,
China e Brasil, por exemplo) tem como objetivo substituir 10 a 20 % do total de combustiveis
fosseis por biodiesel, uma vez que esta troca contribui para redugdo da emissdo dos gases de
efeito estufa (Grand view research, 2022).

No Brasil, um dos maiores consumidores de biodiesel, estudos foram realizados
envolvendo producdo deste combustivel, resultando na primeira patente do processo de
producao de combustivel em 1980, mas s6 em 2004 foi lancado o Programa Nacional de Uso
e Produgdo de Biodiesel (PNPB), que contribuiu para estabelecer condi¢des legais para uso do
biodiesel na matriz energética nacional pela lei de n° 11.097 em 13 de janeiro de 2005,
instituindo que o biodiesel fosse misturado ao diesel f6ssil no teor de 5% (MME, 2022).

Segundo o Servigo Agricola Estrangeiro do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA), o consumo de biodiesel cresceu ao longo dos anos no Brasil (2,92 bilhdes de
litros para 6,92 bilhdes de litros nos anos de 2013 a 2021) em paralelo ao desenvolvimento
tecnologico da industria automotiva num pais que apresenta mundialmente a maior frota de
carros e veiculos pesados movidos a biocombustiveis que tende a crescer cada vez mais

(Mordor intelligence, 2022).

3.1 PROCESSOS DE OBTENCAO DO BIODIESEL

Para obtencdo do biodiesel sdo utilizados matéria-prima rica em o6leo, metanol e
catalisador, sendo este ultimo de importancia uma vez que auxilia na reacdo de
transesterificagdo entre o Oleo e o metanol, dividindo-se em 3 tipos: catalisadores
homogéneos, heterogéneos e biocatalisadores (Karkal, 2023; Ulukardesler, 2023).

A industria possui preferéncia para catalisadores homogéneos, que possuem a
caracteristica de estarem presentes na mesma fase que o meio reacional. O acido sulfurico e
hidroxido de sédio sdo exemplos de catalisadores homogéneos, cujo tempo de reagdo € curto,

otimizando assim o processo de obtencao do biodiesel na industria (Karkal, 2023).
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Na obtenc¢ado do biodiesel, o catalisador homogéneo precisa ser removido por meio de
processos de lavagem ou secagem. Por outro lado, catalisadores heterogéneos podem ser
removidos através de filtracdo, sendo um tipo ndo encontrado na mesma fase reacional, possui
alta demanda energética e de reagentes (Ulukardesler, 2023; Inan; Koger; Oz¢imen, 2023).

Contornando esta demanda estd o grupo dos biocatalisadores, que inclui processos
enzimaticos com lipases (glicerol éster hidrolases), atuantes sobre gorduras e 6leos, gerando
acidos graxos livres, mono-, diacilglicerois e glicerol livre.

As lipases demandam condi¢des amenas de energia, além de permitir a facil separagdo
do produto e, dependendo das condicdes ao qual ¢ submetida, esta classe de enzima pode
atuar como catalisadora de acidolise, aminolise, transesterificacdo, esterificagdo e
interesterificagdo (Ahmed et al., 2023; Wan et al., 2018).

De origem principalmente microbiana, as lipases apresentam vantagens quanto ao
processo de obtencdo do biodiesel na forma tradicional. Contudo, o elevado custo de
importa¢do destas enzimas limitam seu uso pleno na industria, instigando pesquisadores a
obterem métodos mais rentdveis para sua producdo, sendo as fontes microbianas as mais

estudadas quanto ao quesito producao enzimatica (Tan et al., 2023).

3.2 ENZIMAS DE ORIGEM MICROBIANA UTILIZADAS NA OBTENCAO DE
BIODIESEL

A substituicdo de catalise quimica pela catalise enzimatica ganha espaco por contribuir
em fatores como a ndo formagdo de sabdo, catalise de acidos graxos livres e triglicerideos
(Hidayatullah et al., 2023).

Alternativas na obtencao de biodiesel, as lipases sao enzimas lipoliticas utilizadas na
substituicdo de wuma variedade de catalisadores quimicos devido as atividades
quimiobiolédgicas, especificidade de substrato, especificidade de grupo funcional,
enantiosseletividade, dentre outras caracteristicas (Quayson et al., 2020).

