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RESUMO

BORGES, J. F. Imobilizacédo de lacase em carvéao ativado obtido a partir de residuo
de sabugo de milho submetido ao tratamento hidrotérmico. Itapetinga — BA: UESB,
2022. p. 90 (Dissertacdo em Engenharia e Ciéncia de Alimentos).

A imobiliza¢do € um dos métodos mais utilizados para melhorar a estabilizacdo das enzimas.
Entre varios adsorventes, o carvao ativado (CA) tem sido amplamente utilizado como um
suporte eficiente, ecoldgico e econdmico, devido suas caracteristicas essenciais para
imobilizacéo, podendo ser sintetizado a partir de residuos agroindustriais, sendo uma alternativa
interessante e de baixo custo para producdo desses. Uma técnica promissora empregada para
modificar as propriedades do material precursor (residuo agroindustrial) e melhorar as
propriedades finais do carvéo ativado, como a maior presenca de grupos funcionais oxigenados,
é a carbonizacdo hidrotérmica. Diante disso, 0 objetivo principal deste trabalho foi sintetizar
carvéo ativado a partir do sabugo de milho, oriundos da colheita para producao gréos, avaliando
o efeito da carbonizacdo hidrotérmica na eficiéncia do carvao para imobilizacdo da enzima
lacase. O material precursor foi caracterizado em relagdo a composicdo quimica, apresentando
baixo teor de cinzas (2,44+0,04 % m/m) e de grupos funcionais oxigenados (GFO) (0,31+0,02
mEq.g™). A produgdo do hydrochar foi otimizada através da utilizagdo de um delineamento
composto central rotacional (DCCR), tendo como variavel resposta o teor de GFO. Foi possivel
obter o ponto 6timo de producdo do hydrochar para as varidveis tempo e temperatura de
carbonizacdo, sendo de 8,2 h e 232,7°C, respectivamente, as condi¢es que proporcionaram um
aumento de 100% nos grupos funcionais oxigenados em relacdo ao material precursor. Na
segunda etapa do trabalho foi realizada a escolha das condicdes de sintese do carvao ativado,
utilizando o hydrochar obtido na melhor condicdo de sintese, para obtencdo de um suporte que
proporcionasse 0 melhor desempenho da enzima imobilizada. Através da analise estatistica
multivariada de componentes principais (ACP) dos carvdes sintetizados, foi possivel observar
uma relacdo positiva entre o teor de grupos lacténicos dos carvdes com a atividade da enzima
imobilizada. A atividade do derivado produzido foi determinada em diferentes condic¢des de pH
e temperatura na oxidacdo do substrato 2,2’-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico
(ABTS). Avaliou-se também os ciclos de reuso do derivado e estabilidade ao tempo de
armazenamento. A condicdo que proporcionou a melhor atividade enzimética para o derivado
(21,01+0,61 U.mg™) foi encontrada em pH 4,0 e temperatura de 25°C. A enzima imobilizada
nas condicdes Otimas apresentou 50% de sua atividade inicial apds 5 ciclos consecutivos de
utilizacdo. No estudo de estabilidade ao tempo de armazenamento apds 30 dias de estudos a
enzima imobilizada ainda apresentou 50% da sua atividade, enquanto a enzima livre perdeu sua
atividade completamente no vigésimo primeiro dia de estudo. Os resultados evidenciaram o
potencial do tratamento hidrotérmico do residuo para sintese do carvdo ativado e sua aplicacéo
na imobilizacao de lacase.

Palavras chave: Hydrochar, residuo agroindustrial, ACP, atividade enzimatica.



ABSTRACT

BORGES, J. F. Immobilization of laccase in activated carbon obtained from corn cob residue
subjected to hydrothermal treatment. Itapetinga - BA: UESB, 2022. p. 87 (Dissertation in
Engineering and Food Science).

Immobilization is one of the most commonly used methods to improve enzyme stabilization.
Among several adsorbents, activated carbon (AC) has been widely used as an efficient,
ecological and economical support, due to its essential characteristics for immobilization, being
able to be synthesized from agroindustrial residues, being an interesting and low cost alternative
for production of these. A promising technique employed to modify the properties of the
precursor material (agroindustrial residue) to improve the final properties of activated carbon,
such as the greater presence of oxygenated functional groups, is hydrothermal carbonization.
Therefore, the main objective of this work was to synthesize activated carbon from corn cobs,
from harvesting for grain production, evaluating the effect of hydrothermal carbonization on
the efficiency of carbon to immobilize the enzyme laccase. The precursor material was
characterized in relation to the chemical composition, with low ash content (2,44 £0,04 % m/m)
and oxygenated functional groups (OFG) (0,31+0,02 meg.g-1). Hydrochar production was
optimized through the use of a rotational central composite design (RCCD), with the OFG
content as the response variable. It was possible to obtain the optimal point of production of
hydrochar for the variables carbonization time and temperature, being 8.2 h and 232.7°C,
respectively, the conditions that provided an increase of 100% in the oxygenated functional
groups in relation to the precursor material. In the second stage of the study, the selection of
conditions for the synthesis of activated carbon was made, using the hydrochar obtained in the
best synthesis condition, to obtain a support that would provide the best performance of the
immobilized enzyme. Through the multivariate statistical analysis of principal components
(PCA) of the synthesized carbons, it was possible to observe a positive relationship between
the lactonic group content of the carbons and the activity of the immobilized enzyme. The
activity of the derivative produced was determined under different pH and temperature
conditions in the oxidation of the substrate 2,2 -Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid (ABTS). It was also evaluated the cycles of reuse of the derivative and stability to the
storage time. The condition that provided the best enzymatic activity for the derivative (21.01+
0.61 U.mg-1) was found in pH 4.0 and temperature of 25°C. The enzyme immobilized in
optimal conditions presented 50% of its initial activity after 5 consecutive cycles of use. In the
study of storage time stability after 30 days of studies, the immobilized enzyme still showed
50% of its activity, while the free enzyme lost its activity completely on the 21st day of the
study. The results showed the potential of hydrothermal treatment of the residue for synthesis
of activated carbon and its application in laccase immobilization.

Keywords: Hydrochar, agroindustrial waste, PCA, enzymatic activity.
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1. INTRODUCAO

As biomassas lignoceluldsicas sdo substratos biotecnologicamente valiosos devido
aos atributos quimicos dos seus constituintes, sendo os residuos agroindustriais a fonte
mais abundante desse material (SALDARRIAGA-HERNANDES et al., 2020). Dentre 0s
residuos agroindustriais gerados em abundancia no Brasil tem-se o sabugo de milho,
oriundos da colheita para producdo grdos. Estima-se que a cada tonelada de milho
processado resulta em aproximadamente 180 kg de sabugo (TORRE et al., 2008;
SANTOS-ROCHA et al., 2017). Outro montante também € resultado da colheita de
espigas verdes, para consumo imediato, e processamento na industria de conservas
alimenticias (LUZ et al., 2014).

A disposicdo inadequada dos residuos resultantes de atividades agricolas pode
causar efeitos adversos no meio ambiente, pois 0s mesmos sdo considerados
contaminantes no ecossistema, devido sua composi¢do rica em macro e micronutrientes
(ABDEL-RAOUF, AL-HOMAIDAN e IBRAHEEM, 2012; YAASHIKAA et al., 2022).
Visando evitar seu descarte inadequado e como uma forma de valorizacdo de residuos
agroindustrias, vem se explorando a utilizacdo de tecnologias de conversao para
preparacdo de materiais a base de carbono (DE TUESTA et al., 2021).

A carbonizacdo hidrotérmica (CHT) é uma tecnologia (PATEL et al., 2019;
GAETE et al., 2020) proposta atualmente como uma alternativa para agregar valor a estes
residuos, tendo como objetivo a producdo de materiais carbonaceos para uma gama de
aplicacdes (SANTOS-ROCHA et al., 2017; HUANG et al., 2019; DE TUESTA et al.,
2021; MARTINEZ et al., 2021). E uma técnica de conversdo termoquimica onde
matérias-primas de alta umidade sdo convertidas em um produto carbonaceo sélido
denominado hydrochar (MARTINEZ et al., 2021).

Dentre as vantagens de utilizacdo da CHT tem-se a utilizacdo de agua como
solvente, sendo este um reagente de baixo custo, ambientalmente seguro e ndo toxico
(KNEZ et al., 2015; WANG et al., 2018), temperaturas relativamente baixas entre 180-
260 °C e uma recuperacdo de mais de 45-70% de carbono (SHARMA et al.,2020; KHAN
et al., 2021). O hydrochar apresenta grupos funcionais abundantes contendo oxigénio e
elevada reatividade quimica, caracteristicas atrativas para diversos processos como
adsorcéo, imobilizacéo entre outros (LIMA et al., 2019).

A utilizagdo do hydrochar como suporte nos processos de adsorcdo e imobilizacao
é limitada devido sua baixa area superficial e porosidade (FANG et al., 2018). Entretanto,
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a utilizacdo do hydrochar como precursor para producdo de carvao ativado é uma
alternativa para sanar os empecilhos relacionados a sua estrutura fisica. O carvéo ativado
(CA) apresenta elevada area superficial, estrutura porosa interna desenvolvida, bem como
grande namero de grupos funcionais oxigenados, estabilidade quimica, alta resisténcia
mecanica e boa reciclabilidade (GARCIA, 2018; QUESADA et al., 2020; WANG et al.,
2022).

O carvao ativado é amplamente utilizado nas mais diversas vertentes, como no
tratamento de aguas residudrias, processos de purificacdo, clarificacdo, remocdo de
sabores e odores (SUN et al., 2018; AO et al., 2018). Suas propriedades fisico-quimicas
0 torna um suporte catalitico eficiente para ser utilizado processos de imobiliza¢do
enzimatica (PREVOTEAU et al., 2016; STREIT et al., 2018; KAUR et al., 2021).

A imobilizacdo da enzima permite melhorar a estabilidade da enzima em relacéo a
amplas faixas de pH e temperatura, permite seu uso sucessivo, podendo evitar a perda de
atividade e permitindo a recuperacédo do biocatalisador no final da reacdo do meio aquoso
(BILAL et al., 2019; TAHERI-KAFRANI et al., 2020). Além disso, a imobilizacdo
permite que os processos de conversdo ocorram de forma continua, podendo oferecer
possibilidades de aplicacdes em diferentes campos industrias (GIRELLI et al., 2020).

Diversas enzimas foram imobilizadas com éxito pelo método de adsor¢do em
carvéo ativado (BRITO et al.,2017; SANTOS et al., 2019; GONCALVES et al.,2021).
Dentre essas enzimas, vem crescendo o interesse de estudos da imobilizacdo por adsorcao
dalacase (NAHDI etal., 2017; Ll etal., 2018; FERNANDES-SANROMAN et al., 2020).
As lacases catalisam a oxidacdo de um grande nimero de compostos fenélicos, aminas
aromaticas e também compostos ndo fendlicos na presenca de um mediador
(ALVARADO-RAMIREZ et al., 2021).

A habilidade das lacases em catalisar uma ampla gama de compostos aromaticos as
tornam atrativas para aplicacOes industriais, podendo ser um biocatalisador valioso para
substituir catalisadores inorganicos. Sendo utilizada com éxito no tratamento de poluentes
ambientais para descoloracdo (REDA; HASSAN; MOGHZY,2018), fabricacdo de
biossensores para deteccdo de compostos fendlicos (MOHTAR et al., 2019) e em diversos
setores da industria de alimentos (BECKES et al., 2021).

Considerando as diversas aplicacfes promissores da lacase em processos industriais
é de extrema importancia o desenvolvimento de suportes sélidos e a utilizagdo de métodos

adequados para imobilizagdo da mesma, que combinem baixos custos de producdo com
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boa estabilidade e facil reutilizacdo deste biocatalisador. Portanto, este estudo teve como
objetivo a valorizacdo do sabugo de milho através de sua utilizacdo para producdo de
hydrochar usado na sintese de um carvao ativado que proporcionasse bom desempenho

para imobilizacdo da enzima lacase.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomassa lignoceluldsica

A biomassa é uma das fontes de carbono mais amplas e sustentaveis do planeta,
sendo definida como qualquer material organico oriundo de plantas e animais, seus
residuos e residuos derivados, podendo ser classificadas como biomassa lignoceluldsica
e ndo lignocelulosica (WANG et al., 2018; SARAVANAN et al., 2021). As biomassas
ndo-lignoceluldsicas sdo, por exemplo, o lodo de esgoto e esterco animal. Apresentam
em sua composicao acidos graxos, proteinas e uma pequena quantidade de hemicelulose,
celulose e lignina (ACHINAS et al., 2017).

A biomassa lignocelulésica contém predominantemente celulose, hemicelulose e
lignina (Figura 1), aléem de uma pequena quantidade de extrativos e cinzas (ANTERO et
al., 2020; KHAN et al., 2021). Apesar da composicdo da biomassa lignocelulésica variar
de acordo ao tipo de matéria-prima, maturacdo e condi¢bes climaticas, em média ela
consiste de 40-60% de celulose, 15-30% de hemicelulose e 10-25% de lignina (WANG
et al 2017; GULEC et al., 2021).

A celulose é um homopolimero que consiste em unidades de B- d-glucopiranose
ligadas por ligagdes B- (1-4) glicosidicas que formam a estrutura linear e podem ser
descompostas em mondmeros de glicose (ALONSO et al., 2012). O grau de
polimerizacéo da celulose varia de 7.000 a 15.000, suas cadeias sdo ligadas por ligacOes
de hidrogénio intermolecular que se dispde de forma paralela, formado os feixes que séo
conhecidos como microfibrila (SHARMA et al., 2020).

Contrério a celulose, a hemicelulose & amorfa com baixo grau de polimerizacéo e é
um polimero com ramificacbes curtas de cadeias de monossacarideos. A estrutura da
hemicelulose varia dependendo da fonte da biomassa lignoceluldsica e os agucares que

formam suas unidades sdo: xilose, glicose, manose, galactose entre outros (WANG et
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AL., 2017; KHAN et al., 2021). O ultimo componente da biomassa lignoceluldsica, a
lignina, € um polimero fenolico reticulado, que fornece resisténcia mecénica a biomassa,
reforcando as fibras juntas entre a parede celular (ISIKGOR; BECER, 2015).

Figura 1. Estrutura de biomassa lignocelulésica.
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Fonte: Alonso et al. (2012)

As biomassas lignocelul6sicas sdo substratos biotecnologicamente valiosos devido
aos atributos quimicos dos seus constituintes, sendo os residuos agroindustriais a fonte
mais abundante desse material (SALDARRIAGA-HERNANDES et al., 2020). Os
residuos agroindustriais referem-se a materiais obtidos de atividades agricolas e industrias
relacionadas com a agricultura (YAASHIKAA et al., 2022). O setor agricola é um dos
principais geradores de residuos sélidos agroindustriais (DEY et al., 2021). Estdo inclusos
nesta gama de residuos as folhas, caules, cascas, raizes, restos de colheita, farelos, bagaco,
sementes, etc. (SENTHILKUMAR et al., 2020).

Estima-se que a geracdo anual de residuos de biomassa vegetal de origem agricola
e do seu processamento no mundo é de 140 Gt. O Brasil ocupa a terceira posi¢do de maior
produtor agricola do mundo e estima-se que a sua geracao de residuos oriundos deste
setor seja de 451 Mt (TRIPATHI et al., 2019). Quando néo tratado adequadamente sua

disposicdo no meio ambiente gera efeitos adversos ao meio ambiente com deposicao de
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contaminantes no ecossistema (ABDEL-RAOUF, AL-HOMAIDAN e IBRAHEEM,
2012; YAASHIKAA et al., 2022).

Deste modo, 0 processamento destes materiais € uma alternativa benéfica para
agregacdo de valor e minimizacdo de impactos ambientais (MARZO et al., 2019).
Agregar valor a esses residuos gerados em abundancia é objetivo de muitas tecnologias
propostas atualmente (PATEL et al., 2019; GAETE et al., 2020). Dentre os residuos
agroindustriais que vem sendo estudados com aplica¢es promissoras estdo as biomassas
oriundas do processamento de milho, especificamente o sabugo (DUAN et al., 2019;
UNUOFIN et al., 2019; CAMPOS et al., 2020).

2.2 Milho: Producéo e residuos

Acredita-se que o milho surgiu na América Central, sendo 0 México sua regido de
origem (PATERNIANI et al., 2000). Devido a sua grande capacidade de adaptacdo pode
ser cultivado nos hemisférios norte e sul, ao nivel do mar e regiées montanhosas, climas
umidos e regides secas (SANTOS-ROCHA et al., 2017).

O milho esta entre os trés cereais mais cultivados no mundo e existem mais de 150
espécies diferentes. O principal destino para esse produto é a industria de ra¢do animal,
com 53% da demanda total, sendo apenas 2% destinado para o consumo humano (FAO,
2018; ABIMILHO, 2020). O Brasil é o terceiro produtor mundial de milho e exportador
com 102,5 e 34,5 milhdes de toneladas respectivamente, além de possuir autossuficiéncia
para o consumo interno (EMBRAPA, 2015; ABIMILHO, 2020). Segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB) entre 2019/2020 os Estados Unidos, China e Brasil
produziram 64% do total de 1,11 bilhdo de toneladas, com um aumento estimado de 5,3%
para a safra de 2021 (Tabela 1).

