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RESUMO

BRITO, M.J.P. Sintese de carvdes ativados a partir de residuos da agroindustria e
sua aplicacdo na imobilizacéo de lipase. Itapetinga — BA: UESB, 2020. p.138 (Tese —
Doutorado em Engenharia de Alimentos — Engenharia de Alimentos).

Os carv0es ativados (CA) sdo materiais porosos que tém grande versatilidade industrial.
Quando produzidos a partir de residuos lignocelul6sicos, torna-se uma opgao vantajosa,
devido ao custo reduzido de producéo, ao se comparar com outros matrizes porosas. Neste
sentido, carvdes produzidos a partir residuos da agroindustria estdo sendo ativados de
maneiras diferentes, de modo a modificar as caracteristicas quimicas e texturais, dos
carvOes obtidos, permitindo dessa forma que 0s mesmos sejam empregados em uma
maior gama de processos. Com isso, este trabalho teve como objetivos avaliar a influéncia
da natureza da biomassa e das condi¢Ges de sintese nas caracteristicas texturais dos
carvdes ativados, promover a modificacdo da superficie dos matérias pelo processo de
funcionalizacdo e empregar 0s matérias porosos como suporte para imobilizacdo da
lipase, utilizando os biocatalisadores obtidos na producdo de ésteres de aroma. Os carvoes
ativados foram produzidos pelo método de ativacdo quimica, utilizando o &cido fosférico
como agente ativante, e residuos agroindustriais com composicdo lignocelulésica
distintas (bainhas do palmito de pupunha e do bagaco do malte) como precursor de
carbono. O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi empregado como
ferramenta estatistica para identificar as melhores condi¢des de sintese, incluindo
temperatura de carbonizacdo, tempo de carbonizacdo e razdo de impregnacdo. Os
resultados mostraram que o desenvolvimento da area superficial e porosidade do CA séo
influenciadas principalmente pela composicéo lignocelulésica do material precursor, uma
vez que o carvédo produzido a partir das bainhas do palmito da pupunha apresentou uma
maior area superficial (1598 m?g*) que o sintetizado a partir do bagago do malte (900 m?
gl). Os CA produzidos nas melhores condicbes, para ambos residuos, foram
funcionalizados pelo método do glutaraldeido. Com isso, a lipase de pancreas de porco
(LPP) foi imobilizada pelo método de adsorcédo, nos carvdes ativados, e pelo método da
ligacdo covalente nos suportes funcionalizados. Os experimentos de imobilizacdo foram
conduzidos em batelada sob diferentes condi¢des de pH e temperatura. De maneira geral,
observou-se que 0S suportes apresentam caracteristicas quimicas e texturais que
favoreceram o processo de imobilizagdo da lipase, sendo que tanto os carvdes ativados
quanto os funcionalizados apresentaram capacidade adsortiva superior a 100 mg.g* e
atividade de especifica maior que 0,126 U.mg™, resultados esses, que possibilitaram o
sucesso da aplicacdo dos biocatalisadores na sintese do acetato de isoamila (aroma da
banana), empregando-se acido acético e alcool isoamilico como substrato, sendo
alcancadas conversdes em torno de 89% a 95% para a enzima imobilizada por adsor¢édo
e ligagdo covalente respectivamente. A avaliacdo da estabilidade operacional mostrou que
0s biocatalisadores podem ser reutilizados por pelo menos cinco vezes consecutivas sem
perdas significativas da atividade catalitica. Estes resultados indicam que os carvoes
ativados e os carvOes funcionalizado, sdo suportes promissores para imobilizacdo de
lipase, uma vez que os biocatalisadores produzidos apresentaram elevada atividade e
possibilidade de reutilizacdo na sintese de éster.

Palavras-Chave: acetato de isoamila; biocatalisadores; funcionalizagdo; suportes
pOrosos.
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ABSTRACT

BRITO, M.J.P. Synthesis of activated carbon from agro-industrial waste and its
application in lipase immobilization. Itapetinga — BA: UESB, 2020. p.138 (Tese —
Doutorado em Engenharia de Alimentos — Engenharia de Alimentos).

Activated carbons (AC) are porous materials that have great industrial versatility. When
produced from lignocellulosic residues, it is considered an advantageous option, due to
the reduced cost of production, when compared with other porous matrices. In this sense,
coals produced from agroindustrial residues are being activated in different ways, in order
to modify the chemical and textural characteristics, thus allowing them to be used in a
greater range of processes. Thus, this work aimed to evaluate the influence of several
parameters (nature of biomass and conditions of synthesis) on the textural characteristics
of activated carbon, to promote the modification of the surface of the materials by the
functionalization process and to use porous materials as a support for immobilization of
lipase, using biocatalysts in the production of aroma esters. Activated coals were
produced by the chemical activation method, using phosphoric acid as an activating agent,
and agro-industrial residues with distinct lignocellulosic composition (sheaths of pupunha
palm and malt bagasse) as a carbon precursor. The Central Rotational Composite Design
(DCCR) was used as a statistical tool to identify the best synthesis conditions, including
carbonization  temperature, carbonization time and impregnation ratio.
The results showed that the development of the AC surface and porosity are influenced
mainly by the lignocellulosic composition of the precursor carbon material, since the
charcoal produced from the pupunha palm heart sheaths showed a higher SBET (1598 m?
g 1) than synthesized from malt bagasse (900 m? g1). The AC produced in the best
conditions, for both residues, were also functionalized by the glutaraldehyde method. As
a result, porcine pancreatic lipase (LPP) was immobilized by the adsorption method, on
activated carbons, and by the covalent bond method on functionalized supports. The
immobilization experiments were carried out in batches under different pH and
temperature conditions. In general, it was observed that the supports have chemical and
textural characteristics that favored the lipase immobilization process, with both activated
and functionalized carbons having good adsorptive capacity (> 100 mg/g) and specific
activity (> 0.126 U/mg), these results, which made possible the successful application of
biocatalysts in the synthesis of isoamyl acetate (banana flavour), using acetic acid and
isoamy| alcohol as a substrate, achieving conversions around 89% to 95% for the enzyme
immobilized by adsorption and covalent bonding respectively. The evaluation of
operational stability showed that biocatalysts can be reused for at least five consecutive
times without significant losses of catalytic activity. These results indicate that activated
carbons and functionalized carbons are promising supports for immobilizing lipase, since
the biocatalysts produced showed high activity and the possibility of reuse in ester
synthesis.

Keywords: isoamy| acetate; biocatalysts; functionalization; porous supports.

17



CAPITULO 1

Introducéo Geral
Revisao de literatura

Objetivos

18



1. INTRODUCAO GERAL

O carvédo ativado (CA) € um material carbonaceo, detentor de uma estrutura
porosa desenvolvida, elevada area superficial especifica, com presenca de heterodtomos
(O, N e H) em sua superficie, e que sdo obtidos basicamente por processos que contam
com a carbonizacdo do material precursor de carbono e sua ativacdo, que podem ocorrer
simultaneamente ou em etapas distintas (ANDRADE et al., 2018;
RANGABHASHIYAM e BALASUBRAMANIAN, 2019).

Os precursores utilizados na producdo do CA sdo materiais que possuem alto teor
de carbono e baixo teor de compostos inorganicos, caracteristicas essas presentes em
varios residuos agroindustriais, tais como cascas, sementes, madeiras e bagacos
(GONZALEZ-GARCIA, 2018). Quando produzidos a partir desses, tona-se uma opgao
vantajosa, devido ao custo reduzido de producdo, ao se comparar com outras matrizes.
Além disso, sdo matérias primas diversas, abundantes, renovaveis e contribuem ainda
com a diminuicdo dos custos da eliminacao de residuos e o impacto negativo do descarte
inadequado ao meio ambiente (PEREIRA et al., 2014; NAN et al., 2017).

Carvoes produzidos a partir de varios residuos lignoceluldsicos estdo sendo
ativados de maneiras diferentes, de modo a maximizar as suas areas superficiais e
aumentar sua porosidade, permitindo dessa forma que 0s mesmos sejam empregados em
uma maior gama de processos. Processos esses, em que tais caracteristicas sdo essenciais,
como por exemplo, na utilizagdo como suporte para imobilizacdo de enzimas, com
destaque em especial a lipase (BRITO et al., 2017; ALMEIDA et al., 2017; DHAWANE
etal., 2018).

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases, E.C.3.1.1.3), compreendem um grupo de
enzimas hidroliticas que atuam geralmente na interface organico-aquosa, catalisando a
hidrélise e a sintese de ésteres formados por glicerol e &cidos graxos de cadeia longa
(PAQUES e MACEDO, 2006; LIMA et al., 2019). O potencial biocatalitico das lipases
é de interesse para diversos setores industriais, tais como a industrias farmacéutica, de
detergentes, alimenticias, quimica fina, entre outras (JAWED et al., 2019; LIMA et al.,
2019; MOAZENI et al., 2019).

Essas enzimas tém mostrado bons resultados como biocatalisadores na obtencédo
de aromas (SARNO et al., 2017). Sabe-se que os ésteres de aroma sdo formados pela
reacdo de esterificacdo direta de um acido carboxilico com um alcool na presenca de
catalisador, com a opc¢do de ser realizada na presenca (ou ndo) de solvente organico e
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podem ser obtidos por via natural, quimica ou biotecnoldgica (SA et al., 2017; ASMAT
et al., 2019). A sintese biotecnoldgica oferece um alto rendimento em comparagdo com a
sintese quimica e acelera as reagdes em até 108-10° vezes, requer condi¢des moderadas
para reacao e o produto, assim gerado, pode ser caracterizado como natural ou idéntico
ao natural, sendo, portanto, de grande interesse para a industria de alimentos (GUMEL e
ANNUAR, 2016; SA et al., 2017).

Vale ressaltar que apesar das inUmeras vantagens da aplicagdo da biotecnologia
para producdo de aromas, um fator importante a ser considerado é o custo da propria
enzima, que € uma desvantagem para 0 processo biotecnoldgico comparado com a sintese
quimica. Neste sentido a imobilizacdo enzimatica, destaca-se como uma das estratégias
mais promissoras para superar tal inconveniente, uma vez que permite que a enzima seja
reutilizada varias vezes, mantendo a sua atividade, e em alguns casos promovendo a
melhoria da eficiéncia catalitica da enzima (SARNO et al., 2017; VERISSIMO et al.,
2018).

Lipases podem ser imobilizadas por uma variedade de metodos, tais como
encapsulamento (AWADALLAK et al., 2014), por ligacdo cruzada (KATO et al., 2011),
ligacdo covalente (GAO et al., 2018) ou adsor¢do (DHAWANE et al.,, 2018). A
imobilizacdo de biomoléculas por adsorcdo e formacédo de ligacdo covalente, utilizando
carvao ativado como suporte (RAMANI et al., 2012; BRITO et al, 2017), vem atraindo
muita atencdo devido as caracteristicas fisicas e quimicas dessa matriz. Diante de tal
contexto, neste trabalho foi avaliada a influéncia de diferentes parametros (temperatura,
tempo de carbonizacdo e razdo de impregnacdo) na sintese de carvles ativados com
elevada area superficial e grande volume de micro e mesoporos, utilizando como fontes
precursoras de carbono bainhas do palmito de pupunha e do bagaco do malte. Os CA
produzidos nas melhores condicdes, para ambos residuos, foram funcionalizados pelo
método do glutaraldeido. Com isso, a lipase de pancreas de porco (LPP) foi imobilizada
pelo método de adsorcdo, nos carvdes ativados, e pelo método da ligagdo covalente nos
suportes funcionalizados, sendo os biocatalisadores empregados na sintese do éster

acetato de isoamila (aroma da banana).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Carvéo Ativado
O carvao ativado (CA) € uma forma microcristalina, ndo grafitica de carbono.

Apresenta-se como um sélido predominantemente amorfo, na forma de p6 ou granulado,
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que foi processado para desenvolver porosidade interna, aumentando a area superficial e
0 volume dos poros (MAHAMAD, ZAINI e ZAKARIA, 2015; DANISH et al., 2018). A
capacidade de adsorcdo do CA é determinada pela sua porosidade interna, area
superficial, distribuicdo de tamanho e volume de poro e pela presenca de grupos
funcionais em sua superficie, os quais séo significativamente afetados pelas propriedades
fisicas e quimicas do precursor, pelo método de preparagdo e as condicBes de ativacao
(HESASA et al., 2013; BRITO et al., 2018).

As propriedades fisicas da superficie do carvdo ativado sdo descritas pela area
superficial especifica e porosidade, enquanto que as propriedades quimicas dependem da
presenca ou auséncia de grupos &cidos ou basicos sobre sua superficie (YAHYA et al.,
2015). A area superficial especifica do carvio ativado geralmente se estende de 80 m? g°
121600 m? g'. Muitas vezes esse parametro é um indicador chave do poder adsortivo do
carvao ativado. Os poros, por sua vez, sao classificados em trés grupos, em funcdo do
didmetro como microporos (menor que 2 nm), mesoporos (entre 2 nm e 50 nm) e
macroporosos (maior que 50 nm), segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC, 1982). As determinacdes das propriedades fisicas sdo fundamentais,
uma vez que a estrutura dos poros limita as dimens6es das moléculas que podem ser
adsorvidas e a area superficial disponivel limita a quantidade de substrato que pode ser
adsorvido pela matriz (BRITO et al., 2017; ALMEIDA et al., 2017). Os carvdes ativados
preparados convencionalmente sdo predominantemente microporosos, implicando na
necessidade de tratamentos especificos durante a sintese que favorecam a formacdo de
poros mais largos, acessiveis a moléculas maiores. Tais moléculas exigem ndo apenas
elevada area superficial, mas também um maior volume de meso e macroporos na
estrutura do carvdo, visto que o diametro dos microporos permite o acesso exclusivo de
adsorvatos pequenos, como o caso de moléculas gasosas (PEREIRA et al., 2014).

A quimica superficial dos materiais carbonosos, por sua vez, depende
essencialmente, de seu contetdo de heteroatomos, principalmente de seu conteddo em
complexos superficiais de oxigénio. A superficie do carvdo apresenta caracteristicas
quimicas &cidas e bésicas; as &cidas associam-se as fungdes oxigenadas, como carboxilas,
lactonas e fendis. De outro lado, as fungdes como piranos, éter, hidroxilas e carbonilas
sdo responsaveis pelas propriedades basicas na superficie do carvdo. Esses grupos
funcionais, podem afetar a capacidade de adsorcdo e podem ser modificados por
tratamentos térmicos e quimicos (RODRIGUEZ-REINOSO, 2006).
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2.1.2. Materiais precursores utilizados na producéo do carvao ativado

Os precursores utilizados na producdo do CA sdo materiais que possuem alto teor
de carbono e baixo teor de compostos inorganicos, caracteristicas essas presentes em
varios residuos agroindustriais, tais como cascas, sementes, madeiras e bagagos
(GONZALEZ-GARCIA, 2018). Os residuos de biomassa sdo considerados insumos
importantes para a preparacdo de carvdes ativados, pois além de apresentarem em sua
composi¢do um elevado teor de matérias volateis, caracteristica essa que permite a
obtencdo de um adsorvente com uma estrutura altamente porosa, sdo matérias primas
diversas, abundantes e renovaveis e contribuem ainda com a diminuicdo dos custos da
eliminacdo de residuos e o impacto negativo ao meio ambiente (OKMAN et al., 2014;
(RANGABHASHIYAM e BALASUBRAMANIAN, 2019). Ademais, a producdo de
carvdes ativados a partir desses materiais, vem atender as exigéncias atuais por processos
sustentaveis que contemplem os principios da quimica verde e sustentabilidade.

Os compostos lignocelulésicos sdo os materiais organicos mais abundantes da
biosfera. Estes materiais sdo constituidos por trés fragdes poliméricas principais (Figura
1), unidas entre si por uma rede complexa de ligagbes covalentes, composta
principalmente por: celulose (20 % a 60 %), lignina (10 % a 40 %) e hemicelulose (10 %
a 35 %), sendo a concentracdo de cada um desses elementos varidvel de acordo com o
tipo de matéria-prima em questdo, estagio vegetativo, condi¢des de cultivo, entre outros
(ABDOLALI etal., 2014; SONIL etal., 2014; YU et al., 2017).

A celulose € o principal constituinte da biomassa lignoceluldsica, composto por unidades
repetitivas de D-glucose em cada anel de piranose. Internamente, as fibrilas da frac&o celulésica,
polissacarideos compostos por glicose, encontram-se dispostas como espirais, de forma a conferir
forca e flexibilidade ao material (DEMIRBAS, 2009). Esta fracdo encontra-se envolvida pela
lignina, polimero aromético heterogéneo formado por ligagdes éter biologicamente estaveis, que
esta presente principalmente na camada externa das fibras, sendo responsavel pela rigidez
estrutural, impermeabilidade, retencdo das fibras de polissacaridos e resisténcia a ataques
microbiol6gicos e mecénicos aos tecidos vegetais (JIBRIL et al., 2008; KAN et al., 2007). A
terceira e Ultima fracdo principal, a hemicelulose, atua como um elo quimico entre a celulose e a
lignina, apresentando natureza heteropolissacaridica ramificada, formada, principalmente, por
blocos de construcdo de pentoses (xilose, raminose e arabinose), hexoses (glicose, manose e
galactose), acidos urénicos (&cidos 4-O-metilglucurdnico e galacturénico) e radicais acetila
(DHYANI e BHASKAR, 2017; DANISH et al., 2018).
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Figura 1. Principais constituintes da biomassa lignocelulésica

Celulose ~ Hemicelulose  Lignina

Residuos de biomassa

Adaptada de Rangabhashiyam et al. (2019).

A composicdo do material lignocelul6sico empregado como precursor de carbono,
é um fator determinante nas caracteristicas do carvdo ativado, uma vez que esses
componentes tendem a sofrer decomposi¢cdo em diferentes etapas durante a ativacédo e
processo de pirolise. No intervalo de temperatura entre 150-275 °C ocorre maior
degradacdo da hemicelulose e menor degradacdo da celulose e lignina (YANG et al.,
2007). As ramificagdes presentes na hemicelulose sdo facilmente removidas da cadeia
principal do residuo e degradam-se em compostos volateis como CO, CO; e alguns
hidrocarbonetos em baixas temperaturas (YANG et al., 2007). Posteriormente a celulose
é degradada, de modo que sua quebra ocorre na faixa de temperatura de 260-350 °C,
havendo elevada liberagcdo de CO, CO, e CH4. POr fim, a lignina se degrada na faixa de
280-500 °C, caracterizando-se por ser 0 componente que apresenta maior resisténcia a
degradacdo térmica, além disso, esta fracdo € a principal responsavel pela massa de
carbono fixa (MACEDO et al., 2008; JAIN e TRIPATHI, 2014; SILVA et al., 2016).
Vale ressaltar que além da composicéao lignoceluldsica do precursor e da temperatura de
pirolise, as transformacdes termicas de celulose, hemicelulose e lignina dependerdo
também das condigdes de sintese de carvao, tais como: tipo de ativacao, natureza quimica
do agente ativante, os gases atmosféricos presentes, entre outros (NAN et al., 2017). Na
Tabela 1 estacdo apresentadas a composi¢ao quimica de residuos lignoceluldsicos que

vem sendo utilizados na produc¢éo do carvao ativado.
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De maneira geral estudos demonstram que materiais precursores que possuem
teores de celulose e hemicelulose superiores aos de lignina podem ser mais facilmente
ativados, levando, consequentemente, a0 aumento da porosidade do carvao produzido.
Isto ocorre, pois a celulose e a hemicelulose séo as fracdes volateis removidas durante os
processos de pirdlise e ativacao, causando o desenvolvimento de poros, enquanto que a
lignina, que confere rigidez & matriz de biomassa, € o constituinte de mais dificil
volatilizagdo. Vale ressaltar ainda, que a lignina é a principal responsavel pela formacao
da massa de carbono fixo do carvao, proporcionando maiores rendimentos do carvéo
durante sua sintese, devido ao fato da sua estrutura apresentar uma maior estabilidade
durante a etapa de carbonizacdo (MULEY et al., 2016; SELVARAJU e BAKAR, 2017).

Tabela 1. Composicédo de residuos lignoceluldsicos empregados na sintese de carvédo

ativado.
Residuo Celulose Hemicelulose Lignina Referéncia
li lul6si
ignocelulédsico (%) (%) (%)
Casca da 32,5 25,5 24,8 GONZALEZ et al., 2009
améndoa
Casca de cacau 13,2 10,8 16,4 PEREIRA et al., 2014
Bagaco da cana 42,2 36,0 19,3 CHEN et al., 2012
de acUcar
Casca do coco 15,0 35,0 50,0 CAGNON et al., 2009
Casca do coco 29,0 15,0 31,0 VAIBHAV e
THALLADA, 2017
Bagaco do sorgo 45,0 25,0 18,0 ABDOLALIl et al., 2014
Pinheiro 46,0 24,0 27,0 YU etal., 2017

2.1.2.1 Residuo precursor para producéo do carvao ativado — bainhas do palmito
pupunha e bagago do malte
O descarte de residuos agroindustriais, caracterizados por conterem uma grande

quantidade de biomassa rica em celulose, hemicelulose e lignina, representa um crescente
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problema devido ao aumento da producdo. As inddstrias produzem residuos que
aumentam o potencial poluidor no ambiente associado a disposicdo inadequada destes
que, além da poluicdo dos solos e de corpos hidricos, acarretam problemas de salde
publica (ROSA et al., 2011).

O cultivo de palmeiras para a producdo de palmito em conserva, por exemplo, €
uma atividade comum no sul do Brasil. Porém, seu crescimento € preocupante, pois ha
uma grande geracdo de residuos solidos decorrentes do beneficiamento do palmito
(SCHMITZ, 2015). O palmito comercializado é encontrado na parte superior das
palmeiras, onde formam-se as folhas, sendo envolto por camadas de prote¢édo ou bainhas.
A camada externa, que envolve o palmito, é fibrosa e ndo € utilizada na industrializacao
do palmito, representando de 25 a 35% do seu peso seco, dependendo da espécie. A
segunda camada, denominada bainha mediana ou semi-fibrosa, representa de 25 a 30% e
descartada no processamento do palmito. Por fim, tem-se o miolo, denominado palmito,
que contém menor teor de fibras, e corresponde a porgao em que se produz o palmito em
conserva (LIMA e MARCONDES, 2002). Estima-se que a cada corte de palmeira de
pupunha, extrai-se cerca de 400 g de palmito comercial, gerando-se aproximadamente 13
kg de residuos que incluem estipe, folhas e bainhas, e parte deste material permanece no
local da colheita ou do processamento, sem nenhuma finalidade pratica (FERMINO et al.
2014).

