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Resumo

RESUMO

Nanozedlitas tém sido exploradas como suporte para a imobilizacdo de enzimas e
proteinas devido as suas propriedades fisico-quimicas, tais como a grande area de
superficie externa, a alta dispersibilidade e a facilidade de modulacdo das suas
caracteristicas de superficie, especialmente, em relacdo a carga da superficie e
propriedades de hidrofilicidade/hidrofobicidade. O presente trabalho teve como objetivos
principais as sinteses e caracterizacdo das nanozedlitas (titanosilicalita (Nano-TS1),
gismondina (Nano-GIS), A (Nano-LTA), beta (Nano-BEA) e faujasita (Nano-X)) e a
modulacdo de suas propriedades fisico-quimicas por meio de experimentos de troca
ibnica com cétions de metais de transicio (Mn?*, Cu®*, Co?*, Zn** e Ni?*) ou
funcionalizacdo de suas superficies por agentes organicos como aminosilanos ou
glutaraldeido. Na sequéncia, foi realizado o estudo desses suportes zeoliticos como
matrizes solidas para a imobilizacdo de lipases e o estudo do potencial catalitico desses
complexos nanozeoélitas-enzimas na reacdo de transesterificacdo para a producdo de
biodiesel usando diferentes fontes de matérias primas, tais como o 6leo de palma e o 6leo
de microalgas via rota etilica com o uso das lipases de Rhizomucor miehei (RML) e
Thermomyces lanuginosus (TLL), os resultados indicaram que as espécies de cations
divalentes e a concentracdo molar da troca ibnica dos suportes nanozeoliticos
influenciaram na interacdo da enzima com a matriz de imobilizagéo e, consequentemente,
a atividade enzimatica. Em termos cataliticos, os resultados mais relevantes foram
obtidos para a enzima TLL, imobilizada no suporte Nano-X e trocada com 0,5 mol.L de
sulfato de niquel (Nano-X/Ni/0.5M-TLL). Os rendimentos de ésteres etilicos de acidos
graxos (FAEE) foram acima de 94%, ao passo que, para a mesma quantidade de enzima
na sua forma livre, o teor obtido foi de apenas 9,1%, apontando um forte efeito sinérgico.
Andlises de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) e espectroscopia de
fotoelétrons induzida por raios-X (XPS) identificaram a presenca de diferentes espécies
de niquel depositadas na superficie do suporte zeolitico Nano-X/Ni/0.5M, engquanto que,
com o uso da analise de bioinformatica foi possivel propor um modelo robusto que
correlacionou o comportamento dinamico das interacdes de regides negativas da
superficie da enzima TLL com o potencial zeta positivo do suporte (Nano-X/Ni/0.5M).

Tais resultados, indicam que essas interacdes entre os residuos de acido aspartico 102 e
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Resumo

158 da lipase TLL e a superficie de suporte zeolitico carregada positivamente provocam
um movimento de deslocamento harmonico da abertura da lid, o qual permite que a triade
catalitica esteja permanentemente exposta ao solvente, o que explica o efeito sinérgico.
Finalmente, novos suportes nanozeoliticos, provenientes das nanozeolitas (Nano-TS1,
Nano-GIS, Nano-LTA, Nano-BEA, Nano-X e Nano-X/Ni/0.5M) e funcionalizados com
glutaraldeido (GA), foram usados para imobilizar a lipase de TLL por ligacdo covalente.
Nas reacdes de transesterificacdo do 6leo de microalgas a biodiesel, o complexo Nano-
XINi/GA-TLL apresentou melhor estabilidade nos testes de reuso. Apoés trés ciclos
reacionais, a conversdo do 6leo de microalgas a FAEE foi de 86,7%, ou seja, manteve
cerca de 93% da sua atividade catalitica inicial. Resumidamente, alguns dos novos
complexos (nanozedlita/enzima) obtidos, caracterizados e cataliticamente testados neste
trabalho apresentaram grande potencial para serem usados na producéo de biodiesel com
0 uso de novas fontes viaveis de matéria-prima que nao entram em conflito com a
indUstria de alimentos e o uso de etanol como solvente principal da reacdo. Considerando
os desafios da matriz energética brasileira, especialmente, os relacionados com a
producdo de biocombustiveis oriundos de fontes limpas e renovaveis, os resultados desta

pesquisa podem contribuir positivamente para este assunto.

Palavras-chave: Biodiesel. Lipase. Imobilizagdo. Nanozedlita. Funcionalizag&o.
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Abstract

ABSTRACT

Nanozeolites have been used as solid supports for enzymes and proteins immobilization,
mainly due to their physicochemical properties such aslarge external surface area, high
dispersibility and easy adjustment of their tunable surface properties, especially
regarding the surface charge and hydrophilicity/hydrophobicity properties. The main
goals of this research work were the syntheses and physicochemical characterization
using specific spectroscopic techniques of the nanozeolites (titanosilicalite (Nano-TSL),
gismondine (Nano-GIS), (Nano-LTA), beta (Nano-BEA), and faujasite (Nano-X) and also
the modulation of their surface physicochemical properties by ion exchange experiments
with transition metal cations (Mn?*, Cu?*, Co?*, Zn?* e Ni?*) and/or by functionalization
of their surfaces with organic agents such as aminosilanes and glutaraldehyde. The
zeolitic materials were used as a solid supports for the immobilization of fungal
Rhizomucor miehei (RML) and Thermomyces lanuginosus (TLL) lipases and the catalytic
potential of these nanozeolite-enzyme complexes were explored in the transesterification
reactions of oil palm oil and microalgae aiming the biodiesel production for biodiesel
production using ethanol as solvent. The results have indicated the nature and
concentration of the divalent cations solutions have played a significant role and
strongly affected the amount and the enzymatic activity of the immobilized enzymes. The
best catalytic performance were obtained with the TLL enzyme immobilized on Nano-X
supportsion exchanged with nickel sulfate 0.5 mol.L* (Nano-X/Ni/0.5M-TLL). The FAEE
yields obtained with Nano-X/Ni/0.5M/TLL complexes were above 94% and a strong
synergetic effect was detected for this system, since the equivalent amount of the TLL
enzyme in its free form has yielded only 9.1% of ethyl esters. Physicochemical
characterization of the zeolite-enzyme complexes by transmission electron microscopy
analysis (TEM) and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) has revealed the presence
of different species of nickel deposited on the surface of the nanozeolite support ion
exchanged with nickel. The synergistic effect was explained using a plausible and strong
model proposed by bioinformatics calculations. The model that correlates the dynamic

behavior of the interaction regions of negative surface potential TLL enzymewith positive
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zeta of the support (Nano-X/Ni/0.5M). The origin of the synergistic effect could be
explained through interactions between aspartic acid residues 102 and 158 of the
Thermomyces lanuginosus lipase and the positively charged zeolitic support surface that
cause a harmonic displacement movement of opening the lid, which leaves its catalytic
triad permanently exposed to the reaction medium. Nano-TSL, Nano-GIS, Nano-LTA,
Nano-BEA, Nano-X/Ni/0.5M and Nano-X/Ni/0.5M functionalized with glutaraldehyde
(GA) were used as solid supports for the immobilization of TLL enzyme through covalent
bonding. In the transesterification reactions of microalgae oilsto biodiesel using ethanol
as solvent , the complex Nano-X/Ni/GA-TLL have showed high stability in reuse tests.
After three reaction cycles, the conversion of the FAEE microalgae oil was about 86.7%,
and 93% of its initial catalytic activity was retained. Briefly, some of the nanozeolite-
enzymes complexes prepared, characterized and catalytically tested in this study have
revealed a great potential for being employed as catalysts in the biodiesel production
using alternative sources of triglycerides which in principle do not conflict with food
production and also employing using ethanol as the main reaction solvent. Considering
the concerns or challenges of the Brazilian energetic matrix specially the onesrelated to
the production of renewable and clean biofuels, the findings of this research can make a

positive contribution to this matter.

Keywords: Biodiesdl. Lipase. Immobilization. Nanozeolite. Functionalization.
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28
Introducéo

O biodiesel é uma das fontes renovaveis de energia mais importantes no cenario
mundial. E visto por muitos como o principal substituinte do diesel de origem féssil, por
ser menos toxico e biodegradavel, proporcionando um grande beneficio ambiental. A
transesterificacdo de 6leos vegetais ou de gorduras animais € a tecnologia predominante
na producéo de biodiesel, na qual as moléculas de triacilglicerdis reagem com alcool de
cadeia curta, metanol e etanol, na presenca de um catalisador. Os principais produtos
dessa reacdo sdo uma mistura de ésteres alquilicos (biodiesel) e glicerol (Ma e Hanna,
1999).

As reagdes de transesterificacdo podem ser realizadas via catalise homogénea,
heterogénea e enzimatica (Zheng et al., 2006; Di Serio et al., 2008; Lee, Park e Lee, 2009;
Soriano, Venditti e Argyropoulos, 2009). O biodiesel produzido por catalisadores
alternativos, tais como as enzimas (em particular as lipases) é bastante atraente. Suas
vantagens estdo no fato da transesterificacdo enzimatica ser realizada em condi¢des
amenas e elevada especificidade para a producao de ésteres metilicos ou etilicos de &cidos
graxos (EMAG ou EEAG) em comparacdo com 0s outros catalisadores quimicos
convencionais, atualmente utilizados na producéo industrial de biodiesel. Além disso, as
lipases sdo adequadas para diversas fontes de matérias-primas com altos teores de acidos
graxos livres ou contetdo de agua, tais enzimas se destacam, assim, por serem capazes
de realizar, simultaneamente, a esterificacdo de acidos graxos livres e transesterificacdo
de triacilglicerideos (Shimada et al., 1999; Du et al., 2008; Bajaj et al., 2010). Todavia,
0 uso de enzimas em escala industrial para a producdo de biodiesel apresenta como
principais desvantagens seu alto custo e sua dificil separacédo e recuperagdo apos a reacao
e possivel inativacdo dos seus centros ativos pelo glicerol, um subproduto da reagdo
(Szczesna-Antczak et al., 2009).

A imobilizagdo, que consiste num acoplamento de enzimas a uma matriz solida e
inerte de origem organica ou inorgénica, &€ uma das maneiras encontradas para facilitar a
separacao e a recuperacgdo da enzima de seu meio reacional e de sua posterior reutilizagdo
(Macario et al., 2007). Com o uso de enzimas imobilizadas, € possivel combinar as
vantagens da transesterificacdo enziméatica com aquelas da catalise heterogénea.

Diferentes classes de enzimas foram imobilizadas em varios tipos de suportes
solidos desde 1960 e, consequentemente, 0 uso de enzimas imobilizadas em industrias

alimentares, farmacéuticas e quimicas tem aumentado constantemente (Bornscheuer,
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2003). Entre varios suportes sélidos inorganicos disponiveis para a imobilizacdo de
enzimas, zedlitas micrométricas com diferentes estruturas tém sido objeto sistematico de
estudos (Diaz e Balkus, 1996; Gimon-Kinsel et al., 1998; Han, Stucky e Butler, 1999;
Corma, Fornes e Rey, 2002; Macario, et al., 2008) e exploradas como matrizes de
imobilizacdo enzimatica para diferentes aplicacGes. Recentemente, o uso de zedlitas
nanométricas como um suporte sélido para imobilizacdo de enzimas ou proteinas tem
atraido o interesse dos cientistas tanto na academia, quanto na inddstria.

Em principio, a reducdo do tamanho das particulas de zeolita da escala
micromeétrica para a nanomeétrica acarreta mudancas substanciais nas propriedades fisico-
quimicas desses materiais, tais como: 0 aumento da sua area de superficie, 0 que permite
um melhor acesso e exposi¢do dos seus sitios ativos; a alta dispersibilidade em ambas as
solucdes aquosas e organicas; e a facilidade de modulacdo das suas caracteristicas de
superficie, especialmente, em relacdo a carga da superficie e propriedades de
hidrofilicidade/hidrofobicidade. Essas propriedades, juntamente com a alta capacidade de
adsorcdo, podem criar um microambiente favoravel para a imobilizacdo de enzimas,
portanto, fazendo das nanozeolitas materiais promissores para aplicacdes industriais
(Tosheva e Valtchev, 2005).