O mercado brasileiro de milho estd num momento promissor. Mesmo com um
periodo pandémico as projecGes apontam para um aumento da area de producdo, sendo
esperado que daqui a dez anos a producdo nacional possa chegar a 150,8 milhdes de
tonelada (CONAB, 2020). Na regido nordeste do pais os estados da Bahia, Maranh&o e
Piaui s@o os maiores produtores, e no ranking nacional a regido ocupa a nona posicao
(BRASIL, 2020; CONAB, 2020).

Além da colheita do milho para producéo de grdos o cultivo do milho também é
realizado para colheita de espigas verdes. Estas apresentam uma atividade alternativa para

pequenos e medios produtores, pois apresentam um maior valor de comercializacdo
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quando comparado ao milho para producéo de grédos. Com isso a producao de milho verde
apresentacdo potencial de crescimento significativo devido ao baixo capital de

investimento e retorno rapido, pelo ciclo curto da cultura (LUZ et al., 2014).

Tabela 1. Cenério global de producéo de milho em toneladas

Paises 2017/18 2018/19 2019/20 2020/21
Estados Unidos 371.096 364.262 345.894 378.466
China 259.071 257.330 260.770  260.000
Brasil 82.000 101.000 102.000 110.000
Uni&o Europeia 62.007 64.362 66.665  66.300
Argentina 32.000 51.000 50.000  50.000
Ucrania 24.115 35.805 35.887  38.500
india 28.753 27.715 28.636  28.000
México 27.569 27.600 25.000  28.000
Africa do Sul 13.104 11.854 16.250  14.000
RUssia 13.201 11.415 14.275  15.000
Selecionados 912.916 952.313 945377 988.266
Outros 165.705 171.304 167.460 174.266
Mundo 1.078,62 1.123,92 1.112,84 1.162,38

Fonte: USDA (2020)

As espigas de milho colhidas no estadio verde sdo comercializadas em todo Brasil
para 0 consumo de espigas cozidas, assadas ou para 0 processamento, sendo a industria
de conservas alimenticias a principal destinagdo deste produto (AGRIC, 2020).

O sabugo € um dos subprodutos da industria do milho gerado ap6s o milho ser
debulhado e é caracterizado como a parte mais interna e densa do milho, sendo um residuo
geralmente utilizado para racdo animal. Estima-se que a cada tonelada de milho
processado resulta em aproximadamente 180 kg de sabugo (TORRE et al., 2008;
SANTOS-ROCHA et al., 2017). Mesmo tendo uma grande parte deste subproduto sendo
destinada para ragdo animal, uma grande parte deste é queimada ou disposta de forma
inadequada no ambiente (DUAN et al., 2019; ILHEANACHO et al., 2021). Portanto, é
necessario estudos que visem o melhor aproveitamento deste residuo. A carbonizacao
hidrotérmica é uma alternativa para agregar valor a este residuo, tendo como objetivo a

producdo de materiais carbonaceos para uma gama de aplicacdes (SANTOS-ROCHA et

al., 2017, HUANG et al., 2019; DE TUESTA et al., 2021; MARTINEZ et al., 2021).
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2.3 Carbonizac¢ao hidrotérmica

Estudos recentes vem explorado o uso da carbonizacdo hidrotérmica (CHT) para
conversdo de residuos de biomassa em matérias carbonaceos (HUANG et al., 2019;
SHEN et al., 2021; KHAN et al., 2021), devido a simplicidade da técnica para conversdo
desses materiais e da capacidade de produzir materiais com caracteristicas para diferentes
aplicacdes, que vdo desde o uso desse material de carbono para adsorcéo a produgédo de
bicombustiveis (REN et al., 2017; ZHANG et al., 2021).

A carbonizacdo hidrotérmica é uma técnica de conversao termoquimica que possuli
varias vantagens quando comparada a outras tecnologias de conversdo térmica como
pirdlise, gaseificacdo e incineragdo (KAMBO; DUTTA, 2015). A CHT pode converter
matérias-primas de alta umidade em um produto carbonaceo solido com rendimentos
relativamente altos sem que haja a necessidade de etapas preliminares de desidratacao e
secagem, 0 que representa uma economia durante o processo. Pode ser operada em
temperaturas relativamente baixas, entre 180-260 °C, e ter uma recuperac¢ao de mais de
45-70% do carbono (SHARMA et al., 2020; KHAN et al., 2021) e ainda utilizar a 4gua
como solvente, sendo um meio barato, ambientalmente seguro e ndo toxico (KNEZ et al.,
2015; WANG et al., 2018).

O procedimento tipico de carbonizacdo hidrotérmica utiliza um reator de ago-inox
(autoclave), um tubo de teflon e um forno mufla (VIEIRA, 2016). O material precursor é
disposto na autoclave utilizando a agua como solvente e aquecido até a temperatura
desejada sob pressdo autdgena, ou seja, a pressao gerada pelo préprio reator devido a
evaporacao da agua durante o processo de carbonizacdo (JAIN et al., 2016; SHARMA et
al., 2020).

No processo de CHT, a biomassa sofre uma reorganizacao estrutural, degradando-
se em produtos solidos, liquidos e gasosos (LU; SAVAGE, 2015; FANG et al., 2018). O
solido formado recebe o nome de hydrochar e possui composigéo quimica e aparéncia
fisica diferentes da matéria-prima. Embora outros produtos também sejam possiveis de
produzir neste processo, o hydrochar é o produto final preferido devido a suas aplicacdes
versateis e adaptaveis (KHAN et al., 2021).

A diferenca na composi¢do quimica do produto gerado (hydrochar) ¢ atribuida aos

mecanismos de reacdo que ocorrem durante a carbonizagdo hidrotérmica que incluem
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hidrélise, desidratacdo, descarboxilagdo, aromatizacdo e recondensacdo (FAKKAEW et
al., 2015; GAMGOUM et al., 2016).

2.3.1  Mecanismo de reagédo na producéo de hydrochar

A producdo de hydrochar a partir de biomassa lignocelulésica possui um
mecanismo de formacdo complexo devido a presenca de trés componentes na sua
composicao (celulose, hemicelulose e lignina) ( JAIN et al., 2016; KUMAR et al., 2020).
As reacBes quimicas de hidrdlise, desidratagdo, descarboxilacdo, aromatizacdo e
recondensacdo apesar de geralmente ocorrerem nesta ordem, ndo operam de maneira
sucessiva, podendo apresentar caminhos de reacdes diferentes e/ou paralelos (SHARMA
et al., 2020).

A hidrolise é a reacdo de iniciagcdo, uma vez que necessita de uma menor energia
de ativacdo. Nesta etapa as moléculas de agua quebram a ligacdo éster e éter da complexa
cadeia que constitui a biomassa, gerando polimeros e mondmeros de pequena cadeia
(FAKKAEW et al., 2015). Durante esse processo as moléculas de &gua geram hidroxilas
(OH") e ions hidronios (HsO") que catalisam a reagdo de hidrolise. A celulose e a
hemicelulose se hidrolisam diretamente em mondmeros e oligdbmeros e a lignina
parcialmente em fendlicos (WU et al., 2016; FANG et al., 2018; KUMAR et al., 2020).

As etapas de desidratacdo e descarboxilacdo ocorrem de forma simultaneas e
contribuem para a maior proporcdo de carbono (C) e menor de oxigénio (O) que o
hydrochar apresenta comparado a biomassa lignocelulésica bruta (PETROVIC et al.,
2016; FANG et al., 2018). A desidratacdo proporciona a remoc¢ado da agua da matriz da
biomassa eliminando os grupos hidroxila, enquanto a descarboxilacdo elimina grupos
carboxila do processo na forma de gas carbbnico (CO.) (GAO et al., 2016). Outra
mudanca proporcionada por essas reacdes é a formacao de carbono aromatico que difere
do carbono encontrado na biomassa bruta (HE et al., 2016).

O processo de aromatizagdo ocorre como resultado das reacdes de desidratacdo e
descarboxilacdo. Grupos funcionais de ligagdo dupla como C=0 e C=C substituem o0s
grupos eliminados de hidroxila e carboxila de ligacéo simples da matriz da biomassa (GAI
etal., 2016; KHAN et al., 2021).

Esses processos de conversdo que levam a formagéo do produto final (hydrochar)

dependem principalmente das condi¢des de reacdo como tempo, temperatura, matéria-
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prima e razdo de &gua/sélidos. Sendo a temperatura e o tempo 0s pardmetros mais
importantes que influenciam as caracteristicas do produto final (FUNKE; ZIEGLER,
2010; SHARMA et al., 2020).

2.3.2  Parametros operacionais no processo de CHT

As condicBes de operacdo durante o processo de CHT possuem um papel
fundamental na conversdo da biomassa em hydrochar. Os parametros operacionais como
tempo de residéncia, temperatura e relacdo biomassa e agua influenciam diretamente nas
propriedades fisicas e quimicas do hydrochar formado, como também do seu rendimento
(SHARMA et al., 2020).

A temperatura é um fator critico no processo de carbonizacao hidrotérmica, sendo
um dos principais determinantes das propriedades fisicas da dgua (SAVAGE, 1999). Em
altas temperatura hd um aumento da ionizacdo da agua que possibilita que as reacdes de
hidrélise, clivagem e condensacdo ibnica da biomassa ocorram, reduzindo a energia de
ativacdo e aumentando o processo geral de carbonizacdo (SHARMA et al., 2020).

Um estudo conduzido por Sabio et al. (2016) verificou que as variaveis temperatura
e tempo de residéncia apresentaram maior influéncia no rendimento do hydrochar
produzido a partir da casca de tomate comparado com a relagdo de biomassa/agua, onde
houve reducdo do rendimento do hydrochar com o aumento da temperatura de
carbonizacdo hidrotérmica (FANG et al., 2015; SABIO et al., 2016).

Segundo Liu e Balasubramanian (2014) o aumento da temperatura durante o
processo de CHT exibe uma relagdo linear com o teor de carbono e consequentemente
com uma reducdo do rendimento. Esse fato é atribuido aos constituintes da biomassa
lignocelulésica (lignina, celulose e hemicelulose) que possuem diferente estabilidade
térmica, ocorrendo sua degradacdo em temperaturas e tempos diferentes (SHARMA et
al., 2020). A lignina possui uma estrutura fenolica estavel que a torna mais resistente a
decomposi¢do em liquido e gases, enquanto a celulose e hemicelulose possuem menor
estabilidade térmica, de modo que as biomassas lignocelul6sicas com alto teor de lignina
tendem a apresentar rendimentos mais elevados de hydrochar (KABAKCI; BARAN,
2019).

Outra caracteristica relacionada com a variavel temperatura no processo

hidrotérmico é o contetdo de cinzas do hydrochar, que possui uma relagéo inversa com
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a temperatura do processo devido a desmineralizagéo favorecida de elementos minerais
na &gua sub e supercritica (JIAN et al., 2018).

Minaret e Dutta (2016) relataram que durante a carbonizacao hidrotérmica de casca
de milho o aumento da pressdo levou ao aumento na temperatura, que resultou no
aumento da hidrdlise e decomposi¢do da biomassa lignocelul6sica, proporcionando um
efeito positivo no volume de poros e no contetdo de hidrogénio.

O tempo de residéncia controla o grau de decomposic¢do da matéria-prima a uma
determinada temperatura, que ira refletir na textura do hydrochar apo6s a formacao de
microesferas. Esse parametro governa a agregacdo das microesferas, sua dispersao e
didmetro (WANG et al., 2018).

O tempo de residéncia no processo de CHT tem um efeito semelhante a temperatura
sobre o processo, mas em um nivel menor no quesito de recuperacdo de produtos solidos.
Quanto menor o tempo de residéncia maior o teor de sélidos e consequente maior
rendimento (NOVIANTI et al., 2014; KHAN et al., 2021). Segundo Heidari et al (2019),
um longo tempo de residéncia influencia positivamente a area superficial e a porosidade
do hydrochar produzido devido a extensa polimerizacdo de monémeros dissolvidos que

levam a um aumento do tamanho de microesferas.

2.3.3  Funcionalidades da superficie do hydrochar

As caracteristicas estruturais do hydrochar como é&rea superficial, area de
microporos e volume total de poros podem variar de acordo ao tipo de matéria-prima
utilizada para converséo e das condi¢cdes do processo. Essas diferencas sdo influenciadas
pela concentragéo de diferentes elementos, especialmente das fracées de H/C e O/C (ZHU
et al., 2015; SHEN et al., 2021).

A estrutura do hydrochar geralmente é do tipo nucleo-casca com um diametro de
2-10 pm. O nucleo ¢ hidrofobico, contendo grupos oxigenados estaveis (éter, pirona e
quinona) com um invélucro hidrofilico e um grande nimero de grupos funcionais de
oxigénio na superficie (BACH; SKREIBERG, 2016; KUMAR et al., 2020).

Os principais grupos funcionais oxigenados (GFO) presentes no hydrochar incluem
-OH, CO, C=0 e COO-, que estdo intimamente relacionados com a temperatura de
carbonizagdo e tempo de residéncia do processo (SHEN et al., 2021). Jain et al. (2015)
investigaram o efeito da temperatura de carbonizagéo hidrotérmica (200, 275, 315 e 350

°C) na formagédo de GFO em hydrochar a base de casca de coco. Foi observado que,
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independentemente da temperatura empregada, houve aumento do teor dos grupos
funcionais oxigenados do hydrochar em relagdo ao precursor. O valor méximo para 0s
GFO foi observado na temperatura de 275 °C, seguido de uma queda para as temperaturas
mais elevadas (315°C e 350 °C) (Figura 2). A reducéo dos grupos funcionais oxigenados
foi atribuida a decomposicdo da matéria organica e formacdo de produtos gasosos em

temperaturas mais altas.

Figura 2. Variacdo do teor de GFO com temperatura de tratamento hidrotérmico.
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Fonte: Adaptado de Jain et al. (2016)

As técnicas de espectroscopia de infravermelho com transformado de Fourier
(FTIR), espectroscopia de fotoelétrons de raio-X (XPS) sdo empregadas para analisar 0s
grupos funcionais da superficie do hydrochar e da biomassa bruta (LIU; LIU, 2020; TU
et al., 2021). Os espectros de FTIR fornecem uma investigacdo mecanistica da evolugédo
que o hydrochar sofre nas diferentes condicGes de tratamento hidrotérmico a que pode ser
submetido (WANG et al., 2018).

Sevilla et al. (2011) avaliaram as propriedades quimicas e estruturais da serragem
de eucalipto e palha de cevada submetidos a CHT. Os espectros gerados por FTIR e XPS
demonstraram que o hydrochar é rico em grupos oxigenados em sua superficie. Entretanto
a proporgéo dos grupos oxigenados (hidroxila, carbonila e éster) diferiram com base na

natureza da biomassa lignocelulosica.
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Gao et al. (2016) identificaram por meio de espectro FTIR que residuos de cascas
de eucalipto submetida a CHT diminuem o alongamento de C=0 em grupos cetona,
amida e carboxilicos devido ao aumento das reacOes de descarboxilacdo com o tempo de
residéncia.

Durante a CHT os produtos despolimerizados se depositam na superficie do
hydrochar ao final do processo e bloqueiam os poros (FANG et al., 2018), esse fato
proporciona ao hydrochar uma baixa area superficial e porosidade, o que limita sua
capacidade de utilizacdo como um suporte para adsorcdo, imobilizacdo entre outras
aplicacdes (LIMA et al., 2019). A presenca de grande nudmero de grupos funcionais
contendo oxigénio e sua elevada reatividade quimica fazem do hydrochar um precursor
com alto potencial para producdo de carvéo ativado, sendo esse processo eficiente para

melhorar as propriedades dos materiais carbonaceos sintetizados.

2.4 Carvao ativado

O termo carvdo ativado (CA) é comumente utilizado para descrever materiais a base
de carbono que possuem uma elevada &rea superficial, estrutura porosa interna
desenvolvida, bem como grande nimero de grupos funcionais oxigenados, estabilidade
quimica, alta resisténcia mecanica e boa reciclabilidade (GARCIA, 2018; QUESADA et
al., 2020; WANG et al., 2022). Tais caracteristicas tornam os carvdes ativados materiais
versateis como adsorventes, sendo aplicados na remocao de diversos poluentes de fases
gasosas, liquidas, purificacdo de agua, aplicagdes em processos médicos, industriais e
farmacéuticos (JOSS et al., 2008; AGBOZU; EMORUWA, 2014) e também como
catalisadores e suportes cataliticos (LEWOYEHU, 2021).

