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Resumo

Ramos Pereira, Renata. Produgcdo de Biodiesel de Oleo de Milho Utilizando Fermentado
Sélido com Atividade Lipasica. Rio de Janeiro, 2025. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagao em Engenharia Quimica) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

Este estudo avaliou a sintese enzimatica de ésteres etilicos de acidos graxos utilizando
coprodutos da producao de etanol de milho, com foco no 6leo de milho de destilaria (OMD),
sob diferentes condi¢des reacionais. O biocatalisador utilizado foi o preparado enzimatico
sélido (PES) com atividade lipasica, obtido a partir de fermentagdo em estado soélido (FES)
do fungo Rhizomucor miehei em graos secos de destilaria com soluveis (GSDS). Os
experimentos foram conduzidos para otimizar a etandlise do OMD, avaliando diferentes
razdes molares e grau de hidratagdo do etanol. As condi¢gbes avaliadas incluiram etanol
95% e 99,8%, com razdes molares etanol:triacilglicerol (TAG) de 3:1 e 6:1 (batelada simples
e alimentada), e a adicao de etanol foi realizada tanto de forma total quanto em etapas nos
tempos 0 h e 24 h. Os melhores resultados foram obtidos com etanol 95% e razdo molar 3:1
em batelada simples, levando a um maior rendimento de ésteres (65%). Além disso, foram
realizadas reagdes consecutivas utilizando um produto com 48,8% de teor de éster, com o
objetivo de alcangar um teor minimo de éster exigido pelas especificagbes do biodiesel.
Com essa estratégia, foi possivel obter um aumento de 20% no teor de éster em relacao a
primeira reacdo, resultando em uma acidez final de 1,3%. A adicdo de 2% em massa de
Novozym 435 ao sistema aprimorou ainda mais o rendimento de ésteres, ultrapassando
95% apos trés reacbes consecutivas. O reuso do biocatalisador também foi avaliado em
reacdes de esterificacdo com acido oleico. Para isso, o biocatalisador foi lavado com etanol
95% e hexano antes de ser reutilizado. Apesar de ser observada uma redugdo na
conversao ao longo dos ciclos, o biocatalisador manteve alta eficiéncia até o quarto ciclo de
reuso, independentemente do solvente de lavagem utilizado, demonstrando seu potencial
para aplicagbes industriais. O reuso do biocatalisador também foi testado com o OMD, no
entanto, o experimento ndo apresentou o resultado esperado, havendo perda da atividade
enzimatica ja no primeiro reuso. Os resultados demonstram o potencial do OMD como uma
matéria-prima viavel para a producado de biodiesel dentro de um conceito integrado de
biorrefinaria. A avaliagcdo das condi¢des reacionais, a aplicacdo de estratégias de reacbes
consecutivas e o reuso do biocatalisador mostraram-se eficazes para melhorar as taxas de
conversao e a eficiéncia do processo.

Palavras-chave: biocombustiveis, biodiesel, milho, integracdo de processos, lipase,

desenvolvimento sustentavel, eficiéncia energética.



Abstract

Ramos Pereira, Renata. Produgcdo de Biodiesel de Oleo de Milho Utilizando Fermentado
Sélido com Atividade Lipasica. Rio de Janeiro, 2025. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagao em Engenharia Quimica) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

This study evaluated the enzymatic synthesis of ethyl esters of fatty acids using by-products
from corn ethanol production, focusing on distillers corn oil (DCO), under different reaction
conditions. The biocatalyst used was a solid enzymatic preparation (SEP) with lipase activity,
obtained through solid-state fermentation (SSF) of the fungus Rhizomucor miehei on dried
distillers grains with solubles (DDGS). The experiments were conducted to optimize the
ethanolysis of DCO by evaluating different molar ratios and the hydration level of ethanol.
The conditions tested included 95% and 99.8% ethanol, with ethanol:triacylglycerol (TAG)
molar ratios of 3:1 and 6:1 (simple and fed-batch), and ethanol addition was performed
either all at once or in steps at 0 h and 24 h. The best results were obtained using 95%
ethanol and a 3:1 molar ratio in a simple batch, leading to a higher ester yield (65%). In
addition, consecutive reactions were carried out using a product with 48.8% ester content,
aiming to reach the minimum ester content required by biodiesel specifications. With this
strategy, it was possible to obtain a 20% increase in ester content compared to the first
reaction, resulting in a final acidity of 1.3%. The addition of 2% w/w Novozym 435 to the
system further improved ester yield, exceeding 95% after three consecutive reactions. The
reuse of the biocatalyst was also evaluated in esterification reactions with oleic acid. For this
purpose, the biocatalyst was washed with 95% ethanol and hexane before being reused.
Although a decrease in conversion was observed over the cycles, the biocatalyst maintained
high efficiency up to the fourth reuse cycle, regardless of the washing solvent used,
demonstrating its potential for industrial applications. The reuse of the biocatalyst was also
tested with DCO; however, the experiment did not show the expected results, with a loss of
enzymatic activity already observed after the first reuse. The results demonstrate the
potential of DCO as a viable feedstock for biodiesel production within an integrated
biorefinery concept. The evaluation of reaction conditions, the application of consecutive
reaction strategies, and the reuse of the biocatalyst proved effective in improving conversion
rates and process efficiency.

Keywords: Biofuels, biodiesel, corn, process integration, lipase, sustainable development,
energy efficiency.
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1.  Introdugédo

A busca por fontes de energia renovaveis esta ganhando forga, impulsionando
investimentos significativos em biocombustiveis, como o etanol e o biodiesel. O objetivo é
substituir ou complementar os combustiveis fosseis tradicionais, que vém sendo
qguestionados devido as suas implicagbes ambientais. A crescente preocupagdo com o0 meio
ambiente e a necessidade de reduzir a emissdo de gases de efeito estufa tém levado
paises de todo o mundo a adotar politicas de incentivo a produgdo e ao consumo de
combustiveis renovaveis, buscando uma matriz energética mais sustentavel e

economicamente viavel (ANP, 2024).

Nesse contexto, o etanol se destaca como um dos biocombustiveis mais
amplamente utilizados. Produzido principalmente a partir da fermentacdo de agucares
presentes em matérias-primas vegetais, como a cana-de-agucar e o milho, o etanol € uma
opgao promissora para uma matriz energética mais sustentavel e economicamente viavel.
Os Estados Unidos e o Brasil sdo os maiores produtores mundiais de etanol, respondendo
juntos por cerca de 80% da producdo global. Em 2023, os EUA produziram
aproximadamente 58 bilhdes de litros de etanol, enquanto o Brasil produziu cerca de 35,5
bilhées de litros no mesmo ano (UDOP, 2024; Portal do Agronegécio, 2024).

Nos ultimos anos, a producado de etanol a partir do milho tem sido uma tendéncia
crescente, especialmente no Brasil. Na safra 2023/2024, a producao de etanol de milho
alcangou 6 bilhdes de litros, representando um aumento de 36% em relagédo ao ciclo
anterior (CNA Brasil, 2024). Com isso, esse processo nao apenas gera etanol, mas também
coprodutos valiosos, como os graos secos de destilaria com soluveis (GSDS), que é
amplamente utilizado como aditivo para ragdo animal devido ao seu alto valor proteico e o
6leo de milho de destilaria (OMD) que possui potencial para aplicagdes em mercados como

a produgao de biocombustiveis, incluindo o biodiesel (CNA Brasil, 2024).

O biodiesel é um biocombustivel biodegradavel que apresenta propriedades
fisico-quimicas semelhantes as do diesel convencional, porém com vantagens ambientais,
como menor emissao de poluentes atmosféricos (PRIO, 2024), sua produg¢do ocorre
principalmente por meio da transesterificacdo de 6leos vegetais ou gorduras animais com
alcoois de cadeia curta, como metanol ou etanol, na presenca de catalisadores (UFSCar,
2024). No entanto, o uso de catalisadores homogéneos apresenta desvantagens, como a
dificuldade na separacao e purificacdo dos produtos finais, além da geragcédo de efluentes
que requerem tratamento adequado. Uma alternativa promissora é a utilizagdo de

catalisadores heterogéneos, que oferecem vantagens como facilidade de separagédo do
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produto final, menor corrosividade e possibilidade de reutilizagdo, contribuindo para a
sustentabilidade do processo (IFRN, 2024). Dentre esses catalisadores, as lipases
imobilizadas se destacam por sua alta seletividade e eficiéncia em condi¢cdes de reacao
mais brandas. Além disso, as lipases podem ser reutilizadas, o que agrega valor ao
processo produtivo, reduzindo custos e minimizando a geracao de residuos (FAPESP,
2024). Essa abordagem pode contribuir significativamente para o desenvolvimento de uma

matriz energética mais sustentavel e economicamente viavel.

A integracdo dos processos de produgdo de etanol e biodiesel a partir dos
coprodutos do milho, como o OMD e o GSDS, oferece uma oportunidade Unica para
agregar valor e aumentar a eficiéncia das biorrefinarias. Ao utilizar o OMD como
matéria-prima na producgao de biodiesel e 0 GSDS como meio de cultivo para a producao de
lipases por fermentacdo em estado sélido (FES), é possivel criar uma cadeia de valor mais

integrada e sustentavel.

Essa abordagem ndo apenas possibilita a redugdo de custos na produgdo de
biodiesel, mas também reforga a viabilidade econémica e ambiental desse processo. Além
disso, a integracdo dos processos de producdo de etanol e biodiesel pode contribuir para a
diversificagdo da matriz energética, agregar valor aos coprodutos agroindustriais e

promover o desenvolvimento sustentavel.