A obtengao de lipases por meio de rotas microbianas ¢ baseada principalmente pelo

desenvolvimento de biorrefinarias que apresentam estruturas integradas quanto ao tratamento
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da conversdao de biomassa e seus residuos para a producao de combustiveis renovaveis,
produtos quimicos e energia (Quayson et al., 2020).

Nesse sentido, bactérias, fungos filamentosos e leveduras sdo alvos de diferentes
estudos relacionados a area de bioprospec¢do e prospec¢ao dos microrganismos na busca dos
melhores modelos para aplica¢des industriais. A triagem de novas linhagens de aplicabilidade
em processos fermentativos pode garantir um avango significativo na obtencao de metabdlitos
microbianos, que por sua vez, podem ser aplicados na produc¢do de biodiesel (Li et al., 2017).

Um exemplo ¢ a combinacdo de substratos obtidos de tratamentos de biomassa, que
quando combinados a bactérias como as pertencentes as familias Enterobacteriaceae,
Clostridium, Klebsiella e Enterobacter, demonstrou vantagens quanto a obtencdo de
metabodlitos de multiplas funcionalidades e aplicagdes, sendo um exemplo de avango
significativo quanto a obtengao de produtos quimicos de origem microbiana voltados para a
area de produc¢do de biodiesel a partir de substratos variados (Almeida, 2011).

Dos diferentes tipos de microrganismos capazes de produzir enzimas com atividades
cataliticas para a producdo de biodiesel, destacam-se algumas espécies como, por exemplo, as
espécies de leveduras Candida antarctica e Candida rugosa, as espécie de bactérias
Cryptococcus sp., Pseudomonas sp. e Bacillus sp., e fungos filamentosos como as espécies
Trichosporon asahii € Yarrowia lipolytica (Li et al., 2017).

Fungos filamentosos sdo microrganismos capazes de secretar uma diversidade de
enzimas tais como as lipases, que sdo utilizadas em larga escala no setor de produgdo de
biocombustiveis. Neste grupo de fungos as espécies Trichoderma reesei e Aspergillus niger
sdo as mais relatadas na literatura, uma vez que a produ¢do de enzimas ¢ voltada para a
hidrélise de biomassa lignoceluldsica. ja espécies de fungos filamentosos como Penicillium
echinulatum foram relatadas para produzir sistemas enzimaticos com desempenho superior do
que T. reesei e A. niger (Li et al., 2017).

Entretanto, apesar dos relatos de lipases com caracteristicas desejadas, ainda ¢

imprescindivel a continuidade destes estudos uma vez que enzimas naturais carecem de
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otimizacdo a fim de suprir a demanda industrial pois muitas enzimas produzidas apresentam
condicdes otimas diferentes dos critérios exigidos pela demanda (Park et al., 2019).

Dentre os diferentes géneros de bactérias capazes de produzir lipases para uso
industrial, as bactérias do gé€nero Pseudomona ganham notorio destaque, devido a sua
capacidade degradativa de compostos complexos como celulose e hemicelulose, que sao alvo
de ativos industria de biocombustiveis (Novik; Savich; Kiseleva, 2015).

Em nivel industrial, existem projetos comerciais de obten¢do de biodiesel a partir de
lipases. Uma colaboracdo entre Novozymes A/S e Viesel Fuel LLC (Flérida, EUA) em
meados de 2014 revelou o aumento da atividade lipolitica da lipase NS-40116 obtida de 7.
lanuginosus para obtengdo de biodiesel. Além disso, duas fabricas chinesas avaliaram o
aumento da produ¢do em escala da Novozym® 435 e lipases obtidas de Candida sp. para
conversao de 6leo de cozinha residual (Quayson et al., 2020).

Além disso a producdo de novas enzimas de origem microbiana requer o uso de
substratos adequados que possibilitam a produ¢ao de compostos secundario de interesse como
¢ o caso das proprias lipases utilizadas na producdo de biodiesel e outros metabolitos de
interesse, como 0s acidos organicos como o acido lactico e o acido kojico que podem ser
obtidos por processos fermentativos de microrganismos como Bacillus sp. e fungos
filamentosos Aspergillus niger respectivamentes, tendo o glicerol de biodiesel de soja como
fonte de carbono (Soares et al., 2023).

