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Resumo

Neste trabalho é avaliado o potencial biocatalitico da lipase de Candida rugosa (LCR)
imobilizada em diferentes suportes: carvao ativado, gesso comercial e silica gel, visando a
producéo de biodiesel. O método de imobilizacdo por adsorcéo foi utilizado na imobilizagdo
da LCR nos suportes. A eficiéncia de imobilizacdo expressa em termos da razéo entre a
atividade do complexo suporte-LCR e atividade da enzima livre, foram estimados,
fornecendo eficiéncia de 89% para o carvao ativado-LCR, 62% para a silica gel-LCR e 48%
para 0 gesso-LCR. O complexo carvéo ativado-LCR forneceu o maior indice de acidez. A
analise por cromatografia de camada delgada do biodiesel produzido por este complexo
apresentou fatores de retencdo e ordem de eluicdo dos acilglicerdis compativeis com a
literatura, indicando um potencial deste complexo para a producéo de biodiesel.
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Abstract

His work assessed the biocatalytic potential of the immobilized Candida rugosa lipase (CRL)
in different supports: activated carbon, commercial plaster and silica gel aiming at the
production of biodiesel. The adsorption immobilization method was used to immobilize CRL
in supports. The immobilization efficiency expressed in terms of the ratio between the
activity of the CRL complex support and the activity of free enzyme were estimated, resulting
in 89% for activated carbon CRL, 62% for silica gel CSF and 48% for plaster-CRL. The
complex activated carbon-LCR provided the highest acidity index. The analysis by thin layer
chromatography of the biodiesel produced by this complex showed retention factor and
elution of acylglycerols compatible with literature data indicating a relevant potential of this

complex to produce biodiesel

Keywords: Activated carbon, silica gel, Lipase, biocatalysis, biodiesel

1. INTRODUGAO

Diante dos problemas ambientais
gerados pelo aumento das emissdes de gases
poluentes produzidos com a queima de
combustiveis fosseis, é crescente em todo o
mundo a busca por matérias-primas
renovaveis, bem como por fontes alternativas
de energia. O crescente aumento na demanda
por energia € uma preocupacdo mundial (BP
p.l.c, 2019). Aproximadamente 80 % da
matriz energética mundial é baseada em
combustiveis fosseis (petroleo, gas natural e
carvao), e uma forma de diminuir esta
dependéncia estd em incentivar tanto a
producdo, como o uso de combustiveis
provenientes de fontes renovaveis e com isso
reduzir o impacto ambiental das altas taxas de
emissdo de dioxido de carbono na atmosfera
(GEBREMARIAM et al., 2017; CARDOSO
et al., 2020).

Diante desta demanda é crescente em
todo o mundo a busca por matérias-primas
renovaveis, bem como por fontes alternativas
de energia, e o biodiesel produzido a partir de
6leos vegetais pode atender plenamente aos
requisitos ambientais atuais, e quando
misturado ao diesel de petréleo, induz uma
reducéo significativa da emissdo de enxofre e
solidos particulados na atmosfera (SOUZA,
2006; DI SERIO, 2007). Muitas pesquisas tém
se concentrado no cardter renovavel dos
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insumos  para a  producdo  deste
biocombustivel (SUAREZ et al., 2007).

Uma estratégia amplamente utilizada
na producdo de biodiesel é aquela que forma o
combustivel como ésteres metilicos a partir de
acidos graxos. Nesta reacdo 0s ésteres
metilicos sdo obtidos através da reacdo de
transesterificacdo dos triglicerideos de 6leos
vegetais com metanol por meio do uso de
catalisadores (FUKUDA et al., 2001). Esta
reacdo pode ser realizada tanto através de
catalise basica, como catalise &cida, e ainda
catalise enzimética (biocatalise) (ALl e
HANNA, 1994; FANGRUI e MILFORD,
1999; THANGARAJ et al., 2019; CARDOSO
et al., 2020).