Nesse contexto, este estudo tem como objetivo analisar a producdo de biodiesel a
partir dos coprodutos do milho, visando a integragédo de processos de producgéo de etanol e
biodiesel e destacando as oportunidades e desafios associados a essa abordagem. Além
disso, sera investigado como essa integragcdo pode otimizar o aproveitamento de
matérias-primas, reduzir desperdicios e fortalecer a viabilidade econémica e ambiental da
producéo de biocombustiveis. Essa pesquisa visa contribuir para o avang¢o do conhecimento
sobre a produgado de biocombustiveis e promover a adogéo de praticas mais sustentaveis e

eficientes na industria.
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Figura 1: Fluxograma da integragéo dos processos de produgao de etanol e biodiesel.
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2.  Revisao Bibliografica
2.1. Etanol
Também conhecido como alcool etilico, o etanol € um biocombustivel renovavel
amplamente produzido por meio da fermentacdo de agucares por microrganismos,
geralmente leveduras. A reagao quimica basica para a produgao de etanol a partir da

glicose, principal agucar fermentavel, pode ser representada pela equacgao da Figura 1:

Leveduras

Cﬂ[flj()ﬁ —_— QPQII:,OII -+ ?(?f)z

Figura 2: Representac&o da reac&do quimica basica para a produgéo de etanol a partir da
glicose.

De acordo com estudos recentes , o etanol é conceituado como um biocombustivel
liquido renovavel, obtido mediante a fermentacdo de biomassa vegetal, como
cana-de-agucar e milho. Essa substancia apresenta-se como uma alternativa promissora
para substituir parcial ou totalmente a gasolina em motores de combustdo interna,
contribuindo para a redugédo das emissdes de gases de efeito estufa e para a mitigagao das
mudancas climaticas (Kumar et al., 2019).

Contendo uma grande concentragcdo de produgdo nos Estados Unidos, o maior
produtor de etanol no mundo, o etanol segue sendo mais rentavel ao pais, ja que ele
dependia significativamente das importacbes de petréleo, com mais de 62% do petréleo
sendo importado nos anos 90. Com isso, o etanol passa a ser uma alternativa renovavel
que pode contribuir para a reducdo da dependéncia energética dos Estados Unidos em
relagdo as importagdes de petroleo, a partir de sua retirada do milho. Ao aumentar a
producdo e o consumo de etanol, ha consequentemente uma reducdo em sua
vulnerabilidade as flutuacbes do mercado internacional de petréleo e um aumento de sua
seguranca energética (Bothast; Schileicher, 2004).

O Brasil tem uma atuagao muito proeminente em sua produg¢ao de cana-de-agucar,
sendo o0 segundo maior produtor de etanol do mundo. Desde 1920 o pais vem aprimorando
suas técnicas, e o0 etanol ha décadas desempenha um papel importantissimo na matriz
energética nacional destacando-se como uma fonte renovavel e sustentavel de energia
(BNDES Setorial, 2007). De acordo com estudos realizados pela Unido da Industria de
Cana-de-Acgucar (UNICA, 2020), a utilizagdo do etanol no Brasil, desde o langamento dos
veiculos flex até o inicio de 2019, resultou na reducao de 535 milhdes de toneladas de CO2
equivalente na atmosfera, contribuindo significativamente para a mitigagdo das emissoes de

gases de efeito estufa.
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A Unido Europeia (UE) tem implementado politicas para promover a producao e uso
de biocombustiveis, incluindo o etanol, como parte de sua estratégia para reduzir as
emissbes de gases de efeito estufa (GEE) e mitigar as mudangas climaticas (Comisséo
Europeia, 2020). No entanto, a producdo de etanol na UE é relativamente limitada em
comparacao com outros paises, como o Brasil, que € um dos principais produtores mundiais
de etanol (OECD/FAQO, 2020). Em analises realizadas foram demonstrados que o balango
energético da produgao de etanol é favoravel, uma vez que a energia liquida produzida por
um galao de etanol excede a energia féssil utilizada em sua produgéo (Shapouri et al. 1996;
Wang et al. 1997).

Os dois maiores produtores de etanol sdo Brasil e Estados Unidos. No Brasil a
producdo majoritariamente é feita a partir da cana-de agucar e do milho, enquanto os

Estados Unidos utilizam apenas o milho (Bothast, Schlicher, 2004).

2.2.  Etanol de milho no Brasil

De acordo com a CONAB (2024), a producao de etanol no Brasil alcangou um
patamar recorde em 2024, com uma oferta total de 36,83 bilhdes de litros, sendo que o
etanol de milho apresentou um crescimento de 32,8% e alcangou 7,7 bilhdes de litros.
Embora o Brasil possua papel de destaque na produgdo de etanol a partir da
cana-de-agucar, estudos recentes tém explorado alternativas inovadoras para a produgao
de etanol, incluindo a utilizacdo de novas matérias-primas, como bagagco de
cana-de-agucar, milho e mandioca, além da implementagdo de processos tecnoldgicos
avancados, como a alcoolquimica. Essas iniciativas visam diversificar as fontes de
producéo de etanol e otimizar os processos produtivos, contribuindo para a consolidagao do
Brasil como lider no setor de biocombustiveis, segundo a Embrapa (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria) em 2021.

A producao de etanol de milho no Brasil configura-se como uma fonte relevante de
energia renovavel, contribuindo significativamente para a mitigagao das emissdes de gases
de efeito estufa e a melhoria da qualidade do ar, conforme destacado por Seabra et al.
(2020). Além disso, a rentabilidade da producao de etanol de milho tem sido substancial,
especialmente em regides como o Centro-Oeste, onde a estrutura de custo competitiva e a
expansao da area cultivada tém favorecido a producédo, como observado por Silva et al.
(2019).

Observa-se um crescimento significativo na utilizacdo de milho para a produgao de
etanol no Brasil, especialmente na regido Centro-Oeste, nas ultimas safras. Esse aumento é
atribuido a viabilidade econémica e a disponibilidade de matéria-prima na regido, o que tem
impulsionado a expansao da industria de etanol de milho no pais. Entre as safras 2018/19 e

2019/20, o volume de producao de etanol de milho mais que dobrou chegando a quase 5%
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da producdo nacional do biocombustivel, e a tendéncia é de que continue em expanséo,
inclusive com a instalagdo de novas unidades de produgédo (CONAB, 2020a). E essencial
reconhecer que a producédo de etanol de milho também enfrenta desafios significativos,
incluindo a concorréncia com a produgao de etanol de cana-de-acglcar e a necessidade de
investimentos em infraestrutura e tecnologia, conforme observado por Martins et al. (2020).
Essa compreensao é fundamental para desenvolver estratégias sustentaveis e eficazes
para o setor.
2.21. Coprodutos da producgéo de etanol de milho

2.21.1.  Graos Secos de Destilaria com Soluveis (GSDS)

Os Graos Secos de Destilaria com Soluveis (GSDS) representam um coproduto
valioso da producio de etanol a partir de milho, obtido apds a fermentagao e a destilacao
para a producao do etanol do milho (Kim et al., 2018). Segundo Buenavista et al. (2021), o
GSDS pode ser aproveitado como matéria-prima para a producéo de biodiesel, a partir da
extragcao do 6leo. Sua caracterizacao revelou propriedades fisicas que o tornam uma fonte
renovavel e sustentavel para a fabricagao de biocompésitos, destacando-se pela resisténcia
a umidade e boas propriedades térmicas. Esse uso contribui para reduzir a dependéncia de
recursos nao renovaveis e minimizar o impacto ambiental ao valorizar residuos gerados na
producdo de etanol (Zarrinbakhsh et al., 2013; Mohanty et al., 2000). Essa abordagem
sustentavel para a producao de biodiesel de milho ndo apenas contribui para a redugao das
emissdes de gases de efeito estufa, mas também promove a utilizagao eficiente de recursos
€ a minimizacao de residuos.

Composicionalmente, o GSDS ¢é uma mistura complexa de grdos de milho ndo
fermentados, proteinas, gorduras, minerais e vitaminas, conforme destacado por Liu et al.
(2019). Devido ao seu alto teor de proteinas e energia, ele pode ser utilizado como alimento
para animais, especialmente para aves e suinos, tornando-se uma fonte importante de
nutricdo para a industria pecuaria (Wang et al., 2020). Essa aplicacdo do GSDS n&o apenas
reduz os custos de producdo de alimentos para animais, mas também contribui para a
reducéo de residuos na producao de etanol.

Além disso, sob outra perspectiva, o GSDS pode ser valorizado por meio de sua
aplicacdo em bioprocessos, como na produgdo de enzimas por fermentacdo em estado
sélido. Seu alto teor de matéria organica e nutrientes essenciais favorece o crescimento de
microrganismos especificos, tornando-o um substrato promissor para a biotecnologia

industrial e a producao sustentavel de biocatalisadores.
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2.21.2.  Oleo de Milho de Destilaria (OMD)

O OMD é um segundo coproduto da producédo de etanol a partir do milho, obtido
apo6s a fermentagcdo e destilagdo do grdo. Diferente do 6leo de milho refinado
comercializado para consumo humano, o OMD possui uma composicao distinta, sendo mais
rico em acidos graxos livres (AGLs) e impurezas que impactam sua qualidade e estabilidade
(Kumar et al., 2020; Li et al., 2019).