As propriedades quimicas do carvéo ativado séo influenciadas principalmente pelos
seus grupos funcionais de superficie e presenca de heterodtomos. Mais especificamente,
0s materiais gerados durante a preparacdo do carvao ativado contém varios grupos de
superficie, como grupos hidroxila, carbonila, carboxila e amino, além de anéis
aromaticos. Devido a esses diferentes grupos funcionais, as caracteristicas quimicas da
superficie dos carvOes podem variar de &cidas a alcalinas, oxidantes, redutoras,
hidrofilicas ou hidrofobicas (BHATNAGAR et al., 2013; PEREIRA et al., 2014; WANG
et al., 2022). Tais caracteristicas influenciam diretamente as propriedades adsortivas e a
reatividade do carvao ativado, que serdo determinadas pelo método de sintese e ativagdo

desse material.
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Os carvdes ativados poder ser sintetizados usando uma variedade de métodos e
técnicas diferentes, sendo o processo de carbonizagdo indispensavel em todas elas. Ja o
processo de ativacdo e o0s agentes utilizados podem variar com base no precursor usado
(ABUELNOOR et al., 2021). Existem basicamente duas etapas para producéo de carvoes
ativados que sdo a carbonizacdo e ativagdo. Estas etapas podem ocorrer de forma
simultanea ou em momentos distintos (LEWOYEHU, 2021).

O processo de ativacao é uma etapa importante na sintese dos carvdes ativados, pois
leva ao aumento da porosidade, através do aumento do volume de poros de diametro
menores e na criacdo de novos poros no material precursor. A ativacdo do material pode
ser realizada por dois métodos: ativacdo quimica e ativacédo fisica (DUAN et al., 2021).
A ativacdo fisica consiste em duas etapas térmicas diferentes, onde o precursor é
submetido a altas temperaturas na faixa de 700-900°C, sob atmosfera inerte para evitar a
combustdo do material carbondceo. Nesta etapa ocorre a remoc¢do de heterodtomos e
volateis, que resulta em carvdes com um alto teor de carbono, mas com baixa porosidade.
A segunda etapa do processo de ativacao fisica consiste na remocéo seletiva dos atomos
de carbono mais reativos por meio de reagdes de gaseificacdo controladas que irdo gerar
a porosidade caracteristicas dos carvfes ativados. Os gases mais comumente utilizados
sdo 0 vapor de &gua e gas carbonico (ABUELNOOR et al., 2021; DUAN et al., 2021;
LEWOYEHU, 2021).

A ativacdo quimica mesmo tendo apenas uma etapa térmica, apresenta trés
diferentes estagios de sintese. O primeiro estagio consiste na impregnacao do precursor
com o agente ativador. Os agentes de ativacdo mais comuns sdo: acido fosforico (HsPOa),
cloreto de zinco (ZnCl), hidroxido de potéassio (KOH) e hidréxido de s6dio (NaOH)
(SPAHIS et al., 2008; REFFAS et al., 2010). Apos a impregnacdo, ocorre o0 tratamento
térmico em atmosfera inerte em diferentes temperaturas, dependendo do agente ativador
escolhido. Nesta etapa ocorrem reacdes de despolimerizacdo, desidratacdo
e condensacdo, resultando em maiores rendimentos de carbono do que na ativacao fisica
devido a restricdo na formagdo de alcatrGes e volateis. Finalmente, o Ultimo estdgio
envolve a lavagem para remover 0s agentes ativadores remanescentes e 0s subprodutos
dareacdo, que obstruem a porosidade recém-formada, e a secagem (LEWOYEHU, 2021).

A ativacdo quimica oferece varias vantagens em relacdo a ativacdo fisica, que
incluem principalmente temperatura de ativacdo mais baixa (geralmente <500 °C) em

comparagao com a temperatura de ativagdo fisica (500-900°C) (DELHAES, 2002), etapa
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de ativagdo Unica, rendimentos mais elevados, melhores caracteristicas porosas e menores
tempos de ativacdo (HUI; ZAINI, 2015; DUAN et al., 2021).

Independentemente do método de sintese a capacidade de adsorcdo do carvao
ativado pode ser influenciada por diversos fatores, que vdo desde suas caracteristicas
fisico-quimicas, do adsorbato e condigdes ambientais. As caracteristicas do adsorvente
que determinam seu desempenho sdo: area superficial especifica, estrutura porosa e
grupos funcionais superficiais (LEWOYEHU, 2021; WANG et al., 2022). A éarea
superficial especifica refere-se a area superficial total do adsorvente por unidade de
massa. Esse pardmetro é considerado de grande importancia no desempenho de adsor¢édo
do carvéo ativado, uma vez que, diversos estudos demonstraram gque uma capacidade de
adsorcéo elevada esta relacionada com uma elevada area superficial (SUN et al., 2016;
LIU etal., 2016; AGUAYO-VILLARREAL etal., 2017; MELIKE, 2018).

Ap0s a carbonizacao e ativagdo, uma estrutura porosa é formada no carvao ativado,
podendo ser de diferentes tipos e tamanho. Foi adotado oficialmente pela Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) uma classificacdo convencional para
o0 tamanho de poros de acordo sua largura media, sendo classificados como:
macroporosos  (>50nm), mesoporosos  (2-50nm) e microporosos  (<2nm)
(SUDARSANAM et al., 2019; DUAN et al., 2021). Os microporos geralmente conferem
aos carvoes ativados uma maior capacidade de adsorcéo, pois fornecem o0s principais
locais de adsorcdo devido a sua grande area superficial, enquanto 0s mesoporos e
macroporos possibilitam a chegada do adsorbato aos poros de menor tamanho, que estao
localizados mais profundamente na estrutura do carvéo ativado (FISCHER et al., 2017,
NG et al., 2018; WANG et al., 2022).

Qualquer material carbonaceo teoricamente pode ser utilizado como precursor na
sintese de carvao ativado, mas as propriedades fisicas como quimicas desse adsorvente
variam de acordo com a matéria-prima empregada em conjunto com os métodos de
conversao utilizados (LEWOYEHU, 2021). Um bom precursor para sintese de carvado
ativado além de possuir um alto teor de carbono deve apresentar longa vida de
armazenamento, ser obtido sob baixo custo, satisfazer as necessidades do processo a ser
empregado além de alto poder de reutilizacdo (HUANG et al., 2018; DUAN et al., 2021).

2.5 Aplicagéo de carvao ativado
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Segundo uma analise recente de tendéncia global realizada pela Transparency
Market Research, espera-se que a demanda do mercado global para o uso de carvéao
ativado alcance um montante de aproximadamente 7,3 bilhGes de ddlares até o final de
2030 (TMR, 2020). Devido as propriedades fisicas e funcionais excepcionais do carvado
ativado, o crescimento do mercado tem sido impulsionado pela crescente demanda por
este material em uma série de setores industrias como farmacéutico, alimentos, bebidas e
cosméticos. Outro fator importante € a reducdo de custos de producao deste material com
a utilizacdo de precursores obtidos a partir de residuos agroindustrias, uma fonte com
custo baixo (KAUR et al., 2021).

O carvdo ativado tem sido amplamente utilizado nas mais diversas vertentes, como
no tratamento de aguas residuarias, purificacdo de compostos quimicos, recuperacao de
solventes, remocdo de mercurio, clarificacdo e remocdo de sabores e odores de 0Oleos e
bebidas alcodlicas, em processos quimicos e farmacéuticos, na purificagdo e separacao
de liquidos e gases, na purificacdo do ar, captura de COz e até mesmo na dessalinizacao
de aguas salobras para remocdo de NaCl (SUN et al., 2018; AO et al., 2018;
OGUNGBENRO et al., 2018; HAI et al., 2019).

Dentre as muitas pesquisas realizadas e em andamento para avaliar o potencial do
carvao ativado como suporte em diferentes processos, uma aplicagdo que vem mostrando
resultados promissores € a sua utilizacdo para imobilizacdo enzimética (SILVA et al.,
2005; DUTTA et al., 2009; PEREIRA et al., 2014; BRITO et al., 2017; GONCALVES
et al., 2021). Por apresentar acessibilidade, estabilidade térmica, presenca de grupos
funcionais em sua superficie e porosidade desenvolvida, o carvdo ativado mostra-se
eficiente para ser utilizado como suporte catalitico em processos de imobilizacdo
enzimatica (PREVOTEAU et al., 2016; STREIT et al., 2018; KAUR et al., 2021).

2.6 Imobilizacdo de enzimas

As enzimas sao biocatalisadores em sua grande parte de origem protéica altamente
eficientes e versateis que catalisam reacdes bioquimicas e quimicas (LIU et al., 2018).
Por serem catalisadores que apresentam as vantagens de alta atividade catalitica,
seletividade, especificidade e biodegrabilidade, seu uso vem aumentado em diversas
aplicacdes industrias nos Gltimos anos (KAUR et al., 2021; ZHENG; XU, 2011). A
aplicacdo dos biocatalisadores apresenta um crescimento emergente em industrias
alimenticias (ZHANG et al., 2018), farmacéuticas (NAGHDI et al., 2018), de cosmético
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(KHAN; RATHOD, 2015), téxteis (MADHU; CHAKRABORTY, 2017), dentre outras.
Apesar dos catalisadores quimicos estarem disponiveis a um custo mais baixo, as enzimas
sdo biocatalisadores que apresentam inimeras vantagens sobre as abordagens sintéticas
convencionais, uma vez que, promovem processos ambientalmente verdes e proficientes
e ndo geram subprodutos toxicos durante a reagcdo (JIANG et al., 2014; GIRELLI et al.,
2020).

A utilizacéo de enzimas livres em operacdes industrias no entanto é frequentemente
limitada por fatores relacionados a sua instabilidade em ambientes industriais extremos,
capacidade de recuperacdo do meio aquoso, e custos elevados (GIRELLI et al., 2020; XIE
et al., 2022). Uma das estratégias desenvolvidas para superar as limitacGes de utilizacdo
da enzima livre é o processo de imobilizacdo (LIU et al., 2021).

A imobilizacdo da enzima permite melhorar sua estabilidade em relacdo a amplas
faixas de pH e temperatura, possibilitando seu uso sucessivo, evitando sua perda de
atividade e podendo ser recuperadas no final da reacdo do meio aquoso (BILAL et al.,
2019; TAHERI-KAFRANI et al., 2020). Além disso, a imobilizacdo permite que 0s
processos de conversdo ocorram de forma continua, podendo oferecer possibilidades de
aplicacdes em diferentes campos industrias (GIRELLI et al., 2020).

O sucesso da imobilizagdo depende fortemente da selecéo apropriada do suporte.
Um suporte adequado para imobilizacdo enzimatica deve apresentar caracteristicas como:
ser inerte, estavel, ndo possuir interacbes com o sitio da enzima que dificulte sua atuacao,
possuir resisténcia mecanica para permitir maltiplos ciclos de uso, ser regeneravel,
rentavel e ndo apresentar toxicidade (KAUR et al., 2021; XIE et al., 2022). Nos ultimos
anos diversos materiais organicos (alginato, carragenina e quitosana) e inorganicos
(silica, alumina, silicatos entre outros) tém sido usados como suporte para imobilizacao
de enzimas (HOMAEI et al., 2013; ZUCC et al., 2016; BILAL; IQBAL, 2019; BILAL et
al., 2021).

A imobilizagdo da enzima envolve a interacdo entre a enzima e o material usado
como suporte, assim, para que 0 processo seja eficiente € necessario conhecer as
caracteristicas estruturais e funcionais da superficie do suporte utilizado e da enzima de
interesse (LIU et al., 2021). Os parametros importantes que devem ser conhecidos da
matriz utilizada como suporte para imobilizagdo incluem a area de superficie, porosidade
e carga da superficie (BILAL et al., 2019; MORSI et al., 2021).
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Devido a caracteristica como alta porosidade, presenca de grupos funcionais em sua
superficie, acessibilidade, estabilidade térmica, grande area superficial o carvao ativado
vem sendo utilizado como um suporte eficiente na imobilizacdo de enzimas como lipase
(BRITO et al., 2017; GONCALVES et al., 2021), pepsina (SANTOS et al., 2019) e
tripsina (FERNADEZ-SANROMAN et al., 2020).

O modo de fixagcdo da enzima no suporte pode ocorrer por mecanismos fisicos
(adsorcdao e aprisionamento), quimicos (ligacdo covalente) e fisico-quimicos
(microencapsulacdo) (SNEHA et al., 2019). Diversas estratégias de imobilizacdo tém sido
usadas por varios pesquisadores para utilizacdo do carvao ativado como um suporte eficaz
para as enzimas. Entre os diversos métodos, um dos mais utilizados para imobilizacdo de
enzimas no carvao ativado é a adsorcdo (BRITO et al., 2017; FERNADEZ-SANROMAN
et al., 2020).

2.6.1  Imobilizacdo por adsorcao

O método de adsorcdo fisica € um dos mais empregados para imobilizacdo, pois
gera poucos efeitos na estrutura conformacional da enzima, sendo a enzima
espontaneamente imobilizada pela orientagdo que lhe é preferivel e energeticamente
favoravel (CUI et al., 2018). As principais interacGes fisicas formadas entre o suporte e a
enzima durante o processo de imobilizacdo por adsor¢cdo compreendem as forcas de van
der Waals, ligacGes idnicas e ligacbes de hidrogénio, que sdo forcas fracas e ndo alteram
a estrutura original da enzima.

Como desvantagem da imobilizacdo por adsorcdo tem-se o fato de que as interagdes
entre as enzimas e o suporte séo fracas, podendo levar a dessor¢do das enzimas que pode
acontecer por varios fatores como pH, forca idnica, polaridade do solvente ou
temperatura, etc., que influenciam a forca de ligacdo (PARK et al., 2008).

O processo de imobilizacdo enzimatica por adsorg¢ao usando o carvao ativado é feita
pelo contato da solucdo de enzima com o adsorvente por um periodo de tempo suficiente
para que a enzima seja adsorvida na superficie do material sob condi¢des apropriadas. A
afinidade enzima-suporte formada acelera a imobilizacdo da enzima na superficie do
carvao (LIU et al., 2021). Quanto maior a porosidade, maior a quantidade de enzima que
sera adsorvida na superficie e nos poros do carvao ativado. A adsor¢cdo da enzima na

superficie do suporte é determinada pelo tipo de carvao ativado, grupos funcionais em

28


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ionic-strength
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/adsorption-of-enzyme

sua superficie e tipo de enzima utilizada, além do pH da solugdo (JESIONOWSKI et al.,
2014).

Diversas enzimas foram imobilizadas com éxito pelo método de adsor¢do em
carvao ativado (BRITO et al., 2017; SANTOS et al., 2019; GONCALVES et al., 2021),
apresentando alto rendimento de imobilizagdo, aumento de estabilidade frente ao tempo
de armazenamento, pH e temperatura.

Dentre as enzimas imobilizadas por adsorcdo atualmente, a lacase vem sendo
empregada. Taheran et al. (2017) imobilizaram lacase em carvdo ativado com
poliacrilonitrila por adsorcdo e o empregaram na remogdo do antibiotico clortetraciclina
em solucdo aquosa. Os resultados mostraram que a lacase imobilizada foi estavel ao
armazenamento, temperatura e pH em comparacéo com a lacase livre melhorada e reteve
mais de 50% de sua atividade apds 7 ciclos de uso na oxidacdo de ABTS (2,2'-Azino-bis
(&cido  3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), e ao utilizé-la para degradacdo de
clortetraciclina em modo continuo exibiu uma eficiéncia de remocéo de 58,3%.

Wu et al. (2019) aplicaram lacase imobilizada pelo método de adsorcdo em
estrutura organica de metal magnético funcionalizada com amina. A estabilidade
proporcionada pela imobilizagdo da enzima permitiu que a lacase retivesse 89% da sua
atividade inicial apds armazenamento por 28 dias e quando aplicada na remocéo do 2-4-
diclorofenol a eficiéncia de remoc¢do do composto fendlico atingiu 87%, demostrando
grande potencial no tratamento de aguas residuais.

Zhang et al. (2020) relataram a imobilizacdo de lacase por adsorcdo em carvao
ativado para remocao de bisfenol A em agua. Os autores obtiveram alto desempenho na
remocdo do bisfenol A, mantendo 85% da eficiéncia de remo¢do mesmo apds 7 ciclos de
uso repetido, além de apresentar alta estabilidade térmica e tolerancia ao pH em

compara¢do com a enzima livre.

2.7 Lacase

As lacases (benzenediol: oxidoredutases de oxigénio, EC 1.10.3.2) (Figura 3)
pertencem a uma pequena familia de enzimas denominadas oxidases multi-cobre
(DARONCH et al., 2020). Estas sao glicoproteinas extracelulares constituidas por uma
sequéncia de polipeptideos contendo cerca de 500 residuos de aminoacidos com peso

molecular na faixa de 50-80 kDa, para lacases de origem flngicas, 20-80 kDa para
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lacases bacterianas (ZERVA et al., 2019) e um conteudo de até 25% de carboidratos
(RAMIREZ et al., 2021).

Figura 3. Estrutura tridimensional da lacase de Trametes versicolor

Fonte: Daronch et al. (2020)

A primeira descoberta das lacases foi relatada por Yoshida (1883) com a observagao
do répido endurecimento do latex de arvores de laca japonesa Rhusvernicifera na
presenca de ar, sendo caracterizada como uma oxidase contendo metal em seu sitio ativo
(BERTRAND, 1985). A partir de entdo a atividade da lacase foi encontrada em outras
espécies de plantas, certos procariontes e varios insetos, sendo as lacases de origem
fangica as mais biotecnologicamente Uteis, uma vez que sdo mais faceis de produzir e
purificar (LI et al., 2020).

