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Resumo da tese apresentado ao Programa de Pos-graduacdo em Engenharia de Processos da
Universidade Tiradentes como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do grau de

Doutor em Engenharia de Processos.

TRATAMENTO DE BIOCHAR PARA IMOBILIZACAO DE LIPASE E APLICACAO EM
REACAO DE TRANSESTERIFICACAO

Lays Carvalho de Almeida

Este trabalho teve como objetivo realizar primeiramente o tratamento do biochar
proveniente do processo de pirdlise de semente de goiaba por diferentes processos de
ativacdo, utilizando técnicas convencional (mufla) e ndo convencionais (assistidos por
ultrassom e por micro-ondas) na presenca de agentes de ativacdo (acido fosforico, hidréxido
de potéssio e diclorometano - DCM). Apo6s a obtencdo do biochar tratado, a segunda etapa foi
utiliza-lo como suporte para a imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia (LBC) com
diferentes protocolos de imobilizacdo (adsorcdo fisica, imobilizacdo hidrofdbica, ligacdo
cruzada, ligacdo covalente unipontual e multipontual). Na etapa final aplicou-se o
biocatalisador imobilizado nas reacBes de transesterificacdo de 6leo de coco bruto em
sistemas convencional (batelada) e ndo convencionais (ultrassom e micro-ondas) em
diferentes condicdes de razbes molares e temperatura, como também o uso de aditivos
(peneira molecular, agua e terc-butanol) na reacédo de transesterificacdo. O biochar tratado em
ultrassom com DCM apresentou os melhores resultados para a imobilizacdo da LBC por
adsorcdo fisica e as reacOes de transesterificacdo realizadas em sistema convencional
(batelada) apresentaram os melhores resultados de conversdes de ésteres etilicos com cerca de
48 % em 96 h e a maxima formacdo de monoacilglicerois de cerca de 60 % em 24 h para a
razdo molar dleo:etanol 1:7 a 40 °C. O uso de aditivos (peneira molecular, agua, terc-butanol)
nas reacdes de transesterificacdo em batelada ndo apresentou aumento na conversao de ésteres
etilicos. Os sistemas ndo convencionais de transesterificacdo (ultrassom e micro-ondas)
apresentaram uma reducdo na conversdo de ésteres etilicos, a maxima conversao encontrada
foi cerca de 25 % para ultrassom e 8 % para micro-ondas, resultado atribuido a baixa

estabilidade do biocatalisador imobilizado nas condigdes reacionais.

Palavras-chave: Biochar, imobilizacéo, lipase, transesterificacéo.
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Abstract of these presented to the Process Engineering Graduate Program at the University

Tiradentes as part of the requirements for the degree of Doctor in Process Engineering.

BIOCHAR TREATMENT FOR LIPASE IMMOBILIZATION AND APPLIED IN
TRANSETTERIFICATION REACTION

Lays Carvalho de Almeida

Firstly, the objective of this work was to perform the treatment of biochar from the
guava seed pyrolysis process by different activation processes using conventional (over) and
unconventional techniques (assisted by ultrasound and microwave) in the presence of
activating agents (phosphoric acid, potassium hydroxide and dichloromethane-DCM). And
after obtaining the treated biochar, the second step was to use it biochar treated as support for
the immobilization of Burkholderia cepacia lipase (BCL) with different immobilization
protocols (physical adsorption, hydrophobic immobilization, crosslinking, unipontual and
multipoint covalent binding). In the final step the immobilized biocatalyst was applied to the
transesterification reactions of crude coconut oil in conventional (batch) and non-conventional
(ultrasonic and microwave) systems under different conditions of molar ratios and
temperature, as well as the use of additives (molecular sieve, water and tert-butanol) in the
transesterification reaction. The ultrasonic biochar treated with DCM showed the best results
for the immobilization of the BCL by physical adsorption and the transesterification reactions
carried out in the conventional (batch) system showed the best results of conversion of ethyl
esters with about 48 % in 96 h and the maximum formation of monoglycerides of about 60 %
in 24 h for the oil: ethanol molar ratio 1:7 at 40 ° C. The use of additives in batch
transesterification reactions showed no increase in conversion of ethyl esters. The non-
conventional transesterification systems (ultrasonic and microwave) showed a reduction in the
conversion of ethyl esters, the maximum conversion found were about 25 % for ultrasound
and 8 % for microwave, a result attributed to the low stability of the immobilized biocatalyst

under the reaction conditions

Keywords: Biochar, immobilization, lipase, transesterification.
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Capitulo 1
1. INTRODUCAO

A utilizacéo de lipase imobilizada é uma alternativa promissora para o desenvolvimento
de processos mais verdes. Uma vez que o uso desta enzima imobilizada como catalisadores
apresentam vantagens quando comparado aos catalisadores quimicos, pois as condi¢cdes de
reacdo sdo brandas e ha reducdo na formacdo de subprodutos indesejaveis. Dentro deste
contexto, ha um crescente nimero de publicacdes cientificas visando a utilizacdo de
biocatalisadores imobilizados em diferentes setores industriais, tais como na inddstria de
alimentos, cosméticos e biocombustiveis (ZHAO et al., 2015; SIRISHA et al., 2016)

Contudo para a substituicdo dos processos industriais tradicionais € necessario obter
biocatalisadores imobilizados economicamente viaveis para a aplicacdo em escala industrial,
tendo em vista o elevado custo das lipases e suportes utilizados no processo de imobilizacao.
A partir deste cenario, ha uma busca por suportes alternativos, ambientalmente amigaveis e de
baixo custo como a utilizacdo de residuos agroindustriais tais como, sabugo de milho
(RUZENDE et al., 2014), talos de milho (LV et al., 2013), fibra de coco (BRIGIDA et al.,
2008; CRISTOVAO et al., 2012).

Outra vertente que esta em ascensdo € o desenvolvimento de processos industriais com
ciclo de vida de produtos ambientalmente sustentaveis. Os avancos tecnoldgicos tem
permitido o aproveitamento de subprodutos de outros processos de obtencdo de energias
renovaveis, tais como, biodiesel, bio-6leo, bioetanol e outros. Como, por exemplo, 0
aproveitamento da fragdo solida (biochar) um subproduto originario do processo de pirdlise
para a producdo de bio-6leo e biogas. O biochar pode ser aproveitado para adsor¢do de
compostos organicos (ADEMILUY1 et al., 2009), fertilizacdo dos solos (AHMAD et al.,
2012) e como catalisador (ZHAO et al., 2018). E ainda, o biochar pode ser utilizado como
suporte para imobilizacdo de metais (REGMI et al., 2012) e enzimas (GONZALEZ et al.,
2013).

Na literatura ha relatos de modificacdes nas propriedades morfoldgicas e fisico-quimica
do biochar para ser utilizados como suporte e aplicado na preparagdo de catalisadores
quimicos (SHAN et al., 2018; ZHAO et al., 2018; WANG et al., 2019). Dentre os tratamentos

utilizados para a modificacdo do biochar pode citar-se: sulfonacdo (CHELLAPPAN et al.,



2018) e ativagdo quimica com KOH e NaOH (PILLAI et al., 2017; WANG et al., 2019). Em
relacdo ao tratamento de biochar aplicado como suporte para preparacdo de biocatalisadores
imobilizados ainda ndo foi encontrado. Entretanto ha na literatura estudos que relatam o uso
de suportes orgénicos tratados e/ou modificados para imobilizacdo de enzimas, tais como,
fibra de coco modificado com glutaraldeido (BRIGIDA et al.,, 2007), fibra de coco
modificado com glicidoxipropriltrimetoxisilano (CRISTOVAO et al., 2012) e fibra de
algod&@o com polietilenoimina (ONDUL et al., 2012).

Além do suporte outro fator chave para a obtencdo de um biocatalisador imobilizado
estavel é a escolha adequada da técnica de imobilizacdo. Existem diferentes técnicas de
imobilizacao, tais como, adsorcdo fisica, ligacdo covalente, encapsulamento e ligacdo cruzada
(CLEAS). A técnica de imobilizagdo mais empregada € a adsorcao fisica, pois apresenta baixo
custo por ndo ser necessaria ativacao do suporte. Entretanto, ndo existe uma técnica universal
para ser aplicada para todas as enzimas e suas varias aplicacdes (HOMAEI et al., 2013;
SIRISHA et al., 2016).

Independentemente dos diversos estudos, ainda se faz necessario o estudo especifico
para os diferentes complexos formados entre a enzima e o suporte, bem como as condigdes
reacionais para um melhor desempenho dos biocatalisadores imobilizados visando a obtencéo
méxima de produtos em um menor tempo e custo/beneficio. Outro impasse para a substituicéo
dos processos industriais tradicionais € o maior tempo de reacdo dos biocatalisadores
imobilizados em comparagéo aos catalisadores quimicos. Desta forma, esforgos sao realizados
utilizando micro-ondas e ultrassom com o intuito de intensificar os processos enzimaticos,
principalmente nas reacGes de transesterificagdo para a obtencdo de ésteres etilicos com vista
a producdo de biodiesel (QUEIROZ et al., 2015; MICHELIN et al., 2015).

Tendo em vista a competicdo entre cadeia alimenticia e o elevado custo do Oleo
refinado, o presente estudo utilizou 6leo de coco bruto para as reacfes de transesterificacdo
enzimatica em virtude do incentivo do governo brasileiro a pesquisa com o uso de 6leo bruto.
Além da elevada quantidade de &cido laurico presente no 6leo de coco e a elevada
produtividade de coco na regido do nordeste, o qual Sergipe € considerado o terceiro maior
produtor da regido (JUNIOR et al., 2013).

Com base nesse contexto, o foco deste trabalho foi o desenvolvimento de

biocatalisadores imobilizados no biochar de semente de goiaba utilizando tratamentos



(convencionais e ndo convencionais) para ativacdo do biochar, a fim de melhorar as
caracteristicas fisico-quimicas e morfoldgicas para a imobilizacdo de enzimas com diferentes
protocolos. Os biocatalisadores produzidos foram testados em reacbes de hidrolise e
transesterificagdo, com um enfoque na avaliacdo do desempenho destes na reacdo de
transesterificagdo do 6leo de coco bruto em etanol na obtencdo de diferentes produtos (ésteres

etilicos, monoacilglicerdis e diacilglicerdis).



Capitulo 2

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Imobilizar a lipase de Burkholderia cepacia (LBC) em biochar da semente de goiaba
tratados por diferentes metodologias (convencional e ndo convencionais) e aplicar o
biocatalisador em reacdo de transesterificagdo de 6leo de coco bruto em meio contendo

etanol.

2.2 Objetivos Especificos

 Avaliar o efeito do tratamento no biochar por técnicas convencional (mufla) e ndo

convencionais (ultrassom e micro-ondas) na presenca de agentes ativadores;
* Realizar a caracterizar morfoldgica e fisico-quimicamente o biochar ativado;

 Verificar o potencial de imobilizagcdo da lipase de Burkholderia cepacia (LBC) no

biochar ativado por diferentes métodos de imobilizacéo;

« Avaliar o potencial dos biocatalisadores imobilizados na reacdo de transesterificacédo de
6leo de coco bruto e etanol para a sintese de ésteres etilicos por processo convencional

(batelada) e ndo convencionais (ultrassom e micro-ondas);

« Quantificar a formacdo de mono, di e triacilglicerdis na reacdo de transesterificacdo de

6leo de coco bruto e etanol em sistema batelada.

» Avaliar o uso de aditivos (peneira molecular, dgua e terc-butanol) na reacdo de
transesterificacdo de 6leo de coco bruto em etanol para a sintese de ésteres etilicos em

sistema batelada.

» Realizar a estabilidade operacional no processo mais eficiente para a produgdo de

ésteres etilicos.



Capitulo 3

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma breve revisdo bibliografica referente aos
seguintes tdpicos: processos enzimaticos, lipase, tratamento de suporte, estabilizacdo de
enzimas em suportes e reacdo de transesterificacao.

3.1 Processos enzimaticos

A demanda da sociedade por politicas publicas sustentaveis e processos industriais
amigaveis a0 meio ambiente, impulsiona o desenvolvimento dos processos enzimaticos
(TANG e ZHAO, 2009). As enzimas sdo consideradas catalisadores mais eficientes,
oferecendo processos muito mais competitivos em comparagdo com o0s catalisadores
quimicos, em virtude da reducdo do numero de etapas de processo, quantidade de residuos,
alta especificidade e atuacdo em condigdes brandas de reacdo (temperatura 30 a 70 °C e
pressdo atmosférica) (CASTRO et al., 2004; SHELDON e PELT, 2013; SINGH et al., 2013;
CHOl et al., 2015).

Com os recentes avangos na engenharia de enzimas, engenharia metabdlica e biologia
sintética ha um crescimento na aplicagdo da biocatalise em processos industriais em diferentes
areas, tais como alimentos, téxtil, farmacéutica, quimica fina e combustivel (TRAN et al.,
2016). Nos ultimos 10 anos houve um aumento no numero de publicagdes cientificas sobre a
sintese de ésteres etilicos por via enzimatica, devido as vantagens ambientais e econémicas
deste processo em relacdo a transesterificagdo quimica (ZHAO et al., 2015; TRAN et al.,
2016).

Baseando-se nas informacdes descritas, humerosos estudos abordam diferentes tipos
de enzimas, em especial a lipase para a sintese de ésteres etilicos. Na Tabela 3.1 pode ser
observado as Vantagens e desvantagens dos catalisadores quimicos (homogéneos e
heterogéneos) e o uso de enzimas imobilizadas como catalisadores (SHAN et al., 2018;
FONSECA et al., 2019). Pode ser observado que o uso de enzimas imobilizadas apresenta
vantagens quando comparado ao uso de catalisadores quimicos na reacdo de
transesterificagdo. Dentre as quais pode-se citar a facil recuperacao do subproduto (glicerol) e



baixo impacto ambiental. Ja com o uso de catalisadores quimicos heterogéneos apresenta alto

impacto ambiental devido a necessidade de tratamento de 4gua residual.

Tabela 3.1 - Vantagens e desvantagens dos diferentes catalisadores utilizados na

reacdo de transesterificacao de 6leos vegetais e alcoois (Adaptado de FONSECA et al., 2019).

Catalisador Vantagens Desvantagens
Neutralizacdo de acidos graxos livres
Homogéneo Alto rendimento, baixo custo e | (FFA), geracdo de aguas residuais,
alcalino rapida taxa de reacdo. dificil recuperacdo do catalisador e
purificacdo dos produtos.
Alto rendimento (sob certas | Corrosdo de equipamentos, geragdo
Homogéneo condigdes), conversdo de FFA | de aguas residuais, catalisadores
acido em biodiesel, baixo custo e taxa | dificil recuperacdo e purificacdo dos
média de reacéo. produtos.
A Alto rendimento, custo medio, Requerem alta energia, preparagdo
Heterogeneo taxa de reacdo rapida, possivel dq q lisad g I preparac q
alcalino reutilizacdo e pode ser usado em tediosa de cata_lsalor, IxIviagao de
; catalisador e baixa area de superficie.
processo continuo.
Alto rendimento, custo médio, | Baixa concentracdo de locais ativos,
Heterogéneo taxa de reacao _rép_ida, conver,séo alto_custo da matf'zria-pri_ma do
scido de FFA em biodiesel, possivel catal!sador, preparacdo Fedlosa de
reutilizacdo e pode ser usado em | catalisadores e  lixiviagdo  de
processo continuo catalisadores.
Alta produtividade, converséo
de FFA em biodiesel, baixa
Enzima necessidade de energia, alta|, . . . .
. . i Inibicdo por alcoois e alto custo.
imobilizada pureza do produto, capacidade
de reutilizacdo e pode ser usado
em um processo continuo.
3.1.2. Lipase

As lipases (EC. 3.1.1.3) pertencem ao grupo das hidrolases com capacidade de catalisar

uma ampla gama de

reacOes biocataliticas (hidrolise de ésteres,

esterificaces,

transesterificagcdes, alcoolise), e atuam em uma vasta gama de meios reacionais (incluindo

solventes organicos, liquidos i6nicos ou fluidos supercriticos), bem como possuem

6



capacidade de reconhecerem substratos muito diferentes com elevada especificidade.
(PALOMO et al, 2005; TOMIC e RAMEK, 2006; MANOEL etal, 2015;
SANCHEZ et al., 2017). Isso torna as lipases atraentes para diversas aplicacoes
biotecnoldgicas, incluindo as industrias de alimentos, detergentes, couro, téxtil, cosmético,
papel, biocombustiveis e produtos farmacéuticos (BARBE et al., 2009; WANG et al., 2009;
SANCHEZ et al., 2017).

A lipase de Burkholderia cepacia (LBC) (anteriormente denominada Pseudomonas
cepacia) é considerada como um dos biocatalisadores mais versateis por realizar a catalise em
ambos 0s meios aquosos € Ndo aquosos e por apresentar uma alta especificidade a diferentes
substratos, incluindo a resolucdo cinética de misturas racémicas (TRODLER et al., 2009;
PAN et al., 2010; ABDULLA e RAVINDRA, 2013; SANCHEZ et al., 2017). A LBC é uma
enzima globular com dimenséo aproximada de 30 x 40 x 50 A, constituida por 320 residuos
de aminoacidos com uma massa molecular de 33 kDa (LI et al., 2009).

A estrutura da LBC (Figura 3.1) ¢ constituida por um padrao de dobramento o/p
hidrolase, que consiste em B-fitas paralelas e por a-hélices e seu sitio ativo € formado pela
triade catalitica constituida por residuos de serina, histidina e aspartato, o qual é recoberto por
uma “tampa” hidrofobica que ao interagir com a interface polar/apolar sofre uma mudanga
conformacional, expondo o sitio ativo da enzima a uma posicdo favoravel para catélise,
semelhante a todas as lipases (NARDINI e DIJKSTRA, 1999; PALOMO et al., 2005;
TRODLER et al., 2009). A LBC se destaca por apresentar algumas caracteristicas incomuns a
outras lipases como um sitio de célcio que, supostamente, estabiliza a triade catalitica e a
presenca de um carboxilato adicional que pode funcionar como uma alternativa para aceitagcéo
de protons (KIM et al., 1997; SCHRAG et al., 1997).

Apesar das vantagens que as lipases apresentam um dos obstaculos para o
desenvolvimento e aplicacdo de processos enzimaticos é o alto custo da enzima, baixa
estabilidade operacional, dificil recuperacdo e reutilizacdo da enzima. Entretanto estas
desvantagens podem ser superadas com a imobilizacdo das enzimas em suportes. Uma vez
gue a manipulacdo da enzima imobilizada em um so6lido € mais conveniente do que sua forma

soltvel, o que facilita a recuperacdo e re-uso eficiente da enzima, permitindo assim a sua



utilizacdo, por exemplo, em operagdo continua de leito fixo, bem como reduzindo os custos
do processo (SHELDON e PELT, 2013; CHATTERJEE et al., 2014; ZHAO et al., 2015).

Subdominio
(214-261)

Regido
(160-213)

(262-320)

Figura 3.1 - Representacdo da estrutura tridimensional da lipase de Burkholderia cepacia. A
posicao do fon Ca®" esta indicada por uma esfera na cor lilas (Adaptado de BARBE et al.,
2009).