Outra industria com grande potencial poluidor, sdo as cervejeiras. Este seguimento
produz grandes quantidades de residuos, durante o seu processamento, tais como levedura
cervejeira, o bagaco de malte e o lodo da estacdo de tratamento de efluentes. Desses, 0
principal residuo gerado € o bagaco de malte, em relacdo a quantidade ser maior
comparado aos demais, pois gera cerca de 85% dos subprodutos do processamento. O
bagaco de malte € o residuo solido, de composicao lignocelulésica e rico em proteina e
que contém entre 40-50% de polissacarideos em base seca (MACHEINER et al., 2003).
Além de fibra e proteina, o bagago é composto por cinzas, lipideos, minerais (menos de
0,5%), vitaminas e amino&cidos. O bagaco de malte ou residuo Umido de cervejeira é
caracterizado como agente de alta carga poluidora, quando descartados de maneira
inadequada no meio ambiente (VIERA, 2006; BROCHIER, 2007). Segundo Aliyu e Bala
(2011), ao final do processo da cerveja, cerca de 20% é bagaco, isto é, para cada 100 litros
de cerveja, sdo obtidos 20 kg do residuo. Devido a isso, se tem dado grande importancia

para minimizar ou reaproveitar os residuos sélidos gerados neste processo.
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2.1.3 Producéo do carvéao ativado

Uma vez determinado a fonte precursora de carbono, os carvfes ativados séo
obtidos por processos que contam com a carbonizacdo do material precursor e sua
ativacdo, que podem ocorrer simultaneamente ou em etapas distintas. A carbonizagéo
consiste no tratamento térmico (pirdlise) do material precursor em atmosfera inerte ou
ndo, em temperaturas que variam entre 400 °C e 850 °C. Nesta etapa sdo removidos
componentes volateis e gases leves (CO, Hz, CO2 e CH4), produzindo uma massa de
carbono fixo e uma estrutura porosa primaria que favorece a ativacao posterior (KETCH
et al., 2012). A ativacdo consiste em submeter o material carbonizado a reacgdes
secundarias, objetivando o aumento da area superficial. Esta é uma etapa de fundamental
importancia, pois sera promovido o aumento da porosidade do carvdo. Deseja-se no
processo de ativacdo o controle das caracteristicas do material: distribuicdo de poros, area
superficial especifica, atividade quimica da superficie e resisténcia mecanica, de acordo
com a configuracdo requerida para uma dada aplicacdo especifica. A ativacao pode correr
por processos fisicos ou quimicos (YAHYA et al., 2015; DANISH e AHMAD, 2018).

A ativacao fisica ocorre com a carbonizagdo do material precursor e a subsequente
ativacdo em altas temperaturas, entre 800 °C a 1.100 °C, sob fluxo de gases como vapor
d'agua, dioxido de carbono ou uma mistura desses gases. Esses gases oxidam o material
carbonéaceo do interior das particulas, promovendo a criacdo e desobstrucao dos poros ja
existentes e concomitantemente o desenvolvimento da estrutura porosa do material
(HORIKAWA et al., 2010).

J& a ativacdo quimica consiste na impregnacao do material lignocelulésico com
agentes desidratantes, seguida de um tratamento térmico, com temperaturas entre 400 °C
e 900 °C. Neste processo a carbonizacdo e a ativacdo sdo realizadas simultaneamente. Em
geral, a acdo promovida pela impregnacdo de um agente de ativacdo quimico, pode ser
descrita pela promocdo simultanea da hidrolise e aumento da estrutura porosa do carvao
durante o tratamento térmico. Cloreto de zinco, &cido fosférico, hidroxido de sddio,
hidroxido de potassio, sdo exemplos de agentes quimicos que vem sendo bastante
empegados no processo de ativagdo de carvOes produzidos a partir de materiais
lignocelulésicos (GONZALEZ-GARCIA, 2018; BRITO et al., 2018; SARTOVA et al.,
2019).

A ativacao quimica tem vantagens e algumas desvantagens em relacéo a ativagéo
fisica. Estas vantagens podem ser descritas sumariamente como: temperaturas mais

baixas para pir6lise, menores tempo de ativacdo, maior rendimento, permite obter
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materiais com maior area superficial, possibilita o controle e manutencéo de uma melhor
distribuicdo das dimensdes dos poros e incorporacdo de grupos funcionais. Algumas
desvantagens da ativacdo quimica sdo: utilizacdo de produtos altamente corrosivos e a
necessidade de um passo extra de lavagem do produto final (KALUDJEROVIC et al.,
2014; ZUBRIK et al., 2016; MAHMOOD et al., 2017).

Por ser um aditivo alimenticio autorizado pela FDA (U.S. Food and Drug
Administration) e amplamente empregado, o &cido fosférico, é o agente ativante mais
recomendado para o processo de ativacdo de carvdes com aplicacdo em alimentos. Aliado
a este fato, o emprego desse agente ativante, permite a eliminacdo de compostos de
lixiviagdo por simples lavagens com &gua, requer temperaturas mais brandas de ativacéo
(em torno de 400 °C a 500°C), o que gera um maior rendimento do produto final
(JIANZHONG et al., 2014; LIM, SRINIVASAKANNAN e SHOAIBI, 2015).

Estudos demonstram que durante a ativacdo com o acido fosférico nos precursores
lignoceluldsicos, um aumento no volume estrutural global e o desenvolvimento
concomitante de microporosidade sdo normalmente observados para temperaturas na
faixa de 150 °C a 350 °C, e um novo incremento na temperatura resulta em
desenvolvimento de mesoporos, principalmente através do alargamento dos microporos
existentes (JAGTOYEN E DERBYSHIRE, 1998). A formacao de ligagdes de éster de
fosfato entre cadeias de celulose é considerada a principal contribuinte para o
desenvolvimento da estrutura de carbono, uma vez que esses vinculos sdo baseados na
insercdo de moléculas de acido fosforico entre as cadeias de celulose, separando-as ainda
mais. Essa expansao pode ser refor¢ada pela formacéo e insercao posterior de polifosfatos
na estrutura através de ligacBes éster, com cadeias de celulose, que por sua vez é
considerado um dos principais contribuintes para o desenvolvimento de mesoporos
(NAHIL e WILLIAMS, 2012; YAKOUT e EL-DEEN, 2016).

Na ativagdo quimica, além na natureza do material precursor utilizado como fonte
de carbono e do agente quimico utilizada na impregnacdo, diferentes parametros irdo
influenciar nas caracteristicas fisica e quimicas dos carv6es produzidos, tais como:

0] Razdo de impregnacao: no processo de ativacdo quimica, a razdo de
impregnacéo (proporgdo de massa do agente ativante em relagdo a massa
do material precursor), € uma das variaveis que geralmente tém efeito
significativo sobre as caracteristicas finais dos carvfes produzidos. Os
agentes quimicos utilizados sdo agentes desidratantes que penetram

profundamente na estrutura do carbono promovendo o desenvolvimento
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(i)

(iii)

dos poros e consequentemente 0 aumento da area superficial. Assim, além
de afetar o desenvolvimento dos poros, em particular o tamanho, afeta
ainda a area de superficie, sendo que para maioria dos processos, 0
desenvolvimento de poros menores resultara em adsorventes com maiores
areas de superficie. A tendéncia geral para todos 0s precursores € que, 0
aumento da concentracdo do agente ativante promova um aumento da area
de superficie, embora uma concentracdo 6tima seja observada na maioria
dos casos (GAO et al., 2015; YAKOUT e EL-DEEN, 2016).
Temperatura de carbonizacdo: a aplicacdo de calor a um material
impregnado acelera a degradacdo térmica do material precursor e o
processo de volatilizagéo. Isto leva ao desenvolvimento de poros, aumento
da area de superficie e a subsequente perda de massa. A selecdo da
temperatura de ativacao é baseada em varios fatores que incluem o tipo de
precursor e 0 agente quimico utilizado. Temperaturas muito alta de
ativagdo tendem a resultar no efeito “burn-off” (perda de massa durante a
ativacdo) das estruturas do carvao e a ampliacdo dos microporos para meso
e macroporos, além de interferir no rendimento do processo (HESASA et
al., 2013; KUMAR e JENA, 2016).

Tempo de carbonizacdo: o tempo de carbonizacdo deve ser apenas 0
suficiente para eliminar toda a umidade e a maior parte dos componentes
volateis do material precursor, fazendo com que a porosidade seja
desenvolvida. Duragdes mais longas de carbonizagcdo podem promover o
alargamento dos poros, a custa da area da superficie. Além disso, 0
controle do tempo de ativacdo é de interesse econdmico sendo que tempos
mais curtos, sdo geralmente desejados, uma vez que equivale a uma
reducdo no consumo de energia (GRATUITO et al., 2008).

Como demonstrado, varios fatores irdo influenciar nas propriedades quimicas e

texturais dos carvoes ativados, despertando com isso a necessidade de se conduzir as
pesquisas aplicando técnicas estatisticas de planejamento experimental, que permitam
além de otimizar uma ou mais variaveis em estudo na produgéo dos carvdes, proporcione
a obtencdo de um grande namero de informacdes, utilizando um numero reduzido de
ensaios (MORALI et al., 2018; SULAIMAN et al., 2018).

Atualmente vérias pesquisas vem realizadas visando a otimizacao da producéo de

carvOes ativados. Morali at al. (2018) otimizaram o processo de producdo de sintese de
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carvdes ativados partir da semente do girassol pelo método de ativagdo quimica utilizando
cloreto de zinco e &cido fosférico como agentes de ativagcdo. A temperatura de
carbonizacdo e a razdo de impregnacao foram selecionadas como as variaveis resposta.
Os resultados obtidos mostram a temperatura de 600 °C como ideal para preparacédo do
carvao ativado com elevada area de superficie para ambos os agentes quimicos. A razdo
de impregnacéo por sua vez, foi estabelecida como 3:1 e 2:1 para cloreto de zinco e 4cido
fosforico, respectivamente. Os resultados deste estudo mostraram que a temperatura de
ativacdo é o fator mais significativo para obter carvBes ativados com maior area
superficial especifica (1534 m?/g). Fu et al. (2017) avaliaram o potencial do FeCl, como
um novo agente ativante para preparar carvoes ativados a partir de caules de tomate, sob
diferentes condigBes de sintese. A maior superficie de BET (971 m?/g) foi obtida sob a
seguintes condicdes: razdo de impregnacao de 2:5, temperatura de ativacdo de 700 °C e
tempo de ativacdo de 1 hora. Koyuncu et al. (2018) utilizaram cascas de tangerina como
material precursor de carbono na producdo de cravdes ativados pelo método de ativacdo
quimica com &cido fosforico. Os efeitos dos trés importantes parametros (razdo de
impregnacdo, temperatura de carbonizacdo e tempo de carbonizacdo) foram avaliados.
Os resultados mostram que ao usar razdo de impregnacao de 2:1 a 500 °C por 1 h, a area
superficial especifica atingiu o valor a maxima de 1021 m?/g. A raz&o de impregnacéo foi

o0 pardmetro de maior influéncia na variavel resposta.

2.2. Aplicacdo do carvao ativado na imobilizacédo de enzimas
2.2.1 Imobilizacdo de enzimas

Hé& grande interesse na aplicacdo industrial de enzimas por serem catalisadores
biolégicos naturais utilizados em diversos tipos de reacBes. Da mesma forma que
catalisadores quimicos, as enzimas promovem o aumento da velocidade das reacdes e sdo
altamente especificas aos seus substratos, proporcionando a obtencdo produtos seletivos
que podem ser considerados como naturais (WANG et al., 2017; GONCALVES et al.,
2019).

Por outro lado, as aplicacGes de enzimas livres em processos industriais tém sido
limitadas. Isto se deve a baixa estabilidade operacional e a dificuldade de separacdo do
produto final, que s@o consideradas como barreiras para 0 Seu USO em processos continuos
e aplicacGes em larga escala. Contudo, uma das formas de aproveitar as vantagens da

catélise enzimatica e superar as deficiéncias deste processo, tem sido a utilizagdo da

29



enzima em sua forma imobilizada (HASAN, SHAH e HAMEED, 2006; CIPOLATTI et
al., 2017; Ll et al., 2018).

Enzimas imobilizadas estdo fisicamente confinadas ou localizadas em uma regiéo
definida do espaco, com manutencéo de suas atividades cataliticas e podem ser utilizadas
repetidas vezes ou continuamente (GIRELLI e MATTEI, 2005). O principal interesse em
imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo
sejam afetadas durante o processo de uso, em comparacao a sua forma solivel (DALLA-
VECCHIA; NASCIMENTO e SOLDI, 2004).

A imobilizacdo pode conferir a enzima uma melhoria do seu desempenho
catalitico e reduzir a sua inativacao por distor¢do de sua estrutura nativa pela influéncia
da temperatura, do pH e de solventes organicos (MOTEVALIZADEH et al., 2015). Além
disso, do ponto de vista econdmico o uso de enzimas imobilizadas apresenta diversas
vantagens sobre enzimas sollveis, tais como: uso em processos continuos, possibilitando
maior controle das variaveis do processo; facilidade de separacdo do produto de reacéo;
aumento de estabilidade e a reutilizagdo do biocatalisador, com aproveitamento
prolongado de sua atividade catalitica (BRADY e JORDAAN, 2009; GUPTA,
BHATTACHARYA e MURTHY, 2013).

Entretanto, foram também relatadas algumas desvantagens com relagdo aos
procedimentos de imobilizacdo como: possivel perda da atividade enzimatica durante o
processo de imobilizacdo, os efeitos difusionais devido ao transporte do substrato e do
produto ao sitio ativo da enzima imobilizada, além de muitas vezes, dependendo do tipo
de imobilizagdo, os métodos serem trabalhosos e demorados e acarretarem custos
adicionais na producédo de um biocatalisador (VILLENEUVE et al., 2000). Para que estas
desvantagens sejam minimizadas é necessario conhecer a natureza da enzima, do material
usado como suporte para a imobilizacdo e a técnica de imobilizacéo.

As enzimas podem ser imobilizadas por uma variedade de métodos, tais como
encapsulamento (GUPTA, BHATTACHARYA e MURTHY, 2013; ZANETTE,
AWADALLAK e FILHO, 2014) por ligagdo cruzada (KATO et al., 2011), interacdo
covalente (URRUTIA et al, 2018, ZHONG et al, 2019) ou adsorcdo
(MOTEVALIZADEH et al., 2015; ALMEIDA et al., 2017; BRITO et al., 2017). Na
Figura 2 sdo apresentados, esquematicamente, a classificacdo dos métodos utilizados para

imobilizacéo de enzimas.
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Figura 2. Métodos de imobilizacdo de enzimas
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Adaptado de Dalla-Vecchia, Nascimento e Soldi (2004).

A selecdo do método de imobilizacdo deve ser baseada em parametros como a
eficacia da utilizacdo da enzima, os custos do procedimento de imobilizacdo, a toxicidade
dos reagentes de imobilizacdo, as propriedades finais desejadas do biocatalisador
imobilizado e a caracteristicas da enzima a ser imobilizada (KARRA-CHAABOUNIA et
al., 2008).

Ao longo dos ultimos anos é crescente e notavel o desenvolvimento de estudos
relacionados a imobilizacéo enzimatica (CIPOLATTI et al., 2017; GONCALVES et al.,
2019). Destaque especial é dado & imobilizacdo da lipase por ser uma enzima de grande
interesse industrial (SA et al., 2017; ENAYATI et al., 2018; GAO et al., 2018; TORRES
et al., 2018; KUMAR et al., 2019; JAMBULINGAM e SHALMA, 2019; LIMA et al.,
2019; ZHONG et al., 2019).

2.2.2 Lipases

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) constituem um importante
grupo de enzimas com aplicacgdes biotecnologicas (HASAN, SHAH e HAMEED, 2006;
LIMA et al., 2019). Estas enzimas encontram-se largamente distribuidas na natureza,
podendo ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas (VILLENEUVE

et al., 2000), tendo suas propriedades variadas de acordo com sua procedéncia.
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Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molar variando entre 20 kDa e 75 kDa
com cerca de 150 a 650 residuos de amino&cidos e atividade 6tima em pH na faixa de 4
a 9 e em temperaturas variando desde a ambiente até 70 °C, sendo que, em sua maioria,
apresentam atividade 6tima préximo a 30 °C (CASTRO et al., 2004).

Possuem a capacidade de catalisar a hidrélise de triacilglicerois de longa cadeia
acila com a formacédo de diacilglicerois, monoacilglicerois, glicerois e acidos graxos,
atuando na interface entre a fase organica e a fase aquosa. As lipases sdo também capazes
de hidrolisar uma ampla variedade de ésteres (KAZLAUSKAS, 2005;
ANGKAWIDJAJA e KANAYA, 2006) e, em condicOes adequadas, catalisam reacdes de
esterificacdo e transesterificacdo (interesterificacdo, alcodlise e aciddlise), levando a
sintese de diferentes ésteres carboxilicos e amidas (KAZLAUSKAS, 2005; YADAYV e
JADHAYV, 2005). Na Figura 3 sdo apresentadas algumas reacdes catalisadas por lipases.

Apesar de lipases de fontes distintas serem capazes de catalisar a mesma reacéo,
0 desempenho de cada uma delas, sob as mesmas condigdes, pode ser bastante diferente.
As lipases provenientes de microrganismos séo as mais utilizadas industrialmente, porque
além de apresentarem procedimentos mais simples de isolamento a partir do caldo
fermentativo sdo, geralmente, mais estaveis que as lipases de outras fontes (HASAN,
SHAH e HAMEED, 2006).

Todas as lipases, com excecdo das lipases pancreéaticas, possuem um unico sitio
ativo. Estas enzimas compartilham um padrdo conformacional comum, denominado
conformacdo alfa/beta hidrolase, cuja atividade enzimatica resulta da triade catalitica
Serina-Histidina-Aspartato ou Glutamato (Ser-His-Asp/Glu) do seu sitio ativo (DALLA-
VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004; GUPTA, BHATTACHARYA e
MURTHY, 2013).

Os aspectos basicos sobre os mecanismos de catalise das lipases foram elucidados
a partir do estudo das estruturas tridimensionais de varias destas enzimas, revelando duas
diferentes conformagdes (SANDSTROM et al., 2012, ERICSSON et al., 2008). No qual
0 acesso ao sitio ativo da enzima esta fechado através de um oligo-peptideo hidrofdbico,
chamado de tampa ou “lid”, que cobre a entrada do sitio ativo deixando-o completamente
isolado do meio de reagdo (nesta conformacéo a lipase € considerada inativa) e a segunda
conformacdo ocorre quando ha ligagdo do substrato na superficie da enzima; esta tampa
desloca-se, alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta, deixando o sitio
ativo acessivel ao substrato. Ao mesmo tempo, a enzima expde uma larga superficie de

carater hidrofdbico, o que facilita sua ligacdo a interface, nesta conformacéo a lipase é
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considerada ativa. Este fenomeno ¢ conhecido como “ativacdo interfacial” (PAIVA,
BALCAO e MALCATA, 2000). Logo, as lipases preferencialmente atuam em interfaces
agua-6leo, ou &gua-solvente organico, ¢ a “ativagado interfacial”, relaciona o aumento da
atividade da lipase em funcdo de substratos insoluveis, ou seja, as lipases atuam

preferencialmente em substratos emulsionados (SHARMA et al., 2000).

Figura 3. Reacg0es catalisadas por lipases
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Adaptado de Paques e Macedo, 2006.

As lipases sdo enzimas que exibem propriedades regiosseletivas, quimiosseletivas
e enantiosseletivas, cuja especificidade é controlada pelas propriedades da enzima,
estrutura do substrato e por fatores que afetam a ligagdo da enzima ao substrato, sendo o
triacilglicerol seu substrato padrdo (PAQUES e MACEDO, 2006; GUPTA, GUPTA e
RATHI, 2004).

A especificidade das lipases em relacdo a estrutura do substrato € uma propriedade
conhecida como regiosseletividade, sendo as lipases subdividas em lipases 1,3-
especificas e lipases inespecificas. As enzimas 1,3-especificas catalisam a liberagdo de
acidos graxos das posicdes 1 e 3 dos triacilglicerois, j& as inespecificas atuam sobre todos
o0s acidos graxos, independentemente da posicdo que ocupam na molécula de glicerol,
promovendo a hidrélise e produzindo tanto acidos graxos livres, glicerol,

monoacilglicerdis e diacilglicerdis como intermediarios (CASTRO et al., 2004).
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Em relacdo a quimiosseletividade, as lipases atuam especificamente ou
preferencialmente na hidrélise de ésteres de determinados &cidos graxos, em funcdo do
tamanho da cadeia carbonica ou da insaturagédo (CASTRO et al., 2004).

A enantiosseletividade é uma propriedade que se refere a habilidade das enzimas
distinguirem enantiébmeros. A quiralidade intrinseca das enzimas permite que algumas
reacOes biocatalisadas produzam compostos opticamente ativos. Esta propriedade é muito
explorada na producéo de farmacos (JAEGER e EGGERT, 2002).

Dentre as inUmeras lipases comerciais disponiveis atualmente a lipase do pancreas
de porco (LPP) se destaca como a opcao de menor custo sendo amplamente aplicada em
reacOes de biotransformacdo, que inclui hidrélise de 6leos para a producdo de acidos
graxos, hidrolise enantioseletiva, tratamento de aguas residuais ricas em lipideos, sintese
de aromas, fragrancias, biodiesel, emulsificantes e cosméticos (MENDES; OLIVEIRA e
CASTRO, 2012). A LPP possui alta estabilidade e atividade em meios anidros, como
demonstrado nas reacOes de esterificacdo e transesterificacdo. Além disso, estudos
recomendam a utilizacdo dessa enzima para aplicacbes sintéticas nas quais a
estereosselectividade e o custo sdo considerados fatores criticos (CABALLERO et al.,
2011).

A LPP é uma proteina globular composta por uma cadeia de 449 aminoécidos,
com peso molecular de 50-52 kDa (CARO et al., 1981). Sua estrutura é dividida em dois
dominios, o dominio: (i) N-terminal que compreende os residuos 1-336 e contém a triade
catalitica (Ser153, Aspl77, His264) e (ii) o dominio C-terminal composto pelos
aminoécidos 337-449 (HERMOSO et al., 1996). Essa enzima é estavel na faixa de
temperatura de 35 a 45°C e pH 7,5-9,0 (MENDES; OLIVEIRA e CASTRO, 2012).