Na literatura, nota-se a auséncia de estudos dos biocatalisadores
(nanozedlita/enzima) aplicados na catalise da reacao de transesterificacdo para a producéo
de biodiesel. Uma possivel explicacdo para isso esta relacionada com as dificuldades da
separagdo dos produtos e dos biocatalisadores. Embora esta seja uma preocupagéo
legitima do ponto de vista industrial, a partir do ponto de vista cientifico, o estudo das
interacdes entre suportes nanozeolitico pode, em principio, solucionar algumas questdes
importantes. Por exemplo, a) a natureza dos cations extra-rede pode influenciar no
potencial catalitico do biocatalisador (nanozedlita/enzima)? b) a interacdo entre a
superficie ativa da nanozeodlita com a enzima pode induzir a um efeito sinergético? c) a
estrutura cristalografica e a sequéncia de aminoacidos das lipases podem desempenhar
um papel na conformacdo final e na estabilizacdo da enzima imobilizada no suporte
zeolitico? E como essa interacdo pode afetar os sitios cataliticos da enzima imobilizada?
d) nanozedlitas com a superficie modificada por moléculas orgéanicas, as quais podem
interagir com a enzima por uma ligacdo quimica covalente, podem aumentar 0 nimero

de ciclos continuos de reuso e a estabilidade do biocatalisador?



Introducéo

30

A fim de responder tais questionamentos e dada ainda a importancia do processo
catalitico de producdo de biodiesel, da necessidade de obter processos mais eficientes,
este trabalho investigou a sintese e a caracterizacdo de diferentes nanozedlitas: faujasita
(Nano-X), beta (Nano-BEA), A (Nano-LTA), titanosilicalita (Nano-TS1) e gismondina
(Nano-GIS) e a modulacdo de suas propriedades fisico-quimicas por meio de
experimentos de troca idnica com cations de metais de transicdo (Mn?*, Cu?*, Co?*, Zn?*
e Ni?*) ou funcionalizagio de suas superficies por agentes organicos como aminosilanos
ou glutaraldeido. Esses suportes zeoliticos foram utilizados como matrizes para a
imobilizacdo das lipases de R. miehei e T. lanuginosus com o intuito de, posteriormente,
empregar o conjugado enzima/zedlita na reagdo de transesterificagdo do 6leo de palma e
do 6leo de microalgas heterotréficas a biodiesel usando etanol como reagente da reacéo.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Biodiesel

Nas ultimas décadas, os problemas relacionados com a seguranca energeética,
como o aquecimento global, os gases causadores do efeito estufa e os problemas
ambientais, juntamente as previsdes futuras que apontam para a possivel finitude das
reservas de petréleo (devido ao rapido aumento da populacéo, da industrializacdo em todo
0 mundo e ao intenso consumo), incentivaram a sociedade a buscar substitutos para os
derivados de petréleo (Ma e Hanna, 1999). Essa constante busca por combustiveis
alternativos tem estimulado e intensificado o esfor¢o da comunidade cientifica em criar
novas tecnologias para fazer uso da biomassa de baixo custo, disponivel como matéria-
prima para a producao de energia limpa e renovavel. Neste sentido, o biodiesel tem um
papel importante dada a sua abundancia de matéria-prima e por ser uma forma de energia
renovavel e biodegradavel, bem como o seu vasto potencial para a producdo em larga
escala, especialmente nos paises em desenvolvimento. Essa é uma tendéncia que se
fortalece a cada ano (Demirbas, 2003; Demirbas, 2009).

O crescimento significativo da industria de biodiesel, na ultima década, tem sido
promovido por varias partes interessadas, tais como governos, usuarios finais, produtores
de biodiesel e produtores de oleaginosas (matéria-prima). Alguns dos principais fatores
por tras desse enorme crescimento sdo a reducdo da dependéncia de petroleo importado,
alternativas ecoldgicas ao combustivel diesel, a capacidade de usar biodiesel combustivel
misturado nos motores diesel existentes, sem (ou com poucas) modificaches e
compatibilidade com infraestrutura de distribuicdo de combustiveis existente, bem como
o préprio protocolo de Kyoto (que problematiza a questdo da emissdo de gases causadores
do efeito estufa e sua consequente necessidade de redugdo) (Ma e Hanna, 1999; Mata,
Martins e Caetano, 2010).

O mercado de biodiesel global deverd produzir 45.219 milhdes de litros de
biodiesel em 2020. A Unido Europeia é tida como o principal mercado de biodiesel para
a proxima década, seguida de perto pelo mercado norte-americano. Nos ultimos anos, é
esperado um maior desenvolvimento dos mercados emergentes (China, india e Brasil) na
questdo energeética relacionada ao biodiesel (Ma, Zhang e Chen, 2014). No Brasil, espera-
se para os proximos 10 anos, um aumento de 5,3% na demanda nacional de energia por

ano, chegando a 372 milhdes de toneladas até 2020 (Tolmasquim, 2012).
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1.1.1 Matérias primas para producéo de biodiesel
Diversas oleaginosas podem ser utilizadas como matéria-prima renovavel para a
obtencdo de biodiesel, tais como: a palma (Elaeis guineensis), a mamona (Ricinus
communis), a soja (Glycine max), o algoddo (Gossypium spp), 0 amendoim (Arachis
hypogaea), o pinhdo-manso (Jatropha curcas), o girassol (Helianthus annuus), dentre
outras, e também gorduras animais, 6leos residuais e 6leos de microalgas. Contudo, varios
setores da sociedade questionam o uso das atuais oleaginosas, principalmente a soja,
usadas para a producéo de biodiesel, devido ao seu impacto sobre 0s pregos e a escassez
de alimentos (Hossain et al., 2008). Apesar dos varios avangos nas pesquisas, observa-se
que cerca de 95% do biodiesel é produzido a partir de 6leos comestiveis e 0 custo
estimado do 6leo como matéria-prima é muito elevado — 70% a 80% do custo total da
producéo de biodiesel (Lim e Teong, 2010; Ahmad et al., 2011). Analisando essa grande
diversidade de matéria-prima, podemos classifica-las em trés grupos: a primeira, a

segunda e terceira geracéo.

1111 Primeira geracao de substratos para a producao de biodiesel
A primeira geracdo de matéria-prima para a producédo de biodiesel é proveniente
das seguintes oleaginosas: a canola (Brassica napus), a soja, a palma e o girassol, pois
essas foram as primeiras culturas a serem utilizadas para a producdo de biodiesel
(Abbaszaadeh et al., 2012).

O uso desse tipo de matéria-prima tem ocasionado muitos problemas, haja vista,
principalmente, o seu impacto sobre os mercados globais de alimentos e seguranga
alimentar (Brennan e Owende, 2010). O desvio dessas culturas alimentares para a
producéo de 6leo em grande escala de biodiesel pode trazer desequilibrio para o0 mercado
global de alimentos (Gui, Lee e Bhatia, 2008) e, como consequéncia, pode levar a uma
crise “alimentos versus combustivel”. Ademais, a producdo de biodiesel a partir de 6leo
comestivel também tem um impacto ambiental negativo, pois exige grande parte da terra
de boa qualidade disponivel, causando um desequilibrio ecologico inevitavel, com a
derrubada de florestas para fins de cultivo. Assim, as novas linhas de pesquisa tém
voltado, atualmente, suas atencBGes para matérias-primas que ndo sejam cultivadas em
areas destinadas a agricultura alimentar. Nesse sentido, pesquisadores buscam fontes

alternativas de matérias-primas vegetais que possam ser cultivadas em regides degradadas
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e com maior rendimento de producdo por hectare, como por exemplo o éleo de palma
(Janaun e Ellis, 2010).

Embora o 6leo proveniente da palma seja considerado matéria-prima de primeira
geracdo, no caso do Brasil, principalmente nas regifes do norte e nordeste, existe uma
vasta producao de 6leo de palma (dendé) com baixo custo e de boa qualidade, 0 que tem
motivado a realizacdo de pesquisas nesta area visando a redu¢do dos custos da producao
do biodiesel de 6leo de palma e a obtencdo de beneficios ambientais, energéticos e
econémicos. Do ponto de vista ambiental, mesmo que apresente a desvantagem do
cultivo, por ser produzido unicamente em algumas regifes, a palma se destaca como uma
boa opc¢do de matéria-prima, pois ha mais de 50 milhdes de hectares de areas desmatadas
nas regides norte e nordeste do pais e grande parte pode ser explorada para o seu plantio
(Ferreira e Cristo, 2006).

Além disso, embora, entre as matrizes vegetais, a soja seja a principal fonte de
matéria-prima para producdo de biodiesel no Brasil, sua produtividade é baixa, cerca de
0,5 toneladas de Oleo/hectares/ano. De maneira similar, a mamona pode produzir
aproximadamente 0,6 toneladas/hectares/ano, enquanto a cultura de palma, por outro
lado, apresenta maior produtividade, com um rendimento de 4 a 6 toneladas de

6leo/hectare/ano e producao distribuida durante todo o ano (Ferreira e Cristo, 2006).

1112 Segunda geracao de substratos para a producao de biodiesel

A segunda geracao de matéria-prima para obtencdo de biodiesel consiste de fontes
alternativas que nao entram em conflito com a industria de alimentos. No Brasil, o éleo
de pinhdo-manso, o 6leo de babacu (Orbignya phalerata ou Orbignya oleifera) e o 6leo
da semente de mamona sdo trés exemplos de matéria-prima de segunda geracdo
provenientes de oleaginosas. As matérias-primas de origem animal, tais como o sebo
bovino, a banha suina, a gordura de aves, entre outras materias graxas de origem animal
também enguadram-se nesse grupo. Outro tipo de matéria-prima que também é
considerada importante para a obtencdo de biodiesel sdo os 6leos de descarte, gorduras
animais e Oleos ja utilizados em frituras de alimentos, resultantes de processamentos
domeésticos, comerciais e industriais (Pinzi et al., 2009).

A producdo de biodiesel a partir de oleaginosas ndo comestiveis tem sido
amplamente investigada ao longo dos ultimos anos. As vantagens deste tipo de matéria-

prima sdo: a) ndo adequacdo de Oleos utilizados para a alimentacdo humana, devido a
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presenca de compostos indesejaveis ou toxicos; b) em termos de producéo e qualidade, o
biodiesel pode ser equiparado a conversdo dos 6leos comestiveis; c) baixa demanda de
terra requerida, possibilidade de mistura de culturas e possibilidade de cultivo em
terrenos menos favoraveis para agricultura; e d) subprodutos Uteis sdo gerados, que
podem ser usados em outros processos quimicos ou queimados para gerar calor e energia
(Pinzi et al., 2009; Leung, Wu e Leung, 2010).

Contudo, as principais desvantagens do biodiesel estdo associadas a producéo e o
desempenho, no qual a producdo pode ndo ser abundante para suprir a demanda e o
biodiesel derivado de 6leos vegetais de segunda geracao e gorduras animais podem ser
instdveis em temperaturas frias, uma vez que contém elevada quantidade de acidos
graxos, o que torna dificil a transesterificacdo (Singh e Singh, 2010). Por essas razdes,
matérias-primas de segunda geracdo sdo pouco exploradas, principalmente, para a

utilizacdo na producao de biodiesel.

1113 Terceira geracdo de substratos para a producao de biodiesel

O oleo obtido de microalgas é outra fonte alternativa de triglicerideos, sendo
considerada por especialistas como a terceira geracdo de matéria-prima para obtencédo de
biodiesel. Microalgas sdo microrganismos fotossintéticos que convertem luz solar, agua
e didxido de carbono em biomassa. As pesquisas revelam que as microalgas apresentam
um rendimento extremamente superior por hectare em comparagdo com as oleaginosas,
porém o principal obstaculo para a comercializa¢do do biodiesel de 6leo de microalgas €
0 alto custo de producéo que requer alto rendimento e efetiva producdo em larga escala
em biorreatores (Mata, Martins e Caetano, 2010).

Embora a comercializacdo desse biocombustivel ainda ndo seja viavel, as algas
tém diversas vantagens em comparagdo as culturas vegetais. Do ponto de vista prético,
elas sdo faceis de cultivar, ndo necessitam crescer em solos agricultaveis e também podem
crescer em corpos de agua, tais como lagos, mares, oceanos e ainda podem ser cultivadas
no solo pobre com agua salobra do semi-arido brasileiro. E relevante que essas algas
crescam mais rapido do que qualquer planta.

Com relacdo aos beneficios ambientais, o biodiesel derivado do Oleo de
microalgas libera menos gas carbonico na atmosfera do que combustiveis fosseis, néo é
toxico (auséncia de enxofre), é altamente biodegradavel e promove a reducdo dos gases

do efeito estufa. Além das vantagens mencionadas acima, as algas capturam uma elevada
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quantidade de energia solar e conseguem converter substrato facilmente em biomassa de
algas por acdo da luz proporcionando, desta forma, uma reducéo do uso de fertilizantes e
nutrientes (Janaun e Ellis, 2010; Mata, Martins e Caetano, 2010).