3.1.3 Estabilizacdo de enzimas

A estabilizagdo de enzimas surge como uma alternativa indispensavel, a fim de
alcancar a reducdo dos custos e uma maior eficiéncia global dos bioprocessos por meio da
imobilizacdo (ES et al., 2015). De acordo com GUISAN et al. (2006) a imobilizacdo de
enzimas refere-se as enzimas fisicamente confinadas ou localizadas em uma regido definida

do espago com retencdo de suas atividades cataliticas.

Primordialmente para se obter um biocatalisador imobilizado com propriedades
favoraveis para a sua aplicacdo em escala industrial é a escolha do suporte, que apresente
resisténcia mecanica e baixo custo, além da escolha adequada da técnica de imobilizacdo que

mantenha as propriedades cataliticas da enzima (ES et al., 2015). As propriedades



bioguimicas, mecénicas e cinéticas do biocatalisador imobilizado resultam na interacdo entre
a enzima e o suporte (HOMAEI et al., 2013; SHELDON e PELT, 2013; CARVALHO et al.,
2014). A partir deste enfoque numerosos estudos abordam diferentes tipos de suportes e suas

modificagdes fisico-quimicas para uma melhor interacdo entre a enzima e o suporte.

3.1.3.1 Suportes

As principais caracteristicas a serem consideradas na selecdo do suporte para a
imobilizagdo de enzimas sdo: resisténcia mecénica, quimica e microbiana, baixo custo de
producdo, ambientalmente amigével, inerte quimicamente a diferentes solventes e elevada
area especifica. Para a imobilizacdo por ligacdo covalente a presenca de grupos reativos na
superficie do suporte é indispensavel para realizar a funcionalizacdo e ativacdo do suporte
(GUISAN et al., 2006; ZUCCA e SANJUST, 2014).

Os suportes sao geralmente divididos em duas classes principais: inorgéanico, organico
e recentemente suportes hibridos, os quais apresentam compostos organicos e inorganicos na
sua composicdo visando melhorar as caracteristicas do suporte, como tamanho dos poros e
grupos funcionais diponiveis para uma melhor interacdo da enzima e suporte
(SILVA et al., 2011). O primeiro grupo, amplamente utilizado para a imobilizag&o de enzimas
por englobar a maioria das caracteristicas mencionadas, inclui alumina, silica, argila, zeolitas
e silicas mesoporosas. Dentre estes, 0s suportes a base de silica apresentam elevado potencial
para a imobilizagdo de lipases conforme relatado em diversos trabalhos na literatura,
principalmente devido a possibilidade de modificacdo da superficie, estabilidade térmica,
estabilidade mecanica e seguranca toxicoldgica (CARVALHO et al., 2013; CARVALHO et
al ., 2014; BARBOSA et al., 2014; ASHJARI et al., 2015).

Os suportes organicos incluem principalmente polissacarideos (como celuloses modifi
cadas, dextrano, quitosana e agarose), os polimeros vinilicos e acrilicos (tal como de
poli(alcool vinilico) e poliacrilamida) (ZUCCA e SANJUST, 2014). A busca por processos
ambientalmente favoraveis e a reducdo dos custos no processo de imobilizacdo de enzimas,
torna o uso de residuos agroindustriais como suporte uma alternativa promissora devido a sua
grande disponibilidade e baixo custo. Na literatura é reportado o uso de residuos
agroindustriais como matriz de imobilizagdo para amilase, invertase e lipase (Tabela 3.2).

Estes estudos com diferentes tipos de enzimas imobilizadas em suportes organicos naturais



tém mostrado que os residuos agroindustriais sdo uma fonte adequada de matéria-prima para

suportes.
Tabela 3.1 - Residuos agroindustriais para a imobilizacdo de enzimas
Rt_33|duos_ . Enzima _Tecnica d? Referéncia
Agroindustriais imobilizacéo
Casca de arroz Invertase Adsorcao fisica D'SOUZA e

Fibra de coco
Fibra de coco
Fibra de coco

Fibra de coco

Fibra de algodéo

Bagaco de cevada

Talos de milho

Bagaco da cana-de-
agucar

Sabugo de milho

Fibra de coco

Lipase de Candida
antarctica B
Lipase de Candida
antarctica B

Lacase

Lacase

Lipase de
Thermomyces
lanuginosus e Candida
antarctica A

Lacase

Lipase de
Pseudomonas
aeruginosa
Lipase de
Thermomyces
lanuginosus
Lipase de Burkholderia
cepacia

Lacase

Ligacdo covalente
Adsorcdo fisica
Adsorcdo fisica

Ligacdo covalente

Adsorcao fisica

Adsorcao fisica e
Ligacdo covalente

Adsorcao fisica

Ligacdo covalente
multipontual

Adsorcao fisica

Ligacdo covalente

GODBOLE, (2002)
BRIGIDA et al. (2007)

BRIGIDA et al. (2008)

CRISTOVAO et al.
(2011)
CRISTOVAO et al.
(2012)

ONDUL et al. (2012)

SILVA et al. (2012)

LV et al. (2013)

MENDES et al. (2013)

RUZENE et al. (2014)

BEZERRA et al.
(2015)

Neste contexto o biochar € um subproduto rico em carbono produzido a partir da
degradacdo térmica de matérias lignocelulésicos na auséncia de oxigénio, processo
denominado de pir6lise, como pode ser visto na Figura 3.2 (KUPPUSAMY et al., 2016). O
biochar € reconhecido como um material multifuncional devido a sua variedade de aplicagoes,
dentre as quais se destacam a remocdo de poluentes organicos e inorganicos de solucdo
aquosa (RIBAS et al.,, 2014), para melhorar a fertilidade e correcdo do pH do solo
(ZWIETE et al., 2010; LEHMANH etal., 2011), como catalisadores em reacdo de
transesterificagdo (WANG et al., 2019; CHELLAPPAN et al., 2018; ZHAO et al., 2018)
e imobilizacdo de enzimas (GONZALEZ et al., 2013).
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Degradagio térmica na
auséncia de oxigénio

Biogas

Bio-dleo

Biochar

Figura 3.2 - Processo de pirolise de mateérias lignoceluldsicos (biomassa) e seus respectivos
produtos.

Em relagdo a imobilizagio de enzimas o estudo de GONZALEZ et al. (2013) é o Gnico
encontrado na literatura. De acordo com este estudo o biochar de casca de aveia apresentou
propriedades favoraveis para imobilizacdo da lipase Candida rugosa. Verificaram que na
superficie do biochar ha grupos hidroxilas e carboxilicos, os quais promovem a imobilizacdo

por meio da interagdo com o grupamento amino da enzima.

As propriedades fisico-quimicas do biochar dependem da matéria-prima e das
condicbes da pirdlise (taxa de aquecimento, temperatura, tempo de residéncia e
granulometria) (ZHU et al., 2015; STEFAGBNIUK e OLESZCZUK, 2015). O interesse da
comunidade cientifica em pesquisar o biochar apresentou um crescimento exponencial, sendo
a maior parte das pesquisas voltadas & aplicacdo do biochar, principalmente, na area de
tratamento de &gua, alteracdo do solo, adsorcdo de metais e como base para a formacgdo de
catalisadores quimicos para producdo de biodiesel (ZHU et al., 2015; TAN et al., 2015;
WANG et al., 2019; ZHAO et al., 2018).

Como destacado, uma gama de suportes estdo em fase de desenvolvimento visando a
obtencdo de biocatalisadores estaveis e com elevada atividade catalitica, o que tem atraido o
interesse da comunidade cientifica na busca por alternativas para a melhoria das propriedades

morfoldgicas e fisico-quimicas dos suportes ja existentes. Dentre estas alternativas destaca-se
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0 uso de aditivos durante ou apds a preparagdo do suporte que proporciona altera¢fes na area
especifica e porosidade, bem como a disponibilidade de grupamentos funcionais. Além disso,
a obtencdo de biocatalisadores estaveis estd relacionada com a escolha das técnicas de
imobilizacdo enzimética que dependem das propriedades apresentadas na superficie dos
suportes e da enzima, tais como grupos funcionais, carga i6nica e grupos hidrofobicos
(CARVALHO et al., 2014).

Tratamentos de suportes

Na literatura diferentes tipos de tratamento de suportes sdo utilizados visando a sua
melhoria para a imobilizacdo de enzimas, tais como: aditivos na etapa de modificacdo de
suportes e uso de agentes de silanizacdo. Alguns dos aditivos utilizados sdo polietilenoglicol -
PEG, alcool polivinilico - PVA, caseina, gelatina, aloumina de ovo ou bovina e liquidos
i6nicos. Os agentes silanizadores e bifuncionais utilizados séo 3-aminopropiltrimetoxissilano,
3-aminopropiltrietoxissilano,  3-cloropropiltrimetoxissilano, epicloridrina, glutaraldeido,
glioxal, formaldeido, glicidol e carbonildiimidazol. (CARVALHO et al., 2014).

Diversos trabalhos relatam a modificacdo de suportes inorganicos a base de silica, por
ser um suporte amplamente estudado e com grande capacidade de modificagfes em sua
superficie por diferentes agentes, além da possibilidade de uso de aditivos em seu preparo. O
estudo realizado por SOUZA et al. (2013) mostrou que o uso de diferentes liquidos idnicos
como aditivos, durante o processo de encapsulamento da lipase de Burkholderia cepacia pela
técnica sol gel apresentou maior area especifica, diametro dos poros e rendimento de
imobilizacdo ao utilizar liquidos iénicos proticos. SOARES et al. (2003) compararam 0 uso
do aditivo PEG e albumina na imobilizacdo da lipase de Candida rugosa por ligacao
covalente em silica silanizada e ativada com y-aminopropiltrietoxi silano (y-APTS) e ativada
com glutaraldeido, o uso do aditivo PEG proporcionou um maior rendimento de imobilizacao

cerca de 59 %.

Em relacdo as modificacBes em suportes orgénicos, existem poucos trabalhos na
literatura. Os estudos realizados por BRIGIDA et al. (2007) e CRISTOVAO et al. (2012)
utilizou-se glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTS) para o processo de silanizacdo da fibra de
coco para a imobilizagdo, por ligacdo covalente, da lipase Candida antarctica e lacase,

respectivamente, o que proporcionou a formacéo de ligagcéo covalente multipontual ao utilizar
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pH 10 em ambos os processos de imobilizagdo obtendo biocatalisadores com maior
estabilidade operacional mantendo 50 % da atividade inicial ap6s 10 ciclos. ONDUL et al.
(2012) realizaram um revestimento com polietilenoimina na fibra de algodao para posterior
imobilizagdo por adsor¢do seguida de ligacdo cruzada com glutaraldeido das lipases de
Candida antarctica A (CALA) e Thermomyces lanuginosus (TL).

A literatura ndo apresenta modificacdes na superficie do biochar visando a imobilizacdo
de enzimas, entretanto as propriedades do biochar (por exemplo, area de especifica, tamanho
de poro, massa molecular, hidrofobicidade, polaridade e grupos funcionais) podem ser
modificadas por meio de tratamento de ativacdo quimica ou fisica (TAN et al., 2016;
SHIM et al., 2015).

Diversos estudos relatam a utilizacdo do biochar oriundo de diferentes materiais
lignoceluldsicos como semente de goiaba (RAHMAN e SAAD, 2003), semente de girassol
(FOO e HAMEED, 2011a), bambu (ADEMILUYI1 et al., 2009; FAN et al., 2010), casca de
amendoim (IDRIS et al., 2012), cascas de nozes (KLASSON et al., 2009), semente de
azeitona (STAVROPOULOS e ZABANIOTOU, 2005), casca de arroz (FOO e HAMEED,
2011b), casca de coco (FOO e HAMEED, 2012a), casca de jaca (FOO e HAMEED, 2012b),
casca de abacaxi (FOO e HAMEED, 2012c), serragem (FOO e HAMEED, 2012d) e palha de

trigo (MAO et al., 2015) como precursores para a produgéo de carvao ativado.

O tratamento de ativacdo do biochar para a producdo de carvdo ativado pode ser
classificado como: ativacdo fisica ou ativacdo quimica. Na ativacdo fisica, o precursor
(residuos lignocelulosicos) é tratado termicamente numa atmosfera inerte e a ativacdo do
produto sélido residual (biochar) é realizada em temperaturas elevadas (900 - 1000 °C), na
presenca de gases oxidantes como didxido de carbono (PEREIRA et al., 2014). O processo de
ativacdo quimica pode ser realizado por métodos de ativagdo de uma ou duas etapas. No
método de ativacdo quimica de uma etapa, 0 precursor € impregnado com agentes quimicos,
tais como hidréxido de potéssio, hidroxido de sédio, carbonato de sodio, cloreto de magnésio,
acido fosforico e cloreto de zinco e o material impregnado é tratado termicamente sob
atmosfera inerte (TAN et al., 2016; SHIM et al., 2015).

A ativacdo em duas etapas envolve a carbonizagdo do percursor seguido pela ativacao

do carvdo resultante na presenca de agentes quimicos (hidroxido de potassio, hidroxido de
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sodio, carbonato de sodio) (HADOUNA et al., 2013). Além de apresentar algumas vantagens
em relacdo a ativacdo fisica, como menor temperatura e tempo de tratamento e carvles

ativados com elevada area especifica (PEREIRA et al., 2014).

Recentemente as pesquisas estdo voltadas para buscar alternativas de aquecimento para
a preparacdo de carvéo ativado, com o intuito de reduzir o tempo de preparagdo e 0 consumo
de energia (FOO e HAMEED 2011b). O aquecimento por micro-ondas vem sendo
amplamente estudado, uma vez que o tempo necessario para a ativacdo é reduzido tornando-
se mais eficiente em termos energéticos do que o método convencional de aquecimento por
utilizar menos energia (MAO et al., 2015). Embora o0 aguecimento por micro-ondas seja hoje
uma técnica madura que encontra larga aplicacdo em ciéncia dos materiais, processamento de
alimentos e quimica analitica, existem relativamente poucos estudos sobre o preparacdo de

carvao ativado por aquecimento por micro-ondas (FOO e HAMEED 2011b).

Grande parte dos estudos realizados na preparacdo de carvao ativado esté voltada para a
remocdo de poluentes (organicos e inorganicos) de solucdes aquosas e como suporte para
preparacdo de catalisadores quimicos aplicados na producéo de biodiesel. ADEMILUY 1 et al.
(2009) estudaram a remocdo de poluentes organicos de efluentes industriais com carvao
ativado em mufla proveniente da ativacdo com &cido cloridrico (0,1M) do biochar de bambu,
no qual verificaram uma boa capacidade de adsor¢do de cerca de 62 % dos contaminantes
organico. No estudo de STAVROPOULOS e ZABANIOTOU (2005) foi produzido carvdo
ativo a partir de semente de azeitona com ativacao quimica utilizando KOH como agente de
ativacdo, temperatura de ativacao de 800 e 900 °C em diferentes tempos (1-4 h). Os resultados
indicaram que o carvéo ativado apresentou uma maior capacidade de adsor¢éo do corante azul

de metileno e area especifica em relacdo ao carvao ativado comercial.

MARDHIAH et al. (2017) avaliaram o uso de biochar de pinhdo-manso (Jaropha
curcas) como catalisador acido tratado com 4&cido sulfdrico aplicado em reacdo de
esterificacdo de 6leo de pinhdo-manso (Jaropha curcas) e metanol. A conversdao maxima foi
de 99,13 % na razdo molar de 6leo:metanol de 1:12, 7,5 % em peso de catalisador, 60° e 60
min de tempo de reacdo. PILLAI et al. (2018) desenvolveram catalisadores basicos de KOH e
NaOH utilizando biochar de poldas de Albizia Lebbeck ativado com acido sulfurico e

bicarbonato de sddio para producdo de biodiesel a partir de éleo de sementes de borracha.
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Verificou-se que o rendimento maximo de 97,2 % foi obtido para a proporcao de catalisador
de 3:1,6:1,4 (KOH: NaOH: biochar ativado).

WANG et al. (2018) estudaram a producéo de catalisador de oxido de célcio utilizando
0 biochar ativado com KOH oriundo de turfa para ser aplicado em reacdo de
transesterificacdo de 6leo de dendé em metanol. O melhor desempenho foi para o catalisador
preparado a 30 % (m/m) de oxido de célcio e 700 °C de calcinacdo, o qual foi obtido 93 % de
conversao de esteres metilicos nas seguintes condicbes: 5 % (m/m) de catalisador, razdo
molar 6leo/metanol de 1:8 e tempo de reacdo de 150 min. Concluindo que o biochar ativado
de turfa apresenta propriedades favoraveis como suporte para a preparacdo de catalisadores

quimicos.

Com base nestes estudos verifica-se que had uma variedade de técnicas que podem ser
utilizadas visando a melhoria das propriedades morfolégica e fisico-quimica dos diferentes
suportes, o qual ird influenciar na escolha da técnica de imobilizacdo de enzimas, uma vez que
as interagOes entre 0s grupos funcionais presentes no suporte com 0S grupos reativos presentes

na superficie da enzima determinard a melhor técnica para a imobilizacdo e sua estabilidade.

3.1.3.2 Técnicas de imobilizacéo

As técnicas de imobilizacdo de enzimas podem ser divididas em trés categorias:
ligacdo a um suporte (adsorcéo fisica ou ligacdo covalente), encapsulamento e ligacdo cruzada
(CLEAS) (Figura 3.3) (SHELDON e PELT, 2013; HOMAEI et al., 2013).

{‘s" w? . .
h € € 6,6
o e & €
e L € €€ %
og
Ligacdo a um suporte Encapsulamento Ligago cruzada

Figura 3.3 - Diferentes métodos para imobilizagdo de enzimas (Adaptado de SHELDON e
PELT, 2013).
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A ligacdo da enzima ao suporte por adsor¢éo fisica ocorre por interagdes hidrofobicas,
interacOes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e de van der Waals, em geral é relativamente
fraca e a ndo especificidade das interacdes podem levar a lixiviacdo da enzima resultante das
alteracdes reacionais (pH, temperatura, e forca iGnica), que por sua vez resulta em perda de
atividade com o tempo. Sugerindo assim, a aplicacdo de enzimas fisicamente adsorvida
principalmente em ambientes hidrofobicos (HOMAEI et al., 2013; ZUCCA e
SANJUST, 2014; ES et al., 2015). Entretanto, adsorcdo fisica é a técnica mais utilizada
devido a sua simplicidade e o baixo custo. Além de manter elevada atividade catalitica e
permitir a reutilizacdo do suporte uma vez que as interagBes sdo reversiveis, o que implica em

vantagens econdmicas para producdes industriais (ES et al., 2015).

A ligacdo covalente da enzima ao suporte € considerada mais forte, a qual minimiza a
lixiviacdo da enzima da superficie do suporte em meio aquoso, que ocorre a formacgdo de
maltiplas ligagcGes covalentes entre a enzima e o suporte, reduzindo a flexibilidade
conformacional e evitando o desdobramento da enzima e a sua desnhaturacdo (HANEFELD et
al., 2009). A ligacdo covalente se da por meio da interacdo entre os residuos das cadeias
laterais dos aminoécidos da enzima como arginina, acido aspartico, histidina e 0s grupos

reativos do suporte como epoxi ou aldeido (DATTA et al., 2013).