Como biocatalisadores, essas lipases apresentam algumas vantagens importantes
sobre os catalisadores classicos industriais. Suas caracteristicas de especificidade,
regiosseletividade e enantiosseletividade permitem a sintese de compostos de alta pureza,
com um namero reduzido de subprodutos e baixa geracdo de residuos. Além disso, 0s
processos enzimaticos requerem procedimentos mais simples e ainda evitam o uso de

compostos quimicos com alto potencial poluente (WANG et al., 2017).

2.2.2.1 Imobilizacéo da lipase por adsorc¢édo
Um dos métodos mais empregados na imobilizacdo de enzimas é o de adsorcéo.
Esta técnica apresenta poucos efeitos deletérios para a atividade e seletividade da enzima,

além de apresentar baixo custo e ser de facil execugdo. Neste método ocorre a adeséo da
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enzima na superficie do suporte insollvel, que se encontra em meio aquoso, atraves de
interacOes de Van der Waals, interacGes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e interacdes
especificas (KHARRATA et al., 2011; ZHAO et al., 2015; REICHARDT et al., 2018).

Considerando as forcas envolvidas no processo de adsorcdo, diferentes
parametros vao influenciar na quantidade de enzima imobilizada e a intensidade das
interagOes, tais como: pH, temperatura, forca idnica do meio, natureza do solvente
empregado, caracteristicas do adsorvente, bem como a relagdo entre a concentracdo da
enzima e do suporte (VILLENEUVE et al., 2000; DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO
e SOLDI, 2004).

Com relacéo as condicdes do processo a imobilizacdo de enzima depende do pH
do meio, pois este determina o nimero e natureza das cargas na superficie do suporte,
geralmente obtendo-se valores maximos de adsorcdo em valores préximos ao ponto
isoelétrico da proteina. Isto ocorre devido ao fato de que, no valor de pH correspondente
ao ponto isoelétrico da proteina, a repulsdo eletrostatica entre as moléculas de proteina é
minimizada (VINU, MIYAHARA e ARIGA, 2005; SUN et al., 2010). A variacdo da
temperatura durante o processo, também tera influéncia na eficiéncia do processo, uma
vez que, com o aumento da temperatura, existe a possibilidade de aumentar o nimero de
ligacBes hidrofobicas. A quantidade de enzima adsorvida por quantidade do suporte
aumenta com a concentracdo do biocatalisador até atingir um patamar de saturacao,
influenciando diretamente na eficiéncia da imobilizacdo do suporte (ZHAO et al., 2013).
Para tanto, é necessario conhecer o equilibrio de adsorcdo da enzima de interesse.
Usualmente, o equilibrio € apresentado na forma de isotermas de adsorcao que relacionam
a concentracdo da enzima, em solucdo e na superficie de um solido adsorvente (o suporte),
ao longo de uma faixa de concentracdo de interesse. Esses estudos geralmente sdo
realizados a temperatura e pressdo ambiente e um dos modelos mais simples de isotermas
de adsorcdo, o modelo de Langmuir, é ajustado aos dados experimentais (DALLA-
VECCHIA; NASCIMENTO e SOLDI, 2004; RAMANI et al., 2012).

O suporte empregado na imobilizacdo por adsorgdo exerce influéncia direta na
eficiéncia do processo. Nesse sentido varios materiais podem ser utilizados como suportes
para a imobilizacdo de enzimas e a escolha de um deles depende de suas propriedades
tais como: estabilidade fisica e quimica, porosidade e tamanho dos poros, area superficial,
carater hidrofilico/hidrofobico e o custo. As lipases, especificamente, apresentam
aumento de atividade quando adsorvidas em suportes hidrofébicos, devido a mudancas

conformacionais que tornam seu sitio ativo acessivel aos substratos (MATEO et al.,
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2007). Na presenca de uma superficie hidrofobica, a lipase sofre uma ativagéo interfacial
e o equilibrio de suas formas € deslocado para a conformacao aberta. Neste caso, a regido
do sitio ativo da enzima interage com o suporte por adsorc¢ao hidrofébica, uma vez que o
reconhece como similar aos seus substratos naturais. Assim, a lipase € imobilizada em
sua conformacéo ativa (Figura 4) (MATEO et al. 2007; HANEFELD, GARDOSSI e
MAGNER, 2009).

Como desvantagens desse método pode-se destacar e a possibilidade de dessor¢do
da enzima devido a variacdes de temperatura, pH e forca idnica. Contudo, diversos
estudos vém sendo realizados com o intuito de reduzir a dessorcdo da enzima, como, por
exemplo, a modificacdo quimica do suporte e a reticulacdo da enzima no interior dos
poros (CIPOLATTI et al., 2017). Outros estudos sugerem também que a hidrofobizacéao
do suporte pode resultar na reducdo da lixiviacdo e melhoria da atividade enzimatica
(SERRA et al., 2008).

Figura 4. Ativacgdo interfacial da lipase frente a um suporte hidrofébico.
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Adaptado de Mateo et al. (2007).

2.2.2.2. Imobilizacao da lipase por ligacédo covalente

A imobilizacdo covalente de enzimas é realizada de uma forma mais complexa
que a adsor¢do. Este método baseia-se na retengdo da enzima a superficie do suporte
através de ligacOes covalentes entre grupos funcionais presentes na enzima e na superficie
do suporte. Na maioria dos casos, 0 suporte necessita de alguma ativacao prévia e algum
tipo de bloqueio dos grupos reativos livres é recomendavel apés imobilizacdo (GARCIA-
GALAN et al., 2011; BARBOSA et al., 2013).

Os grupos amino da enzima sao preferencialmente utilizados para a imobilizagdo

covalente com o suporte. Contudo, outros grupos funcionais presentes na superficie da
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enzima também podem ser utilizados como por exemplo, hidroxilas (-OH), tiol (-SH),
etc. dos residuos de aminoacidos e os grupos reativos do suporte (DALLA-VECCHIA,
NASCIMENTO e SOLDI, 2004). A ligacéo covalente de uma enzima a um suporte tem
avantagem de que a enzima é firmemente fixada, sua lixiviacdo para o meio é minimizada
e, assim, ndo ocorre contaminacdo do produto. A formacdo de multiplas ligacOes
covalentes reduz a flexibilidade conformacional e as vibragfes térmicas e evita o
desdobramento e desnaturacdo da proteina (CAO, 2005).

Vérios reagentes tém sido utilizados para promover a ativacdo de diversas
matrizes tais como: epicloridrina, glicidol e glutaraldeido. No entanto o glutaraldeido é
um dos mais conhecidos na ativagao de suportes aminados e imobilizagdo de enzimas,
devido a simplicidade da técnica e a elevada estabilidade da ligacdo amino-glutaraldeido
(LIetal., 2018; KUMAR et al., 2019). Nesse caso, o glutaraldeido se liga ao suporte e a
enzima, e essas sdo imobilizadas covalentemente no suporte através de seus grupos
aminos (a- NH> da cadeia terminal, e-NH2 da lisina e/ou NH> proveniente de aminagio
quimica), que se ligam aos grupos aldeidos do suporte, formando as bases de Schiff
(BRADY e JORDAAN, 2009; BARBOSA et al.,, 2013). Ramani et al. (2012)
imobilizaram lipase em carvéo ativado funcionalizado pelo método do glutaraldeido. No
procedimento de funcionalizacdo, o grupo cetona presente na superficie do carvéo ativado
se ligou ao grupo amina, presente na etilenodiamina, formando o carvdo ativado com
superficie aminada. Em seguida o carvdo aminado foi ativado com glutaraldeido para
introducdo dos grupos aldeido na superficie da matriz, sendo o responsavel pela interacao
com os grupamentos amina das moléculas.

A atividade e estabilidade das enzimas imobilizadas em suportes ativados com
glutaraldeido dependem do protocolo de imobilizacdo empregado. Diferentes
concentracdes de glutaraldeido e tempos de reacdo podem modificar os grupos amino dos
suportes aminados com uma ou duas moléculas de glutaraldeido (mon6émeros ou
dimeros), formando suportes heterofuncionais. Assim, o espacador mais curto
(monémero) pode dar uma maior rigidez, enquanto o mais longo (dimero) pode permitir
areagdo com mais grupos e, finalmente, a obtencéo de melhores resultados (BETANCOR
et al., 2006; BARBOSA et al., 2013).

O numero de ligagOes covalentes entre a enzima e o suporte ira depender da
densidade dos grupos reativos por unidade de area do suporte, da reatividade dos grupos
funcionais, tanto da enzima quanto do suporte, e do estado de protonagdo dos mesmos,
bem como da especificidade dos grupos ativos do suporte (BRADY e JORDAAN, 2009).
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Como desvantagem deste método, tem-se uma maior dificuldade na selecdo das
condigdes de imobilizacdo, o que demanda maiores estudos no desenvolvimento de um
protocolo. Além disso, o uso de agentes funcionalizantes na etapa de ativacao do suporte
promove um maior custo na obtencdo do biocatalisador insoltuvel. Porém, a ligacao
formada, entre a enzima e o suporte, pela técnica de ligacao covalente é forte, o que torna
0 material obtido mais estavel frente a técnica de adsorcdo. Além disso, através deste
método, em geral, obtém-se alta atividade catalitica no material (CAO, 2005;
CIPOLATTI et al., 2017).

2.2.3. Tipos de suportes empregados na imobilizacdo de enzimas

O suporte utilizado exercera influéncia direta na eficiéncia do processo de
imobilizacdo. Em geral, as caracteristicas desejaveis em um suporte para imobiliza¢do de
enzimas incluem: estabilidade fisica e quimica, porosidade e tamanho dos poros, area
superficial, carater hidrofilico/hidrofébico e o custo. Além disso, é necessario levar em
consideracdo a natureza da enzima a ser imobilizada e do processo no qual o catalisador
sera aplicado (CONTESINIA et al., 2010; REICHARDT et al., 2018).

De acordo com sua composicdo 0s suportes podem ser classificados como
organicos ou inorganicos e de acordo com sua morfologia como porosos e nao-porosos
(DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004). Suportes inorganicos fornecem
resisténcias quimicas superiores, mas tém algumas limitac6es em termos de flexibilidade
e de transferéncia de massa. Ja 0s suportes organicos apresentam menor resisténcia ao
escoamento, porém sdo mais baratos e proporcionam uma maior variedade de
funcionalidades (GUPTA, BHATTACHARYA e MURTHY, 2013).

Os materiais porosos apresentam como principal vantagem sua elevada area
superficial interna disponivel para a imobilizacdo de enzimas. Contudo, é importante
atentar-se para o diametro dos poros do suporte, de modo que esses sejam suficientemente
grandes para acomodar a enzima e permitir o acesso do substrato e difusdo dos produtos
(CARLSSON et al., 2014; BRITO et al., 2017; LI et al., 2018). Em contraponto, a
vantagem dos materiais ndo porosos, apesar da baixa area superficial, é a auséncia da
resisténcia a transferéncia de massa interna, que em alguns casos pode tornar a velocidade
do processo lenta. No entanto, estudos relatam uma imobilizacdo mais eficiente de
enzimas ao se utilizar suportes porosos em comparagdo com 0s nao porosos, devido ao
seu tamanho e volume dos poros, da elevada area superficial e estruturas abertas
caracteristicas desses materiais (ZHAO et al., 2013; DHAWANE et al., 2018).
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InUmeras pesquisas vém sendo desenvolvida, visando o desenvolvimento de
novos materiais para imobilizagdo de enzimas, sendo uma das enzimas mais estudadas a
lipase. Alguns suportes utilizados na imobilizacdo de lipase foram: residuos agricolas
(ITTRAT et al, 2014), silica porosa (LI et al., 2018), carvdo mesoporoso
(KANDASAMYA et al., 2010), nanotubos de carbono (KUMAR et al., 2019;
SZELWICKA etal., 2019), carvéo ativado (BRITO et al., 2017, DHAWANE et al., 2018)
entre outros. Quando se estuda novos materiais, busca-se principalmente suportes que
aumentem a atividade especifica apds a imobilizacéo, a faixa de pH 6timo para a atividade
e a estabilidade térmica e que sejam de baixo custo (GUPTA, BHATTACHARYA e
MURTHY, 2013; TACIAS-PASCACIO et al, 2016).

2.2.4 Aplicacéo do carvao ativado como suporte na imobilizacéo da lipase

As caracteristicas quimicas e texturais do carvéo ativado, aliada ao custo reduzido
de producdo, quanto sintetizados a partir de material lignoceluldsicos, vem despertando
o interesse da comunidade cientifica para estudos que abordam a utilizacdo desse material
como suporte pra imobilizacdo da lipase. Naranjo et al. (2010) sintetizaram carvéo
utilizando o endocarpo do coco como material precursor de carbono. O precursor foi
ativado com cloreto de zinco em uma atmosfera de nitrogénio (N2) por 5 h, a partir da
temperatura ambiente até atingir 800 °C. Depois de atingida a temperatura maxima, a
atmosfera passou a ser ativante, empregando-se 0 CO durante 1 h. O material obtido foi
utilizado como suporte para a imobilizacdo de lipase, sendo o biocatalisador aplicado na
sintese de biodiesel. Os resultados mostraram uma capacidade de imobilizacdo de 95%
da lipase sob o suporte. A utilizacdo da lipase imobilizada em carvéo ativado resultou em
uma maior geracdo de biodiesel, a partir da transesterificacdo do 6leo de palma, quando
comparada com a enzima em sua forma soltvel.

Ramani et al. (2010) produziram carvédo ativado a partir da casca de arroz em um
processo de duas fases: pré-carbonizacdo seguida pela ativacdo quimica. A pré-
carbonizagdo do material precursor foi realizada a 400 ° C sob fluxo de ar comprimido,
seguido pela ativagdo quimica utilizando acido fosforico a 800 °C. O carvdo foi entdo
utilizado como suporte para a imobilizacdo da lipase pelo método de adsorcdo e o
biocatalisador foi aplicado na hidrélise do azeite de oliva. Os estudos demostraram uma
atividade méaxima de imobilizacéo da lipase no carvao de 3570 U/g sob condicdes 6timas
de imobilizacdo (tempo de contato de 180 min, pH 5,0 e temperatura de 30 °C) e que a
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lipase imobilizada apresentou uma melhor estabilidade térmica e reutilizagdo do que a
lipase em sua forma soltvel.

Em estudos posteriores Ramani et al. (2012) também sintetizaram carvdo ativado
a partir da casca de arroz, seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente, porém
realizou a funcionalizacdo do suporte com glutaraldeido, imobilizando a lipase pelo
método de ligacdo covalente, empregando o biocatalisador na hidrdlise de residuos
lipidicos presentes em efluente de matadouro. O derivado obtido mostrou-se bastante
estavel operacionalmente, tendo-se observado que apds 21 ciclos reacionais este ndo
perdeu sua atividade.

Almeida et al. (2017) imobilizaram lipase pelo método de adsorcao, em diferentes
carvoes ativados sintetizado a partir das sementes da goiaba. Os carvdes foram produzidos
pela ativacdo convencional com carbonizacdo em forno mulfla e por ativacdo nao
convencional (ultra-som e micro-ondas), empregando o acido fosférico, hidroxido de
potéssio e diclorometano como agentes de ativacdo. A eficiéncia do processo de
imobilizacdo da enzima no carvdo foi avaliada na reacdo de hidrolise do azeite de oliva.
Os resultados mostraram que o carvao ativado convencionalmente com KOH, apresentou
uma superficie altamente porosa, condicéo essa que favoreceu a imobilizacdo da lipase,
obtendo-se uma atividade hidrolitica de 317 pmol g* min™,

Dhawane et al. (2018) produziram carvdo ativado utilizando como material
precursor o Flamboyant e empregou o0 adsorvente sintetizado como suporte para
imobilizacdo da lipase, para ser empregado na sintese de biodiesel. O estudo enfatizou
principalmente a determinacdo das condigdes 6timas para obtencdo da méaxima
capacidade de adsor¢do e atividade catalitica de transesterificacdo. A analise estatistica
mostrou que a concentracdo inicial da enzima, o pH do meio e o tempo de contato
afetaram significativamente a capacidade de adsorcdo da matriz. No entanto, a atividade
catalitica na transesterificacdo foi influenciada pela temperatura, pH e concentracéo
inicial da lipase. Com isso a condicdo otimizada obtida para a sintese de biodiesel foi:
concentracéo inicial de enzima de 400 mg L™, temperatura de 30 °C, tempo de contato
de 120 min e pH 6, obtendo um rendimento maximo de conversdo na obtencdo do

biodiesel de 84,05% e capacidade de adsorcéo de 35,21 mg g*.

2.2.5. Aplicagdes biotecnoldgicas das lipases na industria de alimentos
O potencial biocatalitico das lipases € de interesse para diversos setores

industriais, como a industria de alimentos, farmacéutica e quimica fina, tratamento de
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efluentes, na formulacao de detergentes, sintese de biosurfactantes, inddstria de papel, na
sintese de aromas entre outros (SA et al., 2017; GAO et al., 2018; ENAYATI, GONG e
GODDARD, 2018; JAMBULINGAM e SHALMA, 2019; JAWED et al., 2019).

Na industria de alimentos, lipases podem ser utilizadas como biocatalisadores na
modificacdo de Oleos e gorduras para obtencdo de alimentos com propriedades
nutricionais alteradas, por exemplo, na modificagdo de &cidos graxos polinsaturados,
resultando na producdo de alimentos com baixa caloria (RODRIGUES e FERNANDO-
LAFUENTE, 2010; ZHANG et al., 2016). Em laticinios, a lipase é empregada na
producdo de queijos modificados enzimaticamente, que tém seu aroma intensificado, ou
na producdo de ésteres aromatizantes de queijo para produtos salgados e petiscos. Lipases
também podem participar da aceleracdo do processo de maturacdo de queijos e na
hidrélise da gordura do leite (HASAN et al., 2006; SA et al., 2017). Na indstria de
panificacdo, a utilizacdo de lipase proporciona aumento da elasticidade e fortalecimento
da massa, um aumento na capacidade de retencdo de ar da massa gerando um produto
com melhor textura, além disso, ha também aumento da capacidade de retencéo de dgua
na massa, 0 que retarda a sinérese (expulsdo de agua no interior do gel ou sistema),
prolongando a vida de prateleira do pdo (GANDRA et al., 2008; KOBLITZ, 2008).

Essas enzimas tém mostrado bons resultados também como biocatalisadores na
obtencdo de aromaticos, através da reacao de esterificacdo. Esses ésteres sao amplamente
utilizados nas industrias de alimentos, bebidas, cosméticos e farmacéutica, entre outras
(JIN et al., 2012). Sabe-se que os ésteres de aroma sdo formados pela reacdo de
esterificacdo direta de um &cido carboxilico com um alcool na presenca de catalisador,
com a opcdo de ser realizada na presenca (ou ndo) de solvente organico. A reagéo de
esterificacdo é direta, podendo ser catalisada ou até mesmo espontanea, dependendo das
condicdes de temperatura, acidez do acido envolvido e da miscibilidade dos reagentes
(ROESLER et al., 2017; SA et al., 2017).

Tradicionalmente, esses compostos séo isolados de fontes naturais ou produzidos
por sintese quimica (SCHRADER et al., 2004; CVJETKO et al., 2012). Recentemente,
uma maior atencdo tem sido dada a produgdo enzimaética de ésteres aromaticos devido a
seletividade catalitica inerente as enzimas, produtos mais puros e condi¢des de reacao
moderadas. Além disso, 0os produtos provenientes de reacdes catalisadas por enzimas,
usando substratos naturais disponiveis sdo geralmente rotulados como produtos naturais
(TORRES et al., 2009; AZUDIN et al., 2019).
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Entre os ésteres, os de baixo peso molecular ttm um potencial interesse para a
indUstria de alimentos, como compostos de aroma, devido a sua fragrancia e sabor
caracteristicos (JIN et al., 2012; SARNO et al., 2017). Muitos deles sdo responsaveis por
odores de frutas dos alimentos que sdo constituidos principalmente por acidos e seus
derivados de cadeia curta como acetatos, propionatos e butiratos (KRISHNA et al., 2000).
O acetato de isoamila, por exemplo, é um dos compostos aromatizantes mais importante
usado nas inddstrias alimenticias devido ao aroma caracteristico de banana. Este éster é
empregado como composto aromatizante em varios alimentos e bebidas, como mel,
caramelo, café artificial e bebidas alcoolicas (SAHA et al., 2018; AZUDIN et al., 2019).
Na Figura 5 é apresentada a reacdo de esterificacdo utilizando lipase para a obtengdo do
acetato de isoamila.

Figura 5. Representacdo da reacdo de esterificacdo para a obtencdo do acetato de

isoamila.
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Diversas pesquisas sdo apresentadas na literatura abordando a sintese enzimatica
de acetato de isoamila, e podem ser resumidas em alguns estudos citados a segui:

Kumari et al (2009), estudou a producdo de acetato de isoamila em meio livre de
solvente, com lipase de Rhizopus oryzae utilizando alcool isoamilico e acetato de vinila
como substrato. Uma taxa de conversao de 95% foi alcancada ap6s horas de reacdo a uma
temperatura de 40 °C.

Torres et al. (2009) investigaram a producao desse éster utilizando enzima obtida
de Bacillus licheniformis (4.6x10° mg.ml™?), a partir de alcool isoamilico e acetato de p-
nitrofenilo em n-hexano. Nessas condigdes, foi obtida uma conversdo 42,8%, apos 24
horas de reacgdo a 28 °C.

Cvjetko et al. (2012) alcancaram até 92% de rendimento de acetato de isoamila
em 15 minutos de reacdo, utilizando anidrido acético e alcool isoamilico (1:3) como
substrato, utilizando lipase de Candida antactica em liquido idnico em micro-reator de

fluxo continuo a 55°C; Sarno et al. (2017) imobilizou lipase de Thermomyces lanuginosus
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em nanoparticulas de FesOs funcionalizada com acido citrico, e empregou o
biocatalisador na sintese em reagdes de esterificagdo para obtengdo de aroma de banana.
Com um tempo de reacdo de 7 horas foi obtido o rendimento maximo de converséo do
éster de 61%.

Entretanto, apesar das vantagens descritas, a aplicagdo industrial de lipases na
forma livre em reagdes de sintese de ésteres ndo € atrativa devido ao custo, principalmente
em funcgdo da impossibilidade de reutilizagdo e da baixa estabilidade térmica e quimica.
Neste sentido a imobilizacdo enzimatica, destaca-se como uma das estratégias mais
promissoras para superar tal inconveniente, uma vez que permite que a enzima seja
reutilizada vérias vezes, mantendo a sua atividade tanto tempo quanto possivel, e em
alguns casos promovendo a melhoria da eficiéncia catalitica da enzima (SARNO et al.,
2017; ASMAT et al., 2019).

