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RESUMO

As nanozedlitas tém atraido atencdo dos pesquisadores em diversas areas de pesquisa devido
as propriedades fisico-quimicas que elas possuem, como por exemplo, grande area de
superficie externa, alta dispersibilidade e facilidade de modulacéo das suas caracteristicas de
superficie, principalmente em relacdo a carga de superficie e propriedades de
hidrofilicidade/hidrofobicidade. No presente trabalho foi realizado estudo de sinteses e
caracterizacdo da nanozedlita faujasita pura e trocada com terras-raras (La>*, Ce**, Gd** e
Dy**). Primeiramente as nanozedlitas trocadas com os cations de terras-raras foram
empregadas como catalisadores hetereogéneos na reacdo de transesterificacdo quimica de
triacilglicerideos com o intuito de produzir biodiesel via rota metilica e etilica. Em paralelo a
esse estudo os nanozedlitos trocados com céations de terras-raras foram também estudados
como suportes ou matrizes sélidas para a imobilizacdo da lipase fungica, mas especificamente
a lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL). Os complexos nanozedlitas-enzimas foram
também empregados como catalisadores na reacdo de transesterificacdo de triacilglicerideos
para producdo de ésteres etilicos de acidos graxos utilizando 6leo de soja como matéria prima
via rota etilica.

Os resultados do estudo de transesterificacdo do 6leo de soja usando apenas as nanazeolitas
trocadas com as terras-raras em termos de rendimentos de EEAG e EMAG usando 5%
concentracdo de catalisador (em relacdo a massa de 6leo), 65°C, 8 e 12 horas foram:
Nanozeo6lita faujasita trocada com lantdnio a 0.1M/0.5M ( 0% de EEAG e EMAG),
Nanozeolita faujasita trocada com Cério a 0.1M/0.5M ( 0% de EEAG e EMAG), Nanozedlita
faujasita trocada com Gadolinio a 0.1M/0.5M (0% de EEAG e EMAG) e Nanozeoélita
faujasita trocada com Disprésio a 0.1M/0.5M (0% de EEAG e EMAG). Os mesmos
resultados negativos foram obtidos trabalhando-se na temperatura de 120°C com tempo de 8 e
12 horas e mesma concentracdo de catalisador em relacéo a quantidade de massa de 6leo. Em
contrapartida, os resultados experimentais na producdo de EEAG obtidos quando se
empregou os complexos de nanozeolitas-enzimas foram bastante superiores e promissores em
relacdo ao emprego puro dos nanezedlitos trocados com terras-raras. O rendimento de EEAG
obtidos com os complexos Nanozeolita faujasita trocada com lantanio & 0.1M/LTL,
Nanozedlita faujasita trocada com Cério a 0.LM/LTL, Nanozedlita faujasita trocada com

Gadolinio a 0.IM/LTL e Nano- Nanozedlita faujasita trocada com Disprésio 4 0.1M/LTL



foram 67.4%, 0.0%, 24.7%, e 13.68% respectivamente. O rendimento EEAG obtidos com os
complexos Nanozedlita faujasita trocada com lantanio a 0.5M/LTL, Nanozedlita faujasita
trocada com Cério a 0.5M/LTL, Nanozedlita faujasita trocada com Gadolinio a 0.5M/LTL e
Nanozedlita faujasita trocada com Disprosio a 0.1M/LTL foram 20.55%, 0.0%, 42.34%, e
22.94% respectivamente. O resultado mais relevante em termos cataliticos foi obtido para a
enzima lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada no suporte Nanozedlita faujasita
trocada com 0,1 mol.L™ de cloreto de lantanio (Nanozeélita faujasita trocada com lantanio &
0.1M/LTL). Os rendimentos de ésteres etilicos de acidos graxos (EEAG) para esse complexo
foram de 67,39%.

Palavras-chave: Biodiesel, Terras Raras, Lantanideos, Lipase, Imobilizagdo, Nanozedlita.



ABSTRACT

Nanozeolites have attracted the attention of researchers in several research areas due to the
physical-chemical properties they possess, such as large external surface area, high
dispersibility and ease of modulation of their surface characteristics, mainly in relation to the
charge of Surface and hydrophilicity / hydrophobicity properties. In the present work, a
synthesis and characterization study of pure faujasite nanozeolite was performed with rare
Earths (La**, Ce**, Gd*" + and Dy*"). First, the nanozeolites exchanged with rare earth cations
were used as heterogeneous catalysts in the reaction of chemical transesterification of
triacylglycerides in order to produce biodiesel via methyl and ethyl route. In parallel to this
study, nanozeolites exchanged with rare earth cations were also studied as solid supports or
matrices for the immobilization of fungal lipase, but specifically the lipase Thermomyces
lanuginosus (TLL). The nanozeolite-enzyme complexes were also used as catalysts in the
transesterification reaction of triacylglycerides for the production of ethyl esters of fatty acids
using soybean oil as raw material via the ethyl route.

The results of the soybean oil transesterification study using only nanazeolites exchanged
with rare earths in terms of FAME and FAEE yields using 5% catalyst concentration (based
on oil mass), 65°C, 8 hours and 12 hours Were: faujasite nanozeolite exchanged with
lanthanum at 0.1M/0.5M (0% FAME and FAEE), faujasite nanozeolite exchanged with 0.1M
/0.5M cerium (0% FAME and FAEE), faujasite nanozeolite exchanged with 0.1M/0.5M
Gadolinium (0% FAME and FAEE) and faujasite Nanozeolite exchanged with Dysprosium at
0.1M/0.5M (0% FAME and FAEE). The same negative results were obtained by working at a
temperature of 120°C with time of 8 and 12 hours and the same concentration of catalyst in
relation to the amount of oil mass. On the other hand, the experimental results in the
production of FAEE obtained when using the complexes of nanozeolites-enzymes were much
superior and promising in relation to the pure use of the nanozeolites exchanged with rare
earths. The FAEE yields obtained with the complexes faujasite Nanozeolite exchanged with
lanthanum at 0.1M / TLL, faujasite Nanozeolite exchanged with Cerium at 0.1M / TLL,
Nanozeolite faujasita exchanged with Gadolinium at 0.1M / TLL and Nano-Nanozeolite
faujasita exchanged with Dysprosium at 0.1M / TLL were 67.4%, 0.0%, 24.7%, and 13.68%
respectively. The yield FAEES obtained with the complexes faujasite faujasite exchanged
with lanthanum at 0.5M / TLL, faujasite Nanozeolite exchanged with Cerium at 0.5M / TLL,



faujasite Nanozeolite exchanged with Gadolinium at 0.5M / TLL and faujasite Nanozeolite
exchanged with Dysprosium at 0.1M / TLL Were 20.55%, 0.0%, 42.34%, and 22.94%
respectively. The most relevant result in catalytic terms was obtained for the enzyme of
Thermomyces lanuginosus immobilized on the support Nanozeolite faujasita and exchanged
with 0.1 mol.L-1 of lanthanum chloride (faujasite nanozeolite exchanged with lanthanum at
0.1 M/ TLL). The yields of ethyl fatty acid esters (FAEE) were 67.39.

Keywords: Biodiesel. Rare earth, Lanthanides, Lipase, Immobilization, Nanozeolite.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a producdo Biodiesel tem ganhado bastante atencdo da Sociedade
devido a diversas questdes ambientais, como a escassez das reservas de petréleo e outros
combustiveis fdsseis, poluicdo ambiental que ocorre devido a queima destes combustiveis,
aquecimento global dentre outros (MA e HANNA, 1999).

O consumo de combustiveis fésseis vem crescendo muito nos ultimos anos e, no

entanto, existe uma necessidade urgente de explorar recursos renovaveis para ser utilizado
como combustivel. O biodiesel é uma opcdo de biocombustivel derivado de triglicerideos
presentes nos Oleos vegetais e gorduras animais que pode ser produzido pelo processo de
transesterificacdo utilizando alcoois de cadeia curta. O biodiesel é uma alternativa atraente
para ser substituido pelo petrdleo diesel, pois apresenta vantagens como a ndo toxicidade, a
utilizacdo de matérias-primas renovaveis e a biodegradabilidade. Além disso, o biodiesel é
livre de hidrocarbonetos aromaticos, e, portanto considerado muito mais renovavel e mais
limpo que o petroleo diesel (YANG et al.; 2017)
Dentre os diversos suportes solidos inorganicos disponiveis para a imobilizacdo de enzimas,
as zedlitas micrométricas com estruturas diferentes tém sido cada vez mais estudada pelos
pesquisadores e recentemente o0 uso das zeolitas manomeétricas como suporte solido para
imobilizacdo de enzimas ou proteinas tem chamado atencdo da sociedade académica e da
industria (DIAZ E BALKUS, 1996; GIMON-KINSEL ET AL., 1998; HAN, STUCKY E
BUTLER, 1999; CORMA, FORNES E REY, 2002; MACARIO, ET AL. 2008;
VASCONCELLOS, 2015)
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biodiesel

O primeiro relatério do que é denominado biodiesel hoje se encontra descrito em
uma patente belga 422877, testado em um énibus urbano que é provavelmente o primeiro uso
documentado do que denominamos de biodiesel, nessa patente emitida em 1.937 por
Chavanne sao descritos experimentos onde se obteve ésteres etilicos por transesterificacdo do
6leo de palma com etanol (KNOTHE; RAZON, 2017).

A grande demanda de energia no mundo industrializado juntamente com os problemas
relacionados a poluicdo causados pelo uso dos combustiveis fdsseis faz com que o
desenvolvimento de uma nova fonte de energia renovavel se torne fundamental. O biodiesel é
um combustivel alternativo renovavel adequado para utilizacdo de motores & diesel. Esse
biocombustivel desempenha papel importante na diminuicdo das reservas de combustiveis
fésseis, diminuindo as emissGes de gases que provocam o efeito estufa e as alteracdes
climaticas também (FEYZI et al.; 2017).

O biodiesel pode ser produzido a partir da transesterificacdo de triglicerideos e/ou
esterificacdo de acidos graxos livres (AGL) presentes em 6leos vegetais ou gordura animal na
presenca de um alcool de cadeia curta podendo ser etanol ou metanol e um catalisador
adequado, homogéneo ou heterogéneo, acido ou béasico. A fonte de triglicerideos para
transesterificacdo pode variar amplamente, incluindo gorduras animais; 6leos vegetais;
residuos de O6leo de cozinha; 6leo de microalgas e OGleo fungico. As reacles de
transesterificacdo podem ser ndo cataliticas ou processos cataliticos, utilizando catalisadores
homogéneos; catalisadores heterogéneos; biocatalisadores e liquidos iénicos (TRAN et al.,
2017).

Devido a demanda por processos mais limpos os catalisadores acidos heterogéneos se
tornaram as melhores opcdes, pois eles séo ambientalmente corretos, ndo sao corrosivos e ndo
requer a neutraliza¢do do produto, produzindo menos residuos (VIEIRA et al.; 2017).

Com relagdo ao &lcool, tanto o etanol quanto o metanol podem ser utilizados para
produzir biodiesel (FEYZI et al.; 2017).

A figura 1 mostra a estequiometria geral para transesterificacdo de triglicerideos em

6leo com alcool na presenca de um catalisador (DEMIRBAS ,2009).
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Figura 1 - Estequiometria geral para transesterificacdo de triglicerideos em 6leo com &lcool na presenga de
catalisador. Um mol de éster é liberado em cada etapa e as reacGes globais.
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oy

Fonte : DEMIRBAS (2009)

2.2 Matérias-primas utilizadas para producéo de biodiesel

O custo da matéria-prima representa de 60-80% do custo total na produgdo de
biodiesel, o que indica que a escolha da matéria-prima apropriada € de grande importancia
para garantir a viabilidade econémica do processo. Os 6leos comestiveis, tais como o 6leo de
palma (TALUKDER et al.; 2011), 6leo de colza (JEONG & PARK, 2008), dleo de girassol
(MODI et al.; 2007), 6leo de farelo de arroz (KAMINI & LEFUGI, 2001) e 6leo de soja (YU
et al.; 2010) sdo as principais fontes de producdo de biodiesel. No entanto, existem sérias
preocupacdes quanto ao uso de 6leo comestivel na producdo de biodiesel, uma vez que séo
mais caros e a propagacdo destas plantas levaria ao desmatamento como relatado por Leung et
al.; (2010). A fim de superar estes problemas, os pesquisadores tém centrado no uso de
matérias-primas alternativas, como 6leo ndo comestivel, dleos residuais e 6leo microbiano
para a producdo de biodiesel (AARTHY, 2014).