Uma das desvantagens apresentada pela ligacdo covalente é a necessidade da
modificacdo quimica do suporte, com inser¢do de grupos reativos no suporte (NH,, OH,
COOH) capazes de reagir covalentemente com a enzima, por meio de agentes silanizadores e
bifuncionais, tais como 3-aminopropiltrimetoxissilano, 3-aminopropiltrietoxissilano, 3-
cloropropiltrimetoxissilano, epicloridrina, glutaraldeido, glioxal, formaldeido, glicidol,
carbonildiimidazol, o que eleva o custo do processo de imobilizagdo (CARVALHO et al.,
2014). Dentre os grupos reativos utilizados para a ativacdo do suporte esta o aldeido que pode
ser facilmente ligado com o grupo amina presente no residuo de lisina da enzima. Onde a
imina formada pode subsequentemente ser reduzida (NaBH,), assegurando a imobilizagdo
irreversivel (HANEFELD et al., 2009; ZUCCA e SANJUST, 2014).

No geral, as enzimas imobilizadas covalentemente podem ser utilizadas em qualquer
meio, enquanto as enzimas adsorvidas devem ser aplicadas em meios contendo solventes

organicos ou em reagentes hidrofébicos para evitar a lixiviagdo. Por outro lado, a ligacdo
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covalente tem a desvantagem de ser irreversivel, tanto a enzima e o suporte sao inutilizados
na maioria dos casos (HANEFELD et al., 2009).

O encapsulamento ndo influéncia negativamente na estrutura da enzima por reter a
enzima no interior de uma matriz polimérica, tipicamente matrizes de polimeros organicos ou
inorganicos, tais como poliacrilamida e silica sol-gel. A matriz é geralmente formada durante
a prépria imobilizacdo, sendo a técnica sol-gel a mais utilizada, e consistindo em dois
processos simultaneos: condensacdo dos precursores de silica para formacdo da rede porosa
de silica e a encapsulacdo aleatdria da enzima. Apesar da porosidade apresentada na matriz a
difusdo do substrato para a enzima pode ser restringida a depender do tamanho dos poros do
suporte, do substrato e da conformacdo da enzima e seu sitio ativo durante a imobilizacao
(HANEFELD et al., 2009; SHELDON e PELT, 2013; CARVALHO et al., 2014; NIGAM et
al., 2014).

A formagdo de agregados reticulados de enzima (CLEAS) é uma técnica que envolve
uma Unica etapa simplificada do processo de imobilizacdo. Os CLEAs sdo agregados de
enzimas formados por precipitacdo fisica com sais inorganicos ou solventes organicos. A
enzima € precipitada com a ajuda de sais inorganicos como sulfato de amoénio, que
comprimem a camada de solvatacdo e aumenta a interacdo enzima-enzima. Estes precipitados
agregados sdo entdo reticulados com o auxilio de agentes, tais como glutaraldeido, que é um
agente bifuncional reativo, capaz de reagir com os grupos amino da superficie da enzima
(NIGAM et al., 2014).

No entanto, ndo ha nenhum método e suporte padrdo para todas as enzimas e as suas
varias aplicacdes, em razdo das diferentes caracteristicas quimicas e composicdo das enzimas,
as diferentes propriedades dos substratos e produtos. No entanto, todos os métodos podem
apresentar um namero de vantagens e desvantagens. A adsorcdo é simples, barata, e eficaz,
mas frequentemente reversivel; ligacdo covalente e CLEAs sdo eficazes e duraveis, mas sao
caros e facilmente afetam o desempenho da enzima e os problemas difusionais sdo inerentes
ao encapsulamento (HOMAEI et al., 2013).

Na literatura os diferentes biocatalisadores imobilizados a partir de varias técnicas de
imobilizacao ja foram utilizados em diversas aplica¢des, contudo o sistema lipase imobilizada

em biochar ainda ndo foi testado em reacdo de transesterificagao.
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3.2 Reacao de transesterificacdo

A reacdo de transesterificacdo é 0 método mais empregado para a producédo de ésteres
alquilicos de &cidos graxos (biodiesel) que ocorre na presenca de 6leo vegetal ou gordura
animal e um alcool de cadeia curta (etanol ou metanol) na presenca de um catalisador
(enzimatico ou quimico) ou em condicdes supercriticas. Conforme apresentado na Figura 3.4.,
a reacdo de transesterificacdo enzimatica ocorre em trés etapas: os triacilglicerois (6leo
vegetal ou gordura animal) sdo convertidos em diacilglicer6is, em seguida, a
monoacilglicerois e finalmente em glicerol, cada etapa produz um mol de éster. A fim de
favorecer a formacao de ésteres € necessario o0 excesso de alcool, uma vez que a estequiometria da
reacdo de transesterificacdo requer 3 mol de alcool para 1 mol de triacilglicerois para a producao
de 3 mol de ésteres e 1 mol de glicerol (GOG et al., 2012; SANDOVAL et al., 2017).

Portanto, ap0s a reacdo de transesterificacdo o0 meio reacional pode apresentar os
intermediarios (monoacilglicerdis e diacilglicerdis) e os produtos (ésteres e glicerol). Os
intermediarios formados apresentam valor agregado para insumo industrial, uma vez que 0s
monoacilglicerois sdo surfactantes ndo idnicos amplamente utilizados nas induastrias
farmacéuticas, de alimentos e de cosméticos. Na Tabela 3.3 sdo apresentados os diferentes

tipos de monoacilglicerdis e algumas de suas principais aplicacdes (FREITAS et al., 2008).

CH,—00C—R, | CH—OH

| Lipase |
CH—00C-R, 4+ ROH <«—» R—00C—R + CH-OOC—R,
CH,—00C—R, CH —00C—R,
ron Lipase ?HZ_OH
tH—00C R+ ROH <——» R=00C—R + CH—00C —&,
| ’ ~
CH,—00C—R, CH,—00C
CH,—OH CH,—OH

I Lipase |

*ICH—UDC -R, + ROH <«——>» R~=00C—R + <|:H—0H
CH,—00C CH—OH

Figura 3.4 - Etapas da reacédo de transesterificacdo catalisada por lipase (Adaptado
SANDOVAL et al., 2017).
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Tabela 3.2 - Os diferentes tipos de monoacilglicerois e algumas de suas principais aplicacdes
(FREITAS et al., 2008).

MONOACILGLICEROIS APLICACOES

Monoacilglicerdis dos Previnem efeitos danosos em pessoas que possuem desordens vasculares
acidos EPA e DHA

Monopentanoglicerol Tratamento de cabelos

Monocaprina Possue propriedades antivirais, bacteriana e microbiana sendo utilizada
em emulsBes para mucosa bucal, reduzindo os prejuizos causados por
bactérias como Candida albicans, que se aloja entre a gengiva e 0s dentes
(principalmente nas dentaduras)

Monolaurina Possui propriedades antivirais, bacteriana, protozoal e microbiana. Em
medicamentos é usada para destruir a gordura revestida de viroses como,
por exemplo, HIV e Herpes

A monolaurina também é usada como um dos principais agentes
penetrantes para aplicagdes em membranas mucosas, onde reduz o tempo
necessario para o inicio da acdo da droga, aumenta a quantidade da droga
penetrante e causa menor ou nenhum efeito deletério & membrana mucosa

Monooleina Utilizada como sistema de liberacdo de drogas, carregador farmacéutico e
emulsificante

Aracdonato de Ligante enddgeno receptor de canabindides nos tecidos cerebrais e
monoglicerila intestinais
Acetato de monoglicerila Pode melhorar a qualidade das gorduras, como, por exemplo, a margarina

Os diacilgliceréis (DAG) apresentam caracteristicas emulsificantes semelhantes aos
MAG e muitas vezes sdo usados juntamente com os monoacilglicerdis como emulsificante e
estabilizante para as industrias de alimentos, medicamentos e cosméticos (SONG et al., 2012;
BABICZ et al., 2010). Além disso, os DAG tém atraido interesse devido as suas propriedades
nutricionais benéficas, pois um 6leo rico em DAG pode ser incorporado na dieta humana,
uma vez que sdo facilmente utilizados pelo organismo como fonte de energia, quando
comparado a 6leos ricos em triacilglicerdis que, em excesso no organismo, sdo estocados em
forma de gordura localizada, sendo assim o 6Oleo rico em DAG é utilizado como 6leo de
cozinha funcional (GONCALVES et al., 2012; JIN et al., 2011).

Industrialmente, MAG e DAG sdo produzidos por meio da interesterificacdo de

triacilgliceréis com glicerol (glicerdlise), a altas temperaturas (>200 °C), na presenca de
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catalisadores inorganicos (Ca(OH),, NaOH) (FREGOLENTE et al., 2009; GHATTAS et
al., 2014). Em virtude das temperaturas elevadas utilizadas no processo hd formacdo de
subprodutos indesejaveis acarretando cor escura e odor desagradavel ao 6leo. Esta reagédo
produz uma mistura que contém cerca de 35-60 % de monoacilglicerois, 35-50 % de
diacilglicerois, 1-20 % de triacilglicerdis, 1-10 % de acidos graxos livres, e o sal de metal
alcalino resultante (FREITAS et al., 2008; FREGOLENTE et al., 2009).

Tendo em vista a politica e as exigéncias da sociedade para o desenvolvimento de
processos industriais verdes, 0s processos enzimaticos tem atraido grande interesse da
comunidade cientifica com um crescimento exponencial na Gltima década, impulsionada pelos
avangos nas areas de engenharia enzimatica, engenharia metabolica e biologia sintética
(TANG e ZHAO, 2009; SHELDON e PELT, 2013).

Em relacdo a producdo de ésteres alquilicos de acidos graxos (biodiesel) via
transesterificacdo enzimatica, ANTCZAK et al. (2009) apresentam alguns fatores crucias que
afetam a produtividade, tais como: a escolha adequada da matéria-prima, o processo de
imobilizacdo da enzima para uma melhor estabilidade e eficiéncia catalitica, seguido dos
chamados parametros secundarios, tais como selecdo do solvente orgénico, otimizacdo da
razdo molar do solvente, temperatura, atividade da agua, pH do microambiente da enzima e a
concentracdo de glicerol admissivel na reacdo, como pode ser visto no fluxograma
(Figura 3.5).

Em relacdo a matéria-prima o Oleo de coco bruto surge como uma alternativa
promissora para a producdo de biodiesel, uma vez que apresenta um elevado percentual de
acidos graxos saturados de cadeia curta, principalmente o acido laurico que corresponde a
cerca de 50 % da sua composicdo (NITBANI et al., 2016). De acordo com MICHELIN et al.
(2015) acidos graxos de cadeia curta apresentam um melhor desempenho na producdo de
biodiesel por transesterificacdo enzimatica por interagir de maneira mais eficiente com o
receptor acilo e o biocatalisador. A Tabela 3.4 apresenta a composi¢do de &cidos graxos

presentes em diferentes 6leos vegetais.
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Selegdo da lipase

Selegdo do Estabilizacdo e/ou
substrato = modificacdo da
(6leo e alcool) lipase

1 1
Razdo molar do

solvente Temperatura
(alcool:dleo)

Parametros
Secundarios

Concentragao da
lipase

Quantidade de Concentragdo do
agua adicionada glicerol

pH do
microambiente da
lipase

Aditivos e
especificos

Figura 3.5 - Fatores que afetam a producdo de biodiesel por transesterificacdo
enzimatica (Adaptado ANTCZAK et al., 2009).

Tabela 3.3 - Composicéo de acidos graxos de 6leos vegetais (Adaptado
KARMAKAR et al., 2010).

Acidos graxos

. . . Oleo de Oleo de
(%) Oleo de coco Oleo de soja girassol Jatropha
Caprilico(C8:0) 5.0-9,0 - - -
Céprico(C10:0) 6,0-10,0 - - -
Laurico(C12:0) 44,0-52,0 - - -
Miristico(C14:0) 13,0-19,0 <0,5 <1,0 0,5-1,4
Palmitico(C16:0) 8,0-11,0 7-11 3,0-6,0 12,0-17,0
Estearico(C18:0) 1,0-3,0 2,0-6,0 1,0-3,0 5,0-9,5
Oléico(C18:1) 5,0-8,0 19,0-34,0 14,0-35,0 37-63
Linoléico(C18:2) 0-1,0 43,0-56,0 44,0-75,0 19-41

O Brasil é o quarto maior produtor mundial de coco e a regido nordeste tem uma
elevada representatividade na producao nacional, em que o estado de Sergipe é considerado o
terceiro maior produtor de coco, estando atrds apenas da Bahia e Cearad

(JUNIOR et al., 2013). Vale ressaltar que o 6leo de coco pode ser produzido a partir do
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residuo da producdo de coco ralado e leite de coco, desta forma ndo competiria com a
producdo de alimentos tornando-se uma matéria-prima promissora para a producdo de
biodiesel no Brasil. Além de promover o desenvolvimento socioecondémico da regido
produtora de coco devido a geragdo de emprego e renda (COSTA-SILVA et al., 2017).

Com base nesse cenario o grupo de pesquisa o qual esse trabalho esta inserido aprovou
na selecdo publica de Projetos de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo voltados para a
cadeia produtiva do biodiesel no edital 40/2013 MCTI/CNPq, o projeto para producdo
enzimatica de biodiesel a partir do 6leo de coco bruto, sendo entdo selecionado para o

presente estudo.

Concomitantemente aos estudos destes fatores esta o desenvolvimento de tecnologia
visando a viabilidade econémica para a producao de biodiesel por via enzimética para os mais
diferentes oleos brutos e refinados, com o uso de diferentes configuracbes de reatores
(batelada ou continuo), técnicas ndo convencionais (micro-ondas e ultrassom) como pode ser

visto no esquema mostrado na Figura 3.6.

—

Tanque
Batelada agitado
Convencional )
Leito fixo
SR Continuo —
Selecéo do Leito
Pr \ idi
00ess0 Fluidizado
Micro-ondas N——
Néo
Convencional
Ultrassom

Figura 3.6 - Processos para a producdo de biodiesel por transesterificacdo enzimatica
(Adaptado de MEUNIER et al., 2015; MICHELIN et al., 2015; CHEN et al., 2016).

3.2.1 Processos convencionais

Diferentes configuracdes de reacéo e reatores sdo relatados na literatura com o intuito
de reduzir os custos operacionais e melhorar a producdo de biodiesel por transesterificacdo
enzimatica. Os reatores podem operar em batelada no qual ndo ha entrada nem saida de

reagentes ou produtos durante a reacdo, ou podem operar em fluxo continuo em reator de
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tanque agitado (Continuous-Stirred Tank Reactor CSTR), reator tubular com escoamento
uniforme (Plug-Flow Reactor PFR) e reator de leito fixo (Packed Bed Reactor PBR)
(FOGLER, 2002). Os reatores mais estudados em reacdo de transesterificacdo enzimaticas séo
os de tanque agitado (CSTR) no qual a enzima (livre ou imobilizada) é dispersa na reacéo por
agitacdo e de leito recheado (PBR) no qual a enzima imobilizada é empacotada em uma
coluna (GOG et al., 2012; CHRISTOPHER et al., 2014).

O reator CSTR é o tipo mais simples, consiste de um reator e uma hélice, apresenta
como vantagem a facilidade de construcdo, operacdo e manutencdo, entretanto 0s
biocatalisadores imobilizados podem sofrer danos mecénicos, o que pode reduzir a
reutilizacdo do catalisador e afetar a viabilidade econémica do processo (XU et al., 2012;
GOG et al., 2012; MEUNIER et al., 2015). O sistema continuo do reator CSTR apresenta
vantagem em relacdo ao reator de batelada, pois ndo é necessario esvaziar, limpar e recarregar
0 reator antes de uma nova rea¢do, uma vez que biocatalisador € mantido no sistema com a
utilizacdo de um filtro na saida do reator (CHRISTOPHER et al., 2014).

Ja o reator PBR reduz o nivel de tensdo de cisalhamento das particulas do
biocatalisador e permite a operacdo continua. No entanto, os reatores PBR podem ser
limitados por uma elevada queda de pressdo através do leito ou da obstrucdo do biocatalisador
pela acumulagdo do glicerol na parte inferior do reator, o que diminui a eficiéncia catalitica.
Contudo varios trabalhos na literatura relataram aplicacBes promissoras utilizando reatores
PBR em diferentes configuragbes com reatores em serie, remogédo intermediaria de glicerol e
com adicdo de solventes para reduzir a viscosidade da mistura reacional (XU et al., 2012;
GOG et al., 2012; MEUNIER et al., 2015).

No estudo realizado por MEUNIER et al. (2015) foi avaliado a transesterificacdo da
trioleina num reator de leito recheado (PBR) com volume de 13,4 cm® comparando dois
biocatalisadores, Novozym 435 e a Lipase PS “Amano” SD imobilizada em Celite (CSG)
visando a obtengdo de ésteres de oleato de metila. Verificaram que a vazdo do substrato
influenciou significativamente na conversdo do éster e 0 maximo de conversdo obtida foi de
83 e 59 % para o biocatalisador (CSG) e Novozym 435, respectivamente, ao utilizar a maior
vazdo (20 mL/min). Esse resultado foi atribuido a remocao do glicerol na coluna ao utilizar

uma maior vazao no sistema uma vez que a presenca do glicerol limita o acesso da trioleina
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com o sitio ativo da enzima. Este mesmo processo foi utilizado por MEUNIER et al. (2014)
em reator batelada na temperatura de 40 °C e razdo molar 5:1 (metanol:trioleina) e 0 maximo
de conversdo obtida foi de 62 e 8 % para o biocatalisador CSG e Novozym 435,

respectivamente, ao utilizar o reator de leito fixo apresentou maior conversao em éster.

Outra vertente que tem despertado o interesse de muitos pesquisadores sao o0s estudos
relacionados a transesterificacdo enzimatica com a utilizacdo de tecnologias néo
convencionais, tais como aquecimento por micro-ondas e ultrassom. Com o intuito de reducéo

do tempo de reacdo e aumento das taxas de conversdo em éster.

3.2.2 Processos nhao convencionais

O uso de micro-ondas é estabelecido como uma fonte eficiente de aquecimento para
uma variedade de reagdes quimicas, em que elevados rendimentos e seletividade da reacao
podem ser alcancados em tempos reduzidos de reacdo (SHINDE e YADAV, 2014,
CHEN et al., 2016). De acordo com YADAV et al. (2015), a irradiacdo do micro-ondas em
biossistemas ndo tem praticamente nenhum efeito sobre a energia de ativacdo ou tem apenas
efeito moderado em poucos casos, reduz o tempo de reacdo em relacdo ao agquecimento
convencional, e a absorcdo de energia faz com que os grupos funcionais envolvidos na reagdo
apresentem uma maior reatividade em relacdo a incubacdo a mesma temperatura em

aquecimento convencional.

Os dois importantes fatores que tém contribuicdo significativa no efeito do micro-ondas
nos catalisadores enzimaticos sdo: (i) propriedades di-elétrica, e (ii) polaridade do meio de
reacdo. O uso de micro-ondas para a producgdo de biodiesel por transesterificacdo enzimatica
ndo esta totalmente estabelecido, mas estudos recentes demostram que 0 uso de aguecimento
por micro-ondas promove um aumento na conversdo e reducdo no tempo de reacdo quando
comparado com o aquecimento convencional (YADAV et al. 2015). Na Tabela 3.5 s&o
apresentados os estudos que verificaram a influéncia do aquecimento ndo convencional por

micro-ondas em reagdes de transesterificagdo enzimatica.