3. OBJETIVO GERAL

Determinar as melhores condi¢des do processo de producdo de carvdes ativados,
utilizando como fontes precursoras de carbono a bainha do palmito de pupunha e bagaco
de malte, e avaliar a eficiéncia dos materiais sintetizados na imobilizacdo da lipase para
aplicacéo dos biocatalisadores na sintese de éster.

3.1 Objetivos Especificos

e Preparar carvdes ativados pelo método de ativacdo quimica utilizando como
precursores de carbono residuos agroindustriais;

e Identificar as melhores condi¢cdes de sintese para producdo de materiais com
elevada area superficial e elevados volume de microporos e mesoporos, variando 0s
fatores temperatura, tempo de carbonizacdo e razdo de impregnacdo, utilizando o
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) como ferramenta estatistica;

e Caracterizar os carvoes ativados produzidos;

e Funcionalizar a superficie dos carvdes utilizando o método do glutaraldeido;

e Utilizar os carvBes produzidos a partir das melhores condi¢des de sintese como
suporte para imobilizacdo de lipase pelos métodos de adsorcdo e ligagdo covalente;

e Avaliar o efeito do pH do meio e temperatura no processo de imobilizagdo da

lipase;
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e Utilizar os biocatalisadores obtidos nas melhores condi¢des de imobilizacdo, na

reacao de esterificacdo para sintese do éster acetato de isoamila (aroma da banana).
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ABSTRACT

Activated carbon obtained from pupunha palm heart sheaths was used as a support for
lipase immobilization. The effect of temperature, carbonization time, and impregnation
ratio on the specific surface area (Sget) and the average pore diameter (Dp) of the carbon
was evaluated. In addition, a detailed analysis of the lipase immobilization on activated
carbon by the adsorption method was performed. The impregnation ratio and the
carbonization temperature had a significant effect on all the response variables. The
carbon from the best synthesis conditions presented a high Sger (1598 m? g!) and D,
(5.39 nm), which favored the lipase immobilization. The support produced showed a high
immobilization capacity (664.514 mg g™1) of lipase with maximum hydrolytic activity at
pH 4 (5.027 U/mg). The adjustments of the kinetic models suggest that the enzyme
immobilization on carbon occurs predominantly by chemosorption. Based on the The
thermodynamic parameters indicated that lipase adsorption on the matrix is a spontaneous

and endothermic process.

Keywords: activated carbon; waste reuse; biocatalysts; lipase immobilization; adsorption

mechanism

1. Introduction

Lipases (triacylglycerol acylhydrolases, EC3.1.1.3) comprise a group of
hydrolytic enzymes that generally act at the organic-aqueous interface, catalyzing the
hydrolysis and synthesis of esters formed by glycerol and long-chain fatty acids (Gupta
etal., 2013; Zhong et al., 2019). These enzymes stand out among hydrolases due to their
multiple application areas, including detergent, medicine, food (bakery, cheese, teas), and
cosmetics industries, as biosensors for biodiesel production, biosurfactants, flavorings,
among others (Sa et al., 2017; Rios et al., 2018; Gama et al., 2019).

Despite the high catalytic efficiency of lipase, there are some barriers to use this
enzyme in continuous processes and largescale applications, including the low
operational stability and difficulty in separating the final product (Li et al., 2018). Thus,
the use of the enzyme in its immobilized form may be an effective alternative to solve
these problems (Dhawane et al., 2018; Joshi et al., 2019).

Different methods have been used for lipase immobilization, such as
encapsulation, crosslinking, covalent interaction, and adsorption (Brito et al., 2017; Rios

et al., 2018). Adsorption is one of the most used immobilization methods, once this
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technique has few deleterious effects on enzyme activity and selectivity, besides being
low cost and easy to perform. In this method, the enzyme adheres to insoluble support
surface, which is found in an aqueous medium, through van der Waals forces,
hydrophobic interactions, hydrogen bonds, and specific interactions (Jesionowski et al.,
2014; Reichardt et al., 2018). Due to the types of forces involved, some parameters such
as pH, ionic strength, and temperature should be controlled, once changes in these
parameters can affect the adsorptive efficiency of the materials (Gupta et al., 2013). In
addition, the characteristics of the support directly affect the immobilization efficiency,
thus the selection of a support depends mainly on the morphological aspects and surface
chemistry, such as surface area, shape, pore size distribution, hydrophilicity-
hydrophobicity characteristics of the surface, surface charges, chemical stability, and cost
(Tacias-Pascacio et al., 2016).

In recent years, mesoporous materials have stood out as excellent supports for
enzyme adsorption due to their desirable characteristics such as uniform pore size, high
surface area, and ease of functionalization. The use of porous materials is also
advantageous as the enzyme can be adsorbed to both the outer surface and inside the
support pores. In this context, hexagonal mesoporous silica, mesoporous carbon,
activated carbon, among others, are some examples of matrices used for this purpose
(Almeida et al., 2017; Cea et al., 2019; Kumar et al., 2019).

Activated carbon (AC) has been considered a support with potential for enzyme
immobilization, due to its chemical and textural characteristics (Brito et al., 2017,
Almeida et al., 2017; Dhawane et al., 2018). This material is obtained by chemical or
physical activation method. The carbon precursor used in the synthesis are compounds
with high carbon value and low inorganic content, as well as solid residues from
agriculture (bark and seeds, wood, and bagasse), which can yield activated carbon with
properties suitable for various applications. The type of precursor material and the
activation method used influence the activated carbon characteristics (Nowickil et al.,
2015; Andrade et al., 2018; Rangabhashiyam and Balasubramanian, 2019).

It is noteworthy that conventional activated carbons made from lignocellulosic
residues are predominantly microporous, which impairs the immobilization of larger
molecules, such as lipase, thus requiring specific treatments that favor the development
of a high surface area and large pore formation to accommodate the enzyme and allow
substrate access and product diffusion (Brito et al., 2017; Zhou and Hartmann, 2019;
Pandey et al., 2020).
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Therefore, this study aimed to optimize the best conditions for the synthesis of
activated carbon with high surface area and average pore diameter accessible to the
enzyme, by changing the temperature, carbonization time, and impregnation ratio.
Pupunha palm heart sheaths were used as a carbon precursor for the production of the
supports, once these residues are generated in large quantities in Brazil, mainly coming
from the palm heart canning industries. Furthermore, this study performed a detailed
analysis of the lipase immobilization by adsorption on activated carbon, including a
kinetic study, evaluation of adsorption equilibrium, and determination of thermodynamic

parameters of the process.

2. Materials and methods
2.1 Materials

Residues from pupunha palm (Bactris gasipaes) production were donated by an
agro-industry located in the state of Bahia, Brazil. The precursor material consisted of
4.49% ash, 12.72% lignin, 47.29% cellulose, and 12.29% hemicellulose, on a dry base
Santos et al. (2019). Phosphoric acid (85% P.A.-CAS7664-38-2) was used as an
activating agent. Lipase (Lipase from porcine pancreas type Il, Sigma-Aldrich; CAS
number: 9001-62-1) was used in the immobilization tests. The other reagents used in the
experiment were of analytical grade and are described throughout the methodology.

2.2 Experimental design of the carbon synthesis

The central rotational composite design was used as a statistical tool to assess the
influence of carbonization temperature (°C), carbonization time (min), and impregnation
ratio (activated agent mass/precursor mass) in development da specific surface area
(SBET) and the average pore diameter (Dp) of the carbons. The experimental design is
presented in Table 1. The activated carbons were synthesized according to the
methodology proposed by Brito et al., 2018.

The significant effects were studied at 3 levels, with a total of 19 trials and 15
treatments, with 5 repetitions at the central point. The results were submitted to multiple
linear regression analysis, using a second-order polynomial model, to identify the
variables with a significant effect in the response variables, which was defined based on
the significance of the model (p <0.05), lack of fit (p> 0.05) and coefficient of
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determination. The Statistical Package Analysis System® student edition was used to
perform all statistical analysis.
Table 1 Variables and levels of the rotational central composite design (2°)

Actual variables Coded Level
variable -1.68 -1 0 1 1.68
Carbonization temperature X1 300 380 500 620 700
(°C)
Carbonization time (min) X2 30 48 75 102 120
Impregnation ratio X3 0.333 0.873 1667 2460 3.000

(activated agent

mass/precursor mass)

2.2.1 The activated carbon characterization

The samples impregnated at different impregnation ratios were subjected to
differential thermal analysis (DTA) and thermogravimetry (TG) on a Shimatzu DTG-60
TGA / DTG thermal analyzer in the temperature range of 50 ° C to 750 ° C (heating rate
of 10 °C min™!) under nitrogen flow (10 mL.mint), using 0.005 g of sample. The surface
area and pore size distribution were obtained from the N2 adsorption-desorption isotherms
at 77 K (Micrometrics ASAP 2420, Norcross, GA, USA).The zero charge point of the
carbon produced under the best synthesis conditions established by the statistical analysis

was determined according to the methodology proposed by Regalbuto and Robles (2004).

2.3 Lipase immobilization by adsorption on activated carbon

The activated carbon produced according in the best synthesis conditions
determined by RCCD was used as support for lipase immobilization by adsorption. The
carbon adsorptive capacity and the hydrolytic activity of the biocatalysts were evaluated
at different pH values. Furthermore, a kinetic study was performed and the adsorption
isotherms were determined. For that, 5.0 mL aliquots of the enzyme solution were added
to tubes containing 0.100 mg of activated carbon and stirred (20 rpm) in an orbital shaker
over a predetermined time, pH, and temperature. The pH was adjusted by the addition of
sodium acetate buffer (0.1 mol.L™Y) and acetic acid (0.1 mol. L™?). After each assay, the

tubes were centrifuged (3500 rpm/10 min) and the supernatant was collected for
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quantification of non-adsorbed proteins by the Bradford method (Bradford 1976) at 595
nm using a standard BSA calibration curve. The support immobilization capacity (Clmo)
was calculated by the difference between the initial and final protein concentrations, using

Equation 1.

VCin—-VC

Qe = — —— @)

Mads

where e is the adsorptive capacity or immobilization capacity (Clmo) (mg.g?), V is the
solution volume (mL), Cin is the initial solution concentration (mgL™), C is the

concentration of the solution (mgL™t) at equilibrium; and mags is the mass of the carbon

(9).

2.4 Hydrolytic activity determination by titration method

The hydrolytic activity of the soluble and immobilized enzymes was determined
by the enzymatic hydrolysis of olive oil emulsion, according to the methodology of
Soares et al. 1999. One unit of activity was defined as the amount of enzyme that releases

1umol of fatty acid per minute of reaction under the assay conditions.

2.5 Statistical analysis

The results of the pH effect on the hydrolytic activity of the soluble and
immobilized enzymes were expressed as mean + standard deviation (SD), in triplicate.
Means were compared by ANOVA and Tukey’s honest significant difference test (P
<0.05). Nonlinear models were adjusted to the experimental data obtained in the kinetic
experiments and the adsorption isotherms. The graphics were plotted on SAS Studio and
Sigma Plot 11.0 software. The models were evaluated according to the coefficient of
determination (R?) and the root mean square error (RMSE), according to Equation (2).

All immobilization tests were performed in triplicate.

RQEM = [F0- )

where, Y is the variable estimated by the model; Y is the variable obtained

experimentally; and N is the number of observations.
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2.6 FTIR spectroscopy and Scanning Electron Microscopy (SEM)

The functional groups of free enzyme, activated carbon, and biocatalyst were
evaluated by Fourier transform infrared attenuated total reflectance spectrometry (FTIR-
ATR) (Cary 630 FTIR, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). The
morphology of activated carbon before and after the immobilization process was
determined by Scanning Electron Microscopy (SEM) (Carl Zeiss, Model DSM940,

Oberkochen, Germany).

3. Results and Discussion

3.1 Effect of the synthesis conditions on the textural properties of activated carbon
The Pareto charts, that represent the ANOVA of the effect of different synthesis

conditions on the specific surface area and pore diameter of the activated carbons,

respectively, are shown in Figs. 1a and 1b. The absolute values of the amplitude and the

standardized estimate effect (estimate effect divided by standard error) of each factor

were plotted in decreasing order of importance with 95% confidence (p = 0.05),

represented by the vertical line.

p=0.05 p=005

(a) (b)
Temp*Temp RI*RI
RI*Temp RI*Temp |
Temp ] Temp*Temp |
RI*RI | RI ]
Time : Temp |
Time*Temp : Time*Time ]
RI : Time*Temp :
Time*Time E RI*Time j
RI*Time l:' Time ]

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Standardized Effect Standardized Effect

Fig. 1. Pareto chart of the effects of the variables carbonization temperature (Temp),
carbonization time (Time) and impregnation ratio (IR) on the surface area (a) and mean

pore diameter (b) of activated carbons (p = 0.05).

The carbonization temperature (X1) had a significant effect on the surface area
and the average pore diameter of the activated carbon, as well as the interaction between
this parameter and the impregnation ratio and its quadratic effects (Fig. 1a). When
evaluating the impregnation ratio, a significant linear effect was observed for Do, With

no significant effects for Sget (p> 0.05). However, the variable remained in the model as
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the quadratic and the interaction effects of this variable were significant. The
carbonization time had no significant effect on both variables, thus the shortest time
studied (30 minutes) can be used for the production of activated carbon, which is an
advantageous result from the economic point of view, due to the reduction of energy
consumption. The mathematical models obtained for Sget (R? =0.87) and D, (R? = 0.91),

with the uncoded variables, are described by Equation (3) and Equation (4), respectively.

Sger = — 1926.772 + 13.649Temp — 0.0187Temp? — 595.253RI — 193.335R[? +

3.061Temp*RI 3)
D, = 2.022 + 0.008Temp — 0.001Temp? — 1.071RI + 0.405RI? + 0.002Temp *
RI 4)

where: Sger is the surface area (m?/g) of activated carbon, Dy is the average pore diameter
(nm), Temp is carbonization temperature (°C) and RI is the impregnation ratio. Both
models were significant (p = 0.0001) and lack of fit was not significant (p> 0.05).

The response surface methodology (RSM) better explains the relationship
between factors and responses (Fig. 2), showing the effect of the carbonization
temperature and the impregnation ratio on the surface area and average pore diameter of
carbons. Changes in the synthesis conditions led to the production of activated carbon
with surface area ranging from 219 m?g? to 1662 m?g! and average pore diameter from
3.36 nm to 6.61 nm, thus highlighting the importance to use the experimental design in
the study of the synthesis of activated carbon.

As shown in Fig. 2, the increase in phosphoric acid concentration increased the
surface area of the carbons. In contrast, concerning the effect of carbonization
temperature, a marked reduction in Sget was observed in the region around approximately
660 °C. Regarding the average pore diameter, the increase in both carbonization

temperature and impregnation ratio led to higher Dp.
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Fig. 2. Response surface graph and contour curve graph of the adjusted model for surface
area m?g! (a and b) and average pore diameter (nm) (c and d) of the activated carbon as
a function of the carbonization temperature (°C) and impregnation ratio.

To better understand the effect of these parameters on the response variables, the
thermogravimetric (TG) and differential thermal analysis (DTA) of the impregnated
material was performed at the five impregnation ratios, in a temperature range from 50
°C to 750 °C (Fig. 3). The thermal decomposition of the materials occurred in four distinct
steps, which was affected by the phosphoric acid ratio. In the first step (1) there was an
initial mass loss for all samples, as well as an endothermic peak at 100 °C, probably due
to water evaporation (Mahmood et al., 2017). In the next step (Il) there was a mass loss
from 150 °C to 450 °C, due to the thermal degradation via pyrolysis of the organic material
from the precursor material promoted by acid hydrolysis. At this step, most volatile
compounds were removed, with concomitant development of microporosity. The mass
loss increased with increasing the impregnation ratio, due to more effective hydrolysis

promoted by higher acid concentration. This step was further characterized by the

transformation of phosphoric acid into pyrophosphoric acid at 213 °C and

metaphosphoric acid around 300 °C. In the third step (I11), from 450 °C to 600 °C, a slight
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loss of mass was observed. At temperatures above 450 °C, it is known to have a secondary
contraction when phosphate bonds become thermally unstable. The reduction in cross-
linked density allows the growth and alignment of polyaromatic groups, producing a
denser structure with some reduction in porosity. Significant mass loss was observed in
the final activation step (IV) at temperatures above 600 °C, probably due to the
volatilization of phosphorus compounds such as HsPO4, H2PO4™ or H2P>,072 and carbon
(Nahil and Williams, 2012; Xu et al., 2014).
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Fig. 3. TG (a) and DTA (b) curves of the impregnated material at different impregnation
ratios: C1P: 0333: 1; C2P: 0.873: 1; C3P: 1.667: 1; C4P: 2.460: 1; and C5P: 3.000: 1.

The effect of the carbonization temperature and the impregnation ratio on pore
development is directly related to the mechanism of action of phosphoric acid, which is
affected by the nature of the precursor material. Phosphoric acid is known to first attack
hemicellulose and lignin, both amorphous polymers, which are more accessible to acid
hydrolysis than cellulose (the main lignocellulosic component of the residue). The
activation of amorphous polymers mainly produces micropores, while the activation of
crystalline cellulose produces a wider range of pore sizes. The crystalline cellulose has a
much greater swelling power when compared to its amorphous polymer counterparts,
mainly because it is more prone to a high esterification with phosphates and
polyphosphates. Moreover, it can also be inferred that cellulose is the most difficult
fraction to undergo hydrolysis, due to its innermost location within the fiber structure

(Rangabhashiyam and Balasubramanian, 2019). These reactions are accompanied by
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other transformations such as cyclic cross-linking and condensation reactions. The
addition (or insertion) of phosphate groups initiates an expansion process that leaves the
matrix in an expanded state with an accessible pore structure. The chemical reactions
begin to occur at milder activation temperatures, and a concomitant development of
micropores is usually observed at temperatures in the range of 150 °C to 350 °C. A further
increase in temperature results in mesopore development, mainly through enlargement of
existing micropores, leading to a decrease in surface area, as observed in the present study
(Jagtoyen and Derbyshire, 1998; Nahil and Williams, 2012; Yakout and El-Deen, 2016).

In the enzyme immobilization by adsorption, the larger the surface area of the
adsorbent the larger will be the available area for protein binding to the matrix. However,
the average pore diameter also needs to be considered as it can limit the size of the
molecules to be immobilized by the support (Brito et al., 2017). It is worth noting that
larger pore diameters is not as advantageous, once the enzymes can be confined to a large
extent within the pores, enabling the formation of aggregates and inactive enzyme
complexes. In these systems, the effect of the interfacial activation is reduced, with
limitations on the substrate diffusion (Zhou and Hartmann, 2013). As can be seen in Fig.
2, favorable conditions for the synthesis of the support to be used in lipase immobilization
can be identified in a wide region, since this enzyme has a dimension around 4 nm (Serra
et al., 2010). Thus, the activated carbon (AC) was produced using a carbonization
temperature of 620 °C and an impregnation ratio of 2.5. The theoretical and experimental
values of Sger and Dy of the porous material were 1407 m?g?* and 5,747 nm, and 1598
m?gt and 5,398 nm, with a variation of 13.54% and 6.24%, respectively. Thus, the RSM
and the experimental design of the present study was able to simultaneously analyze the
effect of CA synthesis conditions, contributing to the improvement of further research
aimed at increasing the surface area and average pore diameter compatible with lipase

immobilization.

3.2 Effect of pH on the adsorptive process

The effect of pH on the immobilization capacity and hydrolytic activity of the
enzyme in both the soluble and immobilized forms are shown in Fig. 4. When evaluated
the immobilization capacity in the support (Fig. 4(a)), it is observed that in all pH values
studied there is a high enzyme adsorptive capacity, however at pH 4.0 and 6.0 the highest
values were obtained. Acid lipase is known to have an isoelectric point between 4.0 and

5.0, that is, below these pH values the protein has positive charges and above negative
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charges (Ferrer et al., 2000; Mayordomo et al., 2000). This pH value is close to the zero
charge point of activated carbon (pHecz = 4.3), showing that the hydrophobic effect
governs the immobilization process (Uygun et al., 2010; Alves et al., 2017; Cea et al.,
2019).
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Fig. 4. Effect of pH on the immobilization capacity (Cimo) of the enzyme on the support
(A) and hydrolytic activity of the free enzyme (FE) and the immobilized enzyme on the
activated carbon (AC) (Co= 6000 mg LY; T = 25 °C; Time = 4 h) (b). Means followed by
the same letter for pH values not differ significantly between them at P <0.05 by Tukey’s

honest significant difference test.

On the other hand, the pH of the reaction medium had a great influence on the
hydrolytic activity of the enzyme in its soluble and immobilized form (Fig. 4b), since the
maximum enzyme activity in the soluble form was obtained at pH 6.0, which was not
observed in the immobilized biocatalyst, which showed higher activity at pH 3.0 and 4.0.
This result can be due to the possible conformational changes in the lipase structure or
the concentration between the charged species, substrate, product, hydrogen ions,
hydroxyl ions, both in the immobilized enzyme and the reaction medium (Perez et al.,
2007). In addition, the enzymes immobilized at pH 4.0 and 5.0 showed higher specific
activity when compared to the enzyme in solution. This fact can be due to: (i)
modifications of the conformational structure of lipase; (ii) enzymatic stabilization after
immobilization in the support with high confinement capacity due to the high surface area
and large mesopore volume, resulting in greater availability of the active sites; and (iii)
greater interfacial activation, increasing the enzymatic activity (Jesionowski et al., 2014;
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Sarno et al., 2017). Lipase is known to show increased activity when adsorbed on
hydrophobic supports due to conformational changes, once it undergoes interfacial
activation and the equilibrium is shifted towards the open conformation, which makes its
active site accessible to substrates. The activation of the immobilized lipase on
hydrophobic supports has also been reported by other researchers (Bastida et al., 1998;
Mateo et al., 2007; Mendes et al., 2012)).

The other tests were performed at pH 4.0, once the highest hydrolytic activity of
the biocatalyst was observed at this pH value. In this condition, a maximum hydrophobic
interaction between lipase and the support surface is expected since this pH value is close
to the enzyme isoelectric point and the point of zero charge of the activated carbon, thus
favoring the interfacial activation.