As oleaginosas canola (Brassica napus), a soja (Glycine max), a palma (Glycine max)
e o girassol (Helianthus annuus) sdo provenientes da primeira geracdo de matérias-primas
utilizadas para produzir biodiesel, pois estas foram as primeiras culturas a serem utilizadas
para a producdo de biodiesel (ABBASZAADEH et al., 2012).

Mais de 95% das matérias-primas de producdo de biodiesel vem de O6leos
comestiveis. As propriedades do biodiesel produzido a partir desses Oleos sdo muito
apropriadas para serem utilizadas como substituto do combustivel diesel. No entanto, podem
causar alguns problemas, como concorréncia no mercado do 6leo comestivel, 0 que aumenta

tanto o custo dos éleos comestiveis quanto o do biodiesel. E para superar essas desvantagens
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muitos pesquisadores estdo interessados em produtos ndo comestiveis, que sdo 6leos ndo
adequados ao consumo humano devido a presenca de alguns componentes toxicos nos 6leos.
Além disso, cultivos oleaginosos ndo comestiveis podem ser cultivados em terras que nao sdo
utilizadas para culturas alimentares tornando o preco de cultivo muito menor porque essas
culturas podem manter um rendimento razoavelmente elevado sem cuidados especiais
(LEUNG, 2010).

2.3 Catalisadores utilizados na producéo de biodiesel

A catélise acida e basica desempenha um papel fundamental para a maioria dos
processos que sao utilizados atualmente para se produzir biocombustiveis, tais como a
transesterificacdo de Oleos vegetais com alcool (metanol) no processo de producdo do
biodiesel, onde pode se utilizar catalisadores alcalinos como NaOH. Os catalisadores
homogéneos utilizados nesses dois processos apresentam algumas desvantagens, devido a
neutralizacdo que deve ser realizada ao final da reacdo. Para evitar esses inconvenientes,
muitos esforcos tem sido dedicados para a busca de catalisadores so6lidos que sdo mais
seletivos, seguros e ambientalmente corretos. Neste cendrio, as zedlitas apresentam
propriedades importantes para a producdo de biodiesel, como alta concentracdo de sitios
ativos, elevada estabilidade térmica/hidrotermal e seletividade de forma (PEREGO, C,;
BOSETTI, 2011).

Os catalisadores homogéneos basicos tais como KOH e NaOH demostraram uma
elevada atividade catalitica na reacdo de transesterificacdo para produzir éster metilico de
acido graxo. Estes catalisadores homogéneos realizam uma conversdo quase completa de
triglicerideos, alto rendimento e facil recuperacao do catalisador. No entanto, os catalisadores
heterogéneos sdo mais desejaveis, pois eles podem ser facilmente separados dos produtos da
reacdo (FEYZI etal.; 2017).

O processo catalisado por alcalinos apresenta sérias limitagdes, pois & presenca de
acidos graxos livres (AGLS) e agua na matéria-prima pode levar & formacéo de sabdes, o que
aumenta a viscosidade do produto e dificulta a separagdo (SUN et al.; 2015).

Os catalisadores acidos mostram uma atividade mais baixa do que os catalisadores
bésicos, a utilizacdo de catalisadores basicos heterogéneos para a producdo de biodiesel € uma
alternativa promissora, mais limpa e mais seletiva quando comparado com 0 processo

homogéneo convencional, devido as seguintes vantagens: pouca ou nenhuma corrosao, facil
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separacdo, facil manuseio e reutilizagdo, possivel uso de reatores de leito fixo (SANTORIO,
et al.; 2016).

Os catalisadores acidos sdo eficazes nas reacdes de esterificacdo e transesterificacao.
Em comparagdo com os catalisadores alcalinos, sabe-se que os catalisadores acidos reagem
com substratos de qualidade inferior que contém AGLs elevados e/ou agua em condicBes
normais (SUN et al.; 2015).

Muitos tipos de catalisadores basicos sdo sugeridos para 0 uso na reacdo de
transesterificacdo como os oxidos de metal alcalino e 6xidos metalicos misturados para uma
maior atividade do catalisador. Os Oxidos de metais alcalino-terrossos tais como CaO,
metoxido de calcio e MgO tém demonstrado uma excelente atividade catalitica e estabilidade
para a producdo de biodiesel. Os 0xidos mistos de Mg-Al e analogos com céations divalentes
(Ca,Zn) e trivalentes (La,Ga) preparados a partir de hidréxidos mistos com hidrotalcite foram
relatados na literatura como catalisadores basicos eficientes para producdo de biodiesel.
Também foi verificado que 6xidos mistos de magnésio ou lantanio tais como Zr/La,03, CaO-
MgO, CaO- La,O3 , Zr/MgO sdo catalisadores solidos promissores para a reacdo de
transesterificacdo (FEYZI et al.; 2017).

Vaérios catalisadores acidos foram testados e relatados na literatura para a reacdo de
transesterificacéo, tais como SO* / ZrO2 , SO* / ZrO,-TiO, / La®*, Al,05 / SO** "/ MCM-
41, SO* | La,03 e HZSM-5 modificado com &cido citrico. Mas as zedlitas em particular
revelaram ser catalisadores promissores para a reacdo, apresentando potencial tanto para ser

utilizado diretamente como catalisador ou como suporte (VIEIRA, S.S et al.; 2017).

2.4 Aspectos gerais das lipases

As lipases sdo enzimas ubiquas produzidas por animais (pancreas de bovinos, ovinos
e suinos), plantas (latex de papaia, colza, sementes de aveia e mamona) e micro-organismos
(bactérias, fungos e leveduras). A maioria das lipases vegetais ndo sdo comercialmente
utilizadas, enquanto a maioria das lipases de origem animal e microbiana apresentam
aplicagdes mais amplas devido a sua tolerancia a uma ampla faixa de pH e estabilidade
térmica. Entre elas, as lipases microbianas ganharam atencéo industrial especial devido a sua
estabilidade, ampla especificidade do substrato, altos rendimentos, facilidade de manipulagao
genética etc. Em geral, as lipases microbianas sdo proteinas de 19-60 KDa e pertencem a

familia das hidrolases com a estrutura composta de uma folha 3 central constituida por até

22



oito fitas diferentes (1-8) ligadas por até seis a hélices (A-F). O sitio ativo é formado por uma
triade catalitica constituida por aminoécidos serina, aspartato (ou glutamato) e histidina. O
residuo nucleofilo serina estd localizado na extremidade C-terminal da fita B 5 de um
pentapeptideo altamente conservado G-X-S-X-G (X pode ser qualquer aminoacido),
formando uma caracteristica principal B em torno de a, denominada como a cavidade

nucleofilica (AARTHY et al.; 2014). Na figura 2 pode-se visualizar o sitio ativo da lipase.

Figura 2 - Modelo estrutural do sitio ativo de o/B hidrolases.

nucledfila acido histidina

I B2 P4 ar B3 B BS oo Pb an BT @E P8 aF

Fonte: Pouderoyen et al. (2001).

As lipases sdo enzimas que exercem sua atividade na interface lipidio-4gua. Elas
catalisam naturalmente as reacGes de hidrolise de triglicerideos de cadeia longa a
diacilglicerol e carboxilato (triacilglicerolacil hidrolase, E.C.3.1.1.1). A lipase de
Thermomyces lanugionosus (LTL) produzida por um micro-organismo termofilo, exibe massa
molecular de 31,7 kDa, dimensbes moleculares de de 3,5 A x 45 A x 50 A e ponto
isoelétrico de 4,4. A atividade 6tima dessa enzima é a 60°C e pH 9,0. Tanto a temperatura
quanto o pH afetam a interacBes entre o substrato e o sitio catalitico. O sitio catalitico é
composto por Ser 146, His 258 e Asp 201, € coberto por uma lid, cuja abertura &
energeticamente favoravel na presenca de superficies hidrofébicas que conduzem a forma
ativa de LTL. Esse mecanismo de agdo é denominado “ativacdo interfacial”. As diversas
caracteristicas de LTL, como sua especificidade, seletividade, alta atividade catalitica e
estabilidade térmica fazem com que ela seja uma OGtima alternativa para uso como
catalisadores em processos quimicos especificos e complexos. No entanto, algumas

desvantagens podem ser citadas, como a alta tendéncia de sofrer desnaturagéo, agregacao e as
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dificuldades de recuperacdo do meio reacional quando esta se encontra em forma sollvel ou
livre. Nesse contexto, sua estabilizacdo é fundamental para sua implementacdo. Uma
metodologia promissora para estabilizar as enzimas é a imobilizacdo destes em um suporte
solido que confere estabilidade térmica e facilita a reutilizacdo em processos descontinuos ou
continuos (SOTO et al.; 2017).

A Figura 3 demonstra 0 mecanismo geral de ativagéo interfacial das lipases, a lipase
de Rhizomucor miehei (RML) é utilizada como exemplo. Quando a interface agua-lipidio ndo
esta presente, o sitio ativo ¢ recoberto por uma “tampa” hidrofobica ou “lid”. No entanto, na
presenca de substancias hidrofébicas, a tampa é aberta e uma ampla superficie hidrofébica
dos sitios cataliticos € exposta, 0 que torna os sitios ativos acessiveis ao substrato. Supde-se
que esta ampla superficie hidrofobica interage com a interface lipidica (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010).

Figura 3 - Diferentes formas de RML. Estruturas 3 D. (a) forma fechada; (b) forma aberta.

Fonte: Fernandez-Lafuente (2010).
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2.5 Especificidade

As lipases podem ser divididas em trés classes com base em sua especificidade ou
seletividade: lipases especificas régio- ou posicionais; lipases especificas do tipo de acido
graxo e lipases especificas para uma determinada classe de acilglicer6is (mono-,di-ou
triglicerideos). Em termos de regiosseletividade, as lipases foram divididas em trés tipos: sn-
1,3-especifico (hidrolise de ligacdes éster nas posi¢des R1 ou R3), sn-2-especifico (hidrolise
éster na posicdo R2) e néo especifico (ndo distinguem as posicoes éster a serem clivadas). As
lipases mais conhecidas sdo 1,3-regioespecifica com atividade nas posi¢des terminais. Como
exemplos podemos citar as lipases de Pseudomonas fluorescens, P. cepacia, C.rugosa,
C.antarctica, C.cylindracea, R.oryzae e M.miehei. Existem diversos fatores que podem
influenciar a regiosseletividade das lipases (GOG et al.; 2012).

A figura 4 mostra reacOes catalisadas por lipases do tipo especifica do tipo 1,3

especifica e ndo especifica.

Figura 4 - Reaces catalisadas por lipases do tipo ndo especifica e do tipo 1,3 especifica.
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Fonte: Paques, Macedo (2006).

Segundo Aarthy (2014) o processo de transesterificacdo pode também ser melhorado
utilizando uma combinacg&o de lipases devido a variacdo na especificidade dos substratos das
lipases. Huang et al.; (2010) produziu biodiesel utilizando banha como substrato combinando
a enzima Novoziym 435 (nédo especifica) e Lipozyme TL-IM (1,3-especifica) e obteve 97,2%
de ésteres metilicos em 20 horas de reacéo
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2.5.1 Mecanismo de Catalise

Os mecanismos envolvidos na catalise das serinas hidrolases foram, inicialmente,
propostos por Brady et al. (1990). Na figura 8, a primeira etapa consiste na retirada de um
proton de serina (VAZ, 2012). Ou seja, a serina é ativada por desprotonacdo. Como
consequéncia a nucleofilicidade dos residuos hidroxil da serina é reforcada e ataca o grupo
carbonil da ligacdo éster da cadeia do substrato formando um intermediario acil-enzima
(BONINE, 2011.; JAEGER, 1994 et al.; REIS, 2009 et al.; 2011).