A maior parte dos estudos com microalgas sdo realizados com uso de microalgas
autotroficas (consumindo CO; e energia solar) em sistemas abertos (lagoas de rolamento)
por terem todas as vantagens acima mencionadas. Entretanto, o cultivo de microalgas em
sistemas abertos apresenta alguns problemas para o processo, principalmente em termos
de contaminacdo e produtividade (Mata, Martins e Caetano, 2010). Por outro lado, o
cultivo de microalgas em fotobiorreatores tem grandes vantagens no processo, sobretudo
pelo fato de serem controlados (menor indice de contaminacdo). Porém, existe uma
problematica dos fotobiorreatores, que esta relacionada com algumas falhas técnicas de
processo, baixa produtividade, dificuldade para scale-up e alto custo do processo,
ocasionando uma baixa aplicabilidade no setor industrial (Molina Grima et al., 1999;
Sanchez Miro6n et al., 1999).

As microalgas também podem ser do tipo heterotréficas, ou seja, desenvolvem-se
na auséncia de luz e armazenam energia convertendo aclcares em 0Oleos por meio da
fermentacdo. Contudo, embora ndo seja possivel capturar CO2, 0 processo heterotrofico
é ciclico porque a fonte organica inicial é produzida por meio de um processo
fotossintético (Brennan e Owende, 2010). Normalmente, a engenharia genética é usada
para obter linhagens de microalgas melhoradas geneticamente para maximizar a producao
de 6leos. Por exemplo, a plataforma biotecnoldgica patenteada pela empresa Solazyme-
Brasil, descreve uma linhagem de microalgas com elevada producéo de lipideos de até
80% (Trimbur et al., 2013), enquanto as culturas autotréficas de algas nativas fornecem
uma porcentagem de lipidios de 15% (Xu, Miao e Wu, 2006). A utilizagdo de microalgas
heterotroficas em escala industrial apresenta diversas vantagens se comparada a utilizagdo
de microalgas autotroficas. Entre as vantagens da utilizacdo de enzimas pode-se citar:
elevado grau de crescimento, controle de produtividade de lipideos, baixo custo de
instalagdo e menor contaminacdo. Além disso, para o cultivo das microalgas
heterotréficas podem ser usados substratos de baixo prego, tais como cana de aguUcar,
milho, palhada de milho e residuos florestais (Brennan e Owende, 2010; Shen et al.,
2010).

Nesse contexto, fermentadores industriais conseguem reduzir o tempo necessario

para as algas converterem agtcares em 6leos em apenas alguns dias. O dleo de microalgas
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heterotréficas € uma fonte promissora de lipideos para uso na producdo de biodiesel
devido a eficiéncia dessas microalgas para produzir éleo de alta qualidade e elevada
produtividade em relacdo a culturas tradicionais, garantindo a producdo em escala
comercial (Minowa et al., 1995; McGinnis, Dempster e Sommerfeld, 1997; Danquah et
al., 2009).

1.1.2  Alcoois usados na producao de biodiesel

O biodiesel pode ser produzido principalmente com dois tipos de alcool: o
metanol, proveniente do petréleo, ou o etanol, proveniente da cana-de-acucar (Brasil) ou
milho (Estados Unidos). O uso de metanol em relacdo ao etanol, na maioria dos paises,
deve-se principalmente ao baixo custo e a alta reatividade do metanol. No entanto, o uso
da rota metilica para a producéo de biodiesel a partir de 6leos vegetais apresenta algumas
desvantagens, dentre as quais destacamos: elevada toxicidade e volatilidade e sua origem
féssil, pois é produzido a partir de gas natural. A rota metilica também é utilizada para a
producédo de biodiesel em nosso pais, porém, a rota etilica seria a mais viavel, devido a
abundancia de etanol produzido nacionalmente, proveniente da cana-de-agucar com baixo
custo. Dessa forma o biodiesel seria um combustivel 100% renovavel (Bradin, 1996).

No Brasil, 0 uso do etanol como reagente para a producdo de biodiesel é uma
opcao viavel, visto que o pais é o segundo maior produtor mundial de etanol. Todavia, a
maior parte das usinas de biodiesel ndo possuem tecnologia para isso, pois a produgéo de
biodiesel via rota etilica apresenta alguns empecilhos, tais como o elevado consumo de
alcool e dificuldade de separacéo do produto final da glicerina, 0 que gera maiores gastos
energeticos e econdmicos. Ademais, 0 carater azeotropico do etanol dificulta a
recuperacdo e separacdo da mistura etanol-agua por destilacdo, sendo esta uma das
maiores dificuldades da implementacdo da rota etilica para produgéo de biodiesel, uma
vez que, nas usinas de biodiesel, as reacdes de transesterificacdo sdo realizadas por
catalisadores homogéneos alcalinos e o excesso de umidade no meio reacional provoca a
saponificagdo (Ching, 2007).

Por conseguinte, varios estudos estdo sendo realizados no Brasil a respeito do uso
dessa rota tecnoldgica para a producéo de biodiesel. Esta é uma area de intensa atividade
cientifica nas universidades e nos grandes centros de pesquisas e, tdo logo, as pesquisas

apontarem para a melhor viabilidade do uso de etanol como solvente para a producéo de
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biodiesel, ndo haverd nenhuma restri¢cdo ao seu uso, mas uma ampliacdo do seu uso, na

medida em que o Brasil é grande produtor de etanol.

1.1.3 Producéo do biodiesel

O biodiesel pode ser sintetizado a partir da transesterificacdo de 0leos vegetais,
gorduras animais ou 6leo de microalgas com alcoois de cadeia curta como o metanol e o
etanol, na presenca de um catalisador. O processo de transesterificagdo consiste em uma
sequéncia de trés reacGes consecutivas e reversiveis, que incluem a conversao de
triglicerideos em uma mistura de ésteres alquilicos (biodiesel) e glicerol, podendo ter
como produtos intermediarios diglicerideos e monoglicerideos. Um mol de éster €
liberado em cada etapa e as reacdes globais, podem ser representadas pela Figura 1
(Demirbas, 2009).

Catalisador

Triglicerideos + CH:CH;OH Diglicerideos + R,COOCH:CH;

, Catalisador

Diglicerideos + CH;CH;OH %— Monoglicerideos + R;COOCH;CH; Bindiesel (1)
Catalisador .

Monoglicerideos + CH;CH:OH =———a—  Glicerol + R:COOCH:CH;

Figura 1 Transesterificagdo de triglicerideos com etanol.

O processo de transesterificacdo para a producdo de biodiesel pode ser: (i) via
catalise basica, (ii) via catéalise &cida, (iii) via catalise enzimatica ou (iv) via alcool
supercritico (Dabdoub, Bronze e Rampin, 2009). Embora existam varios estudos
mostrando que a transesterificacdo de biodiesel pode ser realizada por meio de catalise
homogénea acida ou basica, por catalisadores heterogéneos &cidos ou basicos,
atualmente, a maior parte da producdo de biodiesel é feita por catalisadores homogéneos
basicos, como hidréxido de s6dio (NaOH), hidréxido de potassio (KOH), metdxido de
sodio (NaOCHpa) e etoxido de sodio (NaOCH2CHs), comumente denominado biodiesel
de primeira geracdo (Demirbas, 2009).

Em geral, as reacdes de transesterificacdo realizadas com catalisadores alcalinos
homogéneos apresentam curto tempo reacional. As unidades industriais que trabalham
com esses catalisadores necessitam, para operar, de alta conversdo com minimas reagdes
indesejadas e condicdes de operacdo relativamente moderadas. No entanto, embora a

producdo de biodiesel com catalisadores alcalinos homogéneos apresentem todas as
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vantagens citadas acima, existem algumas desvantagens desse processo que o torna pouco
competitivo em relacdo ao diesel de petroleo (Dabdoub, Bronze e Rampin, 2009).

As principais desvantagens desse processo sdo: a) o catalisador ndo pode ser
recuperado e deve ser neutralizado no final das reacfes; b) geracdo de grandes
quantidades de residuos quimicos, devido a neutralizacdo do catalisador basico (NaOH,
KOH); ¢) o processo é muito sensivel a presenca de dgua e &cidos graxos livres, portanto,
a fim de sintetizar o biodiesel de boa qualidade e evitar rea¢fes indesejaveis (hidrélise e
saponificacdo), € necessario o uso de matéria-prima de alta qualidade (6leo refinado)
(Dabdoub, Bronze e Rampin, 2009; Demirbas, 2009).

A reacdo de transesterificagdo para a obtencdo de biodiesel também pode ser
realizada por catalisadores homogéneos acidos, como o acido sulfurico, acido fosférico,
acido cloridrico ou acido sulfénico. Esses catalisadores sdo adequados para matérias-
primas com altos teores de acidos graxos livres ou conteldo de 4gua, uma vez que esses
catalisadores sdo capazes de realizar a esterificacdo e transesterificacao de triglicerideos
simultaneamente. No entanto, este processo exige uma alta relagdo molar de alcool/6leo
e um longo tempo de reacédo nessas condi¢Oes pode causar a corrosdo dos equipamentos
devido ao ambiente &cido (Vyas, Verma e Subrahmanyam, 2010).

Além do processo industrial de producdo do biodiesel, utilizando catalisadores
sintéticos (homogéneos e heterogéneos), o biodiesel também pode ser produzido por
catalisadores alternativos, tais como as enzimas, em particular as lipases. Embora os
processos de transesterificagéo catalisados por enzimas ainda ndo sejam comercialmente
desenvolvidos no Brasil, a transesterificacdo enzimatica € uma rota promissora,
ambientalmente menos agressiva, para a producdo de biodiesel e as enzimas apresentam
varias vantagens em comparagdo aos catalisadores homogéneos, como alta atividade
catalitica em condicdes de reacdo moderadas (Macario et al., 2007; Yagiz, Kazan e Akin,
2007; Balat e Balat, 2010).

As enzimas tém a capacidade de tolerar e catalisar reacbes com o emprego de
6leos vegetais com elevado teor de acidos graxos livres e alto teor de agua, portanto, a
possibilidade de formacgéo de reacGes indesejadas e emulsdo séo bastante reduzidas,
usando o processo de transesterificacdo enzimatica (Fukuda, Kondo e Noda, 2001; Balat
e Balat, 2010). Embora as vantagens cataliticas das enzimas sejam muitas, ha algumas

limitacGes para seu uso em processos industriais devido, principalmente, ao elevado
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custo, a separacdo e a impossibilidade de reutilizacdo da enzima na sua forma livre
(Helwani et al., 2009; Szczesna-Antczak et al., 2009).

Algumas das desvantagens do processo enzimatico para a producdo de biodiesel
podem ser minimizadas ou eliminadas pela imobilizacdo das enzimas em matrizes
solidas. Em geral, a imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos resulta em varias
vantagens, entre elas podem ser citadas: a) melhoria da estabilidade operacional da
enzima; b) recuperacdo do produto sem contaminagcdo do mesmo pelo catalisador; c)
diminuicdo da inibicdo da enzima pelo glicerol (sub-produto reacional); d) seletividade
para um maior numero de substratos; e €) melhores propriedades funcionais em
comparacao as enzimas livres (Zanin, 2004; Rodrigues et al., 2013; Yiicel, Terzioglu ¢
Ozcimen, 2013).

Os principais desafios para a obtencéo de biodiesel em escala industrial com o uso
de lipases estdo relacionados ao alto custo e a baixa disponibilidade de suportes eficientes
para a imobilizacdo das enzimas que requerem estabilidade, alta capacidade de reuso e
elevado potencial catalitico com a enzima imobilizada em larga escala e, sobretudo, a
reducdo dos custos de producdo de bons biocatalisadores (especialmente com lipases
imobilizadas). No entanto, atualmente, alguns paises como China, Estados Unidos,
Tailandia, Singapura, Coreia e Israel detém a tecnologia do processo de producéo
enzimatica de biodiesel em escala industriais, conscientes de que 0s processos cataliticos
atuais ndo sdo eficientes para o uso de matérias-primas promissoras para a producéo de

biodiesel.

