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BOFINGER, Matheus Rodrigues. Ativacdo, caracterizacdo e utilizacdo do carvao
pirolitico de serragem de madeira e palha de cana-de-aclcar na imobilizacdo de
lipase. 2015. 90 p. Dissertacdo (Mestrado em Bioenergia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial quimico e fisico do biocarvao produzido a
partir de residuos agroindustriais da serragem de madeira (eucalipto e peroba) e palha de
cana-de-acUcar para servirem como imobilizadores enzimaticos ou material adsorvente.
Os carvoes foram obtidos da pirdlise dos residuos agroindustriais. A caracterizacao fisico-
quimica dos biocarvdes mostrou que o tamanho de particulas foi caracteristica de
carvOes granulares, estando a maioria entre 180 e 355 um. Observou-se um elevado teor
de carbono fixo nos biocarvbes, qualificando os mesmos para ativacdo quimica.A
ativacao quimica ou fisica garante um aumento na area superficial e no volume de poros
de materiais adsorventes, tornando-os mais eficientes. A ativagdo conferiu melhores
caracteristicas adsortivas aos carvoes de madeira (eucalipto e peroba) mostrando
maiores valores de &rea especifica, volume de poros e adsorcdo de iodo. A andlise de
absorcao no infravermelho mostrou a presenca de grupamentos oxigenados na superficie
do carvao, que promove interagdes quimissortivas entre carvao e adsorvato nos materiais
ativados, o que comprova a melhora da caracteristica apds a ativacao. Espectros de RPE
indicaram a presenca de radicais derivados de difenéis e semiquinonas, demonstrando
gue, como esperado, ha a presenca de grupos oxigenados no carvao. Microscroscopia
eletrbnica de varredura indicou que o processo de pirélise forma cavidades que podem vir
a ser precursoras de poros nos carvoes e apos ativacao essas cavidades permaneceram,
indicando que ndo houve obstrucdo. A area especifica aumentou em até 90 vezes apos
a ativacao. O volume de poros no biocarvéo também aumentou, indicando que a ativacéo
foi efetiva. As isotermas de adsorcdo de N, se mostraram diferentes para os biocarvoes
de madeiras em relacéo ao de cana-de-acgucar, sendo isotermas do tipo | para madeiras,
indicando adsorcdo em microporos, e isotermas tipos Il e Il para o carvdo de cana-de-
acucar ativado e sem ativacao,respectivamente, indicando adsor¢cdo muito fraca em
ambos. O ensaio do numero de iodo mostrou que o biocarvao de pirdlise € semelhante
ao carvao ativado comercial, corroborando com o indicativo da presenca de microporos
(<20 A). Os resultados de imobilizacéo de lipase indicaram altos valores de unidade de
atividade lipolitica (U/gpiocanvao) @pos imobilizacdo, sendo melhor o carvao de eucalipto. A
validacdo do método da imobilizacéo de lipase apresentou valor observado de atividade
lipolitica para o biocarvdo de eucalipto de 757 £ 70 U/Qpiocanso, S€EMelhante ao valor
previsto (756 U/Quiocanvao) Pela superficie de resposta. O estudo também permitiu observar
gue a variavel tempo néo foi significativa no processo e que o carvao de eucalipto
apresentou maior relacdo entre a variavel concentracdo da enzima e temperatura do
meio, mostrando que ha uma maior adsorcéo de lipase a temperatura ambiente e em
maiores concentracdes de lipase no meio. Conclui-se que apos a ativacdo, os biocarvoes
produzidos a partir de residuos agroindustriais se mostraram semelhante ou melhor, no
caso do biocarvdo de eucalipto, que os carvoes comerciais relatados na literatura,
indicando que podem ser usados como adsorvente e imobilizadores enzimaticos.

Palavras-chave: Ativacdo  quimica. Adsorcdo. Imobilizagdo. Biocatalise.
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pyrolytic charcoal of wood sawdust and sugarcane straw onto lipase
immobilization. 2015. 90 p. Dissertation (Master’s Degree in Bioenergy) — Londrina
State University, Londrina, 2015.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the chemical and physical potential of biochar
produced from organic residues from wood sawdust (eucalyptus and mahogany) and
straw sugarcane to serve as enzymatic supports or adsorbent material. The coals
were obtained from pyrolysis of organic residues. The physico-chemical
characterization of biochars showed particle size characteristic of granular coals, with
the majority between 180 and 355 pm. There was a high fixed carbon content on
biochars, qualifying them to physical or chemical activation. An activation ensures an
increase in surface area and pore volume of adsorbent materials, making them more
efficient. The activation conferred the best adsorptive characteristics of wood
charcoal (eucalyptus and mahogany) showing higher values of specific area, pore
volume and iodine adsorption. The IR analysis showed the presence of oxygen
groups on the carbon surface, which promotes chemisortive interactions between
carbon and adsorbate in the activated material, which proves the improved feature
after activation. EPR spectra indicated the presence of radicals derived from
diphenols and semiquinone, demonstrating, as expected, the presence of oxygen
groups on the carbon. Scanning electronic microscopy indicated that the pyrolysis
process form cavities that may be precursors of pores on the coals and after
activation of these cavities remained, indicating no obstruction. The specific area
increased by up to 90 times after activation. The pore volume of the biochar also
increased, indicating that activation was effective. The N, adsorption isotherms were
different for biochars, isotherm with type | for wood, indicating adsorption micropore,
and isotherms types Il and Il for carbon of sugar cane with and without activation,
respectively, indicating very weak adsorption on both. The hysteresis formed by N
desorption indicated that the shape of the pores is conical and / or cylindrical. The
testing of iodine number showed that biochar pyrolysis is similar to commercial
activated carbon, corroborating indicative presence of micropores (<20 A). Lipase
immobilization showed high values of lipase activity unit (U / gpiochar), the better being
the eucalyptus charcoal, then chosen for validation. Validation of lipase
immobilization method had observed value of lipase activity for eucalyptus biochar
757 = 70 U / Qpiochar, Similar to the predicted value (756 U / Qpiochar) Dy response
surface. The study also allowed observing that variable ‘time’ was not significant in
the process and that the eucalyptus biochar showed a higher ratio of variable
enzyme concentration and temperature of the medium, showing there is a higher
lipase adsorption at room temperature and at higher concentrations lipase in the
middle. It was shown that after activation, the coal was similar or better than the
commercial charcoals, in eucalyptus sawdust case, reported in the literature and can
be used as an adsorbent and enzyme supports.

Key words: Chemical activation. Adsorption. Immobilization. Biocatalysis.
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1 INTRODUCAO

Dentre as muitas maneiras de se obter combustiveis a partir de
fontes renovaveis, a pirolise é a mais utilizada para a conversdo de biomassa
lignocelulésica residual em combustiveis liquidos, sélidos e gasosos. Trata-se de um
processo de decomposicdo térmica em que a matéria organica € submetida a uma
faixa de temperatura compreendida entre 400 e 800 °C em atmosfera redutora,
havendo, portanto, a reducdo da biomassa e conversdo de uma boa parte em
carvao, abrindo uma vasta gama de possibilidades de uso para o mesmo. O carvéao
de pirdlise pode ser usado in natura ou sofrer algum tratamento especifico
dependendo de sua utilizacao.

A ativacao de carvdes € um processo térmico que pode ser quimica
ou fisica, dependendo do meio reacional e é utlizado para melhorar as
caracteristicas tecnoldgicas do produto. O carvao ativado € derivado principalmente
de matérias-primas vegetais. Sua grande area superficial e a presenca de poros de
diversos tamanhos garante a adsorcdo de grandes quantidades de material tendo
uma ampla utilizagdo como adsorvente, catalisador ou suporte para catalisadores de
reacoes de grande interesse industrial, como por exemplo, a producdo de
biocombustiveis.

A producdo de biodisel é alvo de estudos que buscam sua
otimizacdo e producdo por maneiras ambientalmente menos prejudiciais. Uma
proposta é a utilizacdo de -catalisadores heterogéneos que permitem facil
recuperacdo, dos quais estdo incluidos os processos enzimaticos. Dentre as
enzimas que podem ser utilizadas esta a lipase, que € especifica para a hidrolise de
triacilglicerideos e formacédo de &cidos graxos ou ésteres, dependendo do meio
reacional. A imobilizacdo dessas enzimas em um suporte, muitas vezes garante
maior estabilidade e melhores rendimentos, sendo que o suporte deve possuir
dureza, hidrofobicidade e grande area especifica, requisitos esses supridos por
carvoes de natureza vegetal.

O grande problema na producgéo de biodiesel enzimético € o alto
custo do processo como um todo, jA que demanda mais tempo e matérias-primas
mais refinadas. Porém a metodologia da transesterificacdo por via enzimatica

permite a reutilizacdo do complexo suporte e enzima, podendo diminuir esses custos
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em larga escala. Desta maneira a presente dissertacdo ird avaliar o potencial
quimico e fisico dos carvdes de pirolise de residuos agroindustriais da serragem de
madeira (eucalipto e peroba) e palha de cana-de-acglcar para servirem para a
imobilizacdo enzimatica e, portanto, para a producao de biodiesel.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial quimico e fisico do biocarvdo produzido a partir
de residuos agroindustriais da serragem de madeira (eucalipto e peroba) e palha de
cana-de-acucar para servirem como imobilizadores enzimaticos ou material

adsorvente.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar através de ensaios fisico-quimicos o biocarvao pirolitico dos
residuos agroindustriais (palha de cana-de-agucar e das serragens de
madeira de eucalipto e peroba).

e Ativar o biocarvao pirolitico através de método quimico;

e Identificar grupos funcionais do biocarvao pirolitico por espectroscopia de
absorcao no infravermelho;

e Identificar espécies paramagnéticas no biocarvao pirolitico por espectroscopia
de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE);

e Caracterizar morfologicamente o biocarvao pirolitico por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV);

e Avaliar a capacidade de adsorcao do biocarvao pirolitico através de andlise
da area especifica;

e Imobilizar lipase do ascomiceto Botryosphaeria ribis EC-01 no biocarvao

pirolitico ativado para a producédo de ésteres de acidos graxos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PIROLISE E CARBONIZACAO

O processo de pirdlise, como qualquer outro que engloba a
producdo de biocombustiveis, advém da necessidade da substituicdo do monopdlio
energeético agregado aos combustiveis fosseis. A necessidade do desenvolvimento
de novos biocombustiveis aumentou o foco na conversao de residuos da agricultura,
florestas e industrias de alimentos em substancias com valor energético efetivo,
tornando a pirdlise da biomassa um importante escopo para o avanco dos
biocombustiveis.

Trata-se por pirélise o processo de oxido-reducdo na qual uma parte
da biomassa é reduzida a carbono, enquanto a outra parte é oxidada e hidrolisada,
dando origem a compostos fendlicos, carboidratos, alcodis aldeidos, cetonas e
acidos carboxilicos. Varios métodos de pirélise existem, estando esses relacionados
na Tabela 1. Quando a biomassa € aquecida, ocorre a degradacéo térmica, por meio
da ruptura das ligacées dos componentes organicos (ligacdes C-C), e a formacao de
ligagcbes C-O. O rearranjo dessas moléculas gera produtos mais complexos, como
ésteres, produtos poliméricos, entre outros. A pirdlise € entendida como uma
decomposicdo térmica de um material organico em uma atmosfera livre, ou
parcialmente livre de oxigénio. A temperatura varia, geralmente, de 400 a 800 °C e
gera produtos liquidos, sélidos e gasosos, em propor¢cdes dependentes dos
parametros utilizados (DENG et al., 2008; FAAIJ et al., 2005; MAHINPEY et al.,
2009)

A mais utilizada, é a pirélise rapida e tem como caracteristicas o
curto tempo de residéncia para vapores dentro do reator, altas taxas de
aguecimento, altos coeficientes de transferéncia de calor e a temperatura
relativamente baixa da fonte de aquecimento. Apresenta um maior rendimento de
produto liquido, denominado bio-6leo. (GIANNAKOPOULOU et al., 2010;
MAHINPEY et al., 2009; MOENS et al., 2009; XIONG et al., 2009)
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Tabela 1 - Caracterizacéo dos tipos de pirolise

Processo Tempo de Aquecimento  Temperatura  Produto principal
permanéncia (°C)
Carbonizagéao vérios dias muito lento 400 carvao
Pirdlise lenta 5a 30 min lento 500 bio-6leo e carvao
Pirodlise rapida 05a5s muito rapido 650 bio-6leo
Pirdlise ultrarrapida <0,5s muito rapido 1000 gas e liquidos

Fonte: Diniz, 2005.

ApG6s o processo de pirdlise, o material carbonaceo solido é,
normalmente, considerado residuo, sendo utilizado para suprir a demanda
energética da propria planta de conversdo da biomassa. Entretanto, ha na literatura
estudos destinados a caracterizacdo de carvdes derivados da pirdlise, os quais
mostram caracteristicas tecnolégicas promissoras quanto a matriz carbonéacea.
(FAALJ et al., 2005; GIANNAKOPOULOU et al., 2010; MAHINPEY et al., 2009;
MARTINS et al., 2007; MOENS et al.,, 2009; ROCHA et al.,, 2004). Os materiais
carbonaceos, ou carvdes, podem ser utilizados ap6s o processo de pirdlise ou pode
ainda sofrer um tratamento de ativacao para torna-lo mais eficiente em processos
industriais especificos.

