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RESUMO

OLIVEIRA, T. P. Insercdo de particulas metélicas em carvao ativado obtido do
residuo de sabugo de milho: aplicacdo como suporte para imobilizacao de lipase e
sua utilizacdo na sintese de aroma. Itapetinga, BA: UESB, 2021. 72 p. Dissertacéo
(Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de Concentragio: Engenharia de
Alimentos). *

O aproveitamento dos residuos agroindustriais (biomassa residual) surge com alternativa
para evitar o descarte inadequado e agregar valor a biomassa. Isso é possivel devido ao
teor de celulose, lignina e hemicelulose presente em sua composi¢do, que a partir de
modificacGes bioquimicas, termoquimicas ou fisicas na sua estrutura ddo origem a
subprodutos, como o carvdo ativado, o qual possui uma versatilidade de aplicagOes
industriais. Dentre elas, 0 mesmo pode ser utilizando como suporte para imobilizacao de
enzimas, possibilitando que os biocatalisadores se tornem mais estaveis e tenham sua
atividade otimizada, melhorando assim seu desempenho nas reacGes as quais Sdo
destinadas. Dessa maneira, este trabalho teve como objetivo utilizar residuo de sabugo de
milho para sintetizar carvao ativado através do método de ativacdo quimica (CASM),
utilizando como agente ativante o acido fosforico. Posterior a sintese, uma reacdo de co-
precipitacio do Fe?* e Fe** promoveu a insercdo das particulas metalicas na superficie do
suporte (CASMF) e os carv0es ativados obtidos foram empregados na imobilizacdo de
lipase. Tais suportes apresentaram estrutura mesoporosa e 0 CASM apresentou uma area
superficial BET de 1135 m?.g™? caracteristica de suportes provenientes de material
precursor com alto teor de celulose, a qual foi reduzida no CASMF devido a insercao das
particulas metalicas (760 m2.g™%). Para determinar as melhores condi¢des de imobilizacio
e atividade hidrolitica da lipase foi avaliado o efeito do pH do meio de imobilizacdo. A
insercdo de particulas metélicas no carvéo ativado elevou a eficiéncia do processo, visto
que o CASMF apresentou uma capacidade absortiva da lipase ligeiramente superior ao
do CASM (280,72 + 0,27 mg.g™ e 276,46 + 0,03 mg.g™, respectivamente). Ao variar o
pH e temperatura do meio reacional a lipase imobilizada apresentou maior estabilidade e
um aumento significativo na sua atividade, confirmando a vantagem associada ao
método, sendo a eficiéncia ainda maior no CASMF, que alcancou nas melhores condicdes
do meio (pH 7,0 a 30 °C) atividade correspondente a 84,0 + 2,12 U, comparado a 72,3 +
1,7 U parao CASM e 31,4 =+ 1,9 U para a enzima livre. Investigando-se o potencial de
aplicacdo dos derivados na sintese do éster acetato de isoamila, ambos 0s suportes
levaram a conversao superior a 90% e estabilidade durante os 5 ciclos de reutilizacao.

Palavras-chaves: Imobilizacdo; Metaliza¢do do suporte; Atividade hidrolitica.

* Qrientadora: Prof.2 Dr.2 Cristiane Martins VVeloso — UESB



ABSTRACT

OLIVEIRA, T. P. Insertion of metallic particles in activated carbon obtained from
corn cob residue: application as a support for lipase immobilization and its use in
aroma synthesis. ltapetinga, BA: UESB, 2021. 72 p. Dissertation (MSc. in Food
Engineering and Food Science, Area of Concentration: Food Engineering). *

The use of agro-industrial waste (residual biomass) appears as an alternative to avoid
defective disposal and add value to biomass. This is possible due to the content of
cellulose, lignin and hemicellulose present in its composition, which from biochemical,
thermochemical or physical changes in the structure give rise to by-products, such as
activated carbon that has a versatility for industrial applications. Among them, the same
can be used as a support for enzyme immobilization, allowing the biocatalysts to become
more stable and have their activity optimized, thus improving their performance in the
reactions to which they are destined. Thus, this work aimed to use corn cob residue to
synthesize activated carbon through the chemical activation method (CASM), using
phosphoric acid as an activating agent. After synthesis, a co-precipitation reaction of Fe?*
and Fe®* promoted the insertion of metallic particles on the support surface (CASMF) and
the activated carbons obtained were employed in lipase immobilization. Such supports
had a mesoporous structure and CASM presented BET surface area of 1135 m2.g7,
characteristic of supports from precursor material with a high cellulose content, which
was reduced in CASMF due to the insertion of metallic particles (760 m2g?). To
determine the best conditions of immobilization and hydrolytic activity of the lipase, the
effect of the pH of the immobilization medium was evaluated. The insertion of metallic
particles in activated carbon increased the efficiency of the process, since CASMF
presented a slightly higher lipase absorptive capacity than CASM (280.72 + 0.27 mg.g™*
and 276.46 + 0.03 mg.g™, respectively). By varying the pH and temperature of the
reaction medium, the immobilized lipase showed greater stability and a significant
increase in its activity, confirming the advantage associated with the method, with an even
greater efficiency in CASMF, which it achieved under the best conditions of the medium
(pH 7, 0 to 30 °C) activity corresponding to 84.0 + 2.12 U, compared to 72.3 + 1.7 U for
CASM and 31.4 £ 1.9 U for free enzyme. Investigating the application potential of the
derivatives in the synthesis of the isoamyl acetate ester, both supports led to a conversion
greater than 90% and stability during the 5 cycles of reuse.

Keywords: Immobilization; Support metallization; Hydrolytic activity.

* Advisor: DSc. Cristiane Martins VVeloso — UESB



1. INTRODUCAO

Existe, atualmente, uma demanda mundial sobre os sistemas de produgdo de
alimentos e agricultura. Assim, o aumento da produtividade nesses setores vem
acompanhado pela geracdo de residuos agroindustriais, o0 que representa no Brasil uma
quantidade expressiva de cerca de 1 bilhdo de toneladas de biomassa residual passivel de
ser alcancada até 2030 (MORAES et al., 2017; ARUN et al., 2020).

O milho (Zea mays L.) se destaca por ser uma das principais culturas agricolas
cultivadas no mundo e contribui com 39% da producdo mundial de grdos (LOUIS e
VENKATACHALAM, 2020). O Brasil € o terceiro maior produtor desse cereal e um dos
principais exportadores (CONAB, 2019), que é bastante explorado em diversos setores,
desde a producdo de racdo animal, como na indUstria de alimentos e bebidas, farmacéutica
e também na producdo de alcool combustivel. Apds os grdos serem destinados ao
processamento, o sabugo de milho torna-se um subproduto de baixo valor agregado, que
o leva a ser descartado como residuo (SAMANTA et al., 2012; SOLOGUREN; 2015).

Nas agroindustrias os residuos gerados abrangem, majoritariamente, os materiais
lignocelulosicos (celulose, hemicelulose e lignina), que sdo as fontes renovaveis mais
abundantemente encontradas na natureza. Geralmente, ap6s o processamento da materia-
prima, esses materiais sdo direcionados para decomposi¢do natural ou entdo queimados,
visto que a coleta e reciclagem ou reutilizagdo envolvem um investimento financeiro
elevado para algumas agroindustrias, e isso acaba provocando significativos problemas
ambientais (CASTRO e PEREIRA JR., 2010; SARAIVA et al., 2018).

Em razdo disso, o aproveitamento da biomassa residual surge como alternativa
para agregar valor e minimizar os danos ocasionados pelo descarte inadequado. Assim,
métodos de conversao fisicos, bioldgicos, quimicos ou térmicos sdo capazes de modificar
a estrutura desses materiais residuais dando origem a produtos sélidos, liquidos ou
gasosos, como biocombustiveis e biocarvbes (BISWAS et al., 2017).

O carvao ativado, derivado dos biocarvdes, é originado a partir da carbonizacédo e
ativacdo da matéria organica, cujas propriedades caracteristicas e qualidade do suporte
depende diretamente do precursor utilizado, bem como dos agentes ativantes, tempo,
condigdes de impregnacédo, temperatura de carbonizacéo, entre outros (YAHYA et al.,
2015; DHAWANE, KUMAR e HALDER, 2018). Por possuir elevados valores de area
superficial BET e porosidade, apresentar capacidade adsortiva, estabilidade térmica e
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quimica, resisténcia mecanica e ao ataque microbiano e facilidade de regeneragédo
(MISTAR et al., 2020), o carvdo ativado mostra-se um suporte promissor para a
imobilizagdo de enzimas (SANTOS et al. 2019; ASLAN, SHARIF e SAHIN, 2020;
PINTO BRITO et al., 2020; SOUZA JUNIOR et al., 2020).

Particulas metalicas também sdo utilizadas para imobilizacdo enzimaética, por
possuirem capacidade de adsorcao e permitir a separacdo de forma eficiente (YU et al.,
2020). Entretanto, a forte atracdo dipolo-dipolo magnética tende a fazer com que as
particulas se agreguem em liquidos, tornando essa fixacdo direta ineficiente. Assim, a
ligacdo dessas particulas a materiais, como o carvao ativado, tende a produzir um suporte
ideal para a imobilizacdo de enzimas, proporcionando uma alta afinidade por proteinas e
facilitando a separacdo e reutilizacdo da enzima, através do campo magnético externo que
pode ser formado (MAGRO et al., 2019).

Dentre as enzimas que mais movimentam o mercado mundial encontram-se as
lipases (EC 3.1.1.3), as quais estéo disseminadas entre plantas, animais e microrganismos,
fazendo com que haja uma variedade de propriedades enzimaticas, como estabilidade,
especificidade, pH e temperatura 6timas e consequentemente, uma diversidade de
aplicacBes, que permite seu emprego tanto na industria de alimentos, como na
farmacéutica, cosmética e no tratamento de aguas residuérias (YU et al., 2020).

Sob condigdes controladas, as lipases sdo capazes de catalisar um grande nimero
de reacgdes, sendo um dos biocatalisadores mais utilizados nas esterificacdes por via
enzimatica, devido a sua capacidade de realizar rea¢6es de sintese em meios ndo aquosos
e reconhecer uma ampla variedade de substratos (RAHMAN et al., 2011).

Desse modo, o uso da lipase na sua forma imobilizada para sintese de ésteres surge
como uma alternativa “verde” a sintese quimica, apresentando vantagens, como
condicdes de reacdo moderadas, baixa necessidade de energia, alta seletividade e
especificacdo (KHAN e RATHOD, 2015; ESFANDMAZ et al., 2018), sendo capaz de
suprir o interesse despertado por compostos aromaticos produzidos biotecnologicamente,
gue aumentou nas ultimas décadas, uma vez que essa abordagem é considerada uma
forma sustentavel de fornecer aditivos naturais para a industria alimenticia (PAULINO et
al., 2021). Assim, a proposta de se utilizar carvao ativado como suporte para imobilizar
lipase mostra-se promissora para ser destinada posteriormente a sintese de aromas, como
apresentado por Brito et al. (2020). Diante dessa demanda, o presente trabalho teve como
objetivo principal avaliar o efeito da incorporacdo de particulas metalicas no carvao

ativado, obtido a partir do sabugo de milho, na imobilizagéo de lipase, visando garantir
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melhoria da atividade enzimatica da enzima imobilizada, para posterior aplicacdo dos

derivados na sintese do éster acetato de isoamila (aroma de banana).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da incorporacdo de particulas de ferro em carvdo ativado,
sintetizado a partir do residuo do sabugo de milho, na eficiéncia de imobilizacao da lipase

para aplicacdo na sintese de éster.