1.2 Producdo Enzimatica de biodiesel mediada por lipases
1.2.1 Aspectos gerais das lipases

Lipases sdo enzimas hidrolases que catalisam a hidrolise de triacilglicerideos em
diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos e glicerol na interface lipidio-agua. Uma
caracteristica particular de sua acdo € o fato de serem mais ativas com os substratos
insoltveis em agua do que solUveis. Elas sdo Unicas em catalisar rea¢fes na interface
agua-lipidio e reverté-las em meio ndo-aquoso e sua conformacgdo muda em contato com
um substrato insoltvel em &gua (Trevisan; Saxena et al., 2003).

O papel natural das lipases € a hidrolise de triacilglicerideos, porém, além da
hidrolise, elas também sdo capazes de catalisar as biotransformacdes de gorduras e de

Oleos atraves de reacOes de esterificacBes, transesterificagdes (aciddlise,
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interesterificacdo, alcodlise) e amindlise em meio ndo aquoso (Sotoft et al., 2010).
Quando ésteres sdo utilizados como substratos as possiveis reacdes sdo mostradas na

Figura 2.
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Figura 2 Esquema geral de reacOes de lipases atuando sobre ligacGes ésteres: (a) hidrolise, (b)
esterificacdo, (c) transesterificacdo por acidolise, (d) transesterificacdo por alcoolise, (e)
interesterificacdo e (f) amindlise. Fonte: Aouf et al. (2014).

1.2.2 Lipases: Mecanismo de Catalise

A partir dos estudos estruturais disponiveis na literatura entende-se que o sitio
catalitico das lipases consiste de uma triade catalitica Ser-His-Asp/Glu. A Figura 3
descreve o mecanismo de reacdo das lipases numa ligac&o éster. A hidrolise do substrato
ocorre em duas etapas. Na primeira etapa ocorre a ativacdo do residuo da serina
nucleofilica pela histidina e, uma vez que essa serina é ativada ocorre um ataque do

oxigénio do grupo hidroxila do residuo nucleofilico da serina ao carbono da carbonila
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ativado do éster lipidio (Figura 3A). Logo apds ao ataque nucleofilico da serina, ocorre a
formacédo de um intermediario tetraédrico, com o O" estabilizado pela interagcdo com dois
grupos peptidicos NH. A histidina doa um préton ao componente alcool que esta deixando
o substrato (Figura 3B). Dessa forma, ocorre a formagdo de uma molécula intermediaria
covalente (“enzima acilada”); estando o componente acido do substrato esterificado pelo
residuo serina da enzima. Na segunda etapa, uma molécula de agua é ativada pelo residuo
histidina na vizinhanga e o ion hidroxila resultante realiza um ataque nucleofilico ao
atomo de carbono da cabonila do intermediario covalente (Figura 3C). O residuo histidina
doa um préton ao 4&tomo de oxigénio do residuo serina ativo, a ligacdo éster entre a serina
e componente acilado é quebrada, liberando o produto acilado. A enzima esté entdo pronta
para receber uma nova molécula de substrato para o reinicio do ciclo (Figura 3D)
(Trevisan; Jaeger, Dijkstra e Reetz, 1999).
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Figura 3 Mecanismo de reacdo das lipases. Fonte: Jaeger, Dijkstra e Reetz (1999).
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1.2.3 Ativacdo Interfacial das Lipases

As estruturas cristalograficas de varias lipases foram determinadas por estudos
cristalogréficos de difracdo por raios-X e a determinacdo da estrutura tridimensional das
lipases Rhizomucor miehei (Brady et al., 1990), Geotricum candidum (Schrag et al.,
1991) e da pancreatica humana (Winkler, D'Arcy e Hunziker, 1990) propiciou uma
explicagdo para o fendmeno da ativagdo interfacial. Este fendbmeno é extremamente
importante e as enzimas lipoliticas sdo caracterizadas por aumentar drasticamente a sua
atividade quando agem na interface agua-lipidio. Martinelle e Hult (1994) discutiram em
detalhes os mecanismos envolvidos na catalise. Entre as possiveis explicacGes para a
ativacdo do sitio catalitico das lipases na presenca de interfaces agua-lipideo, existe a
hip6tese que aponta mudancas no rearranjo estrutural da regido do sitio ativo das lipases,
gue apresentam tampas que cobrem o sitio ativo e se abrem para expb-lo na presenca do
substrato.

A Figura 4 apresenta 0 mecanismo geral de ativacdo interfacial das lipases,
exemplificada pela lipase de lipase Rhizomucor miehei (RML), mostrando o equilibrio de
ambas as formas aberta e fechada. Na auséncia da interface agua-lipidio, o sitio ativo é
recoberto por uma “tampa” hidrofébica ou “lid”. Contudo, na presenca de substancias
hidrofdbicas, a tampa é aberta e uma grande superficie hidrofébica dos sitios cataliticos
é exposta, tornando os sitios ativos acessiveis ao substrato. E suposto que esta superficie

hidrofdbica interage com a interface lipidica (Jaeger, Dijkstra e Reetz, 1999).

Figura 4 Distintas formas de RML. As estruturas 3D foram obtidas do banco de dados da proteina
(PDB) usando Pymol. (a) forma fechada (PDB-3TGL); (b) forma aberta (PDB-4TGL). Fonte:
Poppe et al. (2015).

Embora este mecanismo funcione bem para a lipase R. miehei existem, todavia,

excecOes. Para algumas lipases, observou-se que a presen¢a da “tampa” ndo esta
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necessariamente correlacionada com a ativacédo interfacial (Thomas et al., 2005), tendo
sido descritas lipases como a de Pseudomonas aeroginosa, Burkholderia glumae e
Candida antarctica B, que apresentam a “lid” em suas estruturas, mas nao sofrem
ativacdo interfacial (Jaeger, Dijkstra e Reetz, 1999). Por outro lado, algumas lipases
embora atuem em reag¢des contendo substratos de cadeia longa possuem uma “lid”
incompleta ou ndo apresentam a “lid”, e ndo precisam da interface para exercer sua
atividade hidrolitica. S0 exemplos desse comportamento particular a cutinase de
Fusarium solani pisi e as lipases de C. antarctica, P.aeroginosa e Bacillus subtilis
(Baron, 2008).

1.2.4 Lipases na producéo de biodiesel

A producdo enzimatica de biodiesel foi patenteada por Haas (1997), ndo obstante,
0 processo ainda nao tenha sido implementado devido a certas restricdes, como a inibicdo
das enzimas por metanol, a perda da atividade enzimatica e o alto custo das enzimas. Na
literatura, varios artigos tém reportado possiveis solugdes para esses problemas, visando
a implementacdo da producdo enzimatica de biodiesel em um futuro préximo
(Ranganathan, Narasimhan e Muthukumar, 2008).

Lipases sdo produzidas por muitos microrganismos (fungos e bactérias) e
eucariontes superiores (vegetais e animais) (Trevisan, 2004). Do ponto de vista
econdmico e industrial, a maioria das lipases usadas para a producao de biodiesel sdo de
origem microbiana, obtidas por meio de fermentacéo, pois sdo preferiveis com relacao as
de fontes de animais e de plantas por sua relativa facilidade e abundancia de
microrganismos capazes de sintetiza-las (Baron, 2008; Fjerbaek, Christensen e Norddahl,
2009). Apesar das lipases das diferentes fontes serem capazes de catalisar a
transesterificacdo para a producdo de biodiesel, as lipases obtidas de bactérias e fungos,
tais como Aspergillus niger, Candida antarctica, Candida rugosa, Chromobacterium
viscosum, Mucor miehei, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas fluorescens,
Photobacterium lipol yticum, Rhizopus oryzae, Streptomyces sp. e T. lanuginosus sao mais
usadas nesta reacdo (Ranganathan, Narasimhan e Muthukumar, 2008; Fjerbaek,
Christensen e Norddahl, 2009; Bajaj et al., 2010).

1241 Especificidade das lipases
A especificidade das lipases & um parametro de grande importancia na selecao do

uso das lipases. Elas podem ser divididas em trés grupos, de acordo com a sua
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especificidade: lipases 1,3-especificos, lipases especificos de acidos graxos e lipases ndo
especificas. Em se tratando de lipases 1,3 especificas para a producdo de biodiesel, um
problema que deve ser superado, para que ocorra a conversdo maxima € necessario uma
migracdo do grupo acila da posicdo 2 para a posicdo 1 ou 3 da molécula de
triacilglicerideo durante a reacdo (Figura 19). Na verdade, essa migracdo ocorre
espontaneamente em muitos casos e diferentes fatores podem influenciar esta migragéo
do grupo acila. Esse grupo de lipases, tais como Aspergillus niger, Rhizopus oryzae e
Mucor miehei, T. lanuginosus sdo bastante eficientes na catalise de reacbes de
transesterificacdo para a producdo de biodiesel (Szczesna-Antczak et al., 2009; Ribeiro
etal., 2011).

Recentemente, na literatura, varios artigos tém sido publicados a respeito da
producdo de biodiesel envolvendo a utilizacdo de lipases 1,3 especificas, principalmente
imobilizadas. Entre eles, Du et al. (2005) demonstraram que o rendimento da
transesterificacdo do 6leo de soja foi acima de 90% com o uso da lipase especifica sn-
1,3 de T.lanuginosusimobilizada sobre gel de silica (Lipozyme TL IM). Assim, mesmo
a lipase sendo especifica sn-1,3- é possivel obter uma boa conversdo do 6leo a ésteres,
acima de 90% sob condi¢Oes adequadas (Szczesna-Antczak et al., 2009).

A especificidade ao substrato é uma caracteristica importante, sendo um fator
decisivo para a producdo de biodiesel. As lipases de Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas cepacia, Candida rugosa, Candida antarctica e Candida cylindracea sdo
adequadas para a reacdo de transesterificacdo, exibindo tanto a especificidade do
substrato quanto de regioespecificidade (Szczesna-Antczak et al., 2009). A Figura 5
ilustra a reacdo de transesterificacdo para a producdo de biodiesel catalisada pela lipase
R. miehei (RML).
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Figura 5 Migracdo do grupo acila da posicdo 2 para a posicdo 1 ou 3 da molécula de
triacilglicerideo. Fonte: Rodrigues e Fernandez-Lafuente (2010).
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1.24.2 Lipases imobilizadas na producao de biodiesel

A maior parte das pesquisas sobre a transesterificacdo de 6leos vegetais para a
obtencéo de biodiesel utiliza a enzima comercial pura, principalmente imobilizadas, como
novas alternativas de catalisadores com um grande potencial quando comparado a
métodos quimicos tradicionais. Lipases isoladas de diferentes origens microbianas tém
sido empregadas como biocatalisador na sintese de biodiesel, resultando em um produto
de alta pureza. Entre elas, as lipases derivadas de R. miehei (Macario et al., 2008), T.
lanuginosus (Du et al., 2005), Candida antarctica (Samukawa et al., 2000), Burkholderia
cepacia (Noureddini, Gao e Philkana, 2005).

Macario e colaboradores (2007) estudaram a reacdo de transesterificacdo do 6leo
de oliva via rota metilica utilizando as lipases produzidas pelo fungo R. miehei
imobilizadas em algumas zeolitas (Silicalita-1 e ITQ-2) como catalisador em condicbes
amenas de reacéo a 40 °C e conseguiram bons resultados de rendimento acima de 90% de
ésteres metilicos para o melhor catalisador. No entanto, os autores relatam a dificuldade
de reuso de enzimas na transesterificacdo para os suportes utilizados devido a possivel
dessorcdo da lipase imobilizada na matriz sélida durante o processo de operacéo.

Du e colaboradores (2005) utilizaram 6leo de soja e a lipase de T. lanuginosus
imobilizada em silica gel como catalisador. As reagdes de alcoolise, via rota metilica,
foram realizadas a 40 °C e obtiveram 92% de rendimento de ésteres metilicos. Todavia,
a principal dificuldade apontada pelos autores foi a inativagéo da enzima pelo metanol
quando este foi adicionado em uma Unica etapa de acordo com a relagdo estequiométrica
dareacdo. O problema sé foi contornado com a adi¢éo gradual do alcool em varias etapas.

Samukawa e colaboradores (2000) avaliaram um sistema de metanolise realizado
em 30 °C com a lipase de Candida antarctica comercial, imobilizada (Novozym 435), e
6leo de soja, com variacdo das proporcGes de enzima e metanol, obtendo rendimentos
acima de 96% de biodiesel — rendimentos que foram mantidos mesmo apds alguns
ciclos de metandlise. No entanto, os dados mostraram que a enzima foi, aparentemente,
inativada quando elevados equivalentes molares de metanol foram adicionados. Dessa
forma, o metanol foi adicionado lentamente para manté-lo no nivel desejado.