3.3 Adsorption kinetics of the enzyme on the support

Another study of fundamental importance when evaluating a new support is the
adsorption kinetics of the molecule of interest. The kinetic study considers the mass
transfer phenomena and their parameters, besides helping to understand the
adsorbent/adsorbate interaction, by determining various parameters such as reaction
order, rate constant, activation energy, initial adsorption rate, and time required to achieve
the equilibrium in a given experimental condition (Ramani et al., 2012). Fig. 5 presents
the results of the kinetic study of lipase immobilization on the activated carbon. An
average contact time of 60 min between the enzyme and the support is required to achieve
equilibrium. The enzyme adsorption is faster in the early stages of the process and slower
near equilibrium, due to a large amount of adsorption sites available on the carbon surface
at the beginning of the process, which reduces over time. In addition, there is an increase
in the repulsive forces between the adsorbed enzyme molecules, which hinders the
adsorption process at the remaining sites (Brito et al., 2017).

To define an appropriate kinetic model capable of representing the enzyme
adsorption on activated carbon, the pseudo first order, pseudo second order and Elovich

models (Equations (5), (6), and (7), respectively were adjusted to the experimental data.

qr = qe[1—e*'] (5)
k, g3t

qe = #qut (6)

ge = 5In (1+ apo) ()

70



where, ge and g are the amount adsorbed (mg g?) at equilibrium and time t (min),
respectively; ki is the pseudo-first order adsorption rate constant (min™); k is the pseudo-
second order rate constant (g mg ! minY); o is the initial adsorption rate constant (mg g°

L minY); and B is a constant desorption rate (g mg™).
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Fig. 5. Adjustment of pseudo-first order kinetic (—), pseudo-second order Kinetic (---)
and Elovich model (- —) models for lipase adsorption on the activated carbon: (e)
experimental data (Co= 6000 mg L™*; pH: 4.0; T = 25 °C; Time = 0 — 300 min).

The kinetic parameters of the models, the coefficient of determination (R?) and
the root mean square error (RMSE) are shown in Table 2. The models adjusted
satisfactorily to the experimental data, and the pseudo second-order and Elovich models
were used to describe the lipase immobilization on activated carbon, as they presented a
higher R? and lower RMSE. The pseudo-second order model assumes that the chemical
adsorption occurs, forming chemical bonds between the surface functional groups of the
adsorbent and the adsorbate, involving the transfer of electrons between them. For this
case, adsorption preferably occurs on the surface of the adsorbent material, followed by
a diffusion step and intraparticle adsorption. The ho value (244.414 mint), which
determines the initial adsorption rate, shows that lipase migrated rapidly from the solution
to the carbon surface, which can penetrate the pores of the matrix due to its average
diameter of 4 nm, reaching equilibrium with an adsorptive capacity (qge) around 285.432
mg g*. The satisfactory fit of the Elovich model confirms the chemical adsorption, with

the coefficients o and p representing the initial adsorption rate and the desorption
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coefficient, respectively (Gupta et al., 2011). It was observed that the parameter o was
quite high, while B presented low values, indicating a low desorption rate due to the
interactions between lipase and the activated carbon, thus evidencing a high affinity
between them.

Table 2 Parameters and coefficients of determination of kinetic models for the lipase

immobilization on activated carbon.

Kinetic Constants ACI
Pseudo-first order model

ge (Mg g ) 279.941
ki (mint) 0.450
R? 0.929
RMSE 5.465

Pseudo-second order model

Qe 285.432
k2 (mg gt min?) 0.003
ho (mg g* min) 244.414
R? 0.996
RMSE 2.555
Elovich
o (mg g min?) 2.13x10°
B (gmg™) 10.871
R? 0.998
RMSE 3.053

Morris—Weber model

Kad (Mg g~*min~0%) 0.5269
C(mgg?l) 138.34
R2 0.953
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To elucidate the mechanism of mass transfer during the adsorption process, it is
necessary to use intraparticle diffusion models, such as the Weber and Morris (1963)
intraparticle diffusion model and the Boyd (1947) kinetic model since the previously
evaluated models describe only the controlling mechanism of the adsorption process.

The models that describe the mass transfer in the adsorption process are based on
three consecutive steps: (1) transport of adsorbate through surface film of exterior of
adsorbent (film diffusion); (2) diffusion of sorbate within the pores of sorbent and (3)
adsorption of solute on interior surfaces of the adsorbent pores (Sarkar et al., 2003). The
overall adsorption rate is controlled by the slowest step; the third step does not represent
the limiting because it is very fast, thus, the film diffusion or particle diffusion should
govern the overall process (Mohan et al., 2006). According to Weber and Morris (1963),
when intraparticle diffusion is the rate-limiting step, the removal rate from the solution
varies with the square root of time. Thus, the intraparticle diffusion coefficient (kad) can
be defined by Equation (8). In this case, it is considered that diffusion within the solid
particle occurs slowly, thus limiting the process.

G = kaat 2+ C ®)

where q; is the amount of adsorbate adsorbed (mg g1) at a time t (min), Kag is the
intraparticle diffusion coefficient (mg g~*min %) and C is a constant factor related to
diffusion resistance (mg g).

The Boyd's Model (1947) is used to examine in more detail whether the adsorption
is controlled by diffusion in the film or pore. According to this model, the fraction of
solute adsorbed at a certain time t can be determined by the Equations (9) and (10).

et (m)) e -2 ©)

F=1+ (%) Zw_ (%) exp[— n?Bt] (10)

Where F is the fractional equilibrium at time t (F = gi/Qe), Qe is the amount of adsorbate
adsorbed at an infinite time (mg g*) and g is the amount of adsorbate adsorbed at a time
t; Bt is the time constant; D; is the effective diffusion coefficient of the dye and rq is the

radius of solid particle, and n is the integers 1, 2, 3,..
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The Bt value is determined according to Equation (11), as described by
Reichenberg (1953).

Bt = —0.4977 — In(1— F) (11)

The term Bt is calculated for each F value, and the resulting Bt values are plotted
against t (Boyd's graph). If the graph generates a line from the origin, the intraparticle
diffusion process can be considered the limiting step of the adsorption process for the
specified time range.

Fig. 6a shows the fit of experimental data to the diffusion model proposed by
Webber and Morris, with a good agreement between the theoretical and experimental
data, indicating that the model describes the adsorption mechanism well. The C value,
which indicates the boundary layer thickness, is nonzero, thus indicating that the plot of
gt versus ti» did not pass through the origin. Therefore, the intraparticle diffusion
mechanism is not the rate-limiting step, and other mechanisms must act simultaneously
in the mass transfer to control the adsorption process. When analyzing the Boyd's
diffusion graph (Fig. 6 (b)), it is possible to confirm that the intraparticle diffusion is not
a determining step in the adsorption over time, once the line does not pass through the
origin.
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Fig. 6 Adjustment of Weber and Morris models (a) and Boyd intraparticle diffusion

model (b) for lipase adsorption on activated carbon: (@) experimental data.

This result demonstrates the greater resistance to mass transfer of the film formed
around the adsorbent rather than the pores (Maciel et al., 2013; Alves et al., 2017). Film
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transport is usually the limiting step for systems with a high affinity between the
adsorbent and adsorbate (Sarkar et al., 2003). In the system under study, this behavior can
be due to the particularities of the enzyme, once lipase, specifically in the presence of
hydrophobic support, undergoes interfacial activation, allowing the active site to interact
with the support by hydrophobic adsorption, thus confirming the great affinity between
the enzyme and the support (Reichardt et al., 2018).

3.4 Adsorption isotherms

Adsorption isotherms allow assessing the ability of activated carbon to adsorb a
molecule of interest. In addition, it is also a powerful tool for theoretical evaluation and
interpretation of thermodynamic parameters such as adsorption heat (Andrade et al.,
2018). In this study, the lipase immobilization capacity by adsorption on activated carbon
was evaluated, and the nonlinear Langmuir and Freundlich models were adjusted to the
experimental data at different temperatures (10 °C, 20 °C, and 30 °C).

The Langmuir isotherm assumes that adsorption occurs at evenly distributed sites
with equal surface energy, forming a monolayer covered surface, with no interaction
between the adsorbed molecules, as shown in Equation (12). Freundlich's isotherm, in
turn, is an empirical equation that can be used to describe heterogeneous systems. It does
not manifest saturation of the adsorbent surface, and the adsorbed amount increases
indefinitely with the solution concentration, as shown in Equation (13) (Wong et al.,
2018).

bCe
9= 45 e, (12)
q= KCeql/n (13)

where gs is the saturation capacity of the monolayer (mg g?), Ceq is the adsorbate
concentration in the liquid phase at equilibrium (mg L™); b is the adsorption equilibrium
constant (L mg™?); K is the Freundlich constant [(mg g*) (L mgH)¥"] and n is a
dimensionless constant related to the adsorption intensity.

The isotherm parameters, the coefficient of determination (R?) and the root mean
square error (RMSE) are summarized in Table 3. Fig. 7 shows the adjustments of the
nonlinear Langmuir and Freundlich models to the experimental data at different

temperatures. It is observed that both models satisfactorily fit the experimental data, once
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high R? and low RMSE values were obtained, indicating that the proposed models can

satisfactorily describe the adsorption phenomenon on the synthesized carbon.

Table 3 Adjusted models of adsorption isotherms of determination of lipase

immobilization on activated carbon

Parameters
Model Temperature

s b A n R? RMSE

Langmuir 10 443.269 0.0143  ----—- = ----- 0.9905 13.258
20 544.031 0.0068  ----- - 0.9730 10.706

30 664.514 0.0023  ----- - 0.9916 12.841

Freundlich 10 - e 43.0735 2.6289 0.9803 15.943
20 e e 28.9183 2.2704 0.9888 19.254

30 0 e 12.8524 1.8897 0.9968  7.893

gs(mg g*); b (L mg?); and a [((mg g™*) (L mg™)*™

With respect to the parameters determined by the Langmuir model, it is observed
that the enzyme immobilization capacity increased with increasing temperature, thus
obtaining the maximum immobilization capacity at 30 °C. The increase in temperature is
known to produce greater Kinetic energy to lipase molecules, causing a greater number of
collisions per unit of time, which is necessary to promote pore surface diffusion, leading
to an increase in immobilization capacity with the increase in temperature (Brito et al.,
2017; Reichardt et al., 2018). Furthermore, this behavior can be due to the contribution
of hydrophobic interactions, once an increase in temperature induces a structural
rearrangement of protein molecules, facilitating the adsorption by exposing the
hydrophobic groups on the enzyme surface (Gupta et al., 2013). The higher adsorption
with increasing temperature also suggests an endothermic and entropically-driven
process. Concerning the constant b, which represents the inverse of the ratio of
adsorption/desorption constants (1/kd), values below 1 were obtained, which indicates a
favorable adsorption phenomenon for all temperatures evaluated, as also observed for the
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n value, determined by the Freundlich model, from 1 to 10, thus demonstrating the

viability of the enzyme immobilization on activated carbon.
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Fig. 7. Adsorption isotherms of lipase on activated carbon: (a) 10 °C; (b) 20 °C (c) 30 °C.
(@) experimental data; (—) Langmuir model; (----) Freundlich model (Conditions: Co=
3.000-10.000mg L*; pH: 4.0; Time = 120 min).

3.5 Thermodynamic study of the adsorption process

The thermodynamic parameters of the lipase immobilization by adsorption on
activated carbon, including Gibbs energy (AG®), enthalpy (AH®) and adsorption entropy
(AS°) were determined by adjusting the Langmuir model at the three temperatures
studied, to verify the possible adsorption mechanisms. The Gibbs free energy was

determined using the Equation (14).

AG® = —RTInk, (14)

77



where kp is the thermodynamic equilibrium constant (L g2), ko is obtained by plotting
ge/Ce versus ge and extrapolating the curve when ge tends to zero.
When applying this concept in Equation (14), the thermodynamic parameters AH°

and AS° can be determined according to Equation (15):

P _Ac AH°+AS° (15)
Wa =" T RT TR

Where: R is the universal gas constant (8.314 J molt K1) and T is the temperature (K).

Table 4 shows the calculated thermodynamic parameters of the lipase

immobilization by adsorption on activated carbon.

Table 4. Thermodynamic parameters of the lipase adsorption on activated carbon

Parameters
Temperature (K) AGO AFO A0 TASO
(kJ mol™?) (kJ mol™?) (kJ Kt mol?) (kJ mol™)
0.366 107.238
293 -24.35 79.48
303 -27.52
313 -31.69

The adsorption Gibbs free energy, AG° was negative and decreased with
increasing temperature, which indicates that the adsorptive process was spontaneous for
the conditions studied, and tended to be more pronounced at higher temperatures (Alves
etal., 2017; Wong et al., 2018). The positive AH° value shows the endothermic character
of the adsorption process. When the adsorption process is endothermic, the adsorption
capacity of the enzyme on the matrix increases with increasing temperature, as
hydrophobic interactions become more significant, as observed in the adsorption
isotherms, with a higher immobilization capacity at 30 °C. In addition, enthalpy values
allow understanding the adsorption mechanism, indicating whether it occurs

predominantly by physisorption or chemisorption. AH® values between 5 to 40 kJ. mol™
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are characteristic of physisorption, while higher energy [(40 to 800) kJ.mol™] suggests
chemisorption (Gonzalez-Olmos and Iglesias, 2008). In the present study, the AH® value
was greater than 40 kJ.mol, thus the chemisorption mechanism may have governed the
process. In addition, it was found that the process was entropically-driven, once T.AS°
was higher than AH®, which ensures a greater contribution of the adsorption entropy rather
than the adsorption enthalpy. Entropy changes (AS) are related to hydrophobic
interactions, as they are involved with the relative degrees of freedom of the system and
ligand-receptor complexes. Thus, the release of water molecules from the nonpolar
surface of the adsorbent and protein (hydrophobic effect) increases the entropy of the
system (Lin et al., 2001).

3.6 FTIR spectroscopy

The absorption spectra in the infrared region of free lipase, activated carbon (AC)
and the immobilized enzyme on carbon (ACI) are shown in Fig. 8. When assessing the
AC spectra, carbon skeleton vibrations at 1600 cm™ are observed, which is associated
with the symmetrical stretching of the C=C bond of aromatic rings, characteristic of
carbonaceous materials (Andrade et al., 2018). Bands around 1230-1180 cm™ may be due
to hydrogen elongation bound to P=0O in a phosphate ester, or OH bond in POC, or
P=0OOH bonds inserted to the surface of the material by the activation with H3PO4
(Pereira et al., 2014). The free enzyme spectrum, in turn, showed typical protein
adsorption bands, including amino (R-NH) and carboxyl (R-CO-) groups identified in the
range of 1560-1640 cm™ and 1200-1300 cm™, respectively. When comparing the
spectrum of AC and ACI, small changes in the carbon surface chemistry were observed,
due to the complex interaction between the enzyme and the support. Such modifications
show the presence of the enzyme in the support, as observed by the presence of a broad
band from 3400 to 3000 cm™, corresponding to the overlapping of carbon OH elongation
with the enzyme NH elongation, and a pronounced band at 1100 cm, which is associated
with characteristic CN-binding vibrations of the amino groups present in the lipase
(Ramani et al., 2012; Almeida et al., 2017).
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Fig. 8. FTIR spectroscopy of free lipase, activated carbon (AC) and the biocatalyst (ACI).

3.7 Scanning Electron Microscopy (SEM)

Fig. 9 shows the scanning electron microscopy images of the activated carbon
before and after the lipase immobilization process. It is observed (Fig. 9a) that the carbon
obtained under the synthesis conditions of this study has a highly porous structure, with
a very uniform distribution, which favored the enzyme immobilization. The ACI
morphology (Fig. 9b) shows that the surface of the adsorbent was significantly altered
after the immobilization process, once the enzyme molecules were bonded to both the
inner pore wall and the carbon matrix surface, as observed in the kinetic study, which
demonstrated that the greatest resistance to mass transfer is due to the thin film formed
around the adsorbent and later the enzymes that diffuse into the pores. It is worth
mentioning that the adsorbent had larger pores when compared to the lipase molecular
diameter, not impairing the diffusion of substrates and products, which is extremely

desirable when developing a new support for enzyme immobilization (Dhawane et al.,
2018).

80



Fig. 9. Microscopy of the activated carbon (a) and carbon after lipase immobilization (b).

4. Conclusion

This study showed that it is possible to obtain activated carbons with different
textural characteristics using the same lignocellulosic residue, by varying the synthesis
conditions. In the experimental design, the variables impregnation ratio and carbonization
temperature had a significant effect on the carbon surface area and average pore diameter.
This effect was due to both the mechanism of action of phosphoric acid and the nature of
the precursor material. The porous material obtained from the best synthesis conditions
presented physicochemical characteristics that favored the lipase immobilization. The
study of the immobilization parameters allowed to evaluate the forces involved in the
binding of the enzyme to the support, showing a strong affinity between the functional
groups of adsorbent and enzyme. The thermodynamic parameters indicated that the lipase
adsorption onto the matrix was a spontaneous and endothermic process. Therefore, it can
be concluded that the activated carbon produced from pupunha palm heart sheaths has
proven to be a promising support for the preparation of immobilized biocatalysts, due to
the low cost when compared to the traditional supports, and the favorable characteristics

for immobilization, becoming an alternative for industrial-scale applications.
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Abstract

This study aimed to investigate the effect of functionalized activated carbon (AC) on
lipase immobilization and to use the biocatalysts obtained in the synthesis of isoamyl
acetate ester (banana odor). Pupunha palm sheaths were used as a precursor material in
the synthesis of activated carbon, which was functionalized by the glutaraldehyde
method. The effect of the medium pH and temperature on the lipase immobilization
capacity in the different matrices was evaluated, as well as the hydrolytic activity of the
derivatives obtained. The AC showed 1260 m? g* surface area and average pore diameter
accessible to the enzyme (6.60 nm). The functionalization provided a modification of the
matrix surface by the insertion of amine-aldehyde groups and a reduction in porosity and
surface area (340 m? g) when compared to AC. The enzyme immobilized on both
supports showed specific activity greater than 0.450 U/mg in the best immobilization
conditions (pH 5.0 and 30 °C). The immobilized enzyme was used in the esterification
reaction, using acetic acid and isoamyl alcohol as a substrate, reaching conversions
around 93% and 91% for the enzyme immobilized in the activated and functionalized
carbons, respectively, for a reaction time of 180 min Operational stability showed
promising results for both biocatalysts, with no significant reduction in the catalytic

activity for ester synthesis during the 5 cycles of reuse studied.

Keywords: isoamyl acetate; biocatalysts; glutaraldehyde; porous supports

1. Introduction

There is great interest in the industrial application of enzymes as they are natural
biological catalysts used in various types of reactions [1, 2]. Among the enzymes, lipases
(triacylglycerol acyl hydrolases, EC3.1.1.3) have been studied as alternative catalysts for
different chemical reactions, such as fatty acid hydrolysis, esterification,
transesterification, and interesterification in organic solvents [3-5].

Lipase plays an important role in the production of aroma esters, which are important
compounds used in the food, cosmetics, and pharmaceutical industries. These esters are
synthesized through an esterification reaction of fatty acid and an alcohol, in the presence
(or not) of organic solvent, by natural, chemical, or biotechnological route [6, 7].
Biotechnological synthesis has been shown to be an attractive alternative due to the

catalytic selectivity inherent to enzymes, the generation of purer products, and moderate
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reaction conditions. In addition, products from enzyme-catalyzed reactions are generally
labeled as natural flavors, thus being of great interest to the industry [6, 8].

However, despite these advantages, the industrial application of free lipases in ester
synthesis reactions is not attractive due to the high cost, the impossibility of reuse, and
low thermal and chemical stability. Therefore, the enzymatic immobilization stands out
as one of the most promising strategies to overcome this problem since it allows the
enzyme to be reused several times, maintaining its activity for a longer time of use, and
in some cases improving the catalytic efficiency of the [7, 9].

Lipases have been immobilized by different protocols, such as physical adsorption,
encapsulation, covalent bonding, or crosslinking [10-12]. Adsorption is a simple and
widely used method for enzyme immobilization and consists of immobilizing enzymes
in the support through hydrophobic interactions, VVan der Waals forces, hydrogen bonds,
and ionic interactions [13]. The main advantages of immobilization by adsorption include
the ease and simplicity of the technique and the low cost associated with no need to
activate the support [5, 14].

The immobilization by covalent bonding is another method widely used, in which the
enzyme is attached to the inert support by covalent bonds, which are normally established
between amino groups, residual amino groups, sulfhydryl groups, and the hydroxyl group
of the phenolic ring of the enzyme amino acids with the reactive groups of the support
[10]. This type of immobilization generally requires activation of the support and
provides a significant improvement in enzyme stability when compared to immobilization
by adsorption [15].

Currently, many studies have been focused on the production of supports to be used in
lipase immobilization since each application needs adequate operational conditions
despite the wide variety of existing supports [15-17]. Therefore, a support with potential
for the proposed application is activated carbon (AC), which is a carbonaceous material,
with a developed porous structure, a high specific surface area (> 700 m?/g), and the
presence of heteroatoms on its surface, which are characteristics that favor the
immobilization process [18, 19].

Activated carbons are obtained basically by the carbonization of the precursor carbon
material and its activation [18, 20]. When produced from lignocellulosic materials, it is
considered an advantageous alternative, due to the lower production costs, when
compared with other porous matrices. In addition, they are diverse, abundant, renewable

raw materials and also contribute to reducing the costs of waste disposal and the negative
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impact of inappropriate disposal to the environment [21]. In view of the above, this study
aimed to immobilize lipase, using activated carbon and functionalized carbon as a
support, synthesized from the pupunha palm heart sheaths, and to use the resulting

biocatalysts in the synthesis of the isoamyl acetate ester (banana flavor).

2. Materials and methods

2.1 Synthesis, functionalization, and characterization of activated carbons and
biocatalysts

Pupunha palm (Bactris gasipaes) sheaths were used as carbon-based precursor material,
which according to [20] contains on a dry basis: 4.49% ash, 12.72% lignin, 47.29%
cellulose, and 12.29% hemicellulose. First, the material was washed in running water,
dried in an oven at 105 °C for 24 h, crushed in a mill, and sieved in a 420 um sieve. The
activated carbon was synthesized according to the methodology proposed by [22] using
phosphoric acid (85% analytical grade-CAS7664-38-2) as an activating agent in the 3: 1
impregnation ratio (mass of activating agent/mass of the precursor), and temperature and
carbonization time of 500 °C and 75 min, respectively. Then, it was functionalized using
glutaraldehyde as an activation agent as proposed by [23], with modifications described
by [20].