Composicionalmente, o OMD contém uma alta concentragdo de acidos graxos
insaturados, incluindo émega-6 e 6mega-3, que possuem propriedades benéficas para a
saude, mas também uma elevada acidez, o que pode dificultar seu uso direto em processos
de transesterificacao catalisados por bases (Chen et al., 2019; Zhang et al., 2020). Estao
presentes em sua composicdo os seguintes acidos graxos: linoleico (18:2), oleico (18:1),
palmitico (16:0), linolénico (18:3n3), estearico (18:0), araquidico (20:0) e cis ou
z-11-eicosanoico (20:1n9). A elevada acidez do OMD, como a encontrada por Aguieiras et
al. igual a 13,1 £ 1,96 (% em massa), pode levar a formagéo de sabdes indesejaveis

durante a reacgéo, reduzindo a eficiéncia na conversao para biodiesel.

Além disso, a recuperagéo do OMD ainda representa um desafio, pois cerca de 50%
do d6leo de milho disponivel ndo é recuperado durante o processo de produgao de etanol.
Essa perda é atribuida a complexidade das operagdes envolvidas, como fermentacéo,
destilagdo e secagem. Para aumentar a eficiéncia de recuperacao, diversas técnicas tém
sido estudadas, incluindo o uso de enzimas, como proteases, que podem elevar a extracao

do 6leo em até 10% (Novozymes, 2020).

A reducdo da acidez do OMD é um fator crucial para ampliar suas aplicacoes,
especialmente para permitir a utilizacdo de catalisadores basicos na produgao de biodiesel.
Estratégias como o pré-tratamento por neutralizagdo quimica ou a remogao seletiva de
acidos graxos livres podem melhorar sua qualidade, tornando-o mais adequado para
processos industriais (Kumar et al., 2020). Além disso, a otimizagdo do processo de
branqueamento pode contribuir para a remog¢éo de impurezas e a melhoria da estabilidade
do dleo, tornando-o comparavel a 6leos de grau industrial e expandindo suas aplicagdes

além da producgao de biocombustiveis (Kumar et al., 2020).

2.3. Biodiesel
Devido a atual dependéncia global do petroleo e do diesel de petrdleo, ou

combustiveis fosseis, que tém sido amplamente utilizados como fontes de energia
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primarias, um renovado interesse e uma crescente conscientizagdo sobre fontes de energia
alternativas, como biodiesel, hidrogénio e bioetanol, para uso em motores diesel tem sido
observado (Akoh et al., 2007).

O biodiesel, um combustivel renovavel e sustentavel, é formalmente definido pela
ASTM International como um composto organico resultante da esterificacdo de acidos
graxos de cadeia longa, que cumprem rigorosamente os parametros estabelecidos pela
norma ASTM D6751 (ASTM, 2008a). Segundo a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural
e Biocombustiveis (ANP), o biodiesel é composto por uma mistura de ésteres de acidos
graxos, que sao derivados de 6leos vegetais ou animais (ANP, 2023).

Seguindo dessa maneira, a composi¢do quimica do biodiesel é caracterizada pela
presenca de uma mistura de ésteres de acidos graxos, incluindo ésteres de acido oleico
(C18:1), ésteres de acido linoleico (C18:2), ésteres de acido palmitico (C16:0) e ésteres de
acido estearico (C18:0), conforme estabelecido pela norma ASTM D6751-19 (ASTM, 2019).
Adicionalmente, o biodiesel pode conter outros componentes, tais como glicerol, agua e
impurezas, que sao considerados na norma EN 14214:2019 (EN, 2019).

Fatores ambientais, tais como a temperatura, a pressdo e a umidade, durante o
armazenamento e o transporte podem exercer uma influéncia significativa sobre a
composicdo do biodiesel (Canakci; Van Gerpen, 2001). Com isso, caracteristicas
fisico-quimicas do biodiesel s&o influenciadas pela sua composicdo e por fatores
ambientais. Em geral, o biodiesel apresenta um ponto de fusdo entre -10°C e 10°C, um
ponto de ebulicdo entre 150°C e 400°C, uma densidade entre 0,88 e 0,90 g/cm?, uma
viscosidade entre 3,5 e 5,0 mm?s, um indice de cetano entre 45 e 65, um conteudo de
enxofre muito baixo, geralmente inferior a 0,001%, e um conteudo de agua geralmente
inferior a 0,05% (Ma e Hanna, 1999). A estabilidade oxidativa do biodiesel é influenciada
pela sua composicao e pela presencga de antioxidantes.

Isso destaca a importancia de considerar cuidadosamente todos os aspectos da
produgdo e do manuseio do biodiesel para garantir sua qualidade e desempenho no

desenvolvimento e na utilizagcdo desse combustivel alternativo (Akoh et al., 2007).

2.3.1.  Consumo e producgao
No Brasil, o governo federal instituiu, em 2004, o Programa Nacional de Producéao e
Uso do Biodiesel (PNPB), com o objetivo de incorporar o biodiesel a matriz energética
nacional de forma sustentavel e inclusiva (Brasil, 2004). As diretrizes principais do programa
incluem a promogao de um modelo de produgao que respeite 0 meio ambiente e os direitos
sociais, garantindo pregos competitivos e qualidade do produto, além de fomentar a
diversificagcdo de culturas oleaginosas e fortalecer a agricultura familiar. Além disso, o

programa oferece beneficios fiscais e subsidios para os produtores, visando incentivar a
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producao de biodiesel de forma sustentavel e socialmente responsavel. A Lei n°® 11.097, de
13 de janeiro de 2005, estabeleceu a obrigatoriedade da adi¢do de biodiesel ao dleo diesel
comercializado no Brasil, com um percentual minimo de 5% em volume (BRASIL, 2005).
Essa medida visou reduzir a dependéncia do pais dos combustiveis fosseis e promover a
sustentabilidade energética. Posteriormente, a Lei n° 13.033, de 24 de setembro de 2014,
alterou esse percentual para um minimo de 11% e maximo de 15% de biodiesel no diesel
rodoviario (BRASIL, 2014). Essa mudanca refletiu a evolugao da politica energética do pais
e a necessidade de aumentar a participacao do biodiesel na matriz energética. Por fim, a
Lei n° 13.263, de 23 de margo de 2016, modificou a Lei n°® 13.033, de 24 de setembro de
2014, ao estabelecer um cronograma progressivo para a elevagdo dos percentuais
obrigatérios de adicdo de biodiesel ao 6leo diesel comercializado no territério nacional
(BRASIL, 2016). Em margco de 2024, o percentual da mistura foi definido em 14%
(Resolugédo CNPE n° 8/2023), com previsao de atingir 15% em margo de 2025 (BRASIL,
2023). Essa alteracao legislativa trouxe maior clareza e previsibilidade para o setor,
reafirmando o compromisso do governo com a sustentabilidade energética e a reducéo da
dependéncia de combustiveis fosseis.

Padrdes de biodiesel foram estabelecidos em varios paises com o objetivo de
garantir que apenas biodiesel de alta qualidade chegue ao mercado. Esses padrbes sao
fundamentais para assegurar a qualidade e a seguranca do combustivel, além de promover
a confianga dos consumidores e a sustentabilidade do setor (Moser, 2010). Nesse contexto,
a ANP desempenha um papel fundamental na regulacdo da producgdo, importagdo e
comercializagdo de biodiesel no Brasil. Além disso, a agéncia regulamentou a adi¢cdo de
biodiesel ao 6leo diesel, estabelecendo regras para a comercializagdo de biodiesel para
atendimento da adigéo obrigatéria (ANP, 2009). Essa regulamentacao foi fundamental para
garantir a qualidade e a seguranga do biodiesel comercializado no pais, visando garantir a
qualidade do produto e proteger os consumidores. Ela estabelece rigorosas especificagdes
de qualidade para o biodiesel, conforme disposto na Resolugdo ANP n° 920, de 4 de abril
de 2023. Essas especificagbes incluem parametros como teor de agua, indice de acidez e
estabilidade a oxidacdo, que sao fundamentais para garantir a qualidade e a segurancga do
biodiesel exigindo que os produtores e importadores de biodiesel mantenham um sistema
de controle de qualidade, que inclui a realizagdo de analises laboratoriais e a emissao de
certificados de qualidade (ANP, 2023).

A producdo de biodiesel no Brasil esta intimamente relacionada a producgdo de
graos, especialmente soja, que € um dos principais insumos utilizados. De acordo com a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a producdo de graos no Brasil deve
alcancar 322,3 milhdes de toneladas na safra 2024/25, o que representa um aumento

significativo em relagdo as safras anteriores (CONAB, 2023). E fundamental considerar que
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a producdo de biodiesel ndo é exclusivamente dependente da producédo de grdos, mas
também esta influenciada por outros fatores cruciais, como a demanda por combustiveis
renovaveis e a politica energética nacional, que desempenham um papel vital na definicao
dos rumos da producdo de biodiesel no pais, conforme estabelecido pela Resolugao
16/2018 do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE), que traga diretrizes para a
politica energética nacional, incluindo a meta ambiciosa de produzir 10,2 bilhées de litros de
biodiesel em 2025 (BRASIL, 2018). De acordo com o relatério "Estatisticas 2023 -
Biodiesel", publicado pela ANP, a produgdo de biodiesel no Brasil apresentou um
crescimento significativo de 269,82% entre os anos de 2008 e 2017. Além disso, o relatorio
destaca que o estado do Rio Grande do Sul é o principal produtor de biodiesel no pais, com
a soja sendo a matéria-prima mais utilizada nesse processo.