O uso do ultrassom na reacdo de transesterificacdo enzimatica poderad contribuir para
uma mistura mais homogénea do substrato e facilitar assim a dispersdo da enzima no
substrato, reduzindo aglomeracgdo de modo que a taxa de reagdo ndo diminua com o aumento

da concentracdo da enzima. Além disso, como a sintese enzimética de biodiesel € muito mais
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lenta do que a transesterificacdo quimica, a irradiacdo de ultrassom surge como uma
alternativa viavel para aumentar a velocidade da reacdo, a fim de tornar possivel sua aplicacédo
na producéo de biodiesel por via enziméatica em escala industrial (MICHELIN et al., 2015).
Na Tabela 3.6 estdo alguns trabalhos encontrados na literatura utilizando o ultrassom para

producdo de biodiesel por via enzimatica.

A partir da andlise dos trabalhos disponiveis na literatura consultada, nota-se que,
praticamente, ndo ha relatos da aplicacédo de transesterificacdo de 6leo de coco bruto assistido
por micro-ondas ou ultrassom com enzimas imobilizadas em biochar de semente de goiaba.

Este fato justifica o presente trabalho.
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Tabela 3.4 - Micro-ondas aplicado para producdo de biodiesel por via enzimatica.

Poténcia Matéria-orima Biocatalisador/ Alcool Razdo molar ~ Temperatura  Rendimento global Referéncia
P Carregamento (%) (v/v) (6leo:alcool) (°C) (%) / tempo (h)
. , _ NOGUEIRA
- Oleo de macauba Novozym 435/ 2,5 Etanol 1:9 30 45/ 0,25 et al. (2010)
Lipase de Burkholderia ..
8-15W Sebo de bovino  cepacia imobilizada em Etanol 1:6 50 95/ 6 e?j TZ?)lSZ)
silica-PVA/ 20 '
Lipase de Burkholderia DARO’S
8-15W Oleo de dendé cepacia imobilizada em Etanol 1:8 43 97/ 12 et al. (2013)
silica-PVA/ 20
Lipase de Burkholderia DARO’S
80 - 100 W Oleo de babagu  cepacia imobilizada em Etanol 1:12 50 100/ 10 et al. (2014)
silica-PVA/ 20
. . . QUEIROZ
50 W Oleo de soja Novozym 435/ 3,36 Etanol 1:3 60 99/3 et al. (2015)
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Tabela 3.5 - Ultrassom aplicado para a producéo de biodiesel por via enzimatica.

Biocatalisador/

Frequéncia / frin i < Razdo molar Temperatura Rendimento (%0) - A
poténcia Matéria-prima Ca(r(;;e))g?\:?\(/e)nto Alcool (Oleo:Alcool) (°C) / tempo (h) Comentarios Referéncia
Oleo residual
28 kHz/ 100W  de fritura Novozym o hanol 1:3 45 95/1,6 WANG etal.
. 435/8 (2007)
(elevada acidez)
Adicéo de
A Oleo de soja Novozym Metanol 1:6 40 96 /4 alcool amilico YUetal
+50 rpm 435/6 R (2010)
terciario (1:1)
Lipase A.
. - Ultrassom de
24 kHz/ 200 W Oleo de pinhdo- | aerogenes Metanol 1:4 - 84/0,5 ponteira em KUMAR et al.
manso imobilizada em : (2011)
silica- ciclosde 0,7 s
. . Lipozyme ) 60 BATISTELLA
37 kHz/100 W Oleo de soja RMIM/13 Etanol 1:3 86/4 etal. (2012)
25 kHz/ 200 W  Oleo residual Novozym Carbonato _ GHARAT e
+100 rpm de fritura 435/10 . de_ 1:6 60 8774 RATHOD,
dimetilo (2013)
Oleo de Novozym _ MICHELIN
40 kHz/ 132 W macaiiba 435/20 Etanol 1:9 75 70/0,5 et al. (2015)
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Capitulo 4
4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os principais materiais e metodologias empregadas
neste estudo para a ativacdo do biochar, imobilizacdo de lipase em biochar e as reacGes de
transesterificacdo, bem como os meétodos analiticos empregados na caracterizacdo dos

biocatalisadores imobilizados e do biochar.

4.1 Materiais

A lipase microbiana de Burkholderia cepacia (LBC) foi adquirida da Sigma-Aldrich
com atividade hidrolitica de 2500 U/g enzima (pH 7,0) determinada por reacdo de hidrdlise
(descrita no item 4.2.4). As sementes de goiaba foram cedidas pela industria de polpa de
frutas (POMAR), localizada na cidade de Aracaju/SE. Os outros reagentes utilizados foram:
hexano P.A. 99 % (Synth, Brasil); polietilenoglicol (PEG 1500, Synth); epicloridrina (EPI)
(Sigma-Aldrich); 3- aminopropiltrietoxissilano (ATPS) (Sigma-Aldrich); glicidol (Sigma-
Aldrich) e glutaraldeido 50 % (Sigma-Aldrich); Hidroxido de potéssio (Vetec, Brasil); acido
fosférico (Vetec, Brasil); e diclorometano (Vetec, Brasil). O substrato utilizado para as
reacbes de hidrdlise foi o azeite de oliva comercial extra virgem com baixa acidez
(Carbonell), goma arabica em po pura (Synth, Brasil). O 6leo de coco bruto foi adquirido em

mercado local. Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2 Metodologia

As etapas realizadas neste estudo estdo resumidamente apresentadas no fluxograma
(Figura 4.1). Primeiramente foi determinado o melhor tratamento do biochar para a
imobilizagdo por adsorgdo fisica da LBC em relacéo a atividade hidrolitica, em seguida foram
testados diferentes métodos de imobilizagdo, em seguida com o biocatalisador imobilizado
mais eficiente foi selecionado e aplicado em reagdes de transesterificacdo de 6leo de coco

bruto por métodos convencionais e ndo convencionais.
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Figura 4.1- Fluxograma das principais etapas realizadas neste trabalho.
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4.2.1 Producéo do biochar

A producdo do biochar foi realizada pela técnica de pirélise rapida em uma planta
piloto montada no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sergipe, constituida
por um forno elétrico, um reator de quartzo equipado com um condensador como mostra a
Figura 4.2. Antes de iniciar cada experimento, o reator foi purgado com gas nitrogénio para
assegurar que 0 processo prosseguiria na auséncia de oxigénio. As condi¢des do processo de
pirélise foram temperatura de 500 °C, massa de amostra 23 g, tempo de estabilizagdo 5 min,
fluxo de gas N, (1 mL/ min) e taxa de aquecimento do forno 30 °C/min foram adicionadas no
reator de quartzo. Os vapores gerados na pir6lise passam pelo condensador resfriado por um
banho termostéatico a cerca de 10 °C, e o vapor condensado (bio-6leo) foi recolhido. O biochar

assim obtido apresentou granulometria entre 1- 1,68 mm (SANTOS et al., 2015).

Figura 4.2 - Sistema utilizado para a pirélise composto: forno elétrico (1), Reator (2),
condensador (3) e baldo para coletar o bio-6leo (4).

4.2.2 Tratamento do biochar para imobilizacao
4.2.2.1 Tratamento convencional (mufla)

O biochar de semente de goiaba foi incubado em trés diferentes agentes quimicos:
diclorometano (M-DCM), solu¢do de KOH (M-OH) ou H3PO, (M-H) a 10 % (m/m) no
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periodo de 24 h sob agitacdo em temperatura ambiente. Apds esse periodo o biochar foi
levado a mufla sob uma temperatura de 500 °C por 30 min, em seguida lavado
exaustivamente com agua a pH neutro e seco em estufa a 60 °C, conforme descrito por

PEREIRA et al (2014) com algumas modificagdes.

4.2.2.2 Tratamento ndo convencional

Assistido por ultrassom

O biochar da semente de goiaba foi submerso em trés diferentes agentes quimicos:
diclorometano (U-DCM), solu¢do de KOH (U-OH) ou H3PO,4 (U-H) a 10 % (m/m). Em
seguida levado a banho de ultrassom (Ultroniqui) com uma frequéncia de funcionamento de
25 kHz e uma poténcia méaxima de saida de 220 W por 30 min em temperatura ambiente (25
°C), em seguida lavado exaustivamente a pH neutro e seco em estufa a 60 °C, conforme

descrito por GAl et al. (2014) com algumas modificacdes.

Assistido por micro-ondas

O tratamento foi realizado em reator de micro-ondas CEM (Discovery & Explorer SP)
utilizando as solugées de KOH (MI-OH) e H3PO,4 (MI-H) a 10 % (m/m). Neste tratamento
néo foi utilizado o diclorometano devido a sua baixa constante dielétrica. Foi utilizado cerca
de 1 g de biochar com 5 mL da solugdo com uma poténcia maxima de 300 W em temperatura
constante de 100 °C por 10 min. Em seguida lavado exaustivamente a pH neutro e seco em
estufa a 60 °C.

4.2.3 Imobilizagéo da LBC em biochar

Neste estudo foram avaliados diferentes métodos de imobilizacdo da lipase em biochar
(Figura 4.3). No Instituo de Tecnologia e Pesquisa (ITP) foram realizados os métodos de
imobilizacdo por adsorcdo fisica e ligacdo covalente unipontual. No departamento de
engenharia quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) foram realizados os
métodos de imobilizacdo ligagdo covalente multipontual, ligacdo cruzada e imobilizacao

hidrofdbica.
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Figura 4.3 - Fluxograma dos métodos de imobilizac&o realizados neste trabalho e os
respectivos locais de realizacao.

4.2.3.1 Adsorcdo fisica (ADS)

O procedimento de imobilizacdo da LBC por adsorcdo fisica foi realizado com
algumas modificacGes conforme descrito por SOARES et al. (2004). A técnica consiste no
contato 1 g de suporte em 10 mL de hexano durante 15 min com agitacdo constante a
temperatura ambiente (25 °C). Em seguida 10 mL de solucdo enzimatica (0,15 g de enzima
solubilizada em 10 mL de tampéo de fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0) foi adicionado e mantido
sob agitagdo por 3 horas. A solucdo enzima-suporte foi, entdo, mantida a 4 °C durante 24 h.
Apos esse tempo o biocatalisador imobilizado foi lavado com hexano e seco em dessecador a

temperatura ambiente durante 24 h e estocado sob refrigeracao.

4.2.3.2 Imobilizacéo hidrofobica

O procedimento de imobilizacdo hidrofébica da LBC consistiu no contato 1 g do biochar
em 10 mL de solugéo enzimatica (1,5 MQproteinas SOlUbilizada em tampdo fosfato de potassio
pH 7,0 (0,5 mM)), e mantido sob agitacdo por 24 horas em temperatura ambiente. Apds esse
tempo o biocatalisador imobilizado foi lavado com tampdo fosfato de potassio
pH 7,0 (0,5 mM) e estocado sob refrigeracdo, conforme descrito por LIMA et al. (2015) com

algumas modificacdes.
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4.2.3.3 Ligacéo covalente multipontual (LCM)

No processo de imobilizacao por ligacdo covalente multipontual foi necessario realizar
a ativacdo do suporte, neste trabalho foram realizados diferentes protocolos de ativagdo com

glicidol e amino-glutaraldeido.

Glicidol

Na ativacdo com glicidol foi utilizada a metodologia de GUISAN (1988) com algumas
modificacBes. A técnica consiste no contato 2 g de biochar em 40 mL de &cido nitrico a 10 %
por 16 h em temperatura ambiente com agitacdo orbital e lavados exaustivamente com agua
destilada. Em seguida o biochar (2 g) ficou em contato com 15 g de NaOH diluidos em 30 mL
de agua e acrescentado posteriormente 6 mL de glicidol em agitagdo orbiltal por 16 h e
lavados exaustivamente com &gua destilada e filtrados. O suporte ativado com o glicidol foi
oxidado para a formacédo de cadeias mais curtas dos grupos glioxil. Para a oxidacéo 1 g do
biochar ativado foi submerso em 7 mL de agua e 3 mL de solucdo de periodato de sédio

(0,1 M) mantido em agitacdo por 2 h e posteriomente lavado com &gua destilada.

Ap06s o processo de ativacao foi realizada a quantificacdo dos grupos glioxil presentes
na superficie do suporte, pela quantidade de periodato de sodio consumido durante a
oxidacdo. A quantificacdo do periodato de sodio foi realizada em meio contendo bicarbonato

de sodio pela medida de absorbancia em espectrofotémetro UV/Visivel a 480 nm.

Amino-glutaraldeido

No processo de imobilizacdo amino-glutaraldeido o biochar foi primeiramente
modificado quimicamente com grupo amino, de acordo com a metodologia descrita por
LIMA et al. (2015) com algumas modificagGes. Para a modificagdo foi utilizado 1 g do
biochar (inteiro ou triturado) em 22,5 mL de tolueno e 2,5 mL de 3- aminopropil
trietoxissilano (ATPS) deixado em refluxo por 5 h. Ap6s o periodo de ativacdo, lavou-se o
suporte com acetona e em seguida o suporte foi seco em estufa a 60 °C por um periodo
méaximo de 24 h. Em seguida o biochar foi ativado com solucéo de glutaraldeido 2,5 % (v/v)
em tampao fosfato de potéssio (0,1 M e pH 7,0), na propor¢do 1 g de suporte para 10 mL de
solucdo de glutaraldeido 2,5 % (v/v). Apds a homogeneizagdo, a mistura foi mantida sob
agitacdo por 16 h a temperatura ambiente e em seguida foi lavado exaustivamente com agua

destilada e filtrados para imediata imobilizacdo. A imobilizacdo da LBC foi realizada segundo
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MENDES et al. (2013) com algumas modificacdes. Em 10 mL de tampé&o fosfato de potassio
pH 7,0 (10 ou 100 mM), foi empregado o carregamento de lipase de 1,5 MQproteinas /Jsuporte-
Posteriormente a solugdo enzimatica foi adicionada ao meio na relagdo 1:10 (g de suporte: mL
de solucdo enzimatica). A suspensdo foi mantida sob agitacdo orbital a 25 °C por um periodo
de até 24 h. Em seguida, os derivados preparados foram lavados exaustivamente com tampéao

fosfato pH 7,0 (100 mM) e estocados sob refrigeracéo.

4.2.3.4 Ligacdo cruzada e adsorcao

Para a ligacdo cruzada e adsorgdo foi utilizada uma solu¢do enzimética com 0,5 g
de proteina em 5 mL de tampdo fosfato pH 7 (100 mM) e 1 g do biochar, o qual foi
adicionado lentamente 1,5 mL de acetona gelada (agente de precipitacdo) e deixado sob leve
agitacdo por 30 min em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 0,03 mL de
glutaraldeido (50 %) e mantido sob leve agitacdo por 3 h, apds esse periodo foi realizada a

lavagem com tampéo fosfato pH 7 (100 mM) e estocados sob refrigeracéo.

4.2.4 Determinacao da atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica da enzima livre e imobilizada foi determinada por meio de
hidrélise descrito por SOARES et al. (1999). O substrato foi preparado pela emulsdo de
50 mL de azeite de oliva e 50 mL de goma ardbica a 7 % (m/v). A reacdo enzimaética é
formada por 5 mL de substrato, 2 mL de solu¢éo tampdo fosfato de sédio pH 7,0 (0,1 M) e
1 mL da solucdo enzimaética diluida em tampéo (0,1 g/mL) ou 0,1 g de enzima imobilizada. A
temperatura da reacdo foi mantida a 37 °C em banho termostatico por 10 min para o
biocatalisador imobilizado ou 5 min para enzima livre, sob agitacdo constante de cerca de
80 rpm. Apds esse periodo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 2 mL de solucao
acetandlica (mistura de acetona, etanol (99 %) e agua destilada (1:1:1)). Os acidos graxos
liberados foram titulados com solucdo de KOH (0,03 M), utilizando fenolftaleina como
indicador. Os calculos foram realizados pela equacdo 4.1 e uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de &cido graxo por minuto de

reacao, nas condi¢des do ensaio. As atividades foram expressas em pumol/g.min (U/g).

(VA —VB)xyx103
txm

Atividade = (4.1)
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em que : m = massa da amostra utilizada na reagéo (g); 4 = normalidade da solucédo de KOH
(N); t = tempo de reacdo (min); VA = volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL);

VB = volume do KOH gasto na titulagdo do controle (mL).

Rendimento de imobilizacdo

O rendimento de imobilizacdo (RI %) foi calculado por meio da equacéo 4.2:

RI = 25 %100 (4.2)

0

em que: Up = unidades de atividade oferecidas para a imobilizacdo; Us = unidades de
atividade enzimética total presente no suporte (atividade x massa de biocatalisador

imobilizado — base seca).
4.2.5 Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica dos biocatalisadores imobilizados

Nesta sessdo serdo apresentados os métodos utilizados para caracterizar o biochar e o0s
biocatalisadores imobilizados.

4.2.5.1 Caracterizacao morfologica do biochar e dos biocatalisadores imobilizados

As caracterizag6es morfoldgicas do suporte e dos biocatalisadores imobilizados foram
analisadas, com a determinacdo da area especifica, didmetro e volume de poro, além da

microscopia eletronica de varredura.

Caracterizacdo morfoldgica em B.E.T.

As éreas especificas do biochar e dos biocatalisadores imobilizados foram calculadas
usando o método de Brunauer-Emmett-Teller. Os volumes dos poros e seus diametros foram
calculados com base no modelo desenvolvido por Barret, Joyner e Halenda (BJH). As areas
especificas foram avaliadas de acordo com a adsorcdo de nitrogénio usando o equipamento
NOVA 1200 (Quantachrome).

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As analises das amostras de biochar e biocatalisadores imobilizados foram realizadas

em um Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) (Hitachi S-3000N). As amostras foram

35



colocadas sobre o porta amostra do microscopio em fitas de carbono e sob vacuo, foram
bombardeadas por feixes de elétrons que por sua vez interagem com os atomos da amostra. A
partir da interacdo entre o feixe de elétrons e a amostra foram produzidas particulas e radiacéo

que foram usadas para formar uma imagem ampliada da amostra.

4.2.5.2. Caracterizacao fisico-quimica

Andlise por espectroscopia no infravermelho por transformada de fourier (FTIR)

As amostras de lipase livre, biochar e biocatalisadores imobilizados foram analisadas
no equipamento de Analise FTIR (IR Prestige 21, Shimadzu). Os espectros foram obtidos na
faixa de comprimento de onda de 400 a 4000 cm™ para o0 acompanhamento dos

procedimentos de imobilizagéo.

4.2.6 Reacdo convencional de transesterificacdo enzimatica

Todas as reacdes foram realizadas com 12 g de substrato que consiste em 6leo de coco
bruto e etanol, sem a adicdo de aditivos e uma propor¢do fixa de 20 % (m/m) do
biocatalisador imobilizado em relagdo a massa total dos reagentes que participam da reacdo
(FREITAS et al., 2009). As reacOes foram conduzidas em frascos hermeticamente fechados
imersos em banho termostatizado com agitacdo a 150 rpm empregando-se etanol como
solvente e Oleo de coco bruto como fonte de triacilglicerois. A condicdo para
transesterificacdo foram nas razdes molares dleo:etanol ( 1:7; 1:9; 1:10; 1:12) e temperatura
de 40, 50 e 60 °C em diferentes tempos de reacdo (24, 48, 72 e 96 h). Ao final da reacéo as
amostras foram lavadas por 3 vezes com solugdo saturada de NaCl para remocéo do glicerol

formado. A quantificacao dos esteres foi realizada por cromatografia gasosa (CG).