2.2 Objetivos especificos

e Sintese de carvdo ativado pelo método de ativacdo quimica, utilizando como
agente ativante o acido fosforico e como precursor de carbono residuo de sabugo
de milho;

e Incorporagdo de particulas de ferro no carvao ativado obtido;

e Caracterizacdo dos carvoes produzidos;

e Avaliar o efeito do pH do meio na imobilizacdo de lipase utilizando os suportes
obtidos;

e Avaliar o efeito do pH e a temperatura do meio reacional na determinacdo da
atividade hidrolitica da lipase imobilizada nos suportes sintetizados;

e Ultilizacdo dos derivados na reacdo de esterificacdo para sintese do éster acetato

de isoamila (aroma de banana).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomassa lignocelul6sica

Indstrias de processamento de alimentos, madeira, couro, alcool e agUcar, fibras,
etc., geram além dos produtos, biomassa residual, que acabam se tornando, muitas vezes,
um problema ambiental, visto que, se ndo forem tratados ou reaproveitados, acabam
sendo descartados no meio ambiente tornando-se, assim, possiveis contaminantes dos
solos e recursos hidricos (VIANA e CRUZ, 2016).

A utilizacdo da biomassa com a finalidade de aproveitamento surge com o intuito
de agregar valor econdmico a esses materiais e minimizar a poluicdo causada pelo
descarte inadequado. Tal perspectiva de aplicacdo é decorrente dos constituintes quimicos
e das propriedades fisicas caracteristicas da matéria-prima, principalmente quanto ao teor
de lignina, celulose e hemicelulose que apresentam, os quais podem variar de acordo com
a origem da biomassa (FURLAN et al., 2018).

Diversos métodos de modificacdo bioquimica (digestdo anaerdbica),
termoquimica (pir6lise, combustdo, gaseificacdo, liquefacdo) ou processos fisicos sdo
propostos para agregar valor a biomassa (FERMANELLI et al., 2020). Dentre eles a
pirélise se destaca como uma das tecnologias mais promissoras, podendo transformar a
biomassa em bio-0leo, biocarvao ou até mesmo gas, sendo que tais produtos podem ser
aplicados como combustiveis, adsorventes/catalisadores e fonte de energia,
respectivamente (DAI et al., 2019; L1 et al., 2020).

3.1.1 Composicéo lignocelulésica

O interesse despertado no uso de materiais lignoceluldsicos, compostos
basicamente por fragdes poliméricas de celulose, hemicelulose e lignina, unidas entre si
por ligacOes covalentes (Figura 1), advém do fato de se conseguir agregar valor
econdmico a esses materiais quando submetidos a processos fisicos, quimicos ou
biolégicos (DIONIZIO et al., 2019). A composicao das fracdes lignocelulésicas varia de
acordo com a espécie de onde a biomassa é proveniente. De forma geral, a celulose
encontra-se em maiores proporc¢des, seguida da hemicelulose e, por fim, da lignina
(CASTRO e PEREIRA JR., 2010).

Os residuos agroindustriais sao matérias-primas que se destacam por ser uma das

principais fontes lignoceluldsicas existentes. Os substratos potenciais sdo aqueles
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provenientes, por exemplo, da colheita de cana-de-agucar, milho, trigo e arroz apos serem
destinados a producdo e se tornarem um subproduto residual (KUCHARSKA et al.,
2020). Devido a sua capacidade de adaptacdo a variadas condigdes edafocliméticas, o
milho tem sido uma das culturas mais produzidas mundialmente e o seu sabugo é um dos
residuos gerados ap0s processamento dos graos, tendo na sua composicao 32,3-45,6% de
celulose, 39,8% de hemicelulose e 6,7-13,9% de lignina (ARUMUGAM et al., 2020).

A celulose é o composto organico mais abundante da natureza, sendo um polimero
de cadeia longa e linear, insoltvel em agua, formado por monémeros de glicose unidos
por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4 (TONG et al., 2013). As hemiceluloses séo
macromoléculas ramificadas, que representam de 15,0 a 35,0% da biomassa vegetal,
sendo uma classe heterogénea de polimeros que podem conter pentoses, hexoses e/ou
acidos uronicos (GIRIO et al., 2010). A lignina se associa com a celulose e hemicelulose
com o intuito de protegé-las contra agentes externos, assim € uma estrutura complexa
formada pela polimerizagdo de trés diferentes mondmeros: alcool cumérico, alcool
coniferilico e alcool sinapilico, que diferem um do outro por possuirem diferentes
substituintes em seu anel aromatico (PEREIRA JR. et al., 2008).

Figura 1. Arranjo da parede celular vegetal e seu complexo lignocelulésico

Célula vegetaj@O

V’

) "
Hemicelulose

Fonte: SANTOS et al. (2012)
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3.1.2 Sabugo de milho

O milho (Zea mays L.) (Figura 2) é cultivado desde os tempos mais remotos e
ocupa hoje a posicdo de um dos cereais mais produzidos e mais consumidos do mundo.
Existe no mercado uma variedade de cultivares, com indices de produtividade e adaptacao
influenciados pelas condi¢c6es edafoclimaticas e a sua utilizacao é bastante ampla, sendo
empregado tanto para a alimentacdo, como também para o uso industrial e energético
(FERREIRA e ARAUJO, 2012).

Figura 2. Plantio de milho (Zea mays L.)

Fonte: Valente (2018)

O maior produtor mundial de milho é os Estados Unidos, com uma producdo
estimada de 352,4 milhdes de toneladas na safra 2019/20, seguido pela China e o Brasil,
0 qual ocupa a terceira maior produgdo do mundo com um cultivo estimado de 101
milhGes de toneladas na safra 2019/20 (CONAB, 2019). No Brasil esse cultivo abrange
todas as regibes do pais, com a maior producdo concentrada na regido Centro-Sul. Na
regido Nordeste, a Bahia € o estado responsével pela maior producéo, estimada em 1,897
milhGes de toneladas na safra 2019/20 (CONAB, 2020).

A plantacdo de milho se destina, principalmente, a producdo de racdo para uso
animal, no entanto ele também pode ser utilizado de outras diversas formas, desde o
consumo direto, como também direcionado a aplicagdo industrial, dando origem a
biocombustivel (etanol) e principalmente na industria de alimentos, na produgéo de fubas,
farinhas, pipoca, canjicas, 6leos, xarope de glucose, maltodextrinas, corantes caramelo,
entre outros (SOLOGUREN, 2015).
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Dentre as partes que compde a planta do milho encontra-se o sabugo (Figura 3),
que possui formato cilindrico e é onde encontram-se fixados em fileiras os gréaos do
cereal, formando assim a espiga (RITCHIE, HANWAY e BENSON, 2003). Ap6s 0s
grdos de milho serem destinados ao processamento, o sabugo acaba tornando-se um
subproduto residual, sendo geralmente destinado a cobertura do solo ou entdo descartados
de forma inadequada no meio ambiente (DUAN et al., 2019; SURRA et al., 2019).

Segundo Zhang et al. (2012) para 1 kg de gréos de milho secos, cerca de 150 g de
sabugo sdo gerados, dessa forma, visando o aproveitamento da biomassa residual, o
sabugo pode sofrer modificacdes termoquimicas em suas fracdes lignocelulésicas, sendo
destinado a biorrefinarias para dar a origem a biocombustiveis (LUQUE et al., 2016;
BISWAS et al., 2017; KLAAS et al., 2020), pode passar por tratamentos bioquimicos
para a producdo de xilitol (BAPTISTA et al., 2020; DU et al., 2020) e pode também ser
empregado como material precursor para producéo de carvao ativado (DUAN et al., 2019;
JAWAD et al., 2020).

Figura 3. Sabugo de Milho

Fonte: MFRURAL (2018?)

3.2 Carvao ativado

O carvdo ativado é um material carbonaceo poroso, que pode ser produzido a
partir de um precursor natural ou sintético. Os precursores naturais englobam,
principalmente, as biomassas lignocelulésicas (residuos agroindustriais), que sdo
empregados na sintese de carvOes ativados devido a sua grande disponibilidade e baixo
custo, permitindo assim minimizar impactos ambientais, causados pelo descarte
inadequado, e agregar valor ao material (GIRELLI, ASTOLFI e SCUTO, 2020).

A sintese do carvao ativado a partir de biomassa lignocelulésica envolve duas

etapas principais: carbonizacéo e ativacao (fisica ou quimica). Durante a carbonizacéo a
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substancia orgénica é decomposta e os compostos volateis sdo removidos, sendo este
processo influenciado pelas condigdes de sintese empregadas: temperatura, taxa de
aquecimento, pressdo, atmosfera e propriedades da matéria-prima. J& o processo de
ativacdo é responsavel por desenvolver a estrutura dos poros do carvédo, sendo que na
ativacdo fisica, a matéria-prima é primeiro pirolisada utilizando atmosfera inerte a uma
temperatura acima de 400 °C, seguida de ativacdo com gases como vapor d’agua ou
dioxido de carbono a uma temperatura acima de 600 °C. Na ativacdo quimica, a matéria-
prima € impregnada com agentes ativantes (acidos, bases ou sais), seguidos por um
tratamento térmico, com temperaturas entre 400 °C a 900 °C. Neste processo a
carbonizacdo e a ativacdo sdo realizadas simultaneamente. Esse método garante, na
maioria das vezes, um maior rendimento de carbono e estrutura de poros mais
desenvolvida (ABBAS e DARWEESH, 2016; KWIATKOWSKI e BRONIEK, 2017).

A estrutura fisica do carvdo ativado é caracterizada por uma elevada area
superficial BET (80 — 1500 m2gt), com distribuicdo de poros que podem variar na faixa
de microporos (<2 nm), mesoporos (2 nm — 50 nm) e macroporos (>50 nm). Além disso
0 mesmo apresenta uma resisténcia térmica, quimica e mecéanica (IUPAC, 1982;
DUJEARIC-STEPHANE et al., 2020).

Muitas vezes, a superficie do carvao ativado também pode ser modificada por
processos quimicos, fisicos ou térmicos, a fim de melhorar a capacidade de adsorcéo,
promovendo uma melhor afinidade do suporte com o composto de interesse a ser retido
(KAHOUSH et al., 2019). As modificacdes podem levar, a depender do método
empregado, a insercdo de grupos funcionais ou até mesmo uma redugdo dos mesmos,
como também pode haver reducdo/aumento da porosidade e uma modificacdo da
estrutura cristalina (RIVERA-UTRILLA et al., 2011).