Nesse contexto, a soja desempenha um papel fundamental como matéria-prima
para a producéao de biodiesel, conforme destacado pela Associacao Brasileira das Industrias
de Oleos Vegetais (Abiove), que registrou uma média de uso de 6leo de soja para biodiesel
de 2,54 milhdes de toneladas em 2016, correspondendo a 32,6% da producéo total de 6leo
de soja na safra 2015/16, conforme relatério da Abiove (ABIOVE, 2017).

2.3.2. Matéria- prima e processos de produgao
A selecdo da matéria-prima e do processo de produgao desempenham um papel
crucial na determinagcdo da composi¢ao quimica do biodiesel, pois afeta a qualidade e a
quantidade do produto final (Canakci e Van Gerpen, 2001). A principal rota de producéao de
biodiesel utiliza éleos vegetais e gorduras animais como matérias-primas em reacdes de
transesterificacido. A transesterificacdo € uma reacido quimica que envolve a substituicdo do
grupo alquilico de um éster por um grupo alquilico de um alcool (Fukuda et al., 2001).

Pode ser visto sua representagao na Figura 2:

H,C~OCOR, R,COOR, H,C—OH
catalisador =
HC-OCOR; + 3R—0H ~ R;COOR, + HC—OH
| + |
H.C—OCOR, R.COOR, HL—0OH
Triaciigliceriden Misiura de Gilicarol
ésteres

Figura 3: Figura do esquema de reagéo de transesterificagao.
Fonte: Geris et al., 2007
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Ja a esterificagdo € uma reagdo quimica que envolve a conversado de acidos graxos
em ésteres e agua, utilizando um alcool e um catalisador (Freedman et al.,1986; Ma e
Hanna, 1999). Essa reagdo é importante para a produgdo de biodiesel, pois permite a
conversao de acidos graxos em ésteres (Figura 3).

0 O
J'I\ M+ R,-0H /u\ ~R2

R SO B e F
acido carboxilico alcool ester

H,0

Figura 4: Figura do esquema de reacéo de esterificagao

No Brasil, a produgdo acontece principalmente a partir do 6leo de soja, que
apresenta uma disponibilidade consistente ao longo do ano, gragas a existéncia de uma
cadeia produtora e distribuidora bem estabelecida no pais, como pode ser observado na
Tabela 1 (Alves et al., 2017; ANP, 2024). Essa caracteristica é fundamental para garantir a
seguranga e a estabilidade do fornecimento de biodiesel, permitindo que o Brasil se
mantenha como um dos principais produtores de biodiesel do mundo.

Além do dleo de soja, os dleos vegetais de colza, de girassol e de palma também
podem ser utilizados, enquanto as gorduras animais incluem a gordura de boi e a gordura
de porco (Fukuda et al., 2001). Os Oleos vegetais sado ricos em acidos graxos, incluindo
palmitico (hexadecandico), estearico (octadecandico), oleico (9(Z)-octadecendico), linoleico
(9(Z2),12(Z)-octadecadiendico) e linolénico (9(Z),12(Z),15(Z)-octadecatriendico) (Knothe;
Razon, 2017).

Fontes alternativas aos 6leos vegetais refinados, incluindo o uso de matérias-primas
residuais como o OMD representam uma oportunidade de desenvolvimento econémico e
tecnoldgico no setor de biocombustiveis.

Matérias-primas wtilizadas na produgio de biodiesel (B100] [m”)

Matérias-primas |

2322

2014 20 | 2o | 2007 2018 200 | 2020 [ a0n 2022 2023 *
Total 3324009 3767987 3626224 4271271 5346755 6035806 6542333 6806324 6425431 7.546.133 17,45
Oleo de soja 2573331 2060687 2828765 2064246 3743316 4087804 4677523 4807873 4225399 5217004 2349
Outros dleos vegetais' 7219 76.411 60.753 54371 128.858 350.193 297144 280.711 23147 330.407 42,74
Gordura animaf 640.454 687.992 £20.181 T15.273 852505 831.632 737.834 T14.242 778.170 638.788 AT
Outros® 38.028 42.398 115.525 437,381 612.076 765.178 829.832 803.499  1.190.081  1.358.945 14,19

Tabela 1: Matérias - primas utilizadas na produgao de biodiesel (B100).
Fonte: ANP. Anuario Estatistico Brasileiro do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
2024.
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A respeito dos alcoois usados, embora o etanol seja ambientalmente vantajoso em
contextos como o brasileiro, seu uso enfrenta a concorréncia do metanol, amplamente
utilizado como reagente na transesterificacdo (Freedman et al., 1986). O etanol, produzido
principalmente a partir da cana-de-agucar no Brasil, € um recurso renovavel e sustentavel
que reduz ainda mais as emissdes de gases de efeito estufa quando comparado ao metanol
de origem foéssil (OECD/FAO, 2020). Além disso, a integragdo da producao de biodiesel e
etanol de milho em biorrefinarias ¢ uma vantagem competitiva no contexto brasileiro,
otimizando o uso de recursos e reduzindo custos operacionais (EMBRAPA, 2014).

Entretanto, o metanol apresenta vantagens econémicas significativas devido ao seu
menor custo e maior disponibilidade no mercado internacional (ASTM INTERNATIONAL,
2008). Ele também possui maior reatividade na transesterificagdo, exigindo menores
quantidades para alcancgar rendimentos elevados (Ma; Hanna, 1999). Contudo, o metanol é
derivado de fontes fosseis, o que limita seu apelo em estratégias voltadas para a
sustentabilidade. A escolha entre etanol e metanol depende, portanto, de fatores
econdmicos, ambientais e técnicos, além de estar intimamente ligada a disponibilidade
regional de cada recurso.

No Brasil, a preferéncia pelo etanol reflete ndo apenas a abundancia de
matéria-prima, mas também os beneficios ambientais associados ao seu uso, alinhando-se
aos compromissos do pais com a redugdo de emissdes e a diversificacdo energética

(Ministério de Minas e Energia, 2024).

2.4. Biodiesel de Milho

O biodiesel de milho é um biocombustivel que tem ganhado atencédo nos ultimos
anos devido ao seu potencial como fonte de energia renovavel e sustentavel. De acordo
com Veljkovi¢ et al. (2018), o biodiesel de milho é composto por ésteres alquilicos de acidos
graxos, que sao derivados do 6leo de milho. Esse 6leo é rico em acidos graxos essenciais,
como o acido linoleico, o acido oleico e o acido palmitico, que desempenham um papel
fundamental na formacado dos ésteres alquilicos, os principais componentes do biodiesel
(Veljkovic et al., 2018).

A producao de biodiesel de milho envolve diferentes etapas, sendo a extragdo do
6leo uma das mais importantes. O 6leo de milho pode ser extraido diretamente do gérmen
de milho ou obtido na forma do OMD, conforme descrito previamente. A extragdo do OMD é
particularmente vantajosa do ponto de vista econbmico e ambiental, pois aproveita um
coproduto da producédo de etanol, reduzindo custos e promovendo a sustentabilidade do

processo (Aguieiras et al., 2024). Apos a extragédo, o 6leo de milho passa pela reagao de

22



transesterificacdo, onde os triglicerideos presentes no éleo sdo convertidos em ésteres
alquilicos por meio da reagcdo com um alcool, como metanol ou etanol, na presenca de um

catalisador.

Portanto, o biodiesel de 6leo de milho de destilaria representa uma alternativa
promissora na busca por combustiveis renovaveis e sustentaveis, especialmente quando
associado ao uso de tecnologias inovadoras e estratégias integradas de producdo em
biorrefinarias. A integracao de processos, o aproveitamento de coprodutos e a constante
evolugdo das tecnologias de conversdo sao fatores fundamentais para consolidar o

biodiesel de milho como uma solugéo viavel e competitiva no mercado energético.

24.1. Catalisadores

Os catalisadores desempenham um papel fundamental na producédo de biodiesel,
pois eles tém a capacidade de influenciar a taxa de reacao, a seletividade e a estabilidade
do produto (Ma e Hanna, 1999; Wan Nur Aisyah Wan Osmana et al., 2024). Essa
importancia se deve ao fato de que os catalisadores sdo substancias que aceleram a
velocidade de uma reagao quimica sem serem consumidos ou alterados durante o processo
(Kresge et al., 1992). Além disso, os catalisadores tém a capacidade de reduzir a energia de
ativacdo necessaria para que a reagao ocorra, permitindo que a reacéo seja realizada em
condigbes mais brandas (Kresge et al., 1992).

Segundo Wan Nur Aisyah Wan Osmana et al. (2024), existem varios tipos de
catalisadores que podem ser utilizados na producao de biodiesel e a escolha do tipo de
catalisador depende das condicbes especificas da reagao e do tipo de biodiesel que se
deseja produzir. Portanto, € fundamental considerar as caracteristicas e vantagens de cada
tipo de catalisador para otimizar a producao de biodiesel.

A transesterificacdo quimica envolve o uso de catalisadores acidos ou alcalinos, e a
transesterificacdo enzimatica utiliza enzimas como catalisadores. Embora ambos os
métodos sejam eficazes, a transesterificagdo enzimatica € considerada uma alternativa
mais sustentavel e ambientalmente compativel, pois as enzimas s&o catalisadores naturais
que operam em condi¢cdes mais brandas e geram menos residuos quimicos (Mathew et al.,
2021).