O anel imidazoico da histidina se torna protonado e positivamente carregado, e a carga
negativa do residuo &cido estabililza o anel. Duas pontes de hidrogénio formadas com
ligacGes amida dos residuos de aminoacidos estabiliza o intermediério tetraédrico. Um &lcool
é liberado, permanecendo um complexo acil-enzima. Quando um segundo ataque nucleofilico
ocorre por um ion hidroxila, o acido graxo é liberado e a enzima regenerada (Figura 8).
(BONINE, 2011.; JAEGER, 1994 et al.; REIS, 2009 et al.; 2011.; VAZ, 2012).
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Figura 5 - Mecanismo de reacdo de hidrdlise de ligacGes éster catalisada por esterases e lipases.
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Fonte: Vaz et al. (2012).

2.5.2 Lipases na producéo de biodiesel

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo consideradas importantes, pois além das reagdes de
hidrolise, elas também catalisam diversas reagfes como esterificacdo, transesterificacdo e
amindlise. As lipases apresentam excelente atividade catalitica e estabilidade em meio nao
aquoso e sua especificidade, regiosseletividade e enantiossetividade podem ser usadas em
diversas aplicacfes com éxito na sintese organica. Atualmente as lipases tém ganhado atencao
especial como biocatalisadores para a producdo de biodiesel. Geralmente as lipases exercem
sua atividade catalitica em condi¢cBes mais amenas e com uma grande variedade de substratos

de triglicerideos, incluindo residuos de 6leos e gorduras com niveis elevados AGL. Além
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disso, a separacdo e a purificacdo do biodiesel se torna muito mais facil, o que resulta em
beneficios ambientais (GOG et al.; 2012)

Recentemente, a producdo de biodiesel catalisada por enzimas tem recebido bastante
atencdo devido & suas vantagens, tais como baixo consumo de energia, condicOes
operacionais brandas, ndo toxicidade e processos favordveis ao meio ambiente em
comparagdo com o0s metodos catalisados por quimicos. As lipases sdo catalisadores
amplamente utilizados para a sintese de biodiesel. No entanto, o uso de lipases para a
producdo comercial de biodiesel apresenta custo elevado (KUEPETHKAEW et al., 2017).

Além dessas vantagens citadas acima, a utilizacdo de lipases na producdo de
biodiesel em escala industrial apresenta como vantagens: a baixa quantidade de alcool
utilizada em relacdo a quantidade de 6leo, a facil recuperacdo do produto e recuperacdo do
glicerol facilitada por operac6es simples e a eliminacédo do catalisador também se torna mais
facil (YAGIZ, 2007).

A producdo de biodiesel catalisada por lipases também possibilita a utilizacdo de
substratos de qualidade inferior, tais como banha, sebo e Oleos vegetais descartados de
restaurantes e uso domeéstico que apresentam teor de agua e acidos graxos livres superiores.
Isto s6 é possivel por causa da especificidade das lipases para esse tipo de reacdo. Algumas
desvantagens do uso das enzimas em processos cataliticos sdo principalmente: o alto custo da
obtencédo da enzima desde o isolamento até a purificacdo e a perda do catalisador no final do
processo (MOREIRA, 2007).

Li et al.; (2007) utilizou 6leo de microalgas produzido pela microalga verde
C.protothecoides como substrato para producdo de biodiesel e obteve uma conversdo de
98,15% de ésteres monoalquilicos de &cidos graxos em 12 horas, utilizando lipase de Candida
sp. 99-125, 10% de H,0 e 3:1 proporcdo metanol para 6leo e temperatura de reacdo de 38°C.
Logo em seguida, utilizou banha como substrato nas mesmas condi¢es de reacdes e 0
rendimento foi de 87,4 de FAME (AARTHY et al.; 2014).

Atualmente, a literatura descreve a utilizacdo de enzimas como a lipase sendo usadas
para catalisar o processo de transesterificagdo por imobilizacdo em um suporte adequado.
Uma das vantagens da imobilizagdo é que a enzima pode ser reutilizada sem separacdo e além
disso a temperatura de operacdo do processo € baixa (50°C) quando comparadas com outras
técnicas. As desvantagens incluem os efeitos de inibicdo observado quando o metanol é
utilizado e o custo da enzima que é alto (RANGANATHAN et al.; 2007).
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2.6 Métodos de imobilizacdo de enzimas para producao de biodiesel

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo na area de enzimas apresenta grande
importancia, pois permite a reutilizacdo das enzimas, facilita a separacdo dos produtos e
aumenta a estabilidade em solventes organicos. O interesse principal em imobilizar as
enzimas é a obtencdo de um biocatalisador que apresente atividade e estabilidade que nao
sejam afetadas durante o processo, quando comparado a sua forma livre. A enzima
imobilizada idealmente deverd apresentar uma atividade catalitica superior. Além disso, ndo
deverd ocorrer modificagdes no sitio ativo da enzima e nem alteracdes estruturais. No entanto,
a imobilizacdo enzimaética pode aumentar ou inibir a atividade e estabilidade da enzima.
Diversos métodos tém sido reportados na literatura e utilizados para resolver os problemas de
instabilidade e também otimizar as diversas aplicacbes (DALLA-VECCHIA et al.; 2004).

Pode-se definir imobilizacdo enzimatica como: moléculas enziméticas confinadas a
uma matriz/suporte solido diferente dagquele em que o substrato ou os produtos estdo
presentes. Ou seja, ligando as enzimas ou as inserindo dentro de um material de suporte
adequado. Notando que as moléculas de substrato e os produtos formados devem circular de
forma livre dentro e fora da fase para a qual as enzimas séo restringidas. Diversos materiais
podem ser utilizados como matriz ou sistema de suporte para imobilizar as enzimas, mas
normalmente sdo utilizados os polimeros inertes e os materiais inorganicos. O suporte ideal
deve ser econdmico, inerte, estavel, apresentar forca fisica, capacidade para aumentar a
especificidade enzimatica, capacidade de reduzir a inibi¢do do produto e capaz de prevenir a
adsorcdo ndo especifica e a contaminacdo bacteriana. Como a maioria dos suportes
apresentam apenas algumas dessas propriedades citadas, a selecdo do suporte para
imobilizacdo de enzimas devera ser escolhida com base nas propriedades e limitagcdes do
suporte. Existem diferentes métodos de imobilizagdo enzimatica que podem ser agrupados da
seguinte forma: 1) Método de adsor¢éo/ligagdo ao veiculo; 2) Ligacdo covalente/reticulaco;
3) Método de confinamento; 4) Confinamento de Membranas. Na figura 6 ¢ mostrada os

varios métodos de imobilizagdo enzimatica (SIRICHA, V.L et al.; 2016).
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Figura 6 - Métodos de imobilizacdo enzimatica.
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Fonte: Dalla-Vecchia, Nascimento e Soldi (2004).

2.6.1 Adsorcéao

O método de imobilizacdo mais utilizado é o de adsorcdo fisica, pois € simples,
barato, ndo necessita de ativacdo do suporte e possibilita a regeneracdo da matriz utilizada.
Nesse método, a enzima é imobilizada em suporte sélido através de ligacBes de baixa energia,
como de van der Walls ou hidrofébicas, i6nicas, etc. Esse método é dependente de diversos
fatores como, tamanho da enzima a ser adsorvida, area superficial do adsorvente, porosidade
(permitem a ligacdo da enzima com a superficie interna do suporte, o que fortalece a
adsorcdo) e tamanho do poro. Uma desvantagem desse método € que pode ocorrer dessorcao
causada pelas variacdes de temperatura, pH e forga idnica. O polietileno, poliprileno, resina
sintética e outros podem ser utilizados como suportes (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004; CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006; MENDES et al., 2011).

2.6.2 Ligacéo covalente/reticulagéo

Esse metodo de imobilizagdo depende principalmente da formacdo de ligacdo
covalente entre a enzima e o material utilizado como suporte. A formacdo de ligacOes

covalentes da enzima com a matriz (suporte) vai ocorrer através dos aminoacidos da cadeia
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lateral como histidina, arginina, &cido aspartico, etc. No entanto o que vai definir a reatividade
é a presenca de diferentes grupos funcionais como por exemplo, o grupo carboxila, grupo
amina, grupo fenolico, grupo sulfidrico, dentre outros. Ao impedir a inativacao dos residuos
de aminoacidos no sitio ativo pode-se alcancar atividades enzimaticas muito eficientes.
Existem estratégias de protecdo que sdo amplamente utilizadas com essa finalidade como a
ligagdo covalente da enzima com a matriz na presenca de substrato ou um inibidor
competitivo; por formacdo de um complexo inibidor enzimatico covalentemente reversivel; a
ligacdo covalente de uma enzima sollvel modificada quimicamente a matriz ¢ alcancada
através da incorporagdo de novos residuos; um precursor de zimogénio. (SIRICHA et al.;
2016).

2.6.3 Método de confinamento

Nesse método vai ocorrer o aprisionamento da enzima dentro de uma rede polimérica
através de ligacBes covalentes ou ndo covalentes que permitem a passagem de substrato e
produtos mas retém a enzima. Nesse método a enzima nédo se encontra ligada na matriz ou
suporte, o diferencia de outros métodos. A enzima pode entrar no suporte por diferentes
estratégias, como inclusdo da enzima dentro de uma matriz polimérica altamente reticulada,
por dissolucdo enzimatica em uma fase ndo aquosa, separando a enzima de uma solugédo
utilizando uma microcépsula semipermeavel. Existem diversos métodos de aprisionamento de
enzimas como o aprisionamento de fibras, aprisionamento de gel, microencapsulacdo, etc
(SIRICHA et al.; 2016).

2.7 Lipases imobilizadas

A imobilizagéo das lipase em processos industriais se torna vital, pois a enzima pode
ser facilmente recuperada e utilizada em reac¢6es continuas. As enzimas imobilizadas sdo mais
estaveis em relagcdo a temperatura, & quimica e & desnaturacdo por cisalhamento e permitem
também um facil manuseamento, recuperacdo e reciclagem do biocatalisador. As lipases
imobilizadas mais comumente utilizadas sdo extracelulares e comercialmente disponiveis
como Novozym 435 (lipase de C.antarctica imobilizada sobre uma resina acrilica
macroporosa), Lipozyme RM IM (lipase de Rhizomucor miehei imobilizada sobre uma resina

aniobnica) . No entanto, os suportes utilizados nos processos apresentam alto custo e a
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atividade das enzimas imobilizadas diminui na reciclagem continua devido a dessorcéo,
inativacdo do substrato e inibicdo do produto. Além disso, utilizando éleo bruto de custo
baixo como substrato, as lipases imobilizadas ndo podem ser utilizadas em muitos ciclos, uma
vez que se tornam rapidamente inativadas na presenca de uma matéria-prima contendo
fosfolipideos (AARTHY et al.; 2014).

Estudos demonstram que j& foram utilizados uma grande variedade de materiais
como suportes organicos e inorganicos para a imobilizacdo da enzima, tais como as zedlitas,
poli (propileno) ou silica porosa (Bayramoglu e Arica, 2009; Bayramoglu et al.; 2013. As
particulas superparamagnéticas tém sido amplamente utilizadas para imobilizar enzimas

porque elas podem ser prontamente separadas da reacdo (ZHANG et al.; 2016).

2.7.1 Imobilizacdo de lipases em zedlitas para producéo de biodiesel

Yagiz, Kazan e Alkin (2007) realizaram transesterificacdo de 6leos residuais de
(cozinha) para producdo de biodiesel. Os autores utilizaram lipase imobilizada em quatro
tipos diferentes de zedlitas como biocatalisadores heterogéneos, mas alcangaram uma baixa
porcentagem de enzima imobilizada e baixa conversdo de ésteres monoalquilicos quando
comparado com outros suportes que foram utilizados nesse estudo.