Devido a suas caracteristicas, o carvao ativado pode ser aplicado em processos de
clarificacdo, desodorizacdo e purificacdo de liquidos ou gases, pois o interior dos seus
poros permite que ele atue como adsorvente, retendo de forma seletiva impurezas que tais
fluidos podem conter. Assim, o uso mais comum do carvao ativado pelas industrias
alimenticias, quimicas e farmacéuticas é em filtros para adsorcéo de gases e no tratamento
de aguas resultantes dos processos industriais (RAHMAN et al., 2020).

O carvéo ativado tambem vem sendo empregado como suporte para imobilizagdo
de enzimas, visto que a sua porosidade permite fixar o biocatalisador, formando um
espagco que aprisiona a enzima e restringe 0 seu movimento, mantendo assim sua

estabilidade e atividade, facilitando sua recuperacdo e reutilizagdo em processos
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industriais. Superando assim as desvantagens associadas a utilizacdo da enzima na sua
forma livre, como custo de obtencé&o, instabilidade e dificuldade de reutilizagdo (DALLA-
VECHIA et al., 2004; CORTEZ, CASTRO e ANDRADE, 2017; SANTOS et al., 2019;
PINTO BRITO et al. 2020; SOUZA JUNIOR et al., 2020).

3.3 Enzimas

Enzimas sdo proteinas com atividade bioldgica capazes de catalisar reagdes
bioguimicas em diferentes organismos de forma altamente especifica, sendo responsaveis
por processos vitais e mediar fungdes de sintese, rotatividade, sinalizacdo e metabolismo
(HERNANDEZ et al., 2015). Assim, diferentes setores produtivos utilizam a tecnologia
enzimatica, como as industrias téxtil, farmacéutica, de alimentos e de papel e celulose
(ANTUNES et al., 2017).

Devido a estas variedades de aplicacGes, a producdo comercial de enzimas ganhou
popularidade e diversas fontes, como vegetais, animais e, principalmente,
microrganismos, podem ser utilizadas para sua obtencdo (TARAFDAR et al., 2021).
Desse modo, cada biocatalisador acaba possuindo um caréater bastante especifico, agindo
em um substrato particular para produzir um determinado produto a partir da reagédo
catalisada (PALMER e BONNER, 2011).

A catélise enzimatica ocorre quando o sitio ativo da enzima se liga ao substrato
especifico, proporcionando um ambiente adequado para que uma dada reacdo possa
ocorrer mais rapidamente. Existem condicGes 6timas de pH, forca idnica, temperatura,
concentracdo de substrato, composicdo do solvente, etc., que favorecem a atuacdo das
enzimas com sua atividade enzimatica maxima, porém alteracGes desses parametros
6timos podem levar a desnaturagcdo enzimatica, que corresponde a mudancgas estruturais
e perda da sua funcdo catalitica (NELSON e COX, 2014).

Nos alimentos as enzimas, geralmente, podem ser classificadas como enddgenas,
quando ja estdo presentes nos alimentos e podem ou nao ser responsaveis por reacdes que
afetam a qualidade, ou exdgenas, quando sdo adicionadas para causar uma mudanca
desejavel no alimento (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). Dessa forma na
industria de alimentos 0 uso das enzimas ocorre, especialmente, em processos de
panificacdo e de produtos carneos, fabricagdo de cervejas, suco de frutas e vinhos e na
producéo de queijos (MONTEIRO e SILVA, 2009).
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Segundo previsao do relatorio “Industrial Enzymes — A Global Market Overview”
publicado pela Industry Experts (2020) o mercado mundial de enzimas industriais deve
ter atingido cerca de 6,1 bilhdes de délares em 2020, sendo que as principais enzimas que
movimentam o mercado sdo as carboidrases, proteases, lipases, fitases, polimerases e

nucleases.

3.3.1 Lipase

Pertencentes ao grupo das hidrolases, as enzimas denominadas lipases atuam na
interface organico-aquosa e séo capazes de catalisar reacfes que envolvem a conversao
de triacilgliceréis em acidos graxos livres e glicerol, além disso, também catalisam
reacOes de sintese como esterificacdo e transesterificacdo (MESSIAS et al, 2011).

Tais enzimas sdo encontradas amplamente na natureza, podendo ser obtidas a
partir de plantas, animais e microrganismos, e tem sua aplicacdo voltada a diversas
atividades, como sinteses organicas, hidrolise de gorduras e Oleos, modificacdo de
gorduras, realce de sabor no processamento de alimentos e andlises quimicas. Dessa
forma, as lipases podem ser utilizadas como aditivos em alimentos para modificar e
realcar as propriedades sensoriais, em detergentes para hidrolisar gorduras, no tratamento
de efluentes oleosos, na producdo de aromas, e ainda, nas inddstrias farmacéuticas, de
cosméticos, agroquimicas e oleoquimicas (SHARMA et al., 2001; MESSIAS et al, 2011).

Na obtencdo de aromas, o emprego das lipases para catalisar as reacdes de
esterificacdo € considerada uma via de sintese natural, capaz de gerar ésteres com alto
rendimento. Nas ultimas décadas, a escolha de suportes para imobilizar a lipase e aplica-
la na sintese de aromas tem sido uma estratégia buscada como forma de facilitar a
recuperacao da enzima e sua reutilizacdo, bem como melhorar sua estabilidade e atividade
(ASMAT et al., 2019; ELIAS et al, 2019; BAYOUT et al., 2020; COSTA-SILVA et al.,
2021).

O sitio catalitico da lipase é constituido por trés residuos de aminoacidos, serina,
histidina e aspartato, e hd também uma estrutura mével hidrofébica que cobre esse sitio,
denominada de tampa ou “lid”, a qual se separa para tornar o sitio ativo capaz de se ligar
ao substrato de acordo com a seletividade da lipase (BORNSCHEUER, 2002).

Segundo Castro et al. (2004), a massa molecular da lipase, a depender da fonte,
pode variar de 20 a 75 kDa, e a atividade maxima pode ser alcangada em pH na faixa
entre 4 a 9 e em temperaturas variando desde a ambiente até 70 °C. Sdo comumente
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estaveis em solucBes aquosas neutras a temperatura ambiente apresentando, em sua
maioria, uma atividade 6tima na faixa de temperatura entre 30°C e 40°C.

As lipases sdo utilizadas na sua forma livre na maioria dos processos, porém nesse
formato séo relativamente instaveis e quanto maior seu grau de pureza, maior 0 Seu custo
e com isso, acabam sendo suscetiveis a presenca de sais, surfactantes, alcalis, residuos de
outras substancias presentes, etc., que podem atuar de forma inibidora ao catalisador,
afetando a qualidade e quantidade de produtos, aumentando assim 0s custos operacionais
(FOPASE et al., 2020). Dessa forma, a imobilizacdo da lipase surge para promover o
aprisionamento e a restricdo do movimento da enzima em um espago confinado com
retencdo de sua atividade catalitica, sendo uma alternativa que visa a reducéo dos custos,
superar as desvantagens associadas ao uso da enzima livre e tornar o processo de
producdo mais eficiente (MATINJA et al., 2019).

3.3.2 Imobilizacéo de enzimas

A imobilizacdo de enzimas é uma técnica capaz de melhorar a estabilidade e
atividade enzimatica através da fixacao da enzima livre ou soltvel em diferentes tipos de
suportes, que atuam fornecendo uma protecdo ao catalisador por meio da reducdo ou da
perda de sua mobilidade (KHAN e ALZOHAIRY, 2010).

Durante a escolha do suporte ao qual a enzima serd imobilizada deve-se observar
suas propriedades fisicas e quimicas, como morfologia, resisténcia fisica a compressao
mecanica, solubilidade, resisténcia ao ataque microbiano, baixo custo de producéo, ser
inerte quimicamente a diferentes solventes e possuir elevada area superficial BET, que
deve ser suficiente para reter a enzima e consequentemente sua atividade bioldgica, sem
alteracdo das suas propriedades conformacionais e funcionais (MENDES et al., 2011;
BRENA et al., 2013).

Existem diversos métodos disponiveis para a imobilizacdo de enzimas, que podem
ser divididos em duas classes: métodos fisicos e métodos quimicos. Nos métodos fisicos
ha presenca de interacdes fracas (ligacGes de hidrogénio, hidrofdbicas, interacdes
eletrostéaticas e forcas de van der Waals), que tendem a ser reversiveis, entre a superficie
do suporte e as moléculas da enzima, ao contrario dos métodos quimicos, onde a enzima
se fixa no suporte de forma irreversivel por meio de ligagdes covalentes ou reticulacéo
entre diferentes polimeros (CHIOU e WU, 2004; HOMAEI et al., 2013).

27



Convencionalmente, quatro métodos sao os mais utilizados para a imobilizacédo
de enzimas, sendo eles a adsorcéo, ligacdo covalente, confinamento/encapsulacéo e
reticulagdo. Como cada enzima possui uma particularidade, ou seja, propriedades dos
substratos e produtos, caracteristicas fisico-quimicas e variadas aplicacfes dos produtos
obtidos, acaba ndo existindo um unico método ou suporte de imobilizacdo que seja
aplicavel a todas as enzimas. Assim como existe também vantagens e desvantagens
associadas a cada método: a adsor¢do € simples, de baixo custo e eficaz, mas
frequentemente reversivel; a ligacdo covalente e a reticulacdo sdo eficazes e duraveis,
mas possuem custo alto e podem prejudicar o desempenho da enzima; e problemas de
difuséo sdo inerentes ao confinamento, aprisionamento e microencapsulagdes. (HOMAEI
etal., 2013; SOUZA et al., 2017).

3.3.2.1 Imobilizacéo de lipase por adsorcao e ligacao covalente

Segundo Fernandez-Lafuente et al. (1998), a instabilidade da lipase pode fazer
com que ela ndo seja empregada com a sua atividade étima e dessa forma, a imobilizagédo
pode permitir a otimizagéo da atividade/estabilidade da enzima e por meio disso, ela se
torna capaz de melhorar o desempenho dos reatores industriais, sendo importante que,
além disso, o preparo do suporte seja feito de acordo com o meio no qual sera aplicado,
para que haja dessa forma, efetividade das reacdes.

O método mais comum para imobilizacdo da lipase € baseado no processo de
adsorcdo (KANDASAMY et al., 2010; PINTO BRITO et al., 2020), no qual a enzima se
liga a superficie do suporte por meio de interacdes fracas. E uma técnica simples, que
consiste em colocar o suporte insoltvel em contato com a solugdo enzimatica, seguida da
centrifugacdo, onde ocorre a separag¢ao do suporte contendo a enzima adsorvida do meio
de reacdo. A eficiéncia deste método depende de variaveis tais como pH, forca idnica do
meio e a natureza do solvente empregado, bem como da relacdo entre a concentracdo da
enzima e do suporte (FERNANDES, LIMA e LOPES, 2010; ZHANG et al, 2013).