Nas melhores condi¢Bes encontradas nas reacOes de batelada realizadas foram
utilizados aditivos. Analisou-se o efeito de concentracdo de agua, terc-butanol e peneiras
moleculares conforme descritos por BABAKI et al. (2015). Inicialmente, preparou-se
ambares com 0,3 g de biocatalisadores imobilizados e adicionou-se o 6leo de coco e etanol na
melhor razdo molar 1:7. Em seguida foram variadas as concentracfes de agua (1; 2,5; 3,5; 5 ¢
10 %) (v/v), peneiras moleculares (2,5; 5; 7,5 e 10 %) e terc-butanol (10, 20, 30, 40, 50 e

60 %) (m/v). Em seguida as reacGes foram levadas ao banho térmico com agitacdo a 40 ° C
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por 96 h. Em seguida as amostras foram retiradas e purificadas para quantificacdo dos ésteres

etilicos.

4.2.7 ReacBes ndo convencionais de transesterificacdo enzimatica
4.2.7.1 Ultrassom

As reacgdes de transesterificacdo enzimatica foram realizadas conforme descrito por
BATISTELLA et al. (2012) com algumas modificagoes em banho de ultrassom (Ultroniqui)
com uma frequéncia de funcionamento de 25 kHz e uma poténcia maxima de saida de 220 W.
As reacBes foram realizadas nas seguintes condi¢cdes experimentais: Razdo molar de
Oleo:etanol (1:5; 1:7; 1:9), temperatura de 40 °C, concentracdo de enzima imobilizada [E] de
20 % (m/m) em relacdo a massa total dos reagentes que participam da reacdo e 100 % de
poténcia de ultrassom por um periodo de 8 h.

4.2.7.2 Micro-ondas

As reacdes foram realizadas por irradiagdo num reator de micro-ondas (modelo Discover/
University-Wave, Cem Corporation), constituido por uma cadmara interna cilindrica de 75 mm
de didmetro e 100 mm de altura. A concepcao cilindrica garante a irradiagdo homogénea do
volume de trabalho que, por exemplo, esta ausente nos fornos de micro-ondas convencionais
disponiveis no mercado e, frequentemente, utilizado em experiéncias sem modificagdes. A
poténcia maxima de operacdo foi de cerca de 100 W. Um agitador magnético foi utilizado
para realizar a mistura do meio reacional. O tempo de reacdo foi de 8 h. A temperatura foi
controlada a 40 °C com o ar comprimido dentro da cAmara monitorada por um sensor de
infravermelho localizado na parte inferior da cdmara. O volume oferecido no meio reacional
para o reator de vidro foi 6 g de substrato que consiste em 6leo de coco bruto e etanol anidro
com diferentes razbes molares (1:5, 1:7 e 1:9). A concentracdo de enzima imobilizada
utilizada foi de 20 % em relacdo ao peso total dos reagentes envolvidos na reacdo. Além
disso, o reator foi acoplado a um condensador de refluxo para evitar a perda de etanol como

vapor.

4.2.8 Quantificacdo dos ésteres etilicos

As amostras foram quantificadas por cromatografia gasosa em equipamento Agilent
Technologies (7820-A GC) acoplado ao detector de massas (MSD 5975), a coluna
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Supelcowax10 (30 m X 0,25 mm ID X 0,25 um de espessura). A temperatura do forno foi
mantida a 130 °C durante 2 min, posteriormente aumentada para 220 °C a uma taxa de
20 °C/min, em seguida a temperatura foi elevada até 222 °C com uma taxa de 0,5 °C/min e por
Gltimo para 250 °C a uma taxa de 20 °C/min e que permaneceu nesta temperatura por 3 min.
O gas de arraste utilizado foi o hélio e fluxo de 1 mL/min. O injetor foi mantido em 250 °C no
modo split (1:30), com volume de injecdo de 1 pL. A temperatura da detector foi mantida
250 °C.

As amostras foram preparadas dissolvendo 0,01 g de produto final em 10 mL de
hexano. 100 ul dessa solugdo ¢ 100 pl do padrao interno (heptadecanoato de metila na
concentracdo de 25 mg/L) foram transferidos para um baldo de 1 mL e completado com
hexano. 1 pL dessa amostra foi injetada no sistema GC-MS. Todas as injecGes foram

realizadas em duplicata.

O célculo da porcentagem de ésteres da amostra foi realizado por padrdo interno
heptadecanoato de metila (C17:0), a partir da massa de biodiesel e das areas correspondentes

a cada composto e quantificacdo por meio da Equacéo 4.3,

. AT—PI) _ CPIX100
Conversio (%) = ¢ - ) =

(4.3)

onde: AT: area total dos picos; Pl: &rea do padrdo interno; CPI: concentragdo do

padrdo interno; CE: concentracdo enzimatica.

4.2.9. Quantificacdo de mono, di e triacilglicerois

A quantificagdo dos monoacilglicerdis, diacilglicer6is e triacilglicerdis foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com método de gradiente
ternario, adaptado de JEGANNATHAN et al., (2010) para as reacOes de transesterificagdo
realizadas em batelada na temperatura de 40 °C. O equipamento utilizado foi o cromatografo
Shimadzu LC-20AD, com coluna Allcrom 5uC18(2)100A (250 x 4,60mm) e detector UV-
VIS a 205 nm. A vazdo de fluxo do solvente ternario (agua (solvente A), metanol (solvente B)
e iso-Propanol / n-hexano, 5:4 (v/v) (solvente C)) de 1,2 mL/min. A condi¢&o inicial foi de 5 %
de A + 95 % de B, 100 % de B em 10 min, 60 % de B + 40 % de C em 40 min. Nos ultimos 7 min
foi retomado o gradiente inicial para restabelecer as condicdes iniciais de operagdo da coluna. A

temperatura da coluna foi mantida a 40 °C e inje¢do de 10uL. Os acidos graxos foram
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identificados pelo tempo de retencédo dos padroes internos.
O rendimento da reacdo de transesterificacdo foi calculado comparando a soma das areas dos

picos dos componentes do cromatograma.

4.2.10 Estabilidade operacional na reacéo de transesterificacdo

A estabilidade operacional do sistema imobilizado foi determinada na melhor
condicdo determina da reacao de transesterificacdo (razdo molar 6leo: etanol 1:7; 40°C e 96 h)
em regime de bateladas consecutivas com reutilizagdo do sistema imobilizado. Neste estudo
foi empregada, em todas as bateladas, a mesma massa de biocatalisador imobilizado (20 %

(m/m em relacdo a massa total dos reagentes) lavado com hexano apés cada ciclo de 96 h.
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Capitulo 5

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico serdo descritos 0s resultados quanto aos diferentes tratamentos do biochar
de semente de goiaba para a imobilizacdo da LBC a partir de estudos de protocolos de
imobilizacdo (adsorcdo fisica, imobilizacdo hidrofébica, ligacdo covalente unipontual e
multipontual e ligagdo cruzada), caracterizacdo morfologica e fisico-quimica do suporte e dos
biocatalisadores imobilizados. Além da aplicagdo do melhor biocatalisador imobilizado em

reacdo de transesterificacdo do 6leo de coco bruto em etanol.

5.1 Tratamento do biochar para imobilizacdo

Nesta etapa serdo descritos os resultados referentes ao tratamento do biochar de
semente de goiaba por técnicas convencionais (mufla (M)) e ndo convencionais (ultrassom
(U) e micro-ondas (Ml)). Apb6s o tratamento do biochar foi realizada a caracterizagao
morfoldgica e fisico-quimica e a imobilizacdo por adsorcéo fisica, aplicada em reacdo de
hidrolise.

5.1.1 Caracterizagdo morfoldgica e fisico-quimica

Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) do biochar apds o tratamento

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi usada para caracterizar a morfologia
do biochar de semente de goiaba ap0s os tratamentos convencionais e ndo convencionais. As
micrografias resultantes sdo mostradas na Figura 5.1. Pode-se observar que o0 biochar sem
tratamento apresenta uma estrutura superficial porosa e com cavidades irregulares (Figura
5.1(a)).

O biochar com tratamento em banho ultrassom € mostrado na Figura 5.1(e-g) verifica-
se um aumento dos poros presentes na superficie do biochar ao utilizar diclorometano
(Figura 5.1(g)), possivelmente relacionados com a remogao dos residuos de bio-6leo e cinzas
presentes na superficie do biochar, desobstruindo os poros e tornando acessivel para adsorgdo

da LBC durante o processo de imobilizacdo.
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Nas amostras de biochar tratados com KOH (Figura 5.1(e)) nota-se na superficie
aglomerados possivelmente relacionado aos residuos do KOH que ndo foram totalmente
removidos durante o processo de lavagem com agua destilada a pH neutro, ja ao utilizar a
solucdo de H3PO, (Figura 5.1(f)) a superficie do biochar ndo apresentou uma grande variacao
em relacdo ao biochar sem tratamento. O tratamento do biochar utilizando mufla é mostrado
na Figura 5.1 (b-d), observa-se uma modificacdo na estrutura do biochar tornando-o fragil ao
utilizar H3PO, e diclorometano como mostra a Figura 5.1(c) e (d). Ao utilizar KOH (Figura
(b)) verificou-se um maior numero de poros na superficie do biochar, possivelmente
relacionado a evaporacdo dos compostos impregnados de KOH, comportamento semelhante
ao encontrado no estudo de FOO e HAMEED (2012a) para o biochar de casca de coco.

No tratamento utilizando micro-ondas (Figura 5.1(h-i)) nota-se que ndo ocorreu uma
grande modificacdo na superficie do biochar quando comparado com o tratamento utilizando
a mufla, possivelmente relacionado a baixa temperatura alcangada no micro-ondas cerca de
100 °C quando comparado com a temperatura de 500 °C da mufla. Verificou-se que ao
utilizar a solucdo de KOH a superficie do biochar apresentou aglomerados (Figura 5.1(h))
semelhantes aos encontrados no tratamento de ultrassom com a solucdo de KOH (Figura
5.1(e)). Ja ao utilizar a solucdo de H3PO, nota-se uma superficie mais esbranquicada
provavelmente relacionada ao residuo de H3PO, ndo removido durante o processo de

lavagem.
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Sem Tratamento KOH HsPO, DCM

Mufla
AM7_0369 201603711
Ultrassom
2016/03714 16 AM7_0310 2016/0314 16:43 AL D4.2 x1.0k 100 um
Micro-ondas

2016/03/11 16:09 AL D53 x1.0k 100 um AM7_0428
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Figura 5.1 - MEV do biochar sem tratamento (a), tratamento em mufla com KOH (b), H3PO, (c), DCM (d), biochar com o tratamento em banho de ultrassom
com KOH (e), H3PO, (f), DCM (g), tratamento em micro-ondas com KOH (h), H3POq4 (i).
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Anélise FTIR do biochar apés o tratamento

Os espectros de FTIR obtidos para o biochar de semente de goiaba com os diferentes
tratamentos sdo mostrados na Figura 5.2 (a-c). Todos o0s espectros exibem banda na regido
1590 cm™ que est4 associada as vibracdes da ligagdo C=C de grupos aromaticos. Além disso,
observa-se também a vibracdo caracteristica de estiramento da ligacdo y-CH em torno de
876 cm™ (ZHAO et al., 2013 e CHEN et al., 2011).

(a) (b)

Transmitancia (%)

Transmiténcia (%)

P-N—"

T P-N
T T T T T T T T T 24‘00 22‘00 20‘00 18‘00 16‘00 14‘00 12‘00 10‘00 8(‘)0
2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 ) 4
Comprimento de onda (cm™) Comprimento de onda (cm™)
()

Transmitancia (%6)

P-N -7

2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Comprimento de onda (cm™)
Figura 5.2 - Espectro de FTIR do biochar sem tratamento (==) e depois dos diferentes

tratamentos: Mufla (a), Ultrassom (b) e Micro-ondas (c). Usando diferentes agentes quimicos:
DCM (=), KOH (=), HsPO4 (—).
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Os espectros do biochar com os diferentes tratamentos apresentaram uma variacéo
minima nas propriedades quimicas da superficie em relacdo ao biochar sem tratamento.
Observa-se um aumento na intensidade da banda em torno de 1570 cm-1 caracteristica de
grupo aromatico C=C, atribuido a condensacdo dos anéis aromaticos, possivelmente
relacionado a reacdo com os solventes e com o aquecimento (KLASSON et al., 2009). Os
espectros do biochar tratado com H3PO4 exibem uma maior intensidade na banda na regido

de 995 cm-1 que esta associada a vibracao da ligacdo P-N (PAVIA et al., 2010).

5.1.2 Imobilizagdo da LBC por adsor¢ao fisica em biochar apds tratamento

Ap0s os tratamentos do biochar, foi realizada a imobilizacdo da LBC por adsorcéo
fisica, a fim de verificar a influéncia dos diferentes tratamentos no processo de imobilizacéo.
A Tabela 5.2 apresenta a atividade hidrolitica determinada na reacdo padrdo de hidrélise do
azeite de oliva do biocatalisador imobilizado por adsorcdo fisica nos diferentes biochar

obtidos com os diversos tratamentos.

Tabela 5.1 - Atividade hidrolitica da LBC imobilizada por adsorcéo fisica no biochar apds os
diferentes tratamentos.

Tipos de Agente quimico Siglas dos Atividade
tratamento g 9 suportes hidrolitica (U/g)
KOH M-OH 317+1,2
Mufla H3;PO, M-H 154 +£1,0
Diclorometano M-DCM 240+0,8
KOH MI-OH 210+15
Micro-ondas
H3PO,. MI-H 75+1,0
KOH U-OH 154+1,6
Ultrassom
HsPO, U-H 146+ 2,0
Diclorometano U-DCM 258 £0,9
Sem tratamento 190+14
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No aquecimento convencional (mufla) verifica-se que o agente quimico KOH
apresentou uma melhor atividade hidrolitica, quando comparado com o uso do H3PO, e
diclorometano (DCM) como agente quimico, representando um aumento de 52 % na atividade
hidrolitica em relacdo ao biocatalisador imobilizado no biochar tratado com H3PO4 (M-H) e
32 % em relagdo ao biocatalisador imobilizado no biochar tratado com diclorometano em
micro-ondas (M-DCM). A maior atividade hidrolitica apresentada para este biocatalisador
imobilizado esta, possivelmente, relacionada a modificacdo em sua superficie com uma maior
quantidade de poros disponiveis para a adsorcdo fisica da LBC, conforme observado na
micrografia descrita na Figura 5.1(f), entretanto observou-se que estes biocatalisadores
apresentaram baixa estabilidade mecénica durante o protocolo de imobilizacdo da LBC por

adsorcao fisica.

No tratamento com micro-ondas do biochar o comportamento foi semelhante ao
apresentado no tratamento convencional, onde a utilizagdo do KOH como agente quimico
apresentou um aumento de 64 % na atividade hidrolitica em relacdo ao tratamento com
H3PO,. Como mencionado em diversos estudos, a utilizacdo do KOH como agente quimico
no aquecimento convencional e ndo convencional mostra uma melhor capacidade de adsorcao
de compostos organicos, uma vez que apresenta uma maior area especifica em relacdo ao
tratamento utilizando acido como agente quimico (FOO e HAMEED, 2012 a-c; FOO e
HAMEED, 2011b; MAO et al., 2015).

Este fato sugere uma maior capacidade de modificacdo morfoldgica do biochar na
presenca de KOH o que possivelmente influenciou na capacidade de adsorcdo da LBC no
biochar ap6s os tratamentos. Em relacdo ao tratamento em ultrassom a atividade hidrolitica
méaxima de 258 U/g foi ao utilizar o diclorometano como agente quimico, 0 que representa um
aumento de 40 e 43 % em relacdo ao uso do KOH e H3PO,, respectivamente. Este resultado
deve-se possivelmente a capacidade de remocdo dos residuos do bio-6leo da superficie do
biochar pelo diclorometano em relacdo ao KOH e H3PO, como indicado na micrografia
(Figura 5.1(b-d)).

Com base nestes resultados verificou-se que o melhor tratamento do biochar para a
imobilizacdo da LBC foi o tratamento por aquecimento convencional (mufla) utilizando como

agente quimico KOH (M-OH), que foi caracterizado morfoldgica e fisico-quimicamente.
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5.1.3 Caracterizagdo morfoldgica e fisico-quimica dos biocatalisadores imobilizados

Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) dos biocatalisadores imobilizados

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi usada para caracterizar a morfologia
do biochar apds o processo de imobilizacdo. Verificou-se que o biocatalisador imobilizado
com maior atividade hidrolitica (Tabela 5.2) foi utilizando o biochar ativado por aquecimento

convencional com KOH (M-OH), as micrografias resultantes sao mostradas na Figura 5.3

Nota-se que o biochar (M-OH) apresentou uma boa resisténcia mecéanica ao processo
de imobilizacdo, o qual manteve a sua estrutura morfoldgica. Também é possivel observar que
apos o processo de imobilizacdo da LBC os poros do biochar (M-OH) estdo parcialmente

preenchidos.

2016/03/11 17:06 AL D5.1 x1.0k 100 um

AM7_0358

AM7_0351 2016/03/11  16:51 AL

Figura 5.3 - Microscopia eletronica de varredura do biochar ativado com KOH em mufla (M-
OH) (a), biocatalisador imobilizado por adsorcéo fisica (M-OH-LBC) (b).

Andlise FTIR dos biocatalisadores imobilizados

Os espectros de FTIR obtidos para o biocatalisador imobilizado com maior atividade
hidrolitica sdo mostrados na Figura 5.4. Em comparacdo ao biochar ativado (M-OH) e ao
imobilizado nota-se uma pequena variacdo nas propriedades quimicas da superficie. O
espectro do biocatalisador imobilizado exibe banda na regido 1000 cm™ que esta associada as

vibracgdes da ligacdo C-N caracteristico do grupo amina que esta presente na LBC.
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Figura 5.4 - Espectro de FTIR para o biochar (M-OH) tratado em mufla com KOH (==) e
biochar (M-OH-BC) tratado ap6s a imobilizacéo da LBC (==).

De acordo com KUMAR et al. (2009) nédo € possivel verificar grandes modificagdes
nas propriedades quimicas da superficie do suporte ap6s o processo de imobilizacdo, uma vez

que a interacdo entre enzima e o suporte séo complexas.

5. 2 Imobilizacdo da LBC em biochar por diferentes protocolos de imobilizacdo

Neste topico serdo descritos os resultados referentes aos diferentes protocolos de
imobilizagdo utilizados para a imobilizagdo da LBC no biochar tratado em ultrassom com
diclorometano, tendo em vista que este tratamento manteve a estabilidade mecéanica do
biochar em relacdo ao tratamento convencional com KOH que apresentou uma melhor

atividade hidrolitica como mostrado no tépico anterior (5.1.2).