Noureddini e colaboradores (2005) utilizaram a lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada no interior de uma matriz polimérica, preparada por policondensagdo do
tetrametoxisilano (TMOS) e iso-butiltrimetoxisilano (iso-BTMS). As reacdes de

transesterificagdo de 6leo de soja foram feitas com metanol e etanol na temperatura de
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35°C. Para as reacGes com metanol, a concentracdo de ésteres metilicos atingiu 41% e
65% para a lipase livre e imobilizada, respectivamente. Na reacdo com etanol, a
conversdo em ésteres etilicos obtidos foram 36% e 63 % para a lipase livre e imobilizada,
respectivamente. Ao final da reacdo, ap6s 11 ciclos, a concentracao de triglicerideos em
ambos 0s sistemas atingiu niveis insignificantes, porém a formacdo de acidos graxos,
mono e diglicerideos foi de 9%, 6%, 43% para a reacdo com a enzima livre, e, 9%, 22%
e 6% para a enzima imobilizada, indicando uma elevada formacdo de intermediarios da
reacao.

Outros estudos também mostraram que os rendimentos de ésteres alquilicos,
derivados de vérias oleaginosas, gordura animal ou 6leo residual podem ser obtidos com
uso de diversos alcoois catalisados por diferentes lipases imobilizadas em sistemas com
ou sem solventes organicos. Além disso, esses estudos também discutiram parametros
importantes a respeito dessa reacdo que afetam o rendimento de ésteres produzidos, tais
como: temperatura, quantidade de agua, aceptor de acila, solvente organico, razdo molar
6leo:élcool e o glicerol (Fukuda, Kondo e Noda, 2001; Ranganathan, Narasimhan e
Muthukumar, 2008; Fjerbaek, Christensen e Norddahl, 2009).

1.24.3 O efeito dos parametros fisico-quimicos na reacéo transesterificacéo
enzimatica para obtencéo de biodiesel

O efeito da temperatura

O aumento da temperatura, geralmente, acarreta 0 aumento do rendimento da
transesterificagdo, porque eleva as constantes de velocidade da reagdo e diminui as
limitagBes de transferéncia de massa. No entanto, 0 aumento acima das condic¢Ges 6timas
pode inativar a enzima (Lukovié¢, Knezevié-Jugovic e Bezbradica, 2011).

A temperatura 6tima para a transesterificacdo enzimatica resulta da interacdo entre
a estabilidade operacional do biocatalisador e a taxa de transesterificagcdo. Ela também
depende da razdo molar alcool/dleo, tipo de solvente e termoestabilidade da preparacéo
enzimatica. A melhor temperatura para a atividade de varias lipases usadas para a
transesterificacdo do 6leo com diferentes alcoois em hexano esta numa faixa de 30°C e
55°C. No caso de reacfes na auséncia de solventes organicos, a faixa varia de 30°C a 50°C
(Fjerbaek, Christensen e Norddahl, 2009; Szczesna-Antczak et al., 2009). De acordo com
estudos sobre o efeito da temperatura na producao de biodiesel com enzimas imobilizadas

é evidente que o sistema apresenta maior resisténcia a temperatura em comparagdo com
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as enzimas livres uma vez que na presenca do suporte a enzima se torna mais rigida (Leca
et al., 2010; Yiicel, Terzioglu e Ozgimen, 2013).

O efeito da quantidade de agua

As lipases s@o Unicas em catalisar reacdes na interface agua—Ilipideo e reverté-las
em meio ndo-aquoso e sua atividade depende dessa interface. A presenca de uma interface
de um substrato insolGvel em agua € necessaria para proporcionar um ambiente adequado
para a mudancga conformacional da enzima, a qual proporciona 0 movimento abertura da
lid e exposicdo dos sitios cataliticos para interagir com o substrato (Al-Zuhair, Hasan e
Ramachandran, 2003; Al-Zuhair et al., 2006). Com o0 aumento da quantidade de agua
disponivel, verifica-se também que ocorre um aumento na area interfacial disponivel e,
consequentemente, o aumento do potencial catalitico (Al-Zuhair et al., 2006; Yicel,
Terzioglu e Ozgimen, 2013). Portanto, a atividade enzimatica pode ser restringida num
meio completamente anidro.

A atividade de agua (aw) define a quantidade de dgua que ndo esta ligada no
sistema e pode ser evaporada. Em quantidade étima de agua, a hidrolise de ligacdes
ésteres permanece no nivel minimo, o que assegura o alto grau de transesterificacao e
rendimento da sintese de biodiesel. Varios estudos revelam que a adi¢do de uma pequena
aliquota de agua a mistura reacional catalisada pela enzima ndo muda o equilibrio
reacional em favor da hidrélise e aumenta a taxa de producdo dos ésteres alquilicos
(Kaieda et al., 2001; Nie et al., 2006). No entanto, 0 excesso de dgua é uma condicao ndo
desejada, uma vez que muda o equilibrio reacional em favor da hidrélise e diminui a taxa
de producéo dos ésteres. Desse modo, a quantidade de agua é considerada um parametro
importante nos processos enzimaticos de producdo de biodiesel (Petersson, Adlercreutz
e Mattiasson, 2007).

O efeito de aceptor de acila

Metanol e o etanol, alcoois de cadeia curta, habitualmente, s&o os mais usados
como receptores de acila, devido ao baixo custo e disponibilidade. Insolivel e uma
quantidade relativamente elevada de metanol (se comparados, ao 06leo) tém uma
influéncia negativa sobre a estabilidade de lipases, 0 que pode ser resolvido por uma
adicdo em batelada alimentada dos alcoois (Robles-Medina et al., 2009; Fan, 2012).

Outro receptor de acila utilizado é o acetato de metila, cujo uso, segundo Yiicel,
et al. (2013), na producéo de biodiesel o qual apresenta como principais vantagens a
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estabilidade e capacidade de reuso. Além disso, o subproduto obtido é o triacilglicerol
que ndo interfere na qualidade do biodiesel e, ao contrario do que ocorre com o glicerol,
0 subproduto dessa reagdo nao é adsorvido sobre o suporte com a enzima imobilizada (Xu
et al., 2003). Todavia, o uso limitado do acetato de metila como aceptor de acila, deve-se
ao elevado custo quando comparado com os alcoois de cadeia curta, metanol e etanol
(Robles-Medina et al., 2009).

Efeito do solvente

Na catélise da reacdo de transesterificacdo com o uso de lipases, a quantidade de
alcool e a baixa solubilidade do glicerol em biodiesel tém efeitos negativos sobre a
atividade da enzima (livre ou imobilizada). A adsorcao do glicerol sobre a superficie da
enzima imobilizada é observada durante, a producdo de biodiesel catalisada por lipases,
0 que reduz a atividade de enzimas (Dossat, Combes e Marty, 1999). A solubilidade de
metanol e glicerol em solventes hidrofébicos €, portanto, baixa.

Para contornar esse problema, pesquisadores propuseram a adi¢do de solvente
organico a mistura alcool/éleo para aumentar a solubilidade do alcool, podendo-se, assim,
usar o alcool em altas concentragdes. Portanto, 0 uso de solvente organico protege a
enzima da inativacdo e garante a transesterificacdo em uma Unica etapa (Du, Xu e Liu,
2003). A solubilidade do alcool aumenta, consideravelmente, quando teores de ésteres
formados aparecem na mistura reacional e, por consequéncia, melhoram a estabilidade da
enzima (Fukuda, Kondo e Noda, 2001; Ranganathan, Narasimhan e Muthukumar, 2008).

Embora observem-se os efeitos positivos da utilizacdo dos solventes na reacédo de
transesterificagéo, as desvantagens de usar solvente séo muitas, tais como: volume extra
do reator, a toxicidade do solvente e custos adicionais nas etapas de recuperacdo e

purificacdo do solvente (Nielsen, Brask e Fjerbaek, 2008).

Efeito da razdo molar

O excesso de alcool em relagdo a quantidade de acidos graxos no triacilglicerdis,
em geral, aumenta o rendimento da transesterificacdo, mas pode inativar a enzima
principalmente quando o é&lcool € insoluvel na mistura (Ganesan, Rajendran e
Thangavelu, 2009; Szczesna-Antczak et al., 2009). O meio de reacdo é um fator
importante na determinagdo da razdo molar 6tima 6leo/alcool. A inativacdo de lipases

ocorre por meio do contato da enzima com alcool insolivel no meio reacional, sendo este
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altamente hidrofilico elimina a camada de hidratacdo essencial para a estabilidade da
enzima (Vieira, Da Silva e Langone, 2006).

Pesquisadores propuseram algumas opcdes interessantes para contornar esse
problema. As duas principais sdo: (i) a adicdo de alcool em batelada alimentada para
evitar a inativacdo da enzima é uma proposta interessante para melhorar o rendimento de
ésteres em sistemas livres de solventes (Fan, 2012); e (ii) adi¢do de solvente organico a
mistura alcool/6leo para aumentar a solubilidade do &lcool. Assim, pode-se usar alcool
em altas concentragdes. Portanto, o uso de solvente organico protege a enzima da

inativacdo e garante a transesterificacdo em uma unica etapa (Du et al., 2008).

Efeito do glicerol

Resultados de estudos sobre o efeito do glicerol, um dos produtos da reacéo, sobre
a eficiéncia da transesterificagdo mostram que as enzimas podem ser inativadas por esse
subproduto. O glicerol € hidrofilico e insoltvel no éleo, assim este é facilmente absorvido
sobre a superficie da enzima imobilizada, levando a um efeito negativo sobre a atividade
da enzima e a uma estabilidade operacional (Du et al., 2008). Dossat, et al. (1999)
observaram uma consideravel queda da atividade das lipases imobilizadas em matrizes
hidrofilicas quando expostas ao glicerol. Eles se fundamentaram no fato de que as
moléculas de glicerol foram adsorvidas na superficie desses suportes, de modo que, uma
camada hidrofilica fosse formada, o que torna a molécula de enzima inacessivel a
substratos hidrofobicos. Para solucionar o problema Du, Xu e Liu (2003) propuseram a
lavagem da lipase imobilizada com alcool isopropilico, restaurando a atividade e

ocorrendo a remocdo do glicerol.

1244 M étodos de imobilizacdo de enzimas para producéo de biodiesel

Os métodos para a imobilizacdo de enzimas mais conhecidos séo divididos em
duas formas: (a) imobilizagdo de enzima no interior de um suporte (encapsulacéo e
retencdo por meio de membranas) e (b) a imobilizac&o na superficie do suporte (adsorcéo,
ligagdo covalente, ligacdo idnica). A deposicdo da enzima sobre um suporte sélido
(adsorcao) é o método mais simples de imobilizagéo fisica de enzimas (Dalla-VECCHIA,
Nascimento e Soldi, 2004). A Figura 6 apresenta um esquema dos principais métodos de
imobilizacdo de enzimas, tanto em suportes ndo-porosos, COMo em suportes porosos, e

por encapsulacéo.
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A imobilizacao no interior do suporte pode ser subdividida em: (1) separacdo por

membranas — nesse método a enzima encontra-se fisicamente separada do meio de reacéo,

através de uma pelicula (membrana) semipermeavel; ou (2) entrelacadas em polimero ou

matriz neste caso, as enzimas sao aprisionadas entre as malhas de um polimero geleiforme
(Dalla-Vecchia, Nascimento e Soldi, 2004).

Métodos para Imobilizagdo de Enzimas
1

I I

Encapsulagdo Ligagio
| I
I I
I I Por ligagdo
Em matriz Em membrana Por adsor¢do Covalente
(fisica ou i0nica)
[ T
JoeL | I l

No suporte Por ligagio cruzada
entre a cnzima

5
imime = macroscopicas )
2oN 8 t:z) € 0 suporte
i G] (0] s o s | g
\© [ 000 o4
N —— -] ( L
"4 e A

Figura 6 Principais métodos de imobilizacdo de enzimas. Fonte: Dalla-Vecchia, Nascimento e
Soldi (2004).

