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APRESENTAÇÃO

O livro “Ciências Biológicas: Gênese na formação multidisciplinar” é uma obra 
focada em discutir a formação e junção do conhecimento de diversas áreas que compõem 
a grande área das Ciências Biológicas, dando ao leitor uma visão plural e ampla sobre o 
que é produzido nesta área atualmente. O presente volume abordará em seus dezessete 
capítulos artigos científicos originais, pesquisas, relatos de casos e revisões. São estudos 
selecionados e desenvolvidos em reconhecidas instituições de ensino e pesquisa do país.

Dado que as Ciências Biológicas estudam os seres vivos e todas as suas relações 
entre si e com o meio ambiente, os trabalhos descritos neste livro abordam temas voltados 
para às ciências da saúde como microbiologia, fisiologia e bioquímica por exemplo, genética 
e biotecnologia, botânica, meio ambiente, biodiversidade e bioconservação, entre outros. 
Esta multidisciplinaridade é extremamente importante, pois as pesquisas com diferentes 
olhares profissionais tendem ter uma visão mais ampla e maior aplicabilidade na vida 
quotidiana. 

O ser humano tende a ter uma visão autocentrada de importância em relação a 
todos os seres à sua volta e ao ambiente no mundo; no entanto, na prática, tende a ser na 
maioria das situações destrutivo ou pouco colaborativo, esquecendo que os seres não são 
isolados – existe uma relação de interdependência entre eles, e tudo que acontece com os 
seres vivos e com o ambiente também o afeta. Neste sentido, esta obra leva à reflexão da 
importância de se conhecer e estudar os seres vivos e o ambiente sob diferentes olhares, 
através de trabalhos de pesquisa de qualidade e com diferentes propósitos.

Acreditamos que esta obra será importante para enriquecer seu conhecimento e 
mostrar que a ciência é um ambiente democrático e prolífico, que pode ser muito prazeroso 
de ser visitado. Assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também será 
revisada por um corpo editorial formado por mestres e doutores, formados nas melhores 
universidades do Brasil. Esperamos que você nos acompanhe nesta leitura. Bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO:  Jatropha curcas L. (pinhão manso) 
é uma planta que possui crescimento rápido e 
tem sido recomendada para o processamento 
de biocombustível, sobretudo por suas sementes 
apresentarem alto teor de óleo (31% a 58%). 
A via mais empregada para sua obtenção 
é a transesterificação catalítica alcalina 
homogênea, entretanto, exige um elevado 
custo. Uma alternativa que tem despontado é a 
transesterificação enzimática, que permite altas 
conversões e a reutilização do biocatalisador 
imobilizado. Dessa forma, o presente trabalho 
teve por objetivo caracterizar a lipase de Candida 
rugosa, em sua forma livre e imobilizada em 
suporte POS-PVA ativada com glutaraldeído e 
epicloridrina e aplicá-la na transesterificação 
etanólica do óleo de Jatropha curcas L. O óleo 
foi caracterizado quanto às suas propriedades 
físicas (densidade, viscosidade cinemática e 
ponto de fusão) e químicas (índice de acidez, 
índice de saponificação e índice de peróxido). 
Para a produção de biodiesel no biorreator 
tipo cesto foi utilizado lipase imobilizada em 

suporte POS-PVA ativado com epicloridrina por 
apresentar maior tempo de meia-vida, maior 
atividade relativa no teste de estabilidade quanto 
ao tempo de incubação e melhores condições 
operacionais quanto à temperatura. A síntese 
de biodiesel foi realizada nas condições ótimas 
para epicloridrina: temperatura de 50°C, pH 8,0 
e razão molar óleo/álcool 1:9. O rendimento 
na produção de biodiesel nessas condições 
utilizando biorreator tipo cesto foi de 80,86% em 
massa de óleo.  
PALAVRAS-CHAVE: Lipase, Jatropha curcas L., 
biorreator tipo cesto e biodiesel.

LIPASE OF Candida rugosa 
IMMOBILIZED BY COVALENT 

BINDING: CHARACTERIZATION AND 
APPLICATION IN THE ETHANOLIC 

TRANSESTERIFICATION OF OIL FROM 
Jatropha curcas L. (PINHÃO MANSO)

ABSTRACT: Jatropha curcas L. (pinhão manso) 
is a plant that has rapid growth and has been 
recommended for the processing of biofuels, 
mainly for its seeds exhibit a high oil content (31% 
to 58%). The most used way to obtain it is alkaline 
homogeneous catalytic transesterification, 
however, requires a high cost. An alternative that 
has emerged is the transesterification, which 
allows high conversions and reuse of immobilized 
biocatalyst. Thus, the present study aimed to 
characterize the lipase from Candida rugosa in its 
free form and immobilized on POS-PVA activated 
support with glutaraldehyde and epichlorohydrin 
and apply it in ethanolic transesterification of 
Jatropha curcas L. oil. Oil extraction in Soxhlet 
with hexane was performed as solvent. The oil 
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was characterized according to their physical chemical properties (density, kinematic viscosity 
and melting point) and (acid number, saponification and peroxide). For the production of 
biodiesel in the basket type bioreactor immobilized lipase was used in POS-PVA activated 
with epichlorohydrin support by presenting a longer half- life, greater activity on the stability 
test on the incubation time and the best operating conditions for temperature. The synthesis 
of biodiesel was performed under optimal conditions for epichlorohydrin: 50°C, pH 8.0 and 
a molar ratio oil/ethanol 1:9. The yield of biodiesel in these conditions using basket type 
bioreactor was 80.86 % by weight of oil.  
KEYWORDS: Lipase, Jatropha curcas L., basket type bioreactor and biodiesel.

1 |  INTRODUÇÃO
O crescimento econômico é comumente acompanhado por um aumento proporcional 

no transporte. A alta demanda de energia no mundo industrializado, bem como no 
setor doméstico, e os problemas de poluição causados devido ao uso generalizado de 
combustíveis fósseis, torna cada vez mais necessário o desenvolvimento de fontes de 
energia renováveis de duração ilimitada e menor impacto ambiental do que a tradicional. Isso 
tem estimulado o interesse crescente por fontes alternativas aos combustíveis derivados 
do petróleo. Um combustível alternativo deve ser tecnicamente viável, economicamente 
competitivo, ambientalmente aceitável, e prontamente disponível. Uma alternativa possível 
para o combustível fóssil é o uso de óleos de origem vegetal, tal como óleos vegetais 
e plantas oleaginosas. Este combustível diesel alternativo pode ser denominado como o 
biodiesel, caracteristicamente sendo biodegradável e não-tóxico e apresentando perfis 
de emissão poluente reduzida, em comparação com diesel de petróleo. Uso do biodiesel 
vai permitir o equilíbrio procurado entre o desenvolvimento agrícola, econômico e meio 
ambiente (SRIVASTAVA; PRASAD, 2000). 