As lacases catalisam a oxidacdo de um grande nimero de compostos fendlicos e
aminas aromaticas, e também compostos ndo fendlicos na presenca de compostos com
baixa massa molecular como mediadores de transferéncia de elétrons (ALVARADO-
RAMIREZ et al., 2021). Possuem baixa especificidade ao substrato, 0 que permite a
oxidacéo de substratos como fendis substituidos com metoxi, benzenotidis, polifenois e
uma ampla gama de outros compostos (DARONCH et al., 2020). Possuem temperatura
Otima variando entre 20 a 60 °C e pH de 3 a 9, a depender da fonte de enzima e substrato
(CASTROVILLI et al., 2020).
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Como membro da familia de oxidases multicobres, as lacases sdo caracterizadas
pela presenca de atomos de cobre (Cu) dentro do seu nucleo catalitico (CATHERINE et
al., 2016). Os atomos de metal Cu, presente na enzima desempenham um papel
fundamental na reducdo do oxigénio para agua. O centro catalitico possui quatro ions de
cobre (Cu), todos com o mesmo estado de oxidagéo (Cu*?), sendo um cobre (Cus) do tipo
1 (T1),0 que confere a cor azul caracteristica a este grupo de enzimas, um do tipo 2 (T2)
(Cuy) e dois do tipo 3 (T3) (Cus), dispostos em locais diferentes de ligagdo ao substrato
(BACKES et al., 2021). As classificacdes dos ions de cobre sdo baseadas em suas
caracteristicas de ressonancia paramagnética de életrons (EPR) e suas propriedades
espectroscopicas (SEKRETARYOVA;JONES;SOLOMON, 2019).

A arquitetura molecular das lacases (Figura 4) esta sequencialmente arranjada em
trés dominios, cada dominio tem uma topologia do tipo B-barril, morfologia comum a
diversas cupro-proteinas (RVA et al., 2019;DARONCH et al., 2020). O cobre tipo 1 esta
localizado no dominio 3, onde estéa ligado a histidina, cisteina e geralmente a um residuo
de metionina, sendo supostamente o local de oxidacdo priméario. O cobre do tipo 1 e 0s
dois do tipo 3 formam um centro trinuclear no qual o centro esta inserido na interface
entre os dominios 1 e 3. Estes estdo coordenados com histidina, sendo o tltimo local onde
ocorre reducdo do oxigénio molecular (ALVARI-RAMIREZ et al., 2021).

Figura 4. Arquitetura molecular do sitio de ligacdo do cobre em lacases.
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Fonte: Adaptado Zerva et al. (2019)
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2.7.1  Mecanismo de acdo da enzima lacase

A reacdo mediada por lacase se processa de maneira que ao final do ciclo quatro
moléculas de substratos sdo oxidados, resultando na reducdo do oxigénio molecular a
agua (BACKES et al., 2021).

O ciclo catalitico se inicia com a oxidacao de quatro moléculas do substrato sendo
oxidadas pelo CyT1, que transfere os elétrons extraidos para o centro trinuclear T2/T3
onde ocorre a conversio da enzima de sua forma nativa com os fons Cu*? para um estado
reduzido (Cu*'). Na etapa seguinte, a molécula de oxigénio se liga ao centro trinuclear
onde recebe elétrons transferidos dos ions CuTz reduzido, formando um intermediario
peroxido (O22). Por fim, o perdxido intermediario formado sofre clivagem na ligagéo O-
O, liberando uma molécula de dgua e decai para um radical oxigénio. O radical oxigénio
é reduzido a um novo perdxido pelo ion CuT> que libera uma segunda molécula de agua

e recompde a enzima ao seu estado original (SOLOMON, 2016).

2.7.2  Aplicacdo de lacases na industria de alimentos

A habilidade das lacases em catalisar uma ampla gama de compostos aromaticos as
torna atrativas para aplicacdes industriais. O aumento do interesse de aplicacdo das
lacases em diferentes areas do processamento de alimentos € explicada por esta enzima
se encaixar nos conceitos de sustentabilidade, alta eficiéncia e processamento
ecologicamente correto que sdo explorados e adotados pela inddstria de alimentos
(UPADHVAV et al., 2016).

As lacases sdo catalisadores essencialmente verdes, pois utilizam o oxigénio
molecular como aceptor de elétrons final, liberando apenas 4gua como subproduto final
das reacOes de catalise, podendo ser uma alternativa para substituir os catalisadores
inorganicos. Sendo utilizada com éxito no tratamento de poluentes ambientais para
descoloragcdo (REDA; HASSAN; MOGHZY,2018), fabricagdo de biossensores para
deteccdo de compostos fendlicos (MOHTAR et al., 2019) e em diversos setores da
industria de alimentos (BECKES et al., 2021).

A industria de panificagdo utiliza diversas enzimas com o objetivo de melhorar o
sabor, textura, volume e frescor em produtos de panificacdo. As lacases ja foram

utilizadas na industria de panificacdo para melhorar as propriedades elasticas em massas
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produzidas com farinha sem glaten, como agente de melhoria de fermentagdo (MIAO et
al., 2015; MANHIVI et al., 2018; BACKES et al., 2021).

Na induastria de bebidas, os compostos polifenois presentes nas frutas, apesar de
seus beneficios nutricionais e terapéuticos, podem interagir com proteinas e formar
sedimentos ou turvagdo, que pode acarretar no aumento de turbidez e alteracdo de aroma
e sabor (AGRAWAL et al., 2018). O uso de lacases vem sendo indicado como agentes
estabilizadores, devido a sua capacidade de oxidar a maioria de fendis de bebidas
(GASSARA-CHATTI et al., 2013; YIN et al., 2017). Bezerra et al. (2015) imobilizaram
lacase de Trametes versicolor em fibras naturais de casca de coco verde e empregaram
na clarificacdo de suco de maca, reduzindo 61% da cor original do suco e 29% da turbidez.

Na industria de laticinios a lacase foi utilizada para melhorar as propriedades
viscoelasticas do iogurte de leite desnatado por reticulacdo das proteinas do leite, uma
vez que esse produto sdo sensiveis ao cisalhamento e por isso sofrem perdas estruturais.
O uso da lacase proporcionou o melhoramento de todos os parametros reoldgicos e
viscosidade de cisalhamento para o iogurte (STRUCH et al., 2016).

As lacases ainda ndo sdo largamente utilizadas devido a entraves como o custo do
catalisador disponivel comercialmente, problemas relacionados a sua instabilidade em
condicBes operacionais com rapida perda de atividade, além de dificuldades na
recuperacdo de enzimas e produtos limitam suas aplicagdes industriais (ZDARTA et al.,
2019). Muitos autores enfatizam que o uso da enzima imobilizada poderia resolver os
problemas citados, sendo este um procedimento potencialmente viavel para reducao
operacional de custos (VERRASTRO et al., 2016; NARNOLIYA et al., 2019). Dessa
forma, é essencial o desenvolvimento de suportes que possam sanar as dificuldades de

aplicacdo desse biocatalisador por meio da imobilizacéo.
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3.1 Objetivo geral

Imobilizacdo da enzima lacase em carvéo ativado produzido a partir do sabugo de milho

submetido a carbonizacéo hidrotérmica.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizacdo fisico quimica do precursor submetido ao tratamento hidrotérmico
(farelo do sabugo de milho verde);

eOtimizacdo das condi¢Ges da carbonizacdo hidrotérmica (tempo, temperatura e
concentracdo) do residuo sabugo de milho para a obtencdo de um material com maior teor de
grupos funcionais oxigenados;

e Caracterizacdao morfologica e fisico quimica do hydrochar;

e Sintese de carv@es ativados pelo método da ativacdo quimica com acido fosférico do
residuo apos a carbonizagdo hidrotérmica;

e Caracterizacao textural, quimica e morfoldgica do carvao obtido;

e Imobilizagdo de Lacase por adsor¢éo fisica utilizando como suporte o carvédo ativado
sintetizado;

« Avaliacdo da atividade da enzima na forma livre e imobilizada na oxidagéo do ABTS;

¢ Avaliacdo da influéncia do pH e temperatura na imobilizacdo e do meio reacional da

enzima livre e imobilizada.
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CAPITULO 2

ARTIGO 1

Imobilizacdo da lacase em carvéao ativado obtido a partir da carbonizacdo hidrotérmica
do sabugo de milho
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo imobilizar lacase em carvao ativado produzido a partir do
sabugo de milho submetido a carbonizacdo hidrotérmica. O ponto 6timo de sintese do
hydrochar para as varidveis tempo e temperatura de carbonizacao foi determinado utilizando
como ferramenta estatistica o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), tendo
como variavel resposta o teor de grupos funcionais oxigenados, quantificados pelo método
titulométrico descrito por Boehm. Sendo as condic¢des determinadas de 8,2 h e 232,7°C, para
tempo e temperatura, respectivamente. O teor de GFO obtido nas condi¢des Otimas foi de
0,62+0,02 mEq.g™%, resultando em um aumento de 100% nos grupos funcionais do precursor.
Foi realizado um estudo das condi¢cbes de sintese do carvédo ativado que proporcionasse 0
melhor desempenho de imobilizacao e atividade enzimatica da enzima lacase. Os carvoes foram
caracterizados em relagdo ao teor de GFO e foi utilizado analise estatistica multivariada de
componentes principais (ACP) com o objetivo de correlacionar o teor de GFO (carboxilicos,
lactdnicos e fendlicos) dos suportes com a capacidade de imobilizacéo e atividade enzimética
dos derivados. Através da ACP foi possivel obter uma correlagdo positiva entre a atividade
enzimatica da enzima imobilizada com o teor de grupos lactdnicos. O carvao ativado obtido nas
melhores condicGes de sintese apresentou um ponto de carga zero de 4,68+0,20, baixo teor de
cinzas (3,71+0,02 % m/m) com estrutura porosa bem desenvolvida, quando comparada ao
hydrochar, apresentando uma area superficial de 719 m2.g™*. O efeito do pH e temperatura no
processo de imobilizagcdo e do pH do meio reacional, reuso e estabilidade ao tempo de
armazenamento do derivado foram avaliados. O pH 4,0 e temperatura de 25°C foram as
condigdes que levaram a maior eficiéncia do processo de imobilizacdo (99,60+0,05 %) e
atividade (22,54+1,65 U.mg™). O derivado obtido nas condigdes 6timas apresentou 50% de sua
atividade inicial apds 5 ciclos consecutivos de utilizacdo e reteve 50% de sua atividade ap6s 30
dias de armazenamento, resultado superior a encontrados em outros estudos para diferentes
suportes. Os resultados evidenciaram o uso promissor do carvao ativado obtido como suporte
catalitico para imobilizacdo de lacase.

Palavras-chave: Hydrochar; grupos funcionais oxigenados; suporte; PCA.

1. INTRODUCAO

Estima-se que a geracdo anual de residuos de biomassa vegetal de origem agricola e do
seu processamento no mundo é de 140 Gt. O Brasil ocupa a terceira posi¢do como maior
produtor agricola do mundo e estima-se que a geracdo de residuos oriundos deste setor seja de
451 Mt (TRIPATHI et al., 2019). Visando evitar seu descarte, diversas tecnologias de
conversao termoquimica vém sendo exploradas para a valorizacdo de residuos agroindustriais,
incluindo a preparacdo de materiais & base de carbono, com destaque para producdo de

hydrochar por meio da carbonizacdo hidrotérmica (WANG et al., 2018).
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A carbonizacdo hidrotérmica (CHT) é um processo de conversdo termoquimica
relativamente recente que possui uma eficiéncia de conversdo de carbono que pode chegar a
100% quando comparada a outros processos de conversao (SHARMA et al., 2020), além de ser
0 mais vantajoso em termos de requisitos de energia por dispensar processos de secagem da
matéria-prima. O produto formado no final do processo de carbonizagdo hidrotérmica, o
hydrochar, pode ser utilizado para uma variedade de aplicagdes que vai desde seu uso como
combustivel, adsorvente e como condicionador de solo (KHAN et al., 2021). Entretanto,
apresentam baixa area superficial e volume de poros devido ao depoésito de produtos
despolimerizados durante o processo de CHT em sua superficie, limitando sua utilizacdo em
processos de absor¢do (FANG et al., 2018; LIMA et al., 2019). Porém, a presenga de grande
numero de grupos funcionais contendo oxigénio, elevada reatividade quimica e baixo conteudo
de cinzas fazem do hydrochar um precursor com potencial para producédo de carvao ativado,
sendo esse processo eficiente para melhorar as propriedades estruturais dos materiais
carbonaceos sintetizados (FANG et al., 2018).

O carvao ativado (CA) é um material a base de carbono que possui elevada area
superficial, estrutura porosa interna desenvolvida, bem como grande numero de grupos
funcionais oxigenados, estabilidade quimica, alta resisténcia mecéanica e boa reciclabilidade
(GARCIA, 2018; QUESADA et al., 2020; WANG et al., 2022). Devido a essas caracteristicas
o0 CA vem sendo utilizado como um suporte eficiente na imobilizagdo de diversas enzimas
(BRITO et al., 2017; GONCALVES et al., 2021; GARCIA-DELGADO et al., 2018;
FERNANDEZ-SANROMAN et al., 2020; SANTOS et al., 2019; FERNADEZ-SANROMAN
et al., 2020).

A imobilizagdo da enzima permite melhorar sua estabilidade em relacdo a amplas faixas
de pH e temperatura, possibilitando seu uso sucessivo, evitando sua perda de atividade e
podendo ser recuperada no final da reacdo do meio aquoso (BILAL et al., 2019; TAHERI-
KAFRANI et al., 2020). Além disso, a imobilizacdo permite que 0s processos de conversao
ocorram de forma continua, podendo oferecer possibilidades de aplicacdes em diferentes
campos industrias (GIRELLI et al., 2020). Diversas enzimas foram imobilizadas com éxito pelo
método de adsorcdo em carvdo ativado (BRITO et al., 2017; SANTOS et al.,, 2019;
GONGCALVES et al., 2021, SANTOS et al., 2022). Dentre essas enzimas, vem crescendo 0
interesse de estudos da imobilizacdo por adsorcdo da lacase (NAHDI et al., 2017; LI et al.,
2018; FERNANDES-SANROMAN et al., 2020).
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A lacase (EC 1.10.3.2) € uma enzima oxidorredutase que pode catalisar a oxidagdo de
compostos fendlicos com reducdo de oxigénio em agua. A arquitetura molecular das lacases
esta sequencialmente arranjada em trés dominios, cada dominio tem uma topologia do tipo -
barril, morfologia comum a diversas cupro-proteinas (RVA et al., 2019;DARONCH et al.,
2020). O cobre tipo 1 est& localizado no dominio 3, onde esta ligado & histidina, cisteina e
geralmente a um residuo de metionina, sendo supostamente o local de oxidag¢do primério. O
cobre do tipo 1 e os dois do tipo 3 formam um centro trinuclear no qual o centro esta inserido
na interface entre os dominios 1 e 3. Estes estdo coordenados com histidina, sendo o ultimo
local onde ocorre reducdo do oxigénio molecular (ALVARI-RAMIREZ et al., 2021). E uma
enzima versatil que tém sido cada vez mais utilizadas em inUmeras inddstrias, incluindo
industrias alimenticias, farmacéuticas, téxteis e de papel, bem como na biodegradacédo
de poluentes ambientais (NAGHDI et al., 2018; BACKES et al., 2021). No entanto, o maior
uso de lacases na industria é geralmente dificultado por seus altos custos de producédo, sua
instabilidade em ambientes industriais extremos e baixa capacidade de recuperacdo do meio
aquoso (GIRELLI et al., 2020; XIE et al., 2022). Uma das estratégias desenvolvidas para
superar as limitacGes de utilizacdo da enzima livre é o processo de imobilizacdo (LIU et al.,
2021).

Para tornar o processo de imobilizacdo da lacase economicamente favoravel torna-se
necessario sintetizar suportes a partir de fontes renovaveis e de baixo custo e com caracteristicas
favoraveis ao processo, tais como: elevada area superficial, distribuicdo uniforme de poros e
presenca de grupos funcionais superficiais. Aléem disso, a determinacdo de condicGes de
imobilizagdo e reacionais pode contribuir para preencher lacunas de conhecimento
significativas sobre a estabilidade e reciclabilidade da enzima imobilizada em carvéo ativado.
Diante do exposto, o0 objetivo principal deste trabalho foi sintetizar carvéo ativado a partir do
sabugo de milho, oriundos da colheita para producédo graos, avaliando o efeito da carbonizacgéo
hidrotérmica na eficiéncia do carvao para imobilizacdo da enzima lacase e a estabilidade do

derivado frente a diferenca de pH, temperatura, uso sucessivo e armazenamento.

2.  MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais e reagentes

O residuo utilizado como material precursor na producao do carvéo ativado foi o sabugo
de milho verde (Zea mays L.) adquirido no municipio de Vitoria da Conquista-BA em uma
empresa de fabricacao de produtos a base de milho. Foi utilizada a lacase de Agaricus bisporus
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(Atividade especifica > 4 U/mg, CAS number: 80498-15-3, Sigma Aldrich, USA). Os demais

reagentes utilizados foram de grau analitico PA-ACS.