Durante a imobilizagcdo, pode ocorrer o mecanismo denominado “ativagdo
interfacial”, no qual o sitio ativo da enzima fica exposto ao meio de reacdo (Figura 4).
Isso acontece quando ha presenca de alguma interface hidrofobica, que faz com que a
“tampa” se abra e a lipase seja adsorvida nessa forma aberta (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010; BASSI et al., 2016).
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Figura 4. Mecanismo de ativacao interfacial de lipases em suportes hidrofdbicos.
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Fonte: Bassi et al. (2016)

A eficiéncia da imobilizagdo por adsorcao esta diretamente relacionada com as
propriedades do suporte, como por exemplo, a sua porosidade interna, area superficial
BET, volume e tamanho de poros (DENG et al., 2010). Um exemplo de suporte sélido
que vem sendo utilizados no processo de adsorcao fisica para imobilizacdo de enzimas é
0 carvéo ativado ou biocarvdo (TRIPATHI et al., 2014).

No entanto, as interaces fracas que mantém a enzima ligada ao suporte podem
acarretar na dessorcdo das moléculas e para superar essa desvantagem a imobilizacdo por
ligacdo covalente vem sendo utilizada como alternativa. Para isso, existem diversos
reagentes que causam modificacfes na superficie do carvdo ativado (RAMANI et al.,
2012; LEE et al., 2019), onde séo inseridos grupos funcionais, que tenham afinidade com
um grupo ligante da enzima, necessarios para favorecer a formacdo das ligacfes mais
fortes, promovendo uma estrutura mais rigida e estavel (SOUZA et al., 2017).

De acordo com Fernandes, Lima e Lopes (2010), deve ser tomado um cuidado
especial para que grupos importantes para o desempenho da atividade catalitica ndo sejam
envolvidos na formacdo da ligacdo covalente entre enzima e suporte, pois isso iria ter
como consequéncia uma enzima retida com perda de atividade. Além disso, este método
pode apresentar inconvenientes, como maior nimero de etapas para sua realizacdo, a
enzima pode ser quimicamente alterada e ndo existe um meétodo de imobilizagdo por

ligacdo covalente idéntico e regular para todas as enzimas (ASHKAN et al., 2021).
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3.3.2.2 Suportes magnéticos para a imobilizacdo de enzimas

A utilizagdo de particulas metalicas tem sido destinada a uma variedade de
aplicagdes, incluindo nos meios de extracdo e purificacdo de materiais biologicos.
Existem diversos métodos para a sintese de particulas metalicas e no geral, o mais
utilizado envolve as reacdes de precipitacdo quimica, que pode ser dividida em (i) reducao
parcial de Fe**, (ii) oxidacdo parcial de Fe?*, ambas seguidas por precipitagdo e (iii) co-
precipitagdo de Fe?* e Fe** (HRIBERNIK et al., 2012).

Nanoparticulas de oxido de ferro (FesO4) tém sido aplicadas em suportes para
imobilizacéo de enzimas, como a lipase, devido a facil separacéo e a reciclagem efetiva
sob 0 campo magnético externo. No entanto, as particulas de FesO4 tendem a se agregar
em liquidos, por causa da forte atracdo dipolo-dipolo magnética das proprias particulas e,
além disso, por possuirem alta atividade quimica tendem a ser facilmente oxidadas no ar
levando a perda de magnetismo e dispersibilidade. Esses fatores tornam a separacao
magnética menos eficaz, resultando na ineficiéncia de nanoparticulas de FezO4 para a
fixacdo direta de enzimas (WANG et al., 2015; BILAL et al., 2018).

Nesse contexto, a combinacdo de carvao ativado e particulas metalicas é considera
uma forma de superar os problemas de oxidacdo e separacdo do FezOs e permitir a sua
aplicacdo de forma mais eficaz na imobilizacdo enzimética por adsor¢do. Porém, uma
desvantagem associada é que parte do espaco dos poros internos do carvao ativado pode
ser ocupado pelas nanoparticulas metalicas, levando a uma diminuicdo acentuada na area
de superficie (JUANG et al., 2018; ASTUTI et al., 2019).

3.4 Aplicacdo da lipase na obtengéo de aromas

O aroma é uma propriedade sensorial fundamental dos alimentos e considerado
um dos fatores-chave que determinam a qualidade de um produto. Dessa forma, os
aromatizantes constituem uma das principais classes de aditivos utilizados, sobretudo,
pelas inddstrias de alimentos, laticinios e bebidas, tendo esse mercado uma taxa de
crescimento anual estimada em 2,76% para o periodo de 2019-2023, movimentando cerca
de 28,37 bilhdes de dolares (FOCUS ON SURFACTANTS, 2019).

Segundo a RDC n° 2 de 15 de janeiro de 2007 aromatizantes sdo substancias ou
misturas de substancias com propriedades odoriferas e/ou sapidas, capazes de conferir ou
intensificar o aroma e/ou sabor dos alimentos e podem ser classificados em naturais e

sintéticos. Os aromas naturais compreendem o0s Oleos essenciais, extratos,

30



balsamos/oleoresinas/oleogomaresinas, e substancias aromatizantes isoladas, que sdo
obtidos exclusivamente por métodos fisicos, microbiologicos ou enzimaticos, a partir de
matérias-primas aromatizantes naturais (produtos de origem vegetal ou animal). Ja os
aromas sintéticos sdo compostos obtidos por processos quimicos e compreendem 0s
aromatizantes idénticos ao natural e os aromatizantes artificiais (BRASIL, 2007).

Os ésteres de cadeia curta, derivados da reacdo de acidos carboxilicos e alcoois
(Figura 5), s@o 0s compostos organicos responsaveis pela caracteristica de sabor e aroma
adocicado e frutado, que despertam interesse industrial, visto que podem ser utilizados
em produtos alimentares, como bebidas, doces, geleias, produtos de confeitaria, produtos
lacteos e sorvetes (SILVA et al., 2014; WAGHMARE et al., 2017).

Figura 5. Esquema da reac&o de esterificagéo entre acido carboxilico e alcool

O O

H3D+
+ I - . R. * H-0
R-/JJ\DH HO-R;, =—— R_I,-J'I\D,--' 2 2

Fonte: Oliveira et al. (2014)

Em escala industrial, os aromas sdo frequentemente produzidos por via sintética,
que possui alto rendimento e custo baixo, porém o processo € de baixa seletividade e 0s
produtos gerados séo de baixa qualidade, utiliza altas temperaturas e pressfes que geram
um alto custo energético. Além disso, o uso dos produtos quimicos pode causar corrosao
do equipamento, problemas ambientais devido ao alto volume de solventes organicos
utilizados e deixarem rastros de impureza possivelmente toxicos a satde humana (SA et
al., 2017).

Devido a isso, as industrias de alimentos vém buscando, cada vez mais, inserir na
sua linha de producdo aditivos/ingredientes naturais. No entanto, compostos naturais
extraidos diretamente da natureza estdo associados a desafios como sazonalidade;
questdes ecologicas, sociais e politicas; e baixo rendimento, que acaba levando a um alto
preco do produto (FELIPE, OLIVEIRA e BICAS, 2017).

Dessa forma, a biotecnologia vem empregando rotas bioldgicas e enzimaticas para
a sintese natural de aromas, tornando o processo mais correto ecologicamente, visto que
as condicbes de operacdo sdo mais amenas, ndao havendo uso de catalisadores
potencialmente toxicos e ocorrendo menos problemas com o gerenciamento de residuos
(PAULINO et al., 2021).

31



A extracdo dos esteres por via enzimatica tem sido buscada devido ao fato de ser
uma sintese natural, com vantagens ambientais associadas, alta eficiéncia catalitica e
condigdes as de reacdo, que permitem a reutilizacdo das enzimas (PIRES-CABRAL et
al., 2007). Nesse contexto, a lipase € um exemplo de enzima que vem sendo usada para
catalisar reacOes de esterificacdo para obtencdo de, por exemplo, butirato de isoamila,
caprilato de butila, acetato de isoamila, butanoato de metilo, metilo benzoato e butirato
de butila (TODERO et al., 2015; GUMEL e ANNUAR, 2016; SARNO et al., 2017; SOSE
etal., 2017; BRITO et al., 2020; COSTA-SILVA et al; 2021).

As reacOes de esterificacdo que ocorrem por sintese enzimatica sdo
predominantemente obtidas em meios organicos com baixo teor de &gua, a fim de manter
a conformagcéo ativa da lipase e sua termoestabilidade. A utilizacdo da enzima em sua
forma imobilizada em meio organico permite além da sua reutilizacdo, uma alta
produtividade, estabilidade e facil recuperacdo (ELIAS et al., 2019; PIAZZA et al., 2021).

Diferentes suportes vém sendo empregados para imobilizar lipase e aplica-la na
sintese de aromas: Mahapatra et al. (2009), imobilizaram a enzima em silica e
sintetizaram acetato de butila e acetato de propila, com butanol e propanol,
respectivamente. Bayramoglu et al. (2011), utilizaram uma membrana hidrofdbica de
cloreto de polipropileno para imobilizacéo e produziu aroma de magé verde (valerato de
etila) em meio organico. Suporte a base de quitosana foi empregado por Weber,
Nascimento e Parize (2019) para imobilizar lipase e aplicaram o biocatalisador na sintese
do éster acetato de geranila. Machado et al. (2019), também utilizaram silica como
suporte para imobilizacdo e promoveu a sintese de estearato de cetila.

O carvéo ativado, produzido por Brito et al. (2020), mostrou ser um suporte
promissor e inovador para sintese de aromas. Nesse caso, a lipase imobilizada foi aplicada
para a producdo do aroma de banana (acetato de isoamila) e foi atingida uma alta
conversdo em éster de aroma (>90%) sem reducdo consideravel da atividade catalitica da
enzima retida no carvéo.

A determinacdo dos parametros de reacdo envolvidos na sintese do éster,
catalisadas por lipase, é importante para que se obtenha a maxima conversao do aroma e
o melhor rendimento, evitando desperdicios e processos prolongados, que acarretem
prejuizo para a indastria. Ainda, deve-se aplicar estratégias que mantenham a atividade
catalitica pelo maximo de tempo possivel, como por exemplo, lavar a enzima com o
solvente organico, a fim de eliminar qualquer substancia adsorvida no suporte,

otimizando assim o processo (MARTINS et al., 2011).

32



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Empregou-se na producdo de carvies ativados, sabugo de milho verde como
precursor de carbono, acido fosforico (VETEC 85% P.A.) como agente quimico ativante
e a Lipase de pancreas de porco (LPP) tipo Il (Sigma-Aldrich; CAS number: 9001-62-1)
foi utilizada para realizagdo dos testes de imobilizagdo. Os demais reagentes estéo
descritos ao longo da metodologia e todos possuiam, no minimo, grau de pureza PA-ACS.

4.2 Sintese do carvao ativado
4.2.1 Preparo do material precursor

O residuo de sabugo de milho verde, obtido na cidade de Vitdria da Conquista -
Ba, foi seco em estufa a 105 °C por 24 h e ap0s este periodo foi triturado em moinho de
facas e peneirado até a granulometria desejada (20 mesh). O farelo obtido foi utilizado na

sintese do carvao ativado.

4.2.2 Caracterizacdo do material precursor

Foi realizada a caracterizacao do residuo de sabugo de milho (RSM) em relacéo
ao teor de cinzas, determinado submetendo-se as amostras & calcinacdo a 550 °C em forno
mufla, e umidade, baseado na perda de peso do material quando submetido a aquecimento
de 105 °C, até atingir peso constante, através das metodologias 920.03 e 925.45,
respectivamente descritas pela AOAC (2000). Para os teores de lignina, celulose e
hemicelulose, utilizou-se a metodologia de fibra detergente neutra e fibra detergente acida
(FDN e FDA) descrita por Van Soest et al. (1991).