Na Tabela 5.3 sdo apresentados os valores das atividades dos diferentes
biocatalisadores e do rendimento de imobilizacdo. A maior atividade encontrada foi para o
biocatalisador imobilizado por ligacdo covalente unipontual possivelmente relacionado a uma
maior estabilizacdo da LBC, devido a presenca do PEG-1500 durante o processo de
imobilizagdo. Comportamento semelhante foi observado em diversos trabalhos na literatura,
que ao utilizar o PEG-1500 na imobilizagdo proporcionou um aumento na atividade catalitica
da enzima para outros suportes, tais como: silica, nanoesferas (Fe;0,) e fosfato de zirconio
(WU et al., 2001; SOARES et al.,, 2003; MENDES et al., 2006; DEVI et al., 2009;
SHELDON e PELT 2013; SULAIMAN et al., 2014).
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No estudo realizado por BLANCO e ROLDAN (2017) foi avaliado o efeito do PEG
com diferentes massas molares (1500, 3000 e 10000 g/mol) na imobilizacdo da lipase de
Candida antarctica B em silica- octil. Os biocatalisadores imobilizados foram incubados em
tolueno a 70 °C para verificar a estabilidade térmica, ao utilizar o PEG-1500 de menor massa
molar foi alcancada a maior estabilidade térmica mantendo-se estavel por 14 dias e com o
controle e os PEG (3000 e 10000) os biocatalisadores imobilizados perderam 50 % da sua

atividade inicial ap6s 3 dias.

De acordo com BLANCO e ROLDAN (2017) este comportamento foi atribuido a
reducdo da mobilidade da lipase que esta relacionado com o ndo desdobramento da estrutura
terciaria da lipase. Uma vez que as moléculas do PEG cercam a superficie da enzima que nao
estd em contato com a silica-octil e com isso impede o desdobramento da lipase. O PEG de
menor massa molar por apresentar uma menor molécula tem uma maior facilidade e eficiéncia
para o total recobrimento da superficie da lipase e assim reduzir flexibilidade da lipase.
Entretanto, a rigidez excessiva da enzima pode reduzir a atividade catalitica devido ao
impedimento de alteracdes conformacionais necessarias para facilitar o contato do substrato

com o sitio ativo da enzima.

Tabela 5.2 - Avaliacdo dos métodos de imobilizacdo da LBC em biochar a partir da
determinacdo da atividade de hidrolise e rendimento de imobilizagdo na reacéo de hidrolise do
azeite de oliva.

) e Atividade Rendimento A
Método de Imobilizagéo (Ulg) de imobilizacio (%6)* Referéncia
Adsorcdo Fisica 258 54 Este trabalho
Imobilizacdo Hidrofdbica 118 11 Este trabalho
Ligacdo Cru~zada * 25,5 3,6 Este trabalho
Adsorcao
Ligacdo Covalente ALMEIDA et al.,
Unipontual 833 89 2015

Ligacdo Covalente
Multipontual (ATPS + 156 12 Este trabalho
GLU) pH 7 (100mM)

Ligacdo Covalente

Multipontual (Glicidol) ) - Este trabalho

* O rendimento de imobilizagéo foi calculado pela eq. 4.2.
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A segunda maior atividade (258 U/g) foi para o0 método de adsor¢éo fisica com cerca
de 54 % de rendimento de imobilizacdo. Em estudos realizados anteriormente pelo grupo
verificou-se uma elevada estabilidade operacional deste biocatalisador imobilizado, o qual
manteve 50 % da atividade inicial apds 16 ciclos em reacGes de hidrolise de azeite de oliva,
atribuida ao caréater hidrofébico do suporte que contribuiu no processo de interacdo entre a
enzima e o suporte (ALMEIDA et al., 2015).

O processo de imobilizacdo por adsorcao fisica de lipase em suportes hidrofobicos esta
relacionado ao mecanismo de acdo chamado de ativacdo interfacial caracteristico na maioria
das lipases, uma vez que as lipases apresentam seu sitio ativo coberto por uma “tampa”
formada por uma cadeia polipeptidica, que pode isola-lo do meio de reacdo (forma fechada) e
na presenca de uma interface, como uma mistura de agua e 6leo, a tampa é aberta permitindo
acesso ao sitio ativo da enzima. Desta forma a imobilizacdo de lipase em suportes
hidrofdbicos tende a imobilizar em sua conformacéo aberta com o seu sitio ativo acessivel ao
substrato possibilitando uma melhor catalise (MANOEL et al., 2015; LIMA et al., 2015).

No estudo realizado por KOPP et al. (2015) foi observada uma superativacdo da lipase
de Pseudomonas fluorescens imobilizada em microparticulas magnéticas de silica-octil.
Atribuido ao fenémeno conhecido como hiperativacdo interfacial, pois em superficies
hidrofdbicas a imobilizagdo de lipases pode favorecer a abertura da “tampa” de natureza

hidrofébica aumentando a atividade enzimatica.

Na literatura diversos estudos utilizam a imobilizacdo por adsorcao fisica com o uso
de suportes organicos. BRIGIDA et al.(2008) avaliaram a imobilizacdo por adsorcao fisica da
lipase tipo B de Candida antartica imobilizada em fibra de coco verde que mostrou-se 92
vezes mais estavel do que a enzima livre. No estudo realizado por CRISTOVAO et al. (2011)
foi avaliada a imobilizagédo da lacase utilizando o método de adsorcao fisica em fibra de coco,
onde o sistema imobilizado apresentou uma maior estabilidade térmica e operacional quando

comparando com a lacase livre.

Em relagdo & imobilizagdo hidrofobica a baixa atividade encontrada pode ser atribuida
a pequenas mudangas conformacionais na estrutura tercidria da lipase, devido as interacGes
hidrofdbicas entre a enzima e o suporte, favorecida pela baixa forca idnica utilizada durante o
processo de imobilizacdo, uma vez que o biochar apresenta uma elevada hidrofobicidade este

efeito proporcionou uma maior alteracdo na estrutura da lipase em relagcdo ao processo de
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imobilizacdo por adsorcdo fisica, 0 que possivelmente proporcionou a baixa atividade do

biocatalisador imobilizado.

Comportamento semelhante foi relatado por LIMA et al. (2015) no estudo realizado
com a lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada com baixa forca idnica em suportes
hidrofébicos comerciais (Poliestireno e Amberlite), o qual apresentou baixa atividade nos
biocatalisadores imobilizados com cerca de 15 e 26 % de atividade para o Poliestireno e

Amberlite, respectivamente.

No processo de imobilizacdo multipontual, observou-se que a ativagdo com glicidol
ndo foi realizada de maneira efetiva. Apos ativacdo verificou-se cerca de 20 pmol/gsyporee de
grupos aldeido presentes na superficie do suporte, pela quantidade de periodato de sodio
consumido durante a oxidacdo. A baixa formacao de grupos glioxil no suporte inviabiliza o
processo de imobilizacdo da LBC por ligacdo convalente multipontual. J& que o nimero de
ligacOes covalentes entre o suporte e a enzima depende do grau de ativacdo do suporte
(concentracdo de grupos aldeidos na superficie do suporte) e na concentracdo de grupos amina
na molécula de enzima (RODRIGUES et al., 2008).

No estudo realizado por RODRIGUES et al. (2008) na imobilizagdo multipontual da
lipase de Candida antarctica utilizando como suportes agarose e quitosana obtiveram na
ativagdo com glicidol cerca de 1327 e 1835 pumol/gsyporee. Portanto, ndo foi realizado neste
estudo o processo de imobilizacdo multipontual ativado com glicidol da LBC no biochar visto

que apresentou baixo grau de ativacao.

Entretanto, no processo de imobilizacdo multipontual amino-glutaraldeido, na etapa de
silanizacdo com ATPs verificou-se que o biochar apresentou um recobrimento de cor
esbranquicada apds o processo de silanizacdo como mostra a Figura 5.5, o qual indica que
houve uma modificacdo na superficie do biochar ap6s o processo de silanizacdo. Além disso,
foi realizada a microscopia eletronica de varredura no biochar apds o processo de silanizacéo
com ATPs, conforme pode ser observado na Figura 5.6 (a-b) a superficie do biochar
apresentou um total recobrimento com o ATPs. Contudo, no processo de imobilizagcéo da
LBC apresentou baixa atividade, 0 que pode estar relacionado a alta reatividade dos grupos

aldeidos inseridos apds o processo de ativacdo com glutaraldeio (BARBOSA et al., 2013).

Apesar da LBC ter como caracteristica a facilidade de formar agregados entre si,

devido aos seus bolsdes hidrofdbicos, foi possivel verificar que o processo de agregacdo e
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adsorcdo no biochar ndo apresentou resultado promissor, possivelmente relacionado a baixa
reatividade dos grupos presentes na superficie do biochar e também atribuido a utilizagdo do
glutaraldeido como agente reticulante, uma vez que a LBC apresenta elevada sensibilidade
como relatado anteriormente. Com base nestes resultados o melhor biocatalisador imobilizado
foi obtido pelo método de adsorcdo fisica no biochar tratado em ultrassom com
diclorometano, sendo este biocatalisador selecionado para a aplicacdo em reagdes de

transesterificacdo enzimatica do 6leo de coco bruto.

Figura 5.5 - Biochar antes do processo de silanizacdo com ATPs (A) e apds o processo de
silanizacdo com ATPs (B)

AM7_0439 2016/03/14 16:41 AL D4.2 x500 200 um

AM7_0452 2016/03/14 17:.06 AL D4.2 x50

Figura 5.6 - Microscopia eletronica de varredura do biochar sem silanizacédo (a) e do biochar
apos silanizacdo com ATPs (b).
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5.3 Avaliacéo da lipase imobilizada em reacéo de transesterificacao

Apos a selecdo do melhor método de imobilizacdo verificou-se o potencial da LBC
imobilizada em biochar tratado em ultrassom com diclorometano na reagdo de

transesterificagdo de Gleo de coco bruto em etanol em reator batelada (método convencional).

5.3.1 Reacéo de transesterificagdo em meio convencional

As reagdes em batelada foram inicialmente realizadas para o biocatalisador imobilizado
por adsorcdo fisica. A figura 5.7 (a-c) apresenta as conversfes das reacOes de
transesterificacdo do 6leo de coco bruto, obtidas nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C, nas
razdes molares de (1:6, 1:7, 1:9, 1:10 e 1:12) e nos tempos de reacdo de (24, 48, 72 e 96 h).
Verificou-se que o maximo rendimento global da reacdo, utilizando a enzima, imobilizada foi
de 48 % na razdo molar 1:7, 40 °C e com o tempo de reacdo de 96 h (Cromatrograma em
anexo 1). Observa-se que a maior conversao em ésteres etilicos foi alcangado com um maior
tempo reacional para todas as temperaturas estudadas (Figura 5.7 a-c), possivelmente devido
ao efeito de resisténcia a transferéncia de massa oferecida pelo suporte para a difusdo do
substrato no interior da matriz, isto €, a maior dificuldade de acessibilidade do substrato e da
saida do produto do interior do sistema imobilizado conforme descrito por JEGANNATHAN
et al. (2010) para a reacdo de transesterificacdo de 6leo de palma e metanol utilizando a LBC

imobilizada em k-carrageenan com maxima conversao em ésteres metilicos em 78 h.

Em relacdo a temperatura, nas reacdes de transesterificacdo foi possivel observar que a
variacdo de temperatura ndo apresentou influéncia significativa e os valores méximos de
conversao em ésteres etilicos sdo de 48, 30 e 35 % para as temperaturas de 40, 50 e 60 °C,
respectivamente (Figura 5.7 a-c). Comportamento semelhante ao que € encontrado na
literatura referente a variacdo da temperatura, em que alguns estudos de transesterificacao
enzimatica ndo demostraram influéncia significativa na conversdo em ésteres etilicos
utilizando lipases na temperatura entre 30 e 60 °C (FREITAS et al., 2009; GOG et al., 2012;
AMINI et al., 2017; LI et al., 2017). No estudo realizado por AMINI et al. (2017) avaliaram a
reacdo de transesterificacdo de Oleo de semente de manjericdo e metanol utilizando a lipase
comercial Novozym 435, observaram um aumento de 30 % na conversdo em ésteres metilicos

com o0 aumento da temperatura de 30 para 40 °C e no intervalo de 40 a 60 °C, a temperatura
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ndo influenciou na conversao em ésteres metilicos apresentando conversdes similares de cerca
de 88 %.

LI et al. (2017) obtiveram comportamento semelhante ao estudarem a transesterificacao
de Oleo de soja em metanol utilizando a LBC imobilizada em nanoparticulas magnéticas.
Verificaram que a temperatura 6tima de reacdo foi de 45 ° C com uma conversdo em ésteres
metilicos de 86 % e ao avaliarem o efeito da temperatura na reagdo observaram um aumento
na conversdo em ésteres metilicos quando a temperatura reacional foi gradualmente
aumentada de 35 para 45 °C e no intervalo de 45 a 60 °C a temperatura ndo influenciou na
conversdo de ésteres metilicos. Portanto, o perfil de reacdo de transesterificagdo em reator
batelada utilizando 6leo de coco bruto e etanol catalisado pela LBC imobilizada por ADS no

biochar tratado foi similar aos descritos na literatura considerando a variacdo de temperatura.

Ja em relagdo a variacdo da razdo molar foi possivel observar que o aumento da razéo
molar 6leo:alcool a partir de 1:7 ndo apresentou aumento significativo na conversdo em
ésteres etilicos. Perfil semelhante foi relatado por FREITAS et al. (2009) no estudo da reacédo
de transesterificacdo de 6leo de babacu e etanol utilizando a LBC imobilizada covalentemente
em silica-PVA. Observaram que o0 excesso de etanol apresentou efeito negativo (inibicdo da
atividade) para a LBC imobilizada e a méaxima conversdo em ésteres etilicos (98 %) foi obtida
na razdo molar de 1:7 a 39 °C por 72 h. OLIVEIRA et al. (2014) ao estudarem a LBC
imobilizada em silica modificada com liquido i6nico protico (pentanoato de N-
metilmonoetanolamina) obtiveram uma conversdo maxima em ésteres etilicos de 51,90 %, na
reacdo de transesterificacdo do 6leo de babacu em etanol na razdo molar (6leo: alcool) de 1:7
a 40 °C por 48 h. De acordo com a literatura 0 excesso de &lcool em reacGes de
transesterificacdo com enzimas imobilizadas reduz a conversdo em ésteres etilicos devido ao
efeito de inativacdo do sistema imobilizado (ISO et al., 2001; HSU et al., 2003).

Ha estudos utilizando 6leo de coco que contém elevada composicéo de &cido laurico em
reacOes de transesterificacdo enzimatica e quimica. No estudo de RIBEIRO et al. (2014)
alcancaram éxito na reacdo de transesterificagdo do 6leo de coco catalisada pela lipase
comercial (Novozyme 435), com rendimento em ésteres etilicos em 80 % utilizando 7 % de
enzima, razdo molar dleo:etanol (1:10) e temperatura de 60 °C. Ja o estudo de NAKPONG et
al. (2010) analisou a transesterificacdo quimica de 6leo de coco em metanol com o uso de um

catalisador alcalino obtendo um rendimento de 98,4 % em ésteres metilicos.
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A produgdo enzimética de ésteres etilicos a partir de 6leos vegetais brutos possuem
alguns fatores que afetam a eficiéncia do processo. Tendo em vista que os 0leos vegetais, em
sua forma bruta, sdo obtidos por meio de extracdo por solvente ou prensagem mecanica
contendo uma grande quantidade de impurezas, tais como: antioxidantes, fosfolipidios, acidos
graxos livres, esterdis e dgua. Essas impurezas presentes nos 6leos vegetais apresentam efeito
significativo na reacdo de transesterificacdo e também podem interferir na separacdo dos
ésteres e glicerol (MICHELIN et al., 2015; LAM et al., 2010). Neste sentido as conversoes
obtidas neste trabalho podem ser atribuidas as impurezas presentes no 6éleo vegetal, visto que
0 6leo de coco utilizado neste estudo foi na sua forma bruta.

Entretanto, é importante salientar que neste estudo foi utilizado baixa carga enzimatica
(150 mg de lipase/ 1 g de suporte) no processo de imobilizacdo conforme estabelecido no
estudo de carregamento enzimatico do biochar de semente de goiaba realizados em estudos
anteriores (ALMEIDA et al., 2015). Consequentemente obteve-se baixa conversao em ésteres
etilicos, quando comparado a literatura para a mesma lipase imobilizada em diferentes
suportes conforme relatado anteriormente (FREITAS et al ., 2009; LI et al., 2017), uma vez

que o carregamento enzimatico influencia na conversdo em esteres etilicos.

Conforme foi observado por MEHRASBI et al. (2017) ao estudarem a reacdo de
transesterificagdo de Oleo de cozinha usando em metanol utilizando a lipase de Candida
antarctica (CALB) imobilizada covalentemente em nanoparticulas magnéticas, verificaram
uma influéncia na conversdo em ésteres metilicos ao variar a concentracdo de enzima
imobilizada (10 a 100 mg) no sistema reacional e a maxima conversdo de 48 % em ésteres
metilicos foi obtida ao utilizar 100 mg (55 mg CALB/1 g de suporte) a 50 °C por 96 h.
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5.3.2- Quantificacao de mono, di e triacilglicerois

A quantificacdo de mono, di e triacilglicerois foi realizada apenas na reagdo de
transesterificacdo em batelada com o biocatalisador imobilizado por adsorg¢&o fisica na melhor
temperatura (40 °C) e em todos os tempos de reacdo (24, 48, 72 e 96 h) e nas razdes molares
(1:6, 1:7, 1:9, 1:10 e 1:12). Conforme relatado por LOPRESTO et al. (2015) a reacdo de
transesterificacdo catalisada por lipases ocorre em trés etapas reversiveis com formacao de

intermediarios mono e diacilglicerois.

Os resultados apresentados na Figura 5.8 mostram que a conversdao total dos
triacilgliceréis em monoacilglicerdis, diacilglicerdis e ésteres etilicos ocorreram no tempo de
reacdo de 48 h para as razbes molares 1:6 e 1:7, enquanto com o aumento da razdo molar (1:9,
1:10 e 1:12) o tempo reacional para a conversdo total dos triacilgliceréis foi de 72 h. De
acordo com TRUBIANO et al. (2007) o excesso de alcool na reacdo de transesterificacdo
enzimatica reduz a velocidade inicial da reacdo e apresenta um efeito negativo na lipase.
Comportamento que pode ser explicado devido ao efeito de inibi¢cdo do alcool, uma vez que o
contato da enzima com a fase organica polar imiscivel formada, como consequéncia de uma
falta de solubilidade completa do alcool, bem como do produto glicerol, na fase oleosa
(FREITAS et al., 2009).

Na Figura 5.8 é também possivel verificar o mesmo comportamento em relacdo a
formagéo de monoacilglicerdis com o excesso de alcool na reagdo de transesterificagdo, em
que é possivel observar que nas razdes molares 1:9, 1:10 e 1:12 a formacdo de
monoacilglicerdis ocorreu de maneira mais lenta atingindo a méxima conversdo com um
maior tempo reacional de 96 h com cerca de 57, 50 e 50 %, respectivamente. E ja& com a
menor razdo molar (1:6) a maxima formacdo de monoacilglicerois foi obtida com 48 h de
reacdo com cerca de 46 %. Conforme relatado anteriormente a razdo molar 6tima foi de 1:7
(Anexo 11, Figura A3) apresentando uma méxima formacdo de monoacilglicer6is no menor
tempo de reacdo (24 h) com cerca de 62 %. Em relacdo aos ésteres etilicos foi possivel
observar que na razdo molar de 1:7 (Anexo Il, Figura A3) obteve-se a maxima conversao com
cerca de 40 % em 96 h. E nas razdes molares 6leo:alcool de 1:6, 1:9, 1:10 e 1:12 observa-se
que as conversdes sao similares com maxima formacdo de cerca de 30 %. Verifica-se que o

excesso de etanol ndo influenciou na conversao dos ésteres etilicos.
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No estudo realizado por JEGANNATHAN et al. (2010), em que avaliaram o uso da
lipase LBC encapsulada com k-carrageenan na reacdo de transesterificacdo de 6leo de palma e
metanol também observaram que a razdo molar 6tima 6leo:metanol foi de 1:7. Em relacéo a
formacdo de monoacilglicerdis foi observado o mesmo perfil em que a formacdo de
monoacilglicerois nas primeiras 6 horas de reagdo foi maior com cerca de 45 % e que ao final
de 72 h a formacédo de monoacilglicerois foi de 10 % e a conversdo em ésteres metilicos foi de
cerca de 85 %. Concluindo que a primeira e segunda etapa da reacdo de transesterificacdo
com a lipase LBC ocorre em uma maior velocidade em relacdo a terceira etapa da reacdo, ou

seja, a conversdo de monoglicérideos para ésteres metilicos.