2.2 Preparo do material precursor

O residuo foi seco por conveccdo natural por um periodo de 7 dias, sendo exposto ao sol
diariamente por 9 h. Apds a secagem foi triturado em moinho de facas e peneirado em peneira
de 20 mesh.

2.2.1  Estudo de otimizacdo da producao de hydrochar

Foi utilizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) para verificar as
melhores condicdes de sintese de hydrochar, utilizando como variavel resposta o teor de grupos
funcionais oxigenados. As variaveis independentes avaliadas foram a temperatura de
carbonizacgéo, tempo de carbonizacgdo e concentragdo de soluto. Foram realizados 17 ensaios,
sendo 8 fatoriais (combinacdo entre os niveis -1 e +1), 6 axiais e 1 central com 3 repeticdes,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Niveis e variaveis estudadas no DCCR para producao de hydrochar.

Niveis
Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
Tempo (h) (X1) 2,00 4,03 7,00 9,97 12,00
Temperatura (C°) 180,00 204,3 240,00 275,7 300,00
Cor(;:(ezr)\tragéo de 10,0 18,1 30,00 419 50,00

soluto (%om/m) (Xs)

Os resultados obtidos para os diferentes tratamentos foram submetidos a anélise de
regressdo linear multipla, adotando-se 0 modelo adequado ao delineamento em questdo

(Equacéo 1).

Y=pFo+ frili+ foko+ faks+ faXi®+ fsXo? + fe X+ friko + feXiXs+ foko ks
1)

Onde: Y é a variavel resposta (quantidade de grupos funcionais oxigenados, mEq.g?), fo
é o intercepto do modelo, 1, 52 e £3 sdo os coeficientes lineares, S, B € Bs sdo 0s coeficientes
quadréticos, 7, fs e Bo sdo os coeficientes de interacdo e Xi, X2 e X3 Sd0 as varidveis

independentes estudadas.
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2.3 Sintese do hydrochar

Para carbonizacao hidrotérmica do residuo utilizou-se a metodologia proposta por Taget
al. (2018), com adaptac6es. Inicialmente 10 g do farelo de sabugo de milho foram colocados
em uma capsula de teflon e adicionou-se agua em diferentes propor¢des, de acordo com
delineamento experimental apresentado na Tabela 1. As cépsulas de teflon foram fechadas e
colocadas em autoclaves de aco inoxidavel. Posteriormente, as autoclaves foram aquecidas em
forno mufla com taxa de 5 °C.min! até as temperaturas e tempos estudados. Apds esta etapa as
mesmas foram resfriadas rapidamente em banho de gelo e o hydrochar obtido foi filtrado,
lavado com agua destilada e seco em estufa a 105°C por 12 h.

2.4 Sintese de carvao ativado a partir do hydrochar

Para producdo dos carvdes ativados foi utilizado o hydrochar do farelo do sabugo de
milho nas condi¢Ges experimentais de ponto 6timo, ou seja, aquele que levou a obtencdo de um
hydrochar com maior teor de grupos funcionais oxigenados. No estudo da sintese do carvao

ativado foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR).

2.4.1 Estudo do efeito das condicbes de sintese do carvao ativado

Utilizou-se um delineamento composto central rotacional (DCCR) para avaliar as
condicdes de sintese do carvao ativado que resultassem num material com melhor capacidade
adsortiva e que levasse a maior atividade enzimatica da lacase imobilizada. As variaveis
independentes avaliadas foram a temperatura de carbonizacéo, tempo de carbonizagéo e razéo
de impregnacdo (precursor/agente ativante). Foram realizados 17 ensaios, sendo 8 fatoriais
(combinacdo entre os niveis -1 e +1), 6 axiais e 1 central com 3 repeticdes, conforme

apresentado na Tabela 2.

2.4.2 Sintese dos carvdes ativados

Inicialmente 10 g do hydrochar foram impregnadas com acido fosforico (85% P.A-ACS,
Synth, Diadema, S&o Paulo), nas diferentes razdes de impregnacao, de acordo o delineamento
experimental, e secos em estufa a 105°C por 24 h. Apos a carbonizagéo os carvoes ativados
foram lavados com &gua, a temperatura aproximada de 60°C, até a neutralizacdo. As amostras

lavadas foram secas a 105°C durante 24 h e acondicionadas em embalagens herméticas.
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Tabela 2. Niveis e varidveis estudadas no DCCR para producdo de carvao ativado a partir do
hydrochar.

Niveis
Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
Tempo (min) 30,00 48,00 75,00 102,00 120,00
Temperatura (C°) 400 461 550 639 700
Razéo de 0,5 1,00 1,75 2,5 3,00
impregnacéo
2.5 Caracterizacdo quimica do material precursor, dos hydrochars e do carvao
ativado

O farelo obtido a partir do sabugo de milho (precursor) foi caracterizado em relacéo aos
teores de cinzas e umidade atraves das metodologias propostas pela AOAC (1995). Para os
teores de lignina, celulose e hemicelulose utilizou-se a metodologia de fibra detergente neutra
(FDN) e fibra detergente acida (FDA), descrita por Van Soestet al. (1991).

Os grupos funcionais totais do material precursor, dos hydrochar e do carvdo ativado
foram avaliados por Espectrofotometria no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR). As amostras foram analisadas de forma direta utilizando a técnica de reflectancia total
atenuada (ATR), detector de sulfato de triglicina deuterado (DTGS), na regido infravermelha
de 4000-500 cm™ em espectrofotdmetro Infravermelho médio Cary 360 FTIR (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA), utilizando o AgilentMicroLab PC software.

O teor de grupos funcionais oxigenados totais foi determinado no farelo, nos hydrochars
e nos carves ativados sintetizados utilizando a metodologia titulométrica descrita por Boehm
(1966), que consiste na neutralizacdo de grupos carboxilicos, lactdnicos e fendlicos por
utilizagdo de uma solugdo 0,1 mol.L™ de hidréxido de sédio (NaOH). A quantidade dos grupos
acidos totais (mEq) foi determinada a partir da diferenca do volume de solucdo gasta de NaOH
na titulacdo da amostra e na titulagdo do branco. A Equacéo 2 foi utilizada para obtencéo da

guantidade de grupos acidos presentes nos materiais.

mEq = Vr.Ny(Vam — V) /Var (2)

Onde: Ve Vam = volume de solucgéo padrdo de NaOH gasto nas titulagdes do volume do branco
e do volume de amostra (mL); V1 = volume total da solu¢cdo de NaOH (mL); Va= volume da

aliquota do filtrado (mL); Np= concentracdo da solugdo de NaOH (Eq.g/L).
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O teor dos grupos acidos (carboxilicos, lacténicos e fendlicos) individuais também foi
quantificado para os carvdes sintetizados a partir da diferenca do volume de solucdo de NaOH
gasto na titulacdo dos ensaios realizados com as solucgdes de hidroxido de sodio, bicarbonato
de sadio, carbonato de sddio e o branco. A quantidade de grupos carboxilicos foi determinada
apenas com o ensaio de bicarbonato de sodio. Os grupos lacténicos foram determinados a partir
da diferenca entre o volume gasto com a amostra de carbonato de sédio e de bicarbonato de
sodio, e os grupos fendlicos a partir da diferenca entre o volume gasto no ensaio com hidréxido
e o carbonato de sodio.

O pH do ponto de carga zero (pHpcz), que define qual o pH em que a superficie do
material carbonaceo possui carga neutra, foi determinado pela metodologia descrita por
Ku$mierek et al. (2016). O procedimento consistiu em colocar 50 mg da amostra de cada carvéo
em contato com 50,0 mL de solucéo de cloreto de sédio 0,10 mol.L™ em diferentes valores de
pH (1-11) e deixa-los sobre agitacdo constante durante 24 h. O pH de cada solucdo foi ajustado
com solucéo de &cido cloridrico 0,50 mol.L™ ou hidroxido de sédio 0,50 mol.L. Ao final de
24 h o pH foi medido e plotado o grafico do pH final versus pH inicial. O pHpcz corresponde a
faixa onde o pH final se mantém igual pH inicial, ou seja, a superficie comporta-se como um
tampéo.

O rendimento de sintese dos carvdes a partir do hydrochar foi calculado através da
Equacéo 3.

R.(%) = (::_h) x 100 3)

Onde: Rc é o rendimento de carvao (%), mc é a massa do carvao obtido (g) e mn € a massa
de hydrochar (g).

O carvéo sintetizado nas melhores condicGes foi caracterizado em relagdo ao teor de
cinzas segundo metodologia proposta pela AOAC (1995).

O hydrochar e o carvdo ativado produzidos na melhores condi¢cGes segundo o
delineamento experimental foram submetidos a andlise térmica diferencial (DTA) e
termogravimetria (TG) em um Analisador térmico (Linseis, Modelo STA PT1000, Selb,
Alemanha) na faixa de temperatura de 50°C a 750°C (taxa de aquecimento de 10 °C min™) sob
fluxo de nitrogénio (10 mL.mint). Para melhor conhecimento da estrutura do hydrochar e do
carvao ativado sintetizados nas melhores condicdes de sintese, 0s mesmos foram submetidos a
uma analise de microscopia eletronica de varredura (MEV) (Carl Zeiss, Modelo DSM940,

Oberkochen, Alemanha).
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A érea superficial especifica do hydrochar e carvéo ativado foi determinada pela equagéao
de BET (BRUNAUER, 1938). A distribuicdo de poros foi obtida a partir da isoterma de
dessorcao utilizando o método BJH (BARRET, 1951), enquanto que o volume dos microporos
foi determinado pela analise t-plot a partir da isoterma de adsorcdo (LIPPENS, 1964). As
isotermas de adsorgdo e dessorgdo utilizadas foram determinadas em um equipamento
Micromeritcs modelo ASAP 2420 (Micromeritics Instrument Corporation, Norcross, GA,

USA), utilizando aproximadamente 0,20 g de amostra a 77 K.

2.6 Ensaios de imobilizacéo de lacase nos carvoes ativados obtidos

A capacidade de imobilizacdo dos carvdes sintetizados foi determinada através da
metodologia de Ramirez-Montoya et al. (2015) com adaptacGes. A imobilizacdo foi realizada
partindo-se de uma solucéo de lacase com concentragdo inicial de 1 mg.mL™, solubilizada em
tampdo acetato de sodio/ acido acético 100mM em pH 4,0, pois de acordo com Othman et al.
(2021) neste pH a lacase apresenta sua maxima atividade. Aliquotas de 2,5 mL da solucéo
enzimatica foram adicionados em tubos contendo 25 mg do suporte. Os tubos foram mantidos
sob agitacao constante a 20 rpm em um agitador orbital em cdmara BOD a 25°C. Apds 24 h os
tubos foram centrifugados por 15 min a 3500 rpm e o sobrenadante foi retirado para
quantificacdo de proteinas ndo adsorvidas pelo método de Bradford (1976). Posteriormente,
foram realizadas lavagens sucessivas nas amostras com o objetivo de remover as enzimas ndo
imobilizadas. Para isso, 2,5 mL do tampéo foi adicionado as amostras que foram agitadas a 20
rpm por 10 min, seguidos de uma nova centrifugacdo e tendo novamente o sobrenadante
retirado e quantificado. O equilibrio do processo foi atingido quando os valores da concentracdo
de proteina da solu¢do sobrenadante foram nulos. A enzima imobilizada nos suportes em estudo
foi armazenada em solucdo tampado sob refrigeracdo a 4°C até o momento da andlise de
atividade.

A capacidade de imobilizagéo de carvao foi determinada pela diferenca entre a quantidade
inicial e final de proteinas, segundo a Equacdo 4.

— V (Cin—0C)
ms

CI m (4)

Em que: Cim é a capacidade de imobilizacdo (mg.g™); V é o volume de solugdo (mL); Cin
concentragéo inicial da solucdo (mg.L™); C é a concentragdo da solugdo (mg.L™) no equilibrio;

ms é a massa do suporte ().
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2.6.1 Determinacdo da atividade enzimatica da lacase livre e imobilizada

A atividade enzimatica, tanto para a enzima na sua forma livre quando para as enzimas
imobilizadas, foi determinada seguindo a metodologia de Othman et al. (2021) com alteracGes,
através da quantificacdo da oxidacdo enzimatica do substrato (2,2’-Azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) ABTS para ABTS". Para determinar a atividade catalitica da
lacase em sua forma livre, utilizou-se como substrato 3,0 mL de ABTS em uma concentracéo
de 0,58 mM em tampdo citrato de sédio (100 mM, pH 4,5) a 25 °C e 0,2 mL de solucédo de
lacase na concentracio de 1mg.mL ™ dissolvida em tamp&o acetato 100 mM (pH 4,0). A solugdo
enzimatica foi adicionada a cubeta contendo a solucéo de substrato e a reacdo foi monitorada
durante 1 min através do monitoramento da mudanca de absorbancia em espectrofotémetro
(UV-Vis Quimis, Q898UV2, SP, Brasil) a 436 nm (¢ = 29.300 M ~* cm 1). Uma unidade de
lacase (U) foi definida como a quantidade de lacase capaz de oxidar 1 umol de ABTS por
minuto.

Na determinacéo da atividade da enzima imobilizada, foi adicionado 3,0 mL da solucao
de ABTS (0,58Mm, pH 4,5) em tubos de centrifuga contendo 25 mg do derivado e agitado a 50
rpm por 4 min a 25°C, sendo monitorada a mudanca de absorbancia no tempo 0 e tempo 4 min.
A atividade enzimatica da enzima imobilizada foi calculada por meio da aplicacdo da Equacgéo
5, onde uma unidade (U) é definida como a quantidade de lacase capaz de oxidar 1 pm de ABTS

por minutos por mg.

AA X V¢x10°
At x 1 Xe X mg X1000

Atividade Lacase (m£g> = (5)

Onde : AA é a mudanca na absorbancia; Vi é o volume total do ensaio (mL), 10°¢ o
fator de troca de concentragdo de M para uM, At é o tempo de incubagéo (min); | é o didmetro

da cubeta (cm), € é o coeficiente de absor¢do molar ABTS (g 436 = 29.300 M tcm 1), ems é

a massa da enzima imobilizada (mg).

2.7 Analise Estatistica Multivariada: Analise de Componentes principais

O emprego da analise de componentes principais (ACP) teve como objetivo verificar os
ensaios com caracteristicas similares em termos de grupos funcionais oxigenados (carboxilicos,
lactdnicos e fenolicos) que apresentaram melhor capacidade de imobilizagdo e atividade da

enzima imobilizada. Para isso, utilizou-se a concentracdo de grupos funcionais oxigenados
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encontrado para cada carvéo sintetizado e seus respectivos valores de capacidade adsortiva e
atividade enzimatica.

A partir destes dados foram obtidas as matrizes de variancia e covariancia (S), as quais
foram fatoradas numa matriz diagonal, cujos elementos sdo iguais a aii<Ai, i = 1, 2, ... n. A
matriz diagonal foi obtida resolvendo a equacéo caracteristica da matriz S (Equacéo 6) contendo

autovalores com A1> A2> ... An.

IS—01|=0 (6)

Onde: S corresponde a matriz de variancia e covaridncia; Ai: autovalor e I: Matriz
Identidade. Para cada autovalor (Ai) foi determinado um autovetor ai a partir da solugao da
Equacéo 7.

|S-N|ai= @ (7)

Onde: ai: o autovetor e : conjunto vazio ou 0.

Os autovetores obtidos foram normalizados (ai) por meio da Equacéo 8.

OC* .
oci= 1 :oc*l 8
+o< et

Onde: ai: autovetor normalizado; a1, ai2... ain, aUtovetores normalizados correspondentes

aos grupos estudados; a1, aiz, ... ain, aUtOVetores ndo normalizados correspondentes aos grupos
estudados.

Tomando-se os elementos do vetor ai determinados como os coeficientes CPi, 0 i-6Simo
CP ¢ obtido pela Equacéo 9.

CPi= anzit ixzo+ -+ inZn 9)

Onde:i=1, 2, ... n,em que: CPi: i-ésimo componente principal; ai1, ai2, cin €lementos do
i-ésimo autovetor (o) normalizado, associado ao i-ésimo autovalor (A;) do i-ésimo componente
principal (CPi).

A escolha do numero de componentes principais (CP) foi considerada com base no
critério de Kaiser, que mostra a quantidade necessaria de componentes principais a partir de

autovalores > 1, e pelo critério dos fatores interpretaveis que considera a soma acumulada dos
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autovalores > 70 %, ou seja, mostra quais componentes principais que retém juntos a maior
proporcédo de variancia dos atributos originais.