Os grupos funcionais do RSM foram avaliados por espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). A amostra avaliada foi analisada de
forma direta utilizando a técnica de refletancia total atenuada (ATR) na regido
infravermelha de 4000-500 cm™ em espectrofotdmetro Agilent (Cary 630 FTIR, Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA).

A decomposicdo térmica do RSM foi avaliada por andlise térmica diferencial
(DTA) e termogravimetria (TGA) em equipamento STA PT-1000 (Linseis, Alemanha),
na faixa de temperatura de 10 °C-1000 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min™,

utilizando aproximadamente 20 mg da amostra.
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4.2.3 Sintese do carvéao ativado por ativagéo quimica

O RSM foi impregnado com H3PO4 (VETEC 85% P.A.) na razdo de impregnagéo
de 1,5:1 (massa de ativante/massa do precursor) e seco em estufa a 105 °C por 48 h.
Posteriormente, os mesmos foram carbonizados a 500 °C em forno mufla (taxa de
aquecimento de 5 °C.mint), sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min) durante 1 h. O carvéo
ativado obtido a partir do RSM (CASM) foi lavado com &gua, a temperatura aproximada
de 60 °C, até ser alcancado o pH da &gua de lavagem (préximo ao pH 7,0). Em seguida,

a amostra foi seca a 105 °C durante 24 h.

4.2.4 Rendimento do processo de sintese e teor de cinzas do CASM

O rendimento do processo de sintese do carvao ativado obtido a partir do residuo
de sabugo de milho foi calculado através da Equacéo 1.

R:(%) = Z—:x 100 (1)

Onde: R é o rendimento de carvéo (%), mc € a massa do carvéo obtido (g) e mp é a massa
do precursor (g).

O teor de cinzas foi determinado utilizando metodologia 920.03, proposta pela
AOAC (2000).

4.3 Incorporacdo de particulas metélicas no carvdo ativado (CASM) -
Metalizacéo

O carvao ativado (CASM) teve sua estrutura modificada com a incorporacéo de
particulas de ferro, utilizando o sulfato ferroso e cloreto férrico (Figura 6). Para isso,
seguiu-se a metodologia descrita em Mohan et al. (2011), com algumas adaptacdes, na
qual 10 g de carvdo ativado (CASM) foram adicionados a 500 mL de agua destilada e
mantido sob agitacdo (1). Enquanto isso, 0,067 mol de ferro trivalente (Fe3*) foram
misturados a 0,033 mol de ferro bivalente (Fe?*) em 400 mL de agua. Também foram
adicionados a esta solugdo 2,5 mL de &cido cloridrico (HCI), desta forma, produzindo a
solugéo de ferro (2). Esta solugdo foi misturada ao carvéo ativado aquoso preparado
anteriormente e agitada vigorosamente por 15 minutos a 70 °C. Apds esse tempo, foi
adicionada a mistura 500 mL de uma solucéo (3) de hidroxido de sédio (NaOH) 4 mol.L"
! para que o pH da solucdo aumentasse para a faixa de pH 10-11, e deixou-se sob agitacio

por 2 horas.
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Posteriormente a este procedimento, o precipitado formado foi coletado em tubos
de 50 mL, lavados com &gua destilada repetidas vezes e o carvao metalizado (CASMF)

obtido foi seco em estufa por volta de 60 °C/48 h.

Figura 6. Processo de elaboracdo do carvdo metalico: (1) mistura do carvdo com meio
aquoso; (2) adicio da solucdo de Fe?* e Fe* na solugdo 1; (3) adicio de NaOH

completando o processo de formagéo da magnetita (Fe3Oa)

NaOH 4 malil

Fe" + Fe' + H*. —-O__

@) J
/\\ H0+NaOH  —Na

1)CA (em meio aquosa)
(2)

pAogfit‘laﬁgi(n]i" 10 Lauagenc
a
e Estufa a 60°C
oooooo ,‘_
Fe3Q04 na superfice do CA
] |

Fonte: Leite (2016)

4.4 CaracterizagOes dos carvdes ativados obtidos (CASM e CASMF)

4.4.1 Caracterizacdo quimica dos suportes, medida de porosidade e area
superficial especifica do CASM e CASMF

Os grupos funcionais dos suportes obtidos foram avaliados por espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), seguindo a metodologia ja descrita
no item 4.2.2.

Para obtencdo dos difratogramas de raios-X (DRX), os carvOes ativados foram
condicionados em portas amostras e analisados em um difratbmetro D2 Phaser (Bruker,
Alemanha). Os raios-X (£ = 1,54184 A) foram gerados por uma fonte Cu Ko e a difragio
foi medida na faixa 26 de 5°-90°.
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O pH do ponto de carga zero (pHrcz), que define qual o pH em que a superficie
do carvéo possui carga neutra, foi determinado pela metodologia descrita por Kusmierek,
Szala e Swiatkowski (2016). O procedimento consistiu em colocar 50 mg da amostra de
cada carvdo em contato com 50 mL de solucdo de cloreto de sédio 0,10 mol.L* em
diferentes valores de pH (1-11), mantidas sobre agitacdo constante durante 24 h. O pH de
cada solucéo foi ajustado com solugdo 0,50 mol.L™ de 4cido cloridrico ou hidréxido de
sodio. Ao final de 24 h, o pH foi medido e construido o gréafico, do pH final versus o pH
inicial. O pHpcz corresponde a faixa onde o pH final se mantém constante
independentemente do pH inicial, ou seja, a superficie comporta-se como um tampao.

As isotermas de adsorcao e dessor¢do do CASM e do CASMF foram obtidas a 77
K em um equipamento Micromeritcs modelo ASAP 2420, utilizando aproximadamente
0,20 g de cada amostra. Antes das medidas as amostras foram submetidas a uma etapa de
pré-tratamento, que consistiu no aquecimento a 333 K. A area superficial especifica foi
determinada pela equagéo de BET (BRUNAUER, 1938). A distribuicdo de poros foi
obtida a partir da isoterma de dessorcdo utilizando o método BJH (BARRET, 1951),
enguanto que o volume dos microporos foi determinado pela analise t-plot a partir da
isoterma de adsor¢do (LIPPENS, 1964).

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada para
investigar a morfologia superficial dos suportes produzidos e a Espectroscopia de raios-
X por dispersdo em energia (EDS) foi empregada para avaliar a composicéo da superficie
dos mesmos. As amostras foram polvilhadas em cima de fita dupla face condutora de
carbono. Apds isto, elas foram recobertas com material condutor, ouro, usando o Sistema
para deposicdo de filmes de ouro, Desk V (Denton Vacuum LLC Moorestown, New
Jersey, USA), equipado com o acessorio de carbono. Em seguida, as amostras foram
analisadas no Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) JSM — 6610 (Jeol, Tokyo,
Japan), equipado com EDS Thermo scientific (NSS Spectral Imaging).

4.5 Ensaios de imobilizacdo da lipase e determinacéo da atividade hidrolitica

A lipase foi imobilizada nos carvoes ativados obtidos CASM e CASMF.
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4.5.1 Influéncia do pH no processo de imobilizacéo

Com o intuito de avaliar a influéncia do pH da solugdo enzimatica no processo de
imobilizacdo de lipase nos carvdes ativados, realizou-se a imobilizacdo partindo-se de
uma solucdo 6000 mg.L™ de lipase. Os valores de pH da solucdo inicial de lipase
avaliados foram: 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0. Foi utilizado solucéo tampao acetato de sodio
(0,1 mol.Lt) para valores de pH 3,0 a 5,0 e fosfato de sodio (0,1 mol.L?) para os valores
de pH 6,0 a 8,0. Aliquotas de 5 mL da solucdo de lipase, em cada pH avaliado, foram
adicionados em tubos contendo aproximadamente 0,1 g de cada suporte. Os tubos foram
mantidos sob agitacdo constante (20 rpm), por 2 h em um agitador orbital a temperatura
de 30 °C. Uma vez atingido o tempo de contato, os tubos foram retirados e em seguida
centrifugados a 4000 rpm por 10 min, sendo o sobrenadante coletado para a quantificagcéo
das proteinas em solugédo pelo método de Bradford (1976). A partir da diferenca entre a
quantidade inicial e final de proteinas, determinou-se a capacidade adsortiva de cada um
dos carvdes, utilizando-se a Equacéo 2.

_ V.Cin—V.C

Mads

(2)

Em que: q é a capacidade adsortiva (mg.g?), V é o volume de solugdo (mL), Cin
concentragdo inicial da solugdo (mg.L™), C é a concentracdo da solugdo (mg.L™?) no
equilibrio e mags € a massa do adsorvente (g).

4.5.2 Caracterizacdo dos derivados por FTIR e MEV

Para os derivados foram avaliados o0s grupos funcionais presentes por
espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), seguindo a
metodologia j& descrita no item 4.2.2. Assim como a morfologia e composicdo da
superficie dos mesmos foram obtidas por analises MEV e EDS, respectivamente,

conforme metodologia ja descrita no item 4.4.1.

4.5.3 Determinacao da atividade hidrolitica

Apos a definicdo do melhor pH para imobilizagdo da lipase no CASM e no

CASMF foi realizado um estudo com o objetivo de determinar as melhores condicdes de
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pH e temperatura para a determinacdo da atividade hidrolitica da enzima imobilizada e

livre.

4.5.3.1 Influéncia do pH do meio na atividade hidrolitica da lipase

Para a avaliacdo do pH do meio para determinagdo da atividade hidrolitica da
enzima livre e imobilizada nos suportes CASM e CASMF, foram testados os valores: 4,0,
5,0, 6,0, 7,0 e 8,0 a 30 °C. Foi utilizado solugio tamp&o acetato de sodio (0,1 mol.L™?)
para valores de pH 4,0 e 5,0 e fosfato de sodio (0,1 mol.L™?) para os valores de pH 6,0 a
8,0. A quantificacdo da atividade hidrolitica da solucdo enzimética seguiu 0 método de
hidrolise da emulséo de azeite de oliva, conforme a metodologia adaptada de Soares et al
(1999).

4.5.3.2 Influéncia da temperatura do meio na atividade hidrolitica da lipase

Apds a determinacdo do pH 6timo do meio para avaliacdo da atividade da lipase
imobilizada, o efeito da temperatura de hidrolise da emulsdo do azeite de oliva foi
avaliado para os dois derivados (CASM-LPP e CASMF-LPP) e para enzima livre. Foram
testadas as seguintes temperaturas: 20 °C, 30 °C, 40 °C e 50 °C.