Samples were characterized using techniques of measurements of nitrogen adsorption-
desorption, scanning electron microscopy (SEM), and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR). The nitrogen adsorption and desorption isotherms of the pupunha
activated carbon (PAC) and pupunha functionalized carbon (PFC) were obtained in an
ASAP 2420 Micromeritcs equipment (Micromeritics Instrument Corporation, Norcross,
GA 30093 USA), using approximately 0.20 g of sample. The functional groups were
analyzed directly by the attenuated total reflectance (ATR) in the infrared region of 4000-
500 cm?, in an FTIR spectrophotometer (Cary 630 FTIR, Agilent Technologies Inc,
Santa Clara, CA, USA). The point of zero charge was determined as described by [24].
The morphology of activated carbon before and after the immobilization process was
determined by scanning electron microscopy (Carl Zeiss, Model DSM940, Oberkochen,

Germany).
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2.2 Lipase immobilization tests and determination of the biocatalysts hydrolytic
capacity

Lipase from porcine pancreas (LPP) Type Il (Sigma-Aldrich; CAS number: 9001-62-1)
was immobilized using the activated carbon and functionalized carbon as supports. To
obtain the best parameters for the enzyme immobilization, the effect of the pH of the
medium and the immobilization temperature on both the adsorptive capacity of the
supports and the hydrolytic activity of the biocatalysts were evaluated. The experiments
were performed as follows: in tubes containing 0.100 mg of the support, 5 mL of the
lipase solution (6000 mg L) was added and kept under constant agitation on an orbital
shaker at 20 rpm, for 2 h, at predetermined conditions of pH and temperature. Buffer
solution of sodium acetate (0.1 mol L) and acetic acid (0.1 mol L) was used to adjust
the pH of the medium. The protein concentration in the medium after each assay was
determined by the Bradford method [25], at 595 nm, using bovine serum albumin (BSA)
as a standard. The immobilization capacity (CImo) was determined according to Equation
1.

VCin-VC

Cimo = ——— (1)

Mads

where Cimo is the adsorptive capacity (mg g?), V is the volume of lipase solution (mL),
Cin initial lipase concentration (mg L), C is the lipase concentration after 2 hours (mg L
1y, and mags is the mass of the adsorbent (g).

The olive oil emulsion method was used to determine the hydrolytic activity of soluble

and immobilized enzymes, according to the methodology adapted from [26] by [18].

2.3 Ester Synthesis

The isoamyl acetate synthesis reaction was carried out using a solution containing hexane
as a solvent, and isoamyl alcohol and acetic acid as substrates in a 1: 2 molar ratio (acetic
acid: isoamyl alcohol). The reactions were conducted in 100 mL glass flasks containing
5 mL of the reaction mixture, which was kept under agitation of 200 rpm in an orbital
shaker at 40 °C. The reaction was initiated by the addition of 0.5 g of the biocatalyst
previously prepared under the optimal conditions established in Section 2.2. Aliquots of

the reaction mixture were removed at different time intervals (60, 120, 180, and 240 min).
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The content of acetic acid consumed in the reaction was determined by liquid
chromatography (Shimadzu, Japan) with a diode matrix detector (Shimadzu, Japan), at
210 nm. A CLC (M) stainless steel column (250 mm x 4.6 mm, Shimadzu) was used for
chromatographic separation. The mobile phase was composed of acetonitrile/water
(75:25, v/v) at a flow rate of 0.8 mL/min. A volume of 20 uL was injected into the
chromatograph and acid was eluted from the column using an isocratic method [27]. The
yield of the esterification reaction for the production of isoamyl acetate was determined

according to Equation 2.

Co—C
(Co f)x
C,

Y (%) = 100 (2

where C, is the initial molar concentration of acetic acid (mol.L™) and Cr is the final

molar concentration of acetic acid (mol.L™).

2.4 Operational stability

The operational stability of the biocatalysts of this study was evaluated through
successive esterification reactions between acetic acid and isoamyl alcohol, according to
the procedure described in Section 2.3. After each reaction cycle, 20 mL of 0.1 mol L™
sodium acetate buffer at pH 5.0 was added to the flasks containing the biocatalysts, which
was stirred (20 rpm/5 min) and centrifuged (3500 rpm/5 min). Then, successive washes
of the biocatalysts were performed with hexane to remove unconverted starting materials
and the products adsorbed in their microenvironment. After this procedure, the biocatalyst

was recovered and incubated in a new reaction medium.

2.5 Statistical analysis

All experiments and determinations were performed in triplicate. Data were submitted to
analysis of variance and the differences between means of immobilization capacity,
hydrolytic activity, and conversion yields were analyzed by Tukey's test (p <0.05), using
the SAS STUDIO software, student version (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).

3. Results and discussion

3.1 Characterization of the activated carbon and the functionalized carbon

Fig. 1 shows the N> adsorption and desorption isotherms and the pore distribution of the
activated carbon and functionalized carbon. According to the form, and in accordance
with the TUPAC classification [28], they can be classified as type IV. This type of
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isotherm indicates the capillary condensation phenomenon, characteristic of mesoporous
materials, in which the formation of a monolayer on the surfaces is followed by multilayer
adsorption until the inflection point and saturation of the isotherm. The first slope (under
low p/po values) corresponds to the monolayer coverage, while the second slope shows
adsorption and capillary condensation. These results suggest that the isotherms with a
wider hysteresis cycle at high relative pressures correspond to a mixed structure of the
material, consisting of micropores and mesopores, as shown in activated carbon [29]. In
the adsorption processes, it is desirable for the adsorbent to have a good interaction
between mesopores and micropores, as the former can enable rapid diffusion of molecules
within the carbons and access to micropores, in which the adsorption occurs in great
extension [22]. It is also observed that the volume of N, adsorbed by the PAC sample is
higher when compared to that of the PFC sample, showing a greater volume of pores
available for the adsorption phenomenon, consequently with a greater surface area.

The textural parameters of the adsorbents are summarized in Table 1. It is observed that
the activated carbon exhibited a high surface area, due to the nature of the carbon
precursor material and the activation mechanism with phosphoric acid. It is known that
lignocellulosic materials containing higher cellulose contents, such as the pupunha palm
sheaths, tend to originate activated carbons with a high surface area since they have less
resistance to thermal degradation when compared with materials with high lignin contents
[30]. In addition, the activation with phosphoric acid may lead to the formation of
phosphate ester bonds between cellulose chains, which is considered the main contributor
to the increase in the volume of the carbon structure, once these bonds are based on the
insertion of phosphoric acid molecules between the cellulose chains, separating them
even further, as reported in detail in previous studies [18, 22]. This is a desirable feature
for the use of this support for enzyme immobilization by adsorption since the larger the
surface area of the adsorbent, the greater the area available for the protein binding with
the matrix. In addition, the high surface area allows a greater number of spacer arms to
attach to the support surface during the functionalization process [31, 32]. The support
also presented an average pore diameter around 4 nm that allows the lipase
immobilization, which is fundamental in the adsorption process, as the pore structure

limits the molecule dimensions that can be adsorbed by the matrix [33, 34].
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Fig. 1. Nitrogen adsorption isotherms of activated carbon (©) and functionalized carbon

(@) (a) and pore volume distribution of PAC (b) and PFC (c).

Table 1. Textural properties of the activated and functionalized carbon.

Sample Surface area  Pore diameter Mesopore Micropore
(m?g™h) (nm)? volume volume
(ecm®g™) (cm®g™)
PAC 1260 6.50 1.045 0.092
PFC 340 15.03 1.137 0.000

aMaximum pore size distribution

As shown in Table 1, the functionalization process generated a predominantly

mesoporous material. This behavior may be due to the obstruction of the micropores by

the insertion of glutaraldehyde molecules on the support surface during the

functionalization. As a result, there was a marked reduction in the surface area of the

functionalized carbon (PFC), reaching about 73%, when compared to the PAC. These
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results are in agreement with those found by [20], who observed a 93% reduction in
surface area after functionalization with glutaraldehyde.

The changes in the textural characteristics of the activated carbon as a function of the
functionalization process were also demonstrated by scanning electron microscopy of the
supports. Fig. 2 (a) shows the image of the activated carbon, revealing a porous structure
with the presence of pores of different sizes, which corroborates with the results of the
area and pore distribution analyses. In addition, it is observed that the average pore
diameter of the matrix (6.50 nm) is large enough to allow substrate access and diffusion
of products in the esterification process, besides accommodating the enzyme [18, 35].
The morphology of the functionalized carbon (Fig. 2 (b)), in turn, shows that the matrix
surface was significantly altered after the functionalization process, once it presented a
more regular structure, with the presence of very small pores, due to their obstruction by

the insertion of the amino-aldehyde spacer arms.

Fig. 2. Scanning Electron Microscopy (SEM) of activated carbon (a) and functionalized

carbon (b).

The FTIR spectra of the carbons are shown in Fig. 3. For both supports, the skeleton
stretching vibrations, characteristic of activated carbons, were observed at approximately
1560 cm™ and 1600 cm?, attributed to the C = C symmetrical stretching of aromatic rings,
typical of carbonaceous material [32, 36]. The band at 1168 cm™ is characteristic of P =
O of phosphate esters, and an O-C group in P-O-C and P=OOH incorporated into the
porous material due to the acid activation [29, 37]. The presence of an intense band at
1057 cm* was also observed, which is associated with the stretching of glycosidic bonds

(C-O-C) in the structure of the lignocellulosic components [38]. Concerning the PFC
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sample, the incorporation of new functional groups in the support was observed, from
compounds used in the functionalization process to produce reactive intermediates.
Among these groups, the characteristic band of aldehyde carbonyl (C = O) at 1720-1740
cm?, and the band at 1135 cm™ stood out and may be associated with the CO group of
alcohols and ethers, or CN group of amines. In addition, a band at 803 cm™ can indicate
the presence of functional amine groups, thus evidencing the occurrence of chemical
modifications on the matrix surface [39, 40].

Chemical changes in the activated carbon after functionalization were also evidenced by
the results of the point of zero charge (pHpcz) of the supports. Both supports exhibited
acidic characteristics, with pHpcz in 45 and 4.9 for the activated carbon and
functionalized carbon, respectively. This behavior may be due to the incorporation of
functional groups of acidic character on the adsorbent surface through the activation with
phosphoric acid. On the other hand, the differences between matrices are associated with
the incorporation of basic functional groups on the surface of the functionalized carbon,
such as the amine group, identified in the FTIR spectrum for the PFC sample, thus

promoting a small increase in pHpcz.

— PAC
' PFC

Absorbance (u.a.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (i em! )

T

Fig. 3. FTIR of activated carbon (PAC) and functionalized carbon (PFC).
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3.2 Effect of pH on the immaobilization process

The adsorptive capacity of the supports and the hydrolytic activity of the biocatalysts
were evaluated at pH values ranging from 3.0 to 8.0, and the results are shown in Fig. 4.
When evaluating the immobilization capacity of the activated carbon, no significant
differences (p> 0.05) were observed in the pH range from 3.0 to 7.0, showing that
hydrophobic interactions governed the enzyme immobilization process [41]. On the other
hand, this parameter had a great effect on the specific activity of the biocatalyst, with
higher values observed in the pH range 4.0 to 6.0 for the enzyme immobilized by
adsorption. Possibly, in this condition, the interaction between the functional groups of
lipase and the support may have promoted changes in the lipase conformational structure,
which favored greater interfacial activation, thus increasing the enzymatic activity [42].
It is known that immobilization by physical adsorption on hydrophobic supports is
governed by an important property of lipases, the interfacial activation in the presence of
a hydrophobic interface. Lipases have two different configurations: a closed
conformation, considered inactive, in which the contact between the active site and the
reaction medium is blocked by a hydrophobic polypeptide chain (called flap or lid); and
the open conformation, in which the lid is displaced and the active site is fully exposed
to the reaction medium. In the presence of a hydrophobic surface, the lipase molecule
undergoes a conformational change and the balance is shifted to the open conformation.
In this case, the active enzyme site interacts with the support by hydrophobic adsorption
since it recognizes as similar to its natural substrates (oil droplets). Thus, the lipase is
immobilized in its active conformation by a unique mechanism called “interfacial
activation”, therefore the conformational structure of lipase with the open lid can
determine its activity [43, 44].

Regarding the lipase immobilized on functionalized carbon (LPFC) sample, the pH of the
reaction medium significantly affected the enzyme immobilization capacity in the
functionalized matrix, with a maximum value at pH 5.0, which is close to the isoelectric
point of the enzyme (4.0-5.0) and the point of zero charge of the support (4.9).
Immobilization on functionalized supports preferably occurs with the formation of a
covalent bond, normally established between different groups of the side chains of the
amino acid residues (amino, hydroxyls, thiol, among others) and the reactive groups of
the support. Thus, as the enzyme surface contains a large number of acidic and basic
groups, the charges can vary according to the pH of the medium, influencing the structural

stability and solubility of the enzyme and, consequently, its ability to bind to the support,
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as observed in this study [10, 45] . In turn, when assessing the specific activity, no
significant difference was observed for a wide pH range (4.0-8.0). This result may be due
to the strength of this bond, which is high and usually involves several enzyme residues,
providing a great rigidity in the structure, which can keep the enzyme structure unchanged

at higher pH values, as observed in this study [46].

Adsorptive capacity (mg/g)
Specific activity (U/mg)

pH

Fig. 4. Effect of pH on the immobilization capacity of the supports (a) and the hydrolytic
activity of lipase immobilized on activated carbon (LPAC) and functionalized carbon
(LPFC). Equal lowercase letters represent no significant differences (p> 0.05) between
the pH values for LPAC; equal uppercase letters represent no significant difference (p>

0.05) between the pH values for the LPFC.

3.3 Effect of temperature on the immobilization process

The effects of temperature on the immobilization capacity and the hydrolytic activity of
the enzyme in the two supports are shown in Fig. 5. Under experimental conditions, no
significant effects of temperature were observed on the enzyme immobilization in the
PAC support, thus demonstrating a high affinity between the enzyme and the support.

In contrast, for the PFC support, the temperature increase from 10 °Cto 20 ° C
led to a slight increase in the adsorptive capacity of the matrix, with no significant
differences observed for the higher temperature. It is known that higher temperatures
cause greater kinetic energy to the lipase molecules, leading to a greater number of

collisions per unit of time, which are necessary to promote surface diffusion and diffusion
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through the pores of the functionalized carbon, leading to an increase in immobilization
capacity. A similar result was observed by [23], who studied the lipase immobilization
onto activated carbon functionalized with glutaraldehyde. In addition, the greater
immobilization capacity with increased temperature suggests an endothermic and
entropic-directed process, which promotes changes in the enzyme configuration,

interfering with its specific activity when immobilized, as reported by [18].
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Fig. 5. Effect of temperature on the immobilization capacity of the supports (a) and the
hydrolytic activity of lipase immobilized on activated carbon (LPAC) and functionalized
carbon (LPFC). Means followed by the same letter for each time interval did not differ

significantly between them at p <0.05 by Tukey’s test.

As shown in Fig. 5 (b), although no significant differences were observed for the
immobilized protein content at temperatures of 20 °C and 30 °C, the less specific activity
was observed at 20 °C. This behavior suggests that some molecules of the immobilized
enzymes have unfavorable orientations, or even denatured on the support surface due to
conformational changes during the immobilization process, thus reducing the enzyme
activity [47]. Therefore, for the esterification tests, the lipase immobilization was carried
out at pH 5.0 and 30 °C, once the maximum specific activity of 0.501 U/mg (298.08 mg
/ g) and 0.558 U/mg (292.52 mg/g) for the lipase immobilized on activated and

functionalized carbons, respectively, were obtained under these conditions.
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3.4 Ester Synthesis

Fig. 6 shows the results of the isoamyl acetate esterification as a function of the reaction
time for the enzyme immobilized on activated carbon and functionalized carbon. A high
esterification yield was observed for both biocatalysts, reaching the reaction equilibrium
in a short time (~180 min). In the initial reaction times, the LPFC exhibited higher
conversion yield when compared with LPAC. This behavior may be due to the
characteristics of the support used in the immobilization and the immobilization method
used. The enzymes immobilized on the functionalized carbon are preferably found on the
external surface of the support, connected by the spacer arms, which facilitates the
interaction between the catalyst and the substrate molecules [10, 23]. On the other hand,
in the immobilization by adsorption on porous supports, the enzymes are confined to a
large extent within the pores. This event allows the substrate to diffuse from the solution
to the external surface, and to the interior of the support pores, where most of the catalyst
molecules are located. The mass transfer limitations reduce the speed of the reactions due
to the diffusion and transfer limitations of substrates and products through the support
pores, therefore requiring a longer time to reach the reaction equilibrium [31].

When comparing the two immobilization methods, it is observed that the LPAC
biocatalyst presented a slightly higher percentage of esterification (93.41%) when
compared to the covalent bond method (91.42%). This difference is possibly due to the
way the enzyme is immobilized in the matrix, which may have favored greater interfacial
activation or substrate adsorption. From a commercial point of view, this is a very
promising result, as this is a simple, low-cost method, with no need to functionalize the
support, which can be reused after several cycles [14, 41]. However, further studies
should be encouraged to assess the contribution of adsorption.

The short reaction time observed in this study, for both supports, is an advantage of the
biocatalysts produced, once it is considered an important indicator of ester synthesis, once
it is related to efficiency and productivity [48]. Other authors studied the isoamyl acetate
synthesis using lipases from Thermomyces lanuginosus [9] and Candida rugosa [7], and
reported reaction times of 7 h and 4 h for maximum yields of 61% and 75%, respectively,

thus demonstrating the potential of the biocatalysts.
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Fig. 6. Esterification yield (%) as a function of time for isoamyl acetate synthesis
catalyzed by lipase from porcine pancreas immobilized on activated carbon (LPAC) and
functionalized carbon (LPFC). Means followed by the same letter for each time interval

did not differ significantly between them at p <0.05 by Tukey’s test.

3.5 Operational stability

Operational stability is one of the most important characteristics for the application of the
biocatalyst on an industrial scale, once the possibility to reuse the immobilized enzymes
minimizes the process costs [7]. In this step, the successive cycles of reuse of the
immobilized lipase in the isoamyl acetate esterification reaction were evaluated, for 180
min at 40 °C, and the results are shown in Fig. 7.

Promising results were observed in the reuse of the biocatalysts, once there was no
significant decline in catalytic activity for the synthesis of esters during the 5 cycles
evaluated, for both biocatalysts, suggesting a strong interaction and stabilization of the
lipase structure on the surface of both functionalized and activated carbons. It can also be
suggested that the high stability of the lipase immobilized by physical adsorption is
possibly due to the carbon hydrophobicity, which tends to stabilize the conformational
structure of the lipase in the open form [43, 49]. Asmat and collaborators [7] studied the
reuse of lipase from Candida rugosa immobilized in carbon nanotubes functionalized

with glutaraldehyde and reported 84% of enzyme activity during 10 cycles for the isoamyl
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acetate synthesis. The high operational efficiency of reusing the biocatalyst suggested that
the bonds between the enzyme and the matrix should have provided an increase in the
lipase structure rigidity, and protected the enzyme from denaturation during its repetitive
use, thus increasing its catalytic performance. It is also worth mentioning that washing
the biocatalyst with hexane, after each cycle, may have contributed to greater retention of
the enzyme activity. This non-polar solvent provides the removal of the product formed
around the enzyme that causes loss of activity and limits the diffusion between the
substrate and product. In addition, it removes substrate residues or secondary products
that flow into the porous support, which can inactivate or inhibit the lipase activity [50,
51].
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Fig. 7. Esterification yield of isoamyl acetate catalyzed by lipase from porcine pancreas
immobilized by activated carbon (LPCA) and functionalized carbon (LPFC) as a function
of the number of reuse cycles Means followed by the same letter for each cycle did not

differ significantly at p <0.05 using the Tukey’s test.

3.6 Scanning Electron Microscopy (SEM)
Scanning Electron Microscopy (SEM) was used to characterize the morphology of the
biocatalysts. Fig. 8 (a) shows that the porous surface structure of the carbon was

maintained, once, in this immobilization protocol, the enzyme molecules preferentially
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diffuse inside the pores and, after occupying them, spread to the external surface area,
leaving only traces of the enzyme on the surface [52]. On the other hand, concerning the
LPFC sample (Fig. 8 (b), a greater modification was observed in the structure of the
support, in which enzymes are visualized on the surface or entrance of the pores, due to
the interaction between enzymes and the spacer arms incorporated by the

functionalization process, which was also observed by Kumar and collaborators [53]. In

Fig. 8. Scanning Electron Microscopy of the biocatalysts LPCA (a) and LPFC (b).

3.7 FTIR spectroscopy

The FTIR spectra of the free enzyme, the biocatalysts, and the supports, were determined
to verify the chemical changes on the matrix surfaces after immobilization. As shown in
Fig. 9, the immobilization process promoted changes in both supports, which were more
noticeable in the spectrum of the enzyme immaobilized on the functionalized carbon, once
the enzymes are predominantly on the matrix surface, connected by the amino-aldehydes
spacer arms (Am-Al) formed during functionalization. In immobilization by adsorption,
although the enzymes are also immobilized on the surface of the carbon, they are confined
to a great extent within the pores, thus promoting less chemical changes on the surface
[34]. In general, both in Fig. 9 (a) and Figure 9 (b) the biocatalyst had a typical spectrum,
with absorption bands associated with the primary and secondary amine groups (CONH),
from 1000-1200 cm™ to 1580 and 1650 cm™, respectively [17]. A band at 1060 cm™
relative to C - NH - C stretching and another at 3203 cm™ was also observed, characterized
by the O-H stretching and the presence of residual water, with greater intensity observed
in the LPFC sample [29, 54].
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4. Conclusion

The supports produced from the pupunha palm sheaths have chemical and textural
characteristics that favored the lipase immobilization process. The AC presented a high
surface area and average pore diameter that allowed both the accommodation of the
enzyme, as well as the access of the substrate and diffusion of the products in the
esterification reaction process. The functionalization of activated carbon by the
glutaraldehyde method changed the surface of the porous material by the insertion of
amine-aldehyde groups and reduced the matrix surface area. Both supports showed a high
lipase immobilization capacity in the best immobilization conditions obtained. The
immobilized enzyme was successfully tested in the synthesis of the isoamyl acetate ester,
reaching molar conversions around 93% and 91% for the LPAC and LPFC biocatalysts,
respectively, in a short time (180 min), maintaining the catalytic activity during five
cycles of reuse. It is concluded that the biocatalysts showed a high conversion and
possibility of reuse, therefore they can be used in the esterification reaction for the aroma
ester synthesis, through the biotechnological route, contributing for the use of the
enzymatic processes as an economically competitive alternative when compared to the

chemical processes currently used in obtaining aroma esters.
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CAPITULO 4

Sintese de carvdes ativados utilizando o bagago do malte: aplicacdo na
imobilizacao de lipase por adsorcéo e ligacdo covalente para emprego em reacao

de esterificacéo

* Este artigo sera submetido a revista Industrial Crops and Products (INSS: 096-6690),

classificacdo Qualis-Capes: Al, Fator de impacto: 4.072.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo otimizar o processo de sintese de carvfes ativados,
utilizando como fonte precursora de carbono o bagaco do malte, e empregar o material
produzido como suporte na imobilizacdo da lipase pelo método de adsorcao e ligacao
covalente. Os carvdes foram sintetizados por meio a ativagcdo quimica, utilizando acido
fosférico como agente ativante com posterior carbonizacdo. O Delineamento Composto
Central Rotacional foi empregado como ferramenta estatistica para avaliar a influéncia
das diferentes condicbes de sintese (razdo de impregnacdo, tempo e temperatura de
carbonizacdo) no desenvolvimento da area superficial (Sger) do material poroso. A
temperatura e o tempo de carbonizacdo apresentaram efeito significativo na variavel
resposta, sendo obtida uma Sger de 900 m? g nas condigdes otimizadas. O carvéo ativado
produzido nas melhores condi¢des foi funcionalizado pelo método do glutaraldeido. A
funcionalizacdo promoveu a modificacdo da superficie do material poroso pela insercao
de grupos amina-aldeido, identificados atraveés do espectro de FTIR e também pela
reducéo da area superficial da matriz (3 m?g™). A lipase imobilizada foi aplicada com o
na sintese do éster acetato de isoamila, atingindo conversdes molares em torno de 95% e
89% para a enzima imobilizada no carvdo ativado (CAOI) e no carvao funcionalizado
(CAOFI), respectivamente. A avaliacdo da estabilidade operacional mostrou que o
biocatalisador CAOI pode ser reutilizado por pelo menos quatro vezes consecutivas sem
perda significativas da atividade catalitica. Estes resultados indicam que o carvéo ativado
e o carvao funcionalizado podem ser considerados uma alternativa promissora de suporte
para imobilizacdo de lipase, uma vez que os biocatalisadores produzidos apresentaram
elevada atividade na sintese de éster de aroma, pela rota biotecnologica.