A reacdo de transesterificacdo
utilizando-se a catalise basica possui varios
inconvenientes como, por exemplo, a baixa
seletividade do catalisador, a ocorréncia de
reacOes de saponificacdo, o que dificulta a
purificacdo dos ésteres formados
(KARAOSMANOGLU et al., 1996). J& a
catalise acida necessita de condicbes
reacionais extremas como valores elevados de
temperatura e pressdao (ABREU, 2013). Este
comportamento tem  impulsionado  as
pesquisas por novos catalisadores, especificos
e recuperaveis, para a reacdo de
transesterificagdo para producdo de biodiesel
(SOUMANOU e BORNSCHEUER, 2003;
ATADASHI et al, 2013; TALHA e
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SULAIMAN, 2016; GEBREMARIAM et al.,
2017; CARDOSO et al., 2020).

O potencial biotecnologico da catalise
enzimatica possui grande vantagens em
relacdo a outros tipos de catalises como,
possibilidade de utilizacdo de matérias primas
com elevados teores de &cidos graxos,
condicdes brandas de temperatura e pressao ,
além de possuirem elevada especificidade e
seletividade pelos substratos e raramente
produzem reagOes colaterais que levam ao
desperdicio (HASAN et al., 2006; ARANTE,
2008; BASSO e SERBAN, 2019).
Adicionalmente, os processos catalisados por
enzimas apresentam alta eficiéncia de
conversdo, além de serem ambientalmente
sustentaveis (LI et al., 2006; ARANTES,
2008; ROBLES-MEDINA et al., 2009;
CARDOSO et al., 2009; SOUZA et al., 2015).
Estas caracteristicas tém impulsionado o
interesse da comunidade cientifica no
desenvolvimento de tecnologias enzimaticas
para a producéo de biodiesel.

Lipases em sua forma livre, sofrem um
processo chamado desnaturacdo ao entrar em
contato com elevadas concentracdes de
alcoois de cadeia curta (metanol e etanol),
condicdes essas, necessarias para a producao
de biodiesel. Quando imobilizadas em
suportes soélidos, o suporte funciona como
uma protecdo aumentando o rendimento da
reacdo (ABREU, 2013).

As aplicagOes industriais de lipases
apresentam desafios a serem superados
principalmente com relagdo ao custo elevado.
Como regra geral, o custo do catalisador
representa alguns pontos percentuais dos
custos totais de producao e essa restri¢do, em
muitos casos, representa um gargalo para a
sustentabilidade econdmica de sintese
biocatalisada em escala industrial
(CANTONE et al.,, 2013). Isso pode ser
superado empregando técnicas de
imobilizagdo em  suportes solidos. A
imobilizacdo facilita a separacdo dos produtos
e pode fornecer um maior contato entre 0s
componentes do complexo enzima/substrato
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usando varios configuracbes do reator
(MENDES et al., 2011).

A imobilizacdo também apresenta
vantagens relacionadas ao aspecto ambiental.
Quando encapsuladas em suportes solido,
expande suas aplicacbes até remocdo de
poluentes em efluentes industriais aquosos
(CANTONE et al., 2013). Além disso, o ciclo
de vida da producdo industrial de enzimas
apresenta algumas caracteristicas negativas
com relagdo a sustentabilidade (elevado
numero de etapas “downstream” e elevado
consumo de &gua). Apesar de permitirem a
producdo sustentavel de diversos produtos, a
producdo das enzimas em si, pode possuir
etapas onde a sustentabilidade ainda € um
desafio. Logo, a imobilizagdo enzimatica
permite o reciclo dessas enzimas e sua
reutilizacdo em novas reacfes bioquimicas,
diminuindo assim, o0 consumo desses
biocatalisadores (JEGANNATHAN;
NIELSEN, 2013). Dessa forma, a producédo

do Dbiodiesel catalisada por enzimas
imobilizadas em suportes sélidos tem
impulsionado  muitos  estudos  visando

encontrar meios de recuperar e reutilizar esse
tipo de catalisador (SOARES et al., 1999;
ZIVKOVIC et al., 2015; THANGARAJ et al.,
2019).