A ativacdo desse residuo € uma maneira alternativa de utilizacdo do
carvao e contribui para a producdo de outros biocombustiveis, como também para
tratamento de efluentes da industria de biocombustiveis, entre outras (MOHAN;

PITTMAN; STEELE, 2006).
3.2 CARVAO ATIVADO

Carvao ativado pode ter origem vegetal, animal ou ainda mineral
(Tabela 2), sendo os de origem vegetal os mais utilizados. Tem sido usado como um
sorvente universal, sua obtencdo pode ocorrer a partir de diferentes fontes
carbonaceas, podendo ser vegetais ou minerais. Os carvdes minerais mais utilizados
séo a hulha e o antracito, porém a prética de ativacédo de carvdo mineral ndo é usual
(MUCCIACITO, 2006).
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Tabela 2 - Matérias-primas e métodos de ativacdo de carvdes de diversas origens

Matéria-Prima Método de ativacéo Referéncia
Animal
Carvao de 0ssos Fisica Cheung, Porter e McKay, 2000
Mineral
Carvao betuminoso Quimica (H3POy) Teng, Yeh e Hsu, 1998
Quimica (ZnCl,, KOH) Ahmadpour, 1996
Fisica (CO,) Mufoz-Guillena et al., 1992
Vegetal
Casca de améndoas Fisica (CO,) Omri; Benzina; Ammar, 2013
Casca de mandioca Quimica (KOH) Sudaryanto et al.,2006
Sementes de cereja Fisica (H,0) Fan et al.,2004
Fisica (H.0) e
Espiga de milho . Song et al., 2013
Quimica (KOH)
Palha de milho Fisica (H20) Fan et al., 2004
Hastes de algodao Quimica (H3zPOy) Nahil; Williams, 2012
Casca de dendé Quimica (ZnCly) Hesas et al., 2013
Casca de arroz Quimica (H3POy) Guo; Rockstraw, 2007
Quimica (Na,COs3) Liu etal., 2011
Caule de arroz Fisica (N2) Huang et al., 2015
Casca de pistache Quimica (KOH) Lua; Yang, 2004

Fonte: Proprio autor.

Seu precedente, carvao, foi utilizado primeiramente na industria de
acucar, na Inglaterra em 1974 para branqueamento (descoloracdo). Porém, seu
maior desenvolvimento ocorreu durante a Primeira Guerra Mundial, em filtros para
remocgdo de agentes quimicos no ar. O carvdo ativado comercial tomou sua forma
atual desde os anos 30 (JANKOWSKA et al., 1991).

As condicbes para preparacdo sao cuidadosamente controladas
para se alcancar a forca mecanica e a estrutura porosa desejada. O material de
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partida €, impreterivelmente, carbonaceo, como madeira, carvdes, turfa, coque de
petréleo, 0ssos, casca de coco e caroco de frutas. O processo de ativacdo produz,
além dos poros ja existentes, mais poros com distribuicdo de tamanho desejavel.
Dois métodos sdo mais utilizados quando se trata de ativacdo de carvfes: quimico e
fisico (HADOUN et al., 2013; LIOU, 2008).

O carvao ativado possui uma vasta aplicacdo para compostos
apolares e parcialmente polares, pela presenca de uma grande matriz carbonacea e
de heteroatomos que configuram caracteristicas parcialmente polares (YANG, 2003).

A composicado do material precursor pode diferenciar o produto final,
dependendo da quantidade de lignina e celulose, hd uma diferenciacdo dos tipos e
quantidades de poros. Precursores ricos em celulose dao origem a materiais mais
ricos em microporos, jA 0os mais ricos em lignina apresentam maior quantidade de
macroporos (IOANNIDOU; ZABANIOTOU, 2007). Alguns resultados demonstraram
que carvdes com maior quantidade de celulose do que de lignina apresentam
maiores capacidades adsorventes e sdo mais facilmente ativaveis (DAUD; ALI,
2004).

A dimensado da ativacdo vai condicionar a porosidade do carvao
ativado final, como indica a Figura 1 (a e b), porém normalmente possui poros da

ordem de microporos, mesoporos e macroporos (Tabela 3).

Tabela 3 - Classificagdo dos poros de acordo com o diametro

Tipos de Poros Diametro (A)
Microporos <20
Mesoporos 20 -500
Macroporos > 500

Fonte: IUPAC, 1982.



Figura 1 - Representacdo esquematica da (a) estrutura de carvao ativado; (b) de 23
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Fonte: Rodriguéz-Reinoso, 1998

A desorganizacdo dos planos aromaticos confere ao carvao ativado
valéncias incompletamente saturadas e elétrons desemparelhados, e isso influencia
no comportamento adsortivo, especialmente para moléculas polares ou polarizaveis,
além disso, had a presenca de heteroatomos (Figura 2), como oxigénio
(aproximadamente 15 mol%) e hidrogénio (aproximadamente 30 mol%), que séo
derivados do material de partida ou ligados quimicamente a estruturas durante a
preparacdo, e também componentes das cinzas inorganicas (RODRIGUEZ-
REINOSO, 1998).
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O método de ativacao fisica, também chamada de gaseificacao, é o
processo pelo qual o precursor desenvolve poros, aumentando a area, através de
um tratamento térmico a uma temperatura que varia entre 700 - 1000 °C sob fluxo
de um gas oxidante apropriado, vapor d’agua, CO, ou ar atmosférico, usados
combinados ou individualmente. O gas oxidante retira seletivamente carbonos da
estrutura, formando intersticios na mesma e produzindo poros, sendo que esses
carbonos, agora oxidados, abandonam o material na forma de volateis (BANSAL et
al., 1988).

No método de ativacdo quimica, ha a prévia impregnacao do
material precursor com um agente ativador, por exemplo, H3PO4, ZnCl,, H,SO,4 ou
hidroxidos, entre outros. Esses ativadores possuem, em comum, a capacidade
desidratante, inibindo a formagdo de betuminosos no interior dos poros. Os
ativadores quimicos possuem vantagens e desvantagens em relacdo a ativacado
fisica, por exemplo, ter maior rendimento do que a ativagdo fisica, baixas
temperaturas de pir6lise, obtencdo de maior area superficial, possibilidade de um
controle, manutencdo e distribuicio de poros. As desvantagens sdo o0
desenvolvimento de produtos altamente corrosivos e a necessidade de um passo
extra de lavagem do produto final (EL-HENDAWY; SAMRA,; GIRGIS, 2001; SYCH et
al., 2012; KLIJANIENKO; LORENC-GRABOWSKA; GRYGLEWICZ, 2008).

O método de ativacdo quimica permite que o material seja
desidratado a uma menor temperatura do que o método de ativacéo fisico. O acido

fosforico, em particular, € conhecido por promover uma despolimerizagao,
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desidratacdo e redistribuicdo dos biopolimeros existentes, durante a decomposicao
pirolitica da biomassa lignocelulésica (YUSO; RUBIO; IZQUIERDO, 2014).

Apés a ativacao, seja ela quimica ou fisica, espera-se que o material
apresente um maior volume de poros em sua superficie, aumentando-se assim a
area superficial e estando este mais capacitado para adsorcdo de substancias que
possuam afinidade pelos constituintes do suporte.

A qualidade do carvdo depende da necessidade e aplicacdo do
carvao como adsorvente, sendo que maiores areas especificas e maiores tamanhos
de poros sdo utilizados para maiores adsorvatos e menores sdo utilizados para

pequenas moléculas de adsorvato.

3.3 ISOTERMAS DE ADSORCAO

Adsorcdo é um processo espontaneo que trata da concentracao
(acumulacdo) de uma substancia na interface de outra, sendo ambas imisciveis.
Ocorre pois os atomos de qualquer superficie ndo possuem as forcas de atracéo
perpendiculares sobre o seu plano balanceadas.

Dependendo da forca de adsorcdo, ou seja, da forca de ligacao
entre as particulas de adsorvato e as moléculas de adsorvente, podemos diferenciar
dois tipos de adsor¢cbes, a quimica e a fisica. A adsorcdo quimica envolve o
rearranjo dos elétrons gerando uma ligacdo quimica, como resultado de uma reacao
guimica que esta restrita a area superficial do adsorvente. A adsorcao fisica envolve
forcas de Van der Waals, como dipolos induzidos, permanentes ou atracéo
quadripolar, sendo reversivel e sem presenca de ligac6es quimicas (CIOLA, 1981;
MCBRIDE, 1994).

A adsor¢do € um processo muito utilizado na remocao de corantes,
agentes odorizantes e impurezas em solugbes (MAHMOODI et al., 2011; AHMAD,
PUAD; BELLO, 2014; MUI et al., 2010; SALIMA et al., 2013; DURAN-JIMENEZ et
al., 2014; CHEN et al., 2013; MEZOHEGYI et al., 2012), sendo afetada por alguns
fatores como a superficie quimica, o volume e tipo de poros, as propriedades e
composicdo quimica do adsorvente, a temperatura, pH, velocidade e tempo de
agitacdo (FOUST et al., 1980; CIOLA, 1981)
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As isotermas de adsorcdo podem fornecer dados de equilibrio de
sorcdo e adsorcdo de substancias, o que pode elucidar os tipos de interacdo e a
cinética envolvidas. S&o dependentes também das variaveis citadas acima
(FERNANDES, 2005).

As isotermas de adsorcao representam o equilibrio existente entre a
fase solida e a fase liquida de um sistema adsortivo. Elas sdo a maneira mais
conveniente para se especificar o equilibrio da adsorcédo e seu respectivo tedrico
(CIOLA, 1981). Nada mais sao do que informag0es experimentais utilizadas para se
definir dentre muitos qual o melhor adsorvente para sua substancia de interesse.

A forma das isotermas pode dizer muito sobre o comportamento do
processo, podendo essa ter até 5 classes, que foram propostas por Brunauer,
Emmet e Teller (classificagdo BET), como mostra a Figura 3.

Figura 3 — Classificacdo das isotermas segundo IUPAC

adsorvida

Quantidade de gas

Pressao relativa p/po

Fonte: IUPAC, 1982.

Cada tipo de isoterma esta relacionado ao tipo de poro envolvido,
sendo que:

e Aisoterma do tipo | esta relacionada a adsorcdo em microporos;

e A dotipo Il esta relacionada a adsor¢céo em sistemas nao porosos;

e Tipo lll e V apresentam relagdo com interagbes muito fracas em sistemas
contendo macro e mesoporos;

e Nas do tipo IV a dessor¢cdo nao coincide com a adsorcdo, formando a
chamada histerese (também observados no tipo V), consequéncia da

ocorréncia condensacodes capilares (BRUNAUER; EMMET; TELLER, 1938).
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As isotermas sdo também representadas por equacdes simples que
relacionam diretamente a quantidade adsorvida em funcdo da concentracdo do
adsorvato, sendo essas equacdes modelos tedricos, e como os mais utilizados o de
Langmuir, Freundlich e BET.

Assim como as isotermas, as histereses elucidam muitas
caracterisiticas da superficie do carvdo, como demonstra a Figura 4, dando
informacgdes sobre o tipo de mesoporo presente

¢ Tipo A representa mesoporos de forma cilindrica;
e Tipo B esta ligado a mesoporos tipo fenda;
e Tipo C ou D representam mesoporos de forma cilindrica ou conica;

¢ Tipo E relaciona-se a mesoporos em formato de garrafa.

Figura 4 — Modelos de histereses

Tipo A Tipo B Tipo C

Flf PIRy P/,
Tipo D Tipo E

<
x

PIR, P/IRy

Fonte: JUHOLA; WIIG, 1949.

O modelo de Langmuir assume que forma-se uma monocamada
sobre o adsorvente, a de Freundlich foi obtida experimentalmente e considera a
adsorcdo em véarias camadas sobre superficies heterogéneas como carvdes
ativados e a equacgao de BET tem por objetivo relacionar valores obtidos a partir das
isotermas de adsorcdo com a area especifica de um soélido (COUTO, 2009;
FERNANDES, 2005; SCHNEIDER, 2008).
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Além da utilizacdo de carvao ativado para adsorcdo de corantes, ja
citado anteriormente, esse material pode ser utilizado como suporte para
catalisadores das mais diversas reagOes, como a carbonizagédo do polipropileno
(GONG et al.,, 2012), a remediacdode agua para potabilizacdo, degradando
percloratos e bromatos (KIM; LEE; CHOI, 2013; RESTIVO et al.,, 2015) e para
reacdes organicas, como a oxidacao de alcenos (MAVROGIORGOU et al, 2014).
Outra utilizagdo muito vasta é a de imobilizar enzimas para melhorar seu
desempenho e estabilidade nas reacdes a serem catalisadas, utilizando o carvéo
para imobilizar lipases para diversos fins (CHANDRA, 2015; KANDASAMY et al.,
2010) e de proteases (KUMAR et al., 2009;), por exemplo.