O catalisador basico, é capaz de reduzir a energia de ativagdo necessaria para a
reacdo e melhorar a seletividade do produto (Akoh et al., 2007). Segundo Vicente et al.
(2004) e Freedman et al. (1986), os catalisadores basicos mais utilizados sédo os hidréxidos
e alcoxidos de sédio ou de potassio. Mas a utilizacdo de catalisadores basicos apresenta

uma limitagdo quando o dleo contém altos teores de acidos graxos livres (AGL), podendo
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levar a formagéo de sabdes e reduzir o rendimento da reacao (Kumar et al., 2018). Nesses
casos, a utilizacdo de catalisadores acidos ou biocatalisadores enzimaticos pode ser uma

alternativa mais eficaz.

O catalisador acido é capaz de acelerar a reacéo de transesterificagcao e melhorar a
eficiéncia do processo (Ma e Hanna, 1999). Com isso, na catdlise acida, os acidos de
Brénsted sao os mais utilizados, incluindo o acido cloridrico, sulfurico (anidros) e sulfénicos
(Kildiran et al., 1996; Siler-Marinkovic e Tomasevic, 1998). Esse método é particularmente
util quando o dleo utilizado como matéria-prima possui alto teor de acidos graxos livres e
agua. Além disso, o acido sulfurico é frequentemente empregado devido a sua capacidade
de fornecer uma taxa de reacdo mais rapida e uma maior seletividade para o produto
desejado (Ma e Hanna, 1999).

No entanto, o uso de catalisadores acidos apresenta algumas desvantagens. O
principal desafio € a sua corrosividade, que pode causar danos significativos aos
equipamentos de processamento, aumentando os custos de manutencdo e exigindo
materiais resistentes a corrosdo (Ma e Hanna, 1999). Além disso, a remogao do catalisador
e a purificacdo do biodiesel tornam-se mais complexas e dispendiosas, devido a
necessidade de neutralizagédo e posterior separagdo dos subprodutos acidos (Kildiran et al.,
1996).

Os catalisadores enzimaticos sdo uma opcado promissora para a produgdo de
biodiesel, pois eles podem oferecer uma maior seletividade e eficiéncia em comparagao
com os catalisadores quimicos tradicionais, como destaca Moser (2010) e Liu et al. (2019)
e podem catalisar tanto reagdes de transesterificacdo quanto de esterificacdo, permitindo o
uso de dleos residuais com elevados teores de AGL, tais como OMD e acidos graxos livres
(Akoh et al., 2007). Além disso, biocatalisadores produzem glicerol de alta pureza e
demandam menos etapas de purificagdo, reduzindo os custos de producgéo e os impactos
ambientais (Ferrari et al., 2005).

No entanto, esses catalisadores também apresentam algumas limitagdes, incluindo
um alto custo, baixa estabilidade e sensibilidade as condigées de reagao. Diante disso, para
superar essas limitacdes, é fundamental desenvolver novas tecnologias e estratégias para a
producdo de catalisadores enzimaticos, como a utilizacao de fontes de enzimas com maior
estabilidade e a otimizagao das condi¢des de reagao (Liu et al., 2019). Isso pode ajudar a

tornar a producao enzimatica de biodiesel mais eficiente, sustentavel e rentavel.
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24.2. Lipases

A hidrélise de triglicerideos € um processo bioquimico fundamental que é catalisado
pelas lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3), enzimas que desempenham um
papel crucial na liberagdo de acidos graxos e glicerol (Sharma et al., 2020; Kumar et al.,
2016). Essas enzimas sao classificadas em diferentes tipos, incluindo lipases acidas,
alcalinas e neutras, cada uma com propriedades e aplicagdes especificas que sao
determinadas por sua estrutura molecular e mecanismo de agdo (Lee et al., 2018). As
lipases se destacam por sua alta seletividade e eficiéncia em condicbes de reagdo mais
brandas. Além disso, as lipases, quando imobilizadas, podem ser reutilizadas, o que agrega
valor ao processo produtivo, reduzindo custos € minimizando a geragao de residuos. Os
avancos na tecnologia de producado de lipases tém permitido a produgcédo de biodiesel de
forma eficiente e sustentavel (Santos et al., 2020). Além disso, as lipases também tém
aplicacbes na industria alimenticia, na medicina e em outras areas, destacando sua
versatilidade e importancia para a sociedade.

No entanto, a producdo de biodiesel com lipases também apresenta alguns desafios,
incluindo a estabilidade das mesmas durante o processo e seu elevado custo (Sharma et
al., 2020). Além disso, o processo de produgao de biodiesel com lipases pode ser dificil de
escalonar para grandes quantidades (Kumar et al., 2016). Dessa forma, torna-se necessario
o desenvolvimento de tecnologias que promovam melhora da atividade e estabilidade

dessas enzimas, além da reducao dos custos de producéo.

2.4.2.1. Producao de lipases por fermentacido em estado sélido

A produgdo de lipases por fermentagdo em estado sdlido (FES) é amplamente
reconhecida como uma técnica promissora para a obtencao de enzimas de alta qualidade
(Singhania et al,, 2017; Kumar et al., 2018). Esse processo envolve o cultivo de
microrganismos em meios sélidos, o que proporciona um ambiente semelhante ao natural
de muitos fungos e bactérias produtoras de enzimas. Além de ser uma tecnologia eficaz, a
FES destaca-se por sua sustentabilidade, especialmente quando coprodutos agricolas,
como farelos, tortas oleaginosas e cascas de frutas, sdo utilizados como meio de cultivo
(Aguieiras et al., 2024; Patel et al., 2020).

A FES apresenta diversas vantagens sobre a fermentagdo submersa, como maior
concentragao de enzimas, menor consumo de agua e energia, além de uma produgao mais
econdmica quando comparada a métodos convencionais (Pandey et al., 2019). Isso se deve

a simplicidade do processo e a possibilidade de utilizar residuos agroindustriais como fonte
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de carbono e nutrientes essenciais, reduzindo os custos de produgdo e promovendo o

reaproveitamento de subprodutos agricolas.

A aplicagao de lipases obtidas por FES € vasta, incluindo a produgéo de biodiesel,
modificagdo de gorduras e dleos, sintese de compostos aromaticos e tratamento de
residuos industriais. A producdo dessas enzimas por FES permite ndo apenas reduzir o
custo do processo, mas também aumentar a sustentabilidade das operacdes industriais,

promovendo uma economia circular (Patel et al., 2020).

A selecao do microrganismo adequado é crucial para o sucesso da produgao de
lipases por FES. Fungos filamentosos, como Rhizomucor miehei e Aspergillus niger, sao
frequentemente utilizados devido a sua capacidade de produzir grandes quantidades de
enzimas extracelulares em condi¢gbes de baixa disponibilidade de agua (Kumar et al., 2018;
Cavalcanti et al.,, 2005). O tipo de substrato e as condi¢cdes de fermentacdo, como
temperatura, umidade e tempo de incubacdo, também influenciam diretamente a
produtividade e a atividade da enzima produzida. A fermentacao pode ser conduzida em
diferentes tipos de biorreatores, como bandejas e sistemas de coluna, cada um

apresentando vantagens especificas para a otimizagdo da produgéo (Pandey et al., 2019).

Dentre os coprodutos utilizados na producdo de lipases por FES, estudos
demonstram que o GSDS oriundo da producéo de etanol de milho é um substrato adequado
para o fornecimento uma matriz estrutural ideal para o crescimento microbiano, mas
também ¢é rico em proteinas e fibras, o que contribui para a producao de lipases com

elevada atividade catalitica (Aguieiras et al., 2024).

Nesse caso, a utilizacdo direta do material fermentado soélido e seco como
biocatalisador, na forma de preparado enzimatico sélido (PES) com atividade lipasica
apresenta vantagens no que diz respeito ao fato da lipase encontrar-se aderida ao material

sélido fermentado, sem a necessidade de sua extragcado e imobilizagéo.

Portanto, a fermentagcdo em estado solido utilizando substratos de baixo custo e
microrganismos selecionados representa uma estratégia eficiente para a produgao de
lipases em escala industrial, destacando-se como uma alternativa sustentavel e competitiva

para processos enzimaticos de alta demanda.
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3. Materiais

Oleo de milho de destilaria (OMD) e os grdos secos de destilaria com soltveis
(GSDS) foram obtidos de uma planta industrial brasileira localizada no Mato Grosso do Sul.
O OMD apresentou acidez de 13,1 + 1,96% em massa e a seguinte composicao de acidos
graxos (% em massa): 46,2 £ 1,3 de acido linoleico (18:2), 30,7 + 0,5 de &cido oleico (18:1),
12,6 + 0,5 de acido palmitico (16:0), 7,2 £ 2,4 de acido linolénico (18:3n3), 2 + 0,1 de acido
estearico (18:0), 0,9 de acido araquidico (20:0) e 0,5 de acido cis ou z-11-eicosanoico

(20:1n9), conforme descrito por Aguieiras et al. (2022).

O biocatalisador comercial utilizado foi Novozym 435, constituido por lipase B de
Candida antarctica imobilizada em resina acrilica macroporosa, com atividade de
esterificagdo de 4135,4 + 386,3 U/g. Esta enzima foi produzida e fornecida pela Novozymes
LTDA. Etanol anidro, etanol hidratado (95%), hexano e acido oleico extra puro P.A. foram

fornecidos pela LabSynth (Sao Paulo, Brasil).