Segundo DALLA-VECCHIA et al.,
(2004), para ser efetivo a imobilizagdo da
enzima no suporte deve deixar o sitio ativo da
enzima acessivel aos substratos e manter sua
atividade por longo periodo de tempo, o que
pode eficazmente reduzir o custo em
aplicaces na industria. O processo de
imobilizacdo de enzimas em um suporte
envolve, basicamente, a escolha do suporte e
0 método de imobiliza¢do que resulte em um
preparado imobilizado ativo e estavel.

A literatura tem abordado os diferentes
métodos de imobilizagdo de enzimas e suas
aplicacdes industriais (MUSTRANTA et al.,
1993; TISCHER e KASCHE, 1999;
NGUYEN e KIM, 2017; BASSO e SERBAN,
2019). A principal caracteristica que interfere
na escolha do tipo de suporte para
imobilizacdo é sua afinidade ou ndo pela gua,
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ou seja, seu carater hidrofilico ou hidrofébico
(DALLA-VECCHIA etal., 2004; CARDOSO

et al., 2009).
Um dos principais problemas
associados ao uso de catalisadores

heterogéneos enzimaticos € a perda de sua
atividade catalitica, principalmente devido a
mudanca da estrutura tridimensional de seu
sitio ativo o que leva a um impedimento
estérico que impede que o substrato possa
interagir com a enzima (OZYILMAZ, 2009).
Embora a catalise enzimatica utilizando
enzima (lipase) imobilizada se apresente
como uma das rotas promissoras para se
produzir biodiesel, por propiciar uma cadeia
completa de insumos renovaveis, este campo
da biotecnologia ainda carece de estudos.
Melhores sistemas de lipases imobilizadas
com caracteristicas de serem mais eficazes,
mais duraveis e de menor custo ainda séo de
grande demanda para o processo de sintese de
biodiesel (ATADASHI et al., 2013; BASSO e
SERBAN, 2019).

Neste contexto, o presente trabalho
apresenta uma andlise sobre os métodos
adsorc¢do utilizados na imobilizacdo da lipase
de Candida rugosa em diferentes suportes:
carvao ativado, silica gel e gesso. Uma
avaliacdo do potencial biocatalitico dos
complexos formados (suporte-LCR) foi
realizada determinando a atividade hidrolitica
da enzima imobilizada no suporte em relacao
a atividade hidrolitica da enzima livre. Este
trabalho contribui para o desenvolvimento da
biocatalise enzimética aplicada a producdo de
biocombustiveis, avaliando o potencial de
diferentes suportes para imobilizacdo de
lipases, percorrendo 0s passos iniciais para um
futuro desenvolvimento tecnologico de um
biocatalisador para a producdo de biodiesel.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

A lipase fungica isolada de Candida
rugosa (tipo VII) foi adquirida da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
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A atividade declarada pelo fabricante desta
enzima na hidrdlise do p-nitrofenilpalmitato é
de 700 U/mg. Todos os reagentes utilizados
foram de grau analitico da Sigma-Aldrich
Chemical. Os Gleos vegetais utilizados como
fontes de triacilglicerdis foram, o 6leo de soja
refinado e azeite de oliva extra virgem
comercial. Gesso comercial, silica gel
(Merck) e carvao ativado (Carbomafra)
produzido a partir da casca de coco foram
utilizados como suporte para a imobilizacdo
da enzima.

2.2 Tratamento dos suportes

Os suportes para imobilizacdo por
adsorcdo da LCR foram adequadamente
preparados. Para o carvao ativado adicionou-
se 0,7 g deste suporte em 20 mL de solugéo de
HNOs (0,1 M) e HCI (0,1 M). A mistura foi
mantida sob agitacdo constante por quatro
horas, em temperatura ambiente. Apds este
tratamento, o suporte foi lavado com &gua
destilada e levado a secagem em estufa. No
caso da silica gel, adicionou-se 1 g de silica
em 10 mL de solucdo de HCI 1,0 M. A mistura
foi mantida sob agitacdo (4 h) e
posteriormente foi filtrada, lavada com agua
destilada e levado a secagem em estufa. O
gesso comercial (4,9 g) foi adicionado em
15mL de &gua destilada e mantido em
agitacdo constante até sua completa
homogeneizagdo. Em seguida a mistura foi
seca e calcinada a 800 °C, 1 g do material
tratado foi adicionado em 10 mL de solucdo
de HCI 1,0 M e, mantido em agitacdo
constante por quatro horas. Posteriormente o
filtrado foi lavado com agua destilada e levado
a secagem em estufa.