3.4 PRODUCAO E USO DE LIPASE

Genericamente, lipase (Figura 5) € o nome dado a um grupo de
enzimas participante da classe das hidrolases (E.C.3.1) com atuacéo sobre ligacbes
éster (E.C.3.1.1). As lipases sdo definidas como glicerol éster hidrolases
(E.C.3.1.1.3) que catalisam a hidrélise (Figura 6) de acilgliceréis de cadeia longa,
liberando diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos livres e glicerol na interface
Oleo-agua (JAEGER; REETZ, 1998)

Figura 5 - Representacdo esquematica da lipase. As tampas estdo representadas
em azul e vermelho e o sitio ativo em amarelo

Fonte: NAGARAJAN, 2012



29

Figura 6 — Mecanismo de hidrélise realizado por lipase
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Fonte: RIBEIRO et al., 2011

Microrganismos produtores de lipase tém sido encontrados em
habitats muito diversos como residuos industriais, fabricas de processamento de
Oleo vegetal, laticinios, solo contaminado com Oleo, sementes oleaginosas,
alimentos em decomposicao, pilhas de compostagem, minas de carvao e fontes
termais. Microrganismos produtores de lipases incluem bactérias, fungos, leveduras,
e actinomicetos (SHARMA et al., 2001).

As lipases ndo catalisam somente a hidrolise de triacilglicerideo,

mas também realizam a reacéo reversa (sintese) a partir de acidos graxos e glicerol,
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formando os triacilglicerois. Outras reacfes que catalisam incluem a esterificacao,
transesterificacdo, amindlise e lactonizacdo. Devido as suas propriedades
peculiares, atuam em uma variedade de segmentos: indlstria de alimentos, de
detergentes, farmacéutica, agroquimica (inseticidas e pesticidas) e oleoquimica
(modificacdo de Oleos e gorduras; sintese de biodiesel) (MAHADIK et al., 2002;
JAEGER; EGGERT, 2002; SAXENA et al.,, 2003; PAQUES; MACEDO, 2006;
GHANEM, 2007).

O uso de lipases em reacOes pseudo-homogéneas apresenta
dificuldades técnicas como a contaminacdo do produto com atividade enzimatica
residual, e custo econdmico. Para superar esse problema, a enzima é normalmente
usada na forma imobilizada para que seja reutilizada mais vezes para reduzir o
custo, e também aumentar a qualidade do produto.

Enzimas imobilizadas sao definidas como “enzimas fisicamente
confinadas ou localizadas em uma determinada regido definida do espaco com
retencdo da sua atividade catalitica, e que pode ser utilizado repetidamente e de
forma continua.” (BALCAO et al., 1996). Em geral, os métodos para a imobilizaco
de enzimas pode ser classificadas em duas categorias, com base na retencao
guimica podendo ser por adsorcdo, ligacdo ibnica, ligacdo covalente: enzima-
suporte e enzima-enzima (cross-linking) ou fisica, sendo retencdo por
encapsulamento e encarceramento (JEGANNATAN et al., 2008).

Como a maioria das enzimas estudadas na forma imobilizada, as
lipases sdo suportadas em diversos materiais, buscando uma forma mais estavel
dependendo do meio reacional onde o substrato se encontra. Lipases tém sido
imobilizadas em materiais como silicas, organosilicas e zirconia (ZIVKOVIC et al.,
2015; ZHOU et al., 2015); em quitosana (ORREGO et al., 2010), CaCO3 (FUJIWARA
et al.,, 2014) e Celite® (ANDRADE et al., 2013). Além do mais, alguns trabalhos
trazem essas enzimas imobilizadas em carvao ativado para fins de tratamento de
Oleos residuais (KANDASAMY et al., 2010) e producao de biodiesel (NARANJO et
al., 2010).
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3.2.1 Producéao de Lipases por Botryosphaeria ribis

Os ascomicetos da familia Botryosphaeriaceae comecaram a ser
estudados em 1995, tendo sido isolado por Barbosa e colaboradores (1996) a partir
de cancros de eucalipto. Inicialmente, 9 isolados flungicos foram estudados, visando
a producéo de botriosferana, lipases e lacases (BARBOSA et al., 1995; BARBOSA
et al., 1996).

Para tanto se utilizaram de oito Oleos vegetais como fonte de
nutrientes, sendo eles soja, oliva, girassol, milho, canola, babacu, gergelim e
algodao, e também de glicerol como fonte Unica de carbono. Os resultados
indicaram o B. rhodina como melhor produtor de lacase e B. ribis como melhor
produtor de lipases nos meios contendo 6leo de milho e soja, sendo o de soja com
glicerol os que apresentaram maiores atividades especificas.

Andrade e colaboradores (2013) otimizaram a producédo de lipase
por B. ribis, utilizando-se de torta de soja e de mamona como nutrientes. O estudo
apontou a torta de soja (2,4 % m/v) como nutriente que apresentou maiores valores
de atividade enzimatica da lipase (76,6 U/mL) junto com glicerol grau analitico (4,5 %
v/v) (ANDRADE et al., 2013).

Em outro trabalho, Andrade e colaboradores avaliaram a
estabilidade de lipase de B. ribis em diferentes pH , temperaturas, solventes, cations
metalicos e detergentes. A lipase de B. ribis apresentou-se estavel na faixa de pH
entre 3 e 10, sendo mais estavel em pH 8, também manteve atividade residual de
até 65 % na faixa de temperatura compreendida entre 30 e 55 °C, sendo a ultima a
temperatura 6tima de atividade da mesma. Os surfactantes testados foram Tween
80, Triton X100 e SDS, sendo que todos apresentaram resultados positivos, néo
havendo decaimento da atividade lipolitica na presenca dos mesmos. Os cations
Mn2", Mg?" e Ba2?" ativam a lipase, aumentando sua atividade lipolitica, enquanto
Cu?*, Hg?" e Fe?' inibem expressivamente a atividade da lipase em concentragdes
maiores do que 5 mM. A lipase também foi submetida a alguns solventes
compativeis com a agua, j4 que esta é fator importante na reacdo envolvendo a
enzima. Alcool isopropilico concentrado demonstrou menor inibicio da atividade
enzimatica, assim como metanol, sendo a enzima estavel nesse alcool até a
concentracdo de 25 % (v/v). Ja& o etanol apenas mantém a estabilidade da enzima
até a concentracdo de 10 % (v/v) (ANDRADE et al., 2014).
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3.5 CATALISE ENZIMATICA PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL

Apesar da producao de biodiesel por catalise homogénea ser a mais
utilizada, pois apresenta uma maior taxa de conversdo em um periodo mais curto de
tempo, ha algumas desvantagens na utilizacdo da mesma, por exemplo, a alta
demanda de energia, a dificuldade de se recuperar o glicerol do meio, a
impossibilidade de recuperagédo do catalisador no meio, a interferéncia da presenca
de &cidos graxos livres e 4gua na reacdo (FUKUDA, 2001; ZENG et al., 2009).

A especificidade das enzimas para as reacdes torna o processo de
transesterificacdo enzimatica melhor manuseavel e mais limpo, ja que ha maior
facilidade na recuperacdo do catalisador e separacdo do glicerol do meio. Além do
mais, a utilizacdo de lipases é mais indicada para processos de transesterificacdo
em Oleos com alto nivel de &cidos graxos livres e agua, como por exemplo, 0s
chamados 6leos de reuso (PARAWIRA, 2009; JEGANNATHAN et al., 2008).

As lipases mais utilizadas para a transesterificacdo séo as lipases
comerciais de Mucor miehei e Candida antarctica (DE; BHATTACHARYYA;
BANDHU, 1999; SELMI; THOMAS, 1998), porém a utilizacdo de lipases produzidas
em laboratorio com otimizacdo para esse fim estdo ganhando destaque, como
lipases de Candida rugosa, Candida antarctica e Pseudomonas fluorescens (LINKO
et al., 1998; BREIVIK; HARALDSSON; KRISTINSSON, 1997; MITTELBACH, 1996).

A reacdo de transesterificacdo sofre interferéncia de alguns fatores
gue sao muito estudados. Fatores como massa da enzima, concentracdo de agua e
alcool na reacdo, uso de solventes, estabilidade térmica e temperatura 6tima de
transesterificacdo devem ser investigadas (BAJAJ et al., 2010; GHALY et al., 2010).

Os alcodis mais utilizados sdo o metanol e o etanol, tanto pela
viabilidade econbmica, quanto pela disponibilidade na producéo. A concentracao do
alcool no meio afeta diretamente o rendimento da reacgéo, pois afetam a estabilidade
da enzima, podendo haver desativacdo das enzimas no meio. Dai a necessidade de
se adicionar os alcodis em quantidades fracionadas sob agitagdo (AL-ZUHAIR,
2007).

A temperatura 6tima de reagdo para as enzimas gira em torno de 30
a 55 °C e depende da razdo molar o6leo:alcool adicionadas ao meio reacional
(ANTCZAK et al., 2009; FJERBAEK et al., 2009). A presenca de agua é muito

importante, pois aumenta a eficiéncia catalitica da enzima no meio reacional,
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devendo ser adicionadas pequenas quantidades, otimizadas em um nivel minimo,
de agua (GHALY et al., 2010).

A utlizagcdo de enzimas imobilizadas, como citado anteriormente,
torna o processo mais eficiente, menos enérgico e de facil recuperacéo e reutilizacédo
do catalisador. Muitos sdo os suportes utilizados na aplicacéo da lipase na producao
de biodiesel, como silica e alcool polivinilico e resina macroporosa (SILVA et al.,
2011), terra diatomécea Celite® (ANDRADE et al., 2013), carvao ativado (NARANJO
et al., 2010; RAMANI et al., 2010), entre outros.

A utilizacdo de substratos de baixo custo e suportes de origem
residual pode viabilizar a utilizacdo de enzimas na producdo de biodiesel, jA que
podem contrabalancear a questdo econdmica do tempo excessivo de reacao
necessario para haver uma taxa de conversao satisfatoria industrialmente falando.
Essas questdes econbmicas e energéticas sdo o gargalo da producdo de biodiesel

por catalise enziméatica na industria.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

O biocarvéo pirolitico foi obtido na Planta de Pirdlise Rapida (PPR —
10) e fornecido pela empresa BIOWARE Tecnologia sediada em Campinas, SP a
partir de residuos agroindustriais: palha de cana-de-acUcar e das serragens de

madeira de eucalipto e peroba.

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizacao Fisico-Quimica do Biocarvao

Para a caracterizacdo fisico-quimica do tamanho das particulas
utilizou-se da metodologia padrdo da Associacao Brasileira de Normas Técnicas
NBR 7402/1982. Ja para as andlises imediatas, compostas pela umidade, material
volatil, cinzas e carbono fixo, utilizou-se a norma ABNT NBR 8112/1986, estando os

processos descritos abaixo.

4.2.1.1 Tamanho de particula

Dez gramas de carvao foram condicionados sobre o conjunto de 6 peneiras
gue estavam dispostas da maior para a menor espessura de malha. A agitacdo do
conjunto de malhas foi feita manualmente durante o tempo necessario para que o

carvao atingisse a peneira com menor espessura de malha.

4.2.1.2 Umidade

Foi pesado 1 grama de biocarvdo em cadinho de porcelana, o qual
permaneceu na estufa numa temperatura entre 100+10°C durante uma hora e meia.

Retirado da estufa, o biocarvdo foi resfriado em dessecador até a temperatura
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ambiente. Apds a secagem foi registrada novamente a massa do biocarvdo e a

umidade relativa foi expressa em porcentagem.

4.2.1.3 Material volatil

A determinacédo foi realizada pelo aquecimento do biocarvdo em
forno mufla a 900°C por 7 minutos. Terminado o aquecimento, o material foi retirado
da mufla e colocado num dessecador por 20 min. ApoGs resfriado, a massa foi
medida e a matéria volatil foi calculada pela diferenca entre as massas antes e

depois do aquecimento.

4.2.1.4 Teor de cinzas

A porcentagem de cinzas foi determinada a partir do carvao
previamente calcinado pelo método dos volateis. O teor de cinzas foi determinado
pela combustdo do residuo a 700°C por 6 horas na mufla. Terminada a incineracéo,
o material foi retirado da mufla e colocado em dessecador por 20 min. Apés
resfriado, a massa foi medida e o teor de cinzas calculado pela diferenca entre a

massa anterior e posterior a incineracao.