Estudos realizados a fim de obter lipases de melhor desempenho na producdo de
biodiesel geraram a descoberta de enzimas de diferentes caracteristicas, algumas delas estdo
listados na tabela 1:

Tabela 1. Enzimas do tipo lipase que possuem origem microbiana e apresentam caracteristicas que favorecem a
obtengdo de biodiesel.

Espécie microbiana Caracteristica Referéncias

Pseudomonas reinekei Lipases resistentes a solventes Priyanka et al., 2019
organicos  hidrofobicos  (n-
hexano, ciclohexano ¢ n-
heptano).
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Bacillus licheniformis KM12 Lipases adaptadas ao frio, Malekabadi et al., 2018
resistentes a solventes
organicos, gerando rendimento
de conversdo de 78% de 6leo a
biodiesel nas condic¢oes de 35°C
em 18 horas.

Marinobacter lipolyticus Lipase resistente a temperatura Park et al., 2019
elevada (70°C) além de estavel
frente a solventes como
dimetilsulfoxido, metanol,
acetona e 2-propanol

Aspergillus oryzae Lipases com atividade etanodlise Koda et al. 2010
de 6leo de colza para produgdo
de biodiesel
Rhizopus stolonifer e Lipases obtidas de micélios de Ahmed et al. 2020
Aspergillus tamarii fungos filamentosos utilizadas

como catalisadores de Oleo
residual de cozinha (ORC)

3.2 SUBSTRATOS ALTERNATIVOS PARA OBTENCAO DE BIODIESEL

Para a obtencdo do biodiesel, a matéria prima oleaginosa precisa atender critérios
como o baixo custo, facil acesso em larga escala, ndo trazer desvantagens na cadeia alimentar
e ndo haver concorréncia alimenticia e combustivel (Tan et al., 2023; Inan, Koger, Oz¢imen,
2023).

Triglicerideos sdo considerados uma fonte principal de cadeias de carbono, sendo o
0leo de palma um exemplo de excelente fonte, se mostrando superior a outras fontes lipidicas
ja descritas na literatura, além de ser de baixo custo (Hidayatullah et al., 2023; ).

As principais matérias-primas do biodiesel sdo classificadas em 3 tipos: Oleos vegetais
como Oleos de soja, pinhdo-manso, palma, semente de algodao e de girassol; gorduras animais
como sebo, banha e gordura; residuos oleaginosos de origem industrial ¢ doméstico (Tan et

al., 2020).
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Oleos de cozinha como de soja, colza e girassol, listadas na Tabela 2, também sdo

matéria-prima para obtencao do biodiesel em outros paises, mas o uso destas matérias sao

polémicas pelo fato de serem produtos alimenticios, o que pode resultar no aumento do prego

devido a concorréncia, ponto mencionado anteriormente (Ahmed et al., 2023).

Tabela 2. Substratos utilizados nas enzimas obtidas por microbiana, suas caracteristicas e condi¢des de reagdo
para obtencao de biodiesel.

Espécie microbiana Substratos Condigoes de reagao Referéncias
Burkholderia Oleo de soja Razao molar Lietal., 2017
cepacia MeOH/6leo: 4:1,
0,3% em peso de
terc -butanol e 2,5%
em peso de agua, 45
°C durante 9 h/ ciclo
Pseudomonas Oleo de girassol 500 pL de iso - Bartha-varietal.,
fluorescentes octano; Razdo molar 2020
oleo/etanol: 1:5, 30
°C por 4 h/ ciclo
Candida antarctica Oleo de colza Razao molar Miao et al., 2019
oleo/metanol: 1:6,

Alcaligenes sp.

Aspergillus tamarii

Candida antarctica

Oleo de canola

Oleo Residual de
Cozinha (ORC)

Residuos
Alimentares

45°C, 8 h/ ciclo

Razao molar
oleo/metanol: 1:3 e
1:4, 40°C, 6h/ciclo.