O preparado enzimatico soélido (PES) utilizado foi obtido por fermentagcao em estado
sélido em reatores do tipo bandeja. A amostra utilizada foi de fermentagao conduzida a
temperaturas de 30, 35 e 40°C, utilizando GSDS como fonte principal de nutrientes. O
substrato foi inoculado com Rhizomucor miehei (registro de acesso A7A68AD no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
[SisGen], Brasil) e a fermentagéo foi conduzida como descrito em Aguieiras et al., 2024.
Apods a fermentagao, as amostras foram liofilizadas e armazenadas a 4 °C até o momento
de uso. Este PES foi utilizado diretamente como catalisador em reagdes subsequentes de

sintese de biodiesel.
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4.  Metodologia
4.1. Reacbes de esterificacao e transesterificacdo

As reacgdes de esterificacdo foram realizadas para investigar a eficiéncia sintética do
biocatalisador, utilizando acido oleico e etanol como reagentes, seguindo procedimentos
previamente descritos (Aguieiras et al., 2014). Além disso, o PES foi aplicado no processo
de etandlise do OMD. Os ensaios foram conduzidos em duplicata, utilizando reatores de
vidro em batelada hermeticamente fechados com capacidades de 15 mL ou 30 mL,
equipados com agitagdo magnética e controle termostatico. O sistema reacional nao
continha solventes, sendo composto exclusivamente pelos substratos (acido oleico ou OMD

e etanol) e pelos biocatalisadores.

Nas reacdes de esterificacdo, foi utilizada uma razdo molar de 1:1 entre etanol
hidratado e acido oleico, com 20% em massa de PES obtido de FES no GSDS como
biocatalisador, conduzindo o processo a 45 °C. Para a etandlise do OMD, foram utilizados

20% em massa de PES, mantendo-se a temperatura de 45 °C.

Inicialmente, foi realizada uma analise para determinar as melhores condi¢des
reacionais para a produgdo de biodiesel. Foram avaliadas diferentes razées molares (3:1 e
6:1) de etanol:triacilglicerol (TAG) e a influéncia do teor de agua no etanol, comparando as
versdes anidra (99,8%) e hidratada (95%).

As condicbes testadas foram:

e Etanol 95% com razdo molar etanol: TAG de 3:1;

e Etanol 95% com razdo molar etanol:TAG de 6:1, com adi¢ao fracionada do etanol
nos tempos 0 h e 24 h;

e FEtanol 99,8% com razdo molar etanol: TAG de 3:1;

e Etanol 99,8% com razdo molar etanol:TAG de 6:1, com adicao fracionada do etanol

nos tempos O h e 24 h.

Em experimentos alternativos, o biocatalisador Novozym 435 foi empregado,
juntamente com o PES, em concentracdo de 2% em massa no meio reacional. O etanol
(razdo molar 3:1) foi adicionado de forma gradual, sendo metade no inicio da reacéo e a

outra metade apds 4 horas de reacgao.

Alternativamente, a avaliacdo da produgdo de ésteres etilicos foi realizada em
reacdes consecutivas. Apds a conclusdo da primeira reagdo, o produto foi separado do
biocatalisador por centrifugagéo (5000 rpm por 10 minutos) e, posteriormente, submetido a

uma nova reagao em batelada utilizando um biocatalisador fresco, ou lavado com etanol,
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seco e reutilizado. Para esse processo de reuso, apds o término da reacéo, o biocatalisador
foi lavado com 100 mL do solvente, filtrado a vacuo e armazenado em dessecador durante

a noite antes de ser utilizado em um novo meio reacional.

O progresso das reagdes foi acompanhado por meio da coleta de amostras de 100
ML em intervalos de tempo predefinidos. As amostras foram centrifugadas (10.000 rpm por 5
minutos), e o sobrenadante foi armazenado a 4 °C para posterior analise do teor de acidos
graxos livres (AGLs, por titulagao) e de ésteres etilicos de acidos graxos (por cromatografia

gasosa).

4.2. Determinacao da acidez

A acidez das amostras das reacdes foi determinada pelo método de titulagdo. Para
isso, 100 pyL da amostra foram dissolvidos em 40 mL de uma mistura de etanol:acetona
(1:1) e titulados com solugdo de NaOH 0,04 mol-L™" até atingir o ponto final de pH 11,
utiizando um titulador automatico (DG20 Mettler Toledo). A acidez foi calculada pela

seguinte equacao:

Vx M x AG

Acidez (% m/m) = 0 xm

Onde:

V = volume de NaOH usado na titulagdo da amostra (mL);
M = concentragcdo de NaOH (mol-L™);

AG = massa molar do acido oleico (g);

m = massa da amostra (g).

A reducgao da acidez, equivalente a conversdo do acido oleico, foi calculada com
base no conteudo residual de acidos graxos livres (AGL) em comparagdo com o teor inicial

de AGL no sistema, conforme a equacgao:

(A — Ap)

Conversio (%) = 100 x n
i

Onde:

Ai = teor inicial de AGL alimentado no sistema;
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Af = teor de AGL remanescente no sistema.

A produtividade do sistema foi calculada pela seguinte equacgao:

conv. do ac. oleico
h, % hy

Produtividade (%,/h.hg) =

Onde:
hr = tempo de reacao (h);

hf = tempo de fermentagéo (h).

4.3. Determinacdo do teor de éster etilico

O teor de ésteres etilicos de acidos graxos foi analisado utilizando um cromatoégrafo
a gas NEXIS GC-2030 (Shimadzu Co.) equipado com um detector de ionizagdo por chama
(FID) e uma coluna capilar Omegawax (30 m x 0,32 mm x 0,25 ym). A temperatura do
injetor e do detector foi ajustada para 280 °C. O programa de temperatura do forno
iniciou-se em 180 °C por 1 minuto, seguido de um aumento de 2 °C/min até atingir 210 °C, e
posteriormente ajustado para 250 °C a uma taxa de 20 °C/min. O gas hélio foi utilizado
como gas de arraste, com fluxo de 3 mL-min™". Amostras de 20 pL foram diluidas em 480 pL
de uma solucdo padrdo interna composta por metil heptadecanoato (9 mg-mL™) em
heptano, e 1 pL dessa mistura foi injetado com split de 1:20. O teor de ésteres foi

quantificado a partir da area do pico correspondente ao padréo interno.
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5. Resultados
5.1. Influéncia da temperatura de fermentacdo na capacidade sintética do
biocatalisador

Para a obtengdo do sdlido fermentado (PES) com atividade lipolitica, foram
avaliadas trés temperaturas de fermentagao (30°C, 35°C e 40°C) e dois tempos distintos de
fermentagéo (48 e 72 horas). A producdo do PES foi realizada em biorreatores do tipo
bandeja, utilizando grdos secos de destilaria com soluveis (GSDS) como substrato,

conforme descrito por Aguieiras et al. (2024).

Apds a fermentacao, o material obtido foi aplicado em reacdes de esterificagao entre
acido oleico e etanol, conduzidas a 45°C e concentragdo de biocatalisador de 20% em
massa. A conversdo do acido oleico foi utilizada como parametro para avaliar a eficiéncia

catalitica do PES sob as diferentes condicbes testadas.

A Figura 4 mostra que nédo houve conversdes para o PES de 48 h a 30°C nas
reacdes de 2 e 4 horas. No entanto, os melhores resultados foram observados para 72
horas de fermentacdo a 30°C, com uma produtividade de 0,25% de consumo de acido
oleico por hora de reagao por hora de fermentagéo (Tabela 2). O aumento na temperatura
de fermentacdo reduziu a eficiéncia do biocatalisador, possivelmente devido a perda de
umidade e ao impacto térmico na atividade enzimatica, como relatado por Aguieiras et al.
(2024). Com base nesses resultados, o PES obtido sob essa condi¢ao foi selecionado para

as reacoes de transesterificacdo com 6leo de milho destilado (OMD).
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Figura 5: Avaliagao do PES de fermentacoes de 48 e 72 horas a 30, 35 € 40°C em
biorreatores do tipo bandeja. Condigcbes das reacoes: razdo molar etanol hidratado:acido
oleico 1:1, 20% de PES a 45°C.

Tabela 2: Comparacgao das produtividades na fermentagao em estado sdlido
(FES) em biorreatores do tipo bandeja com R. miehei apds 48 e 72 horas de
fermentacao a 30, 35 e 40°C.

Tempo de Reacdo (h) 48h de FES
Temperatura (°C) 30 35 40
Produtividade™ 2 0 0,13 0,08
- 0 0,16 0,11

72h de FES
Temperatura (°C) 30 35 40
Produtividade® 2 0,25 0,07 0,05
- 0,22 0,12 0,08

*conversdo de acido oleico/hora de reagdo/hora de fermentacao.

5.2. Reagdes de transesterificagcdo do OMD - influéncia do grau de hidratagdo do
etanol e da razao molar

As reacbes de transesterificacdo foram realizadas a fim de avaliar o biocatalisador
obtido usando OMD a 45°C com 20% em peso de PES, com base em dados anteriores de
sintese de ésteres monoalquilicos com o mesmo tipo de biocatalisador (Aguieiras et al.,

2014; Collago et al., 2020). A temperatura de 45°C foi escolhida porque proporciona uma
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viscosidade ideal para o meio reacional. Temperaturas mais baixas resultam em um

aumento da viscosidade, o que poderia dificultar a eficiéncia da reacao.