4.2.1.5 Carbono fixo

A determinacéo do carbono fixo foi realizada pela diferenca entre as
porcentagens de umidade, matéria volatil e de cinzas. A diferenca entre 100 e a

soma dessas trés porcentagens forneceu a porcentagem de carbono fixo.
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4.2.2 Obtencéo e Caracterizacao da Lipase

A lipase produzida pelo ascomiceto Botryosphaeria ribis EC-01 foi
obtida de acordo com Messias e colaboradores (2011) pelo processo de
fermentacdo submersa, otimizado por Andrade e colaboradores em 2013. O
processo consiste em cultivar o ascomiceto em meio VGA por 5 dias a 28 °C e
entdo, adicionar pequenas esferas do conjunto fungo e meio em 25 mL de agua
destilada, torta de soja e glicerol por 5 dias a 180 rpm e 28 °C. Ao término do
periodo de agitacao centrifuga-se o meio reacional para separa¢do do sobrenadante
e corpo de fundo. A atividade da lipase é entdo medida pelo método

espectrofotométrico descrito no item 4.2.2.2.

4.2.2.1 Determinacgéo do teor de proteinas

O método de Bradford (1976) foi utilizado para a determinacdo de
proteinas totais utilizando o corante de Cromassie brilliant blue BG-250.

A amostra consistiu de 100 pL do extrato aquoso de lipase diluido ou
ndo, em 1 mL de reagente de Bradford e deixado em repouso a temperatura
ambiente durante 5 minutos; as leituras foram realizadas a 595 nm
espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-1240. A concentracdo de proteinas €&
calculada a partir de uma curva de calibragdo com o padrdo soro-albumina bovina
(BSA), na faixa de 25 a 250 pg/mL.

4.2.2.2 Determinacdo de atividade enzimatica

Uma das maneiras de se verificar a atividade enzimatica € a
efetividade com que a enzima hidrolisa um substrato e o converte em um produto
facilmente detectavel por técnicas instrumentais. A verificagdo da atividade da lipase
pode ser avaliada pela hidrolise de ésteres, sendo o palmitato de p-nitrofenila
(pPNPP) o mais utilizado, ja que apds hidrolise adquire cor amarela, podendo, por

isso ser quantificado por técnica espectrofotométrica. No experimento em questéo, a
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analise foi realizada em pH 8, 55 °C em 2 min, seguindo procedimento otimizado por
Messias (2008).
As solugdes utilizadas foram classificadas como Solugéo A e Solucéo B, sendo elas:
e Solugcdo A: palmitato de p-nitrofenila em isopropanol, em uma concentracao
de 3,0 mg/mL.
e Solucédo B: 2 g de Triton X-100 dissolvidos em 450 mL de tampéo Fosfato
0,05 mol/L, pH 8,0.

Em um Béquer, sob agitacdo continua, 1 mL da solu¢do A e 10 mL
da solucéo B a temperatura 6tima da enzima, ou seja, 55 °C. Logo apés, 0,9 mL da
mistura foi adicionada em tubo de ensaio junto com 0,1 mL do extrato enzimatico.
Decorrido o tempo da reacdo (2 minutos), a leitura da atividade foi efetuada a 410
nm. Para a enzima imobilizada foi utilizado 1 mg seguido de incubacéao a 55 °C em
agitacao.

Para o calculo da atividade enzimatica livre e imobilizada nos

suportes utilizou-se a mesma equacao, dada por:

U/mLou U/g= |*=x-—— x— xDF x1000] )

£ Ve oume tr

onde:

U/mL = unidade de atividade enzimatica da solucéo;

U/g = unidade de atividade enzimatica da enzima imobilizada por grama de suporte;
Abs = absorvancia a A (nm);

¢ = coeficiente de extingdo molar (M*.cm™) = 1,5 x 10*L. mol™* .cm™
Ve = volume de enzima utilizado no ensaio (mL);

me = massada enzima utilizada no ensaio (Q)

t = tempo de reacdo (minutos);

DF = fator de diluicéo e

1000 = fator de conversao de M para ymol/mL.

Uma unidade de atividade de lipase (1 U) é definida como 1 pmol de
pPNP (p-nitrofenol), liberado por minuto por mL da solu¢do da enzima, para o método
de hidrolise pNPP. Por este método foi quantificado a enzima livre (U/mL) como
também a imobilizada (U/g suporte) (WINKLER E STUCKMANN, 1979).
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4.2.3 Ativacao Quimica dos Biocarvdes Piroliticos

A ativacdo quimica foi realizada através da impregnacao de H3PO,
na proporcéo de 1:2 (m/v) seguindo metodologia de Hadoun e colaboradores (2013)
com modifica¢des. O biocarvao foi impregnado com o ativador e a mistura colocada
em estufa (105 °C £ 5 °C), até secagem do material. Este material entdo foi colocado
em forno mufla a 200 °C por 30 min a uma taxa de 10 °C.min™* e entdo se aumentou
a temperatura para 550 °C na mesma taxa de aquecimento por 1 h para ativagdo em
atmosfera inerte (N2 com fluxo de 100 mL.min™). O material ativado foi, entéo,
lavado com agua destilada quente e fria alternadamente para retirada do excesso de
acido, até pH neutro e seco em estufa durante a noite a 105 °C (+ 5 °C) e entdo

armazenado sob vacuo.

4.2.4 Analise Espectroscopica dos Biocarvoes

4.2.4.1 Espectroscopia de absorcéo na regidao do infravermelho

Os carvdes piroliticos, antes e ap0s ativagéo, foram analisados por
espectroscopia de absorcédo na regido do infravermelho em equipamento da marca
Shimadzu, modelo IR Prestige - 21, na faixa espectral de 4000 a 400 cm™, resolucéo
de 2 cm™ e 80 scans. As amostras de carvdo foram preparadas no formato de

pastilhas em mistura com KBr (1:100).

4.2.4.2 Ressonancia paramagnética eletrénica

A analise de RPE foi realizada em um espectrometro JEOL, modelo
JES-PE-3X, operando em banda X (9,5 GHz) a temperatura ambiente com varredura
de 0 a 3500 e modulagdo de 20 Gauss. Utilizou-se como marcador de campo
magnético 6xido de magnésio dopado com cromo (l1l) (MgO:Cr®") que possui Fator g
de 1,9797 e contagem do nimero de spins de 5,5 x 10 spins, como apresentaram
Di Mauro, Guedes e Piccinato (2007).
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4.2.5 Analise Morfoldgica da Superficie dos Biocarvoes

4.2.5.1 Microscopia eletrbnica de varredura

A MEV foi utilizada para caracterizagao estrutural dos carvoes. As
micrografias foram obtidas através de um microscépio eletrénico de varredura FEI
Quanta 200 da Oxford Instruments. Para obtencdo das imagens a amostra foi
recoberta com um filme fino de ouro (Bal-Tec SCD 050 Sputter Caster) com aumento
de 1600 vezes. Sendo realizadas no Laboratorio Multiusuario da Universidade
Estadual de Londrina.

4.2.5.2 Area especifica e volume de poros

A é&rea superficial e a distribuicdo de tamanho dos poros dos carvoes
foram obtidas por meio das isotermas de adsorcao e dessorgcédo de N, a 77 K
(-196,15 °C) com pressdes relativas de 0,01 a 0,2, em equipamento de adsorcdo de
N, da marca Quantachrome Instruments, modelo NOVA 2000. As amostras foram
previamente tratadas a 150 °C, por 6 horas. A é&rea superficial especifica foi
calculada pelo método BET (BRUNAUER, EMMET; TELLER, 1938) e a distribuicao
de volume de poros foi calculada pelo método BJH (HADOUN et al., 2013). Essas
analises foram realizadas no Laboratorio de Catalise e Producdo de Biocombustiveis
da Universidade Federal do Parana no Campus de Palotina.

Para obtencdo das isotermas de adsorcdo e dessorcdo de N
segundo BET (Brunauer, Emmet e Teller), utilizou-se da equacdo apresentada por
Greg; Sing, 1982:

_ qm-b.Ce
Qe B (Cs—Ce).[1+(b-1)C,/Cs] (2)

Onde:

Q. = quantidade adsorvida para uma dada concentracdo de adsorvato (mg.g™);

gm =quantidade méaxima adsorvida para uma dada concentracdo de adsorvato
(mg.g™);

b = constante relacionada a saturacdo em todas as camadas ;

C. = concentracao de equilibrio (mg.L™);
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Cs = concentracdo do soluto na saturacdo de todas as camadas (mg.L™).

4.2.6 Numero de lodo

As medidas de adsor¢éo de iodo nos poros dos biocarvbes seguiu a
metodologia ABNT NBR 12073/1991. Trata-se da titulacdo de iodo contido no
sobrenadante residual da adsor¢cdo de uma solucéo de iodo (100 mL a 0,1 N) em 10

g de carvao apds tratamento utilizando HCI (20 % v/v) e 30 s de agitagéo.

4.2.7 Imobilizag&o de Lipase no Biocarvéo

A utilizacdo de ferramentas estatisticas na imobilizacdo de enzimas
elucida variaveis que interferem ou ndo no sucesso do procedimento e da matriz
utilizada, para tanto, a metodologia de superficie de resposta é vantajoso por ser de
facil acesso e em nivel de confianca aceitavel.

A imobilizacédo de lipase em carvéao foi realizada por planejamentos
estatisticos, do tipo fatorial 2¥, com k fatores ou variaveis, todos com dois niveis.

As analises de variancia (ANOVA) e de regressao mdultipla foram realizadas ao nivel
de 5 % de significancia utilizando o programa STATISTICA Version 10.0°.

Tratamento I: um planejamento fatorial 2% (11 experimentos) foi
desenvolvido avaliando-se a temperatura (X;), tempo (Xz) e concentracdo de enzima
(X3), de acordo com a Tabela 4, que indica os niveis inferiores (-1), centrais (0),
superiores (+1). Neste tratamento a imobilizacdo de lipase foi avaliada nos trés

carvoes.

Tabela 4 - Niveis de variagcdo para os fatores do planejamento fatorial 2° com
triplicata no ponto central para avaliagdo da imobilizacdo de lipase nos biocarvoes
ativados.

Fatores Niveis reais e codificados*
-1 0 +1
X, (temperatura, °C) 5 20 35
Xz (tempo, min) 30 135 240

Xz (enzima, % v/v) 20 60 100
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Tratamento Il: um planejamento composto central rotacional 22 (+a,
com a = (2%)4 totalizando 11 experimentos, baseado nos resultados obtidos com o
Tratamento | foi desenvolvido, avaliando-se a concentragdo de enzima (X;) e
temperatura (X;), de acordo com a Tabela 5, que indica os niveis inferiores (-1),
centrais (0), superiores (+1) e também os axiais (£1,41), O tempo foi fixado em 120

min. Neste tratamento a lipase foi imobilizada nos carvdes de eucalipto e peroba.

Tabela 5 — Niveis de variacdo para os fatores do planejamento fatorial 2% adicionado
de pontos axiais para avaliacdo da imobilizacdo de lipase nos carvoes ativados de
eucalipto e peroba

Fatores Niveis reais e codificados
-1,41 -1 0 1 1,41

X1 (enzima, %v/v) 50 57 75 93 100

X, (temperatura, °C) 20 24 35 46 50

Em todos os tratamentos a imobilizacdo foi desenvolvida pelo
contato de 0,125 g do carvao, 5 mL de solugédo enzimética (20 a 100 %, de acordo
com o planejamento fatorial, em tampéao fosfato 0,05 M e pH 8,0). A mistura foi
mantida em agitador orbital (200 rpm) a temperaturas estudadas pelo planejamento
(5 a 50 °C). No tratamento | o tempo de contato foi avaliado (30 a 240 min), j& no
segundo planejamento foi fixado em 2 horas. Os frascos de erlenmeyers foram entéo
retirados, o conteudo filtrado a vacuo para recuperacdo do sobrenadante e do
complexo imobilizado. O complexo imobilizado foi lavado com tampéao fosfato 0,2 M
pH 8 e n-hexano e seco a vacuo por aproximadamente 30 min.

A atividade enzimatica foi determinada no derivado, no sobrenadante e na
solucéo inicial de enzima, utilizando a mesma técnica para enzima livre, descrita
anteriormente (Item 4.2.2.2 - Equacéo 1).

O teor de proteinas foi determinado na solucédo inicial e no sobrenadante,
utilizando da metodologia de determinacéo do teor de proteinas de Bradford, 1976,
descrita no item 4.2.2.1 e calculada a partir da equacgao:

Proteina ligada = Prot.oferecida - Prot. sobrenadante (ap6s imobilizagido) 3)
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Em relacdo a atividade especifica que quantifica a lipase imobilizada em
relacdo a quantidade de proteina ligada ao suporte (U/mg — proteina), a seguinte

equacao foi utilizada:

.. i , Atividade da enzima imobilizada
Atividade especifica (U/mg — proteina) = 4

quantidade de proteina ligada

A atividade especifica relativa que compara a atividade obtida com a
imobilizacdo e a atividade inicialmente oferecida, ou seja, da solugdo de enzima, a

seguinte equacao foi utilizada:

Atividade especifica da enzima imobilizada

Atividade especificarelativa = ( ) x 100

Atividade especifica enzima livre

(5)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS BIOCARVOES PIROLITICOS

Os biocarvoes de serragem de madeira e de palha de cana-de-
acucar foram analisados quanto ao tamanho das particulas. Comercialmente o0s
carvbes podem ser encontrados na forma granular ou pulverizada, considera-se
pulverizado carvbes menores que a malha de 180 um, e granulares, os maiores que
essa malha (MUCCIACITO, 2006; NICOLINI; CASAGRANDE; JESUS, 2013).