Para muitos países em desenvolvimento, a ideia de empregar óleos vegetais 
como fontes de produção de biodiesel para substituir o diesel pode ser atrativa. Muitas 
vezes, a cultura da planta apropriada já está bem estabelecida, a extração de óleo bem 
desenvolvida, manuseamento e armazenamento bem definidos. Além disso, a produção 
da maior parte dos óleos vegetais possui um balanço energético positivo, bem como a 
utilização do biodiesel produzido é ambientalmente correta. Os óleos vegetais são pouco 
afetados por crises de petróleo do mundo e a viabilidade econômica, no entanto, depende 
de políticas nacionais que estimulem a produção agrícola de plantas oleaginosas bem 
como incentivos fiscais que favoreçam os custos de produção (SHAY,1993). 

Nas últimas décadas, os combustíveis fósseis, principalmente o gás, o petróleo 
natural e o carvão têm desempenhado um papel importante como recursos energéticos 
mais importantes do mundo. No entanto, esses recursos energéticos não são renováveis 
e são estimados a serem esgotados em um futuro próximo. A situação piorou com o 
consumo mundial crescente de energia, devido ao rápido crescimento populacional e 
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desenvolvimento econômico. Portanto, há uma necessidade urgente de encontrar um 
novo recurso energético, que seja renovável, limpo e ainda economicamente viável em 
substituição aos combustíveis fósseis atuais. Neste contexto, recentemente, biodiesel 
derivado de óleo vegetal tem se mostrado uma alternativa potencial para substituir o óleo 
derivado do petróleo diesel em motores diesel (GUI; LEE, BHATIA, 2008). 

Biodiesel (ésteres alquílicos de ácidos graxos) é um combustível diesel alternativo 
derivado da reação de óleos vegetais ou gorduras com álcool, com ou sem a presença de 
um biocatalisador. Apesar da invenção do motor movido a óleo vegetal por Rudolf Diesel 
datada em 1900, a exploração de combustível à base de óleo vegetal, como o biodiesel, 
só veio à tona em 1980, como resultado de um crescente interesse em fontes de energia 
renováveis para reduzir gases de efeito estufa e aliviar o esgotamento das reservas de 
combustíveis fósseis. Desde então, o biodiesel tem penetrado lentamente no mercado 
europeu, especialmente na Alemanha e na França, como uma mistura com o diesel de 
petróleo. Comercialmente, estas misturas são denominadas como B5, B20 ou B100 para 
representar a percentagem em volume do componente de biodiesel na mistura com diesel 
de petróleo como 5, 20 e 100 vol.%, respectivamente (JANAUN, ELLIS, 2010). 

Reações de esterificação e transesterificação são atualmente os caminhos de 
reação mais propícios para a produção de biodiesel. Qualquer tipo de matéria-prima que 
contém ácidos graxos livres e/ou de triglicerídeos, tais como óleos vegetais, óleos usados 
na cozinha, gorduras animais e gorduras de resíduos podem ser convertidos em biodiesel. 
No entanto, os produtos finais devem atender a requisitos de qualidade rigorosos para que 
possam ser aceitos como biodiesel (EN14214 para padrão europeu; ASTM D6751 para os 
EUA (HOSSAIN, DAVIES, 2010). 

A fim de superar as adversidades do contexto econômico, é fundamental para a 
indústria de biodiesel melhorar continuamente aspectos que irão fortalecer as perspectivas 
de melhor penetração no mercado (TAN et al., 2009). Uma das vantagens do biodiesel 
é que pode ser produzido a partir de uma grande variedade de fontes de óleos vegetais, 
variando desde óleos vegetais puros até óleos usados em frituras, que por sua vez são 
ambientalmente poluentes. No entanto, este último contém componentes desfavoráveis, 
tais como as partículas de ácidos graxos livres e do teor de água, o que exige um processo 
de pré-tratamento adequado (GUI, LEE, BHATIA, 2008). 

Desde 1o de janeiro de 2010, o óleo diesel comercializado em todo o Brasil contém 
5% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pela Resolução no. 6/2009 do Conselho 
Nacional de Política Energética (CNPE), publicada no Diário Oficial da União (DOU) em 
26 de outubro de 2009, que aumentou de 4% para 5% o percentual obrigatório de mistura 
de biodiesel ao óleo diesel. A contínua elevação do percentual de adição de biodiesel ao 
diesel demonstra o sucesso do Programa Nacional de Produção e Uso do Biodiesel e da 
experiência acumulada pelo Brasil na produção e no uso em larga escala de biocombustíveis. 
O Brasil está entre os maiores produtores e consumidores de biodiesel do mundo, com uma 
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produção anual, em 2010, de 2,4 bilhões de litros e uma capacidade instalada, no mesmo 
ano, para cerca de 5,8 bilhões de litros (ANP, 2011). 

Os catalisadores utilizados para a produção de biodiesel podem ser agrupados em 
quatro categorias: alcalinos, ácidos, enzimáticos e catalisadores heterogêneos. Lipases (EC 
3.1.1.3) são ferramentas poderosas, pois além de catalisar reações de hidrólise também 
realizam várias reações sintéticas incluindo esterificação, transesterificação e aminólise. 
Em geral, as lipases desempenham a sua atividade catalítica em condições mais amenas 
e com uma variedade de substratos, incluindo triglicerídeos, óleos e gorduras com teores 
elevados de ácidos graxos. Além disso, a separação e a purificação do biodiesel são muito 
mais fáceis o que resulta num processo menos agressivo ao meio ambiente (GOG, et al. 
2012). 

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Materiais
Os experimentos foram conduzidos com óleo extraído das sementes de Jatropha 

curcas L. coletadas na Fazenda Experimental do Campus de Gurupi da Universidade 
Federal do Tocantins/Brasil. As sementes foram coletadas com plantas de 5 anos de idade. 
Foram colhidas totalmente maturadas e devidamente secas até o teor de umidade de 10%. 