Apols a obtencdo do numero de componentes principais foram plotados graficos de
dispersdo dos coeficientes de correlacdo entre as variaveis e os CP, com o objetivo de verificar
a formacéo de agrupamentos de amostras similares mediante exames visuais. Foram utilizados
0s programas SAS Studio e Origin, para desenvolvimento da ACP e plotagem dos graficos,

respectivamente

2.8 Efeito do pH na imobilizagio de lacase e do meio reacional na atividade da lacase

O efeito do pH da solugdo enzimatica sobre a imobilizacédo da lacase e do meio reacional
na atividade da livre e do derivado foi avaliado nos valores de pH 3,0, 4,0, 5,0, 7,0 e 9,0 a 25
°C. Os tampdes utilizados neste estudo foram acetato de sédio 100 mM (pH 3,0; 4,0 e 5,0) e
tampdo fosfato de sédio (pH 7,0 e 9,0) com a concentragdo de 100 mM. Os ensaios para
imobilizagdo nos diferentes valores de pH foram realizados conforme o item 2.6. A
determinacéo da atividade da enzima livre e imobilizada foi realizada conforme o procedimento
descrito da secdo 2.6.1. O resultado foi expresso em atividade relativa e o maior valor
considerado como 100%. Para a andlise estatistica dos resultados, utilizou-se a anélise de
variancia (ANOVA) com teste F e teste de Tukey para comparagdo entre médias, ao nivel de

5% de significancia.
2.9 Rendimento de imobilizacédo dos carvoes

As solucdes da filtragem e lavagem dos carvdes obtidos no procedimento de imobilizacéo
descrito na se¢édo 2.6.1 foram usados para avaliar o rendimento do processo de imobilizag&o.
Os rendimentos de imobilizacdo foram estimados calculando a atividade das enzimas
removidas do sobrenadante em comparacdo com a atividade da enzima livre utilizando a

Equacdo 10.

Ai—Af)

Rendimento de imobiliza¢ido (%) = (A— %X 100 (10)

Sendo: Ai: atividade inicial da enzima livre; As: atividade de lacase dosada na solucédo de

filtragem e das solucdes de lavagem.
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2.9.1 Efeito da temperatura na imobilizacdo e na atividade da lacase

O efeito da temperatura no processo de imobilizacdo e do meio reacional na atividade
enzimatica para a lacase livre e imobilizada foi avaliado nas temperaturas de 25 °C, 40 °C e 60
°C no valor de pH em que a enzima apresentou o melhor desempenho. O processo de
imobilizacéo foi realizado como descrito no item 2.6. A determinagdo da atividade enzimética
da enzima livre e imobilizada foi realizado conforme o procedimento descrito da segéo 2.6.1.
O resultado foi expresso em atividade relativa e o maior valor considerado como 100%. Para
a analise estatistica dos resultados, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) com teste F e

teste de Tukey para comparacgdo entre médias, ao nivel de 5% de significancia.

2.9.2 Estudo de reuso de lacase imobilizada

A reutilizacdo da lacase imobilizada foi avaliada determinando a atividade enzimética
conforme descrito no item 2.6 por 5 ciclos de reacdo de oxidacdo. Sendo que ap6s cada ciclo
de oxidacdo do substrato foram adicionados 5 ml do tampéo acetato de sédio/acido acético100
mM em pH 4,0 nos tubos contendo o derivado, 0s quais passaram por um processo de agitacéo
por 5 min a 20 rpm e centrifugacdo por 10 min a 3500 rpm, para retirar quaisquer residuos de

ABTS presente no meio, deixando o derivado apto para um novo ciclo.

2.9.3 Determinacdo dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos foram determinados para lacase livre e lacase imobilizada
segundo metodologia proposta por Minteer (2011). Para determinar os parametros cinéticos, a
atividade foi medida variando a concentracdo do substrato ABTS de 0,1 a 2,0 Mm. Os ensaios
foram realizados em tampao acetato 100 mM (pH 4,0) a 25 °C. As constantes cinéticas de
velocidade maxima (Vmax) € a constante de Michaelis — Mentem (Kn) foram estimadas por

regressao ndo linear de acordo com o modelo de Linewear-Burk apresentado na Equacéo 11.

=My (12)

VO Vmax+ [S] 0 Vmax

Onde, Vo é a taxa de reacdo, Vmax € a velocidade méxima de reacdo, Km € a constante de

Michaelis e S a concentragéo de substrato (ABTS).

2.9.4  Estabilidade ao tempo de armazenamento

Com o intuito de avaliar a estabilidade da lacase imobilizada no carvéo em relagéo ao
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tempo de armazenamento, a mesma foi armazenada em tampé&o acetato (100 mM) em pH 4,0,
por um periodo méximo de 30 dias em uma temperatura de aproximadamente 6 °C. A atividade
enzimatica foi determinada em diferentes tempos de armazenamento (1, 7, 14, 21 e 30 dias) nas
condicdes otimas de cada variavel determinada anteriormente (pH 4,0 e temperatura de 25°C),
utilizando procedimento descrito no item 2.6.1. Para a analise estatistica dos resultados,
utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) com teste F e teste de Tukey para comparacéo entre

médias, ao nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracterizacdo do material precursor

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados de caracterizacdo quimica do farelo do sabugo
de milho verde. A composicéo quimica dos residuos lignocelulésicos dependem fortemente do
seu estado de maturacdo e das condigdes climaticas, variando de matéria-prima para matéria-
prima (KUMAR et al., 2020) e s&o de fundamental importancia na producdo dos materiais
carbonaceos. Dentre os constituintes presentes no material precursor, a celulose e lignina
apresentam maior influéncia nas propriedades que séo atribuidas ao carvao ativado (SANTOS,
etal., 2019).

Tabela 3. Caracterizacdo quimica do farelo de sabugo de milho verde.

Celulose

Amostra (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Cinzas (%) GFO (mEq.g?)
Sabugo

: 36,78 + 2,36 26,66+1,24 3,05+0,49 2,44+0,04 0,31+0,02
de milho

O farelo de sabugo de milho verde apresentou alto teor de celulose. Altos teores deste
constituinte levam a producdo de carvdes ativados com maior area superficial e influencia
positivamente a porosidade do material (JAIN et al., 2016; ABUELNOOR et al., 2021).

O rendimento de materiais carbonaceos produzidos a partir de residuos agroindustriais
possui uma relacdo direta com a composicéo lignoceluldsica desses precursores, sendo a lignina
um dos constituintes que mais influenciam no rendimento, uma vez que sua temperatura de
decomposi¢do é maior que dos demais constituintes (200 a 250°C), tendo uma maior

estabilidade térmica, o que leva a produtos com maior rendimento. O percentual de lignina
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encontrado para o residuo em estudo foi inferior & media relatado na maioria de estudos da
literatura para biomassas lignocelulésicas que varia de 9 a 29% (SHEN et al., 2021). Tal fato
pode ser atribuido a fatores relacionados com a variedade, estddio de maturacdo,
envelhecimento do milho apos colheita, aléem das condicdes de clima e cultivo (ZUBIOLO et
al., 2021). O contetdo de lignina é afetado ligeiramente pela carbonizacdo hidrotérmica, dessa
forma, mesmo com baixo teor de lignina o material pode apresentar alto rendimento apés o
processo de carbonizacdo (KUMAR et al., 2020).

Os matérias lignoceluldsicos possuem um teor de cinzas que varia de 0,8-15% (ZENG et
al., 2019), que equivalem ao material mineral presente na biomassa. Observa-se que o material
precursor apresentou um baixo teor de cinzas, que é influenciado também pelas condicdes de
cultivo. O baixo teor de cinzas pode favorecer a melhoria das propriedades texturais (area
superficial e porosidade) do hydrochar e do carvéo ativado (SMITH et al., 2016).

O farelo do sabugo de milho verde apresenta baixo teor de grupos funcionais oxigenados
(GFO) quando comparado a outros residuos (SEVILLA; FUERTES, 2009; HE et al., 2016;
BRANDAO et al., 2020). Porém, a carbonizacéo hidrotérmica tem como vantagem a producéo
de um material com elevado teor de GFO (LENG; HUANG, 2018).

3.2 Otimizacao do processo de carbonizacao hidrotérmica do residuo

A variavel resposta escolhida para o delineamento experimental (DCCR) foi o teor de
grupos funcionais oxigenados dos hydrochars obtidos ap6s a carbonizagdo hidrotérmica do
farelo do sabugo de milho nas condigdes experimentais estudadas (Tabela 4).

Os resultados obtidos para os grupos funcionais oxigenados (GFO) foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) (p<0,05) e a significancia do modelo foi verificada pelo teste F.
Para isso, as variaveis independentes foram submetidas a analise de regressao utilizando seus
valores codificados. Todos os parametros que ndo foram significativos foram agrupados ao erro
e um novo modelo reduzido foi obtido. Os resultados da analise estdo apresentados na Tabela
5.

Observa-se que 0 modelo de regressao foi significativo e a falta de ajuste significativa.
As significancias dos parametros do modelo gerado sdo apresentadas na Tabela 6. Verifica-se
gue nenhum parametro contendo a variavel concentracdo (% m/m) apresentou efeito sobre os
grupos oxigenados totais a 5% de significancia, sendo retirados do modelo. A temperatura e 0

tempo apresentaram efeito quadratico para os grupos funcionais oxigenados totais.
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Tabela 4. Quantidade de grupos funcionais oxigenados totais preditos pelo modelo das
variaveis decodficadas dos hydrochars do farelo do sabugo de milho obtidos apds carbonizacéo

hidrotérmica no DCCR utilizado.

Ensaio Tempo (h) Temperatura (°C) Conc. GFO-T
Solvente (%) (mEdg/g)

1 -1 (4,03) -1 (204,03) -1(18,10) 0,5221
2 -1 (4,03) -1 (204,03) 1(41,90) 0,5251
3 -1 (4,03) 1 (275,07) -1 (18,10) 0,4149
4 -1 (4,03) 1 (275,07) 1(41,90) 0,4149
5 1(9,97) -1 (204,03) -1 (18,10) 0,7038
6 1(9,97) -1 (204,03) 1 (41,90) 0,7038
7 1(9,97) 1 (275,07) -1 (18,10) 0,5967
8 1(9,97) 1 (275,07) 1 (41,90) 0,5967
9 -1,68 (2,00) 0 (240,00) 0 (30,00) 0,3316
10 1,68 (12,00) 0 (240,00) 0 (30,00) 0,6375
11 0 (7,00) -1,68 (180,00) 0 (30,00) 0,5222
12 0 (7,00) 1,68 (300,00) 0 (30,00) 0,3422
13 0 (7,00) 0 (240,00) -1,68 (10,00) 0,8030
14 0 (7,00) 0 (240,00) 1,68 (50,00) 0,8030
15 0 (7,00) 0 (240,00) 0 (30,00) 0,8030
16 0 (7,00) 0 (240,00) 0 (30,00) 0,8030
17 0 (7,00) 0 (240,00) 0 (30,00) 0,8030

* Os nimeros em parénteses representam os valores das variaveis nao codificadas

Tabela 5. Andlise de variancia da regressao do estudo do emprego do farelo de sabugo de milho
para as variaveis codificadas.

FV GL SQ QM F Prob.
Regresséo 4 0,9045 0,2261 106,78 <0,0001
Falta de ajuste 12 0,6148 0,0512 24,19 <0,0001
Residuo 17 0,0360 0,0021

Total 33 1,5553

A temperatura e tempo de residéncia do processo de CHT influenciam diretamente na
incorporagéo das propriedades fisico-quimicas do hydrochar formado (JAIN et al., 2016). Isso
ocorre porque a decomposicdo dos constituintes presentes na biomassa, a formagéo e a
transformacédo de compostos intermediarios, remogdo de compostos voléteis e a funcionalidade

da superficie dependem da temperatura (KUMAR et al., 2020). O tempo de residéncia
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desempenha um papel importante no rendimento, distribuigdo, composicdo e qualidade dos
produtos gerados (WANG et al., 2018).

Tabela 6. Estimativa dos parametros do modelo (dados codificados).

Parametro Estimativa Valor -p
Bo 0,8028 <0,0001
(intercepto)
P1 (X1) 0,0907 0,0036
B2 (X2) -0,0535 0,007
B3 (X1?) -0,1126 0,0008
B2 (X2) -0,1312 0,0002

Xi1=tempo (min); X,= temperatura (°C).

Para melhor compreensdo do efeito das varidveis independentes sobre a variavel resposta
GFO, o modelo para as variaveis decodificadas foi determinado (Equagéao 10).

GFO-T=-5,60819 + 0,20895t+ 0,04794T -0,0127t? — 0,000103T? (10)
R?=0,6700

Onde: GFO-T ¢ a quantidade de grupos funcionais oxigenados (mEq.g™2); t é o tempo (h)
e T é atemperatura (°C).

Posteriormente, a partir da Equacéo 10 foi gerado um grafico de superficie de resposta
para melhor visualizacao do efeito das variaveis (Figura 1). A partir da derivada da equacdo das
varaveis decodificadas e analise do grafico de superficie de resposta foi possivel obter os
valores para temperatura e tempo de carbonizacdo hidrotérmica do farelo de sabugo de milho
para o ponto de maximo do teor de GFO, sendo o tempo de 8,2 h e a temperatura de 232,7 °C.
A concentracdo apesar de ndo apresentar efeito significativo a 5% de probabilidade foi fixada
em 30%, pois, verificando a Tabela 4, nessa regido de concentracdo foram obtidos os maiores
valores para os GFO, sendo as condicBes de tempo e temperatura proximas ao ponto 6timo.

O teor de grupos funcionais oxigenados quantificados experimentalmente para o
hydrochar nas condicdes 6timas foi de 0,62+0,02 mEq.g, indicando que o modelo obtido é
adequado e as condigdes definidas pelo mesmo (232,7 °C e 8,2 h) esta em concordancia com o
valor experimental. Comparando o valor obtido de GFO do farelo de sabugo de milho
(0,31+0,02 mEq.g}), com o valor do hydrochar nas condi¢bes Gtimas, verifica-se que o0

tratamento hidrotérmico foi eficiente para aumentar o teor de grupos funcionais em 100%.
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Figura 1. Superficie de resposta obtida para 0 modelo de CHT do farelo de sabugo de milho .

3.3 Sintese dos carvoes ativados

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados de capacidade de imobilizacdo e atividade
enzimatica da enzima lacase imobilizada nos diferentes carvbes sintetizados. E possivel
observar que para todos ensaios foi obtido uma capacidade adsortiva superior a 95%,
evidenciando grande potencial de utilizacdo dos suportes para imobilizacdo enzimatica, mesmo
em diferentes condi¢des de sintese. O desempenho do carvéo ativado em diferentes condicdes
de sintese como suporte para imobilizacdo de lacase € um resultado favoravel, uma vez que,
poderé ser produzido em baixas temperaturas, menor tempo de carbonizacdo e com utilizacao

de baixa quantidade de agente ativante, representando uma economia no processo.
3.3.1 Analise dos Componentes Principais (ACP)

A utilizacdo da técnica de Analise de Componentes principais teve como objetivo
encontrar uma correlagdo entre a capacidade de imobilizagdo e atividade enziméatica com 0s
teores de grupos funcionais oxigenados (carboxilicos, fendlicos e lacténicos), presentes nos
carvdes sintetizados (Tabela 8). Atraves do critério de Kaiser, dos fatores interpretaveis e da
observacdo do ScreePlot, foi possivel determinar que sdo necessarios trés componentes
principais para explicar a variabilidade dos dados para a capacidade de imobilizacéo e atividade

enzimatica. Juntos esses trés componentes explicam 74% da variabilidade dos dados.
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Tabela 7. Capacidade de imobilizac&o e atividade enzimatica da lacase imobilizada nos carvdes

sintetizados pelas condi¢Ges do delineamento experimental.

Ensaio Tempo  Temperatura Razéo de Capacidade Atividade da
(min) (°C) impregnacdo adsortiva (mg.g™) lacase
9.9 imobilizada
(U.mg™)
1 48 461 1,00 99,41+0,28 2,45+0,14
2 48 461 2,5 99,40+0,28 1,87+0,10
3 48 639 1,00 99,21+0,55 1,26+0,34
4 48 639 2,5 99,40+0,27 1,47+0,02
5 102 461 1,00 99,00+0,05 0,93+0,02
6 102 461 2,5 99,40+0,28 0,43+0,08
7 102 639 1,00 99,01+0,23 0,46+0,21
8 102 639 2,5 98,27+0,07 0,94+0,09
9 30 550 1,75 99,60+0,56 0,58+0,03
10 120 550 1,75 99,00+0,09 0,69+0,17
11 75 400 1,75 99,21+0,28 0,59+0,01
12 75 700 1,75 99,80+0,32 1,32+0,05
13 75 550 0,5 98,79+0,16 0,89+0,09
14 75 550 3,00 99,88+0,35 0,64+0,03
15 75 550 1,75 97,50+0,91 0,40+0,06
16 75 550 1,75 98,82+0,15 0,55+0,04
17 75 550 1,75 98,49+0,28 0,64+0,12

Os componentes CP1 e CP2 foram escolhidos para explicar a variancia dos dados, uma

vez, que explicam 36,31% e 21,89% dos resultados. De acordo com os coeficientes de Pearson

e na significancia da correlagdo (p > 0,05), o componente principal (CP1) apresentou alto

correlacdo com todas as varidveis correspondentes aos grupos funcionais oxigenados, j& o

segundo componente principal (CP2) explicou a relagéo de capacidade adsortiva e atividade

enzimatica dos carvdes. A partir dos escores dos componentes principais (CP1 e CP2) foi
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realizada a ACP por meio do grafico de dispersdo dos resultados das amostras dos carvoes
(Figura 2), tendo o ensaio (CA7) como o ponto mais afastado, podendo considera-lo como

outlier.