[0l[@ Microcipsulas Entre membranas @=

A imobilizacdo na superficie do suporte pode ser dividida em: (1) imobilizacdo
por ligacdo covalente, como o proprio nome sugere, a enzima é ligada ao suporte
mediante ligacbes quimicas covalentes ou através de ligagbes cruzadas, que sdo
normalmente estabelecidas entre os aminogrupos primarios e os grupos hidroxila dos
aminoacidos constituintes da enzima, com 0s grupos reativos do suporte. Como as
interacdes sdo fortes, pode-se ocorrer perda da atividade causada por modificagfes na
estrutura cataliticamente ativa; e (2) imobilizacdo por adsorcdo consiste na adsorcdo da
enzima em um suporte inerte, por meio de ligacGes eletrostaticas ou hidrofobicas, tais
como interacOes idnicas, forca de Van der Walls, ligacdo de hidrogénio e interacdes
dipolo-dipolo. Este tipo de imobilizagéo causa uma pequena modificacdo na estrutura
nativa da enzima, quando comparado aos outros tipos de imobilizacdo e, por isso,
geralmente ndo promove a perda da atividade catalitica (Macario et al., 2007).

Estudos demonstram que diferentes suportes podem ser empregados para a
imobilizacdo de lipases em ambos os materiais hidrofdbicos e hidrofilicos, tais como
particulas porosas de kaolinita, resinas macroporosas, zeolitas, esferas de SiO:

funcionalizadas em nanoescala, etc (Macario, Anastasia et al., 2008). Entre os varios
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solidos utilizados como matriz para a imobilizacdo de enzima, as zedlitas apresentam
algumas caracteristicas fisico-quimicas peculiares que as tornam muito atraente para a

imobilizacéo de enzimas.

1.3 Zedlitas

Zeolitas constituem uma classe de aluminossilicatos cristalinos que €
caracterizada por sua estrutura aberta. Elas séo constituidas de tetraedros TO4 (onde T é
um atomo com coordenacdo tetraédrica, Si ou Al) que sdo unidos por atomos de oxigénio
para formarem uma estrutura tridimensional contendo janelas, canais e gaiolas de
dimensdes moleculares. Os tetraedros TO4 nas zedlitas sdo aproximadamente regulares,
com os angulos T-O-T em torno dos 4tomos de oxigénio no intervalo de 125° a 180°,
sendo essa uma das razBes da existéncia de tantas estruturas diferentes. Outros materiais
microporosos proximos das zedlitas foram sintetizados. A estrutura do esqueleto desses
materiais contém uma grande variedade de combinacédo de elementos, como por exemplo,
Al e P (Wilson et al., 1982), B e Si (Meyers et al., 1985), Ga e Si (Newsam e Vaughan,
1986), Gae Al (Parise, 1985), Si, Ale P (Lok et al., 1984) ou outro atomo em combinacao
com Al e P (Flanigen et al., 1986). A férmula geral de uma zeélita a base de

aluminossilicato pode ser escrita como:

M™* [(SiO2)x (AIO2)y]. n H20

cations extra-rede rede fase adsorvida

A relacgéo entre o atomo T (T=Al, Si) e 0 atomo de oxigénio é de 1:2 e a presenca
dos atomos de aluminio na rede induz a uma carga liquida negativa que pode ser variada
mudando a relagdo Si/Al. Essa carga negativa é neutralizada pela presenga dos cations
metalicos ou organicos. Os cations extra-rede estdo geralmente localizados nos canais e
cavidades, podendo ser trocados pelo tratamento de troca i6nica com uma solucdo salina
em condigdes fisico-quimicas apropriadas.

O terceiro componente da formula geral é a fase adsorvida. Esta é dada geralmente
como agua na férmula acima, porém, pode ser também um componente organico como,
por exemplo, o benzeno. O componente aquoso ou organico desempenha um importante
papel durante a sintese das zedlitas, tornando-se uma parte integrante da estrutura em
desenvolvimento. A fase adsorvida pode ser removida da zedlita cristalina por
aquecimento ou sob pressdo reduzida sem destruicdo da estrutura zeolitica. Os trés

componentes da estrutura das zeolitas (esqueleto cristalino, cations extra-rede de
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compensacao e a fase adsorvida) sdo alvo de intenso interesse e desempenham um papel
cujo grau de importancia varia de acordo com a sua aplicacéo (Davis, 2002).

A Figura 7 mostra as estruturas cristalograficas das zeolitas faujasita Y e ETS-10.
A zedlita faujasita Y é uma das zedlitas mais amplamente estudadas, tanto no ambito
académico como no industrial (Nery et al., 2000). Basicamente, a zeolita ETS-10 devido
as suas caracteristicas de grandes poros e estabilidade térmica é um dos mais importantes
materiais microporosos sintéticos da atualidade que apresentam estrutura mista
(octaédrica e tetraédrica) formada pelo compartilhamento de tetraedros de [SiO4] e por
octaedros de [TiOs]. Sendo assim, para cada titanio da estrutura a carga resultante é de

(-2) sendo compensada pelos cations Na* e K* (Rocha e Anderson, 2000).

(@) (b)
Figura 7 Zedlita faujasita (a) e Zedlita ETS-10 (b), respectivamente, vistas ao longo do eixo
[111]. Fontes: Rocha e Anderson (2000) e International Zeolite Association (1ZA).

1.3.1 Propriedades Estruturais das Zedlitas

A maioria das propriedades fisico-quimicas das zedlitas estdo diretamente
relacionadas a sua estrutura cristalografica, que é muito complexa. Por essa razdo, a
caracterizacdo e a descricdo estrutural dos materiais zeoliticos &€ muito importante. Para
explicar as estruturas cristalograficas das zeolitas, utilizam-se recursos didaticos como a
divisdo em subunidades com o intuito de descrevé-las e classifica-las, sendo que as mais
simples sdo as chamadas unidades de construcdo primarias e secundarias, até se chegar
as unidades mais complexas, as unidades de construgéo poliédricas.

Nas zedlitas, a unidade estrutural bésica (unidade primaria de construcéo) é a
configuracdo tetraédrica de quatro 4&tomos de oxigénio ao redor de um atomo central,

geralmente Si e Al. A Figura 8 ilustra as unidades primarias que sdo os tetraedros TO4



Revisdo Bibliogréafica

53
(onde T é um atomo com coordenagcdo tetraédrica Si, Al, P, Ga, B, Be, etc.), no qual cada
atomo T possui 4 ligacGes, enquanto que o O possui 2, formando assim uma rede
tridimensional (Ghobarkar e Schaf, 1999; Baerlocher, McCusker e Olson, 2007).

Q
C‘r O
\_ _@a O \_ _O
,O X % O
0 O T O
o - 4
CI

Figura 8 Unidades primérias de construgéo.

Embora seja dificil imaginar a construcdo de uma estrutura espacial continua e
complexa através de uma simples unido de um pequeno nimero de tetraedros, a unidade
de formacdo dessas estruturas pode ser facilmente visualizada por meio da existéncia de
unidades secundarias de construcdo (Secondary Bulding Unitsou SBU). As SBU sdo 16
unidades propostas por Meir (1968) e sdo formadas pelo agrupamento das unidades
primarias, dessa forma os tetraedros formam unidades secundarias mais complexas que
consistem de 4 a 16 atomos T e que podem ser ligadas para construir diferentes tipos de
redes zeoliticas. Essas unidades estdo representadas na Figura 9 e as ligacGes sdo
ilustradas pelo desenho de linhas retas, que representam as pontes de oxigénios
conectando duas unidades tetraédricas (Ghobarkar e Schaf, 1999; Baerlocher, McCusker
e Olson, 2007; Smart e Moore, 2012).

SIS T

Figura 9 Unidades secundarias de construgao.
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A terceira e ultima ramificacdo € obtida através das varias maneiras com que as
unidades secundarias de construcdo se unem para formar uma estrutura tridimensional,
contendo canais e poros interconectados. Dessa forma, as estruturas das ze6litas podem
ser mais facilmente visualizadas empregando-se o conceito de unidades poliédricas de
construcdo (Ghobarkar e Schaf, 1999; Baerlocher, McCusker e Olson, 2007; Smart e
Moore, 2012). A Figura 10 mostra as diferentes unidades poliédricas de construgdo

existentes.

0 08 8 O &

Figura 10 Unidades poliédricas de constru¢éo. A = 4-anéis, B = 6-anéis, C = gaiola 8, D = gaiola
4-4, E = 8-anéis, F = gaiola ¢, G = gaiolay, H= gaiola 6-6, | = gaiola sodalitica, J = gaiola levina,
K = gaiola chabazita, L = gaiola a, M = gaiola erionita, N = supergaiola faujasita(Ghobarkar e
Schéf, 1999).

Por exemplo, a gaiola sodalitica (Figura 10- 1) consiste de um octaedro truncado
formado por anéis de 4 e 6 tetraedros e que facilmente descreve a estrutura das zeélitas A
e Faujasita, zeo6lita esta isoestrutural das zedlitas sintéticas X e Y, conforme mostrado na
Figura 11. Embora a gaiola sodalitica possa ser usada para descrever tanto a zedlita A
quanto a Y, podemos observar na Figura 11 que o tamanho do diametro da cavidade de
entrada é diferente para cada uma delas. A estrutura da zedlita Y possui um sistema de
poros tridimensionais formado por 12 4tomos T com diametro de entrada de 7,4 A, e
apresenta dois sistemas de canais interconectados entre si, ilustrado na Figura 11, sendo
um sistema formado pela unido de supergaiolas a e outro sistema formado pela conexdo
alternada de sodalita e supergaiolas a. No caso da zeolita A o sistema de poros

tridimensionais é formado pela conexdo alternada de gaiolas sodaliticas e gaiolas 4-4,
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resultando numa abertura de 8 atomos T com diametro de 4,2A (Weitkamp, 2000; Smart
e Moore, 2012).

Al*%ou Si*t Zedlita A

Angulo da ligaglo
o-1-0 %
k\ Angulo da ligagdo
T-0-T
NY/

Unidade Poliédrica

Gaiola de Sodalita

Zeblita Y

Figura 11 Formac&o estrutural das zedlitas A e Y. Fonte: Smart e Moore (2012).

1.3.2 Sintese das Zedlitas

A sintese tipica de zeolitas pode ser descrita pelo processo hidrotérmico, os
reagentes utilizados sdo uma fonte de silicio, uma fonte de aluminio, um agente
mineralizante como OH", e, para ze6litas com alta razdo Si/Al, moléculas organicas
atuando como agente direcionador de estrutura (“template” organico ou SDA). Os cations
metalicos inorganicos, como Na* ou K* tém um papel importante para a neutralizacdo da
carga da estrutura.

As fontes de silica sdo numerosas e incluem silica coloidal, silica amorfa, silica
precipitada e fontes organicas de silicio. As fontes de aluminio sdo Aluminato de Sodio,
Boemita, Hidroxido de Aluminio, Nitrato de Aluminio e Alumina.

Normalmente, o agente mineralizador ¢ um metal alcalino na forma de
hidréxido, como por exemplo, o hidréxido de sédio ou o ion fluoreto (F). O template
organico é uma espécie organica soltvel em dgua, como por exemplo, 0s sais quaternarios

de amonia (Figura 12).
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Figura 12 Esquema da formacdo da zedlita sintética. Fonte: Cundy e Cox (2005).

Os processos fisico-quimicos que ocorrem durante as sinteses de zedlitas sdo
bastante sensiveis ao tipo dos reagentes e a ordem de adicdo dos mesmos. Outros
fatores criticos sdo a velocidade de agitacdo do sistema (homogeneizacdo da mistura
reacional), o “envelhecimento” do gel, a temperatura e o tempo de cristalizacdo. Existem
muitas reac@es quimicas que ocorrem durante o processo de cristalizacdo das zeolitas, na
sintese as interacfes entre as espécies organicas e inorganicas sdo muito complexas
(Cundy e Cox, 2005). Sendo assim, fazendo variar a composicao da solucéo (ou gel de
sintese) e as condi¢cBes operacionais, é possivel sintetizar materiais com caracteristicas
estruturais e composicdes quimicas diferentes.

As sinteses de novas estruturas zeoliticas, com propriedades caracteristicas
diferentes podem ser obtidas ajustando-se variaveis que participam do processo de
sintese, como temperatura, pressdo, pH, fontes de aluminio, silicio e contra-ions
catibnicos. Para formar diferentes espécies zeoliticas, usam-se direcionadores organicos
e também cations na interagdo com a rede negativa formada nas ligacOes tetraédricas entre
silicio e aluminio (Cundy e Cox, 2005). O tipo de cation presente pode dirigir a
estrutura a ser formada agindo como um molde (“template”). Assim, cations
organicos maiores podem levar a um aumento do volume dos canais (Braga e Morgon,
2007).
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1.3.3 Usos de Zedlitas
Conforme mencionado anteriormente, a estrutura das zedlitas apresenta
caracteristicas especiais, tais como, sistemas de poros e cavidades de tamanho de ordem
molecular. Além disso, sua estrutura pode apresentar um excesso de cargas negativas.
Essas propriedades, juntamente com a sua capacidade de troca idnica e seletividade
catalitica fazem das zedlitas materiais bastante utilizados em diversos setores industriais,
principalmente na industria quimica, petroquimica, inddstria de quimica fina, tratamento
de agua potavel, efluentes industriais e domésticos, e na agricultura moderna. A
importancia desses solidos microporosos na sociedade atual, recentemente tem motivado
a comunidade cientifica a realizar grandes esforcos para sintetizar os mesmos materiais

na escala nanométrica, ou seja, 10 a 1000 nm (Kecht et al., 2004).