No entanto, DANTAS et al. (2013), ao estudarem a influéncia de etanol na reacdo de
transesterificacdo de 6leo de canola utilizando a LBC livre verificaram que a concentracdo de
monoglicérideos foi menor que a de diglicérideos, indicando que a etapa lenta da reacao foi a
transesterificacdo de diglicérideos para ésteres e monoglicérideos. A maxima conversao
obtida para ésteres etilicos foi de 67 % na razdo molar 1:9 a 37 °C. LOPRESTO et al. (2015),
ao estudarem a reacdo de transesterificacdo de 6leo de girassol e etanol utilizando a LBC
imobilizada covalentemente em resina acrilica observaram 0 mesmo comportamento em
relacdo a formacdo de mono e diglicérideos em que ha uma maxima formacdo de
diglicérideos nas primeiras 3 h de reagcdo mantendo estavel até o tempo final, e a formacao
méaxima de monoglicérideos foi obtida apds 8 h de reacdo. A maxima conversao obtida para
ésteres etilicos foi de 46 % a 37 °C em 9 h de reacdo, indicando que a etapa lenta da reacéo

foi a transesterificacdo de diglicérideos para ésteres e monoglicérideos.

Portanto, é possivel observar que a LBC imobilizada por adsorcdo fisica em biochar de
semente de goiaba apresentou o perfil de formacdo do monoglicérideos similar ao estudo de
JEGANNATHAN et al. (2010) com maxima formacdo nas primeiras horas de reacdo. E ja
nos estudos realizados por DANTAS et al. (2013) e LOPRESTO et al. (2015) o
comportamento da LBC na reacdo de transesterificacdo apresentou perfil contrario. Este
comportamento da LBC pode ser explicado devido aos diferentes processos de imobilizacdo
utilizados, uma vez que a interacdo entre a enzima e o suporte pode influenciar no acesso do
substrato ao sitio ativo da enzima em virtude de restricbes estéricas ou mudancas
conformacionais derivadas do tipo de ligacdo entre a enzima e 0 suporte
(LOPRESTO et al., 2015).
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Figura 5. 8 - Perfil de conversdao mono (M), di (@) e Triacilgliceréisl{ ) e de ésteres etilicol(
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5.3.3 Uso de Aditivos na reacao de transesterificacdo

Com intuito de aumentar a conversdo em eésteres etilicos no sistema batelada foram
utilizados aditivos, tais como: agua, terc-butanol e peneiras moleculares em diferentes
concentragGes na melhor condicdo de reacdo determinada anteriormente, ou seja, na razao
molar 1:7, 40 °C e 96 h. De acordo com GOG et al. (2012) a presenca de dgua em reacOes de
transesterificacdo desempenha forte influéncia sobre a atividade catalitica e estabilidade da
lipase, uma vez que as lipases apresentam uma “tampa” hidrofobica em seu sitio ativo que ao

interagir com a interface 6leo:4gua apresenta mudancga conformacional expondo o sitio ativo.

Diversos estudos relatam que pequenas aliquotas de agua aumentam a conversao de
ésteres e que na presenca de agua em excesso as lipases tendem a realizar reacdo de hidrélise
reduzindo a conversdo em ésteres (KAIEDA et al., 2001; SHAH e GUPTA, 2007;
GOG et al., 2012; BABAKI et al., 2015). Na Figura 5.9 observa-se o perfil de conversdao em
ésteres etilicos. Com o aumento da concentracdo de agua ha reducdo da conversao em ésteres,

e que até mesmo em pequenas aliquotas de dgua a conversdo nao é melhorada.

De acordo com BABAKI et al. (2015) a adicdo de alcoois terciarios, tais como terc-
butanol e terc-amil em reacBGes de transesterificacdo enzimética apresenta efeito positivo,
tendo em vista que estes alcoois melhoram a solubilidade do subproduto glicerol e metanol no
meio reacional reduzindo a inativacdo das lipases, o que resulta em um aumento no
rendimento de transesterificacdo. Na Figura 5.10 mostrou-se o perfil de conversdo em ésteres
etilicos na presenca de diferentes concentracdes de terc-butanol adicionado na reagcdo. Nota-se
que a reacdo manteve-se de forma quase idéntica sem ou com a presenca de 10-30 % de terc-
butanol, possivelmente este comportamento esta relacionado com o uso do etanol que nédo
apresenta um efeito deletério para a lipase quando comparado ao metanol. Acima de 30 % de
terc-butanol apresenta uma reducdo na conversdo em ésteres etilicos, comportamento
semelhante ao relatado por BABAKI et al., (2015) na reacdo de transesterificacdo de 6leo de

canola com a lipase Thermomyces lanuginosus imobilizada em silica.
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Figura 5.10 - Perfil de conversdo em ésteres etilicos na presenca de 10 -60 % de terc-butanol
na reacdo de transesterificacdo de 6leo de coco bruto na razdo molar 6leo:etanol 1:7, 40 °C e
96 h.

Na Figura 5.11 apresenta-se o efeito da presenca de peneira molecular em diferentes
concentracBes na reacdo de transesterificagdo de 6leo de coco bruto. Nota-se uma reducdo de
cerca de 10 % na conversdao em ésteres etilicos com cerca de 5 % de peneira molecular,

comportamento semelhante ao encontrado por BABAKI et al. (2015). De acordo com esses
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autores o uso de adsorventes pode efetivamente controlar a concentragdo de agua durante a

transesterificacdo, como também reduzir a quantidade alcool no meio reacional, e assim

reduzir a conversao em ésteres.

Portanto, o uso de aditivos na reacdo de transesterifica¢do utilizando 6leo bruto, etanol

e 0 biocatalisador selecionado ndo apresentou efeito significativo na conversdo em ésteres
etilicos.
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Figura 5.11 - Perfil de conversédo de ésteres etilicos na presenca de 2,5; 5; 7,5 e 10 % de
peneira molecular na reacdo de transesterificacdo de 6leo de coco bruto na razdo molar
Oleo:etanol 1:7, 40 °C e 96 h.

5.3.4 Uso da LBC em reacdes ndo convencionais de transesterificacdo enzimatica

Neste topico verificou-se a substituicdo do processo convencional (batelada) para os

processos nao convencionais (ultrassom e micro-ondas) com o objetivo de intensificar o
processo enzimatico.

Ultrassom

As reacbes em ultrassom foram inicialmente realizadas com intuito de verificar a
cinética da reagdo com as seguintes condicdes experimentais: 100 % amplitude de irradiacéo,
40 °C e com baixa carga enzimatica de 10 % em massa do biocatalisador imobilizado por

adsorcdo fisica. De acordo com Figura 5.12 a maxima conversao (6 %) foi alcancada com o
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tempo de 8 h, verifica-se que a conversdo apresentada foi menor ao encontrado nas reagoes
em batelada (58 %).
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Figura 5.12 - Cinetica da reacdo de transesterificacdo enzimatica assistida por ultrassom nas
razGes molares de o6leo:etanol (1:5, 1:7, 1:9), temperatura de 40 °C e poténcia de 220 W.

Com base nesses testes iniciais, foram realizadas reagcbes com 20 % (m/m) do
biocatalisador imobilizado e nas melhores condi¢es experimentais anteriores. Os resultados
apresentaram um aumento na conversao para cerca de 25 %, conforme apresentado na Tabela
5.4. Desta forma, observou-se que o uso do ultrassom em reacdes de transesterificacao
utilizando a LBC ndo apresentou aumento na taxa de conversdo em ésteres etilicos em

comparagdo com as reacdes realizadas em batelada.

Tabela 5.4 - Rendimento de conversao em ésteres etilicos na reacdo de
transesterificacdo assistida por ultrassom com 100 % de amplitude de irradiacdo, 20 % (m/m)
de biocatalisador imobilizado, 40 °C e 8 h.

Razéo Molar (6leo:etanol) Conversao (%)
15 21,92 +0,05
1:7 20,07 £ 0,02
1:9 24,96 + 0,23
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Os efeitos da irradiacdo do ultrassom na atividade enzimética ndo estdo apresentados na
literatura de maneira consolidada. Em alguns casos, o uso do ultrassom resulta na perda de
atividade enzimatica, em outros leva ao aumento da taxa de reacdo. O ultrassom pode
interferir nas caracteristicas da enzima, causar distirbios nas interacdes fracas e induzir
mudancas conformacionais nas proteinas o que altera sua estrutura devido a perturbacéo
dindmica causada pela irradiacdo do ultrassom (SHAH e GUPTA, 2008; TRENTIN et al.,
2015; ZENEVICZ et al., 2016). Neste estudo foi possivel observar que a irradiacdo do
ultrassom ndo apresentou aumento na taxa de reacdo da transesterificacdo do 6leo de coco
bruto utilizando a LBC imobilizada por adsor¢do fisica.

No entanto, até 0 momento, o potencial do ultrassom nédo esta bem conhecido, devido a
falta de conhecimento dos efeitos moleculares exatos do ultrassom em enzimas e células vivas
(SHAH e GUPTA, 2008; YU et al., 2010). Estudos com catalise enzimatica demostram que a
irradiacdo do ultrassom oferece uma taxa de reacdo mais rapida para a producdo de biodiesel,
0 aumento da taxa de reacdo € atribuido a superacdo das limitacGes de transferéncia de massa

quando aplicado a um sistema de reacdo com duas fases (YU et al., 2010).

BATISTELLA et al. (2012) avaliaram a influéncia da irradiagdo do banho de ultrassom
na transesterificacdo enzimatica do éleo de soja com etanol utilizando as enzimas comerciais
Lipozyme RM IM e Novozym 435. A maxima conversao obtida foi de 86 % e 57 % para a
Lipozyme RM IM (13 % em massa de enzima, 100 % de amplitude de irradiacdo e 57 °C) e
Novozym 435 (27 % em massa de enzima, 40 % de amplitude de irradiacdo e 63 °C),
respectivamente, com tempo de reagdo de 4 h e razdo molar 1:3. No estudo realizado por
MICHELIN et al. (2015) avaliaram a influéncia da irradiagdo do banho de ultrassom na
reacdo de transesterificacdo do 6leo ndo comestivel de coco de macauba e etanol com a lipase
comercial Novozym 435. A méaxima conversdo obtida foi de 70 % com uma de irradiacéo de
132 W, 65 °C e tempo de reacdo de 30 min.

Micro-ondas

As reacdes em micro-ondas foram realizadas com poténcia de 100 W, 20 % (m/m) de
biocatalisador imobilizado por adsorgéo fisica, 40 °C e tempo de reacdo de 8 h. Os resultados
apresentados mostram que a irradiagdo por micro-ondas ndo aumentou a taxa de reacdo da
LBC apresentando baixas conversdes em ésteres etilicos, cerca de 8 % em comparag¢do com as

reacOes em batelada como mostra a Tabela 5.5.
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O uso do micro-ondas como fonte de energia, para aguecimento, é amplamente utilizado
em quimica organica, o qual proporciona reducdo no tempo de reacdo e melhoria nas
conversdes. No estudo realizado por DA ROS et al. (2012) verificaram a influéncia da
irradiacdo por micro-ondas na reacdo de transesterificacdo de d6leo de babacu e etanol com a
Lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em silica-PVA. Observou-se um aumento de
aproximadamente 6 vezes na taxa de reacdo ao utilizar a irradiacdo de micro-ondas obtendo
uma conversdao de 100 % com um tempo de reacdo de 10 h e com o0 aquecimento

convencional o mesmo resultado foi alcangado com 48 h de reacao.

Tabela 5.5 - Rendimento de conversao em ésteres etilicos em reacfes de
transesterificacdo assistidas por micro-ondas com poténcia de 100 W, 20 % (m/m) de
biocatalisador imobilizado, 40 °C e 8 h.

Raz&o Molar (6leo:etanol) Conversao (%)
1:5 6,11 £ 0,05
1:7 7,91+0,15
1:9 5,93 +£0,10

Entretanto, neste trabalho os resultados demonstraram que o0 uso do micro-ondas ndo
apresentou aumento na conversdo em ésteres etilicos, possivelmente esta relacionado com o
efeito da irradiagdo no complexo enzima-suporte formado na imobilizacdo por adsorcéo fisica
da LBC no biochar de semente de goiaba. Tendo em vista que os trabalhos na literatura
utilizaram LBC imobilizada por ligacéo covalente ou lipase comercial imobilizada (Novozym
435), ou seja, o complexo formado entre enzima-suporte apresenta uma maior estabilidade
guando comparado com o método de adsorcdo fisica que ocorre por meio de interacGes
hidrofébicas, ibnicas e forcas de Van Der Waals (NOGUEIRA et al., 2010; DA ROS et al.,
2013).

As reacdes enzimaticas sdo bastante complexas e os estudos com o uso da irradiacdo de
micro-ondas em sintese enzimatica permanecem ainda limitados (NOGUEIRA et al., 2010;
DA ROS et al., 2013). De acordo com REJASSE et al. (2007) a irradiacdo por micro-ondas
pode influenciar nas propriedades estruturais e funcionais das enzimas, uma vez que a
absorcdo direta da energia de micro-ondas no dominio polar da proteina poderia induzir
modificacdo na flexibilidade da enzima, e consequentemente alterar as propriedades
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enzimaticas. Portanto, o comportamento enzimatico sob irradiagdo de micro-ondas ainda
necessita ser mais explorada, pois os efeitos dependem do biocatalisador, da polaridade da

reacdo e temperatura para o sistema proposto neste estudo.

5.5.5. Estabilidade operacional

A partir da selecdo do tratamento do biochar de semente de goiaba, do método de
imobilizacdo e da escolha do processo convencional para a reacdo de transesterificacdo de
6leo de coco bruto e etanol foi realizado o estudo de estabilidade operacional. A estabilidade
operacional da LBC imobilizada por adsorcdo fisica em biochar tratado com DCM foi
determinada na melhor condicdo da reacdo de transesterificacdo em batelada na razdo molar
6leo:etanol 1:7, 40 °C e em ciclos de 96h. Conforme apresentado na Figura 5.13 € possivel
observar que o sistema imobilizado apresenta baixa estabilidade operacional reduzindo cerca
de 70 % da conversdo em ésteres etilicos incial no terceiro ciclo. A redugdo da conversdo em
ésteres etilicos, apos a reutilizacdo pode ser atribuido a dessorcdo da LBC do biochar uma vez
que a imobilizacdo de enzimas por ADS ocorre por meio de interacfes fracas (van der vals,
hidrofobica e ligacdes de hidrogénio) (YADAV et al., 2005). Outro fator que influéncia
negativamente na conversdo em ésteres etilicos esta relacionado ao bloqueio dos poros do

suporte pelo glicerol formado durante a transesterificacdo (WATANABE et al., 2000).
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Figura 5. 13- Reutilizacdo da LBC imobilizada em biochar por ADS em reagéo de
transesterificacdo em batelada na razdo molar 1:7 e 96 h de reacédo a 40 °C.
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Capitulo 6

6. CONCLUSOES

Com os diferentes tratamentos utilizados para a ativacdo do biochar foi possivel
observar que ocorreu mudangas morfologicas e fisico-quimicas e mostrou-se que o melhor
tratamento para a imobilizacdo da LBC foi o tratamento convencional com KOH que
apresentou uma consideravel alteracdo em sua estrutura em relacdo aos outros métodos
utilizados. Entretanto no que se refere a estabilidade mecénica o tratamento em mufla
apresentou baixa estabilidade quando comparado com o tratamento realizado em ultrassom,
haja vista a necessidade da producdo de biocatalisador mecanicamente estavel foi utilizado

para o desenvolvimento do trabalho o biochar tratado em ultrassom com diclorometano.

Na avaliacdo dos diferentes métodos de imobilizacdo da LBC no biochar, verificou-se
que o biochar ndo apresenta grupos reativos suficientes para a realizacdo de imobilizacdo
covalente multipontual, apesar da insercdo de grupos funcionais no biochar, os sistemas
imobilizados por ligacdo covalente multipontual e ligacdo cruzada ndo apresentaram
resultados viaveis, apenas o sistema imobilizado por adsorcéo fisica apresentou resultado
promissor. O biocatalisador imobilizado (LBC imobilizada por adsorgdo fisica em biochar
tratado em ultrassom com diclorometano) foi utilizado nas reagOes de transesterificacdo do
6leo de coco bruto em diferentes condigdes reacionais. Verificou-se que a maxima conversao
em ésteres etilicos foi de 48 % em batelada, nas seguintes condicdes: razdo molar 1:7, 40 °C
por 96 h e a maxima formacgdo de monoacilglicerois foi de 60 % na razdo molar 1:7, 40 °C
por 24 h.,

Em relacdo ao uso de aditivos na reacdo de transesterificacdo foi observado gque a adicao
de agua, peneira molecular e terc-butanol ndo apresentou aumento na conversdo em ésteres
etilicos. Como também ndo apresentou aumento na conversdao em ésteres etilicos as reacfes
de transesterificagcdo assistidas por micro-ondas e ultrassom apresentando baixas conversoes
com cerca de 8 e 25 %, respectivamente, quando comparada com as reagdes em batelada. A
partir dos resultados apresentados, pode-se concluir que a utilizacdo do biochar como suporte
para imobilizacdo de enzima é uma alternativa promissora, bem como a utilizacdo destes
biocatalisadores imobilizados em reacdes de transesterificacdo de 6éleo de coco bruto com

elevada formacdo de monoacilglicerdis.
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ANEXOS

ANEXO |

Nesta sessdo de anexos serdo apresentados a tabela da lista de ésteres etilicos
encontrados no Oleo de coco bruto com o tempo de retencdo (tr) (Tabela Al) e os
cromatogramas referentes ao 6leo de coco bruto (Figura Al) e da reacdo de transesterificacdo
catalisada por lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em biochar (tratado em ultrassom
com diclorometano) por adsor¢édo fisica (ADS) na melhor condicdo (razdo molar de 6leo e
etanol de 1:7, 40 °C e tempo de 96 h) (Figura A2).

Tabela A1l - Esteres etilicos presentes no 6leo de coco bruto utilizado para as reacdes de
transesterificacéo.