4.6 Reacao de esterificacdo

Para a reacdo de sintese do acetato de isoamila a metodologia de Brito et al. (2020)
foi empregada com adaptac@es. Foi utilizada uma mistura de alcool isoamilico (240 mM)
e &cido acético (240 mM), solubilizados em hexano na razdo molar de 1:1. As reacdes
foram conduzidas em frascos Duran de 100 mL contendo 5 mL do meio reacional e cerca
de 0,5 g do carvéo contendo a lipase imobilizada nas condi¢des 6timas estabelecidas na
secdo 4.5. Os frascos foram mantidos sob agitacdo de 200 rpm, a 40 °C, em shaker orbital
por um periodo de 4 horas. Posterior a reacdo, aproximadamente 500 uL de aliquotas
foram retiradas do meio e diluidas em 10 mL da mistura etanol:acetona (1:1) (v/v) para a
quantificacdo do &cido residual por titulagio com solucdo de 20 mM de NaOH,
empregando fenolftaleina como indicador (SILVA et al., 2014). Dois experimentos
controle (branco) foram realizados utilizando o0 mesmo meétodo, sendo que em um

adicionou-se 0 carvao sem a enzima e 0 outro conteve apenas 0 meio de reacdo (sem
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carvao). A conversdao em esteres, medida como conversdo do acido acético em ésteres
(Y%) na sintese do acetato de isoamila foi determinada de acordo com a Equagéo 3.

Y =225 100 (3)

I

Em que: Y ¢é a conversdo em ésteres (%), Ai é a concentracgdo inicial de acido acético

(mM) e Ar é a concentragéo final de &cido acético (mM).

4.6.1 Estabilidade operacional do biocatalisador

A estabilidade operacional dos derivados foi avaliada pela realizagdo de 5 ciclos
sucessivos de reacOes de esterificagdo, utilizando o mesmo procedimento descrito
anteriormente. Apos cada ciclo, os derivados eram lavados com tampdo acetato de sodio
(0,1 mol.L'Y) em pH 4,0 e posteriormente com hexano para remog¢do dos substratos
remanescentes, em seguida colocado em contato com uma nova solucdo de substrato e a
reacdo era realizada nas mesmas condigdes anteriores e 0 rendimento de esterificacdo
para cada ciclo foi determinado utilizando a Equacdo 3. A reducdo da conversao
considerou a conversao do primeiro ciclo como 100% e as demais reducdes foram

calculados em relacdo a este.

4.7 Andlise Estatistica

O programa SAS versdo Studio foi utilizado para realizar as analises estatisticas
dos ensaios de imobilizacao de lipase, determinacdo da atividade hidrolitica e reacdo de
esterificacdo, descritos anteriormente. O teste Tukey a 5% de significancia foi aplicado

para as variaveis qualitativas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao do precursor de carbono

Os resultados para caracterizagdo quimica do sabugo de milho sdo apresentados
na Tabela 1. O conhecimento da composic¢éo do residuo € importante, pois tem influéncia
direta na estrutura final e nas propriedades do carvdo ativado (GONZALEZ-GARCIA,
2018). Assim, o sabugo de milho do estudo apresentou, no geral, um baixo teor de cinzas
e um teor de celulose superior ao de lignina em sua composic¢ao. Precursores com um
baixo teor de cinzas (<10%) sdo considerados adequados para a sintese de carvao ativado,
uma vez que um alto teor impede o desenvolvimento dos poros do carvdo (ZHANG et
al., 2020). Segundo Fujishige et al. (2017), materiais com elevado teor de celulose tendem
a apresentar maiores valores de area superficial BET, enquanto a lignina é o principal
componente da biomassa lignocelulésica responsavel pelo desenvolvimento dos
microporos (MOHAMAD NOR et al., 2013; GONZALEZ-GARCIA, 2018).

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do sabugo de milho utilizada nesse trabalho.

Amostra Celulose (%) Lignina (%) Hemicelulose (%) Cinzas (%)
Sabugo de 4749+ 1,67  24,88+0,98 13,60 £ 1,43 2,12 £ 0,04
Milho

Na Figura 7 é apresentado o perfil de decomposicdo térmica do sabugo de milho
usado na sintese do carvao ativado. De acordo com Zhu et al. (2016), a perda de massa
no processo de pirdlise da matéria-prima ocorre em trés estagios:

(i) um evento endotérmico (DTA) no primeiro estagio (40 °C-200 °C), que
acontece devido a evaporacdo da agua;

(i) o segundo estagio (200 °C-400 °C) é atribuida a pirdlise da celulose,
hemicelulose e parte da lignina, apresentando pico exotérmico (DTA) nessa
faixa de temperatura;

(ili)  a perda de massa que ocorre no terceiro estagio (400 °C-520 °C), € devido
principalmente a pirdlise da lignina.

A ativacgdo quimica com HsPO4 em atmosfera inerte pode entéo alterar o processo
de pirdlise do material precursor, que reage, a principio, com a hemicelulose e a lignina
e leva a perda de agua e volateis leves (CO, COg2, alguns hidrocarbonetos, etc.). Em
seguida, o acido fosforico forma um composto de fosfato entre a hemicelulose e a celulose

e ocorre perda de agua, proveniente da condensacao do acido, e de volateis de baixo ponto
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de ebulicdo. Com o aumento da temperatura, as moléculas de &cido fosforico se
condensam com diferentes polimeros, havendo a formacdo de acido pirofosférico,
trifosforico e polifosférico, que ao final do processo de carbonizagdo tendem a ser

eliminadas até ser atingida 0 maximo de perda de massa (BRITO et al., 2017).

Figura 7. Curvas de TG e DTA do material precursor.
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5.2 Rendimento do processo de sintese e caracterizagdes dos carvdes ativados
(CASM e CASMF)

O rendimento do processo de sintese do carvdo ativado a partir do residuo de
sabugo de milho (CASM) foi de 43,2%, sendo esse parametro um indicativo da eficiéncia
do processo e influenciado pelas condicBes de sintese, como taxa de aquecimento,
temperatura final de carbonizacdo, agente ativante, o fluxo de gas de arraste, natureza e
caracteristicas da matéria-prima (SAMANTRAY e MISHRA, 2020).

Isto é confirmado por outros autores que também utilizaram &cido fosférico como
agente ativante para diferentes materiais precursores, provenientes de residuos
agroindustriais com alto teor de celulose em sua composicao, semelhante ao sabugo de
milho utilizado no trabalho, e encontraram bons rendimentos: 37,2% para casca de
amendoim (GARG et al., 2019); 34,9 e 36,12% para casca de maracuja (MONTALVO
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ANDIA et al., 2020) e 45-55% para a torta obtida ap0s processamento do 0leo de palma
(LIM et al., 2015).

O teor de cinzas para 0 CASM correspondeu a 7,13%. Segundo Maulina e
Iriansyah (2018), carvdes ativados devem apresentar no maximo 10% de cinzas em sua
composicao, visto que 0 excesso pode causar entupimento dos poros e consequentemente
reducdo da area superficial do carvdo. Além disso, a presenca da matéria mineral em
maiores proporgdes prejudica o processo de adsorgéo, pois o carvéo ativado torna-se mais
hidrofilico (MAHAMAD et al., 2015).

5.2.1 Espectrofotometria de absorc¢éo no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR foi empregada com o objetivo de obter informacdes sobre a
estrutura quimica e grupos funcionais presentes no material precursor (RSM) e dos

carvdes CASM e CASMF. Os espectros sdo mostrados na Figura 8.

Figura 8. Espectros obtidos por FTIR para 0 RSM, CASM e CASMF.
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Para a amostra do precursor de carbono (RSM) a banda larga em 3350 cm™
corresponde ao alongamento dos grupos —OH atribuidos as ligacGes de hidrogénio

presentes, a banda em 2920 cm™ e 2857 cm representa o alongamento do grupo —CHz e
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0s picos em 1740 cm™ e 1638 cm™ podem ser atribuidos aos grupos C=0 e C=C,
respectivamente. O alongamento do grupo —OH da estrutura dos grupos carboxilicos
aparece em 1450 cm™ e o do éster aromatico (O—C—C) aparece em 1018 cm™ (MISHRA
et al., 2019). Esses grupos representam, sobretudo, a composicao lignoceluldsica do
sabugo de milho, que ao sofrer o0 aumento da temperatura de pirélise, tem seus picos de
absorcdo reduzidos na superficie do CASM e CASMF. Contudo, nos suportes podem ser
observados picos em 1800 cm™ e 1558 cm?, referentes ao alongamento dos grupos C=0
e C=C, caracteristicos de materiais carbonaceos, e em de 1070 cm™, que pode ser
atribuido ao estiramento dos grupos fosfatos, provenientes da ativagdo quimica com acido
fosférico (SANTOS et al., 2019; RAMAMOORTHY et al., 2020). Conforme Wang et al.
(2015), na superficie do suporte magnetizado (CASMF) ndo ha muitos grupos ativos,
exceto uma pequena quantidade de grupos hidroxila na superficie das particulas do Fe3Oa,
0s quais estdo representados na faixa de 4000-3500 cm™. Porém n&o foi possivel observar

0s mesmos no espectro de FTIR na amostra CASMF.

5.2.2 Difratogramas de raios-X (DRX)

Os padrbes de DRX dos carvdes ativados CASM e CASMF podem ser observados

na Figura 9.
Figura 9. Padres de DRX das amostras CASM e CASMF.
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Para 0 CASM picos largos (halos amorfos) em 25° (168) e 35° (104) podem ser
observados, mostrando que o material se aproxima de uma estrutura amorfa. Para o
CASMF os halos se tornam mais bem definidos, como pode ser observado para picos
proximos a 25° (553) e 35° (455), que podem ser relacionados a estrutura cristalina
encontradas em Fe3O4, que também promove a grafitizagdo do carbono amorfo (JUANG
et al., 2018; ASTUTI et al., 2019, XIE et al., 2019; LIU et al. 2021). Um halo amorfo
pode ser observado para angulos superiores a 40° (308).

5.2.3 Ponto de carga zero dos carvdes ativados (CASM e CASMF)

Visando avaliar a carga superficial dos carvdes ativados foi determinado o pH do
ponto de carga zero (pHecz), uma das propriedades que devem ser avaliadas em
adsorventes, por estar relacionado com propriedades intrinsecas do suporte, cargas
quimicas presentes e tratamentos dados ao material. O pHpcz corresponde ao pH em que
a superficie do carvéo ativado possui carga neutra (MA et al., 2017), ou seja, quando o
pH da solugdo € menor que o pHpcz do material s6lido a superficie deste ficara carregada
positivamente, favorecendo a adsorc¢do de anions, enquanto que se o pH da solucéo for
maior do que o pHpcz do material sélido a superficie deste ficard carregada
negativamente e a adsorcao de cations é preferida (JAWAD et al., 2018).

Para 0 CASM e 0 CASMF o pHpcz equivaleu a 4,5 e 7,4, respectivamente. O
carater &cido do CASM ocorre por causa da presenca de grupos acidos formados na
superficie do suporte pelo agente ativante HsPO4 (BRITO et al., 2017). Ja 0 aumento do
pHpcz do CASMEF é justificado pelo processo empregado na incorporacdo das particulas
de ferro, onde inicialmente o carvéo ativado entra em contato com a solucédo cida de sais
de ferro bivalente e trivalente seguido pela adig¢do da solugcdo de NaOH, que eleva o pH
e favorece a neutralizacdo dos grupos funcionais presentes na superficie do CASMF,
sendo ao final realizada a lavagem para eliminar o excesso de sais, acido e base que ndo
reagiram (DELGADILLO-VELASCO et al., 2020).