A preparação do suporte foi realizada pelo método sol-gel em matriz híbrida 
polissiloxano-álcool polivinílico (POS-PVA) de acordo com PAULA et al. (2008). Os 
reagentes utilizados para síntese do suporte foram tetraetil ortossilicato (TEOS) marca 
Sigma-Aldrich Chemical Co e álcool polivinílico marca Dinâmica. Para ativação do 
suporte (ligação covalente) utilizou-se glutaraldeído, marca Sigma-Aldrich Chemical Co e 
epicloridrina, marca Sigma-Aldrich Chemical. Em ambas metodologias o polietilenoglicol 
(PEG 1500 marca Synth) também foi utilizado. 

Para determinação da atividade enzimática quanto a temperatura e pH ideais foram 
utilizados goma arábica em pó de árvore de acácia, triton x-100, 4-nitrofenol e palmitato de 
p-nitrofenila marca Sigma-Aldrich Chemical Co. Foi selecionada para este trabalho a lipase 
comercialmente disponível obtida de Candida rugosa tipo VII adquirida da Sigma-Aldrich® 
Chemical Co. 

2.2 Extração do óleo de Jatropha curcas L.
As sementes inteiras e o albúmen foram triturados com auxílio de um graal e um 

pistilo. Aproximadamente 90-100g de sementes de Jatropha curcas L. (incluindo albúmen) 
foram depositadas diretamente no extrator (com algodão no fundo e no topo do extrator) 
de modo que o mesmo ficasse totalmente imerso no solvente ao longo da extração. Em 
um balão de 1000 mL colocou-se 300 mL de solvente (hexano) e conectou-se ao extrator. 
Ligou-se a circulação de água para condensar o solvente evitando que houvesse perda 
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significativa do solvente. Deixou-se o sistema sobre aquecimento em uma manta sob 
refluxo contínuo por um período de 2 horas, no qual o hexano evapora e condensa sobre 
o material sólido contido no cartucho e o soluto vai sendo concentrado no balão. Após 
este período interrompeu-se a extração precisamente após a câmara de extração esvaziar. 
Posteriormente, a mistura contida no balão foi conduzida ao evaporador rotativo para 
remoção do solvente volátil e obtenção do óleo de Jatropha curcas L. 

2.2.1 Tratamento e purificação do óleo bruto de Jatropha curcas L.

Centrifugou-se o óleo bruto a uma rotação de 2136xg durante 10 minutos com a 
finalidade de separar os sólidos em suspensão. Aqueceu-se o óleo a 80°C e posteriormente 
adicionou-se ácido fosfórico concentrado na proporção de 1% (m/m) relativamente à massa 
de óleo obtida naquela temperatura. Manteve-se a mistura sob agitação mecânica intensa 
durante 1 hora e logo após, a mistura foi centrifugada a uma rotação de 2136xg durante 
15 minutos com o objetivo de remover as gomas. Após a degomagem neutralizou-se o 
óleo com solução de NaOH 20% sob agitação mecânica intensa durante 20 minutos a uma 
temperatura de 65°C. Decorrido esse tempo cessou-se a agitação e a borra foi separada 
do óleo por meio de centrifugação a uma rotação de 2136xg durante 15 minutos. Após 
a degomagem e neutralização adicionou-se 15 mL de água destilada (90°C) para cada 
100 mL de óleo bruto, sob agitação, com o intuito de remover a borra saponácea. Logo 
após, resfriou-se a mistura e submeteu-a à separação de fases (aquosa e oleosa) em 
um funil de separação. Realizou-se lavagens sucessivas até que o pH da fase aquosa 
atingisse a neutralidade. Em seguida, separou-se a fase oleosa por meio de centrifugação 
a uma rotação de 2136xg por 15 minutos para que os resíduos aquosos fossem retirados. 
Finalizando o processo de tratamento e purificação adicionou-se 15g de sulfato de sódio 
anidro para cada 100g de óleo. Deixou-se a mistura em repouso por 24 horas, após esse 
período realizou-se uma filtração para separar o óleo do sal. Por último, resfriou-se o óleo, 
o qual foi devidamente armazenado, lavou-se o óleo com hexano para que pudesse ser 
utilizado posteriormente (MORETTOet al., 1998). 

2.3 Determinação da atividade enzimática de lipase com pNPP
Palmitato de p-nitrofenila (pNPP) foi dissolvido em isopropanol (0,3 mg/mL), 

misturou-se 1 mL desse substrato com 9 mL de solução tampão fosfato de sódio 0,05M 
(pH 7,0) que continha goma arábica (0,1%) e triton X-100 (0,6%). A reação foi conduzida 
a 30°C, adicionou-se 40 µL de solução enzimática diluída (ou cerca de 20 mg de lipase 
imobilizada) em 960 µL de solução de substrato, incubando initerruptamente durante 5 
minutos. Para cessar a reação adicionou-se 1mL de solução de bicarbonato de sódio 10% e 
a medida da densidade óptica foi realizada a 410ƞm. Uma unidade de atividade enzimática 
foi determinada como sendo a quantidade de enzima que liberou 1µmol/min de p-nitrofenol 
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conforme as condições de ensaio padrão.

2.4 Efeito do pH na atividade enzimática 
Para determinar o pH ótimo, o ensaio para a atividade enzimática da lipase (livre e 

imobilizada) foi realizado a 40°C com soluções tampão variando os valores de pH (4,0; 5,0; 
6,0; 7,0; 8,0 e 9,0) 0,05M. Os ensaios foram conduzidos em triplicata individualmente para 
cada solução tampão e a atividade enzimática foi determinada conforme o método descrito 
acima utilizando pNPP. Para os valores de pH (4,0; 5,0; 6,0) utilizou-se solução tampão 
citrato de sódio, para os valores de pH (7,0 e 8,0) utilizou-se solução tampão fosfato de 
sódio e pH 9,0 solução tampão borato de sódio decahidratado. Foram realizadas curvas de 
calibração para cada solução tampão utilizando p-nitrofenol como padrão.

2.5 Efeito da temperatura na atividade enzimática 
Para determinar a temperatura ótima, o ensaio da atividade enzimática da lipase 

(livre e imobilizada) foi realizado com solução tampão 0,05M pH 7,0 variando apenas os 
valores de temperatura (20, 30, 40, 50, 60 e 70°C). Os ensaios foram conduzidos em 
triplicata para cada valor de temperatura e a atividade enzimática foi determinada conforme 
o método descrito acima utilizando pNPP.

2.6 Ensaio de cinética enzimática 
KM e VMAX foram determinados pela medida da atividade enzimática utilizando várias 

concentrações de palmitato de p-nitrofenila como substrato. As constantes cinéticas foram 
calculadas pela equação de Michaelis-Menten e de Lineweaver-Burk.