Vasconcellos et al.; (2012) utilizaram a zedlita Gismondina (escala micrométrica)
trocadas com metais de transicdo (Ni**, Zn®*, Cu*") como suporte para imobilizacéo da lipase
de R. miehei e posteriormente realizaram o procedimento de transesterificacdo do 6leo de
soja. O melhor resultado obtido foi do material trocado com niquel, onde se alcangou uma
conversdo de 56,2 % de ésteres metilicos, superior aos valores alcancados para quantidade

relativa do suporte puro (20%) e da enzima livre (39,3).

2.8 Zeblitas

As zeolitas sdo aluminossilicatos microporosos cristalinos hidratados que sao
constituidos a partir de estruturas tridimensionais de tetraedros TO, (onde geralmente o T é Al
ou Si) que estdo conectados uns aos outros por ligagdes dos atomos de oxigénio. Nessa
estrutura se formam numerosos canais e cavidades que contém &gua e céations de

compensacéo alcalinos e alcalinos- terrosos (ANBIA et al.; 2017). Essas gaiolas sdo fechadas
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e 0s canais apresentam dimensfes moleculares, com distribuicdo de tamanho de poros
limitados e sitios cataliticos ativos fortes (WANG et al., 2016).

Quando ocorre a incorporacdo de Al na rede estrutural a carga 3" no Al faz com que a
rede se torne carregada negativamente, desta forma é necessario equilibrar cada tetraedro de
AlO, com uma carga positiva, sendo necessario a presenca dos cations de compensacao. Estes
cations podem ser organicos ou inorganicos, eles se mantém dentro da estrutura fazendo com
que a rede consiga se manter neutra. (BIESEKI , 2012 e GIANNETTO et al., 2000). A
formula da cela unitaria de uma zedlita considerando as substitui¢cdes isomarficas que podem

ocorrer na armacao estrutural pode ser descrita como:
M yn [(SlOZ)X (AIOQ)}] - zZA

Onde:

M = cétion de valéncia n (X>0);

A = agua, moléculas diversas, pares idnicos (Z>0);
Z=moles de agua de hidratacao;

n = valéncia do cation de compensacao;

(x+y) = numero total de tetraedros por cela unitaria.

Os atomos de estrutura T se referem normalmente a &tomos de Si, Al ou P e em alguns
casos outros atomos, como o B, Ga, Be e Ge, dentre outros. Estes tetraedros [SiO,], [AlO4] ou
[PO.]
sd0 as unidades estruturais basicas da zedlita. Os tetraedros TO, sdo as unidades de
construcdo primaria da zedlita, e em uma zeo6lita, cada atomo de T é ligado a quatro atomos de
oxigénio, onde cada atomo de oxigénio faz a ponte entre dois atomos de T. As zeélitas de
aluminossilicato construidas a partir de tetraedros SiO4 e Tetraedros AlO, apresentam uma
estrutura anidnica, cuja carga negativa é compensada por cations extra-rede (XU et al., 2007).

As unidades de construgdo secundaria (SBUSs) introduzida por Meier e Smith contém
até 16 atomos coordenados tetraedricamente, elas sdo formadas pelo agrupamento das
unidades primarias. Deve-se observar que as SBUs sdo apenas unidades de construcao
topoldgica teodricas (XU et al., 2007). A juncdo das unidades secundarias de construcdo
levardo a formagdo de uma estrutura espacial continua complexa.

As zedlitas faujasitas trocadas com diferentes cations (Na*, K*, Ba**, Cu?*, Ni**, Li*, Rb",

Sr?*, Cs*) tém sido estudadas nos Gltimos quarenta anos devido & sua utilizacio na separagdo
33



e na engenharia de catalise petroquimica. As zeolitas faujasita sdo separadas normalmente em
duas classes: X que tém um relagdo Si/Al entre 1 e 1,5 e Y que apresenta uma relagdo Si/Al
maior que 1,5. Foi descrito na literatura recentemente a zeolita faujasita LSX (Low Silica X)
que tém relacdo Si/Al de 1,0. As distribuicbes dos diferentes cations na estrutura zeolitica é
muito importante para a compreensdao dos mecanismos que envolvem a adsorcdo e a
seletividade (FRISING , LEFLAIVE., 2008)

As peneiras moleculares e mais especificamente as zeo6litas oferecem diversas aplicagdes em
catalise (Cragueamento e Isomerizacdo de Xilenos) e Separacdo de Processos (Preparagédo de
Oxigénio puro e Remocgdo de agua, de gases ou liquidos). Sua gaiola se apresenta como uma
estrutura de geometria precisa, contendo poros que se ordenam de forma uniforme por todo o
cristal o que a torna muito util para todas as aplicacdes citadas nesse texto. O tamanho
limitado dos canais impede a formacdo de intermediarios indesejaveis (shape-form
selectivity) enquanto a cristalinidade do material ir4 conduzir as propriedades da particula
inteira. Embora mais de 150 espécies naturais ou sintéticos tenham sido caracterizados, ainda
ndo é possivel fazer a variagdo do tamanho dos poros e das gaiolas de forma sistematica
(WANG, XU et al., 2003). Na figura 7 podemos observar a estrutura de quatro tipos de

zellitas diferentes, com seus respectivos sistemas microporosos e dimensoes.
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Figura 7 - Estrutura de quatro tipos de zedlitas (faujasitas X e Y; ZSM-12; ZSM-5 ou silicalita-1; Theta-1 ou
ZSM-22) e seus respectivos sistemas microporosos e dimensoes.
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Fonte: Adaptado de Weitkamp, 2000.
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2.8.1 Aplicacéo das zedlitas

Devido & estrutura porosa dos materiais zeoliticos, eles possuem uma area superficial
elevada. As zeoOlitas também apresentam alta estabilidade térmica e mecanica. A presenca de
atomos de aluminio na estrutura gera propriedades acidas nesse material, e dessa forma as
zellitas sdo consideradas catalisadores solidos acidos. Todas essas propriedades tornam as
zedlitas adequadas para diversas aplicagdes de catalise. Um dos maiores consumidores desses
materiais sdo as industrias de petroleo, elas dependem das zeoélitas para utilizagdo como
catalisadores para o craqueamento de hidrocarbonetos pesados. Um exemplo é que 95% do
craqueamento catalitico fluido (FCC) dependem das zeolitas faujasita (FAU), enquanto que o
hidrocraqueamento catalitico (HDC) utilizam a zedlita do tipo BEA. Ja a nanotecnologia de
gas para liquido (GTL), tal como processo de Metanol para Gasolina (MTG), o catalisador
utilizado é do tipo zedlita MFI. Além da utilizagdo das zedlitas para producéo de petroleo,

elas também podem ser utilizadas em aplicagfes para sintese de produtos quimicos finos,
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como por exemplo industrias farmacéuticas em que essas zeolitas sdo usadas como
catalisadores para producgdo de drogas. E podem ser usadas também como componentes para
purificacdo de agua e detergentes para o tratamento da agua dura e como adsorventes gerais.
A literatura relatou recentemente que esses materiais encontraram aplicagdes na deteccéo,
separacdo, lasers e liberacdo de farmacos (ANIS et al.; 2016).

As estruturas zeoliticas podem ter aplicacfes em diferentes reas como na agricultura,
agua e tratamento de &guas residuais, petrdleo, petroquimica e detergentes devido a suas
propriedades como sistema poroso, area de superficie elevada, excelente estabilidade
hidrotérmica e quimica. Os materiais zeoliticos comercializados séo fornecidos sob a forma

de pd no tamanho micrométrico (ANBIA et al.; 2017).

2.9 Elementos terras-raras

A TUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada) faz recomendacdes
quanto ao uso da expressdo “metais de terras-raras” para os elementos Sc, Y e La a Lu. O
termo “série do lantanio se reserva para os elementos que apresentam numeros atomicos 57 a
71 (La e Lu) e o termo “lantanideo é mais restrito, devido a exclusdo do lanténio, incluindo os
elementos de nameros atdmicos 58-71 (Ce a Lu). Quando comparado com as terras-raras o
elemento escandio apresenta comportamento diferente, sua inclusdo na série se justifica com
base nas suas propriedades fisicos-quimicas (ABRAO, 1994). A figura 8 mostra os elementos

de terras-raras na tabela periddica.
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Figura 8 - Tabela periddica demonstrando os elementos de terras-raras.
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Fonte: FILHO, P,C.S.; SERRA, O.A, 2014.

As terras raras sao consideradas importantes recursos naturais que sdo utilizados na
geracdo de energias novas e materiais, na conservagdo de energia, prote¢cdo ambiental e nas
indUstrias aeroespacial e de informacdo eletrbnica. Recentemente as terras raras sdo
distribuidas principalmente nos paises (Estados Unidos, Australia, Brasil, China e india).
Entre essas nacOes apresentadas, a China é o maior produtor e exportador mundial de terras
raras, satisfazendo 85% da demanda por terras raras globais e possuindo 31% de reservas de
terras raras em 2015 (WANG et al.; 2017).

A quimica das terras-raras é determinada principalmente pelo tamanho dos seus
cations trivalentes. O estado trivalente é uma caracteristica de todas as terras-raras. Elas
formam Oxidos do tipo R,O3, que se assemelha aos 6xidos dos elementos alcalino-terrosos
como CaO e BaO, absorvem dioxido de carbono e agua do ar para formar carbonatos e
hidréoxidos. Nos elementos de terras-raras sao os elétrons 4f que fazem com que esses
elementos exibam individualidade, e possam se distinguir uma terra-rara da outra. Como
exemplo pode-se citar as diferencas entre as diversas propriedades semelhantes aos metais de
terras-raras, ou, a ocorréncia de ferromagnetismo no Gd e a supercondutividade no La.
Quando em temperatura amebiente, ou em temperaturas mais baixas, 0 Gd metalico € atraido

por um magneto, pois é ferromagnético, mas as outras terras-raras ndo. Em temperaturas mais
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baixas o elemento La € a Unica terra-rara metélica que perde sua resisténcia ao fluxo elétrico.
Na temperatura de mais ou menos -267 °C esse elemento se torna um condutor forte de
eletricidade, i.e., um supercondutor. Das propriedades fisicas das Terras-raras, a
susceptibilidade magnética e os espectros de absorcdo dos ions trivalentes apresentam
particular interesse (ABRAO, 1994).

As diversas aplicagdes dos elementos de terras-raras é devido principalmente &s suas
propriedades magnéticas, Opticas ou redox inerentes a esses elementos. A figura 9 apresenta
as aplicacdes mais comuns das terras-raras, e a porcentagem que cada tipo de utilizagéo

consome do total desses elementos.

Figura 9 - a) Principais aplicagOes das terras-raras e seus percentuais utilizacdo em termos de (b) volume e (c)
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Fonte: FILHO, P,C.S.; SERRA, O.A, 2014.
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2.9.1 Zedlitas trocadas com cations de terras-raras

As zeolitas faujasita do tipo Y trocadas ionicamente com os elementos de terras raras
como (La, Ce, Pr, Nd, Sm, etc) sdo de grande interesse na industria de refino de petroleo. A
troca catidnica nessas zedlitas desempenha uma mudanca consideravel nas suas propriedades
com relacdo & estabilidade, seletividade, absorcdo e atividade catalitica. A localizacdo dos
cations a serem trocados dentro da estrutura da zedlita estd diretamente relacionada &s
condicdes de troca idnica. A quantidade de moléculas de H,O durante esse processo € de
grande importancia, pois os cations de terras raras (TR**) se hidrolisam dentro das cavidades
das zeélitas formando complexos hidrolisados do tipo [TR(OH)]**, fixando a TR*. As zedlitas
Yquando trocadas com as terras raras vao apresentar alta estabilidade e atividade catalitica,
sendo considerado o principal componente ativo dos catalisadores de FCC (ROSA.; SERRA.;
AGUIAR, 1992).