A Tabela 6 mostra a distribuicdo percentual das particulas em
relacdo ao tamanho dos biocarvdes. Os biocarvoes de madeira sdo semelhantes em
relacdo ao tamanho de particula, sendo maior o percentual de particulas de 180 a
355 um, se encaixando na classe dos carvfes granulares. Ja o carvdo de palha de
cana-de-acgucar possui distribuicdo mais homogénea, sendo mais abundantes na
faixa de 355 a 90 um, caracterizando um carvao misto, explicado pela natureza
menos rigida da palha de cana-de-acUcar quando comparada as madeiras em
relacdo ao teor de lignina (KORNDORFER et al., 1998).

Empresas disponibilizam carvoes desde 1700 ym até 7,5 um,
dependendo da necessidade da aplicacdo. Quanto maior o tamanho e a quantidade
do adsorvato, mais interessante que se use um carvdo com maior granulometria e
area especifica (SCHIMMEL, 2008, ZAMBRANA, 2013).

Tabela 6 — Percentuais de tamanho de particulas dos biocarvdes piroliticos de
residuos agroindustriais

Serragem de Serragem de  Palha de cana-
Intervalo de Tamanho
eucalipto (%)  peroba (%) de-acucar (%)
>710 um 0,2 5,2 0,9
710 - 500 pm 3,4 3,8 8,0
500 — 355 ym 59 1,9 13,6
355 -180 um 59,8 51,0 27,8
180 — 90 ym 25,6 28,4 23,3
<90 ym 4,9 9,5 26,1

Fonte: Proprio Autor.



44

Os resultados das analises fisico-quimicas sdo mostrados na Tabela
7. Em relacdo ao material volatil foi possivel observar que os carvdes provenientes
de madeira possuem um maior teor de volateis, sendo 38,1 % para eucalipto e 32,4
% para peroba. Este valor alto de volateis pode ser explicado pela degradacdo da
lignina que ocorre em uma ampla faixa, deixando compostos ligados ao carvao por
interacbes fracas, como interacbes de Van der Waals, e que sob um novo
aquecimento sao liberadas, fato esse que justifica a menor quantidade de volateis
presentes no biocarvao de cana-de-agUcar, que possui menor quantidade de lignina
(BALCI; DOGU; YUCEL, 1993; BOURGOIS et al., 1989).

Quanto ao teor de carbono fixo, que fornece maiores informacdes
acerca do rendimento de carvéo ativado obtido, observou-se maior percentual para
os biocarvoes de madeira, 46 % para eucalipto e 51 % para peroba, resultados
esses comparativos ao carvao comercial granular utilizado por Zambrana (2013),
gue apresentou 59,9 %. O menor valor de carbono fixo no carvdo de palha de cana-
de-acucar (39 %) indica que esse material ter& menor rendimento de matriz
carbonacea em relacdo aos demais materiais analisados. No entanto esse resultado
nao o descaracteriza para o processo de ativacdo, uma vez que algumas matérias-
primas citadas na literatura apresentaram menores valores de carbono fixo, mas,
mostraram-se 6timos adsorventes.

O carvao de caule de tamareiras apresentado por Hadoun et al.,
2013 apresentou 24 % de carbono fixo e mostrou uma grande area especifica apos
ativacdo (1455 m?/g). Acikyildiz, Giirses e Karaca (2014) produziram carves de
diferentes biomassas residuais (serragem de pinus, semente de rosas e sementes
de corniso) com valores de carbono fixo das matérias-primas variando entre 21 e 27
%).
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Tabela 7 - Composicao percentual dos biocarvdes piroliticos e carvdo comercial

Palha de
. _ Serragem de Serragem de Carvao
Andlise Imediata _ cana-de- _
Eucalipto Peroba . comercial
acucar
Umidade (%) 6,30 £ 0,10 8,98 + 0,01 5,27+ 0,15 15+0,3
Material Volatil (%) 38,1+ 2,65 32,4+0,10 28,3 +0,93 11,6
Carbono fixo (%) 51,5+ 0,95 46,0 + 1,00 38,9+1,36 59,9
Cinzas (%) 7,40+ 1,40 12,6 £ 0,90 27,3+2,25 274

1Carvéo Crossfilter Filtrasorb 100 (ZAMBRANA,2013).
Fonte: Proprio Autor.

Quanto as cinzas, hd um destaque para carvao de palha de cana-
de-acucar, que possui alto teor de cinzas, isso se deve ao alto teor de silicio nas
folhas, que segundo Korndorfer e colaboradores (1998) pode variar entre 0,14 % nas
folhas jovens e 6,7 % nas folhas mais velhas. O alto numero de teor de cinzas
acarreta uma diminuicdo do numero de carbono fixo, jA que se trata de metais
absorvidos pelos vegetais em questdo, ocupando sitios que poderiam ser matéria
organica, e que dariam lugar a matriz carbonacea. Os carvdes de madeira (peroba e
eucalipto) mostraram valores menores do que 0s encontrados em carvao comercial,
demonstrando alto potencial para formacao de poros.

Os valores de carbono fixo obtidos para estes materiais sao
suficientes para producao de carvao ativado, visto que quanto maior a quantidade de
carbono fixo no material, maior sera sua area disponivel para adsorcédo e formacéo
de poros. Bandosz (2006) salienta que o material precursor para a preparacdo de
carvao ativado deve conter alto teor de carbono (acima de 50%) e baixo teor de
cinzas. O carvdo de palha de cana-de-acucar possui alto valor de cinzas, mas
também, equivalente teor de carbono fixo, sendo viavel para ser testado como
adsorvente (OLIVEIRA et al., 2010).

Os resultados das analises fisico-quimicas mostraram que 0S
materiais residuais em estudo podem ser aproveitados como biocarvbes pois
apresentam caracteristicas semelhantes aos carvoes comerciais (ZAMBRANA,2013;
MUCCIACITO, 2006).
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5.2 BIOCARVOES ATIVADOS

Apoés a impregnacdo com acido fosforico (H3PO,4) e submissédo a
altas temperaturas (550 °C), é esperado que houvesse desidratacdo do biocarvao,
dando origem a fun¢des organicas oxigenadas, além das que ja estavam presentes,
na superficie do carvao e desobstruindo alguns poros antes obstruidos por cinzas.

Pode-se entdo comparar os carvées antes e apds a ativacao quanto
as mudancgas em sua estrutura através de andlises espectroscopicas, e das analises

de superficie e capacidade adsortiva.

5.2.1 Anélise Espectroscopica para Identificacdo de Grupos Funcionais e Espécies

Quimicas Paramagnéticas

5.2.1.1 Espectroscopia de infravermelho — FT-IR

As andlises de absorcéo na regido do infravermelho (Figuras 7,8 € 9
a e b) mostraram bandas caracteristicas de material derivado da celulose,
hemicelulose e lignina, como lactonas, éteres ciclicos, cetonas ciclicas, entre outros.
Bandas entre 3700 — 3100 cm™, representadas pela letra “a” nas Figuras 4, 5 e 6,
sdo de estiramento O—H, demonstrando tanto a presenca de alcodis quanto de
agua adsorvida do ambiente. As bandas entre 1620 — 1600 cm™ (letra “b”) que s&o
caracteristicas de estiramento de anéis aromaticos condensados ou simples
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

As bandas entre 1710 — 1695 cm™ (letra “c”) s&o caracteristicas de
estiramento C = O, podendo estar em menores comprimentos de onda devido a
origem da carbonila, que dependendo da funcdo a que esta, apresenta menor

frequéncia.



Figura 7 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do biocarvao
pirolitico de palha de cana-de-agucar sem ativacéo e ap0s ativagédo

—— Carvao de palha de cana-de-agucar ativado
—— Carvao de palha de cana-de-agucar sem ativacao|
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Fonte: Proprio autor

Figura 8 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do biocarvéao pirolitico
de serragem de madeira de eucalipto sem ativacdo e apoés ativacédo

—— Carvao de Serragem de Eucalipto Ativado
—— Carvao de Serragem de Eucalipto sem Ativacao
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Figura 9 - Espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho do biocarvéo pirolitico de

serragem de madeira de peroba sem ativacao e apos ativacao

—— Carvao de serragem de peroba ativado
—— Carvao de serragem de peroba sem ativacao
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Fonte: Préprio autor

As bandas em 1270 — 1220 cm™ (letra “d”) indicam a presenca de
estiramento P = O, P — O — C (aromético) e ainda P = OOH. Bandas de baixa
intensidade entre 1090 a 1070 cm™ mostram também a presenca de cargas como a
espécie P" — O, equivalente a presenca de residuos de acido fosforico pés-lavagem
(SYCH et al., 2012; LIOU, 2010; PATNUKAO; PAVASANT, 2008).

A regido representada pela letra “e”, que aparece entre 1300 — 900
cm™ indicam a presenca de estiramento C—O para as principais funcées organicas
oxigenadas (ZHANG et al., 2014; SINGHA et al., 2013).

A espectroscopia de infravermelho para carvées comerciais, ou seja,
provenientes de ativacgédo fisica, € muito dificil, jA que ha poucas funcdes oxigenadas
na superficie, obtendo apenas bandas de estiramento H — C em aproximadamente
2912 cm™® e O — H com bandas de estiramento em 1492 cm™ (SOMDUTTA;
SARKAR; LUHARUKA, 2013).

A andlise de espectroscopia de infravermelho mostrou entdo que
grupos oxigenados de quinonas, lactonas, éteres ciclicos, cetonas ciclicas, aldeidos,
entre outros, permanecem na superficie do carvédo, corroborando com o modelo

desenvolvido por Rodriguéz-Reinoso (1997) que destaca a presenca de grupos
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oxigenados na superficie do carvao. Esses compostos oxigenados S840 responsaveis
por diversas interacbes que ocorrem entre adsorvato e adsorvente, facilitando a
adsorcao de um amplo espectro de substancias contaminantes para remediacéo,
como também na imobilizacdo de enzimas para realizacdo de reacdes (REINOSO E
SABIO, 1998).

5.2.1.2 Ressonancia paramagnética eletronica

A andlise de Ressonancia Paramagnética Eletrdnica (RPE) foi
utilizada para identificacdo e avaliacdo da presenca de espécies que possam vir a
prejudicar a adsor¢do ou imobilizacdo enzimética no carvdo. Os espectros das
amostras analisadas encontram-se no ANEXO A. Como demonstra Andrade et al.
(2014) espécies como Fe®**, Cu*® e Hg*? podem inibir parcialmente a atividade
enzimatica da lipase de Botryosphaeria ribis. Os carvfes possuem em comum uma
banda caracteristica de radicais livres (~2,0033). A partir do sinal, pode-se entao
calcular o fator g, que se trata do fator de desdobramento espectroscopico do
elétron. Esse fator é calculado a partir dos parametros utilizados na medicdo do sinal
de RPE. Os valores de fator g sdo encontrados na Tabela 8, sabendo que esses
valores de 2,0032 + 0,0002 sao caracteristicos de radicais livres organicos
aromaticos de funcdes orto — e/ou para-semiquinonas e semelhantes (Figura 10)
(BUDZIAK; MAIA; MANGRICH, 2004).

As funcdes organicas presentes na superficie do carvao permitem
observar a presenca de quinonas e fendis, o que explica a presenca dessa classe de
radicais livres organicos, como indica o mecanismo de formacdo de radicais na
Figura 10. Esses sinais de radicais sdo provenientes das cadeias carbbnicas que
permaneceram no carvao apos a ativacao.

Os resultados espectroscopicos de RPE mostraram que houve um
aumento no numero de spins (Tabela 8), indicando a incidéncia das espécies
paramagnéticas. Pode-se observar que houve maior liberacdo dos radicais apos
ativacdo. O carvéo de peroba demonstrou um aumento no numero de spins, partindo
de 3,9 para 12,2 x 10'® spins.g™. A Unica excecdo é o carvdo de eucalipto que
demonstrou uma leve diminuigdo nos spins apresentados apos a ativacédo, decaindo

de 9,6 para 8,7 x 10 spins.g™.
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Fonte: Budziak; Maia; Mangrich (2004).

Tabela 8 - Parametros de RPE para os sinais de radicais organicos nos carvoes de

pirélise antes e apods ativacao

Amostra

Fator g

Spin.g* [x10%9]

Carvao de palha de cana-de-acUcar sem ativacao
Carvao de serragem de eucalipto sem ativacao
Carvao de serragem de peroba sem ativagao
Carvéo de palha de cana-de-agUcar ativado
Carvao de serragem de eucalipto ativado

Carvao de serragem de peroba ativado

2,0031+0,0001
2,0034+0,0001
2,0030+0,0001
2,0031+0,0001
2,0032+0,0001
2,0034+0,0001

2,4
9,6
3,9
2,8
8,7
12,2

Fonte: Proprio Autor.