2.7 Estabilidade térmica de lipase imobilizada 
Para comparar a estabilidade térmica da lipase (livre e imobilizada) a amostra foi 

incubada utilizando solução tampão fosfato de sódio 0,05M (pH 7,0) durante 8 horas, 
utilizando pNPP como substrato.

2.8 Determinação do tempo de meia-vida e da constante de des ativação 
A constante de desativação térmica da lipase foi obtida por meio da regressão linear 

dos dados experimentais calculando-se logaritmo natural das atividades relativas em um 
determinado espaço de tempo e dividiu-se pela atividade enzimática inicial. A constante de 
desativação térmica corresponde à inclinação da reta na temperatura em que foi realizado 
o ensaio e considerou-se o tempo de meia-vida como aquele necessário para reduzir a 
concentração da enzima à metade.

2.9 Preparação do suporte híbrido denPOS-PVA
Misturou-se 50 mL de tetraetilortossilicato, 60 mL de solução de álcool polivinílico 

2% (m/v), 50 mL de etanol e 30 gotas de ácido clorídrico concentrado, aqueceu-se a 60°C 
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durante 40 minutos, sob agitação. Preparou-se o suporte sem a presença de lipase e 
transferiu-se para uma forma de silicone (23,0 x 9,0 cm) e secou-se à temperatura ambiente 
até que o material solidificasse completamente. Logo após a secagem, triturou-se o suporte 
até que o material passasse totalmente em uma peneira padrão série Tyler de 60 mesh e 
fosse retido em uma peneira padrão série Tyler de 80 mesh (BRUNO et al., 2005). 

2.10  Ativação do suporte 
A ativação do suporte para a imobilização por ligação covalente foi realizada com 

glutaraldeído (PAULA et al., 2008) e epicloridrina (BRUNO et al., 2005). Ativou-se o suporte 
com solução de glutaraldeído 2,5% (v/v) em tampão fosfato de sódio pH 8, empregando 
a proporção de 10 mL de solução para cada grama de suporte, por 1 hora à temperatura 
ambiente. O mesmo procedimento foi realizado com o agente ativante epicloridrina. 
Posteriormente à ativação, lavou-se o suporte várias vezes com água destilada, em seguida 
secou-se o suporte ativado em estufa durante 24 horas a 60°C.

2.11  Imobilização de lipase de Candida rugosa 
Ao suporte ativado adicionou-se hexano em uma proporção sólido: líquido de 1:10 e 

manteve-se sob agitação mecânica suave por 2 horas. Logo após, decantou-se o suporte 
e retirou-se o excesso de hexano. Ao suporte adicionou-se polietilenoglicol (PEG 1500) 
numa relação de 1 g de suporte/100 µL de PEG, em conjunto com solução enzimática na 
proporção de 350 mg de enzima por grama de suporte, durante 24 horas a 4°C. Recuperou-
se os derivados imobilizados por centrifugação a 5000 rpm por 5 minutos e, logo em 
seguida o sistema imobilizado foi lavado com hexano e submetido à evaporação por 24 
horas (PAULA et al., 2008).

2.12  Produção de biosiesel com lipase de Candida rugosa 
As reações de transeserificação do óleo de Jatropha curca utilizando a lipase 

de Candida rugosa foram conduzidas em biorreator de vidro cilíndrico encamisado com 
capacidade para um volume de 1000mL, sob agitação mecânica a 400 rpm e por um 
período máximo de 8 horas. Todos os experimentos foram conduzidos com 520 mL de 
meio reacional a 50°C. Os meios reacionais eram constituídos de uma mistura de óleo 
de pinhão manso e etanol em uma proporção molar fixa de 1:9 e foram incubados com a 
preparação de lipase na forma imobilizada com suporte híbrido de POS-PVA ativado com 
epicloridrina contendo 500 unidades de atividade enzimática por cada grama de óleo. Um 
banho termostatizado foi antecipadamente estabilizado e manteve a temperatura reacional 
constante. As reações foram realizadas em um biorreator esférico de vidro 93 (1000 mL). 
O sistema imobilizado foi separado do meio reacional por um cesto, confeccionado em aço 
inox 304, malha 80 mesh.
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2.13  Concentração dos ácidos graxos no óleo e no biodiesel
A análise de concentração foi realizada por cromatografia gasosa em um 

cromatógrafo Shimatzu CG 2010 (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, EUA), equipado 
com detector de ionização de chama, injeção bipartida à taxa de 1:50 e coluna capilar 
SPTM-2560 Supelco, 100m x 0,25mm x 0,20m (Supelco Inc., Bellefonte, PA, EUA). A 
temperatura inicial da coluna foi de 140°C, mantida por 5 minutos, mudando para 240°C 
com incremento de 4°C, mantida por 30 minutos por um total de 60 minutos. O injetor e o 
detector foram mantidos à temperatura de 260°C e utilizou-se o hélio como gás eluente. Os 
ácidos graxos identificados foram comparados aos tempos de retenção apresentados pelo 
padrão cromatográfico SupelcoTM37 padrão FAME (ésteres metílicos de ácidos graxos) 
Mix (Supelco Inc., Bellefonte, PA, EUA) e expressos em porcentagem (%) do total de ácidos 
graxos. Posteriormente foram agrupados em Ácidos Graxos Saturados (AGS), Ácidos 
Graxos Monoinsaturados (AGM) e Ácidos Graxos Polinsaturados (AGP).

3 |  RESULTADOS 

3.1 Rendimento da extração do óleo de Jatropha curcas L.
O resultado obtido pelo processo de extração com Soxhlet, empregado para obter o 

óleo do pinhão manso, foi avaliado em termos de rendimento no qual foi definido como sendo 
a relação entre a massa de óleo obtida e a massa de semente e albúmen alimentada. O 
solvente utilizado neste trabalho foi o hexano por ser o solvente orgânico preferencial para 
processo de extração com Soxhlet, ser o mais seletivo, possuir estreita faixa de ebulição 
e ser imiscível com a água, o que evita a formação de misturas azeotrópicas (MORETTO, 
FETT, 1998). 