2.3 Determinacgdo da atividade hidrolitica
da lipase

O efeito da imobilizagdo sobre a
atividade catalitica da lipase de Candida
rugosa foi investigado comparando-se a
atividade da enzima imobilizada com a
atividade da enzima em solucdo. As medidas
da atividade enziméatica da enzima livre e
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imobilizada foram determinadas usando o
substrato  p-nitrofenil palmitato (p-NPP,
massa molecular de 377,5 g/mol), de acordo
com metodologia descrita por PENCREAC’H
e BARATTI (1996) e PENCREACH et al.
(2002), (MUSTRANTA et al, 1993; SOARES
etal.,1999; BARBOSA et al., 2014).

Os experimentos para avaliacdo da
atividade enzimatica foram realizados através
da reacdo de transesterificacdo enzimatica do
0leo de soja e etanol. Em frascos Erlenmeyer
de 50 mL adicionou-se 6 g de 0leo, 1,5 g de
etanol e 15 mL de &gua. Os frascos com as
misturas foram incubados a 37°C em
diferentes tempos (2, 4, 6 e 8 h), em estufa
termostatizada com agitacdo orbital. Apds
cada periodo de incubacdo, a reagdo foi
paralisada pela adicdo de 15 mL de uma
mistura de acetona e etanol (1:1). Os acidos
graxos liberados foram titulados utilizando
um titulador potenciométrico 887 Titrino Plus
Metroh com solucdo de KOH 0,35 M, e
fenolftaleina como indicador. Os resultados
foram expressos em indice de acidez, que
representa a quantidade em mg de base
necessarias para neutralizar 1 g de acido, no
caso acido graxo livre.

2.4 Eficiéncia de imobilizacao

O rendimento do acoplamento ou
eficiéncia de imobilizagdo (n %), expressa por
uma razdo entre a atividade da enzima
imobilizada e a atividade da enzima livre, foi
estimada de acordo com a Equagdo 1
(SOARES et al., 1999; BRUNO et al., 2008):

A

n(%) = () + 100

As

(Eq.1)

onde: A representa a atividade da enzima
imobilizada, As a atividade da enzima em
solucéo.

2.5 Ponto de carga zero do carvao ativado

A analise do pHpcz permite prever a
carga na superficie do adsorvente em fungéo
do pH e, desta forma, avaliar qual a faixa de
pH na qual a etapa de impregnacdo deve ser
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realizada. Segundo ELLIOTT e HUANG
(1981), os processos de adsor¢do séo
fortemente dependentes do pH, visto que afeta
a carga superficial do adsorvente, bem como o
grau de ionizacéo e as espécies do adsorbato.
No ponto critico do pH, a quantidade de
cargas negativas equilibra-se exatamente com
a quantidade de cargas positivas, tendo-se,
portanto, carga zero ou ponto isoelétrico. Este
¢ caracteristico para certos materiais (PARK e
REGALBUTO, 1995).