Tabela 8. Teor de grupos acidos dos diferentes carvdes sintetizados

Grupos acidos

Ensaio (mEq.g?)

Carboxilicos Lactonicos Fendlicos
1 0,06+0,04 0,45+0,08 0,62+0,06
2 0,15+0,06 0,36+0,02 0,51+0,10
3 0,09+0,08 0,32+0,02 0,59+0,08
4 0,07+0,02 0,27+£0,13 0,41+0,06
5 0,13+0,59 0,00+0,00 0,78+0,11
6 0,15+0,13 0,00+0,00 0,83+0,04
7 0,15+0,02 0,49+0,06 0,24+0,08
8 0,9+0,04 0,00+0,00 0,44+0,04
9 0,75+0,06 0,00+0,00 0,65+0,02
10 0,76+0,02 0,00+0,00 0,3+0,02
11 0,79+0,07 0,00+0,00 0,95+0,08
12 0,51+0,15 0,30+0,12 0,62+0,11
13 0,94+0,04 0,00+0,00 0,72+0,21
14 0,73+0,34 0,06+0,15 0,71+0,02
15 0,33+0,23 0,00+0,00 0,53+0,02
16 0,63+0,19 0,35+0,04 0,66+0,13
17 0,25+0,23 0,05+0,02 0,65+0,02

Ao analisar o gréafico obtido pela ACP, pode-se observar a formacdo de 4 grupos e um
ponto outlier, sendo os carvGes pertencentes ao mesmo grupo com caracteristicas similares para
teor de grupos funcionais (carboxilicos, fendlicos e lacténicos) (CP1) e para capacidade de
imobilizacdo e atividade enzimética (CP2). Pela anélise qualitativa dos componentes principais
0 grupo G2 apresentou uma relagdo positiva para os teores de grupos carboxilicos e fendlicos,
negativa para lactonicos e positiva para capacidade de imobilizacdo da enzima lacase. Enquanto
0 grupo G4 apresenta os maiores valores de atividade enzimatica (>0,93 U.mg™), maiores
valores de grupos lactdnicos (<0,09 mEq.g™l) e menores teores de grupos carboxilicos e
fendlicos (<0,62 mEq.g™Y).

66



Figura 2. Gréafico dos escores das amostras de carvdes ativados sintetizados em relacdo a CP1
e CP2

G1 G2
CA11
2 -
° o ®
i CA16 CA9
CA15 CAB [ ]
o
® ca1r 2 |@ cato
N 0 [ ] -
o G3 cas @car2 Ga
@)
o
CA3 CA2
24
[ )
CA4 .CAl

CA7

T T T T T T T T

-2 -1 0 1 2

CP1

Pela anélise qualitativa de componentes principais o ensaio CAL presente no grupo G4
(sintetizado nas condi¢fes de tempo de 48 min, temperatura de 461 °C e uma razdo de
impregnacédo 1:1) apresentou a melhor relacéo positiva com a atividade enzimatica e por isso

foi selecionado para ser utilizado nos estudos posteriores.

3.4 Caracterizacdo do carvdo ativado e hydrochar obtido nas condicBGes de

sintese selecionadas

3.4.1 Caracterizacdo quimica e rendimento

Na Tabela 9 séo apresentados os resultados de caracterizagdo do hydrochar e do carvéo
ativado sintetizado a partir do mesmo. O rendimento em hydrochar obtido nas condi¢des 6timas
definidas (232,7 °C, 8,2 h e 30% m.m!) foi de aproximadamente 53%. Mesmo n&o possuindo
um alto teor de lignina em sua estrutura, o que proporciona altos rendimento devido a sua
degradacdo ocorrer em temperaturas superiores a 220 °C, e a degradacdo da celulose e
hemicelulose ocorrer em temperaturas em cerca de 160°C- 200°C, o rendimento em hydrochar
foi considerado satisfatorio. O aumento no teor de GFO e o rendimento do hydrochar indicam
que o farelo do sabugo de milho é um residuo lignocelulésico promissor para producéo de
carvéo ativado (HEIDARI et al. 2019).
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O rendimento de todo o processo para obtencdo do carvéo ativado produzido a partir do
farelo do sabugo de milho foi de 33,43 %. O rendimento obtido foi proximo ao encontrado por
Inheanacho et al. (2021) (34%) quando sintetizaram carvao ativado a partir do sabugo de milho
com ativacdo com 4&cido fosférico. Um fator importante no rendimento de materiais
carbonéceos é o agente de ativacdo quimica empregado. Quando utilizado como agente de
ativacdo quimica o &cido fosforico obtém-se melhores rendimentos do processo de sintese em
comparagdo com outros agentes como 0 NaOH. Um melhor rendimento se da pelo fato de que
0 acido fosfdérico promove a formacdo de ligacdes ésteres de fosfato entre os polimeros
presentes nas estruturas lignoceluldsicas, formando uma matriz rigida na estrutura interna dos
poros, evitando a queima excessiva do precursor e perdas de volateis durante o aquecimento
(BRITO et al., 2017).

Tabela 9. Caracterizacdo quimica e rendimento do hydrochar (HSM) e do carvdo ativado
(CAHSM) produzido nas condices de sintese selecionadas.

Caracterizacao

HSM CAHSM
Rendimento (%) 53,00 33,43
GFO (mEq/qg) 0,62+ 0,02 1,04 £ 0,02
Teor de cinzas (Yom/m) 3,71+ 0,02
pHpcz 5,57+ 0,32 4,68 + 0,20

O rendimento obtido considerando apenas a massa de hydrochar utilizada no processo de
sintese do carvdo ativado foi de 47,13%, evidenciando que a carbonizacdo hidrotérmica
influenciou positivamente no rendimento do processo. O tratamento hidrotérmico do farelo de
sabugo de milho proporcionou a exposi¢do dos grupos funcionais oxigenados, sem que afetasse
o rendimento do carvdo, uma vez que nao houve uma degradagdo efetiva dos compostos
lignocelulésicos devido as baixas temperaturas de carbonizacéo.

Para os carvOes ativados o teor de cinzas deve variar entre 1,0 a 12%, o aumento no
conteudo de cinzas do carvao ativado em relagdo ao material precursor pode ser explicado pela
formagdo de compostos fosfatados que ndo foram eliminados durante o processo de
carbonizagéo. Altos teores de cinzas afetam o desempenho adsortivo do carvao ativado, devido
ao bloquei dos poros gerados pelo material mineral (JAWAD et al., 2020). O contetdo de cinzas
no carvao ativado também pode ser relacionado a temperatura do processo de carbonizacdo,
uma vez que, a maior volatilizagdo dos elementos minerais ocorre a temperaturas mais altas de

producdo ( JIAN et al., 2018).
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Observa-se um aumento de 59,6% do teor de grupos funcionais oxigenados (GFO) no
carvdo ativado em relagéo ao hydrochar utilizado na sua sintese. As caracteristicas quimicas da
superficie do carvdo ativado podem variar de acidas a alcalinas, oxidantes, redutoras,
hidrofobicas ou hidrofilicas devido aos diferentes grupos funcionais presentes no material. O
carvdo ativado obtido apresenta caracteristicas &cidas, que é confirmada pelo seu valor de ponto
de carga zero, atribuida ao teor de grupos funcionais oxigenados gerados durante o processo de
sintese (SHEN et al., 2008; WANG et al., 2022).

O pHecz determina a carga superficial do adsorvente e é definido como o pH onde a
superficie do material possui a densidade de cargas elétricas superficiais nulas, ou seja,
apresentando o nimero de cargas positivas e cargas negativas equivalentes (iguais). E possivel
observar que o pHrcz do hydrochar e do carvéo ativado estdo na faixa de pH &cido, sendo
atribuido aos grupos é&cidos formados durante a carbonizacdo hidrotérmica. O carvao
apresentou ponto de carga zero em pH 4,68, dessa forma em solugdes com um pH inferior ao
pHecz, a superficie do carvao é carregada positivamente, apresentando uma eficiéncia adsortiva
para remocao de materiais aniénicos. O comportamento oposto ocorre para solu¢ées com pH
acima do pHpcz, favorecendo a adsorgdo de compostos catidnicos (BRITO et al., 2017,
SANTOS et al., 2019). O ponto de carga zero sofre influéncia do tipo de agente ativante
utilizado, atmosfera empregada na sintese, além do teor de grupos funcionais oxigenados. A
ativacdo com 4cido fosforico proporcionou a formacdo de um maior nimero de grupos
funcionais acidos, que contribuiram para o carater acido do carvéao sintetizado

3.4.2  Espectrofotometria de absorc¢do no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Analisando as bandas do espectro do material precursor (FSM) (Figura 3), foi possivel
observar comprimentos caracteristicos dos compostos lignoceluldsicos do material: uma banda
em 3314 cm™ atribuido ao estiramento das vibragdes caracteristicas do grupo hidroxila (OH),
pertencente estrutura de celulose (PEREIRA et al., 2014); banda em 2918 cm™, resultante da
deformacéo axial de liga¢bes C-H caracteristico de celulose, hemicelulose e lignina; bandas em
1624 cmatribuida ao C=0 no carboximetil da celulose e 1030 cm™ referente ao estiramento
do grupo C-O ou C-O-C da lignina, celulose e hemicelulose (BRUM et al., 2008; KAN et al.,
2017).
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Figura 3. FTIR do material precursor (FSM), do hydrochar (HSM) e do carvdo ativado
(CAHSM).
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Para o espectro do hydrochar (HSM), verifica-se que ap0s a carbonizacdo hidrotérmica
houve o surgimento de novas bandas e reducdo de intensidade e desaparecimento de bandas
existente no material precursor. A banda em 3314 cm™, referente a hidroxila (OH) presente na
estrutura da celulose desapareceu; houve reducdo da intensidade da banda em 2918 cm™
atribuido a ligacdo C-H caracteristica de celulose, hemicelulose e lignina; surgimento da banda
em 2115 cm™, referente ao estiramento do grupo carbono-oxigénio derivados do grupo cetona
e também da banda em 1733 cm™, atribuida as vibragdes C=0 de grupos carboxilicos e
lactonas, evidenciando o efeito da carbonizacédo hidrotérmica sobre os grupos funcionais; banda
em 1560 cm™ corresponde aos modos de alongamento C=0 e C=C, comuns em superficies de
carbono e reducéo de intensidade do pico em 1030 cm™, referente aos estiramentos do grupo
C-O das estruturas de lignina, celulose e hemicelulose (ACEVEDO; BARRIOCANAL, 2015;
PEREIRA et al., 2014).

Para o espectro do carvéo ativado (CAHSM) produzido a partir do hydrochar foi possivel
identificar bandas em 1860 cm™ e 1560 cm™, que séo referentes ao alongamento das ligagGes
C=0 e C=C presentes nos materiais carbonaceos e a banda em 1070 cm™, que pode ser atribuida
as ligacOes de esteres de fosfatos, originados pela ativacdo quimica com &cido fosforico
(PEREIRA et al., 2014; LIU et al., 2018).
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Perda de massa (%)

3.4.3  Analise térmica diferencial e termogravimétrica

Na Figura 4 s&o apresentadas as curvas de TG e DTA para o farelo do sabugo de milho,
0 hydrochar e carvdo ativado. A resposta a andlise termogravimétrica de um material
lignocelul6sico pode ser interpretada como a destruicdo de biopolimeros vegetais com
diferentes estabilidades estruturais (SANTANA et al., 2020). Pode-se observar que as perdas
de massa durante a pirdlise dos materiais sdo diferentes entre eles, chegando ao final da analise
com perdas de 81,54 %, 54,72 % e 49,08 % para o farelo do sabugo de milho, hydrochar e
carvao ativado, respectivamente. O farelo do sabugo de milho apresentou a maior perda de
massa, por Sser O precursor e apresentar maior conteldo de matéria organica passivel de
degradacéo.

Figura 4. Curvas de TG (a) e DTA (b) do farelo de sabugo de milho (FSM), hydrochar (HSM)
e carvdo ativado (CAHSM).
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Foi observado dois estagios principais de perda de massa para 0os materiais. Para o farelo
do sabugo de milho verde a primeira etapa ocorreu numa temperatura variando de 20°C a
180°C, com um pico pronunciado em 64°C, podendo ser atribuido a perda de umidade do
material. Na faixa de temperatura de 195°C a 300°C ocorre uma perda de massa devido a
decomposigdo dos componentes lignocelulosicos (celulose, hemicelulose e lignina) (GAO et
al., 2016).

No perfil de decomposigdo térmica dos materiais foi possivel observar um evento
endotérmico e um exotérmico. O primeiro pico endotérmico em temperaturas abaixo de 100°C
pode ser atribuido a dessor¢do da &gua. O evento exotérmico que pode ser observado para o
farelo de milho verde e hydrochar entre 300° C a 500°C pode ser atribuido a polimerizacéo dos
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mondmeros dos produtos lignoceluldsicos devido as temperaturas utilizadas serem superiores
a carbonizacdo hidrotérmica (WANG et al., 2018). Para o carvdo ativado ha um pico de
decomposicdo térmica exotérmica a partir da temperatura de 400°C que se refere a reacdo de
oxidacéo de carbono fixo (SANTANA et al., 2020).

A perda de massa do hydrochar é mais discreta, apresentado um ombro em temperatura
superior a 400 °C, pois a maioria dos seus constituintes ja sofreram decomposicao, enquanto a
reducdo de perda de massa do carvao ativado € atribuida aos processos térmicos que 0 mesmo

ja foi submetido, onde houve uma decomposicéo parcial dos compostos volateis.

3.4.4 Morfologia dos matérias carbonaceos determinado por MEV e
caracterizacéao textural

Na Figura 5 sdo apresentadas as imagens de microscopia eletrénica de varredura do
hydrochar e do carvao ativado. Observa-se que o hydrochar (Fig. 5a) ndo possui uma estrutura
de poros desenvolvida, que é devido a persisténcia dos produtos de decomposicdo da
carbonizacdo hidrotérmica que causa o bloqueio dos poros na superficie do hydrochar (FANG
et al., 2018). E possivel observar a presenca de microesferas carbonaceas no hydrochar. Essa
estrutura é formada devido ao alto teor de celulose e hemicelulose que o precursor apresentava.
O alto teor desses compostos lignocelulésicos combinados a carbonizacdo hidrotérmica
promove o rompimento da estrutura em pequenos fragmentos, favorecendo o aumento da
presenca de microesferas carbondceas, ésteres e grupos hidroxila na sua superficie
(MARTINEZ et al., 2021).

Figura 5. Microscopia eletronica de varredura do hydrochar (A) e carvao ativado (B).
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A morfologia da superficie do carvéo ativado sintetizado na condi¢do escolhida utilizando

a ACP (Fig. 5b) exibe uma estrutura porosa com cavidades visiveis e desenvolvidas. E possivel
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observar a formacao de poros de diferentes tamanhos, sendo possivel verificar a presenca de
microporos e mesoporos na estrutura. A adsorcdo é um fendmeno de superficie e depende
principalmente das propriedades de superficie do material.

As propriedades texturais do hydrochar e do carvao ativado sintetizado sdo apresentadas
na Tabela 10. Verifica-se que 0o CAHSM apresentou maiores valores de &rea superficial, volume
de mesoporos e volume de microporos em relacdo ao hydrochar (HSM). A baixa &rea
superficial e volume de poros encontrado para 0 HSM pode ser atribuida aos produtos
despolimerizados na carbonizacdo hidrotérmica que se depositam na superficie do hydrochar
ao final do processo de sintese e causam o bloqueio dos poros e consequente reducdo de seu
volume (FANG et al., 2018; KUMAR et al., 2020). Os maiores valores de area superficial e
volume de poros do carvdo ativado resultam em uma maior acessibilidade do material a ser
adsorvido no interior dos poros. A area superficial do carvéo ativado é uma das propriedades
mais importantes para o desempenho da adsorcao, pois ela limita a quantidade de material que
pode ser adsorvido pela matriz (WANG et al., 2022) e sua estrutura de poros limita as
dimens@es das moléculas a serem adsorvidas (PEREIRA et al., 2014). Outro fator que contribui
para melhores resultados das propriedades texturais do carvao ativado é o processo de ativacdo
quimica, que leva ao aumento da porosidade através do aumento do volume de microporos e
criacdo de novos poros no material precursor, consequentemente um aumento da &rea
superficial do carvdo (SANTOS et al., 2019). Chen et al. (2017) ao ativar hydrochar produzido
por espiga de milho com &cido fosforico observou um aumento na area superficial de 380 vezes
em comparacdo com a area superficial do hydrochar sem ativacdo. Portanto, a estrutura de
poros, area superficial e presenca de grupos funcionais proporciona propriedades desejaveis
para 0 emprego do carvao ativado obtido como suporte para imobilizacdo enzimatica

Tabela 10. Propriedades texturais do hydrochar (HSM) e carvao ativado (CAHSM)

Amostra Sg (m?/g) Dp (nmM)2  Vmeso(cm?/g) Vmicro(cm?3/g)
HSM 4 19,72 0,0184 0,000
CAHSM 719 2,59 0,0801 0,1960

Sg: area superficial BET; Dp: Diametro médio dos poros; Vmeso: Volume de mesoporos; Vmicro: Volume de

microporos.