Razao molar
metanol/ORC, 30 °C
e 250 rpm

Razao molar
lipidio/metanol, 24
horas e 40 °C

Soler, Illanes,
Wilson, 2016

Ahmed et al. 2020

Karmee et al. 2015

A avaliagdo das lipases frente a grande variedade de substratos ricos em Oleo para a

obtencdo do biodiesel pode ser influenciada por vérios fatores como a elevada especificidade
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das lipases, sendo assim necessario selecionar lipases adequadas para cada tipo de matéria-
prima de interesse (Romano, 2020).

O uso de residuos como substrato ou matéria-prima para obtenc¢do de biodiesel atrai
interesse dos pesquisadores devido a viabilidade e vantagens como contribuir para reducao do
impacto ambiental, ja que muitas vezes residuos sao descartados de forma inadequada, como
também ¢ uma forma de atribuir valor ao material que geralmente ¢ rejeitado (Zou et al.,
2020).

Outro fator que deve ser levado em consideracdo sdo os solventes a serem utilizados.
Segundo Romano (2020) embora exista um elevado numero de lipases microbianas citadas na
literatura, apenas as enzimas de algumas espécies apresentam estabilidade frente a reagentes
utilizados na obtencao do biodiesel, sendo necessaria devida caracterizagao da enzima.

Grande parte das lipases apresenta atividade em solvente aquoso e niao aquoso,
caracterizado como ativagdo enzimatica interfacial. Esta atividade ¢ relacionada a alteragdes
conformacionais no dominio proteico denominado “tampa” que da ao substrato acesso ao sitio
ativo. Contudo, em certos casos, quando a lipase possui pouca ou nenhuma ativagdo, esta
pode apresentar atividade tanto de lipase quanto esterase, sendo necessario submeter esta
enzima a um ambiente bifasico, sendo suficiente o uso de substrato em concentragdo que
caracteriza uma fase orginica em ambiente aquoso ou solubiliza¢cdo do substrato em solvente
hidrofobico (Zanotto et al., 2009).

Diante disso, estudos da area de biocatalise t€ém contribuido para reforgar a relagdo
entre as areas de quimica e biotecnologia, onde se tem aprofundado por exemplo, estudos da
quimica em em reagdes presentes em ciéncias bioldgicas, levando a colaboragdo entre
cientistas de tais areas. Além disso, estudos envolvendo biocatalise contribuem também para
aprofundar o conhecimento da biodiversidade de potenciais fontes enzimaticas isoladas de

regioes ainda ndo tdo exploradas que podem fornecer produtos de grande interesse para a

humanidade.
4 CONSIDERAC()ES FINAIS
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De vantagens ambientais em comparacdo ao Oleo diesel, o biodiesel ¢ atrativo
principalmente no ambito econdmico j4 que o custo de produ¢do ¢ menor a industria
petrolifera, que por sua vez apresenta custo elevado quanto a exploracdo e produgao.

Utilizando-se lipases microbianas para a obten¢do do biodiesel, este se torna mais
atrativo ainda ao ndo demandar condi¢des extremas quando comparado aos catalisadores
quimicos. Dentre os géneros e espécies apresentados, destaca-se a espécie Zymomonas
mobilis, geneticamente modificada a fim de reduzir a quantidade de etapas de processamento
para obtengao de biodiesel.

Por outro lado, espécies como Pseudomonas reinekei, Bacillus licheniformis KM12,
Marinobacter lipolyticus, Aspergillus orizae, Rhizopus stolonifer e Aspergillus tamarii ndo
modificadas apresentaram caracteristicas vantajosas para obten¢do de biodiesel o que
relativamente pode baratear a obtencdo do biodiesel. Ainda no quesito barateamento de
producao, as espécies Aspergillus tamarii e Candida antarctica se destacam ao se mostrarem
vidveis na obtenc¢do de biodiesel utilizando residuos oleaginosos de cozinha, que ao serem
descartados de maneira inapropriada podem acarretar problema ambientais, sendo sua
avalia¢do na obtencdo do biodiesel uma forma de atribuir valor ao material que geralmente ¢é
rejeitado.

Neste sentido conclui-se que € perceptivel a capacidade de evolugao no quesito estudo
de catdlise enzimatica na obtencdo de biodiesel aliado ao potencial de substituicdo dos
combustiveis fosseis mesmo em passos lentos, ndo deixa de ser uma alternativa na resolucao

de problematicas em relagdo aos combustiveis fosseis e emissao de gases.
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