O ponto de carga zero é definido como
sendo o pH no qual a carga superficial do
material é neutra, e a medicdo de onze pontos
é 0 procedimento mais comum e usado para
obter 0 pHecz (REGALBUTO e ROBLES,
2004). Os onze pontos de pH usados foram: 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11. Os experimentos
foram realizados em frascos Erlenmeyers de
100 mL, contendo 50 mL de solucdo de NaCl
0,10 M nos diferentes pHs ajustados com
solucdes de HCI 0,5 M e NaOH 0,5 M. Apos
0s ajustes de pHs, foram adicionados 0,10 g de
amostras do carvdo e mantidos sob agitacao a
100 rpm em shaker horizontal por 24 h a
25 °C. Em seguida as solucdes foram filtradas
e amostras do filtrado recolhidas para analises
de pHrina com o auxilio de um pHmetro de
bancada (SILVA et al, 2016; PERILLI et al,
2014; CAMPOS et al, 2014). As analises
foram realizadas em triplicata

A analise do pHrecz permite prever a
carga na superficie do adsorvente em funcédo
do pH e, desta forma, avaliar qual a faixa de
pH na qual a etapa de impregnacao deve ser
realizada. Segundo ELLIOTT e HUANG
(1981), os processos de adsor¢do séo
fortemente dependentes do pH, visto que afeta
a carga superficial do adsorvente, bem como o
grau de ionizagdo e as espécies do adsorbato.
No ponto critico do pH, a quantidade de
cargas negativas equilibra-se exatamente com
a quantidade de cargas positivas, tendo-se,
portanto, carga zero ou ponto isoelétrico. Este
é caracteristico para certos materiais (PARK e
REGALBUTO, 1995).
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2.6 Analise morfologica do carvéao ativado

A morfologia do carvdo ativado foi
caracterizada através do método de Brunauer,

Emmett e Teller (BET) utilizando o
equipamento  Autosorb-1, Quantachrome
Instruments, obtendo-se dados de area

superficial, volume do poro e tamanho do
poro. Estas analises foram realizadas no
Laboratorio da Central de Anélises do
Departamento de Engenharia de Quimica e
Engenharia de Alimentos da UFSC.

A microestrutura do carvéo ativado foi
analisada no Laboratério de Caracterizagdo
Microestrutural — LCM — UFSC, utilizando o
microscopio eletronico de varredura, modelo
Philips30. As amostras foram fixadas em fita
de carbono e recobertas com ouro, segundo
procedimento do laboratorio.

2.7 Imobilizacdo da lipase de Candida
rugosa

O processo de imobilizagdo, por
adsorcdo, da lipase tipo VII de Candida
rugosa (LCR) nos suportes selecionados,
consistiu do contato direto da solucdo
enzimatica com o0s suportes tratados
(ZIVKOVIC et al., 2015; ZARE et al., 2018).
Inicialmente, uma solucéo estoque de lipase
(0,033 g/mL) foi preparada dissolvendo lipase
em p6 em PBS (fosfato salino tamponado)
(0,2 M; pH 7,0). Apés a dispersdo de 1 g de
suporte solido (em 0,5 mL de PBS, 5 mL da
solucdo de lipase foi adicionada a esta
suspensdo. As misturas foram mantidas a
25 °C sob agitacdo orbital por 24 h. Apds este
tempo o0 complexo enzima-suporte foi
recuperada por filtracdo, lavado e armazenado
sob refrigeracdo a -2 °C até seu uso na reagao
de transesterificacao.

2.8 Producdo de biodiesel e analise de
cromatografia de camada delgada (CCD)

A producéo de biodiesel utilizando a
enzima imobilizada foi avaliada pela reagéo
de transesterificacdo do 0leo de soja e metanol
em uma proporcdo em volume (1:2, v/iv) em
n-hexano a 37° C, com agitacédo orbital por 8
DOI 10.24021/raac.v18i1.5505
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horas. Aliquotas foram retiradas ao final da
reacdo para posterior analises cromatograficas
em camada delgada.

Solugbes de biodiesel e 6leo de soja
foram separadamente preparadas e aplicadas
lado a lado na cromatoplaca de silica gel, a
qual foi eluida com uma a mistura de &cido
acético: acetato de etila: n-hexano em uma
proporgao em volume (0,1:1:200, v/v). Como
material controle foi utilizado dleo de soja
comercial e as placas cromatogréficas foram
reveladas em vapor de iodo (adaptada de
HAWASH et al., 2009).