Quando introduzimos os elementos de terras raras nas zedlitas evitamos a perda de
aluminio na sua estrutura, resultando em uma resisténcia estrutural melhorada as condicdes
hidrotermais severas que sdo encontradas, por exemplo, na etapa de regeneracdo da FCC.
Além disso, a presenca de espécies catidnicas altamente carregadas também pode modificar a
distribuicdo da forca de &cido na zedlita devido & polarizacdo de grupos OH ou a um efeito
indutivo nesses grupos. Atualmente existem poucos estudos sobre as influéncias dos
elementos de terras raras em materiais como zeo6lita beta, dentre outros (MARTINS et al.,
2005).

Todavia no que diz respeito ao uso de catalisadores nanozeoliticos trocados com
terras-raras usados na geracdo de biocombustivel, existe uma lacuna de informac@es e poucas
referéncias. Mas especificamente 0 uso desses materiais como matrizes sélidas para
imobilizagdo de enzimas, no melhor de nosso conhecimento ndo ha nenhum registro tanto na
literatura cientifica como patentaria, sendo portanto essa a motivacdo desse projeto de

pesquisa.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Sintetizar e caracterizar a nanozedlita faujasita pura e trocada com diferentes
lantanideos. Estudar a transesterificagdo quimica das nanozedlitas trocadas com o0s
lantanideos para producdo de biodiesel e a utilizacdo das nanozedlitas —p=como suporte para
imobilizacdo da lipase proveniente de Thermomyces lanuginosus bem como avaliar a
atividade catalitica da zeolita pura, da enzima livre e do complexo nanozeolita/enzima na

catélise da reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja a biodiesel via rota etilica

3.2 Especificos
v Sintese e Caracterizacdo da nanozedlita faujasita pura e trocada com La**,

Ce*, Gd** e Dy*"

v' Caracterizacdo das nanozedlitas obtidas por técnicas fisicas do estado solido
como cristalografia de Raios-X de materiais policristalinos (DRX), Espectroscopia de
Infravermelho;

v' Estudo da transesterificacdo quimica via etilica e metilica do 6leo de soja
utilizando nanozeolita faujasita trocada com diferentes terras-raras como catalisadores.

v' Avaliacdo da eficiéncia catalitica dos complexos nanozeotlita-enzima, que
foram obtidos através de troca ionica da nanozeélita com os lantanideos (La**, Ce**, Gd* e
Dy™);

v' Estudo da imobilizacdo da lipase de T.lanuginosus;

v' Caracterizacdo da quantidade de proteina adsorvida no suporte zeolitico;

v' Avaliacdo da atividade enzimatica dos complexos (nanozeédlita/enzima) na
hidrolise do 6leo de soja pela andlise titulométrica;

v/ Testes cataliticos dos materiais imobilizados (nanozeotlita/enzima), para a
reacdo de transesterificacdo do Oleo de soja para producdo de biodiesel usando etanol e
comparacéo dos resultados obtidos quando os catalisadores sdo utilizados separadamente;

v' Andlise da qualidade do biodiesel através de cromatografia gasosa de acordo

com a norma europeia EM 14103.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese da nanozeolita faujasita pura

A sintese da nanozeolita faujasita (Nano-X) com alto teor de aluminio foi realizada
da seguinte forma: foram utilizados 5,349 de hidroxido de sodio (pellets, 98,5 % Fluka),
2,429 de aluminato de sdédio (Al,O3: 50-56% e Na,O: 40-45%, Sigma-Aldrich) e preparados
em forma de solugdo adicionando (50,0g) de &gua destilada. Foi acrescentada 3,439 de silica
fumed (SiO,, 99,8%, Sigma-Aldrich) & solucdo de aluminato de sddio para que a composi¢do
molar da reacdo fosse: 5,5 Na,O: 1,0 Al,O3: 4,0 SiO,: 190 H,O. O gel resultante do
procedimento descrito acima foi colocado sob agitacdo magnética (250rpm) e a cristalizacao
sucedeu por 48 horas a 60°C. O produto obtido, identificado como Nano-X/Na, foi recuperado
através de centrifugacdo (12.000 rpm), lavado com &gua deionizada e seco & temperatura
ambiente durante 24 horas, logo em seguida foi realizada andlise por difracdo de raios-X
(Zhan et al., 2001; Zhan et al., 2002).

4.2 Sintese das nanozedlitas Nano-X/Na modificadas com lantanideos através do
processo de troca idnica

A Nano-X/Na foi submetida a troca idnica, com o intuito de substituir os cations de
sodio por cation de lantanideos. As amostras obtidas foram identificadas como Nano-X/-Me/-
c-/-t em que a letra -Me indica o cation de lantanideo (La**, Ce**, Gd** e Dy*"), a letra-c
indica a concentracdo molar empregada e a letra -t indica o tempo na etapa de troca idnica.
Todas as trocas i6nicas foram executadas utilizando 1g da nanoze6lita NaX em 30 mL das
respectivas solucBes de cloretos com os lantanideos. Ao final da troca idnica os produtos
solidos foram centrifugados, lavados com agua destilada por trés vezes e seco a temperatura
ambiente.

A troca idnica da Nano-X/Na com os cloretos de (La**, Ce**, Gd** e Dy*") foi
realizada na concentragéo de 0,1 M e 0,5 M, mantidas durante uma hora em agitacdo de 500

rpm e 60°C durante 48 horas.
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4.3 Difracgéo de raios X (DRX)

A técnica de DRX foi utilizada para caracterizar a estrutura do material zeolitico,
através desta técnica podemos identificar a zedlita, o grau de cristalinidade do material, a
monitoracdo das transicOes de fase, realizar uma avaliacdo do tratamento de troca ionica e
suas mudancas estruturais. A zeolita bem como outros solidos cristalinos apresentam um
padrao de diragdo inico, uma espécie de “impressao digital” para identificagdo e classificagao
dos materiais ((Baerlocher, McCusker e Olson, 2007, Vasconcellos, 2015). Um Rigaku Mini
Flex Il em uma fonte anodo rotativo com uma placa plana de geometria Bragg-Brentano
(operando com radiagdo Cu Ko comprimento de onda = 1,5418 A) em 40 kV e 40mA e
equipado com um monocromador de grafite. foi utilizado para coletar os dados de DRX das
amostras de nanozeolitas. Os padrdes de difragdo em p6 foram registrados na faixa de 2a = 3-
50° com um gonidmetro e taxa de scan de 2°/min. A amostra foi inicialmente macerada para
assegurar que a superficie da amostra permanecesse lisa e uniforme e adicionada em um

porta-amostra para a analise.

4.4 Analises de Infravermelho

A andlise de infravermelho foi utilizada para fazer a identificacdo das vibracdes das
ligacGes quimicas das nanozeolitas puras e imobilizadas e verificar se ocorreram mudancas
nessa vibracGes apds a ativacdo destas por troca i6nica. As analises de infravermelho com
transformada de Fourier no modo de reflexdo total atenuada (ATR-FTIR) foram realizadas no
laboratério de fisica- IBILCE UNESP, e o equipamento utilizado contém um acessério de
diamante ATR (Perkin Elmer Frontier) e um espectrometro FTIR. As analises foram
realizadas em um intervalo de 400 a 4000cm-1, utilizando 64 varreduras com 4cm™ de

resolucé@o nos espectros.
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4.5 Transesterificacdo Quimica utilizando os derivados obtidos da troca i6nica da Nano-
X/Na nas concentracgdes (0.1M) e (0.5M)

Para as reacOes de transesterificacdo quimica, foram utilizados 6leo de soja e alcoois
etanol e metanol. As condicbes para a producdo de biodiesel foram semelhantes a
metodologia descrita por Shu et al., (2007) fazendo as adaptacfes necessérias nas condicoes
de sinteses para os novos catalisadores. As transesterificagdes foram realizadas sob as
seguintes condicdes: 6leo/etanol de 1:20 e 6leo metanol de 1:20, quantidade de catalisador 5%
(% em massa em relacdo ao 0leo) , temperaturas de 65°C e 120 °C, tempo de reacdo: 8 e 12
horas e agitacdo de 500 rpm.

As reacOes de transesterificacdo foram realizadas utilizando os complexos Nano-
X/La/0.1M, Nano-X/Ce/0.1M, Nano-X/Gd/0.1M e Nano-X/Dy/0.1M, Nano-X/La/0.5M,
Nano-X/Ce/0.5M, Nano-X/Gd/0.5M e Nano-X/Dy/0.5M. As reacGes foram realizadas
utilizando um baldo de fundo redondo, equipado com um condensador de refluxo, um
termOmetro e um agitador mecanico. O frasco foi imerso em um banho de silicone com a
temperatura controlada. O dleo de soja juntamente com o0s complexos de
nanozedlita/lantanideos e o alcool foram aquecidos a temperatura requerida e permaneceram
sob agitacdo (500 rpm) durante 8 e 12 horas. ApGs o término da reacdo, o excesso de etanol e
metanol foi evaporado utilizando presséo reduzida e o produto foi separado do catalisador por
centrifugagéo.

Apds a reacdo de transesterificacdo de todo o processo descrito acima foi realizada
analise por Cromatografia De Camada Delgada (TLC) de acordo com a metodologia descrita
por Yang et al, 2009. Inicialmente 25 pL da mistura reacional foi retirada e misturada com
100 pL de hexano. Em seguida foi realizada a separacdo por centrifugacdo (2 min.) da
amostra. Apos esse procedimento, 1 puL da camada superior da amostra foram aplicados em
uma placa de silica gel e logo em seguida a placa foi adicionada em uma cuba de vidro
fechada (camara) contendo uma mistura de solvente hexano/acetato de etila/acido acético
(90:10:1). Apos a corrida do solvente, as placas foram secas e reveladas com iodo sublimavel
(YANG, SOHN E KIM, 2009).
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4.6 Adsorcao de Enzimas sobre as Nanozedlitas

O procedimento de imobilizacdo utilizado foi adaptado da referéncia (HU et al.,
2009). Inicialmente as lipases comerciais produzida por T.lanuginosus foram imobilizadas
sobre os suportes: Nano-X/La/0.1M, Nano-X/Ce/0.1M , Nano-X/Gd/0.1M e Nano-X/Dy/0.1
M e Nano-X/La/0.5M, Nano-X/Ce/0.5M, Nano-X/Gd/0.5M e Nano-X/Dy/0.5M A adsor¢édo
foi realizada a temperatura ambiente pela incubacdo das lipases (2mg/mL) e agitada em
200rpm por 16 horas. Os suportes ja com as lipases imobilizadas foram separados por
centrifugacdo em 12.000 rpm, submetido a duas lavagens com &gua deionizada e
posteriormente mantido a 25°C “overnight” e logo em seguida armazenado & temperatura de
4°C antes da reacao de transesterificacdo. O método descrito por (BRADFORD, 1976) que
utiliza Albumina de Soro Bovino (ASB) como um padrdo foi utilizado para determinar a
concentracdo de enzimas imobilizadas. A quantidade de proteina adsorvida sobre a matriz Pg
(mg/g) foi calculada de acordo com (YAGIZ, KAZAN E AKIN, 2007) pela Equacédo 1.

Colo—Cil'y

W

Pﬂ':

£=]

Equacéo 1. Determinacdo da quantidade de proteina total.

Na qual:

CO0 ¢ a concentracdo de proteina inicial (mg/ml), Cf a concentracéo final (mg/mL), VO é o volume inicial da
solugdo de lipase (mL), Vf é o volume final (ml) e w é a massa do suporte usado (g). A quantidade de proteina
imobilizada sobre o suporte foi determinada pela medida da concentracéo inicial e final de proteinas presentes
nas solugdes e convertida para porcentagem de enzima imobilizada. Posteriormente, o suporte com a lipase

imobilizada foi seco a 25°C “overnight” e armazenado em 40°C antes da reacdo de transesterificacéo.