Palavras-chave: adsorcdo; biocatalisadores; ésteres aromaticos; ligacdo covalente;

residuos lignocelulésicos

1. INTRODUCAO

Esteres de &cidos carboxilicos sdo componentes importantes utilizados na
indUstria alimenticia para a formacéo e intensificacdo de aromas em diversos produtos.
Como exemplo pode-se citar o acetato de isoamila, que apresenta-se como um dos
compostos aromatizantes mais importante usado nas industrias alimenticias devido ao

aroma caracteristico de banana, sendo adicionados em vérios alimentos e bebidas tais
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como caramelos, misturas para bolos e bebidas alcodlicas (Saha et al., 2018; Azudin et
al., 2019).

Os ésteres de aroma séo formados pela reacéo de esterificacdo direta de um acido
carboxilico com um alcool na presenca de catalisador, com a opcdo de ser realizada na
presenca (ou ndo) de solvente organico e podem ser obtidos por via natural, quimica ou
biotecnoldgica (Sa et al., 2017; Asmat et al., 2019). A producdo de ésteres de aroma com
0 emprego de enzimas ou através de fontes microbianas vém ganhando importancia
industrial, devido a diversas vantagens que ela oferece em relacdo as tecnologias
convencionais (Padilha et al., 2018). A sintese biotecnoldgica oferece um alto rendimento
em comparagdo com a sintese quimica e acelera as reagdes em até 108-10'° vezes, requer
condigdes moderadas para reacgao e o produto, assim gerado, pode ser caracterizado como
natural ou idéntico ao natural, sendo, portanto, de grande interesse para a inddstria de
alimentos (Gumel e Annuar, 2016; Sa et al., 2017).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de enzimas para a catdlise de reacbes de
esterificagdo tem sido extensivamente estudada. Dentre elas, as lipases (triacilglicerol
acilhidrolases, E.C.3.1.1.3) vém se destacando, uma vez, que sdo capazes de hidrolisar
uma ampla variedade de ésteres e, em condicdes adequadas, catalisam reacdes de
esterificacdo e transesterificacdo (interesterificacdo, alcodlise e acidolise), levando a
sintese de diferentes ésteres carboxilicos e amidas (Paques e Macedo, 2006; Lima et al.,
2019).

Entretanto apesar das inUmeras vantagens da aplicacdo da biotecnologia para
producdo de aromas, um fator importante a ser considerado € o custo da prépria enzima,
que é uma desvantagem para 0 processo biotecnoldgico comparado com a sintese
quimica. Neste sentido a imobilizacdo enzimatica, destaca-se como uma das estratégias
mais promissoras para superar tal inconveniente, uma vez que permite que a enzima seja
reutilizada vérias vezes, mantendo a sua atividade tanto tempo quanto possivel, e em
alguns casos promovendo a melhoria da eficiéncia catalitica da enzima (Sarno et al., 2017;
Asmat et al., 2019).

Uma decisdo importante a ser tomada quando se procura estabelecer um método
de imobilizacdo enzimatica é a escolha do suporte. Apesar de existirem uma grande
variedade de suportes para imobilizacdo de lipases, cada aplicacdo especifica necessita
de condicdes operacionais adequadas para tal fim. Existe, portanto, uma constante

demanda pelo desenvolvimento de novos suportes para imobilizacdo enzimética e de
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técnicas elaboradas especificamente para a imobilizacdo nestes suportes (Brito et al.,
2017; Santos et al., 2019).

Um suporte com potencialidades para a aplicacdo que se propde é o carvao ativado
que é um material carbonaceo, detentor de uma estrutura porosa desenvolvida, elevada
area superficial especifica, com presenca de heterodtomos em sua superficie,
caracteristicas essas que favorecem a imobilizagdo. Esses materiais sdo obtidos
basicamente por processos que contam com a carbonizagdo do material precursor de
carbono e sua ativagdo (Brito et al., 2017; Dhawane et al., 2018). Quando produzidos a
partir de residuos lignocelulosicos, tona-se uma opg¢do vantajosa, devido ao custo
reduzido de producdo, ao se comparar com outros matrizes porosas.

As propriedades fisicas da superficie do CA sdo descritas pela sua area superficial
especifica e porosidade, enquanto que as propriedades quimicas dependem da presenca
ou auséncia de grupos acidos ou basicos em sua superficie (Yahya et al., 2015). Os
carvOes ativados preparados a partir de residuos lignocelulésicos sdo predominantemente
microporosos, implicando na necessidade de tratamentos especificos durante a sintese
que favorecam a formacédo de poros mais largos, acessiveis a moléculas maiores, como
as proteinas (Pereira et al., 2014). Neste sentido, este trabalho teve como objetivo
otimizar o processo de producdo de carvdes ativados, utilizando como fonte precursora
de carbono o bagaco do malte, e avaliar a eficiéncia dos materiais sintetizados na
imobilizacéo da lipase, pelos métodos de adsorcdo e ligacdo covalente. Além disso, esse
estudo visa empregar os biocatalisadores obtidos na obtencéo de ésteres (aromas) através

da reagéo de esterificagéo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Bagacos do malte, doados por uma indUstria de cerveja artesanal situada no estado
da Bahia-Brasil, foram utilizados como precursor de carbono para a produgéo dos carvoes
ativados. Acido fosférico (Synth) foi empregado como agente quimico ativante. Lipase
de pancreas de porco tipo Il (Sigma-Aldrich; CAS number: 9001-62-1) foi utilizada para
realizacdo dos testes de imobilizacdo. Os demais reagentes estdo descritos ao longo da

metodologia e todos possuiam, no minimo, grau de pureza PA-ACS.

2.2 Planejamento Experimental das condicdes de sintese dos carves ativados
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O delineamento composto central rotacional (DCCR) foi utilizado como
ferramenta estatistica para verificar uma tendéncia de otimizacdo do processo de
producdo do carvado ativado. Os parametros razdo de impregnacdo, temperatura de
carbonizacdo e tempo de carbonizacdo foram selecionados para avaliar o efeito no
desenvolvimento da area superficial (Sger) do carvéo ativado. Os mesmos foram
sintetizados em condicBes especificas de acordo com as condigdes experimentais
apresentadas na Tabela 1. Os efeitos significativos foram estudados em trés niveis, com
um total de 19 ensaios e 15 tratamentos, com cinco repeticdes no ponto central.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de regressao linear maltipla, de
modo a identificar quais varidveis apresentaram efeito significativo sobre o
desenvolvimento da area superficial dos carv@es ativados, o que foi definido com base na
significancia do modelo e dos parametros (p < 0,05), falta de ajuste do modelo (p > 0,05)
e coeficiente de determinacdo. Todas as analises estatisticas necessarias foram realizadas

no pacote estatistico Statystical Analysis System® versdo for student.

Tabela 1. Variaveis e niveis do delineamento composto central rotacional (2%).

Variaveis reais Variaveis Nivel
codificadas 168 ] 5 1 168
Temperatura de X1 300 380 500 620 700

carbonizacéo (°C)

Tempo de carbonizacao X2 30 48 75 102 120
(min)
Razéo de impregnacéo X3 0,333 0,873 1,667 2,460 3,000

(massa de ativante/

massa do precursor)

2.2.1 Sintese dos carvoes ativados

O bagaco do malte foi lavado em agua corrente, secos em estufa a 105 °C por 24
h, triturados em moinho e peneirados em uma peneira de 420 um. O farelo obtido
(precursor) foi impregnado com 4&cido fosférico (85% m/m) na razdo massica de

impregnacdo (massa de ativante/massa do precursor) e seco em estufa (TECNAL,
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modelo: 393-1) a 105 °C por 24 h. Em seguida o material foi carbonizado em forno mufla
(EDG 3P-S, modelo 3000), sob fluxo de nitrogénio (50 mL min?) com taxa de
aquecimento de 5°C min’, até a temperatura final pré-estabelecida, mantida constante
por intervalo de tempo definido. Os carvdes obtidos foram lavados com agua quente até
que o pH préximo a 7,0 fosse alcancado. Em seguida, foram secos em estufa a 105 °C

por 24 h e peneirados em uma peneira de 420 pm.

2.3 Funcionalizacéo do carvao ativado

O carvéo ativado produzido a partir das melhores condicbes de sintese (CAO),
obtido pelo resultado do delineamento experimental, foi funcionalizado utilizando o
glutaraldeido como agente de ativacéo de acordo com metodologia proposta por Ramani

et al. (2012), com modificacGes descritas por Santos et al. (2019).

2.4 Caracterizacgéo do material precursor e dos carvdes ativados

O material precursor (MP) foi inicialmente caracterizado em relagdo a sua
composicdo em material lignocelulésico (lignina, celulose e hemicelulose), utilizando-se
a metodologia de fibra detergente neutra e fibra detergente acida (FDN e FDA) descrita
por Van Soest et al (1991). A decomposicdo térmica do MP foi avaliada por anélise
térmica diferencial (DTA) e termogravimetria (TG) em um equipamento Shimatzu DTG-
60 TGA/DTG, na faixa de temperatura de 10°C -1000 °C, a uma taxa de aquecimento de
10 °C min? sob fluxo de nitrogénio (50 mLmin), utilizando 0,005 g da amostra. As
isotermas de adsorcdo e dessorcdo dos carvdes, para determinacdo da area superficial,
foram obtidas em um equipamento Micromeritcs modelo ASAP 2420 (Micromeritics
Instrument Corporation, Norcross, GA 30093 USA), utilizando aproximadamente 0,20 g
de amostra (Brito et al., 2018). Determinou-se também o ponto de carga zero do carvédo
(CAO), sintetizado nas melhores condigdes de sintese obtidas pela andlise estatistica,
assim como do carvao funcionalizado (Regalbuto e Robles, 2004). Os grupos funcionais
dos materiais porosos foram avaliados por FTIR. As amostras foram analisadas de forma
direta utilizando a técnica de refletancia total atenuada (ATR) na regido infravermelha de
4000-500 cm™ em espectrofotdmetro FTIR (Cary 630 FTIR, Agilent Technologies Inc.,
Santa Clara, CA, USA). A morfologia do CAO e do CAOF foi determinado por
microscopia eletrénica de varredura. Para isso, as amostras foram fixadas em suportes
apropriados (stub) e em seguida foram conduzidas para analise em microscopio eletrénico
de varredura (Carl Zeiss, Modelo DSM940, Oberkochen, Alemanha).
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2.5 Ensaios de imobilizacdo da lipase

A lipase foi imobilizada por dois métodos de imobilizagdo: adsorcao e ligacdo
covalente, utilizando como suportes o carvdo ativado obtido a partir das melhores
condicdes de sintese (CAQ) e o carvéo funcionalizado (CAOF), respectivamente. 5 ml da
solucéo de lipase (6000 mg L) foram colocados em tubos contendo 0,100 mg do suporte
e mantidos sob agitacdo constante num agitador orbital a 20 rpm, durante 2 h, em pH 5,0
na temperatura de 30 °C. O ajuste do pH foi realizado com adic¢do de solugdo tampéo
acetato de sodio (0,1 mol L) e acido acético (0,1 mol L). Ao final do processo os tubos
foram centrifugados (3500 rpm/10 min). A concentracao de proteina no sobrenadante foi
determinada pelo método de Bradford (1976), em comprimento de onda de 595 nm,
utilizando uma curva de calibracdo padrdo de BSA. A capacidade de imobilizacdo foi

determinada de acordo com procedimento descrito por Brito et al., 2017.

2.6 Determinacdo da atividade hidrolitica

O método de hidrolise da emulsdo de azeite de oliva, conforme metodologia
adaptada de Soares et al (1999), foi empregada para determinar a atividade hidrolitica das
enzimas soluveis e imobilizadas. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima que libera Ipumol de acido graxo por minuto de reagdo, nas

condigdes do ensaio (37 °C, pH 8,0 e 150 rpm).

2.7 Reacdo de esterificacéo

A reacdo de esterificacdo foi conduzida utilizando &lcool isoamilico e &cido
acético como substratos, na razdo molar de 1:2 (acido acético: alcool isoamilico) e hexano
como solvente. Os ensaios foram conduzidos em frascos de vidros com capacidade para
100 ml contendo 5 ml da mistura reacional e incubadas em agitador orbital a 40 °C com
uma taxa de rotacdo de 200 rmp. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,5 g do
biocatalisador preparado previamente nas condi¢des estabelecidas no item 2.5. Aliquotas
da mistura de reagdo foram retiradas no tempo 180 min. O &cido cético consumido para
a formacgdo do acetato de isoamila, foi determinado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). O rendimento de esterificacdo em acetato de isoamila foi determinado

de acordo com a Equagdo 1.

Yo% = &9« 100 1)
C

0
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Onde C, € a concentragdo molar inicial de acido aético (mol/L) e C; € a concentracdo

molar final de acido acético (mol/L).

2.7.1 Quantificacdo do acido acético

O teor de é&cido acético consumido na reacdo foi determinado utilizando
cromatdgrafo liquido (Shimadzu, Japdo) com um detector de matriz de diodo (Shimadzu,
Japéo), em um comprimento de onda de 210 nm. Uma coluna de ago inoxidavel CLC (M)
(250 mm x 4,6 mm, Shimadzu) foi empregada para separacdo cromatografica. A fase
movel foi composta de acetonitrila / 4gua (75:25, v/v) com fluxo de 0,8 mL/min. Um
volume de 20 pL foi injetado no cromatdgrafo e &cido foi eluido da coluna usando um
método isocrético (Chen, 1996).

2.8 Estabilidade operacional

A estabilidade operacional dos biocatalisadores preparados neste estudo na sintese
do acetato de isoamila, foi avaliada por sucessivas reacfes de esterificacdo do acido
acetico com alcool isoamilico, usando o procedimento descrito na secdo 2.6. Apds cada
ciclo de reagdo foram adicionados 20 ml de tampdo acetato de s6dio 0,1 mol L™ pH 5,0
nos frascos contendo os biocatalisadores, 0s quais passaram por um processo de agitacao
(20rpm/5min) e posterior a centrifugagdo (3500/5 min). Em seguida foram realizadas
sucessivas lavagens dos biocatalisadores com hexano para a remoc¢do de materiais de
partida ndo convertidos e produtos adsorvidos em seu microambiente. Apls este

procedimento, o biocatalisador foi recuperado e incubado em um novo meio reacional.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composigdo do material precursor

O material precursor (bagaco do malte) possui em sua composicdo 24,89% de
lignina, 18,83% de celulose e 19,02% de hemicelulose. A composi¢do do material
lignocelulésico exerce influéncia direta no desenvolvimento da porosidade dos carvoes
produzidos. Isto ocorre, pois, a celulose e a hemicelulose sdo as fragdes volateis
removidas mais facilmente durante os processos de pirélise e ativacdo, causando o
desenvolvimento de poros, enquanto que a lignina, que confere rigidez a matriz de

biomassa, é o constituinte que apresenta maior resisténcia a degradacdo térmica (Muley
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et al., 2016; Selvaraju et al., 2017). O perfil de decomposicdo térmica do material

precursor esta apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Curvas de TG e DTA do material precursor.

Como é possivel observar (Figura 1) a decomposic¢éo térmica do bagaco do malte
ocorre em trés etapas distintas. A primeira etapa, evidente no intervalo de 40-180 °C,
corre principlamnte como resultando da desidratacdo da matéria-prima. O pico
endotérmico em temperaturas inferiores a 100 °C, pode ser atribuido a dessor¢do de agua
fisissorvida e outros volateis (Pereira et al., 2014). A segunda etapa, que corresponde a
maior perda de massa, na regido entre 200- 400 °C, pode ser atribuida a decompiscéo da
hemicelulose (200-270 °C) e da celulose (270-400 °C), sendo também evidente a partir
do pico exotérmico (DTG) nessa faixa de temperatura. A terceira etapa é observada em
temperturas superiores a 375 °C a 500 °C, indicando a decomposic¢éo de lignina, principal
componente lignocelulésico do bagaco do malte. Observa-se também uma queda
continua entre 600-800°C, que podem ser atribuidas a uma prolongacéo da degradacgéo
da lignina, uma vez que este composto tem alta estabilidade térmica (Jain e Tripathi,
2014). Além disso, esse estagio revela a decomposi¢do de uma porcdo de celulose e
hemiceluloses residuais. Avaliando-se a curva do DTG, verifica-se que a degradacédo da

lignina é a que apresenta o processo exotérmico mais intenso, atribuindo assim a maior
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concentracdo de energia da biomassa a este componente (Pereira et al., 2014). A perda

total de massa da amostra ultrapassa 90% em temperaturas superiores a 500 °C.

3.2 Efeito das condicdes de sintese nas propriedades texturais do carvao ativado

Na Figura 2 esta apresentado o gréfico de Pareto que representa os resultados da
ANOVA para o modelo completo do efeito da temperatura de carbonizagéo, do tempo de
carbonizacdo e da razdo de impregnacdo no desenvolvimento da area superficial dos
carvOes ativados. Os dados obtidos foram submetidos a analise de regressdo linear

multipla para verificar a significancia dos parametros pelo teste t (p = 0,05).
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Figura 2. Gréafico de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis Temperatura de
carbonizagdo (X1), Tempo de carbonizagdo (X2) e Razéo de impregnacdo (Xs) sobre o

desenvolvimento da area superficial dos carvoes ativados (p=0,05).

E possivel observar através do grafico de Pareto que o tempo, assim como a
temperatura de carbonizagdo, e seu efeito quadratico, afetaram significativamente (p <
0,05) o desenvolvimento da area superficial dos carvdes ativados. Sendo a equacéo final

do modelo (R?=0,90) para as varidveis ndo codificadas, descrita pela Equacao (2).

Seer = -164,237 + 7,718X1 — 0.009X1% — 8.775X> )

Onde Sger é a éarea superficial do carvao ativado, X; é Temperatura de
carbonizacéo (°C) e X2 € Tempo de carbonizacdo. O modelo foi significativo (p=0,0015),

a falta de ajuste foi néo significativa (p > 0,05) e todos os efeitos retidos no modelo foram
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significativos (p < 0,05). O uso da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR)
permitiu uma melhor compreenséo das relagdes entre o efeito da temperatura e do tempo

de carbonizacgdo no desenvolvimento da &rea superficial dos carvdes, sendo os resultados
apresentados na Figura 3.

- 200
2 e - 0
s 4200 )
e =m0 | o
- 1000 = 1000 | -2
= e | S
2 200 o= 1400 | 2
s 1=
2 =
= €00
o
3
2
&
600> %
7 elbpe - 503“0 2 \&
7 y &
alb'afcu ™ QQK 300 350 400 450 500 550 600 650 700
) 200 ,‘c&
Temperatura (C°)
(@) (b)

Figura 3. Grafico de superficie de resposta (a) e gréafico de curva de contorno do modelo
ajustado para a area superficial dos carvdes ativados (m? ) em funcio da temperatura
(C°) e do tempo (min) de carbonizacao.

Nas Figuras 3(a) e (b) sdo apresentados respectivamente os graficos de superficie
de resposta e de curva de contorno do modelo ajustado para a area superficial dos carvdes
ativados (m? g) em funcdo da temperatura (C°) e do tempo (min) de carbonizagdo. Ao
avaliar o efeito da temperatura de carbonizacao, observa-se uma reducdo acentuada nos
valores de area superficial quando a mesma foi superior a aproximada 425 °C. Estudos
demonstram que as reacbes quimicas envolvendo a ativacdo de precursores
lignocelulésicos com o acido fosférico, comegam a ocorrer em temperaturas mais brandas
de ativacdo, sendo que um aumento no volume estrutural global e o desenvolvimento
concomitante de microporosidade sdo normalmente identificados para temperaturas na
faixa de 150 °C a 350 °C, e que geralmente em temperaturas superiores de 450°C, uma
contracdo secundaria ocorre quando as ligacdes do fosfato tornam-se termicamente
instaveis, podendo com isso promover o alargamento dos poros, causando assim uma

reducdo na area superficial, como demonstrado (Jagtoyen and Derbyshire, 1998; Nahil
and Williams, 2012). Isso ocorre devido a agressividade do acido fosférico, que associado

com temperaturas elevadas promove a quebra de ligacOes covalentes e interagOes
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quimicas como ligacGes de hidrogénio que favorecem a formacao de estruturas rigidas de
celulose, hemicelulose e lignina e também por sua acdo catalisadora, promovendo a
ruptura de ligacoes aril-éter e formando ésteres fosforicos pela ligacdo do agente ativante
com os grupos hidroxila da lignina na superficie do material precursor. Estas reacdes
provocam o afastamento das cadeias e geram a expansdo da estrutura e a redistribuicao
dos carbonos remanescentes, ocorrendo a posterior polimerizagdo destes grupos fosfatos
com 0 aumento de temperatura, aumentando o volume de mesoporos e reduzindo a area
superficial (Nahil and Williams, 2012; Kumar e Jena, 2016; Brito et al., 2018).