5.2.4 Medida de porosidade e area superficial especifica

As isotermas de adsor¢ao-dessorgédo de N2 a 77 K do CASM e do CASMF séo
apresentadas na Figura 10a e 10c. De acordo com a classificacdo da IUPAC (1982),

ambas as isotermas possuem um formato misto (tipo I-1V), visto que em sua parte inicial,
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0 nitrogénio comeca a ser adsorvido em baixas pressoes relativas (p/po), tipico de sélidos
microporosos e caracteristico de isotermas tipo I. Para pressdes relativas intermediarias e
altas (p/po>0,5), ocorre a formacéo de histerese (diferentes caminhos entre 0s processos
de adsorcao e dessorcao), devido ao fenémeno de condensacgéo capilar do nitrogénio no
2014;

interior dos poros, indicando a presenca de mesoporos (LU et al.,

GEBREEGZIABHER et al., 2019).

Figura 10. Isotermas de adsorgéo/dessorcao de nitrogénio (N2) e distribui¢do de tamanho
de poros obtida para 0 CASM (a e b) e para 0 CASMF (c e d).
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Isto pode ser confirmado ao avaliar a distribuicdo do tamanho dos poros (Figura

10b e 10d) e as propriedades texturais dos suportes (Tabela 2). Os carvées CASM e

CASMF apresentam didmetro médio de poros situado na faixa de 4 nm, sendo

classificado como mesoporoso e apresenta uma tendéncia de distribuicdo de poros
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inferiores a 3 nm. Além disso possuem um volume total de poros de 0,701 cm®/g e 0,462
cm?®g, respectivamente, localizados, principalmente, na faixa de mesoporos. A érea
superficial BET do CASM apresentou valor dentro da faixa encontrada para carvoes
ativados obtidos ao empregar a ativacdo quimica com &cido fosforico. Essas
caracteristicas sao proprias de carvdes sintetizados a partir de materiais precursores com
altos teores de celulose em sua composicédo, isso porque, a celulose ndo apresenta alta
resisténcia térmica durante a pir6lise, aumentado assim o didmetro dos poros
(DUJEARIC-STEPHANE et al., 2020; GHOLAMIYAN et al., 2020). A reducdo da area
de superficie BET e do volume de micro e mesoporos para 0 CASMF acontece devido a
insercédo das particulas metalicas na superficie do CASM, obstruindo os poros do material
(LIU et al., 2021).

Tabela 2. Propriedades texturais do CASM e CASMF.

V Meso V Micro Viotal
2/y)a b
Amostra Sg(m?4/g)®2  Dp(nm) (cmPlg)° (cm¥g)? (cm3/g)e
CASM 1135 4,35 0,586 0,115 0,701
CASMF 760 4,46 0,376 0,086 0,462

2 Area Superficial especifica. ® Didmetro médio de poros. ¢ Volume de mesoporos. ¢ Volume de
microporos. ¢ Volume total de poros.

5.2.5 MEV e EDS dos carvdoes CASM e CASMF

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para avaliar a estrutura das
amostras CASM e CASMF (Figura 11). Ambos os carvdes apresentam superficie porosa,
onde é possivel visualizar poros de diferentes tamanhos, como confirmado pelos
resultados da distribuicdo de tamanho de poros dos suportes (Figura 10b e 10d). Tais
estruturas fornecem a caracteristica desejavel para que os suportes sejam empregados no
processo de imobilizacdo de enzimas. Além disso, 0 CASM e o CASMF apresentam
estrutura porosa adequada para imobilizar a lipase, cujas dimensdes séo em torno de 4 nm
(SERRA et al., 2010), bem como a difusdo do substrato até o seu sitio catalitico e dos
produtos do processo de esterificacdo (BRITO et al., 2020).

Ainda na Figura 11 sdo apresentados os dados obtidos a partir da analise EDS para
o0s pontos identificados em vermelho na imagem MEV. Sendo possivel detectar por meio

dos espectros do CASM a presenca de carbono, oxigénio, magnésio e célcio, que sdo
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elementos quimicos associados a estrutura do carvdo ativado e também a composi¢édo do
residuo de sabugo de milho utilizado como precursor. Na superficie do CASMF foi
possivel observar além dos elementos ja citados, diferentes picos que indicam a presenca
do ferro, complementando-se a analise de FTIR do suporte metalizado (Figura 8) cujo
pico que indicaria as particulas de ferro ndo foi observado, bem como do sodio,

provenientes do tratamento para insercao das particulas metélicas.

Figura 11. Microscopia Eletrénica de Varredura e espectros EDS dos suportes CASM
(A) e CASMF (B).
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5.3 Imobilizagéo de lipase e Atividade hidrolitica da enzima

5.3.1 Influéncia do pH inicial da solugdo no processo de imobilizagdo

Visando determinar as melhores condi¢Ges do processo de imobilizagdo, foi
realizado um estudo do efeito do pH, visto que esse parametro permite definir a carga
liquida da proteina e determinar a contribuicdo das interacOes eletrostaticas entre a enzima
e 0 suporte. Na Figura 12 estdo apresentados os resultados da capacidade adsortiva dos
carvdes CASM e CASMF em funcéo das variacdes de pH. E possivel observar que para
ambos 0s suportes as maiores capacidades adsortivas ocorreram nos valores de pH 3,0 e
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4,0. Dessa forma, o valor de pH 4,0 foi escolhido, para ambos os suportes, por
proporcionar um meio menos &cido, o que, para o caso do CASMF, pode reduzir as perdas
por lixiviacdo das particulas metélicas. Ainda na Figura 12, verifica-se que no valor de
pH 4,0 escolhido houve diferenca significativa para capacidade de lipase adsorvida dos
carvoes CASM e CASMF.

Figura 12. Avaliacdo do efeito do pH na capacidade adsortiva da lipase nos carvoes
ativados e comparacdo entre os suportes CASM e CASMF. Médias seguidas pela mesma
letra mostra que os suportes ndo diferem significativamente entre si, para cada pH
estudado a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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O ponto isoelétrico (pl) da lipase &cida esta entre pH 4,0 e 5,0 e isso significa que
acima desses valores de pH a enzima apresentara cargas negativas e abaixo desses valores
carga positiva. Ao analisar o pHrcz dos carvdes e o pl da enzima nota-se que em pH 4,0,
tanto o CASM quanto o CASMF possuem cargas superficiais positivas e a lipase
apresenta carga neutra. Logo, a maior capacidade adsortiva do CASM e CASMF se deu
préximo ao pl da enzima (pH 4,0) onde houve pouca contribuicdo de interaces
eletrostaticas e maior contribuicdo de interacGes hidrofébicas. De acordo com
Binhayeeding et al. (2020) proximo ao seu pl a enzima tende a formar, de forma
espontanea, agregados menos ativos e valores de pH mais extremos pode acarretar uma
desnaturacdo irreversivel, o que explica a redugédo da capacidade adsortiva & medida que
se aumentou o pH da solucéo de imobilizag&o.
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5.3.1.1 Espectrofotometria de absorcéo no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) dos derivados

Comparando os espectros obtidos por FTIR dos suportes CASM e CASMF com
0s seus respectivos derivados (CASM-LPP e CASMF-LPP) (Figura 13), é possivel
observar um aumento da intensidade dos picos relacionado com as interacGes que
ocorrem entre a enzima e os suportes, principalmente em 1630 cm™ e 1550 cm™, que séo
associados aos grupos amida I e Il e em 1040 cm™ relacionado a presenca da a-hélice,
caracteristicos da lipase (JOSHI, SHARMA e KUILA, 2019).

Figura 13. Espectros obtidos por FTIR para os derivados CASM-LPP e CASMF-LPP.
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5.3.1.2 Caracterizacdo dos derivados por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e por EDS

Para caracterizar a morfologia dos derivados a técnica de MEV e o espectro EDS
foram novamente empregados. A Figura 14 mostra que a estrutura porosa do carvéo foi
mantida, porém a superficie dos carvdes torna-se menos rugosa devido a presenca da
lipase imobilizada, a qual se difunde preferencialmente no interior dos poros e apés
ocupa-los, espalham-se para a superficie externa, deixando apenas tracos da enzima na
superficie (ALMEIDA et al. 2017; BRITO et al., 2020). Isso é confirmado através dos
espectros de EDS do derivado CASM-LPP, com a presenca de picos associados a
presenca do carbono e do oxigénio na sua superficie, sugerindo que a adsor¢édo da lipase
ocorreu no interior dos poros. Diferente do espectro para 0 CASMF-LPP, onde foi
possivel identificar a presenca do nitrogénio e 0 aumento da intensidade do pico associado

ao oxigénio, indicando a presenca da proteina na superficie do carvdo. Esses resultados
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confirmam a presenca da ligacdo entre a enzima e as particulas metalicas incorporadas na
superficie do carvéo, favorecendo a adsorcéo da enzima na superficie do suporte.

Figura 14. MEV e espectros EDS da lipase imobilizada nos suportes CASM-LPP (A) e
CASMF-LPP (B).
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5.3.2 Influéncia do pH e da temperatura do meio reacional na atividade

hidrolitica da lipase livre e dos derivados

Quando a enzima se liga ao suporte, pode ocorrer mudancas nas suas propriedades
e no seu comportamento, isso porque o processo de imobilizacdo altera o ambiente
molecular natural da enzima e com isso os efeitos sobre estabilidade, propriedades
cinéticas e especificidade devem ser considerados. A estrutura conformacional da
molécula pode sofrer alteracOes e acarretar em uma acessibilidade reduzida do substrato
para o sitio ativo ou a enzima pode ser imobilizada numa posi¢do na qual esse sitio fique
inacessivel; pode haver efeitos decorrentes do processo de transferéncia de massa
(resisténcia na difusdo de substrato até o centro catalitico) e efeitos no microambiente
onde ocorre 0 processo, que também afeta na atividade catalitica (SECUNDO, 2013).

O pH é um destes parametros, que influencia fortemente 0 ambiente i6nico de uma
enzima e afeta as suas interagdes com o substrato. Dessa forma, foi também investigado

o efeito do pH sobre a atividade da lipase livre e imobilizada (Figura 15). E possivel
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observar que a atividade da lipase livre aumenta com o aumento do pH do meio, tendo
em pH 8,0 a sua maior atividade. Segundo Mendes, Castro e Oliveira (2012), a lipase
pancreatica suina exibe a maior atividade em meio alcalino dentro do intervalo de 7,3-
9,0, conforme observado. Isso pode ser explicado pela melhor adaptacéo da enzima ao
meio de reacdo alcalino, que possibilita maior acesso ao substrato e consequentemente
um aumento da taxa de hidrolise. Para os derivados, tanto no CASM-LPP quanto no
CASMF-LPP, também ¢é possivel observar um aumento da atividade até pH 7,0,
ocorrendo a reducdo da mesma em pH 8,0, mostrando que o comportamento da lipase
imobilizada muda, em relacéo a livre, sendo suscetivel, nesse caso, a variagdes no pH do
meio, o0 qual altera a estrutura conformacional da enzima. Esse tipo de alteragcdo entre o
comportamento da lipase livre e imobilizada, em funcdo das variagfes do microambiente
reacional, também foi observada por Spinelli et al. (2014), Dikshit e Kim (2020),
Mosayebi et al. (2020) e Brito et al. (2020).