4.7 Ensaios enzimaticos para medida de atividade enzimatica pelo método titulométrico

Para medir a atividade enzimatica dos complexos nanozedlitas/enzimas foi utilizado
0 método de titulacdo seguindo os procedimentos experimentais descritos nas especificacdes
(ACS, 1993) e os protocolos de testes padrGes da Sigma para ensaios enzimaticos de lipases
(EC 3.1.1.3) com algumas modificagdes (PINSIRODOM E PARKIN, 2001; GUPTA,

UPADHYAY & SHRIVASTAVA, 2011; SPERA et al., 2011).
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De acordo com essa metodologia, uma mistura composta por 20 mM de tampéo
fosfato de sodio, goma arébica (1% m/v) e o substrato (6leo de soja) 1:1 (v/v) foi preparada
em um volume total de 2 ml. Logo em seguida, 25 mg de um complexo nanozedlita-enzima
foi adicionado e a mistura foi incubada por durante 30 minutos a temperatura de 37°C, as
reacOes foram cessadas pela adigdo de 2,5 mL de etanol a 95%, em seguida resfriada em
banho de gelo. A solugéo foi centrifugada em 12.000 rpm.

A quantidade de acidos graxos livres liberados presentes no sobrenadante foi
determinada por titulacdo da amostra com NaOH 0,05M, onde a fenolftaleina foi usada como
indicador. As medidas foram efetuadas por duplicata e uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima requerida para produzir 1,0 micromol de &cido
graxo liberado de um triacilglicerideo em 1 hora dentro das condi¢bes de ensaio. Para o
branco, foram utilizadas as amostras das nanozedlitas sem enzimas imobilizadas na mistura
reacional. A atividade lipolitica da enzima imobilizada, U/mg solido, foi calculada de acordo
com a Equagéo 2.

(NaOH)(Molardade of NaOH)(1000)(2)

mg do solido

Unidades/mg-solido =

Equagdo 2 - Determinacéo da atividade enzimatica para enzima imobilizada por titula¢&o.

Onde:

NaOH = Volume (em mililitros)

1000 = Fator de conversdo de miliequivalentes para microequivalentes

Tempo 2 = fator de conversdo de 30 minutos para 1 hora (defini¢cdo da unidade)
mg de s6lido = massa (em mg) dos complexos enzima-nanozeolite utilizados

4.8 Transesterificagdo enzimatica utilizando o0s complexos nanozedlitas-enzimas-
lantanideos

Para as reagdes de transesterificagdo enzimatica foram utilizados 6leo de soja. As
condi¢Bes para a producdo de biodiesel foram idénticas & da metodologia descrita por
(MACARIO et al., 2007) e (YAGIZ, KAZAN E AKIN, 2007) fazendo as adaptagdes
essenciais nas condicdes de sinteses para 0s novos catalisadores. Foram utilizadas uma razéo

Oleo/etanol de 1:4 para as reacOes de transesterificagdo com os complexos nanozeolita/enzima
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utilizando temperatura de 40°C. O etanol foi adicionado vagarosamente em (batelada
alimentada) para evitar a inativacdo da enzima. Apos o término da reacdo, 0 excesso de etanol
foi evaporado utilizando pressao reduzida e o produto (biosiesel e glicerol) foram separados
por centrifugacao a 12.000 rpm.

Apo0s a reacdo de transesterificagdo e todo o processo descrito acima foi realizada
andlise por Cromatografia De Camada Delgada (TLC) de acordo com a metodologia descrita

por Yang et al, 20009.

4.9 Andlises por Cromatografia Gasosa (CG) do teor dos ésteres etilicos

A cromatografia gasosa foi utilizada para analisar os teores de ésteres etilicos
baseada na norma EM 14203 — método utilizado para determinar a porcentagem de ésteres
metilicos de &cidos graxos presentes em uma amostra por cromatografia gasosa com
calibracdo interna (nonadecanoato de etila) sendo este método apropriado para o biodiesel
com ésteres etilicos entre Cy4 e Cyy. Os reagentes utilizados para realizar a analise de
determinacédo do teor de ésteres etilicos foram: n-heptano 95% e nonadecanoato de etila com
pureza conhecida (minimo 99%).

O cromatdgrafo utilizado para as anélises foi cromatografo gasoso (CG) CLARUS
580-Perkin equipado com detector de ionizacdo de chama (GC-FID), utilizando uma coluna
capilar Restek-Carbowax (30 m de comprimento X 0,25mm de diametro interno). O
procedimento seguido para determinacdo da concentracdo de ésteres etilicos foi: inicialmente
foram pesados 100 mg do éster etilico (amostra) em um vial de 10 mL. Logo em seguida,
foram adicionados 100 mL de uma solugdo de nonadecanoato de etila (padréo interno).
Posteriormente, a amostra de ésteres etilicos foi injetada nas seguintes condicdes: hélio como
gas de arraste a uma taxa de 2 mL/min., as temperaturas do detector e do injetor foram 250 °C
e o inicio da temperatura do forno foi de 50 °C aumentando até 250 °C em uma taxa de 5
°C/min.

O célculo do teor de ésteres etilicos foi conforme a Equacgéo 3.

B (2. A4)— AEI " CEI *VEI
Arr m

C #100%

Equacéo 3 - Determinagéo do teor de ésteres.
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Na qual,

YA = Soma da érea total dos picos de ésteres etilicos de Cy4até Cyy
AEI = Area do pico correspondente ao nonadecanoato etila.

CEI = Concentracdo do nonadecanoato de etila (mg/mL)

VEI = Volume do nonadecanoato de etila (mL)

m = Massa da amostra (mg)

4.10 Ensaio para determinacao da atividade enzimatica da enzima na sua forma livre

A atividade enzimatica da enzima lipase na sua forma livre foi determinada pelo
protocolo & principio descrito por Winkler e Stuckmann (1979) e adaptado dos protocolos
(KRIEGER, 1995; BRUSH et al., 1999), que consiste em medir a quantidade em micromoles
de p-nitrofenol liberados através da hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (p-NPP).

Nessa metodologia uma solucdo de palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) (3mg/mL) foi
preparada em &lcool isopropilico (solucdo A), enquanto outra solucdo (solucdo B) foi
preparada a partir de goma arabica (0,5%, m/v) e Triton X-100 (2%, m/v),as duas solucdes
foram diluidas em tampéo fosfato de sédio (pH 7, 0,05 M). Logo apds esse procedimento,
1mL da solucdo A foi adicionado a 9 mL da solucdo B. Esta mistura foi denominada de
substrato. Foram preparadas solugdes estoques de enzima em tampdes contendo diferentes
concentracdes (0,0001; 0,001 e 0,01 M) de Gadolinio (Gd**) e Lantanio (La**) (0,0001; 0,001
e 0,01 M) para realizar o teste de atividade enzimatica.

O seguinte procedimento foi utilizado para determinar a atividade da enzima livre:
foram adicionados 100 L L de enzima livre diluida em tampé&o fosfato em 900 pL da solucéo
final de substrato, logo em seguida, essa mistura foi incubada por 1 minuto a 37°C. A
guantidade de p-nitrofenol liberada foi determinada espectrofotometricamente (410 nm) e
todas as medidas foram realizadas em triplicata. A atividade lipolitica da enzima livre, U, foi

calculada de acordo com a Equagéo 4.

JI Absiﬁ ] “10° | D
lexx.*7

Equacéo 4 - Determinacéo da atividade para a enzima livre por espectrofotometria.

U =
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Na qual:

U, unidade de atividade enzimatica é expressa como U/mL, onde 1 unidade de atividade é
definida como a formacgéo de 1 _mol de p-nitrofenol liberado de p- NPP por minuto dentro das
condigOes do ensaio; Abs, abosorbéncia da amostra em 410nm; Vt, volume total da reacdo
(mL); Xe, volume da solucéo enzimatica (mL).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Sintese da Nanozedlita faujasita pura (NaX)

A zedlita faujasita pura na escala nanométrica foi sintetizada seguindo a metodologia
descrita por Zhan et al., 2001; Zhan et al., 2002 e posteriormente foi realizada analise por
difracdo de raios-X para identificar o nanomaterial.

Foi revelado através da técnica de raios-X que o material sintetizado apresenta alta
pureza, pois s6 foram formadas fases que pertencem & familia da zedlita faujasita (FAU).
Verificou-se uma reflexdo menos intensa e alargada em 26=6°, essa reflex&o esta relacionada
ao plano (111) da faujasita. Essa estrutura apresenta outras reflexdes de difracdo importantes
que também foram identificadas e se localizam na regido de 2 ©=16° (331), 27° (646).
(VASCONCELLOS, 2015; ZHAN et al., 2001; ZHAN et al., 2002).

Figura 10 - Padrdes de difracdo de raios-X da familia de nanozedlita faujasita.

ﬂMMMMJ -

10 20 30 40 50

Intensidade (U.a.)

26(%)
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5.2 Troca idbnica da nanozedlita faujasita (NaX) com as Terras-Raras (La**, Ce**, Gd** e
Dy3+)

O objetivo da troca idnica é obter materiais mais ativos, nesse trabalho estudou-se a
propriedade de troca idnica para a nanozeolita faujasita, pois com base na literatura e no
trabalho publicado em 2012 pelo nosso grupo (DE VASCONCELLOS et al., 2012) sabe-se
que a troca idnica parcial ou total de zeo6litas na escala micrometrica provoca mudancgas nas
caracteristicas desses materiais, modificando a forma como estes interagem com a enzima o
que torna estes materiais muito mais ativos para a imobilizacao de enzimas.

Para determinar os pardmetros ideais de troca idnica foi escolhida a nanozeodlita
faujasita (NaX) que proporciona algumas vantagens no seu uso, pois pode ser sintetizada pelo
método hidrotermal convencional, ou seja, sem adicdo de direcionadores organicos de
estrutura, o que torna o processo mais eficiente e econdmico. A nano-X apresenta quantidade
de aluminio elevada, ou seja, baixa razéo Si/Al o que favorece os estudos de troca i6nica (De
VASCONCELLOS et al., 2015).

Foi realizada a troca idnica da nanozedlita faujasita (NaX) utilizando os seguintes

cations: La>*+, Ce**, Gd** e Dy*" nas concentragdes molares (0,1 M e 0.5 M).

5.3 DRX dos derivados da troca i6nica obtida a partir da nanozedlita Nanozeélita
faujasita/Na trocada com as terras-raras La®*", Ce**, Gd** e Dy*".

Apos a Troca ibnica da nanozedlita faujasita com as Terras-Raras realizou-se um
estudo dos difratogramas de raios-X das amostras nanozedlita Faujasita trocada com 0s
diferentes cétions (La ** Ce** Gd* e Dy* na concentragdo 0,1M e La *" Ce*" Gd** e Dy** na
concentracdo 0.5M) em comparacdo ao da nanozedlita na sua forma sodica (Nanozedlita
Faujasita/Na) com o intuito de observar se ocorreu mudanca na estrutura cristalina da zedlita
faujasita apds o procedimento da troca ibnica. Os difratogramas das amostras descritas acima

estdo apresentados nas Figuras 11 e 12.
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Figura 11 - Difratogramas dos derivados da nanozeolita faujasita (NaX) trocada com diferentes cations de
Terras Raras. Nanozeolita faujasita trocada com lantanio a 0.1M, Nanozedlita faujasita trocada com Cério a
0.1M, Nanozeolita faujasita trocada com Gadolinio a 0.1M e Nanzedlita faujasita trocada com Disprésio a 0.1M.

2 NaX/Dy/0.1M

NaX/La/0.1M

Intensidade (U. a.)

A analise dos padrées de DRXs de todas as amostras de nanozeolitas trocadas com
Terras-Raras & 0,1 M apresentadas revelou diminuigdo na intensidade das reflexGes de
difracdo em consequéncia & presenca de cations, no entanto quando comparadas com a
amostra original (Nanozeodlita faujasita/Na) essas ndo apresentaram mudangas estruturais
significativas, pois a maior parte das reflexdes originais de Bragg presentes na amostra

(Nano-X/Na) sintetizada se mantiveram.
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Figura 12 - Difratogramas dos derivados da nanozeolita faujasita (NaX) trocada com diferentes cations de
Terras Raras. Nanozeolita faujasita trocada com lantanio a 0.5M, Nanozedlita faujasita trocada com Cério a
0.5M, Nanzeolita faujasita trocada com Gadolinio a 0.5M e Nanozedlita faujasita trocada com Disprosio a 0.5M.