Constatou-se que a média do rendimento do processo empregado foi de 34,49%, 
sendo este resultado comparável aos citados por vários autores na literatura. O teor médio 
de óleo obtido foi de 32% para sementes coletadas em Roraima (ROCHA et al., 2012). O 
teor médio de 31% foi encontrado para sementes coletadas em diversas regiões do Brasil, 
mas para sementes coletadas no Estado de Minas Gerais houve grande discrepância no 
teor de óleo com variabilidade de 16 a 45% (FREITAS et al., 2011). Vinte e quatro amostras 
de Jatropha curcas L. da Índia foram analisadas e encontrou-se um teor médio de óleo em 
sementes de 33%, com uma variação entre 28 e 38,8% (KAUSHIK et al., 2007). Vinte e nove 
amostras provenientes da Índia também foram avaliadas e obteve-se uma variabilidade no 
teor de óleo entre 29,85 a 37,05%, com uma média de 33,7% (RAO et al., 2008). 

3.2 Caracterização físico-química do óleo e biodisel de Jatropha curcas L.
No que se refere à acidez, o óleo de Jatropha curcas L. apresentou alta acidez, 

em média, 9,51 mg KOH/g. Um alto índice de acidez pode ser resultado da presença 
de compostos com caráter ácido (ácidos graxos livres) que possam ter sido extraídos 
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juntamente com o óleo. Outra causa para o elevado índice de acidez pode ser a formação 
de substâncias provenientes da oxidação do óleo em consequência da temperatura elevada 
no decorrer da extração por Sohxlet (RAMOS et al., 2003). Assim, devido ao alto índice de 
acidez apresentado pelo óleo utilizado neste trabalho fez-se necessário um pré-tratamento 
que consistiu em um processo de degomagem seguido de neutralização. Após o pré 
tratamento, o óleo foi caracterizado antes de ser submetido à reação de transesterificação 
para a diminuição do teor de ácidos graxos livres. O processo de degomagem mostrou-se 
eficiente, pois o valor do índice de acidez diminuiu para 0,90 mg KOH/g óleo. Um alto índice 
de acidez não é considerado frequente nos óleos vegetais, podendo haver diferenciação 
dependendo do grau de maturação, condições de estocagem das sementes utilizadas na 
extração do óleo (tempo e temperatura) e condições de armazenamento do óleo (TAN et 
al., 2010). 

O aparecimento de peróxidos no óleo extraído determina que, de algum modo, o 
óleo sofreu processo oxidativo, pois o valor médio obtido foi de 1,77 meq/Kg. O principal 
mecanismo que ocasiona a oxidação de óleos e gorduras é a autooxidação, que se 
fundamenta na degradabilidade dos ácidos graxos por meio de um processo autocatalítico 
intermediado pelos radicais livres. Os radicais livres são gerados a partir do substrato 
dando início ao processo oxidativo. Tais radicais são formas ativas de oxigênio e atacam a 
estrutura dos ácidos graxos insaturados dando início ao processo de deterioração oxidativa 
(WANASUNDARA, SHAHIDI, 2005). O processo auto-oxidativo acontece essencialmente 
quando as duplas ligações dos ácidos graxos insaturados reagem com o oxigênio do ar. É 
uma reação quase espontânea beneficiada pelas temperaturas abaixo de 100°C, incidência 
de luz e altas concentrações de ligações duplas (SHERWIN, 1978). 

Na análise do índice de saponificação o valor obtido foi de 207,01 mg KOH/g óleo 
bruto e 186,43 mg KOH/g óleo degomado. O valor obtido para o óleo bruto não é propício 
para a síntese do óleo em biodiesel, dado que um excesso de ácidos graxos livres pode 
favorecer reações de saponificação concorrendo com a reação de transesterificação. O 
índice de saponificação obtido evidenciou que o mesmo possui expressivo teor em matéria 
saponificável. Após o processo de degomagem o índice de saponificação diminuiu (devido 
ao decréscimo de ácidos graxos livres) tornando este parâmetro dentro da faixa apropriada 
para a realização da biossíntese. Conforme a normatização britânica, o óleo considerado 
de primeira qualidade apresenta valores de índice de saponificação na faixa de 177-187 
mg KOH/g (FREIRE, 2001). Nos resultados obtidos para o índice de saponificação deste 
trabalho, observou-se resultados similares aos obtidos por Aminul Islam et al. (2012), estes 
autores utilizaram sementes de Jatropha curcas L. de nove países (Mlásia, Bornéu, Índia, 
Indonésia, África do Sul, Cabo Verde, Tailândia, Filipinas e Vietnã) e foram encontrados 
valores que variaram entre a faixa de 183,3 – 189,5 mg KOH/g, valendo ressaltar que as 
amostras de óleo foram obtidas por meio de extrator Soxhlet e solvente hexano assim como 
neste trabalho.
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3.3 Temperatura ótima de lipase livre e imobilizada
Para a determinação da temperatura ótima na atividade enzimática da lipase livre 

foi realizada uma hidrólise do pNPP em temperaturas na faixa de 20 a 70°C (Figura 1). 
A atividade máxima foi na temperatura de 40°C e apresentou atividade específica de 
147,72 U/mg. Observou-se que a enzima livre reduziu bruscamente sua atividade após a 
temperatura ótima. Na temperatura de 50°C, a atividade enzimática diminuiu 63% em relação 
à atividade apresentada em 40°C. A redução mais brusca foi de 83% na temperatura de 
70°C em relação à máxima atividade encontrada. A enzima imobilizada com glutaraldeído, 
apresentou melhor capacidade de atuação entre 50 (288,92 U/mg) e 70°C (144,91 U/mg), 
com atividade máxima em 60°C (330,12 U/mg). A atividade máxima catalítica para enzima 
imobilizada com epicloridrina ficou em 50°C (298,35 U/mg). Ambas enzimas imobilizadas 
tiveram sua atividade drasticamente reduzida fora da temperatura ótima. Esses resultados 
indicam que o processo de imobilização colaborou no propósito de aumentar a temperatura 
ótima da lipase, o que é muito vantajoso, ao passo que irá permitir condições operacionais 
em uma faixa mais alta de temperatura. Geralmente, as enzimas após a imobilização em 
suportes sólidos apresentam um deslocamento da temperatura ótima para valores mais 
altos, visto que ocorrem interações entre o suporte e a enzima, resultando em uma molécula 
proteica com estrutura mais rígida, o que confere ao biocatalisador maior termoestabilidade 
(BALCÃO, PAIVA, MALCATA, 1996). 

Figura 1- Efeito da temperatura na atividade lipolítica de Candida rugosa imobilizada com epicloridrina, 
glutaraldeído e na forma livre. Ensaios realizados em triplicata.