A amostra de carvdo de palha de cana-de-aguUcar sem ativagéo

registrou sinal caracteristico do fon Fe** (GUEDES et al., 2003), como mostra a

Figura 11. Observa-se que houve um desaparecimento da curvatura no sinal de

RPE, o que indica que a ativacdo utilizando HsPO, removeu os fons de Fe** do

biocarvao, provavelmente na forma de FePO, e derivados, sendo utilizado carvéo e
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acido fosférico, inclusive, para retirar espécies metalicas como Fe®" de efluentes
aquosos (THAJEEL, 2013).

Figura 11. Espectro de RPE dos biocarvdoes de palha de cana-de-agucar sem
ativacao e ativado

—— Carvao de palha de cana sem ativagao
—— Carvao de palha de cana ativado
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Fonte: Proprio autor

5.2.2 Analise Morfologica e Caracterizacdo Microestrutural

5.2.2.1 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrbnica de varredura foi realizada para analisar o
perfil da superficie dos carvoes antes e ap0s ativacdo quimica. As Figuras 12, 13 e
14 mostram que o processo de pirélise em si ja fornece uma caracteristica porosa ao
material. A ativagdo utilizando &cido fosforico aumenta as cavidades aparentes, pois
os grupamentos fosfato se ligam as formas aromaticas e alifaticas de carbono do
carvao, clivando-as, ap0s esse processo os carbonos com ligagdes clivadas se ligam

em outros carbonos vizinhos formando cavidades que seréo os poros ao fim da
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ativacdo (NAHIL; WILLIAMS, 2012; SABIO; ALMANSA; RODRIGUEZ-REINOSO,
2003).

Figura 12 - Micrografias dos carvdes de serragem de madeira de eucalipto (a) sem
ativacao e (b) ativado

Fonte: Proprio autor

As imagens antes da ativacdo dos biocarvoes (12, 13 e 14 a)
mostram que o material € fibroso, enquanto as imagens apos ativacéo (12, 13 e 14
b) mostram que houve um rompimento dessas fibras e uma reestruturacao, abrindo
cavidades na superficie externa do biocarvdo. O biocarvdo de palha de cana-de-
acucar sem ativagdo (Figura 13 a) apresenta cavidades expressivas na sua
morfologia. Ap0s 0 processo de ativacdo a imagem de microscopia ndo mostrou
diferencas quanto a porosidade quando comparada a imagem sem ativacdo (Figura
13 b).
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Figura 13 - Micrografias dos carvoes de palha de cana-de-agucar (a) sem
ativacéo e (b) ativado

Fonte: Proprio Autor.

Sun e colaboradores (2012) compararam a ativacdo de carvao da
planta “sombrinha-chinesa” (Cyperus alternifolius), utilizando H3PO, e H4P,0; e
perceberam através das andlises de microscopia eletrdnica de varredura que o
carvao ativado com H3PO, apresentou poros mais alternados no quesito tamanho e
menos ordenados na superficie do carvdo, sendo mais aleatérios do que os
produzidos pela ativagdo com H4P,0-.

O biocarvao de eucalipto (Figura 12 a) e o de peroba (Figura 14 a)
sem ativacdo mostraram a presenca de fibras longitudinais, que parecem ser
rompidas apo6s a ativacao, formando cavidades (Figuras 12 e 14 b). As cavidades
apresentadas pelos carvbes podem ser promissoras para a utilizacdo na adsorcao

de moléculas grandes como enzimas e proteinas (SYCH et al., 2012).
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Figura 14 - Micrografias dos carvfes de serragem de madeira de peroba (a) sem
ativacao e (b) ativado

Fonte: Proprio autor

5.2.2.2 Area especifica e volume de poros dos biocarvoes

A andlise da éarea especifica foi realizada no intuito de monitorar
quantitativamente as alteracdes na area especifica e volume de poros nas amostras
de carvado apos ativacdo. A area especifica é dependente das condi¢cdes com que a
ativacdo é realizada. Variaveis como temperatura, tempo de ativacdo, atmosfera de
ativacdo sao cruciais para o desenvolvimento dos poros e da superficie (LIOU,
2010).

Como pode ser observado na Tabela 10 o carvao de palha de cana-
de-aclicar sem ativacéo possui area especifica extremamente baixa (4 m?/g), porém
apresenta aumento da area apds ativacdo, atingindo 11 m?g, demonstrando a
ativacdo do carvao. O carvao de eucalipto mostrou um aumento de area expressivo
e condizente com as areas especificas de carvdes ativados quimicamente a
temperatura de 500 — 550 °C (DIAO; WALAWENDER; FAN, 2002), apresentando
antes da ativacdo 12 m%/g e apds ativacdo 649 m?/g, demonstrando ativacdo eficaz
do mesmo.

Carvdes comerciais possuem variados valores de area especifica,
de acordo com sua matéria-prima, o carvao comercial de origem betuminosa

(utilizado por Zambrana (2006) possui area superficial de 700 m#/g. Ja o carvao
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comercial de Pinus sp.(Alphacarbo Industrial S.A.) estudado por Schimmel (2008)
apresentou area especifica de 618,7 m2/g. Claudino (2013) usou carvao comercial
de origem vegetal (Norit® PK-3-5) e encontrou area especifica de 660 m2/g. Esses
dados mostram que os carvfes madeirosos apresentaram area especifica, apos
ativacdo, comparativa as de carvdes ativados comerciais.

Quanto ao volume de poros (Tabela 9), podemos observar que para
todas as amostras houve um aumento significativo no volume de poros. O carvao de
cana-de-agucar, apesar de ndo apresentar grande &rea especifica, apresenta um
volume de poros alto, caracteristica esta atribuida a materiais com elevado indice de
macroporos. Os carvbes madeirosos (peroba e eucalipto) apresentaram volume de
poros maiores dos que 0s comerciais encontrados na literatura (Tabela 9), se

mostrando mais receptivos para adsorvatos.

Tabela 9 - Parametros da estrutura porosa dos biocarvdes de pirdlise

Amostra Area Especifica Volume Total de Raio Médio dos
(m?/g) Poros (cm®/g)! Poros (A)
Palha de, cana-de- 4 0,014 22
acucar
Palhg de ca_lna-de- 11 0.129 84
acucar ativado
Serragem de Eucalipto 12 0,013 30
Serragem_ de eucalipto 649 0,591 84
ativado
Serragem de peroba 5 0,009 16
Serrager_n de peroba 466 0.225 11
ativado
Carvao comercial? 618,7 0,259 22,31
Carvao comercial® 660 0,297 -

1 Volume de poros obtidos pelo método BJH 2Alphacarbo Industrial S.A (SCHIMMEL, 2008) 3Norit®
PK 3-5 (CLAUDINO, 2003).
Fonte: Proprio Autor.

Quanto ao raio meédio dos poros, também houve um aumento na
meédia, aumentando em aproximadamente trés vezes dois dos biocarvoes testados
(cana e eucalipto), com excecdo do carvdo de peroba que demonstrou uma
diminuicdo da média do raio dos poros. Schimmel (2008) realizou experimento de
raio médio dos poros para carvao comercial de Pinus sp. (Alphacarbo Industrial S.A.)

e encontrou valores comparativos aos de microporos.
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A Tabela 10 apresenta a relacéo de area especifica com diferentes
carvdes de origem residual ativados com diferentes agentes ativadores. E possivel
observar que hd uma gama de areas especificas que pode ser apresentada
dependendo da matéria-prima que se usa, porém os resultados para os carvoes de
eucalipto e peroba se assemelham muito aos apresentados na literatura (Tabela 10).

Comparando os carvdes apresentados com os da literatura (Tabela
10) observamos que o carvao de serragem de eucalipto apresentado por Martins e
colaboradores (2007) apresentou valor inferior (370 m?/g) ao ativado quimicamente
neste trabalho (649 m2/g), sendo este um melhor adsorvente. O carvao de palha de
cana-de-acucar apresentado mostrou valor muito inferior (11 m2/g) de area
especifica quando comparado ao carvdo de bagaco de cana-de-acucar (1068 m2/q)
apresentado por Liou (2010), essa discrepancia se deve a estrutura da matéria-
prima, sendo o bagaco mais rico em material carbonaceo que a palha e com menor

teor de silicio (consequentemente, de cinzas).

Tabela 10 - Relacao do tipo de biocarvao ativado, area especifica e agente ativador
para diferentes tipos de carvao de origem residual

Area

A . . o Agente
Referéncia Tipo de Carvao Espe20|f|ca Ativador
| | (m*/g)

Yuso, Ru(glcc))li)lzqmerdo Casca de améndoas 980 HsPO4
Hadoun et al. (2013) Caules de tamareira 682 H3PO4
Martins et al. (2007) Serragem de eucalipto 370 CO,

Liou (2010) Bagaco de cana-de-acucar 1068 H3PO4
Liou (2010) Casca d_e semente de 975 HsPO,
girassol

Fonte: Proprio Autor.

As Figuras 15 a 17 apresentam as isotermas para adsor¢éo de N
nos trés biocarvBes antes e apos ativacio. E possivel observar que as isotermas dos
biocarvdes de eucalipto e peroba (Figuras 15 e 17), possuem perfil da isoterma | do
modelo descrito por Brunauer, Emmet e Teller (1938), que é relacionada a adsor¢ao
em microporos, comprovado pelo alto volume de microporos dos biocarvbes
apresentados. As histereses de ambos também sdo muito semelhantes, sendo estas

do tipo D, que mostra a presenca de mesoporos com forma cilindrica e conica.
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Enquanto isso, as isotermas de adsorcéo e dessorcdo no biocarvao
de cana-de-acucar (Figura 16) apresentaram-se de maneiras muito discrepantes
para o carvao antes e apo0s ativacdo, sendo que o biocarvdo antes da ativagédo
apresentou apenas isoterma de adsorcdo, sendo essa do tipo lll, que indica
interacbes muito fracas em sistemas contendo meso e macroporos. Quanto as
isotermas do biocarvao ativado observa-se que nao € possivel distinguir com clareza
0 tipo da mesma, porém o perfil € de isotermas do tipo lll, caracteristicas de
sistemas microporosos, com histerese do tipo D também, demonstrando a presenca

de mesoporos cbnicos ou cilindricos.

Figura 15 - Isotermas de adsorcdo de N, para os biocarvbes de eucalipto sem
ativacdo e ativado

—&— Adsorgao - Biocarvao de eucalipto sem ativagao
—e— Adsorgao - Biocarvao de eucalipto ativado

8- —— Dessorgao - Biocarvao de eucalipto sem ativagao
—O— Dessorcgao - Biocarvao de eucalipto ativado
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Fonte: Préprio Autor.
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Figura 16 - Isotermas de adsor¢céo de N, para os biocarvies de cana-de-acucar sem
ativacao e ativado
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Fonte: Proprio Autor.

Figura 17 - Isotermas de adsorcdo de N, para os biocarvoes de peroba sem
ativacao e ativado

—=— Adsorgao - Biocarvao de peroba sem ativagao
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Fonte: Proprio Autor.
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5.3 NUMERO DE lODO

O numero de iodo indica a possivel presenca de microporos, a
andlise se da pela quantidade em mgi. adsorvido por massa de carvdo ativado
Tabela 11.

Por ser um indicativo de microporos, o indice de iodo mais
apropriado é dependente da aplicacdo a que o carvao serd submetido. O numero de
iodo tipico de carvao ativado € 900, com valores maiores que 1000 para melhores
classificacdes de carvdo. E considerado aproximadamente igual ao volume total de
poros (PEREIRA, 2011).

Pelo nimero de iodo percebemos que os indices sdo bem parecidos
para os carvdes madeirosos de eucalipto e peroba, sendo 646,6 Mgic.g™ € 605,9
Myiodo-g ™, respectivamente. Ja o carvdo de palha de cana-de-aglcar ndo possui uma
estrutura propensa a formacao de poros apresentando menor indice de iodo (378,2
MGiodo-9 ™), que também obteve o menor volume de microporos na andlise de area
superficial (Tabela 9). O numero de iodo para um carvdo comercial, ativado
fisicamente, apresentado por Martins et al (2007) é de 409 mg.g™, indicando que o
carvao ativado quimicamente e oriundo de residuos agroindustriais, neste trabalho
apresentam maiores indices de microporos espalhados pela superficie e interiores.

Pereira (2011) testou carvbes comerciais, sendo um granular e um
pulverizado e mostrou que o granular possui menor indice de iodo do que o
pulverizado, pois uma maior granulometria favorece a quantidade de poros maiores,
enquanto o inverso € verdadeiro. O carvao granular (FILTRON-A, Empresa FBC)
apresentou 801 Mgie.g’, j& 0 carvdo pulverizado (SORBIUS 400, Empresa FBC)

apresentou 1003 MQiogo.g ™

Tabela 11 - Namero de iodo para os carvdes piroliticos ativados

Carvoes ativados
NuUmero de lodo Carvao de Carvao de Carvao de
(MGiogo-g™) Eucalipto Cana Peroba
646,6 378,2 605,9

Fonte: Proprio Autor.
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5.4 IMOBILIZACAO DE LIPASE NOS BIOCARVOES

As lipases sdo enzimas que atuam sobre as ligacdes éster,
hidrolisando-as. Sua atividade depende da quantidade de substrato que € liberado
em certo tempo de reacéo (BALCAO et al., 1996).