Mano-2 0y A0 . 5h

[ Mano-x/Gdd 5k 7

Mano-23"T e /0. 50

Intensidade (U.a.)

MNano->x'Land. 5

:r_'\. Mano-X/Na

A anélise dos padrdes de DRXs de todas as amostras de nanozeolitas trocadas com
terras raras a 0,5 M apresentadas revelou diminuicdo na intensidade das reflexdes de difracdo
em consequéncia a presenca de cétions, e quando comparadas com a amostra original
(Nanozedlita faujasita/Na) algumas das principais reflexdes originais de Bragg continuaram

presentes nas amostras.
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5.4 Espectroscopia da regido do infravermelho dos derivados da troca-ibnica com
nanozedlita Nano-X/Na

A figura 13 demonstra a amostra da nanozeo6lita Nano-X/Na trocadas com os cations
de Terras-Raras foram analisadas por FTIR-ATR. O objetivo dessa analise € verificar se
ocorreu alguma mudanca nas vibracdes das ligagdes quimicas do suporte nanozeolitico. As
andlises das bandas de absorcdo foram realizadas na regido estrutural da nanozedlita 400-
4000cm.;.

Segundo Flaningen (1979) as bandas que se localizam na regido de 1200-450 cm®
sdo referentes aos estiramentos das ligacGes entre Si-O-Al, Si-O-Si, Si-O e Al-O. Na regido
do esqueleto estrutural de 500-1600 cm™ (figura) é demonstrado através da analise dos
espectros de FTIR-ATR obtidos para as nanozedlitas Nano-X/Na algumas variagcbes em
relacdo as amostras que foram submetidas a troca i6nica: Nano-X/La/0.5 M, Nano-X/Ce/0.5
M, Nano-X/Gd/0.5 M a 0.5M e Nano-X/Dy/0.5 M.

Segundo Kong et al, 2007 os grupamentos amida | e Il sdo principalmente feitos na
regido de 1700-1600 cm™ por causa dos estiramentos C=0 nas amidas | e aos estiramentos
C-N e N-H nas amidas I1. Os dados do infra vermelho analisados na regi&o de 1500-1700 cm™
onde se encontram as vibracGes caracteristicas das amidas 1,2 e 3 ndo sdo tdo evidentes e

portanto sdo consideradas ndo conclusivas.
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Figura 13 - Espectro de infravermelho FTIR-ATR das amostras Nano-X/La/0.5 M, Nano-X/Ce/0.5 M, Nano-
X/Gd/0.5 M e Nano-X/Dy/0.5 M antes e ap6s a imobilizacdo enzimatica.
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5.5 Transesterificacdo Quimica utilizando os derivados obtidos da troca i6nica da
Nanozeoélita faujasita (NaX) nas concentracées (0.1M) e (0.5M)

Apds a troca idnica da Nanozedlita faujasita (NaX) todos os dervivados dela: Nano-
X/La/0.1M, Nano-X/Ce/0.1M, Nano-X/Gd/0.1M e Nano-X/Dy/0.1M. Nano-X/La/0.5M,
Nano-X/Ce/0.5M, Nano-X/Gd/0.5 e Nano-X/Dy/0.5M foram aplicados na reacdo de
transesterificacdo quimica com o intuito de produzir ésteres etilicos de acidos graxos e ésteres
metilicos de acidos graxos. As condigdes utilizadas para a reacdo de transesterificagdo foram:
5% de catalisador (Nanozedlita faujasita trocada com os céations de terras-raras), Alcool
(etanol e metanol), temperaturas (65 °C e 120 °C).

Apos a transesterificacdo via etilica e metilica as amostras foram submetidas a
cromatografia de camada delgada (TLC) a fim de verificar a possivel formacdo de ésteres
etilicos e metilicos de acidos graxos. Apos a analise verificou-se que ndo foram formados
ésteres etilicos e metilicos de acidos graxos e portanto as amostras ndo foram submetidas a

analise por cromatografia gasosa (CG).
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Shu et al.; (2007) durante um experimento utilizou a zeo6lita beta trocada com nitrato
de lantanio sob condigdes: proporgdo 6leo:metanol 1:20; 5% de catalisador em 4 horas de
reacao alcancou 48,9% de ésteres metilicos de acidos graxos, podendo evidenciar de acordo
com a literatura que o tipo de zedlita utilizada no processo exerce grande influéncia na

producdo de ésteres metilicos de &cidos graxos.

5.6 Imobilizacéo e atividade enzimatica dos derivados obtidos por troca idnica da Nano-
X/Na nas concentragdes(0,1M e 0.5M)

Os valores de porcentagem de imobilizagdo e atividade enzimética da lipase de
Thermomyces lanuginosus para o suporte (Nano-X/Na) mostrados na tabela 1 foi retirado de
um trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa (Vasconcellos et al, 2015) com intuito de
comparar os valores de porcentagem de imobilizacdo e atividade enzimatica da lipase
Thermomyces lanuginosus do suporte puro com 0 suporte trocado com as Terras-Raras
realizado nesse projeto.

Apds a troca ibnica as medidas de atividades enzimaticas foram de (20,0 £ 0,1 U/mg
suporte) para Nano-X/La/0.1 M . A Nano-X/Ce/0.1M apresentou atividade enzimatica de
(20,0 £ 0,5 U/mg suporte). O complexo Nano-X/Gd/0.1M apresentou o maior valor de
atividade enzimatica (22,0+ 0,2 U/mg suporte) e o menor valor de atividade enzimatica foi
para o0 complexo Nano-X/Dy/0.1M que apresentou (12,0+0,3 U/mg suporte). O maior valor
de atividade enzimatica para o suporte de Gadolinio pode indicar que a atividade enzimatica
esta relacionada com o cétion presente na estrutura do suporte nanozeolitico.

Os dados de porcentagens de imobilizagdo para o suporte (Nano-X/Na) foi de
(20,6+0,9%) e a atividade enzimatica desse complexo apresentou (3,2+0,3 U/mg suporte).
Com relagdo & quantidade de enzima imobilizada o complexo Nano-X/La/0.1 M apresentou
(52,9+0,2%), sendo este o maior valor de porcentagem de imobilizacdo dentre os complexos
nanozedlitas/enzimas utilizados. O complexo Nano-X/Ce/0.1M apresentou valor
intermediario (12,0£0,2%) de porcentagem de imobilizacdo. E os suportes Nano-X/Gd/0.1M
e Nano-X/Dy/0.1M apresentaram valores mais baixos de porcentagem de imobilizagédo
(8,0£0,3% e 6,0+0,5%). Segundo Vasconcellos (2015) a nanozedlita Nano-X/Na trocada com
diferentes cations pode afirmar que a quantidade de enzima imobilizada e a atividade

enzimatica sdo extremamente dependentes da natureza idnica presente nesses solidos.
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A porcentagem de enzima imobilizada e a atividade enziméatica dependem da
estrutura cristalina dos suportes sélidos. Devido a um trabalho realizado por Vasconcellos
(2012) ja era esperado uma baixa atividade enzimatica para os suportes zeoliticos na sua
forma pura, ja que a literatura descreve um comportamento similar para zedlita micrométrica
em sua forma sodica (YAGIZ, KAZAN E AKIN, 2007; DE VASCONCELLOQOS et al.,2012).

Apos a troca ibnica da Nano-X/Na com as Terras-Raras & 0.5 M foram avaliadas as
medidas de atividades enzimaticas dos complexos Nano-X/La/0.5 M, Nano-X/Ce/0.5M,
Nano-X/Gd/0.5M e Nano-X/Dy/0.5M e através dos dados obtidos podemos afirmar que a
menor atividade enzimatica foi para o Nano-X/La/0.5 M (17,2 £ 0,9 U/mg suporte). O Nano-
X/Ce/0.5M e Nano-X/Dy/0.5M apresentaram valores intermediarios de atividade enzimatica
( 20,8 £ 0,3 U/mg suporte e 30,8 + 0,6 U/mg suporte). O maior valor de atividade
enzimatica foi obtido através do complexo Nano-X/Gd/0.5M (44,0 £ 0,2 U/mg suporte) e
podemos observar que o complexo Nano-X/Gd/0.1M mostrado na tabela acima, também
apresentou o maior valor de atividade enzimatica (22,0+0,2 U/mg suporte) reforcando que a
atividade enzimatica esta relacionada com o cation presente na estrutura do suporte
nanozeolitico.

A maior porcentagem de imobilizacdo foi alcancada para o complexo Nano-
X/Gd/0.5M (40,9 %), e podemos verificar que esse complexo é 0 mesmo que apresentou a
maior atividade enzimética. Esse resultado se difere dos dados obtidos para o complexo
Nano-X/Ce/0.5M (8,2 %), no qual apresenta uma porcentagem de imobilizacdo menor, mas
sua atividade enzimatica (20,8 £ 0,3) é maior do que para o complexo de Nano-X/La/0.5 M
que apresentou (20%) de porcentagem de imobilizacdo mas apenas (17,2 + 0,9 U/mg suporte)
de atividade enzimética. E o complexo Nano-X/Dy/0.5M apresentou valor intermediario de
porcentagem de imobilizacdo (40,2%) e atividade enzimatica (30,8 % 0,6 U/mg suporte).

Vaconcellos (2015) trabalhou com a Nanozedlita faujasista trocada com metais de
transicdo & 0.5 M e alcangou alguns valores proximos de porcentagem de imobilizacéo e
atividade enzimatica quando comparados com esse trabalho. Os valores obtidos de
porcentagem de imobilizacdo foram: Nanozeoélita faujasita trocada com Manganés &
0.5M/Enzima Lipase (77,5%) , Nanozedlita faujasita trocada com Cobre & 0.5M/Enzima
Lipase (68,4%), Nanozeolita faujasita trocada com Cobalto a 0.5M/Enzima Lipase (100%),
Nanozedlita faujasita trocada com Zinco & 0.5M/Enzima Lipase (90,8%) e Nanozedlita
faujasita trocada com Niquel a 0.5M/Enzima Lipase (43,7%) e os valores de atividade
enzimatica foram: Nano-X/Mn/0.5M (28,4+2,4 U/mg suporte), Nano-X/Cu/0.5M (9,6+0,7
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U/mg suporte), Nano-X/Co/0.5M (24,8+0,1 U/mg suporte), Nano-X/Zn/0.5M (25,2+1,2 U/mg
suporte) e Nano-X/Ni/0.5M (51,6+1,8 U/mg suporte). A Tabela 1 apresenta os valores de

imobilizacdo e atividade enzimatica em funcdo da troca idnica realizada sob as seguintes

condicgdes: concentracdo da solucdo dos céations (0,1M e 0.5M), tempo (48 horas) e

temperatura (60°C).

Tabela 1 - Porcentagem de imobilizacéo e atividade enzimética da lipase Thermomyces lanuginosus em funcéo
das condicfes de troca ibnica: concentracdo molar dos ions em solugdo (0,1M e 0,5 M), tempo (48) e
temperatura (60°C) e porcentagem de imobilizacdo e atividade enzimética da lipase Thermomyces lanuginosus
em funcdo das condigdes de troca ibnica: concentragdo molar dos ions em solugdo (0,5M), tempo (48) e

temperatura (60°C).