3.4 pH ótimo de lipase livre e imobilizada
A determinação do pH ótimo na atividade enzimática da lipase livre e imobilizada de 

Candida rugosa foi estudada na faixa de 4,0 a 9,0 (Figura 2). A enzima apresentou atividade 
em uma ampla faixa de pH, alcançando atividade máxima em pH 8,0 (103,29 u/mg) quando 
imobilizada covalentemente em epicloridrina. Entretanto, em pH 7,0 foi detectada atividade 
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de 98,53 U/mg sugerindo que a faixa de pH de 7 a 8,0 é a ideal. Entretanto, mesmo em 
valores extremos como em pH 9,0 foi detectada atividade (34,87 U/mg). A atividade foi 
extremamente reduzida em pH 4,0 para 10,53 U/mg. Observa-se que o pH ótimo de 8,0 
para a enzima livre foi preservado para a lipase imobilizada ativada com epicloridrina. 
Entretanto, ao utilizar-se o glutaraldeído como agente ativante houve um deslocamento 
do valor encontrado para a lipase em sua forma livre (pH 8,0) para o valor de pH ótimo 
7,0. Verificou-se também que a enzima imobilizada com epicloridrina ou glutaraldeído 
apresentou atividade enzimática superior à atividade da lipase na forma livre na faixa de 
pH de 7,0 a 9,0. Geralmente, posteriormente ao processo de imobilização, o pH ótimo para 
atividade catalítica da lipase mantém-se parcialmente em um pH mais alcalino, visto que 
o comportamento básico da histidina favorece o ataque nucleofílico da serina (BALCÃO, 
PAIVA, MALCATA, 1996). Estes grupos tornam-se protonados quando presentes em meio 
ácido, assim o ataque nucleofílico da serina ao grupo carboxílico do triglicerídeo (substrato) 
podendo dificultar a formação do complexo acil-enzima. Os hidrogênios ionizáveis (H+) 
presentes no meio reacional possuem afinidade pelos grupos hidroxilas (OH-) presentes 
na constituição do suporte, resultando em acumulação desses íons (GOLDSTEIN, LEVIN, 
KATCHALSKI, 1964) o que possivelmente pode afetar a lipase e, por conseguinte, sua 
faixa de pH ideal para atuação. Entretanto, segundo Pereira, Zanin, e Castro (2003) os 
próprios grupos carboxílicos presentes na lipase podem também favorecer o acúmulo 
de hidrogênios ionizáveis. Sabendo-se que a estabilização do microambiente da lipase 
acontece em pH alcalino, pode ocorrer uma maior redução na concentração de H+.

Mudanças no pH ótimo de lipases, posteriormente ao processo de imobilização, 
também foram observadas por outros pesquisadores. Uma alteração do pH ótimo de 8,0 
para 9,0 foi observada ao empregar-se o método de ligação covalente na imobilização da 
lipase de Candida rugosa em suporte constituído por quitosana (CHIOU, WU, 2004). Houve 
uma diminuição do pH ótimo de 7,0 para 6,5 para lipase de Candida rugosa após ter sido 
imobilizada em Celite (FADILOGLU, SOYLEMEZ, 1998). Uma elevação do pH ótimo de 7,0 
para 8,5 foi observada quando lipase passou pelo processo de imobilização em celulignina 
e agente ativante metaperiodato de sódio (PEREZ et al., 2007). 
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Figura 2 - Efeito do pH na atividade enzimática da lipase imobilizada de Candida rugosa e na forma 
livre. Ensaios realizados em triplicata.

3.5 Estabilidade térmica relacionada ao tempo de incubação
Com relação à termoestabilidade, a lipase livre foi submetida à incubação à 40°C 

durante 8 horas e avaliada de hora em hora quanto à sua atividade enzimática. A enzima 
manteve 97,41% de sua atividade inicial após 1 hora de incubação e 81,08% após 2 horas 
de incubação. Decorrido o período de 8 horas a lipase livre manteve apenas 18,12% de 
sua atividade inicial. Após 6 horas o sistema imobilizado manteve 49,58% e 52,29% de 
sua atividade inicial, com glutaraldeído e epicloridrina, respectivamente. Estes resultados 
indicam que a lipase imobilizada apresenta excelente estabilidade térmica quando 
comparada a sua forma livre, aumentando seu potencial para a utilização em biocatálises. 
O processo de imobilização confere efeito favorável à estabilidade térmica da enzima 
devido à interação física e química ocorrida entre o suporte e a enzima. A homogeneidade 
da enzima no meio reacional é facilitada pela imobilização, fator este fundamental para 
uma melhor condição operacional das reações enzimáticas (VILLENEUVE et al., 2000). 

Lipase de Rhizopus oryzae em sua forma livre e após a imobilização em suporte 
de sílica demonstrou estabilidade térmica semelhante ao encontrado neste trabalho. O 
processo de imobilização proporcionou um aumento na termoestabilidade da enzima 
principalmente em temperaturas maiores que 45°C. Observou-se que na temperatura de 
60°C, a lipase em sua forma livre, já não possuía nenhuma atividade enzimática. Entretanto, 
após a imobilização a atividade relativa foi de 80% na temperatura de 60°C após 2 horas de 
incubação (KHARRAT et al., 2011). 

3.6 Tempo de meia-vida e da constante de desativação
O tempo de meia-vida encontrado para o sistema imobilizado com epicloridrina 

corresponde a um aumento na estabilidade térmica de aproximadamente 2 vezes maior 



 
Ciências biológicas: Gênese na formação multidisciplinar Capítulo 10 98

que o encontrado para a enzima em sua forma livre (Tabela 1). Dessa forma é possível 
inferir que quanto menor for o valor encontrado para a constante de desnaturação maior 
será o tempo de meia-vida da enzima. A lipase em estudo mostrou-se bem mais estável 
que a lipase de Candida rugosa imobilizada em matriz híbrida de SiO2-Quitosana ativada 
com epicloridrina dos estudos de Simões et al. (2011), que reteve a 50°C, apenas 40% 
de sua atividade máxima em um tempo de meia-vida de 1,63 horas. Estes mesmos 
autores encontraram, ao utilizarem o sistema de imobilização com SiO2-PVA ativado com 
glutaraldeído, um tempo de meia-vida de 3 horas, valor este inferior ao obtido para a enzima 
na forma livre do presente trabalho.

Tabela 1- Constantes de desativação térmica (KD) e tempo de meia-vida (t1/2) para lípase livre  e  
imobilizada.