A atividade da enzima imobilizada nestes suportes foi avaliada em
termos de atividades lipoliticas (U/g suporte), que € a quantificagdo de produto liberado
por grama de carvéo utilizado, e atividades especificas (U/mg proteina), que consiste
na razao da atividade lipolitica pela quantidade de proteina ligada ao carvédo ((mg/g
suporte), j& que nem toda proteina ligada ao carvéo € lipase. Para efeito de analise
estatistica somente os valores de U/g suyore foram avaliados, mas para todos os
experimentos também foi calculado os valores de U/mgproteina-

Para a realizacdo do planejamento fatorial, foram preparadas
solucbes de lipase, nas concentracbes de 20, 60 %, bem como a utilizacdo da
enzima concentrada (100 %). Os dados de atividade lipolitica (U/gsuporte),
concentracdo de proteinas (mg/mL) e atividade especifica (U/mg) da lipase nas
solucBes e concentrada encontram-se na Tabela 12.

A imobilizacdo da lipase de B. ribis EC-01 nos carvdes ativados foi
desenvolvida por meio de planejamentos fatoriais. Uma triagem com o0s trés
materiais foi desenvolvida primeiramente por planejamentos exploratérios avaliando-
se a capacidade de adsorcdo da lipase pelo controle da temperatura, tempo e
concentragéo de enzima (Tratamento I). De acordo com os resultados obtidos neste
tratamento novos parametros de imobilizacdo de lipase foram estabelecidos
utilizando os carvdes de eucalipto e peroba (Tratamento II).

Tratamento |I: O objetivo do planejamento 23 foi avaliar a capacidade
adsortiva de lipase nos carvdes de cana-de-acUcar, eucalipto e peroba em funcao
das variaveis temperatura (X;), tempo (Xz) e concentracédo de enzima (X3) e analise
das respostas atividade lipolitica (U/g suporte) € atividade especifica (U/mg proteina). OS
valores de atividades das solucdes iniciais utilizadas no Tratamento | s&o mostrados
na Tabela 12.
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Tabela 12 - Valores de atividade enzimatica e teores de proteina para diferentes

concentracdes do extrato de lipase utilizadas no Tratamento |

Solucéao (%) U/mL [Prot.] mg / mL U/mg
20 1,80 £ 0,07 0,128 £ 0,015 14,1 £ 0,37
60 5,16 £ 0,00 0,194 + 0,010 26,6 =+ 0,03
100* 8,96 + 0,62 0,307 £ 0,066 29,2 +£0,70

*100 % corresponde ao extrato bruto obtido originalmente no cultivo

Fonte: Proprio Autor.

As respostas obtidas com a imobilizagdo de lipase nos trés carvoes

avaliadas no Tratamento | podem ser observadas nas Tabelas 13 a 15. A atividade

lipolitica variou de 10 a 306 U/g suporte, Obtidos com a imobilizacdo de lipase em

carvao ativado de eucalipto.

Tabela 13 — Planejamento fatorial para avaliar os efeitos da temperatura, tempo e
concentracdo de enzima na imobilizacdo da lipase em carvédo ativado de cana-de-

acucar e as respostas obtidas (atividades de lipase) — Tratamento |

Exp. Variaveis Respostas
codificadas
><1 X2 X3 U/g sup m9/9 sup U/mgprot
1 -1 -1 -1 15,3 1,93 7,93
2 -1 -1 1 18,7 2,47 7,57
3 -1 1 -1 19,0 2,21 8,60
4 -1 1 1 35,6 3,32 10,7
5 1 -1 -1 28,6 1,08 26,5
6 1 -1 1 65,6 3,23 20,3
7 1 1 -1 72,3 1,84 39,3
8 1 1 1 64,6 4,87 13,3
9 0 0 0 74,3 2,45 30,3
10 0 0 0 86,9 2,52 34,5
11 0 0 0 90,2 2,18 41,4
Fatores Niveis reais
-1 0 +1
X1 (temperatura, °C) 5 20 35
X (tempo, min) 30 135 240
Xz (enzima, % v/v) 20 60 100

Fonte: Proprio Autor.

A metodologia de superficie de resposta (MSR) € uma técnica baseada em

planejamentos fatoriais e tem sido utilizada com grande sucesso na modelagem de

diversos processos industriais. A MSR apresenta duas etapas distintas: modelagem

e deslocamento. A primeira etapa € realizada através do ajuste de modelos simples
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(lineares ou quadraticos) em razdo das respostas obtidas com planejamentos
fatoriais. Barros Neto e colaboradores (2007) destacam que o deslocamento se da
sempre ao longo do caminho de méxima inclinagdo de um modelo, ou seja, onde a

resposta de interesse varia de forma mais pronunciada.

Tabela 14 — Planejamento fatorial para avaliar os efeitos da temperatura, tempo e
concentracdo de enzima na imobilizacdo da lipase em carvao ativado de eucalipto e
as respostas obtidas (atividades de lipase) — Tratamento |

Exp. Variaveis Respostas
codificadas

X1 X5 X3 U/Q sup ma/g sup U/mgprot

1 -1 -1 -1 10,0 1,51 6,62
2 -1 -1 1 35,3 3,69 9,57
3 -1 1 -1 23,7 2,25 10,5
4 -1 1 1 35,3 4,75 7,43
5 1 -1 -1 48,8 2,34 20,9
6 1 -1 1 58,7 4,62 12,7
7 1 1 -1 76,7 2,07 37,0
8 1 1 1 120 511 23,5
9 0 0 0 123 2,86 43,0
10 0 0 0 306 2,74 111
11 0 0 0 221 3,05 72,5
Fatores Niveis reais
-1 0 +1
X; (temperatura, °C) 5 20 35
Xz (tempo, min) 30 135 240
Xz (enzima, % v/v) 20 60 100

Fonte: Proprio Autor.

A andlise dos trés planejamentos apontou que no modelo linear as
estimativas de efeito das variaveis e de suas interacées ndo foram significativas (p <
0,05) para a imobilizacdo da lipase nestes suportes. Entrentanto, quando se faz a
checagem de curvatura para cada modelo, ou seja, se um futuro modelo de 22
ordem seria 0 mais adequado, observa-se que seu efeito é significativo tanto para o
suporte carvdo ativado de eucalipto e carvdo ativado de peroba e, o valor de R?

também melhora consideravelmente para ambos.
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Tabela 15— Planejamento fatorial para avaliar os efeitos da temperatura, tempo e
concentracdo de enzima na imobilizacdo da lipase em carvao ativado de peroba e as
respostas obtidas (atividades de lipase) — Tratamento |

Exp. Variaveis Respostas
codificadas

X]_ X2 X3 U/g Sup mg/g Sup U/mgprot

1 -1 -1 -1 26,3 2,54 10,4
2 -1 -1 1 37,5 4,99 7,52
3 -1 1 -1 42,3 2,51 16,9
4 -1 1 1 41,2 4,94 8,34
5 1 -1 -1 32,0 2,34 13,7
6 1 -1 1 115 5,69 20,2
7 1 1 -1 69,0 2,43 28,4
8 1 1 1 147 5,78 25,4
9 0 0 0 126 3,61 35,0
10 0 0 0 108 3,82 28,3
11 0 0 0 137 3,77 36,3
Fatores Niveis reais
-1 0 +1
X; (temperatura, °C) 5 20 35
Xz (tempo, min) 30 135 240
Xz (enzima, % v/v) 20 60 100

Fonte: Proprio Autor.

A estimativa dos efeitos das variaveis temperatura (X;), tempo (X;) e
concentracdo de enzima (X3) na imobilizacdo da lipase nos carvies ativados de
eucalipto e peroba é apresentada na Tabela 16 e 17, respectivamente

Como pode ser observado para a enzima imobilizada em carvéo ativado de
eucalipto (Tabela 16), o efeito da checagem de curvatura é significativo e sugere que
um modelo quadrético seria adequado na imobilizacédo da lipase (valores em negrito
na tabela 16).

De acordo com a Tabela 17 para a enzima imobilizada em carvao ativado de
peroba, o efeito da curvatura no modelo é significativo, como também o efeito da
média e das variaveis, temperatura (X;) e enzima (X3), além da interagdo entre elas

(valores em negrito na tabela 17).
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Tabela 16 — Estimativa dos efeitos para a imobilizacdo da lipase em carvao ativado
de eucalipto - Tratamento |

Fatores Efeito Erro Teac (3) p-valor Estimativa por
(%) Padréao intervalo
(95%)
Limite Limite
inferior  superior
Média. 51,02 26,65 1,914 0,151 -33,80 135,8
Curvatura 165,4 51,03 3,241 0,047 2,999 327,8
X; T (°C) 24,93 26,65 0,935 0,418 -59,88 109,7
X, Tempo (min) 12,81 26,65 0,480 0,663 -72,01 97,63
X3 Enzima (%, v/v) 11,22 26,65 0,421 0,701 -73,59 96,05
X1 X X, 9,395 26,65 0,352 0,747 -75,42 94,21
X1 X X3 1,979 26,65 0,074 0,945 -82,84 86,80
Xo X X3 2,437 26,65 0,091 0,932 -82,38 87,26

R”=0,80; t 1ab= t (3:5%12)=3,18

Tabela 17 — Estimativa dos efeitos para a imobilizacdo da lipase em carvao ativado
de peroba - Tratamento |

Fatores Efeito Erro Teac (3) p-valor Estimativa por
(%) Padréo intervalo
(95%)
Limite Limite
inferior  superior
Média. 63,77 4,367 14,60 0,000 49,87 77,66
Curvatura 119,7 16,72 7,162 0,005 66,56 173,0
X1 T (°C) 53,87 8,734 6,168 0,008 26,07 81,67
X, Tempo (min) 22,20 8,734 2,542 0,084 -5,588 50,00
Xz Enzima (%, v/v) 42,70 8,734 4,889 0,016 14,91 70,50
X1 X X, 12,37 8,734 1,416 0,251 -15,42 40,17
X1 X X3 37,70 8,734 4,317 0,022 9,911 65,50
Xo X X3 -4,291 8,734 -0,491 0,656 -32,08 23,50

R“=0,98; t 1ap=t (3:5%2)=3,18
Fonte: Proprio Autor.

Estes resultados sugerem um direcionamento confiavel para novos
experimentos utilizando somente as variaveis temperatura e concentracdo de
enzima, ja que o tempo nao foi significativo e nem suas interagbes (p<0,05). Um
planejamento fatorial completo 22 e com pontos axiais (22 ordem) foi proposto
visando alcancar a maxima imobilizac&do de lipase nestes suportes.

Tratamento |l: Baseado nos resultados obtidos no Tratamento I, um
planejamento fatorial 22 adicionado de pontos axiais (22 ordem) foi desenvolvido
utilizando-se novos niveis de variacdo a fim de melhorar a curva da superficie de

~

resposta em direcdo a maxima adsorcdo de lipase nos carvdoes de eucalipto e
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peroba em termos de atividade lipolitica (U/g suorte) € atividade especifica (U/mg

proteina)-
Os valores de atividade lipolitica e especifica das solu¢des iniciais utilizadas
neste tratamento sdo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Valores de atividade enzimética e teores de proteina para diferentes
concentracdes utilizadas no Tratamento II.

Solucéao (%) U/mL [Prot.] mg / mL U/mg
50 9,93+0,88 0,209 + 0,024 47,6 + 2,56
57 11,5+0,17 0,237 £ 0,024 48,5 + 4,06
75 15,2+ 0,83 0,312 £ 0,024 48,7 + 2,66
93 18,5+ 1,54 0,378 + 0,034 48,9+ 0,70
100 20,0 £ 1,05 0,412 £ 0,024 48,5 + 4,52

Fonte: Proprio Autor.
Os resultados experimentais estdo apresentados na Tabela 19 e 20
(experimentos 1-11), para a lipase imobilizada nos carvbes ativados de eucalipto e

peroba, respectivamente.