A distancia das corridas foi avaliada
empregando um paquimetro e os fatores de

retencdo foram calculados seguindo a
Equacéo 2.
ds
= (Eq.2)

onde: Ry representa o fator de retencéo, ds a
distancia percorrida pela amostra e dm a
distancia total da placa cromatografica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade hidrolitica da enzima

Os resultados da hidrolise de
triacilglicerol em acidos graxos livres e
glicerol expressos em indice de acidez, tanto
para a enzima livre, como para os complexos
suporte-LCR sdo apresentados na Figura 1.

Figura 1. indice de acidez de enzima livre
para 0s complexos enzima-suporte.
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. A atividade da lipase livre foi considerada
controle para as anélises. Os dados expressos
como indice de acidez correlacionada a
quantidade em mg de base necessérias para
neutralizar 1 g de &cido graxo produzido.
Dentre os suportes avaliados, o maior indice
de acidez ao longo do tempo foi obtido para a
enzima LCR imobilizada em carvéo ativado.

3.2 Eficiéncia de imobilizacao

A eficiéncia de imobilizagdao (1) foi
calculada ao longo de 8 h de imobilizacéo e 0s
resultados apresentados na Figura 2, sendo 0s
valores médios mostrados na Tabela 1.

O carvdo ativado, entre 0s suportes
avaliados, foi o que apresentou uma 1) elevada,
muito proxima da maxima eficiéncia de
imobilizacéo, alcangcando uma média de 89%
durante as 8 h de analises. O carvao ativado
também foi o que apresentou superficie mais
irregular, maior area superficial e grande
namero de poros, o que deve ter favorecido as
interacdes com a lipase durante o processo de
imobilizacao.

Figura 2. Eficiéncia de imobilizagdo (1) de
LCR em diferentes suportes ao longo de 8h.
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Tabela 1. Valores médios da eficiéncia de
imobilizacdo () de LCR em diferentes
suportes durante 8 h.

Suporte/Enzima n (%)
Carvao ativado-LCR 89
Silica gel-LCR 62
Gesso-LCR 48
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3.3 Ponto de carga zero

Uma vez que a adsor¢do e
especificidade enzimatica baseia-se nas
interacbes  entre a  molécula  do
substrato/inibidor e o sitio ativo da enzima,
como, por exemplo, as ligagdes de hidrogénio,
as interacOes de van der Waals e as interagdes
eletrostaticas (enzima e substrato/inibidor),
uma investigagdo mais aprofundada sobre as
caracteristicas deste suporte foi realizada, a
fim de compreender acerca da maior atividade
hidrolitica apresentada pelo complexo carvéo
ativado-LCR.

A partir dos resultados que indicaram
que o carvao ativado foi o melhor suporte de
imobilizacdo da LCR em relacdo aos outros
suportes avaliados, procedeu-se a
determinacdo do seu ponto de carga zero
(Figura 3).

Os resultados demostraram que o0
pHrcz do carvao ativado se encontra na faixa
de pH 6timo das lipases, que esta entre 6,0 e
8,0 (KAMINI et al., 2000; SHU et al., 2006;
NAWANI et al., 2007). Este fato contribui
para a manutencdo da atividade hidrolitica do
complexo carvao ativado-LCR, e também
sugere que as interacdes hidrofébicas
prevaleceram no processo de imobilizacdo
(RODRIGUES et al., 2008).

A partir dos dados de ApH (pHFrinal —
PHinicial) Versus pHinicial, (Figura 3) foi possivel
determinar o valor do pHpcz para o carvédo
ativado, encontrado no ponto onde ApH ¢
igual a zero, e neste ponto a superficie se
comporta como um tampao. O pHecz obtido
para o carvao ativado foi de aproximadamente
6,9, isto indica que, quando o carvao estd em
contato com uma solugdo liquida com pH
abaixo deste valor, a carga superficial do
carvdo serd positiva e favorecera a adsorgdo
de &nions. Ao contrério, se o pH estiver acima
deste valor a superficie estd carregada
negativamente, favorecendo a adsor¢do de
cations.