3.7 Determinação dos parâmetros cinéticos KM E VMAX

A influência da concentração do substrato em relação à atividade enzimática foi 
realizada variando-se a concentração do substrato (pNPP) e mantendo-se a concentração 
da lipase em 0,03 mg/mL. Com a finalidade de descrever o comportamento cinético da 
lipase plivre de Candida rugosa, analisou-se os dados de acordo com a equação de 
Michaelis-Mentem (HORTON et al., 2002). Foi estimado em 3,74 mM e 434,78 μmol /( mg 
min) os valores de KM e VMAX para a enzima livre utilizando como substrato pNPP. 

3.8 Rendimento da imobilização 
A partir da imobilização de lipase de Candida rugosa via ligação covalente em 

suporte POS-PVA ativado por diferentes reagentes (glutaraldeído e epicloridrina) durante 
24 horas, estimou-se os parâmetros de imobilização como rendimento em termos de 
proteína imobilizada, rendimento da imobilização e atividade recuperada (Tabela 2).

Tabela 2 - Parâmetros de imobilização da lípase de Candida rugosa imobilizada em suporte POS-PVA 
ativada por diferentes agentes. * micrograma de proteína imobilizada por grama de suporte.
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De posse dos resultados obtidos, foi possível verificar que a ativação do suporte 
com epicloridrina convergiu em um maior percentual de proteína imobilizada. De acordo 
com os resultados observou-se que a porcentagem de proteína imobilizada foi maior 
com o aumento do comprimento da cadeia e do braço espaçador da epicloridrina 
utilizada para ativação. Esse comportamento pode ser explicado com base nos bloqueios 
estéricos que possivelmente se formam nas moléculas enzimáticas quando pequenos 
braços espaçadores são empregados. Consequentemente, as moléculas de lipase serão 
imobilizadas mais próximas à superfície do suporte, possibilitando assim a atuação de um 
bloqueio estérico em desfavor da imobilização de outras moléculas de enzima. Portanto, 
o maior comprimento do braço espaçador induzido pela ativação com epicloridrina admite 
uma maior quantidade de lipase imobilizada (MENDES et al., 2011). 

O comprimento do braço espaçador do agente de ativação também apresentou 
influência sobre o rendimento de imobilização em termos de atividade. Por conseguinte, 
os melhores resultados foram obtidos com o agente ativante epicloridrina, indicando que 
as ligações covalentes multipontuais com a lipase foram estabelecidas em maior número 
devido aos maiores braços espaçadores, que por sua vez, foram mais eficazes em 
proporcionar uma estrutura mais rígida à lipase, visto que o sistema imobilizado com este 
agente ativante foi superior ao glutaraldeído. Outra hipótese está centrada em possíveis 
distorções sofridas em sua estrutura tridimensional levando a uma conformação menos 
ativa. Para os dois sistemas de imobilização, a atividade recuperada diminuiu conforme o 
aumento do conteúdo enzimático imobilizado, ressaltando que esse efeito foi mais intenso 
para o derivado imobilizado ativado com glutaraldeído. As preparações enzimáticas estão 
sujeitas a limitações quanto aos fenômenos de transferência de massa e difusão do 
substrato causadas pela maior quantidade de moléculas proteicas imobilizadas nos poros 
do suporte (RODRIGUES et al., 2008). 

A utilização de aditivos estabilizantes macromoleculares como polietilenoglicol (PEG) 
e álcool polivinílico durante o processo de imobilização de lipases em meio aquoso propiciou 
incrementos em sua atividade enzimática. A adição de carboidratos e polissacarídeos não 
exibiu influência estabilidade significativa em relação a atividade. Estudos relatam que o 
aditivo estabilizante ao ocupar o sítio ativo da enzima evita que ocorram interações não 
desejáveis entre a enzima e o suporte prevenindo a sua inativação. Também existem relatos 
na literatura que aditivos estabilizantes contribuem para que uma camada de água não seja 
retida ao redor do biocatalisador, mantendo assim sua estrutura nativa em meio orgânico 
e favorecendo a dispersão das moléculas de enzimas nas preparações para imobilização. 
Isto previne que aglomerados enzimáticos sejam formados reduzindo a transferência de 
massa do substrato proporcionando uma melhor difusão por meio da matriz que contém o 
biocatalisador (HANEFELD, GARDOSSI, MAGNER, 2009; GUNCHEVA et al., 2011). 
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3.9 Produção de biodiesel em biorreator tipo cesto 
A lipase de Candida rugosa foi utilizada como biocatalisador na reação de 

transesterificação etanólica do óleo de Jatropha curcas L. (durante 8 horas) com o objetivo 
de determinar o comportamento do aparato experimental proposto para a produção de 
biodiesel em modo batelada, no biorreator tanque agitado com cesta. No aparato proposto, 
a enzima ficou confinada em uma cesta com a finalidade de evitar que a vigorosa agitação 
magnética afetasse as partículas enzimáticas. Esta configuração de biorreator foi adotada 
neste trabalho por favorecer um maior contato entre os reagentes e o biocatalisador, 
aumentando assim, a velocidade reacional e a eficiência da transesterificação enzimática. 
Apresenta ainda a vantagem de o biocatalisador ficar separado do meio reacional, porém 
permitindo a drenagem do líquido circulante dentro do cesto através da movimentação das 
aletas.

No biorreator tipo cesta, 350 mL de óleo degomado, na proporção de 1:9 (óleo/
álcool) foi submetido à transesterificação enzimática em biorreator tipo cesta resultando em 
ésteres etílicos. Ao final da transesterificação etanólica percebeu-se o odor característico 
do etanol presente na mistura, proveniente da adição excessiva de álcool na mistura 
reacional com o objetivo de aumentar o rendimento da reação. Para agilizar a separação 
de fases entre o biodiesel e a glicerina removeu-se o excesso de etanol pela técnica de 
rotaevaporação, que durou cerca de 20 minutos. A separação de fases biodiesel/glicerina 
pode ser observada em funil de decantação após 1 hora à temperatura ambiente, entretanto 
deixou-se a mistura em repouso por 24 horas para garantir que ocorresse a completa 
separação de fases. 

O biodiesel obtido foi inodoro, com aspecto translúcido e coloração amarelo palha. 
Em seguida, o biodiesel, foi pesado, obtendo-se uma massa de 283 g, equivalente a um 
rendimento de 80,86% em massa. A glicerina, sub-produto da transesterificação, foi medida 
e obteve-se 42 mL de glicerina, correspondendo a 14,84% em massa de óleo utilizado na 
reação.