1.3.4 Nanozedlitas

As nanozedlitas ttm um tamanho menor que 1000 nm e as suspensdes coloidais
de zedlitas com tamanho de particulas inferiores a 200 nm tém recebido uma atengéo
especial (Tosheva e Valtchev, 2005). A diminuicdo dos materiais zeoliticos da escala
micrométrica para a escala nanométrica acarreta mudancas nas propriedades fisico-
quimicas desses materiais. A proporcdo entre o numero de atomos (externos/internos)
aumenta rapidamente com a reducdo do tamanho das particulas, assim nanozeolitas
possuem uma ampla area de superficie externa e alta atividade catalitica superficial. A
acidez da superficie externa tem grande importancia quando a zedlita é destinada a ser
utilizada como catalisador em reacdes envolvendo moléculas grandes. Além disso, 0s
nanocristais de zedlitas tém reduzida limitacdo de difusdo em comparagdo com os cristais
de zedlitas de tamanho micrométrico (Zhan et al., 2002; Song et al., 2004; Tosheva e
Valtchev, 2005).

A sintese dos nanocristais de zeolita na forma de suspensdes coloidais estaveis foi
um dos desenvolvimentos mais importantes na ciéncia das zeolitas durante a década de
1990. Varios materiais microporosos das familias MFI-, LTA-, FAU-, BEA- foram
preparados na forma de suspensdes coloidais com distribuicdo de tamanho na escala
nanomeétrica, vide Tabela 1. Estudos indicam que a sintese desses materiais é direcionada
pela composicao quimica global da mistura dos reagentes e as variaveis termodinamicas
(Valtchev, Faust e Lézervant, 2004).
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Tabela 1 Peneiras moleculares sintetizadas na escala nanométrica, condicdes de sintese e
tamanho de cristal.

Composicdo molar da solugéo de sintese (S) ou gel T

G) (nm/°C) Referéncia
i . 10-100/  (Van Grieken et al.,
MFI 1 Al203:60 SiO»: 21,4 TPAOH: 650 H20 (S) 170 2000)

LTA 0,22 Na;0:5,0 SiO2: Al203: 8,0 (TMA).0: 130/63 (Hedlund, Schoeman
400 H20 (S) e Sterte, 1997)

FAU 5,5 Na,0: 1,0 Al203: 4,0 SiO2: 190 H20 (G)  20-100/60 (Zhan et al., 2002)

BEA Al;03:16-400 SiO2: 5,16-105 (TEA).O:  10-200/ (Camblor et al.,
240-6400 H20 (G) 140 1997)
) T= tamanho do cristal (nm) e t= temperatura de sintese (°C).

Nanozeolitas oferecem amplas vantagens em aplicacdes cataliticas e adsortivas.
Entre suas utilizacdes, podemos citar seu uso em sensores, filmes, diagnosticos médicos
e separacdo de materiais. Além disso, elas também podem ser utilizadas na construgédo
de materiais estruturados e na sintese de solidos porosos (Hincapie et al., 2004; Tosheva
e Valtchev, 2005). Considerando, principalmente, as modificacGes fisico-quimicas na
superficie externa desses materiais na escala nanomeétrica outras aplicacbes podem ser
exploradas, tais como o uso das nanozeoélitas para a imobilizacdo de enzimas (Ji et al.,
2008).

1.3.5 Imobilizacdo de enzimas em materiais zeoliticos

O uso de zedlitas como suporte de imobilizacdo enzimatica é considerado a
maneira mais apropriada de combinar as vantagens de ambos os catalisadores
heterogéneos e enzimaticos. Este processo de imobilizagdo de enzimas em suportes
zeoliticos ja vem sendo explorado, com sucesso, ha cerca de duas décadas, principalmente
para as zedlitas mais tradicionais (Lie e Molin, 1991; Gongcalves et al., 1996; 1997;
Serralha et al., 1998).

As zedlitas em si apresentam propriedades bastante interessantes que permitem
que essa imobilizacdo possa ser feita. Dentre elas pode-se citar a sua facilidade de
modulacdo, o comportamento hidrofilico/hidrofobico, o carater &cido/base, a resisténcia
mecanica e quimica, a morfologia e o tamanho do cristal, a area da superficie externa e
total e o didmetro do poro. A facil dispersdo/recuperacao das zedlitas em agua representa

uma vantagem adicional (Macario et al., 2007). Um dos mais importantes parametros na
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composic¢do da estrutura da zedlita é a proporc¢do Si:Al. De fato, a quantidade de aluminio
da estrutura cristalina determinara o balanco de carga total da zedlita, além disso a
quantidade e os diferentes tipos de cations de compensacao necessarios para estabilizar a
estrutura zeolitica influenciam drasticamente as caracteristicas hidrofobica/ hidrofilica e
acido/base da zedlita (Serralha et al., 1998).

Na década de 1990, as nanozeolitas receberam consideravel atencdo devido ao seu
elevado potencial em solucionar problemas de difusdo na catalise de moléculas grandes
e na preparacdo de materiais zeoliticos estruturados com uma porosidade hierarquica.
Recentemente, as nanozedlitas tém sido usadas para algumas aplicacdes nao
convencionais devido as propriedades fisico-quimicas atrativas de sua superficie, por
exemplo, para imobilizacéo de enzimas (Kang et al., 2006).

De maneira analoga as zedlitas na escala micrométrica, as nanozeo6litas séo
capazes de imobilizar enzimas. Estudos sistematicos da aplicacdo de nanozedlitas para
imobilizacdo enzimatica sdo bastante recentes, datando da década de 2000. Os principais
estudos reportados na literatura falam a respeito da imobilizacdo de biomoléculas em
nanozedlitas das familias LTL (Citocromo C, Mioglobina e Transferrina) (Yu et al., 2006;
Hu et al., 2009), Beta (Tripsina, Ferritina, Ovalbumina, Lisozima, Peptideos e Tirosinase)
(Zhang et al., 2005; Kang et al., 2006; Zhou et al., 2007; Ji et al., 2008), Silicalita-1 e
ZSM-5 (Ferritina, Ovalbumina, Lisozima) (Kang et al., 2006; Hu et al., 2009).

Embora essas nanozedlitas sejam de estruturas cristalograficas diferentes, os
dados desses estudos revelam um padrdo de comportamento bastante semelhante a
imobilizagcdo de proteinas ou enzimas, uma vez que a quantidade de biomoléculas
imobilizadas aumenta com a diminui¢do do tamanho dos nanocristais de zeolitas. Além
disso, a densidade de carga superficial e a topografia do nanomaterial (plano
cristalografico de crescimento e curvatura da superficie) sdo fatores importantes para a
imobilizacdo de biomoléculas na superficie das nanozedlitas. A alta eficiéncia catalitica
dos biocatalisadores (complexo nanozeolita/enzima) foi atribuida a grande area
superficial e a uniformidade da estrutura cristalina.

Outra observagdo importante é que por meio da anélise da literatura disponivel e
citada no decorrer do texto, até o presente momento, ndo se encontram na literatura
registros do uso de nanozedlitas como suporte solido para imobilizagdo de lipases, e
principalmente o uso de tal complexo na reacéo de transesterificacdo para producéo de
biodiesel. Assim, o foco deste trabalho foi responder a vérias questdes, no que diz respeito

ao mecanismo de imobilizagdo de enzimas em substratos nanozeoliticos, que ainda ndo
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tinham sido exploradas, e estudos experimentais nessa area sdo importantes para entender
e dominar esta importante interacdo do complexo nanozeo6lita-enzima. Esses complexos
(nanozeolitas/enzimas) apresentam boas perspectivas para o futuro da producdo de
biodiesel proveniente de matérias primas alternativas que ndo entram em conflito com a

industria de alimentos e o uso de etanol como solvente principal da reacéo.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivos gerais do projeto

O presente trabalho tem como principais objetivos: sintetizar e caracterizar
nanozeolitas de estruturas diferentes; estudar parametros fisico-quimicos dos materiais
zeoliticos, tais como morfologia, crescimento preferencial dos planos cristalinos, defeitos
de superficies e textura desses nanomateriais; estudar o uso dessas matrizes para a
imobilizacdo de lipases provenientes de diferentes microrganismos e avaliar a atividade
catalitica da zedlita pura, da enzima livre e do complexo nanozeo6lita/enzima na catalise
da reacdo de transesterificacdo do 6leo de palma e do 6leo de microalgas a biodiesel via

rota etilica.

2.2  Objetivos especificos

e Caracterizacdo das enzimas livres e realizagdo de testes enzimaticos relevantes;

e Sinteses e caracterizagdes das nanozeodlitas GIS, LTA, FAU, BETA e TS-1;

e Estudo de troca idnica com cétions de diferentes densidades eletrbnicas com o
objetivo de obter suportes eficientes para imobilizacdo enzimatica;

e Caracterizacdo das nanozeolitas obtidas por técnicas fisicas do estado solido tais
como Cristalografia de Raios-X de materiais policristalinos (DRX), Ressonancia
Magnética Nuclear do Estado Sélido-Angulo Magico (RMN-MAS), Microscopia
Eletronica de Varredura e Transmisséo (MEV, TEM-HR), Microscopia de Forca
Atdmica (AFM), Espectroscopia de Infravermelho, Espectrometria de Emissao
Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES), Espectroscopia de
Fotoelétrons Induzida por Raios-X (XPS), Adsorcdo de nitrogénio, Analises
termogravimétricas (TGA) e Potencial zeta.

e Avaliacdo da influéncia de cations com diferente raio id6nico na eficiéncia
catalitica dos complexos nanozeolita-enzima, que foram obtidos através de troca
ibnica da nanozeolita com cations de diferentes densidades eletronicas, tais como
Cu?*, Zn?*, Co?*, Mn?* e Ni%*;

e Avaliacdo dos diferentes tipos de imobilizacdo da enzima: por adsor¢do ou por
ligacdo covalente na matriz de imobilizacdo (nanozeolitas funcionalizadas), que
foram obtidas por meio da adicdo de grupos organicos (aminossilano e
glutaraldeido) na sua superficie
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e Estudo da imobilizacdo de lipases de R. miehei, T. lanuginosus, C. antarcticae B.
cepacia sobre 0s novos suportes nanozeoliticos;

e Caracterizacdo da quantidade de proteina adsorvida no suporte zeolitico.

e Avaliacdo da atividade enzimatica da enzima livre na hidrdlise do éster palmitato
de p-nitrofenila (p-NPP);

e Avaliagdo da atividade enzimatica dos complexos (hanozeodlita/enzima) na
hidrolise do 6leo de soja pela analise titulométrica;

e Testes cataliticos dos materiais imobilizados (hanozedlita-enzima), para a reacao
de transesterificacdo do 6éleo de palma e 6leo de microalgas para producdo de
biodiesel usando etanol e avaliacdo e comparacao dos resultados obtidos quando
ambos os catalisadores séo usados separadamente;

e Analise da qualidade do biodiesel obtido através de cromatografia gasosa de
acordo com a norma europeia EN 14103;

e Analise de bioinformatica estrutural da enzima para explicar o fendmeno

interagdo das enzimas com as nanozedlitas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1  Métodos de caracterizagdo das enzimas livres e dos testes enzimaticos
relevantes
3.1.1 Ensaio enzimatico para medida de atividade enzimatica das enzimas livres

A atividade enzimatica da lipase livre foi determinada pelo protocolo a 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
liberada através da hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila (p-NPP).

De acordo com esse método uma solucdo de palmitato de p-nitrofenila (p-NPP)
(3mg/mL) foi preparada em alcool isopropilico (solucdo A), enquanto outra solucédo
(solucdo B) foi preparada a partir de goma arabica (0,5%, m/v) e Triton X-100 (2%, m/v),
ambas diluidas em tampéo fosfato de soédio (pH 7, 0,05 M). Em seguida, 1mL de solucéo
A foi adicionado a 9 mL de solucdo B. Esta mistura foi denominada de substrato.