Os resultados obtidos na analise da razdo molar e do alcool mostram que essa
escolha impacta diretamente a conversdo enzimatica, conforme mostrado na Figura 5. A
menor razdo molar testada (3:1) proporcionou os maiores teores de ésteres em 48h de
reacdo (65%), independentemente do etanol utilizado, o que reforgca a importancia do

controle da proporg¢ao entre reagentes para otimizagdo da conversao (Poppe et al., 2015).

O etanol hidratado é considerado uma opg¢&o mais viavel economicamente e menos
téxica em comparagdo ao etanol anidro, conforme apontado em estudos anteriores
(Lépez-Fernandez et al., 2020). Cabe ressaltar que quantidades excessivas de agua podem
comprometer a estabilidade da enzima, reduzindo sua eficiéncia ao longo dos ciclos

reacionais (Lopez-Fernandez et al., 2020).

Além disso, a concentragcdo de etanol no meio reacional deve ser controlada para
evitar desestabilizacdo enzimatica. Teores elevados podem causar alteragdes
conformacionais na lipase e dificultar a interagao entre o substrato e o sitio ativo da enzima,
impactando negativamente a conversao de triglicerideos em biodiesel (Poppe et al., 2015).
Esse efeito de inibigdo causado pelo excesso de alcool pode ser contornado pela estratégia
de adi¢do do alcool em etapas, conforme demonstrado em estudos anteriores (Aguieiras et
al., 2024).
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Figura 6: Efeitos da raz&o molar etanol: TAG e da concentracdo de etanol na sintese
de ésteres etilicos (45°C) a partir de OMD catalisada por PES de Rhizomucor miehei
produzido em GSDS. (1) PES 20% em peso, etanol 95%, raz&o molar etanol:TAG 3:1. (2)
PES 20% em peso, etanol 95%, razdo molar etanol:TAG 6:1 (2 no tempo Oh e Y2 em 24h).
(3) PES 20% em peso, etanol 99,8%, razdo molar etanol:TAG 3:1. (4) PES 20% em peso,
etanol 99,8%, razdo molar etanol:TAG 6:1 (2 no tempo Oh e 72 em 24h).

E importante destacar que a matéria-prima foi utilizada diretamente nas reacdes
enzimaticas, sem tratamento prévio. Ja4 o uso de OMD em transesterificacao alcalina pode
nao ser viavel em uma uUnica etapa, podendo necessitar de pré-tratamento para eliminar o

excesso de acidos graxos livres.

Como mencionado, uma das estratégias para a aplicacdo do OMD na producao
convencional de biodiesel € a reducédo da acidez do 6leo para valores compativeis com sua
aplicagao na catalise alcalina. Dessa forma, a avaliacdo da reducio da acidez do 6leo foi
realizada sob condi¢des previamente otimizadas para 6leo acido de macauba (Acrocomia

aculeata) (Cavalcanti et al., 2025).

A condicao avaliada foi: razdo molar etanol anidro:AGL = 4:1, utilizando 30% em
massa de DFS a 40°C. O alcool foi adicionado em etapas (1/4 em Oh, 1/4 em 2h e 2/4 em
4h) ou no inicio da reacdo (0Oh). A acidez e o teor de éster foram monitorados em 6, 24 e 48
horas de reacdo. Os resultados do rendimento em ésteres e da acidez estdo apresentados
nas Figura6e 7.

Rendimentos em ésteres de 58% e 51% foram alcangados em 48 horas para o

etanol adicionado no inicio da reagdo ou em etapas, respectivamente. Os melhores
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resultados de acidez foram obtidos em 6 horas na primeira condi¢cado (78% de consumo de
AGL), resultando em uma acidez de 2,77%. Ja nos tempos de 24 e 48 horas, observou-se
um aumento na acidez, o que pode estar relacionado a hidrélise dos acilglicerdis em acidos

graxos livres (AGL).

100
m Etanol adicionado em Oh
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# Etanol adicionado em 0, 1,5 e 4h
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Figura 7: Teor de ésteres na etandlise do OMD em reator batelada
(45°C), catalisada pelo FES de Rhizomucor miehei produzido em GSDS
(30% em massa), com razdao molar etanol hidratado:AGL de 4:1 e adicao

de etanol em Oh ou em etapas (1/4 em Oh, 1/4 em 1,5h e 2/4 em 4h).
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Figura 8: Acidez da etandlise do OMD em reator batelada (45°C), catalisada
pelo PES de Rhizomucor miehei produzido em GSDS (30% em massa), com
razao molar etanol hidratado:AGL de 4:1 e adicdo de etanol em Oh ou em
etapas (1/4 em Oh, 1/4 em 1,5h e 2/4 em 4h).

5.3. Reagdes consecutivas

Reacgdes consecutivas foram avaliadas como estratégia para aumentar o teor de
ésteres. Essa abordagem foi baseada nos resultados positivos observados em (Aguieiras et
al., 2022; Avila et al., 2021), onde a substituicdo do biocatalisador mostrou-se uma

estratégia eficaz para elevar o teor de ésteres etilicos de acidos graxos.

As reagoes consecutivas foram conduzidas utilizando um produto com 48,8% de teor
de éster (reagao conduzida na razdo molar etanol:TAG de 3:1) e avaliando duas condi¢des
de razado molar na segunda reagao (consecutiva): 3:1 e 6:1. Os resultados apresentados na
Figura 8 indicam que a razao molar de 3:1 foi a mais eficiente, proporcionando um aumento

de 20% no teor de éster em relagcéo a primeira reagéo.

Os valores de acidez obtidos foram: 2,83% + 0,22, 1,3% % 0,83 € 2,5% % 0,12, para
a primeira reagdo, segunda reacao (3:1) e segunda reacado (6:1), respectivamente. A
reducao da acidez do OMD para valores abaixo de 4% indica o potencial do biocatalisador
para o pré-tratamento da matéria-prima, visando sua aplicacdo na rota industrial de
producdo de biodiesel. A matéria-prima pré-tratada poderia ser misturada com 6leo refinado

e seguir pelo processo convencional de producéo de biodiesel.
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Figura 9: Reacgdo consecutiva de etandlise de OMD em reator batelada (45°C)
catalisada por PES de Rhizomucor miehei produzido em GSDS (20% em peso) com razao
molar etanol hidratado: TAG de 3:1 na primeira reacao e 3:1 ou 6:1 na segunda reagao.

Posteriormente, a producao de ésteres etilicos foi avaliada em uma razao molar de
3:1, por ter apresentado um melhor resultado como visto anteriormente, mas com uma
adicdo em etapas, sendo 1/2 no inicio da reacao e 1/2 apds 4 horas, conforme apresentado
em (Avila et al., 2021). Um teor de éster de 50,4% foi alcangado apds 24 horas de reagao,

conforme mostrado na Figura 9.

Considerando que as lipases de R. miehei sao lipases regioseletivas sn-1,3, o teor
tedrico maximo de éster é de 66%, correspondendo a producido de 2 mols de éster por mol
de TAG (triacilglicerol) (Heinzl et al., 2022; Lopez-Fernandez et al., 2020). Uma alternativa
para superar essa limitacdo € adicionar uma pequena quantidade de uma lipase nao
especifica em combinagdo com a lipase regioseletiva sn-1,3, resultando no aumento da taxa
de reagdo e no rendimento de éster (Aguieiras et al., 2022; Yan et al., 2012; Alves et al.,
2012; Poppe et al., 2015). Assim, a adi¢cdo de 2% em peso de Novozym 435, uma lipase

nao especifica, foi avaliada em uma mistura com PES de R. miehei.

Essas duas estratégias (reagcbes consecutivas e mistura de biocatalisadores) foram
combinadas para melhorar o rendimento final de ésteres. Ao final das reagdes, o produto foi
separado do biocatalisador e, em seguida, submetido a outra reacdo em batelada. Os

resultados s&o mostrados na Figura 9.
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As condi¢bes das novas reagdes realizadas foram as seguintes:

a. Primeira reacdo com PES e segunda reacao utilizando PES novo;

b. Primeira reagdo com uma mistura de 20% em peso de PES + 2% em peso
de Novozym 435 e segunda reagdo com uma nova mistura dos
biocatalisadores;

c. Primeira reagdo com uma mistura de 20% em peso de PES + 2% em peso
de Novozym 435 e segunda reagdo com a mesma mistura reutilizada dos
biocatalisadores (Mix reuse);

d. Primeira reagdo com PES e segunda reagdo utilizando apenas Novozym

435;
e. Primeira reacdo com Novozym 435 e segunda reacao utilizando Novozym
435 novo.
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Figura 10: Teor de éster na reagao do OMD catalisada pelo PES de Rhizomucor miehei produzido
em GSDS (20% em massa) em combina¢cdo com Novozym 435 (2% em massa). Condigao da
reagao consecutiva: razdo molar etanol: TAG de 3:1 (com adigao fracionada de etanol, 1/2 em Oh e
1/2 em 4h) a 45 °C por 24h.

Para as reagdes conduzidas com PES, embora um aumento de quase 10% tenha

sido obtido da primeira para a segunda reacao, o teor de éster ndo ultrapassou 60%.

A combinacio dos biocatalisadores melhorou o teor de éster de 50,4% para 81,4%
na primeira reacao e de 59% para 88% na segunda reacao. A acidez foi reduzida para 3,7%
apos a segunda reagdo com a mistura de enzimas. Ja no caso com mix reuse, o rendimento
final de éster na segunda reacéo foi de 81,4%, enquanto a acidez final ndo apresentou
diferenga significativa (3,5%). Esses resultados demonstram o efeito sinérgico do uso

combinado de ambas as enzimas.
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Por outro lado, o uso de PES na primeira reagao (24 h) seguido de Novozym 435 na
reacao subsequente (6h - segunda reagdo) nao foi promissor, ja que o teor de éster foi de
apenas 49%, inferior ao obtido utilizando apenas o PES. Quando Novozym 435 foi usada

sozinha, um rendimento de 30,3% de éster foi alcancado apds duas reagdes consecutivas.