3.10  Caracterização da transesterificação enzimática
Óleo de J. Curcas L. foi esterificado com metanol e etanol por síntese química 

e enzimática, respectivamente (Tabela 3).  Pode-se observar que os ácidos graxos 
saturados foram mais transesterificados por lipase de C. Rugosa quando comparado com 
a esterificação química com metanol para análise. 

Ésteres de ácidos graxos (%) Óleo
EMAGa

Biodiesel
EEAGb

Saturados 13.8 53.2
Monoinsaturados 84.1 45.6
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Poliinsaturados 2.1 1.2

Table 3 -  Composição de EMAG e EEAG

Nota: EMAG – a - Ésteres metílicos de ácidos graxos e b – Ésteres etílicos de ácidos graxos

Os monoinsaturados e poliinsaturados foram menos transesterificados. Como já 
comentado anteriormente, o principal mecanismo de ação de autooxidação de óleos e 
gorduras ocorre por intermédio de radicais livres. Eles são gerados nas ligações duplas 
que existem nos ácidos graxos insaturados e assim prossegue uma degradabilidade do 
biodiesel  (WANASUNDARA, SHAHIDI, 2005). A reação com o oxigênio causa oxidação 
espontânea pela incidência da luz em temperaturas abaixo de 100°C (SHERWIN, 1978).

Lipases de diferentes fontes de microrganismos apresentam químio-, enantio- e 
regiosseletividade em sua atividade catalítica e essa característica é que conduz na 
escolha da enzima para um processo industrial, considerando a obtenção de um produto 
que possa estabelecer maior rendimento de transesterificação de ácidos graxos com 
etanol ou metanol dentro de um padrão de maior conservação com relação a oxidação 
espontânea com o tempo de armazenagem (SHERWIN, 1978). De fato, a biossíntese de 
transesterificação etanólica por lipase de  C. Rugosa em preferir a maior parte dos ácidos 
graxos saturados do óleo de J. Curcas L. é um bom indício de que o armazenamento do 
biodiesel será mais efetivo.

3.11  Características do biodiesel com a ANP
Análise das características físico-químicas do biodisel produzido por processo de 

transesterificação etanólica utilizando lipase imobiizada em POS-PVA usando epicloridrina 
como braço espaçador conduziu as características físico-química da ANP-Agência Nacional 
do Petróleo (Tabela 4). 

Propriedades físicos-químicas Biodiesel
J. curcas ANP

Densidade a 20°C (g/cm3) 0,827 0,82-0,86
Viscosidade (mm2/s) 4,57 2,5-5,5

Índice de acidez (mg KOH/g) 0,34 0,80
Teor de saponificação (ppm Na/g) 5,0 4,5

Tabela 4 - Propriedades físico-químicas do biodiesel comparadas com as regulamentadas pela Agência 
Nacional do Petróleo (ANP) produzido nesta pesquisa

O teor de saponificação do biodiesel indicou um teor pouco mais alto que a ANP, 
indicando que o processo de degomagem do óleo de J. Curcas L. deve compreender 
maior atenção. O resultado acima do permitido indica que o óleo não foi degomado dentro 
do parâmetro exigido pela ANP e que esse procedimento deve ser trabalhado com mais 
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exigências para alcançar os padrões normativos da agência. Por outro lado, podemos 
compreender pelo valor de rendimento do biodiesel que alguns ácidos graxos insaturados 
ou poliinsaturados foram hidrolisados pela enzima e não transesterificados pelo etanol 
presente na reação.  

4 |  CONCLUSÕES
Em relação ao teor de óleo presente nas sementes verificou-se que a média geral 

encontrada foi de 34,49 %. Ao se comparar os resultados deste trabalho com dados 
da literatura observaram-se que alguns foram semelhantes, outros não. Tal diferença é 
resultado de vários fatores que podem influenciar na quantidade e qualidade do óleo, como: 
o clima em que as plantas foram cultivadas, do recebimento ou não de tratos culturais, do 
período de colheita e estádio de maturação dos frutos, do método utilizado na extração do 
óleo entre outros. Ao se analisar as características físico-químicas das alíquotas de óleo 
bruto verificou-se um alto índice de acidez ressaltando a necessidade, em termos dos 
parâmetros custo- benefício, para produção de biodiesel tratar a matéria - prima oleaginosa 
pela técnica de degomagem ácida com a finalidade de realizar a neutralização dos ácidos 
graxos livres e consequentemente eliminação dos fosfatídeos hidrofóbicos na borra. 

Lipase de Candida rugosa marca Sigma-Aldrich® Chemical Co foi imobilizada em 
suporte híbrido POS-PVA empregando diferentes agentes ativadores como glutaraldeído 
e epicloridrina por ligação covalente. Após a imobilização foi observada alteração nos 
parâmetros de pH ótimo e de temperatura ótima para ambas lipases imobilizadas.A enzima 
imobilizada se mostrou mais estável do que a enzima livre frente a uma faixa maior de pH e 
temperatura. A imobilização da enzima em POS- PVA ativada tanto com glutaraldeído como 
com epicloridrina deu importante proteção térmica para a enzima. Preparações imobilizadas 
por ativação com epicloridrina apresentaram maior concentração de proteína imobilizada 
e, por conseguinte valores superiores de rendimento de imobilização possivelmente em 
função das ligações covalentes multipontuais com a lipase terem sido estabelecidas em 
maior número devido aos maiores braços espaçadores. 

O derivado imobilizado de lipase de Candida rugosa ativado com epicloridrina 
foi selecionado para ser usado como biocatalisador na transesterificação etanólica de 
Jatropha curcas L. para obtenção de biodiesel por apresentar maior tempo de meia-vida, 
maior atividade relativa no teste de estabilidade quanto ao tempo de incubação e melhores 
condições operacionais quanto à temperatura, visto que se trata de uma transesterificação 
etanólica e temperaturas mais elevadas podem colaborar com a alta volatilidade do etanol 
desfavorecendo a formação do produto de reação. 

É possível obter biodiesel em biorreatores tipo tanque agitado com cesta a partir de 
óleo de Jatropha curcas L. e etanol, biocatalisado por lipase de Candida rugosa imobilizada 
em suporte POS-PVA ativado com epiclridrina. O biodiesel produzido está dentro das 
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normas estabelecidas pela Agência Nacional de Petróleo no que se refere à densidade, 
viscosidade, índice de acidez e teor de sabão. 
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