Suporte Zeolitico Imobilizacéo Atividade enzimatica
(Catalisador) (%) (U/mg suporte)
Nano-X/Na 20,6 +£0,9 3,2+0,3
Nano-X/La/0.1 M 52,9+0,3 20,0+£0,1
Nano-X/Ce/0.1M 12,0+0,2 20,0+ 0,5
Nano-X/Gd/0.1M 8,0+0,3 22,0+0,2
Nano-X/Dy/0.1M 6,0+£0,5 12,0 0,3
Nano-X/La/0.5M 20,0+£0,3 17,2+0,9
Nano-X/Ce/0.5M 8,2+0,2 20,8+0,3
Nano-X/Gd/0.5M 40,9+0,7 440+0,2
Nano-X/Dy/0.5M 40,2+0,1 30,8+0,6

= Porcentagem de imobilizacdo de Thermomyces lanuginosus = (massa de enzima na solucao final
Carga enzimatica 10mg proteina/g de suporte. (mf)/massa de enzima na solugdo inicial (mi))*100.
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5.7 Produc&o de Esteres etilicos utilizando os complexos nanozeélitas-enzimas

A Transesterificacdo via catalise enzimatica foi realizada utilizando os complexos
derivados da troca ionica realizada: Nano-X/La/0.1M, Nano-X/Ce/0.1M Nano-X/Gd/0.1M,
Nano-X/Dy/0.1IM e Nano-X/La/0.5M, Nano-X/Ce/0.5M, Nano-X/Gd/0.5M e Nano-
X/Dy/0.5M. Para a reacdo de transesterificacdo enzimatica foram usadas as seguintes
condigdes: razdo molar O:E de 1:4, quantidade de catalisador 5% (% em massa em relacéo ao
6leo) a 40°C,tempo de 48h.

Foi utilizada Cromatografia gasosa (CG) para quantificar os ésteres etilicos formados
a partir dos complexos nanozeoélitas/enzimas como catalisadores. O Complexo Nano-X/Ce/0.1
M e Nano-X/Ce/0.5 M ndo foram submetidos a analise de (CG) devido & ndo ter apresentado
rendimento de ésteres etilicos na cromatografia de camada delgada.

Os complexos utilizados para producdo de biodiesel foram: Nano-X/La/0.1M, Nano-
X/Gd/0.1M, Nano-X/Dy/0.1M, Nano-X/La/0.5M, Nano-X/Gd/0.5M Nano-X/Dy/0.5M.

O complexo Nano-X/La/0.1M apresentou o maior valor de conversao do 6leo de soja
a esteres etilicos (67,39%), ja 0 complexo Nano-X/La/0.5M apresentou (20,55%) de ésteres
etilicos.

Os complexos Nano-X/Gd/0.1M e Nano-X/Gd/0.5M apresentaram valores
intermediarios de ésteres etilicos de &cidos graxos (24,73 e 42,34%) Nano-X/Dy/0.1M e
Nano-X/Dy/0.5M apresentaram 0 menor valor de porcentagem de ésteres etilicos (13,68 % e
22,94%) respectivamente.

O complexo Nano-X/La/0.1M apresentou o valor mais relevante. A enzima na sua
forma imobilizada obteve rendimento de 67,39 % de ésteres etilicos de &cidos graxos
(EEAG). Segundo Vasconcellos (2015) existem algumas hipoteses que podem explicar esse o
esses valores obtidos para o complexo Nano-X/La/0.1M , sdo eles: maior protecdo da enzima
quando imobilizada, nesses suportes pode haver uma quantidade maior de agua ou
coordenada que pode favorecer um microambiente favoravel para a imobilizagdo da enzima,
0s suportes Nano-X/La/0.1M e Nano-X/La/0.5M apresentam carga positiva e podem exercer
0 movimento dindmico que estabiliza a enzima na melhor orientagdo com o sitio catalitico
voltado para o meio reacional.

A Figura 14 demonstra a producéo de ésteres etilicos a partir do 6leo de soja, obtida
através dos complexos nanozeolitas faujasita trocada com cations de Terras-Raras/ Enzima

Lipase. Os resultados das analises apresentados na figura demonstra que a lipase de
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Thermomyces lanuginosus imobilizada em diferentes complexos foram capazes de catalisar a

reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja com etanol para produzir ésteres etilicos.

Figura 14
terras raras.

Rendimentos de ésteres etilicos produzidos com os complexo Nanzeolita faujasita trocada com
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Complexo Nano-X/La/0.1 M, Nano-X/Gd/0.1 M, Nano-X/Dy/0.1 M e Nano-X/La/0.5 M, Nano-X/Gd/0.5 M e
Nano-X/Dy/0.5 M de Thermomyces lanuginosus. AS CondicBes de Reacdo foram: 48 h em 40°C razéo 6leo de
soja: etanol igual 1:4 e 5 % (m/m) da razdo 6leo:biocatalisador.

Yagiz, Kazan e Alkin (2007) realizaram transesterificacdo de Oleos residuais de
(cozinha) para producdo de biodiesel. Os autores utilizaram lipase imobilizada em quatro
tipos diferentes de zedlitas como biocatalisadores heterogéneos, mas alcancaram uma baixa
porcentagem de enzima imobilizada e baixa conversdo de ésteres monoalquilicos quando
comparado com outros suportes que foram utilizados nesse estudo.

Macario et al.; (2007) utilizaram lipases produzidas pelo fungo R.miehei
imobilizadas em algumas zedlitas (Silicalita-1 e ITQ-2) como catalisador, via rota metilica
sob condicdes de temperatura de 40°C e obtiveram um rendimento acima de 90% de ésteres
metilicos. Os autores encontraram dificuldade quanto ao reuso das enzimas ha
transesterificagdo para os suportes utilizados devido & possivel dessor¢do da lipase
imobilizada na matriz sélida durante as reaces.

Vasconcellos et al.; (2012) utilizaram a zeolita Gismondina (escala micrométrica)

trocadas com metais de transicao (Ni**, Zn**, Cu®") como suporte para imobilizacdo da lipase
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de R.miehei e posteriormente realizaram o procedimento de transesterificagdo do 6leo de soja.
O melhor resultado obtido foi do material trocado com niquel, onde se alcangcou uma
conversdo de 56,2 % de ésteres metilicos, superior aos valores alcancados para quantidade
relativa do suporte puro (20%) e da enzima livre (39,3%). A sinergia dos céations de
compensacdo ndo foram observadas para os demais materiais testados, no entanto eles
exerceram grande influéncia no material trocado com niquel. O mesmo autor em 2015
alcancou 94,3% de ésteres etilicos em um experimento utilizando a lipase de Thermomyces
lanuginosus imobilizada na zeolita faujasita trocada com niquel, sob as condicGes de reacéo:

48 h em 40°C, razdo Gleo:etanol igual 1:4 e 5% (m/m) da razdo dleo:biocatalisador.

5.8 Atividade relativa de hidrolise de pNPP pela lipase LTL em solu¢des com diferentes
concentracdes de La *" e Gd*" .

Foram escolhidos os cétions de Terras-Raras de Gadolinio (Gd**) e Lantanio (La*")
para serem submetidos aos testes de atividade enzimatica da enzima lipase na sua forma livre,
devido ao alto rendimento de ésteres etilicos de acidos graxos que esses cations apresentaram
quando trocados com a nanozeo6lita faujasita e submetidos & reacdo de transesterificacdo
enzimatica juntamente com a enzima lipase de Thermomices lanuginosus.

Na Figura 15, acima podemos observar que na concentracdo 0 ou seja, na auséncia de
Terras-Raras a atividade relativa da enzima lipase de Thermomyces lanuginosus é de 100% |,
para solucdes contendo 0,0001 M de La** obteve-se uma atividade relativa de: (93,9%), e
para a mesma concentracdo de solucbes de Gd*>* a atividade relativa é de (91,25%). Na
concentracdo molar de 0,001 de solucdo de lanténio a atividade decresce para (76,04%), e
gadolinio aumenta para (93,09%). E na concentracdo de 0,01 M de lantanio e Gadolinio temos
respectivamente (58,99) e (105,53).

No grafico podemos observar que houve decréscimo da atividade relativa para ambas
Terras-Raras, seguida de um aumento acima de 100% para o Gd**. O caréter qualitativo das
curvas demonstra a diferenca da influéncia dos dois cétions de Terras-Raras na atividade
enzimatica. O Gadolinio ndo reduziu consideravelmente a atividade, e com o0 aumento da
concentracdo ele melhorou a atividade da enzima (105,53%). Ja na presenca do lantanio
observou-se um decréscimo na atividade, decréscimo este aumentado conforme foi aumentada

a concentragdo do mesmo.
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Figura 15 - Grafico de atividade enzimatica da lipase de Thermomyces lanuginosus (%).
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6. CONCLUSOES

Os Resultados de (DRX) indicaram que a nanozedlita faujasita foi sintetizada de forma
pura. Quando a nanozedlita faujasita foi trocada com as terras-raras (La**, Ce**, Gd*" e Dy*")
nas condicbes (0,5M/48h) apresentaram mudancas estruturais significaticas devido &
incorporacédo dos cations na estrutura zeolitica. No entanto, A anélise de DRXs indicou que as
trocas ionicas realizadas com as Terras-Raras de diferentes concentragdes (0.1M e 0.5M) néo
levou a um colapso estrutural da estrutura.

A troca idnica proporcionou materiais mais ativos, sendo confirmado pelo grau de e
atividade da lipase de Thermomyces lanuginosus

Os dados do infra vermelho analisados na regido de 1500 & 1700 cm™ onde se
encontram as vibragdes caracteristicas das amidas 1, 2 e 3 ndo sdo tdo evidentes e se tornam
ndo conclusivas.

A Nanozeélita faujasita na sua forma pura e todos os derivados dela: Nanozeolitas
trocadas com Terras-Raras a 0.1 M e a 0.5M submetidos & transesterificacdo quimica nao
obtiveram resultados significativos de ésteres etilicos de acidos graxos e ésteres metilicos de
acidos graxos nas condi¢des: razdo molar O:E e O:M de 1:20, quantidade de catalisador 5%
(% em massa em relacdo ao 6leo, temperaturas de 65°C e 120°C nas analises de cromatografia
de camada delgada (TLC). Devido ao ndo rendimento de ésteres etilicos de &cidos graxos as
amostras ndo foram submetidas a cromatografia gasosa (CG).

A Transesterificacdo via enzimaética utilizando todos os complexos derivados da
troca ibnica realizada: Nano-X/La/0.1M, Nano-X/Ce/0.1IM Nano-X/Gd/0.1M Nano-
X/Dy/0.1M, Nano-X/La/0.5M, Nano-X/Ce/0.5M, Nano-X/Gd/0.5M e Nano-X/Dy/0.5M nas
condicBes: razdo molar Gleo:etanol de 1:4, quantidade de catalisador 5% (% em massa em
relacdo ao 6leo) a 40°C,tempo de 48h apresentaram resultados significativos de teores de
ésteres etilicos de acidos graxos, mas o melhor resultado obtido foi para o complexo Nano-
X/La/0.1M no qual apresentou 67,39% de ésteres etilicos de acidos graxos.

O Resultado da atividade enzimatica expressa em atividade relativa (%) demonstrou
que diferentes cétions de Terras-Raras e diferentes molaridades das solugdes desses cations
exercem diferentes comportamentos na atividade da enzima lipase de Thermomyces

lanuginosus, influenciando a producéo de ésteres etilicos de acidos graxos.
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E necessario dar continuidade a pesquisa e encontrar melhores condicdes para alcangar
o teor de ésteres etilicos necessarios para ser considerado Biodiesel.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudo aprofundado da morfologia da nanozeolita faujasita trocada com os cations de
terras-raras com o intuito de verificar as modificacdes estruturais no nanomaterial;
Estudos aprofundados e sistematicos da atividade enzimatica da lipase de
Thermomyces lanuginosus;

Estudo de diferentes parametros (temperatura, molaridade, catalisador) na
transesterificacdo enzimatica para encontrar as melhores condicdes e aperfeicoar o
Pprocesso;

Estudar dos diferentes sistemas de (ligacGes covalente, adsor¢do hidrofébica e
adsorcéo ibnica) para a 0 complexo nanozedlita/terras-raras/enzimas;

Realizar testes do reuso do biocatalisador (Nanozeolita/terras-raras/enzima).
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