Embora o Novozym 435 tenha alta atividade de esterificagcado (4135,4 £ 386,3 U/g)
(Aguieiras et al., 2022), esses resultados podem estar relacionados as limitagcdes de acidos
graxos insaturados de cadeia longa no acesso ao sitio ativo dessa lipase. Além disso,
deve-se considerar os efeitos de compostos semelhantes a detergentes, como acidos
graxos, glicerideos parciais e fosfolipidios, na atividade da enzima imobilizada (Ortiz et al.,
2019). Esses compostos podem ser adsorvidos na matriz fermentada solida, causando
problemas de difusdo e dificultando o acesso dos substratos as lipases (Ortiz et al., 2019;
Aguieiras et al., 2022; Lopez et al., 2016).

Em reacbes de transesterificacdo catalisadas por lipases, o subproduto glicerol
também pode formar um "revestimento hidrofilico" na superficie da enzima, afetando

negativamente a atividade enzimatica (Véras et al., 2011; Heinzl et al., 2022).

Com o objetivo de atingir o limite minimo exigido para a especificagao de biodiesel
(96,5%), o produto final das trés condigdes que apresentaram os melhores resultados —
PES, PES + Novozym 435 e PES + Novozym 435 (Mix Reuse) — foi submetido a uma
terceira reagdo. Os triglicerideos remanescentes foram calculados, e a razdo molar
etanol:TAG de 3:1 foi ajustada em cada reacdo consecutiva. Os resultados sao

apresentados na Figura 10.
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Figura 11: Teor de éster na reacdo do OMD catalisada pelo PES de Rhizomucor
miehei produzido em GSDS (20% em massa) em combinagdo com Novozym 435 (2% em
massa) na terceira reagao consecutiva. Condigao da reagao: razdo molar etanol: TAG
remanescente de 3:1 (com adi¢ao fracionada de etanol, 1/2 em Oh e 1/2 em 4h) a 45 °C por
24h.

Na terceira reagdo consecutiva, a utilizagdo de PES novo (20% em peso) +
Novozym 435 (2% em peso) resultou em um teor de éster de 95,2%. Ja na condigédo em
que os biocatalisadores reutilizados (Mix Reuse) foram empregados, houve um aumento de
aproximadamente 17% no rendimento de éster apds a terceira reagao, atingindo 92,1% de
éster. O maior aumento observado (22%) ocorreu na reagédo com PES novo (20% em peso),

que alcangou um teor de éster de 72,4%.

Estudos anteriores mostram que a combinacao de duas preparagdes comerciais (NS
40086, preparagao comercial imobilizada de lipase de R. miehei, e Novozym 435, lipase B
de C. antarctica) resulta em excelentes teores de ésteres (>96%) (Aguieiras et al., 2022).
Neste estudo, foi possivel substituir uma das enzimas comerciais (NS 40086) por um
biocatalisador ndo comercial (PES). Além disso, foi possivel reutilizar essa mistura de
biocatalisadores no processo em trés etapas, o que € um fator importante para a redugao

de custos.

O aprimoramento genético de enzimas para aumentar sua atividade e estabilidade, a
utilizacdo de reatores alternativos para a remogao continua de glicerol como subproduto e o
desenvolvimento de sistemas "one-pot" tanto para a produgao do biocatalisador quanto para
sua aplicagdo em reatores de leito fixo sdo estratégias que podem reduzir ainda mais os

tempos de processamento e aumentar a produtividade do processo.
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5.4. Reutilizagao do biocatalisador

A capacidade sintética do PES reutilizado foi avaliada na reagao de esterificagao
entre etanol hidratado e acido oleico. Dois solventes foram escolhidos (etanol anidro, logP =
-0,30, e hexano, logP = 3,5) e utilizados para lavar o PES antes da subsequente reacao de

esterificacao.

A conversao de acido oleico permaneceu acima de 60% desde a primeira reagao até
o quarto ciclo de reutilizagdo. A queda na conversdo de acido oleico foi mais acentuada

quando o etanol foi usado como solvente de lavagem (Figura 11).
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Figura 12: Capacidade de esterificagdo do PES reutilizado de Rhizomucor miehei
produzido em GSDS, lavado com etanol anidro ou hexano. Condi¢ao da reacao: razao
molar etanol:acido oleico de 1:1, 20% em massa de PES a 45 °C por 4h.

Vale destacar que as propriedades da matriz na qual a enzima esta adsorvida, como
porosidade e hidrofobicidade, podem impactar significativamente a reutilizacdo do

biocatalisador.

De acordo com Silva et al. (2019), o uso de um solvente ndo polar € recomendado
para evitar a desnaturacido da enzima e, ao mesmo tempo, facilitar a remogao de
compostos hidrofébicos que poderiam ser adsorvidos na superficie do biocatalisador. No
entanto, os autores observaram uma reducdo significativa na conversdo de acido oleico
apo6s o primeiro ciclo quando o hexano foi usado para lavar o PES com atividade de lipase

de Yarrowia lipolytica obtido por FES em farelo de soja. Por outro lado, de acordo com o
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estudo feito em Aguieiras et al., 2014, foi possivel obter dez ciclos sucessivos de

reutilizacdo do PES de R. miehei produzido em torta de babacu.

Como ambos os solventes demonstraram capacidade de manter a estabilidade do
biocatalisador em reacdes de esterificagcdo, o etanol foi selecionado para a etandlise do
OMD devido ao seu custo-beneficio e carater ambientalmente amigavel. Um rendimento de
éster de 48,6% foi alcangado na reacao inicial de transesterificagdo, seguido por reducdes
para 37,8%, 17% e 10% nas reacgdes de reutilizacdo de 1°, 2° e 3° ciclos, respectivamente.
Os valores de acidez foram de 3,8%, 3,9%, 5,3% e 6,5% para a reacdo inicial de

transesterificagao e para os 1°, 2° e 3° ciclos de reutilizagao, respectivamente (Figura 12).
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Figura 13: Teor de éster na reacdo do OMD catalisada pelo PES reutilizado de
Rhizomucor miehei produzido em GSDS. Condicéo da reacéo: razao molar etanol:TAG de
4:1 (com adicao fracionada de etanol, 1/2 em Oh e 1/2 em 4h), 20% em massa de PES a 45
°C por 24h.

Esses resultados podem ser atribuidos a adsorgdo de componentes do OMD (TAG,
AGL e glicerol) no PES, que podem permanecer apesar dos procedimentos de lavagem.
Avila et al. (2021) observaram resultados semelhantes para PES de torta de macatba. Esse
comportamento nao foi observado em reagbes de esterificagcdo, ja que os componentes
predominantes potencialmente retidos na superficie do biocatalisador sdo polares (Silva et
al., 2019).

Também €& importante notar que, ao contrario do acido oleico comercial, que possui
alto grau de pureza (>98%), o OMD contém outros componentes em menores quantidades

(Aguieiras et al.,, 2022), como glicoproteinas, fosfolipidios e glicolipidios. Esses
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componentes podem ser adsorvidos na superficie do biocatalisador mesmo apds a
lavagem. Como um OMD novo foi usado em cada lote, o acumulo desses compostos ao

longo dos ciclos de reutilizagado pode levar a uma diminui¢ao na atividade enzimatica.

Vale ressaltar que, para as reacbes consecutivas, o biocatalisador pdde ser
reutilizado apds a lavagem com etanol. Esses resultados mostram que a composi¢do do
meio reacional influencia a manutencdo da atividade do biocatalisador ao longo das
reutilizagdes. Um meio com alto teor de éster pode proporcionar uma melhor solubilidade

dos componentes que afetam a atividade da enzima.

A conversao de todos os glicerideos do OMD em AGL, seguida de esterificagdo com
etanol (rota de hidroesterificagdo), pode ser considerada um processo alternativo para

converter OMD em ésteres etilicos, visando maximizar a reutilizagdo do biocatalisador.
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6. Conclusao

Este estudo propés uma abordagem sequencial para a valorizagdo de coprodutos do
etanol de milho, resultando na produgdo de um insumo de alto valor: ésteres etilicos

derivados do OMD, em conformidade com o conceito de biorrefinaria.

O biocatalisador, desenvolvido em um reator do tipo bandeja, demonstrou alta
eficiéncia, convertendo mais de 70% do acido oleico em ésteres etilicos em apenas quatro
horas de reagéo. Ja o teor de ésteres a partir do OMD superou 95%, resultado alcangado
por meio da combinacido de reacgdes consecutivas e da adicdo de uma fracédo reduzida de
um biocatalisador comercial. Dado que o GSDS é amplamente utilizado como aditivo para
racao animal, este estudo reforga seu potencial para aplicacbes mais amplas, possibilitando
a integragdo dos processos de producdo de etanol, biodiesel e enzimas. Para garantir a
viabilidade e otimizagdo desse processo, ainda sdo necessdrias investigacdes
complementares, incluindo analises da composicdo do produto final, analises de ciclo de
vida e estudos econémicos, visando identificar possiveis desafios, gargalos e oportunidades

de aprimoramento.
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