3.5  Estudo do efeito do pH e temperatura na imobilizacéo da lacase
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Na Tabela 11 é possivel observar os resultados obtidos para o estudo do efeito do pH
sobre a capacidade de imobilizacdo do carvao. O resultado para o teste F na Analise de variancia
(ANOVA) indicou diferenca significativa (P>0,05) do pH na capacidade adsortiva e
rendimento de imobilizacdo. Sendo assim, realizou-se a avaliacao por teste de comparacéo entre

médias utilizando o teste de Tukey (Tabela 10).

Tabela 11. Efeito de diferentes valores de pH na capacidade adsortiva (q%) do carvéo ativado e
o rendimento de imobilizagdo (R'). CV de 4,48% e7,07% para g° e R', respectivamente.

Amostra pH g2 (mg.g?) R' (%)
3 95,02 £1,262 98,55+0,022
CAHT 4 98,95 +0,04 2 99,60+0,05°
5 97,61 +0,26° 81,19+0,03"
7 82,95 +0,85° 14,76+0,07¢
9 78,58 +2,76° 2,46+ 0,50

Meédias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os valores mais elevados de capacidade adsortiva e rendimento de imobilizagdo foram
obtidos na faixa de pH &cido. Os valores de capacidade adsortiva em pH 3,0 e 4,0 ndo diferem
entre si no teste de média. O mesmo resultado foi obtido para o teste de média para o rendimento
de imobilizacdo, sendo escolhido para os testes posteriores o pH 4,0. Outros estudos utilizando
materiais carbonaceos para imobilizacdo de lacase relataram a mesma faixa 6tima de pH para
imobilizacdo. Esse comportamento foi atribuido a influéncia do microambiente nas interacdes
eletrostéaticas entre suporte e enzima (BAYRAMOGLU et al., 2010; LIU et al., 2012; NAGHDI
etal., 2018). A lacase fungica possui um ponto isoelétrico em pH acido (pl), variando de 3,0 a
7,0, principalmente, em torno de pH 4,0 (BEBEC et al., 2020). O carvao possui um ponto de
carga zero de 4,68, apresentando em sua superficie cargas positivas quando o ensaio foi
conduzido em pH 3,0 e 4,0, e tendo a enzima um ponto isoelétrico em torno de 4,0, pode-se
inferir que o processo de imobilizacdo foi governado por interacdes hidrofébicas e
eletrostaticas. Mesmo apresentando valores de capacidade adsortiva consideraveis em todas as
faixas de pH estudada, o rendimento de imobilizacdo diminui a medida que o pH aumenta,
evidenciando que mesmo o suporte tendo condic¢des favoraveis para comportar a enzima, sua
atividade é fortemente influenciada pelo pH do meio, devido a repulséo eletrostéatica.

A capacidade adsortiva e o rendimento de imobilizacdo apresentaram valores superiores
a 80% nas temperaturas avaliadas (Tabela 12), evidenciando a estabilidade da enzima frente a

diferentes condicOes de temperatura. Sendo a temperatura de 40°C a que proporcionou a maior
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capacidade de imobilizagdo e rendimento. O aumento da temperatura pode favorecer a
mobilidade da enzima em solugdo levando a melhores resultados de capacidade adsortiva
devido a menor resisténcia a difuséo.

Pode-se observar que o menor rendimento de imobilizacdo ocorreu na maior temperatura
de estudo. Esse comportamento pode ser atribuido & desnaturacdo e perturbacdo da
conformacéo tridimensional da enzima, resultando na perda de atividade (BILAL et al., 2016).
O resultado para o teste F na Analise de variancia (ANOVA) indicou diferenca significativa
(P<0,05) entre as temperaturas na capacidade adsortiva e diferenca ndo significativa (P>0,05)

para o rendimento de imobilizag&o.

Tabela 12. Efeito da temperatura na capacidade adsortiva (g%)e rendimento (R') de imobilizacéo

da lacase no carvéo ativado. CV igual a 1,75%, 4,48% para g° e R', respectivamente.

Temperatura g2 (mg.g?) R' (%)
(C)
25 89,02+0,32? 92,60+0,07 @
40 99,96+1,15° 97,00+0,04 2
60 91,81 +0,02% 84,50+0,06 2

Meédias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.6  Efeito do pH e da temperatura do meio reacional na atividade da enzima livre e

imobilizada

As atividades relativas em funcdo do pH do meio reacional para lacase na forma livre e
imobilizada sdo apresentadas na Figura 6. O pH 6timo de oxidacdo do substrato ABTS para
lacase na forma livre e imobilizada foi o pH 4,0 (pH &cido), com a atividade diminuindo a
medida que o pH aumenta.

As lacases de origem fungica apresentam atividade 6tima numa faixa de pH acido
variando de 3,0 a 5,0. Na faixa de pH neutro ou ligeiramente basico (6-8) sua atividade catalitica
é fortemente reduzida. Esse fato ocorre devido a inibi¢do enzimatica causada pela ligacéo de
ion hidroxido (OH") aos ions de cobre (Cu) do tipo 1 (CuTy) e 2 (CuTz) presentes no sitio
catalitico da enzima. Essa ligacdo interrompe o fluxo interno de elétrons do centro CuT: para
0s centros CuT2 e CuTs (ARICOV et al., 2020). Os maiores valores para a atividade da lacase
livre e imobilizada foram obtidos em pH 4,0, sendo de 30,01+1,27 U.mg™ para a solugdo de

enzima livre e 21,01+0,61 U.mg* para enzima imobilizada. Tais valores foram considerados
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como 100% de atividade relativa e os demais valores foram calculados a partir desses valores
de referéncia. Outros estudos utilizando matérias carbonaceos para imobilizacdo de lacase
relataram a mesma faixa 6tima de pH na atividade enzimatica. Esse comportamento foi
atribuido pelos autores a influéncia do microambiente do suporte na interacdo eletrostatica,
concluindo que a atividade da enzima imobilizada é significativamente influenciada pelas
caracteristicas do suporte e pela ligacdo entre a enzima e o suporte (BAYRAMOGLU et al.,
2010; LIU et al., 2012; NAGHDI et al., 2018). A reducdo mais acentuada dos valores de
atividade para enzima imobilizada pode ser atribuida ao impedimento estérico causado pelo
suporte microporoso, que limita a flexibilidade da enzima e a difusdo de substrato/produto
(RAMIREZ-MONTOYA et al., 2015).

Figura 6. Efeito do pH na atividade da lacase de Agaricusbisporus a 25 °C
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Na Figura 7 sdo apresentados os resultados do efeito da temperatura do meio reacional na

atividade da enzima livre e imobilizada. Foi possivel observar que a atividade maxima para
enzima livre foi obtida em 40 °C (32,00 + 1,54 U.mg™?) e para enzima imobilizada a atividade
maxima foi alcancada na temperatura de 25°C (22,54+1,65 U.mg™). O aumento da atividade
da enzima livre na temperatura de 40°C pode ser atribuido ao aumento da mobilidade da enzima
em solucédo, levando a um melhor desempenho da atividade. Quando a mesma se encontra
ligada ao suporte esse fendbmeno ndo foi observado, o que pode indicar uma necessidade de

mais energia de ativacao pela enzima imobilizada. Em estudo realizado por Lettera et al. (2016)
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foi relatado que a maior resposta da enzima livre em uma faixa de temperatura mais extensa é
atribuivel a reducdo da flexibilidade da enzima imobilizada. A flexibilidade da enzima
imobilizada é necessaria para que haja a ligacdo do seu sitio ativo com o substrato e para que
ocorra difusdo entre substrato e produto de forma que permita sua entrada e saida de suporte
(POPOVIC et al., 2021).

Na temperatura de 60°C ocorreu uma reducéo brusca da atividade tanto para enzima na
forma livre quanto imobilizada (2,67 + 0,29 U.mg™ e 0,39+ 10,30 U.mg™). Tal reducio pode
ser atribuida a possivel desnaturacao da proteina e perturbacdo da conformacao tridimensional,
com consequente perda de sua atividade (BILAL etal., 2016).

Determinar a temperatura 6tima para alcancar a atividade maxima da enzima é muito
importante, pois pode indicar a eficiéncia maxima de um sistema biocatalitico. A imobilizacéo
da enzima altera o seu perfil de atividade dentro de sua faixa de temperatura de trabalho e pode
mudar a sua temperatura 6tima e afetar a estabilidade em altas temperaturas, limitando suas
mudangas conformacionais. Um bom desempenho da enzima imobilizada a temperaturas mais
baixas é uma vantagem em termos de energia do sistema (CRISTOVAO et al., 2012; MISRA
etal., 2014).

Figura 7. Efeito da temperatura na atividade da lacase de Agaricus bisporus livre e imobilizada
em pH (4,0) étimo.
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3.7 Estabilidade operacional
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Na Figura 8 sdo apresentados os resultados para os ciclos de uso que a enzima imobilizada
foi submetida. A atividade inicial (1 ciclo) foi considera como 100% de atividade relativa. A
estabilizacdo da lacase devido a imobilizacdo em carvao ativado permitiu a facil reutilizacdo do
derivado, sendo mantida 50% da atividade inicial apo6s o ultimo ciclo de uso. A reutilizacdo do

biocatalisador em batelada ou sistema continuo é um fator importante na avaliacdo da
efetividade da imobilizagéo.

Figura 8. Atividade enzimatica para os ciclos de utilizagdo da lacase imobilizada.
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Naghdi et al. (2018) ao imobilizarem lacase covalentemente em nanobiochar de pinhal
obtiveram atividade residual de 30% ap0és 4 ciclos de reutilizacdo e 5% de atividade apds 7
ciclos de oxidacdo do ABTS. Uma razdo para maior reutilizacdo do biocatalisador pode estar
ligada a utilizacdo de concentracdo mais baixas de substrato (ABTS) e tempos de reagcdo mais
curtos (POPOVIC et al., 2021). Além disso, alteracdes conformacionais e a obstrug&o dos poros
do suporte, seja pelo acimulo de substrato ou produtos, sdo recorrentemente apontadas como

as causas da reducdo da atividade enzimatica nos ciclos subsequentes (KUMAR et al., 2014).

3.8 Estudo cinético

Na Figura 9 é apresentado o ajuste do modelo de Lineweaver-Burk aos dados
experimentais.
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Figura 9. Variacdo da atividade em funcéo da concentracdo de ABTS e graficos obtidos com
0 ajuste da equacao de Lineweaver-Burk para enzima livre a (i e ii) e imobilizada b (i e ii) a
25°C e pH 4,0.
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Os valores dos parametros cinéticos, constante de Michaelis Menten (Kn) e da velocidade
maxima de reacdo (Vmax) da lacase livre e imobilizada calculados a partir dos dados obtidos nos
gréaficos acima sdo apresentados na Tabela 13.

A constante de Michaelis-Menten, K, € Util principalmente para investigar a capacidade
de uma enzima se ligar ao seu substrato. Esse parametro cinético relaciona-se inversamente
com a afinidade da enzima ao substrato (SPINELLI et al., 2013). O valor do K  da lacase livre
é inferior ao da enzima imobilizada, indicando uma afinidade mais baixa entre a enzima
imobilizada e o seu substrato (ABTS). Entre os fatores que podem afetar o valor de Km em
sistemas imobilizados pode ser citado a diminuicdo da flexibilidade da proteina causada pelo
processo de imobilizacdo, que pode limitar 0 acesso do substrato ao sitio ativo da enzima
(OTHMAN et al., 2021). Entretanto, o aumento do Km verificado neste estudo (1,9 vezes) foi
menor do que o observado em outros estudos de imobilizagdo para lacase. Liu et al. (2020)

verificaram um aumento de 5 vezes no valor do Km da lacase imobilizada por bioimpressao
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3D. No estudo realizado por Othman et al. (2021) para reticulagcdo de lacase em carreador o

valor do Km para lacase imobilizada aumentou 11 vezes comparado a enzima livre.

Tabela 13. Pardmetros cinéticos: constante de Michaelis-Menten (Km) e velocidade maxima
(Vmax) da lacase livre e da lacase imobilizada.

Lacase Km (MM) Vmax(MM.mint) R2
Livre 0,59 35,09 0,992
Imobilizada 1,15 50,51 0,998

De acordo com modelo de Michaelis-Menten a velocidade da rea¢do enzimatica aumenta
em funcdo da concentracdo do substrato, uma vez que, a velocidade maxima (Vmax) mede 0
namero de moléculas de substrato que séo convertidos em produto por uma molécula de enzima
em um determinado tempo (MINTEER, 2011). A imobilizacdo da lacase aumentou o valor de
Vmaxem 1,47 vezes em relagdo a lacase livre, evidenciando que apesar das limitagdes ao acesso
do substrato ao sitio ativo de algumas enzimas imobilizadas, isso ndo prejudicou a velocidade
maxima. 1sso pode ser devido a alta razdo entre area superficial e volume de poros do suporte
que permitiu maior acessibilidade do substrato para interagir com as moléculas com sitios ativos
acessiveis da enzima (POPOVIC et al., 2021).

3.9  Estabilidade ao tempo de armazenamento

Na Figura 10 séo apresentados os resultados para o estudo do efeito do tempo de
armazenamento na atividade do derivado por um periodo maximo de 30 dias. A atividade inicial
(dia 1) foi considera como 100% de atividade relativa, sendo esse valor igual 29,58+1,15 U.mg"
! para enzima livre e 23,27+0,07 U.mg* para lacase imobilizada. No trigésimo dia de estudo de
estabilidade ao tempo de armazenamento o derivado ainda apresentou 50% da sua atividade
inicial (11,80+0,73 U.mg™). Por outro lado, a enzima livre perdeu toda sua atividade no
vigésimo primeiro dia de estudo. Esses resultados evidenciam que a imobilizacdo possibilitou
um ambiente favoravel para que a enzima nao sofresse danos ocasionados pelo microambiente,
preservando sua atividade e possibilitando sua utilizagdo ap6s o0 armazenamento.

A estabilidade de armazenamento é uma vantagem importante para a enzima imobilizada
em relacdo a enzima livre, pois a enzima nativa pode perder sua atividade em um curto periodo
de tempo. Portanto, este parametro é um indicativo de custo-beneficio para o uso da enzima
para muitas aplicacdes biotecnoldgicas (ZHANG et al., 2021).
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Os resultados de armazenamento para lacase imobilizada em carvéo ativado foi superior
ao relatados em estudos encontrados na literatura para imobilizagdo da lacase em diferentes
suportes. Foi observada 60% de perda de atividade apds 25 dias para lacase imobilizada em
poli (glycidylmethacrilato) (ARICA, 2009). Num estudo realizado por Stanescu et al. (2010),
para imobilizacdo de lacase em criogel do tipo PVA, houve uma perda de 40% da atividade da
enzima imobilizada ap6s 2 dias. Pezzella et al. (2014) imobilizaram lacase em perlite para
descoloracdo e foi observada uma perda de 81% de atividade imobilizada apds 27 dias de

armazenamento em temperatura ambiente.

Figura 10. Estabilidade ao armazenamento da lacase livre e imobilizada.
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4. CONCLUSAO

A carbonizacdo hidrotérmica realizada nas condicdes estabelecidas pelo planejamento
experimental proporcionou um aumento de 100% de grupos funcionais, quando comparado ao
teor de grupos funcionais do residuo do sabugo de milho verde, evidenciando que 0 processo
de carbonizacdo hidrotérmica foi eficiente na producdo de um material carbondceo com

caracteristicas promissoras. Com a utilizacdo da ACP no estudo do efeito das condicGes de
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sintese nas propriedades do carvao ativado, foi possivel selecionar um suporte eficiente para
imobilizacdo da enzima lacase, que proporcionou a obtencdo de derivado com atividade
enzimatica adequada. Através da analise morfoldgica e textural, observou-se o aumento da
porosidade e area superficial do carvao ativado quando comparado ao hydrochar, demonstrando
que a utilizacdo de hydrochar para sintese de carvéo ativado leva a producdo de um suporte
promissor para emprego na imobilizagdo de enzimas. O estudo da imobilizagéo da lacase em
carvao ativado evidenciou a faixa de pH acido como 6timo para conduzir o processo de
imobilizacdo e de atividade enzimatica. Para o efeito de temperatura, a enzima imobilizada
apresentou atividade enzimatica a 25°C superior a da enzima livre na mesma temperatura,
resultado que evidencia seu potencial de trabalho em condi¢Ges mais brandas. Dentro das
condicdes o6timas de estudo a enzima imobilizada no carvéo ativado apresentou atividade em 5
ciclos sucessivos de utilizacdo, sendo preservada mais de 50% da atividade inicial no altimo
ciclo. O derivado reteve 50% da atividade apds 30 dias de armazenamento. Os resultados
encontrados demostram que o suporte produzido apresenta potencial na imobilizagdo da enzima
lacase em condic¢des operacionais amenas, sendo uma alternativa de baixo custo comparado aos

suportes tradicionais para aplicagdes em escala industrial.
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