Em relacdo ao tempo de carbonizacdo, observa-se que maiores valores de Sget
sdo obtidos quando menores tempos de carbonizacdo sdo empregados. Este
comportamento pode ser atribuido a acdo do &cido fosférico nas transformacfes das
fracdes lignocelulosicas. A reacdo de hidrélise desse agente ativante com o material
precursor comeca assim que os componentes sdo misturados. O 4cido ataca primeiro a
lignina (principal componente lignoceluldsico do residuo do malte) juntamente com a
hemicelulose, ja que a celulose é mais resistente a hidrélise acida (Yakout e El-Deen,
2016). Com isso 0 tempo de carbonizagao deve ser apenas o suficiente para eliminar toda
a umidade, a maior parte dos componentes volateis do material precursor e promover as
reacOes de hidrdlise, fazendo com que a porosidade seja desenvolvida. Tempos mais
longas de carbonizacdo podem promover o alargamento dos poros a custa da area da
superficial, como evidenciado nos graficos (Gratuito et al., 2008; Sulaiman et al., 2018).

Para uma melhor compreensdo das rea¢fes envolvendo o residuo de biomassa
com o acido fosférico no desenvolvimento da porosidade e aumento da area superficial
dos carvdes ativados, foi realizada a analise térmica do material impregnado nas cinco
razdes de impregnacao estabelecidas pelo delineamento (Figura 4). As curvas TGA/DTA
de todas as amostras mostram uma perda de massa intensa até 300 °C, seguida de uma
perda de massa mais lenta e gradual no intervalo de 300-500 °C e uma terceira na gama
500-800 °C. Durante a primeira fase a perda de peso observada, assim como um pico
endotérmico na temperatura de 100 °C, pode ser atribuida principalmente a evaporacéo
da agua. Componentes volateis e gases leves, tais como CO2 e CO, também sao liberados
nessa fase (Silva et al., 2016). O segundo estagio, corresponde a formacgéo de microporos
e mesoporos, pela reacdo de HsPO4 com o residuo lignocelulosico (lignina, hemicelulose
e celulose) que formam fragmentos de biopolimero com ligacdes cruzadas ligadas com
fosfato e polifosfato (expansdo dos materiais) (Nahil e Williams, 2012). O outro pico

exotérmico em 180-210°C, pode ser associado a perda do acido fosférico que tem ponto
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de ebulicdo em torno de 158°C. A terceira perda de massa pode ser atribuido a oxidagédo
final do material de carbono, depois de reacdo com HsPO, devido a decomposicdo das
pontes de fosfato (acompanhada por uma contracdo do material e uma reducdo do volume
microporoso) (Xu et al., 2014). Observa-se ainda, que perda de massa nessas amostras é
mais gradual, ao se comparar com o material precursor (Figura 1) sendo que em 500°C
estd em torno de 50%. Vale ressaltar também que apesar da razdo de impregnacao nao
ser significativa nas condi¢des de sintese avaliadas, com menor raz&o de impregnacao as

reacOes de hidrdlise apresentam menor intensidade que as demais.
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Figura 4. Curvas de TG (a) e DTA (b) do material impregnado em diferentes razdes de
impregnacdo: R11:0333:1; R12:0,873:1; R13: 1,667:1; R14: 2,460:1 e RI5: 3,000:1.

Com isso o carvao ativado a ser utilizado como suporte na imobilizacdo da lipase
foi produzido empregando-se a temperatura de carbonizacéo de 425 °C com um tempo de
30 minutos de residéncia. Como a razdo de impregnacéo ndo apresentou efeito significado
nos intervalos estudados, optou-se por empregar a menor razao de &cido fosforico (0,33:1)
na sintese do carvao nas condicdes anteriormente citadas. Demonstrando assim que além
de ser possivel obter um suporte para imobilizagdo da lipase com elevada porosidade em
condi¢gdes mais brandas de ativacdo, o controle da temperatura, a baixa razdo de
impregnacéo e o curto tempo de carbonizagédo, serdo vantajosos no que tange ao aspecto
econdmico, uma vez que equivale a redugdo no consumo de energia e de gastos com 0

agente quimico.

124



3.3 Caracterizagdes do carvéo ativado e do carvao funcionalizado obtidos a partir

das melhores condi¢des de sintese

Na Tabela 2 estdo apresentadas as propriedades texturais do carvao ativado
sintetizado nas melhores condi¢cfes de sintese e do carvao funcionalizado produzido a
partir do mesmo. O valor tedrico da Sger do material poroso fornecido pelo modelo
(Equacéo 2) foi de 1227 m? g e o valor experimental foi de 900 m? g, demonstrando
uma variacdo de 26% do valor estimado. Essa variacao pode ser atribuida pela razdo de
impregnacdo utilizada, uma vez que, apesar do modelo néo apresentar efeito significativo
para este parametro, o emprego de menores concentracdes de acido fosforico pode levar
a um apequena reducdo da area que ndo foi previsto pelo mesmo. Porém, mesmo
empregando uma razdo de impregnacdo menor € possivel obter materiais porosos com
area superficiais superiores as obtidas em outros trabalhos que empregaram razdes
maiores, a partir de outros materiais precursores. Mostrando mais uma vez na necessidade
de fazer a otimizacdo para cada material precursor utilizado, pois a composi¢do
lignocelul6sicos € um fator importante no desenvolvimento da porosidade como
demostrado por Santos et al. (2020).

A érea superficial apresenta-se como um dos pardmetros mais importantes ao se
desenvolver uma nova matriz porosa para ser empregada como suporte na imobilizagdo
de enzimas pelo protocolo de adsorcdo, uma vez que nesse método quanto maior a area
superficial, maior sera a area disponivel para que ocorra a ligacdo da enzima a matriz
(Reichardt et al., 2018; Pandey et al., 2020). Além disso, o processo de sintese levou ao
desenvolvimento de um carvao mesoporoso, uma vez que possui didmetro médio de poros
entre 2 nm e 50 nm (IUPAC, 1982), caracteristica essa desejavel para utilizacdo em
processos adsortivos de macromoléculas. No processo de adsorcdo € vantajoso que o
adsorvente apresente uma boa relagéo entre 0s mesoporos e microporos, pois 0s primeiros
podem possibilitar uma répida difusdo das moléculas no seu interior e 0 acesso aos
microporos, onde ocorre efetivamente o processo adsortivo em grande extensdo (Brito et
al., 2018). Vale ressaltar também que a elevada Sget do suporte permitird que uma maior
quantidade de bragos espagadores se liguem & sua superficie durante o processo de
funcionalizacdo. A area superficial do CAO é superior as encontradas para outros carvoes
ativados empregadas na imobilizagdo da lipases, tais como 412 m? g, 409 m?2g™ e 820

m? g para carvdes ativados produzido a partir da casca de arroz (Ramani et al., 2010),
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do carogo do caja (Brito et al., 2017) e da Flamboyant pods (uma espécie tipica da india)
(Dhawane et al., 2018) respectivamente, evidenciando assim a potencialidade do suporte.

As caracteristicas texturais do carvdo funcionalizado foram completamente
alteradas ap0s o processo de funcionalizacdo, sendo observada uma reducdo de certa de
99,6% da area superficial quando comparado ao material de origem. Este comportamento
pode ser atribuido a insercdo dos bracos espagadores aos poros do material durante o
processo de funcionalizagéo, que levou a obstrugcdo dos microporos e praticamente todos
0S mesoporos, promovendo consequentemente a reducdo acentuada da area superficial da
matriz (Santos et al., 2019). Esses resultados estdo de acordo com os reportados por
Ramani et al. (2012), onde a é&rea superficial do carvdo ativado foi reduzida
significativamente de 412 m? g! para 3,12 m? g ap6s a funcionalizagdo com
glutaraldeido, ou seja, uma diminuicdo de 99,17%, em funcdo da inser¢do dos bracos

espacadores.

Tabela 2. Propriedades texturais dos suportes.

Amostra Area Diametro dos Volume de Volume de
superficial Mesoporos microporos
poros
(m?g?) ()’ (em*g?) (cm® g
CAO 900 2,28 0,037 0,191
CAOF 3 2,32 0,001 0,000

aMéaximo da distribuicdo de tamanho de poro.

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada para
investigar a morfologia das superficies dos suportes produzidos. Na Figura 5(a) é
apresentada a imagem obtida para o carvdo ativado, onde é possivel observar uma
estrutura superficial porosa, com a presenca de poros de tamanhos diferentes, bem como
a presenca de canais (fendas), que provavelmente, estendem-se até a parte interna da
matriz, que possivelmente irdo contribuir para aumentar o acesso da molécula ao interior
dos poros, aumentando assim a sua capacidade adsortiva (Small et al., 2012). A imagem
do carvdo funcionalizado (Figura 5(b)) por sua vez, apresenta uma superficie mais regular

com uma quantidade de poros reduzida. A formacéo deste tipo de estrutura ocorreu em

126



funcdo do processo de funcionalizacdo que promoveu a obstrucéo poros pela insercao dos

bragos espacadores de amino-aldeido e consequentemente a reducdo da area superficial

como evidenciado nos resultados apresentados na Tabela 2.
T

Figura 5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do carvao ativado (CAO) (a) e
do carvéo funcionalizado (CAOF) (b).

Os espectros de FTIR do carvao ativado (CAO) e do carvédo funcionalizado
(CAOF) estdo apresentados na Figura 6. As bandas observadas em 1860 cm™ e 1560 cm’
! referentes ao alongamento C=0 e C=C, identificados em ambos espectros, sio
associadas a grupos funcionais caracteristicos de materiais carbonaceos (Andrade et al.,
2018). A banda localizada em 1230 cm™ ¢ provavelmente causada pela incorporagéo do
grupamento fosfato do agente ativante, uma vez que revela as vibragdes do estiramento
P=0 (Pereiraet al., 2014; Liu et al., 2018). Observa-se também, um pico pronunciado em
2108 cm, que pode ser atribuido ao estiramento do grupo carbono-oxigénio, derivados
do grupo cetona, da estrutura do precursor lignoceluldsico (Yakout e EI-Deen, 2016). Ao
avaliar o espectro do carvédo funcionalizado, é possivel identificar a presenca de novos
grupos funcionas na superficie desse material, com destaque paras a banda de 1720 cm™?,
referente as vibragoes do grupo aldeido (C=0) e 1128 cm™, que pode estar associado ao
grupo amina (C-N) oriundos dos compostos utilizados no processo de funcionalizagéo,
evidenciando assim, as alteracdes quimicas na superficie da matriz e confirmando a
efetividade do processo (Ramani et al., 2012).

A carga superficial dos materiais porosos foi avaliada pela determinagéo do pH

de ponto de carga zero (pHpcz). Ambas amostras apresentam carater acido com ponto de
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carga zero em pH 4,2 e pH 4,7, para o carvéo ativado e funcionalizado respectivamente,
evidenciando assim predominéncia de grupos funcionais superficiais &cidos incorporados
aos materiais em virtude da natureza do agente quimico empregado na ativagdo. O
diferente comportamento de ionizacdo frente ao pH da solucdo, observado na amostra
CAOF, pode ser atribuido ao processo de funcionalizacdo que esse material foi
submetido. A incorporacdo de grupos funcionas com um carater basico, como por
exemplo o grupo amina (C-N), identificados apenas no espectro desse carvao, pode ter
promovido essa pequena elevagdo no pHpc; da matriz. Este € um pardmetro importante,
uma vez que permite prever a carga na superficie do suporte em funcédo do pH e, desta

forma, avaliar o efeito do pH da solucéo no processo de imobilizacdo (Brito et al., 2017).
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Figura 6. FTIR do carvéo ativado (CAO) e do carvéo funcionalizado (CAOF).

3.4 Aplicacdo do CAO e do CAFO na imobilizacédo da lipase

Na Tabela 3 estdo apresentados os dados da imobilizacdo da lipase no carvéo
ativado e no carvdo funcionalizado, pelo método de adsorcdo e ligacdo covalente
respectivamente. Observa-se que o suporte CAO apresentou a capacidade e eficiéncia de
imobilizagdo um pouco superior ao CAOF, comportamento este que pode ser atribuido
as caracteristicas texturais do carvdo, uma vez que no processo de imobilizacdo por
adsorcdo em materiais porosos a enzima pode ser adsorvida tanto na superficie externa
quanto no interior dos poros do suporte, aumentando com isso a capacidade de
imobilizacio da matriz (Gupta et al., 2013; Dhawane et al., 2018). E interessante destacar

que apesar do carvdo funcionalizado apresentar uma area superficial bastante reduzida, o
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mesmo tambem apresentou uma boa capacidade de imobilizacao. 1sso se deve ao fato de
que nesse tipo de imobilizagdo o nimero de ligacGes covalentes entre 0 suporte e a enzima
ird depender entre outros fatores, da densidade dos grupos reativos por unidade de area
do suporte e da reatividade dos grupos funcionais tanto da enzima quanto do suporte
(Reichardt et al., 2018). Sabe-se que a ativacdo do carvéo ativado com glutaraldeido cria
grupos funcionais aldeidos que se ligam aos residuos de aminoacidos da enzima,
formando ligagbes covalentes. Com isso, a funcionalizagdo aumenta a densidade de
grupos funcionais na superficie de contato do COF, favorecendo assim a retencdo de

proteinas a matriz (Barbosa et al., 2013; Santos et al., 2019).

Tabela 3. Capacidade de imobilizacdo (Cim), Atividade especifica, Eficiéncia de
imobilizagcdo (Eficim) da lipase imobilizada carvdo ativado (CAOI) e no carvao
funcionalizado (CAOFI).

Amostra Cim (mg/Q) Atividade especifica Eficim (%)
(U/mg)
CAOI 121,14 £ 0,05 0.144 + 0,01 83.92 + 0,26
CAOFI 11397 £ 1,21 0.126 + 0,05 79,00 £ 0,01

A maior atividade especifica da enzima imobilizada por adsor¢do pode ser
atribuida a forma como a mesma esta ligada ao suporte, uma vez que as lipases,
especificamente, apresentam aumento de atividade quando adsorvidas em suportes
hidrofébicos, devido a mudangas conformacionais que tornam seu sitio ativo acessivel
aos substratos (Mateo et al., 2007). Na presenca de uma superficie hidrofdbica, essa
enzima sofre uma ativacao interfacial e o equilibrio de suas formas € deslocado para a
conformacao aberta. Neste caso, a regido do sitio ativo da enzima interage com o suporte
por adsorcdo hidrofobica, uma vez que o reconhece como similar aos seus substratos
naturais. Assim, a lipase é imobilizada em sua conformagéo ativa (Mateo et al. 2007;
Hanefeld et al., 2009). Como o processo de imobilizac&o foi conduzido em pH 5,0, valor
de pH préximo ao ponto isoelétrico da enzima (4,0-5,0) e do ponto de carga zero do
carvao ativado (pHpcz=4,2), possivelmente tenha ocorrido uma forte interagéo hidrofobica
entre a lipase e a superficie de suporte favorecendo assim, 0 mecanismo de ativagdo
interfacial da mesma. J& no processo de imobilizacdo por ligacdo covalente, a forca de

ligacdo entre os grupos reativos da enzima e do suporte € forte e, normalmente, envolve
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varios residuos da enzima. Dessa forma, quando a enzima € ligada ao suporte, tende a
sofrer alguma mudanca na conformacgdo, o que poderé afetar sua eficiéncia catalitica,
reduzindo assim sua atividade, como evidenciado neste estudo (Erdemir e Yilmaz, 2009;
Cipolatti et al., 2017).

3.5 Reacao de esterificacao

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados obtidos para a converséo de &cido
acetico em acetato de isoamila com um tempo de reacao de 240 minutos e na temperatura
de 40 °C, para a lipase imobilizada no carvdo ativado e no carvao funcionalizado.
Observa-se para ambos biocatalisadores conversdes superiores a 80 %, sendo que o maior
percentual foi obtido para a amostras CAOI, que possivelmente esta relacionado a maior
atividade especifica e eficiéncia de imobiliza¢do neste suporte (Mateo et al. 2007). Como
discutido anteriormente, a imobilizacdo da lipase por ligacdo covalente, pode promover
alteracdes na conformacdo da enzima, uma vez que 0 processo de interacdo enzima
suporte é quase sempre aleatorio, fazendo com que a regido do sitio ativo se torne menos
acessivel ao substrato (impedimento estérico). Os rendimento de conversdo, obtido
principalmente no biocatalisador CAOI, sdo superiores aos reportados na literatura para
esterificacdo em acetato de isoamila catalisado por lipase imobilizada em diferentes
suportes, tais como os resultados apresentados por Padilha et al. (2018), que alcangaram
0 maximo rendimento de esterificacdo de 92% na sintese do aroma de banana catalisado
por lipase de Burkholderia imobilizada em esferas de alginato e por Asmat et al. (2019)
que obtiveram uma rendimento de conversdo do éster de 75% catalisado pela lipase de

Candida rugosa imobilizada em nanotubos de carbono funcionalizado com gluteraldeido.

Tabela 4. Conversdo do acido acético em acetato de isoamila (), catalisada pela lipase
imobilizada em carvdo ativado (CAOI) e carvdo funcionalizado (CAOFI). As reacOes
foram realizadas em hexano com razdo molar do substrato de &cido acético: alcool

isoamilco de 1:1, temperatura de 40 °C e 240 min de reacéo.

Parametro Amostra

CAOQI CAOFI

Y (%) 95,46 + 0,93 89,95 + 0,10
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A reutilizacdo de catalisadores imobilizados € um pardmetro importante e que, em
geral, determinam a viabilidade econdmica de processos cataliticos. Neste sentido, foram
avaliados os sucessivos ciclos de reuso da lipase imobilizada no carvédo ativado por
adsorcéo na reacdo de esterificacdo do acetato de isoamila, conforme mostrado na Figura
7. Os resultados evidenciam que o biocatalisador CAOI pode ser reutilizado pelo menos
por quatro vezes consecutivas, considerando que os valores se mantiveram praticamente
constantes. Este comportamento pode ser atribuido a forte adsor¢éo da lipase na superficie
do suporte, o que evitou uma possivel dessor¢do da mesma pelos ciclos consecutivos.
Vale ressaltar também, que a lavagem do biocatalisador com hexano, apds cada ciclo,
possivelmente pode ter contribuido para proporcionar uma maior retencdo na atividade
da enzima. Este solvente apolar promove a remoc¢éo da camada de produto formado em
torno da enzima que provoca a perda da atividade e limita a difusdo de substrato e produto.
Além disso, remove quaisquer residuos de substrato ou produtos que fluem para dentro
do suporte poroso, que poderiam inativar ou inibir a atividade da lipase (Martins et al.,
2011; Friedrich et al., 2013).
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Figura 7. Ciclo de reutilizacdo da lipase imobilizada carvdo ativado (CAOI) para
conversdo de cido acético na reacao de esterificacdo do acetato de isoamila. As reacdes
foram realizadas em hexano com razdo molar do substrato de &cido acético: &lcool

isoamilico de 1:1, temperatura de 40 ° C e 240 min de reac&o.

4. Conclusao
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Os resultados obtidos a partir do DCCR mostram que a temperatura e o0 tempo de
carbonizagdo apresentaram efeito significativo no desenvolvimento da porosidade e
aumento da &rea superficial do carvao ativado, sendo sintetizado um material com elevada
Seet (900 m? g1) nas condigdes selecionadas. A funcionalizagio do carvéo ativado, pelo
método do glutaraldeido, propiciou a modificacdo da superficie do carvéo ativado pela
insercdo de grupos amina-aldeido, confirmados através do FTIR, e observados também
pela reducdo da porosidade e area superficial do material de origem, evidenciando assim
a efetividade do processo. Os resultados parciais demonstraram que a enzima imobilizada
foi aplicada com sucesso na sintese do éster acetato de isoamila, atingindo conversoes
molares em torno de 95% e 89% para biocatalisador CAOI e CAOFI, respectivamente.
Os resultados obtidos de reuso da enzima imobilizada por adsorcdo mostram que 0
biocatalisador permaneceu ativo pelos 4 ciclos de reacdo avaliados, sem perda
consideravel de atividade. Com base nos resultados encontrados neste estudo verifica-se
o0 potencial do carvéo ativado produzido para ser utilizado como suporte na imobilizagédo
da lipase, tanto por adsorcdo fisica quanto por ligacdo covalente, uma vez que as reagoes
catalisadas pelo biocatalisador obtido apresentaram elevada conversao para producdo de

aroma de banana, sem perda significativa de atividade.
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CAPITULO 5

Considerac6es finais

Foram produzidos carvdes ativados (CA) a partir de bainhas do palmito de
pupunha e do bagaco do malte. Os resultados mostram que o desenvolvimento de
porosidade e o aumento da area superficial dos carvfes ativados estdo diretamente
relacionados a natureza do material precursor de carbono e ao mecanismo de acdo do
acido fosférico. Os CA produzidos nas melhores condicdes, para ambos residuos, foram
funcionalizados pelo método do glutaraldeido. Com isso, a lipase de pancreas de porco
(LPP) foi imobilizada pelo método de adsorcao, nos carvdes ativados, e pelo método da
ligacdo covalente nos suportes funcionalizados. A funcionalizacdo promoveu a
modificacdo da superficie da matriz pela insercdo de grupos amina-aldeido e também uma
reducdo da porosidade e area superficial em relacdo ao carvao ativado. Os experimentos
de imobilizacdo foram conduzidos em batelada sob diferentes condicdes de pH e
temperatura. De maneira geral, observou-se que 0s suportes apresentam caracteristicas
quimicas e texturais que favoreceram o processo de imobilizacdo da lipase, sendo que
tanto os carvoes ativados quanto os funcionalizados apresentaram capacidade adsortiva e
atividade de especifica superiores superior a 100 mg.g*. A enzima imobilizada foi testada
com sucesso ha sintese o éster acetato de isoamila em meio organico, atingindo em um
curto intervalo de tempo conversdes molares em torno de 90%, mantendo a atividade
catalitica nos 5 ciclos de reutilizacdo avaliados. Com base nos resultados encontrados
neste estudo verifica-se o potencial dos carvdes ativados e funcionalizados, para serem
utilizados como suporte na imobilizacdo da lipase, uma vez que as reacdes catalisadas
pelos biocatalisadores obtidos apresentaram uma boa conversao para producao de aroma
de banana, sem perda significativa de atividade, vindo a contribuir entdo, para que 0 uso
efetivo dos processos enzimaticos possa a vir torna-se mais econdmico e competitivo

frente aos processos quimicos utilizados atualmente na obtencédo de ésteres de aroma.
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