Pico  tg (min) Ester
1 3.0 Caprilato de etila
2 4.3 Caproato de etila
3 5.6 Laurato de etila
4 6.8 Miristato de etila
5 8.1 Palmitato de etila
5 8.6 Heptadecanoato de
Metila (PI*)
7 9.9 Linoleato de etila
8 10.1 Oleato de etila
9 10.6 Estearato de etila

*P| = padréo interno
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Figura Al — Cromatograma da quantificagdo dos ésteres etilicos para 6leo de coco bruto.
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Figura A2 - Cromatograma da quantificacdo dos ésteres etilicos para reacdo de
transesterificacdo utilizando a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada por ADS em
biochar realizada na razdo molar (6leo:etanol) 1:7 a 40 °C em 96 h.
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ANEXO 11

Nesta sessdo de anexos serdo apresentados os cromatogramas referentes ao éleo de
coco bruto e da reacdo de transesterificacdo catalisada por lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em biochar (tratado em ultrassom com diclorometano) por adsorcéo fisica na
raz8o molar de 6leo:etanol de 1:7, 40 °C e nos tempos de reagdo 24, 48, 72 e 96 h (Figura
A3).

sm?i MonoglicerideOS Razio Molar 1:7 Triglicerideos

) - Diglicerideos A
ooono (_J_\ Estﬁres / \

0] — (_A_\

Oleo de coco

T T T T T T T T T T T T T
5.0 75 10.0 125 15.0 17.5 20,0 225 250 275 30.0 325 35.0

Figura A3- Cromatograma de quantificacdo do Mono, di e Triacilglicerois e ésteres etilicos
para o 6leo de coco bruto e na reacdo realizada a 40 °C, com razdo molar 1:7 (6leo:alcool)
utilizando a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em biochar nos tempo de reacédo de
24 a 96h. .
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ANEXO 111

Lista de divulgacéo dos resultados

Dois trabalhos foram apresentados em congresso nacional e um artigo foi publicado em

revista Qualis Al.

» CONGRESSOS

s Ano 2016
Trabalho completo intitulado: APLICACAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia
IMOBILIZADA EM BIOCHAR NA TRANSESTERIFICAQAO DE OLEO DE COCO BRUTO.
Apresentado no XXI Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica, Fortaleza em setembro de
2016.

¢ Ano 2017
Trabalho completo intitulado: USE OF ADDITIVES IN THE TRANSESTERIFICATION
OF CRUDE COCONUT OIL USING LIPASE OF Burkholderia cepacia IMMOBILIZATION
ONTO BIOCHAR. Apresentado no XXI Simposio Nacional de Bioprocessos XII Simposio de
Hidrolise Enzimética de Biomassa, Aracaju em setembro de 2017.

» ARTIGO
O artigo intitulado: USE OF CONVENTIONAL OR NON-CONVENTIONAL
TREATMENTS OF BIOCHAR FOR LIPASE IMMOBILIZATION, foi publicado em 2017 na

Process Biochemistry v. 61, pg 124-129 (Qualis Al) sobre os tratamentos realizados no biochar

para imobilizacéo da lipase de Burkholderia cepacia.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords:
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Immebilization

Lipase

The objective of this work was to evaluate the influence of dichloromethane (CHa(Clz), potassium hydroxide
(KOH) and phosphoric acid (HaPQy) in the treatment of biochar from guava seeds on conventional and non-
conventional technigues (ultrasound and microwave) for the immobilization of Burkholderia cepacia lipase (BCL)
by physical adsorption. The effects of the different treatments on the physical and chemical properties of the
biochar were evaluated by scanming electron microscopy (SEM) and Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR). The immobilization of the BCL on the biochar was evaluated in hydrolysis reactions of olive oil. The

conventional treatment of the biochar with KOH showed increased modification on the surface of the biochar,
which presented a highly porous surface, and a greater activity for the immobilized biocatalyst compared with
the other treatments. The results revealed the potential of biochar as a support novelty for the immobilization of
enzymes and for their application in biocatalysis.

1. Introduction

Biochar is a byproduct of the pyrolysis reaction (thermal degrada-
tion in the absence of oxygen) of lignoeellulosie material, and has a
high carbon content [1]. Recently biochar has been recognized as a
multifunetional material due to its wide variety of applications, such as:
the removal of organic and inorganic poellutants from aqueous solution
[2]; the fertilization and pH correction of soils for agriculture [3,4]; and
the immobilizatien of enzymes [5]. This has attracted the interest of the
scientific community and prompted research into alternative methods
to improve the morphological and physicochemical properties of bio-
char.

Several studies have reported the use of biochar from different lig-
noeellulosic materials such as guava seed [6], sunflower seed [7], olive
seed [8], bamboo [9,10], groundnut shell [11], pecan shells [12], rice
[13], eoconut [14], jackfruit [15], pineapple [16], sawdust [17] and
wheat straw [18] as precursers for the production of activated carbon.
Different activating agents (HCl, ZnCl,, Ho80,, H3PO,, NaOH, K,CO5,
CO, and KOH), as well as conventional {tmiffle) and non-conventional
(microwave) heating techniques have been used. Most of the studies
earried out in the preparation of activated carbon are aimed at the
removal of organic and norganic pollutants from aqueous selutions.

Multiple articles using activated carbon from lignocellulosic mate-
rials to immobilize enzymes are still searce in the literature. Recently
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Brito et al. [19] evaluated the use of activated charcoal from yellow
mombin fruit stones as a support for the immobilization of lipase from
porcine pancreas type Il produced by Sigma. Activated chareoal was
prepared by chemieal activation (impregnation of the activation agent
in the material followed by carbonization) using conventional heating
(muffle}, which verified the influence of phosphoric acid and potassium
hydroxide as an activation agent. The earbenization temperature and
the physical and chemical properties of the activated carbon were
evaluated. The results showed that both carbons preduced good lipase
adsorption capacity, which makes activated charcoal a promising al-
ternative as a support for the immebilization of enzymes. However, the
use of non-conventienal treatments of biochar have not yet been re-
perted.

Due to the search for green and sustainable industrial processes,
enzymatic processes appear as a promising alternative to replace tra-
ditional chemical processes, because the enzymes are selective and act
under mild reaction conditions (room temperature, atmospherie pres-
sure and physiclogical pH). For commercial viability there is a need to
immobilize the enzymes to improve their stability and increase the
possibility of reuse of the biocatalyst In comparisen with the free en-
zyme [20,21]. Among the methods used for immobilization, physical
adsorption is considered the simplest and cheapest methed when
compared with covalent binding and encapsulation methods [22].

The objectve of this work was to verify the influence on the
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morphological and physico-chemical properties of gnava seed biochar
of conventienal {muffle) and nen-cenventional (microwave and ultra-
sound) treatment with dichloremethane (CH,Cly), potassium hydroxide
(KOH) and phosphoric acid (H;P0,) for the purpose of immobilization
of Burkholderia cepacia lipase by physical adsorption.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Burkholderia cepacie lipase (BCL) was purchased from Sigma-
Aldrich. (St. Louis, MO, USA), with an activity of 2500 U/g. The gnava
seeds were kindly provided by the fruit pulp industry (POMAR,
Aracgju-Sergipe, Brazil), hexane P.A. potassium hydroxide (KOH),
phosphorie acid (HzPO,), and dichloromethane (CHoCly) were obtained
from Vetec (Rio de Janeire, Brazil). The substrate used for the hydro-
lysis reactions consisted of commercial extra virgin olive oil with low
aeidity (Carbonell), and Arabie gum (Synth, Brazil). All other reagents
used were of analytical grade.

2.2. Biochar production

Biochar produetion was carrled out at the laboratory scale using the
pyrolysis equipment deseribed in detail by Samtos et al. [23]. The
pyrolysis conditions of the guava seed were previously optimized for
bio-oil production and the following conditions used: Tempera-
ture = 500 °C, heating rate = 30 "Cmin~ ", final time = Smin and
flow rate of N; = 1mLmin~%. A quantity of guava seeds was (12 g)
introduced inte the quartz reactor in the pyrolysis furnace and the
apparatus refled with a stream of nitrogen at 1 mL min~* for 5min.
The sample was heated from 25 "C to 500 °C, at 30 °C min~?! and held at
500 °C for 60 min.

2.3. Biochar treatment

2.3.1. Conventional treatinent (Muffle)

The guava seed biothar was incubated in three different ehemical
agents: CHyCl;, KOH and HzPO, in solution 10% (m/m), for a 24h
period with stirring at reom temperature (25 “C). Biochar was muffled
at a temperature of 500°C for 30 min, then thoroughly washed at
neutral pH and oven dried at 60 °C.

2.3.2. Non-conventional treatment (Microwave and ultrasound)

The microwave treatment was carrfed out in a Discovery CEM mi-
erowave reactor (Discovery & Explorer SP) using KOH and H;PO, so-
lutions at a concentration at 10% (m/m). 1 g of biochar was used with
5 ml of the selution, with a maximum power of 300 W and a constant
temperature of 100 °C for 10 min. The biochar was then thoroughly
washed to neutral pH and dried in an oven at 50 °C. Dichloromethane
was not used in the Non-cenventional treatment (microwave] because
its properties render it invisible to the specific radiation used.

The ultraseund treatment, the guava seed biochar was submerged in
three different chemical agents: CHoCly,, KOH and HzPO, in solution
10% (my/m). The mixture was maintained in an uvltrasonic bath for
30 min at room temperature (25 "C), then thoreughly washed at neutral
pH and even dried at 60 °C.

2.4. Fnmobilization of lipase onto biochar

The immobilization procedure of Burkholderia cepacia lipase onto
the biochar (support) by physical adserption was performed as de-
scribed by Soares et al. [24] with some modifications. The technique
comsists In contacting 1 g of the biochar in 10 mL of hexane for 15 min
with vigorous stirring at room temperature (25 "C). Afterwards, 10 mL
of enzymatic solution (0.15 g of BCL solubilized in 10 mL of 0.1 M so-
dium phosphate buffer pH 7.0) was added and kept under strring for

Process Biochemistry 61 (20173 124-129

3 h. The engyme-support solution was maintained at 4 °C for 24 h. After
this period, the immobilized biocatalyst was washed with hexane and
dried in a desiceator at room temperature for 24 h.

2.5, Enzymatic activity assay

Enzymatic activities of both free and immobilized lipase samples
were assayed by the olive oil hydrolysis method aceording to a mod-
ification used by Soares et al. [24]. The substrate was prepared by
mixing 50 mL olive oil with 50 mL gum Arabie solution (7% w/v). the
reaction was prepared with 5mL of the emulsion, 2 mL 0.1 M sodinm
phosphate buffer (pH 7.0), and either free (100 mg) or immobilized
(100 mg) enzyme was ineubated for 5 min for free and 10 min for im-
mobilized at 37 °C under stirring at 80 rpm. The reaction was stopped
by addition of 2 ml acetone—ethanol-water solution (1:1:1). Liberated
fatty acids were titrated with 0.01 M potassium hydroxide solution in
the presence of phenolphthalein as an indieator. One unit (/) of enzyme
activity was defined as the amount of enzyme that liberated 1 pymol of
free fatty acid per min (umolmin ). Analyses of the hydrelytie ae-
tivities of immobilized biocatlysts were used to determine the vield
7(%0) according tw Eq. (1)

s

% = — Xx 100
TR = b
In which Us corresponds to the total enzymatic activity recovered on
the suppert, and U, represents the enzyme units offered for im-

mobilization.
2.6. Sanple characterization

The morphology of guava seed biochar and the immebilized bio-
eatalysts with the best results for hydrolyte activity was determined by
scamning eleetron microscopy (SEM) (Hitachi $-3000N, operated at
maximum accelerating voltages of 500 ¥ at 30 kV and resolution of the
154). The samples were also subjected to FTIR analysis (Agilent
Technology CARY 630 FTIR spectrophotometer). Spectra were obtained
in the wavelength range from 400 to 4000 em ™ L.

3. Results and discussion

Different treatments of biochar have been published for the remowval
of organic and inorganic pollutants and for other applications.
However, for the use of biochar as a support for the immobilization of
enzymes such as BCL by physical adsorption, other studies are neces-
sary to improve the efficiency. This work first performed eonventional
and non-conventional treatment of gnava seed biochar and then char-
acterized the support and the immoebilized biocatalyst.

3.1. Sample characterization

3.1.1. Scanming electron microscopy (SEM)

Seanning eleetron microscopy (SEM) was used to characterize the
biochar morphology after conventional and non-conventional treat-
ments. The resulting micrographs are shown in Fig. 1. They verified
that untreated biochar has a porous surface stucture with irregular
eavities (Fig. 1a). Biochar after ultrasonie bath treatment is shown In
Fig. 1b-cl. There is an inerease in the pores present on the surface of the
biochar treated with dichloromethane (Fig. 1b), possibly related to the
removal of bio-oll residues and ash present in the surface of the blochar,
thus, unelogging the pores and making it accessible for adserption of
Burkholderie cepacia lipase (BCL) during the immobilization process.
When KOH solution was used (Fig. 1c), it was possible to observe ag-
glomerates on the surface possibly related to the KOH residues that
were not totally removed during the washing process with distilled
water at neutral pH. After treatment with HzPOy4 (Fig. 1d), the surface
of the biochar showed no obvious variations compared to the biochar
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Fig. 1. Scanning electron microscopy of biochar without treatment (a), biochar with the treatment in ultrasound bath with CH,Cl, (b), KOH (), H;PO,, (d), bicchar in muffle treatment
with CHCl, (€), KOH (f), HsPO, (g), biochar with microwave treatment with KOH (h), H-PO, (i).

without treatment.

The treatment of biochar using muffle (Fig. 1e-g) showed a mod-
ification in the structure of the biochar, producing a brittle appearance
using CH,Cly and H3PO4 as shown in Fig. 1(e) and (g), respectively.
With KOH, a larger number of pores were observed on the surface of the
biochar, possibly related to the evaporation of the impregnated KOH
compound, similar to the observations of Foo and Hameed [14]. In the
microwave treatment there was not a great deal of modification to the
surface of the biochar when compared with the muffle treatment. This
behavior is possibly related to the low temperature reached in the
Discovery microwave of 100 °C, compared with the temperature of 500
“C in the muffle treatment. When KOH solution was used, the surface of
the biochar presented agglomerates (Fig. 1h) similar to those found in
the ultrasound treatment with the KOH solution (Fig. 1¢). With HzPO,
solution, the whitish surface is probably related to residual HzPO4 not
removed during the washing process.

3.1.2. FTIR analysis

The FTIR spectra obtained for the biochar after the different treat-
ments are shown in Fig. 2a—c. All spectra exhibited a band in the
1590 em ™! region associated with the vibrations of the C=0 bond of
aromatic groups. The characteristic stretching vibration of y-CH
binding around 876 em ~* [25,26] was also observed. The spectra of the

biochar after the different treatments presented small variations in the
surface chemical properties in relation to the untreated biochar — an
increase in the intensity of the band around 1570 em ™ * characteristic of
aromatic group C=C bonds, attributed to the condensation of aromatic
rings, possibly related to reaction with solvents and heating [12]. For
the biochar treated with H3PO, the spectra exhibited a higher band
intensity in the 995 cm ™" region associated with P—N bond vibrations
[271.

3.2. Screening immobilization

The immobilization of the BCL by physical adsorption was per-
formed on the treated biochar to verify the influence of the different
treatments on the lipase immobilization process. Table 1 shows the
hydrolytic activity of the biocatalyst immobilized onto biochar after the
different treatments. In the conventional heating (muffle), it was ver-
ified that the chemical agent KOH presented the maximum hydrolytic
activity of 317 pmolg~'min~". The biocatalyst immobilized onto
biochar treated by conventional heating (muffle) with KOH showed
hydrolytic activity (317 ymol g~ * min~?) representing an increase of
51,4% when compared to the biocatalyst immobilized in the biochar
treated with HsPOy4 (154 pmol g min *) and an increase of 24,2% for
the biochar treated with CH,Cl, (240 ymolg® min ). The highest
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Fig. 2. FTIR spectram of biochar without treatment (s and after the different treatments: () conventional treatment muffle and non-conventional treatments (b) ultrascund and (c)

micrewave. Using different chemical agents: CHoCly (), KOH (s, HzPOy (o).

Table 1

Hydrelytic activity of BCL immebilized by physical adserption ente biechar with different
weatment. The assay reaction conditions (37 °C, pH 7.0, 80 rpm) with 100mg enzyme
immehilized.

Types of treatment  Chemiecal agent  Hydrolytic activity (umol g =" min~ 1

Without treatment - 190
Ultrasound KOH 154
H:FO, 146
CH,Cl 258
Mutfle EKOH 317
H.FO, 154
CHCl 240
Microwave KOH 210
HPO.. 75

activity presented for the immobilized biocatalyst after KOH treatment
was possibly due to greater modification of the surface with inereasing
of pores as shown in the micrograph (Fig. 1f). The increase of the pores
allowed a greater surface area for the immoebilization a larger amount of
BCL by physical adsorption onto the support.

The non-conventional treatment (microwave) of the bioc¢har using
KOH showed an inerease In hydrolytic activity of 64,2%
(210 ymeol g~ min~ ') compared with HyPO, (75 pmol g~ min ™). As
mentioned in several treatment studies, the use of KOH in conventional
and non-tonventional heating treatments produced a better adsorption
capacity for organic compounds, due to the higher surface area pro-
duced compared with acid treatments [13-16,18]. In the ultrasonic
treatment, the maximum hydrolytic activity of 258 ymol g~ ' min ™"

was obtained using CH,Cl, as the chemieal agent, which represents an
inerease of 40.3 and 43,4% in relation t¢ KOH (154 ymol ¢~ min™%)
and HyPO, (146 pmol g~ min ~ %), respectively. This result is possibly
due to the inereased ability of diehloremethane to remove bio-vil re-
sidues on the biochar mirface relative to KOH and HyPQ, as shown In
the micrographs (Fig. 1b-d).

3.3. Safnple characterization of the irmmobilized biocatalyst

3.3.1. Scanning electron microscopy (SEM)

Seanning Eleetron Microscopy (SEM) was used to characterize the
biochar morphoelogy after the immobilization process. It was found that
the best immobilized biocatalyst was on biochar treated by conven-
tional heating with KOH, and the resulting micrographs are shown in
Fig. 3. The micrography of the biocatalyst immobilized onto biochar
treated with KOH observed smoothness of the pores after of the mod-
ification and lipase immobilization ente support surface. In this ease,
we can suggest one deposition irregular of enzyme affected depth of the
pores (Fig. 3b), if to compare with support (Fig. 3a).

3.3.2. FTIR anabysis

The FTIR speetrum obtzined for the best immobilized biocatalyst
(bochar treated with KOH) is shown In Fig. 4. Compared to treated
biochar and immobilized biocatalyst there is a small variation in the
chemical properties of the surface. The spectrum of the immobilized
biocatalyst shows a band in the region 1100 em ™! associated with vi-
brations of the C—N bond characteristic of the amine group present in
BCL. According to Kumar et al. [27] it {s not possible to verify large
modifications in the chemical properties of the surface of the support
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Fig. 3. Scanning electron micrographs of biochar with conventional treatment (muffle] with KOH (a) and biochar treated after immobilization of the BCL (b).
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Fig. 4. FTIR spectra for the bicchar weated with conventienal wrearment (nmffle) with
KOH (=== and bicchar treated after immoebilization of the BCL ().

after the immobilization process, due to the complex interaction be-
tween the enzyme and the support.

4. Conclusion

The results showed that the treatments performed on the biochar
produced modifications in its morphological stucture, and the best
treatment for the immobilization of BCL was conventonal heating
(muffle) with the chemical agent KOH. In view of the obtained results,
we can conclude that biochar is a promising support for the preparaton
of immobilized biocatalysts because it presents a low cost compared
with traditienal supports, making it a good alternative for applications
on the industrial seale.
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