Esta hipdtese se torna relevante
quando se considera 0s multiplos estados
conformacionais da LCR, em especial no
chamado estado fechado, em que a enzima
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apresenta um loop que se estende sobre o sitio
ativo e 0 sequestra do ambiente da solucdo,
sendo o lado desse loop voltado para o
solvente menos hidrofilico que o resto da
superficie ~ enzimatica, com  cadeias
hidrofobicas importantes (CYGLER e
SCHRAG, 1999; SUBROTO et al., 2020).

Segundo SCHUBERT e HUSING
(2005), o ponto de carga zero da silica gel
situa-se entre os pH de 3 e 5. FAGNANI et al.
(2017) verificaram que o ponto de carga zero
da silica gel igual a 4,7.

Os valores para 0 pHpcz dos suportes e
de atividade enzimética obtidos neste trabalho
sugerem que a LCR apresenta maior afinidade
por suporte com superficies neutras, ou seja,
em suportes com pHpcz mais préximo de 7,
resultando no processo de imobilizacdo com
melhor estado conformacional para a LCR
imobilizada e com minima reducdo da
atividade hidrolitica do complexo suporte-
LCR.

Figura 3. Determinacdo do pHpcz para o
carvao ativado.

10 11 12

PHg;pa1 - PHpicial

PHiyicia

3.4 Analises morfoldgicas

Visando uma maior compreensdo
sobre os resultados de imobilizagdo, os
adsorventes foram caracterizados
morfologicamente e 0S resultados
apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4.

Caracteristicas semelhantes para este
adsorvente sao apresentadas por Da Luz et al.,
(2013%; 2013b) e De Souza et al. (2012).
Segundo o fabricante, este carvdo ativado
possui um alto nimero de iodo (>0,95 g 17/g),
que segundo El-Hendawy et al. (2001) este
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parametro estd relacionado a superficie
interna do material poroso, onde 0,001 g de
iodo adsorvido corresponde a 1 m? de
superficie interna.

Tabela 2. Caracteristicas morfoldgicas do
carvao ativado.

Caracteristica Valor
Diametro de particulas (m) 0,00071-0,00168
Area superficial (m2/g) 788,0
Volume de poro (mL/g) 0,373

Tamanho dos poros (m) 18x1019-1355x101°

Tabela 3. Caracteristicas morfoldgicas da
silica gel.

Caracteristica Valor
Diametros de particulas (m) 0,000063-0,0002
Area superficial (m%g) 500,0
Volume de poro (mL/g) 0,75
Tamanho dos poros (m) 60x10°

*Fonte: Fabricante

Tabela 4. Caracteristicas morfoldgicas do
gesso beta comercial.

Caracteristica Valor
Diametros de particulas (m) 0,2236
Area superficial (m%g) 4,67
Volume de poro (mL/g) 0,02314
Tamanho dos poros (m) 149,27x101°

*Fonte: Melo (2012)

As caracteristicas da superficie do
carvéo ativado foram analisadas
morfologicamente através de micrloscopia
eletronica de varredura (MEV), obtendo-se
imagens com ampliacdo de 250 a 1200 vezes,
sendo estas apresentadas na Figura 4.

Estas micrografias demonstram que o
carvdo ativado apresenta uma superficie
irregular e heterogénea, com grande ndmero
de poros. Além disso, verifica-se a presenca
de grande quantidade de clorpos globulares
com aglomeragdes pontiagudas e conicas.
Uma superficie com essas caracteristicas pode
favorecer interacfes com lipases devido a
maior superficie de contato do suporte e as
maiores  possibilidades de interagOes
hidrofébicas (RAO et al., 2020).
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Figura 4 — Micrografias do carvéao ativado
com ampliacdo de (a) 250x, (b) 800x, (c)
1200x.
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3.5 Producdo de biodiesel e andlise de
cromatografia de camada delgada (CCD)