O processo de transferéncia de massa que rege a imobilizacdo de enzimas inicia-
se com o0 substrato migrando da solucéo por conveccdo e/ou difusdo até chegar ao sitio
catalitico e no caso de suportes porosos, o substrato deve se difundir no interior dos poros
até atingir o sitio ativo da enzima (SOUZA JUNIOR. et al., 2020). Ao comparar a enzima
livre com a enzima imobilizada observa-se que ha um aumento da atividade da lipase
quando suportada nos carvoes sintetizados, sendo superior para 0 CASMF em relagéo ao
CASM. Ainda na Figura 15 é possivel comparar o efeito dos suportes em relacdo a
atividade hidrolitica da lipase e também da enzima livre. Verifica-se que na faixa de pH
5,0-8,0 ocorre uma diferenca significativa da atividade da lipase imobilizada,
demonstrando que os carvdes atuam de forma diferente na imobilizagdo da enzima,
fazendo com que haja uma melhoria da sua atividade. A principal vantagem da presenca
dos ions metalicos € que eles ajudam na conformacéo favoravel do sitio ativo das enzimas,
regulando a orientacdo ideal que a enzima deve ter com o0 suporte e também
desempenham um papel na sua estabilidade, possibilitando o aumento da atividade
enzimatica (VAGHARI et al., 2016; ALTINKAYNAK et al., 2020). Esses resultados
demonstram a eficdcia da combinacédo das particulas metalicas com o carvéo ativado.

O pH 7,0 foi o escolhido como o pH do meio de reagéo, pois foi onde se alcangou
maior atividade dos derivados estudados: (71,9 + 1,1) U parao CASM-LPP e (79,8 + 1,7)
U para o CASMF-LPP. Na sequéncia foi analisada a influéncia da temperatura da

atividade hidrolitica da lipase livre e imobilizada nos carvées (Figura 16).
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Figura 15. Avaliacdo do efeito do pH na determinacdo da atividade hidrolitica da lipase
livre e dos derivados CASM-LPP e CASMF-LPP e comparacdo entre a enzima livre e 0
efeito dos suportes. Médias seguidas pela mesma letra para cada valor de pH ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 16. Avaliacdo do efeito da temperatura na determinagéo da atividade hidrolitica
da lipase livre e imobilizada em CASM-LPP e CASMF-LPP e comparacao entre a enzima
livre e o efeito dos suportes. Médias seguidas pela mesma letra para cada valor de pH nao

diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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A lipase pancredtica suina € uma enzima mesofila (MENDES, OLIVEIRA e
CASTRO, 2012) e através da Figura 16 vé-se que tanto a enzima livre, quanto a
imobilizada apresentam o mesmo comportamento diante do aumento da temperatura,
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tendo a lipase imobilizada maior atividade a 30 °C: (72,3 £ 1,7) U para 0 CASM-LPP e
(84,0 £ 2,1) U para 0 CASMF-LPP. Também pode ser observado que a atividade
especifica da lipase imobilizada em ambos os suportes € superior a da enzima livre. Ao
se considerar o efeito da metalizacdo observa-se que a modificacéo levou ao aumento da
atividade da enzima imobilizada para temperaturas inferiores a 50 °C, porém para a
temperatura mais extrema (50°C) ndo houve diferenca significativa entre os suportes. O
aumento da atividade da enzima imobilizada sugere que a imobilizac&o hidrofébica ajuda
a proteger a estrutura da enzima de mudancas conformacionais induzidas pela
temperatura, além de limitar também o movimento que ocorre devido a agitacdo das
moléculas, quando ocorre a adi¢do de energia no sistema. Assim ao fixar a enzima no
suporte se reduz a susceptibilidade a desnaturacdo pelo calor, a qual acaba reduzindo a
atividade enzimatica e permite promover maior estabilidade e maiores rendimentos de
reagdo (MARKOGLOU e WAINER, 2003; BINHAYEEDING et al., 2020).

5.4 Sintese do acetato de isoamila catalisada pelos biocatalisadores derivados

A eficiéncia da imobilizacdo enzimatica se da, segundo Basso e Serban (2019),
quando o transportador selecionado consegue maximizar a estabilidade fisica e
enzimatica do biocatalisador e através disso aumentar a concentracao de produtos. Como
confirmado, ao utilizar os suportes CASM e CASMF para imobilizar a lipase, obteve-se
uma maior tolerancia as variacbes no microambiente reacional, quando comparado a
enzima na sua forma livre. O principal objetivo da imobilizacdo de enzimas é aumentar a
economia dos processos biocataliticos, visto que suas propriedades cataliticas melhoram,
torna-se possivel reutilizar o catalisador e eles tornam-se mais estaveis (AGGARWAL et
al., 2021). Assim a utilizag&o de lipases imobilizadas mostra-se vantajosa, principalmente
no setor de producdo de aromas, pois permite a comercializacdo do produto final como
natural. O acetato de isoamila é um exemplo de éster de cadeia curta, que pode ser obtido
através da reacdo catalisada por essa enzima e é amplamente utilizado como aromatizante
na industria de alimentos pela sua fragrancia frutada de banana (ZARE et al., 2019).

Diante do exposto, o potencial de aplicacdo da lipase imobilizada nos carvoes
ativados CASM e CASMF, na sintese do éster acetato de isoamila foi investigado e os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3. Uma conversdo do éster superior a
90% foi obtida para ambos os derivados, em um tempo de reacdo de 240 min a 40 °C.

Entre os suportes, a maior conversdo do aroma foi alcangada ao usar a enzima suportada
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no CASMF, o que esta relacionado com a maior atividade da lipase imobilizada nesse

suporte, quando comparado com 0 CASM.

Tabela 3. Conversdo do &cido acético em acetato de isoamila (Y%) catalisada pelos
derivados (CASM-LPP e CASMF-LPP).

Parametro Amostra

CASM-LPP CASMF-LPP

Y (%) 93,23 + 0,12 96,62 + 0,85

Visto que a imobilizacdo possibilita a reutilizacdo da enzima, mantendo sua
atividade ao longo de varios ciclos de reagdo, a estabilidade operacional do derivado foi
avaliada repetidamente por 5 ciclos na sintese do acetato de isoamila (Figura 17). E
possivel visualizar, a principio, que a lipase imobilizada em ambos 0s suportes apresentou
boa estabilidade durante as reutilizacbes, alcancando no dltimo ciclo de estudo uma
conversao de (84,84 £ 0,11) % para 0 CASM-LPP e de (81,35 + 0,23) % para 0 CASMF-
LPP, o que representa aproximadamente 9,0% e 19,0%, de redugédo de converséo, em
relacdo ao primeiro ciclo, para 0 CASM-LPP e CASMF-LPP, respectivamente. A partir
disso, é observado que o CASMF-LPP tem sua eficiéncia reduzida ao longo dos ciclos,
diferente do CASM-LPP que se mantém praticamente estavel durante os 3 ciclos iniciais
e a partir do terceiro apresenta maior taxa de conversdo do éster comparado ao CASMF-
LPP. Essa reducdo estd associada com a lixiviagdo dos ions metalicos para o0 meio de
reacao, que reduz consequentemente a concentracao de lipase fixada no suporte (WANG
et al.,, 2015; LONG et al.,, 2021). Esse inconveniente poderia ser solucionado,
provavelmente, pela incorporacao de ligantes especiais (agentes quelantes) junto com as

particulas metalicas, que evitaria a ocorréncia da lixiviacio (CARRENO et al., 2002).

Figura 17. Ciclo de reutilizagdo da lipase imobilizada em carvdo ativado (CASM e
CASMF) na reacdo de esterificacdo do acetato de isoamila. Médias seguidas pela mesma
letra, em cada ciclo estudado, mostra que as médias ndo diferem significativamente entre

si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Os rendimentos encontrados estdo condizentes com os reportados na literatura
para a sintese do aroma de banana empregando lipase como biocatalisador. Sarno et al
(2017) utilizaram a enzima imobilizada em nanoparticulas de Fe3O4 para sintese do éster,
onde foi obtida uma converséo de 61%. Brito et al. (2020) utilizaram carvéo ativado e
funcionalizado com glutaraldeido para imobilizac&do da lipase e conseguiu manter durante
5 ciclos uma conversdao de 93% e 91% de aroma de banana, respectivamente. Ja

Taghizadeh et al. (2021) obtiveram 78% de conversao em éster utilizando uma membrana
zeolitica para imobilizar lipase.

55



6. CONCLUSAO

O sabugo de milho apresentou caracteristicas promissoras para ser utilizado como
material precursor de carbono na producdo de carvdo ativado obtido pelo método da
ativacdo quimica, visto que foi originado uma estrutura de carvao mesoporosa, com valor
de area superficial BET e volume de poros adequados para ser empregado em processos
de adsorc¢do. Atraves da insercao de particulas metélicas foi possivel modificar a estrutura
amorfa do carvao ativado sintetizado.

No estudo da influéncia do pH da solucdo enzimatica de imobilizacéo da lipase, o
pH 4,0 foi escolhido para ambos os suportes, que mostraram atuar de forma diferente em
relacdo a quantidade de lipase imobilizada, sendo o CASMF responséavel pela maior
capacidade adsortiva.

No estudo da influéncia do pH do meio para determinacéo da atividade hidrolitica
da lipase, os derivados apresentaram comportamento diferente em relacdo a enzima livre
diante das variacdes no meio de reacdo, confirmando que quando a enzima € imobilizada
ocorrem mudancgas conformacionais na sua estrutura, pois 0 seu ambiente natural é
alterado. O pH 7,0 foi o responsavel pela maior atividade enzimatica em ambos 0s
suportes. Ja o estudo da influéncia da temperatura do meio para determinacédo da atividade
hidrolitica da lipase mostrou 0 mesmo comportamento para a enzima livre e imobilizada
conforme a temperatura do meio aumentava, entretanto, a lipase imobilizada mostrou um
aumento significativo da sua atividade.

Os derivados foram utilizados na sintese do éster acetato de isoamila (aroma de
banana), onde foi verificado, em ambos, um rendimento de esterificacdo superior a 90%,
além de ter apresentado estabilidade ao longo de 5 ciclos de reutilizacdo sendo o CASMF-
LPP menos estavel, pois ocorre a lixiviacdo das particulas metalicas para o meio de
reacao, que reduz consequentemente a concentracdo de lipase fixada no suporte.

A incorporacdo das particulas de ferro no carvdo ativado gerou um suporte
promissor para a imobilizagdo de lipase, visto que houve um aumento da sua atividade
enzimatica e dessa forma apresenta potencial para ser utilizado na sintese de aromas,
entretanto deve ser avaliado uma forma de reduzir a lixiviagdo das particulas metalicas,

para que haja maior possibilidade de reutilizacdo do biocatalisador.
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