Tabela 19 - Planejamento fatorial 2° para avaliar os efeitos da temperatura e
concentracdo de enzima na imobilizagéo de lipase em carvao ativado de eucalipto e
as respostas obtidas (atividades de lipase) - Tratamento Il

Experimento Variaveis Respostas

codificadas

X1 X2 U/g MJprot/0 u/mg

sup sup
1 -1 -1 93,3 8,45 11,0
2 -1 1 100 9,18 10,9
3 1 -1 743 14,4 51,6
4 1 1 510 14,1 36,2
5 -1,41 0 301 825 36,5
6 1,41 0 553 15,5 357
7 0 -1,41 531 125 425
8 0 1,41 301 11,8 255
9(C) 0 0 547 11,9 459
10 (©) 0 0 361 12,0 30,1
11 (C) 0 0 272 12,1 225
Fatores Niveis reais
-1,41 -1 0O 1 141

X1 (enzima, %v/v) 50 57 75 93 100
X, (temperatura, °C) 20 24 35 46 50

Fonte: Proprio Autor.
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Tabela 20 - Planejamento fatorial 2 para avaliar os efeitos da temperatura e
concentracdo de enzima na imobilizacdo da lipase em carvao ativado de peroba e as
respostas obtidas (atividades de lipase) - Tratamento Il

Experimento Variaveis Respostas

codificadas

X1 X2 U/g MJprot/d u/mg

sup sup
1 -1 -1 115 7,96 14,4
2 -1 1 61,8 8,61 7,17
3 1 -1 149 14,6 10,2
4 1 1 229 14,3 16,0
5 -1,41 0 128 7,66 16,7
6 1,41 0 817 15,9 51,4
7 0 -1,41 693 12,0 57,7
8 0 1,41 323 11,6 27,8
9 (C) 0 0 128 11,8 10,8
10 (C) 0 0 180 11,9 15,1
11 (C) 0 0 132 11,8 11,2
Fatores Niveis reais
-1,41 -1 0 1 141

X1 (enzima, %v/v) 50 57 75 93 100
X, (temperatura, °C) 20 24 35 46 50

Fonte: Proprio Autor.

Para este tratamento estatistico, os dados obtidos foram checados
analisando-se ndo sé o modelo quadratico (22 ordem) proposto (2 com os pontos
centrais e axiais que incluem experimentos de 1-11), mas também foi verificado o
modelo linear ou de 12 ordem (22 acrescido dos pontos centrais que incluem os
experimentos 1-4 e 9-11).

Os modelos quadraticos, para os dois carvdes, apresentaram um valor de R?
< 0,74 e os lineares, um R*> 0,88. Em virtude da qualidade do ajuste da regresséo,
a Tabela 21 apresenta a analise de variancia (ANOVA) dos modelos de 12 ordem. As
equacdes polinomiais lineares relacionando os fatores e as respostas para a enzima
imobilizada em carvao de eucalipto e em carvao de peroba, respectivamente, estao
mostradas como equacdes 6 e 7. A variavel concentracdo de enzima (X;) foi
significativa para a imobilizacdo de lipase (p < 0,05) nos dois suportes para a
unidade de atividade enzimatica estudada (U/g suporte). Os fatores significativos assim

como os efeitos de interacdo estdo em negrito nestas equacgdes.
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Tabela 21 - Andlise de variancia (ANOVA) do planejamento fatorial 22 com pontos
centrais (p < 0,05) para o modelo linear na imobilizacdo de lipase em carvao ativado

de eucalipto e peroba - Tratamento |l

Resposta Fonte de Soma Graus de Média F teste
variacdo Quadrados Liberdade Quadrados Feac  Fiist
(SS) (DF) (MS)
U/g carvdo Modelo 307715 1 307715 37,49 6,61°
eucalipto® Residuo 41043 S 8208,6
Modelo Total 348758 6
linear
U/g carvdo Modelo 14804 1 14804 42,01 6,61°
peroba®  Residuo 1762 S 352,4
Modelo Total 16566

linear

®R° =0,88; °F 95%.1,5; °R? = 0,89; °F 95%.1,5

Fonte: Proprio Autor.

O modelo calculado para a imobilizacdo de lipase em carvdo ativado de

eucalipto em U/g syporte deScrito abaixo.
U/g suporte = 375,21 + 264,83x; - 56,50x, - 60,00x,x, (6)

A superficie de resposta para a imobilizacdo de lipase em carvao ativado de

eucalipto em U/g syporte €Sta apresentada na Figura 18
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Figura 18 - Superficie de resposta para a imobilizacdo de lipase em carvao ativado
de eucalipto — Tratamento Il (atividade em U/g suporte)
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O modelo calculado para a imobilizacdo de lipase em carvdo ativado de

peroba em U/ g suporte descrito abaixo.
U/g suporte = 142,36 + 50,56x; - 6,56x, - 33,19x;x, (7)

A superficie de resposta para a imobilizacdo de lipase em carvao ativado de

peroba em U/g suporte €Sta apresentada na Figura 19.




69

Figura 19 - Superficie de resposta para a imobilizacao de lipase em carvao ativado
de peroba — Tratamento Il (atividade em U/g suporte)
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Validacdo do modelo. A validacdo experimental do modelo foi avaliada
somente para a enzima imobilizada em carvéo ativado de eucalipto, visto que este
suporte apresentou melhores condicdes para a imobilizacdo de lipase que foi
detectado pelas altas atividades lipoliticas (U/g suporte) Na maioria dos ensaios. A
condicéo de validacao foi temperatura de 24 °C e 93 % (v/v) de enzima.

A Tabela 22 apresenta o resultado experimental obtido e o preditivo
(intervalo de confianca de 95 %) pelo modelo de imobilizacdo de lipase de B. ribis

EC-01 em carvao ativado de eucalipto.

Tabela 22 - Comparacédo do resultado experimental com o preditivo calculado pelo
modelo matemético na imobilizacdo de lipase em carvao ativado de eucalipto

Atividade Observado? Predito
U/Q suporte 757 £ 70 756

% os experimentos foram conduzidos em triplicata a 200 rpm por 120 min.

Fonte: Proprio Autor.
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Como pode ser observado o resultado obtido experimentalmente para a
imobilizagéao de lipase de B. ribis EC-01 em carvéo ativado de eucalipto utilizando a
condicao definida acima esta de acordo com o valor predito calculado pelo modelo.
A validagao para aumentar a atividade de lipase imobilizada em U/g suporte permitiu o
uso de temperatura ambiente (24 °C) para o desenvolvimento dos experimentos.

Na Tabela 23 € apresentada a comparacdo da atividade hidrolitica e
especifica da lipase de B. ribis EC-01 imobilizada em carvao ativado de eucalipto em
relacdo a enzima livre calculada pelas equacdes 3, 4 e 5. Como pode ser observado
a imobilizacdo desta enzima aumentou em quase 5 vezes a atividade especifica em

relacdo a enzima livre.

Tabela 23 - Atividades da lipase imobilizada em carvdo ativado de eucalipto na
condicdo otimizada

Enzima Atividade Proteina ligada Atividade Atividade Relativa
(livre ou (Ulg- (mg/g-suporte  especifica Especifica (%)
imobilizada) suporteou  ou mg/mL sol. (U/mg-
U/mL sol. enzima) proteina)
enzima)
Li+CA" 757 3,97 191 497
Livre? 18,6 0,485 38,4 100
CAC3 42,9 3,73 11,5 21,9

" Lipase imobilizada no carvéo ativado; * Solucdo de enzima livre utilizada na validacdo; 3 Lipase
imobilizada em carvao comercial (ANDRADE, 2013).

Fonte: Proprio Autor.

A Tabela 24 apresenta exemplos da literatura de lipases
imobilizadas em carvéo e utilizadas para a hidrolise de 6leo e producéo de ésteres
em alguns casos. Além dos dados contidos na Tabela 25, sabe-se que Ramani e
colaboradores (2010) otimizaram as condi¢cdes de imobilizacdo de lipase em carvdes
Mesoporosos e obteve tempo 6timo de 180 minutos e temperatura otima de 30 °C.
Moreno-Pirajan e Giraldo (2011) concluiram em seu estudo que o processo de
producdo de biocombustiveis utilizando lipase depende do sucesso com que se
imobiliza a enzima, permitindo o reuso da mesma para diminuir o valor econdmico
do processo. Quirés, Garcia e Montes-Moran (2011) modificaram carvdes ativados e

conseguiram até 10 ciclos de reuso ap0s otimizar a imobilizacéo de lipase.
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Tabela 24 - Utilizacado de lipases imobilizadas em biocarvdes ativados utilizados
para hidrolise de 6leos e producédo de ésteres

Atividade ) . . . .
o o Tipo de  Areaespecifica Hidrolise de
Referéncia Enzimatica ) i
carvao (m</g) oleos
(U/gsuporte)
_ Palha de
Ramani et al. (2010) 3570 412 50 %
arroz
Quirgs, Garcia e .
] - Comercial 1294 82 %
Montes-Moran (2011)
Moreno-Pirajan e _
. - Comercial - 85 %
Giraldo (2011)
' Casca de
Naranjo et al. (2010) - 1562 100 %
coco
Casca de
Andrade (2013) 42,9 900 tracos
coco
Carvéo de
Presente trabalho 757 _ 649 -
eucalipto

Fonte: Proprio Autor.
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CONCLUSAO

As analises quimicas e fisico-quimicas mostraram que o biocarvao produzido a
partir dos residuos agroindustriais avaliados no trabalho podem ser utilizados
como imobilizadores enzimaticos ou material adsorvente. Esse resultado é de
grande importancia para o meio ambiente uma vez que esses materiais seriam
descartados como residuos.

Os resultados de granulometria mostraram um carvao granular, com diametros de
180 a 355 pm, comparativos com carvioes comerciais fornecidos com
granulometria de 7,5 um até 1700 um. Dados de carbono fixo foram superiores a
50% para os carvoes de madeira (eucalipto e peroba), semelhantes ao do carvao
comercial. O carvdo de palha de cana apresenta menor valor, porém foi
qualificado para ativagao.

As anadlises de espectroscopia de infravermelho indicaram a presenca de
diferenciadas funcbes organicas na superficie dos carvbes, com destaque para
fungcbes oxigenadas de hidroxilas, carbonilas e carboxilas, indicando a
possibilidade de interagdes quimissortivas além das fisicamente adsortivas.

Os espectros de RPE indicaram a presenca de radicais livres organicos em todos
os carvles piroliticos, sendo esses derivados de semiquinonas e difendis com
origem na lignina, indicando que as funcdes oxigenadas estdo presentes e
possuem capacidade de interagcdo com adsorventes.

As imagens de MEV mostraram qualitativamente a presenca de cavidades na
superficie do carvdo. Essa caracteristica € comum para carvbes ativados
guimicamente e fisicamente (comerciais), variando apenas o tamanho e o volume
dos poros na superficie dos mesmos.

As andlises de adsorgcdo de N, para avaliacdo de area especifica indicaram que
houve aumento na area superficial. Houve um destaque para os carvies de
madeira, onde o carvdo de eucalipto partiu de 12 m?%g para 649 m?/g ap6s a
ativacéo e o de perboa partiu de 5 m?/g para 466 m?/g, ambos semelhantes aos
carvoes comerciais, que obtiveram entre 618,7 e 700 m?/g.

Os biocarvbes mostraram aumento no volume total de poros, sendo 0 aumento

para o de eucalipto e peroba 0,013 para 0,591 cm®g e de 0,009 para 0,225 cm®/g,
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respectivamente, indicando que a ativacdo aumentou o volume de poros,
tornando-os comparativos aos dos carvées comerciais (0,259 e 0,297 cm®/g).

As isotermas de adsorcdo de N, sdo do tipo | para os carvoes de madeira,
indicando adsorcdo em microporos e tipo Il (ativado) e Ill (sem ativacao) para o
carvdo de cana-de-acucar, indicando adsor¢cdo em sistemas ndo porosos e
interagcdes muito fracas em sistemas contendo macro e mesoporos. As histereses
foram todas do tipo D, indicando poros do tipo conico ou cilindrico.

O numero de iodo foi satisfatério para os carvdes de eucalipto (646,6 mg.g™) e
peroba (605,9 mg.g™?), enquanto o de cana-de-aclcar apresentou baixo valor do
nimero de iodo, sendo de 378,2 mg.g’. Os madeirosos se mostraram

comparativos ao carvdo comercial granular, que apresentou 801 mg.g™.

A otimizacdo da imobilizagéo de lipase nos carvdes foi realizada pelo Método de
Superficie de Resposta (MSR) e demonstrou que os carvdoes de madeira estao
mais aptos a suportar a lipase, pois apresentaram melhores resultados de
imobilizacdo e atividade. O carvao ativado de eucalipto foi o que apresentou
melhores valores de atividade lipolitica e apds validacdo do método observou-se
que este apresentou atividade semelhante (757 + 70 U/Qsuporte) @0 predito (756
U/Qsupore) Pel0 método e maior com relagdo ao carvdo ativado comercial (42,9
U/Qsuporte)-

Trabalhos futuros objetivam utilizar o biocarvdo com a lipase imobilizada na
aplicacdo de hidrélise e producdo de biodiesel enzimatico, inclusive analisando

guantos ciclos de reuso os mesmos podem ser aplicados.
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ANEXO A. Espectros de Ressonancia Paramagnética Eletrénica das amostras de

biocarvdes de pirdlise com campo magnético 3450+50 Gauss.

Carvéo de palha de cana-de-agucar sem ativacao
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Biocarvao de serragem de eucalipto sem ativacao
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Biocarvao de serragem de peroba sem ativacao
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