A analise de cromatografia de camada
delgada é um método de andlise utilizado na
separagdo dos constituintes de uma mistura,
onde sob uma fina camada de adsorvente
(alumina, silica, etc.) depositada sobre uma
superficie plana os constituintes da mistura
migram de forma diferenciada envolvendo as
interagbes  intermoleculares  entre  0S
constituintes, o eluente e o adsorvente
utilizado (Collins et al. 1997). O parametro
mais importante a ser considerado nesta
andlise é o fator de retencdo (Ry), o qual é
expresso pela razdo entre a distancia
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percorrida pela substancia em questdo e a
distancia percorrida pela fase mdvel. Os
valores ideais para Rt estdao entre 0,4 e 0,6
(DEGANI, CASS, VIERA 1998).

Na Figura 5 ¢é apresentado o
cromatograma da matéria-prima (esquerda) e
do produto (direita) da reagdo de
transesterificacdo do 6leo de soja utilizando o
complexo carvao ativado-LCR. Ao avaliar a
analise qualitativa fornecida pela CCD
verifica-se 0s seguintes fatores de retencdo
(Rf) e ordem de eluicio dos provaveis
constituintes (acilglicerois): monoacilglicerol
(MAG, Rf = 0,20), diacilglicerol (DAG, R =
0,36) e triacilglicerol (TAG, Rf = 0,63). Estes
fatores de retencdo estdo relacionados com o
nimero de carbono equivalente dos
acilglicerdis. Também é possivel verificar que
a amostra de biodiesel ndo apresentou
quantidades detectaveis de matéria-prima,
porém a presenca dos acilglicerois indicam
uma reacdo de transesterificacdo incompleta.
No entanto, esta andlise evidenciou a
conversdo da matéria-prima no produto
desejado, sendo este, compativel com o
biodiesel obtido a partir do 6leo de soja.

Figura 5 — Placa cromatografica da matéria-
prima (esquerda) e do produto (direita) da
reacdo de transesterificacdo do Oleo de soja
pelo complexo carvdo ativado-LCR, eluido
em &cido acético: acetato de etila: n-hexano
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4, CONCLUSOES

Os  resultados  deste  trabalho
contribuiram para aprofundar 0S
conhecimentos sobre 0s processos de
imobilizacdo por adsorcdo de lipases fungicas
sobre suportes heterogénicos, bem como,
sobre os fatores que influenciam este processo
e na atividade enziméatica do complexo
suporte-enzima que podem ser utilizados
como catalisadores para producdo de
biodiesel. Os resultados indicaram que todos
0s complexos enzima-suporte apresentaram
atividade hidrolitica derivada da LCR apds
sua imobilizacéo.

O carvéo ativado foi o suporte que
demonstrou maior eficiéncia de imobilizacéo
e atividade hidrolitica da enzima imobilizada,
seguido pela silica gel e o gesso. Este
resultado indica que o complexo carvédo
ativado-LCR  apresenta  potencial para
biocatalise visando a producéo de biodiesel.

Os resultados obtidos pela
cromatografia em camada delgada (CCD)
proporcionaram a visualizagdo do produto
(&cido graxos) de maneira eficiente,
evidenciando a conversdo da matéria-prima
no produto desejado.

A caracterizacdo do carvdo ativado
sugere que as interagdes por ligacdes nao
covalentes hidrofobicas foram a forca motriz
do processo de imobilizacdo da LCR, e estas
proporcionaram uma maior performance e
eficiéncia de imobilizacdo para este suporte.
Adicionalmente, a superficie irregular e
heterogénea, que apresenta grande nimero de
poros e grande quantidade de corpos
globulares com aglomeracbes pontiagudas e
cbnicas pode ter favorecido a ligagdo
enzimatica por aumentar sobremaneira a
superficie de contato enzima-suporte.

Os resultados mostram que o0
complexo carvéo ativado- LCR se apresenta-
como uma alternativa potencial para o
desenvolvimento de tecnologias que visam a
diminuigdo dos custos, aumento da eficiéncia
e que causem menores impactos ambientais na
producdo de biodiesel.
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