A atividade da enzima livre foi medida de acordo com o seguinte procedimento:
em 900 uL da solucdo final de substrato foram adicionados 100 pL de enzima livre diluida
em tampéo fosfato, em seguida, a mistura foi incubada por 1 minuto a 37°C. A quantidade
de p-nitrofenol liberada foi determinada espectrofotometricamente (410nm) e as medidas
foram realizadas em triplicata. A atividade lipolitica da enzima livre, U, foi calculada de

*
U= _AbS™Ve *108 |[*D
EFK*T

Equacdo 1 Determinacéo da atividade para a enzima livre por espectrofotometria.

acordo com a Equacéo 1.

Na qual U, unidade de atividade enzimatica é expressa como U/mL, onde 1
unidade de atividade é definida como a formacéo de 1umol de p-nitrofenol liberado de p-
NPP por minuto dentro das condi¢des do ensaio; Abs, absorvancia da amostra em 410nm;
Vt, volume total da reacdo (mL); Xe, volume da solucdo enzimética (mL) ou massa da
enzima imobilizada; €, coeficiente de extingdo molar (9,78.10° L.molt.cm™), pH 7,0; T,
tempo de incubagdo; 10%, fator correcdo do coeficiente (g); D, diluicdo da amostra se

necessario.

3.1.2 Eletroforese e zimogramas de atividade
Os ensaios de eletroforese e zimogramas de atividade foram realizados no
Laboratdrio de Bioquimica e Microbiologia Aplicada - IBILCE/UNESP.
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3121 Eletroforese desnaturante

O grau de pureza e a massa molecular aproximada da enzima em questdo foram
verificados por eletroforese em gel de poliacrilamida em condic¢des desnaturantes (SDS-
PAGE), em cuba vertical Mini Proteaz Il (Bio-Rad). Foi usado gel de poliacrilamida 12%
e tampdo de corrida Tris-glicina pH 8,3 com dodecil sulfato de sddio (SDS). Proteinas
conhecidas de baixa massa molecular foram utilizadas como padréo. A coloracdo do gel

foi feita utilizando-se nitrato de prata (Schagger, 2006).

3122 Zimograma na atividade de hidrolise

A zimografia é uma técnica que permite detectar a atividade de uma determinada
enzima diretamente no gel de separacdo eletroforética (Kwon et al., 2011). O zimograma
de atividade de hidrélise da lipase de R. miehei foi verificado por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢6es ndo desnaturantes (Hama et al., 2006). Foi usado um gel de
poliacrilamida 13% (m/v) e um gel de empilhamento a 5% (v/v), e tamp&o de corrida
Tris-glicina pH 8,8 (sem SDS). As amostras foram misturadas numa razéo 1:1(v/v) com
um tampao de amostra composto por tampéao Tris/HCI a 0,1 M, pH 8,0, glicerol a 20%
(v/v), azul de bromofenol e &gua ultrapura. Uma aliquota de 20uL dessa mistura foi
aplicada no gel. Apos a corrida, o gel foi lavado com tampéo Tris/HCI 0,1 M, pH 8,0
contendo 2,5% (v/v) de triton X-100, por 30 minutos.

Para a deteccdo de lipases hidroliticas o gel foi previamente equilibrado em
tampéo fosfato de sodio 0,1 M em pH 7 por 30 minutos, e posteriormente incubado na
solucdo contendo a- e P acetato de naftila e corante fast blue, até o surgimento da banda
referente a presenca da enzima. Nesta reagdo, 0 substrato, acetato de a-naftila, sofre
hidrélise catalisada pela enzima formando como produto o a-naftol, que reage com o

agente colorimétrico (fast blue) para formar um complexo de coloragéo roxa.

3.1.23 Zimograma baseado na atividade de esterificacéo
A metodologia foi adaptada dos procedimentos experimentais reportados por
Kwon et al. (2011) fazendo as modificacBes necessarias para as nossas condi¢Oes
experimentais. Em um gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 13% (m/v) e gel de
empilhamento a 5% (v/v) foram aplicadas as amostras das lipases de R. miehei, T.
lanuginosus, C. antarctica e B. cepacia nas mesmas condicdes citadas no item 3.1.2.2.
Ap0s a corrida eletroforética em sistema ndo desnaturante (conforme descrito no item

3.1.2.2), o gel foi lavado com duas soluc¢bes tampdao Tris/HCI a 25 mmol/L pH 8,0, uma
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contendo 2,5% (v/v) e outra contendo 1% (v/v) de triton X-100. O gel também foi lavado
com 2-propanol a 20% por 20 minutos e equilibrado no tampé&o Tris/HCI a 25 mmol/L
por 10 minutos para identificar as lipases com atividade de esterificagdo, o gel foi
incubado a 30°C em uma solucdo contendo acido oleico (1,5% v/v) e dodecanol (1,5%
v/v) emulsificados em tampdo Tris/HCI a 25 mmol/L pH 8,0. A presenca da enzima foi

verificada pelo aparecimento de manchas escuras no gel decorrente da atividade da lipase.

3.2  Preparacao dos suportes zeoliticos

Esta secdo descreve a preparacdo dos suportes de imobilizagdo de enzimas
utilizados nesta tese. Neste caso, dividiu-se em trés grupos de suportes: nanozedlitas puras
(Nano-GIS, Nano-X, Nano-LTA, Nano-BEA e Nano-TS1); nanozedlitas ativadas por
troca ibnica com metais de transicdo (Me) (Nano-X/Me e Nano-LTA/Me); e nanozeolitas
funcionalizadas com aminossilano (Nano-GIS/NH, Nano-X, Nano-LTA/NH, Nano-
BEA/NH e Nano-TS1/NH, Nano-X/Ni/NH) e com glutaraldeido (Nano-GIS/GA, Nano-
XIGA, Nano-LTA/GA, Nano-BEA/GA e Nano-TS1/GA, Nano-X/Ni/GA).

3.2.1 Sinteses das nanozedlitas puras
3211 Nanozedlita Gismondina (Nano-GI S)

A nanozedlita GIS foi sintetizada em quantidade suficiente para que a composi¢ao
molar da reagdo fosse a seguinte: 1 Al2Os: 4,17 SiO2: 2,39 TMA20: 253 H20. Uma
solucéo de isopropoxido de aluminio (AIJOCH(CHz)2]s, 98%, Sigma-Aldrich), hidréxido
de tetra metil amonio pentahidratado ((CHs)sN(OH)-5H.0, 97%, Sigma-Aldrich), agua
destilada, e tetra etil ortosilicato (Si(OC2Hs)4, 98%, Sigma-Aldrich) foram misturados em
um reator de polipropileno sob agitacéo vigorosa, resultando em uma solucdo clara apos
30min. A solucéo clara foi tratada por 1h a 0°C em um banho de ultra-som e agitada por
20h em agitador magnético a temperatura ambiente e um tratamento hidrotérmico
adicional de 120°C por aproximadamente 30min foi realizado para garantir a dissolugéo
de todas as particulas maiores restantes, seguido por 15min de resfriamento a 0°C em um
banho de gelo. A mistura final foi colocada em um reator estatico (Parr Instrument
Company) e levada a estufa (Lindberg/Blue M M01440) sob a prépria pressdo gerada
pelo sistema por periodo de 13 dias em temperatura (100 °C). Em seguida, o sobrenadante
nanozeolitico foi resfriado e centrifugado em alta velocidade (17.000 rpm). O processo

de purificacéo e lavagem incluiu a remocéo da agua mae e a redispersdo em agua destilada
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(3X) utilizando um banho ultrassdnico. Esta amostra foi denominada Nano-GIS (Kecht
et al., 2004).

Essa nanozedlita (Nano-GIS) mostrou ser sensivel a calcinacdo em elevadas
temperaturas, assim o cation organico derivado de tetrametilambnio usado como
direcionador de estrutura foi removido utilizando tratamento de troca i6nica, adaptado de
procedimentos experimentais descritos na literatura (Holmberg, Wang e Yan, 2004). A
troca idnica foi realizada por meio da adicéo de 1g da nanozedlita NaX em 30 mL de uma
solugdo de 1M de nitrato de sodio (NaNOsz). A solugdo foi colocada em um frasco de
polipropileno e mantida em agitacdo magnética em temperatura de 90 °C por 12 horas.
Apés a troca idnica, as amostras foram lavadas trés vezes, incluindo etapas de

centrifugacdo e redispercdo em agua. Esta amostra foi denominada Nano-GIS/Na.

3212 Nanozedlitas FAU (Nano-X)

A nanozedlita faujasita (Nano-X) com alto teor de aluminio foi sintetizada da
seguinte maneira: 5,349 de hidroxido de sodio (pellets, 98,5 %, Fluka), 2,429 de
aluminato de sodio (Al203: 50-56% e Na,O: 40-45%, Sigma-Aldrich) foram preparados
em forma de solucdo usando agua destilada (50,0g). A solugéo de aluminato de sodio, foi
acrescentada 3,43g de silica fumed (SiO», 99,8%, Sigma-Aldrich) para que a composi¢édo
molar da reacgdo fosse: 5,5 Na2O: 1,0 Al>03: 4,0 SiO>: 190 H,0O. O gel foi colocado em
agitacdo magnética (250 rpm) e a cristalizacdo ocorreu por 2 dias a 60°C. O produto
obtido, denominado Nano-X/Na, foi recuperado por centrifugacdo (12.000 rpm), lavado
com agua deionizada e seco a temperatura ambiente por 24h, em seguida, foi feita sua
andlise por difracdo de raios X (Zhan et al., 2001; Zhan et al., 2002).

3213 Nanozedlita LTA

Os cristais da nanozeolita LTA foram sintetizados de acordo com a seguinte
composicdo molar: 0,4 Na,0:1,9 Al,03:14,0 (TMA)20:11,9 SiO2:700 H,O. Em uma
sintese tipica, 2,299 de isopropdxido aluminio (AI[OCH(CHa)2]3, 98%, Sigma-Aldrich),
15,049 de hidroxido de tetra metilamdnio pentahidratado ((CHs)sN(OH)-5H.0, 97%,
Sigma-Aldrich) foram primeiro dissolvidos em solucdo de hidréxido de sédio (NaOH,
98,5 %, Fluka) (0,1g de NaOH em 27,2g de H20). Apo6s agitar a mistura a temperatura
ambiente durante 24h para obter uma soluc¢éo clara, 7,04g de uma solucéo aquosa de silica
(Ludox HS-30, 30% SiO2 em massa, Sigma-Aldrich) foi adicionada gota a gota sob

agitacdo vigorosa. O gel foi mantido durante 72h a temperatura ambiente e, finalmente,
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hidrotermicamente tratado a 60°C durante 24h. Posteriormente, o sobrenadante
nanozeolitico foi resfriado e centrifugado em alta velocidade (17.000 rpm). O processo
de purificagdo e lavagem incluiu a remocao da &gua mae e a redispersdo em agua destilada
(3X) utilizando um banho ultrassdnico. O produto obtido foi denominado Nano-LTA
(Biemmi e Bein, 2008).

3214 Nanozedlita Beta

A nanozedlita beta foi sintetizada de acordo com a seguinte composicdo molar:
1SiO2: 0,01 Al203: 0,50 TEAOH: 16 H20. Em uma sintese tipica de nanozedlita 15 g de
H>0 foi adicionada a 21,0 g de TEAOH ((C2Hs)sN(OH) ~ 40% em H20). Em seguida,
0,51 g de isopropoxido aluminio (AI[OCH(CHzs)2]3, 98%, Sigma-Aldrich) foi dissolvido
na solucéo e a mistura foi mantida em agitacdo em temperatura ambiente durante 1h e,
apos esse periodo, foi adicionado 6,05 g de tetraetilortosilicato (TEOS) (Si(OC2Hs)a,
>99,0%, Sigma-Aldrich).

O gel foi misturado e mantido durante 24h a temperatura ambiente para evaporar
o etanol proveniente da reacdo de hidrélise do TEOS e, finalmente, hidrotermicamente
tratado a 140°C durante 5 dias. Os cristais nanométricos resultantes do tratamento
hidrotérmico de solugdes coloidais foram purificados por separacdo da agua mae em trés
etapas de centrifugacdo. Apos cada etapa, as nanoparticulas foram redispersas em agua
destilada num banho ultrassénico por 2h. O produto obtido foi denominado Nano-BEA
(Larlus et al., 2011).

3215 Nanozedlita TS-1

As sinteses das nanozedlitas TS-1 foram adaptadas dos procedimentos
experimentais descritos na literatura (Cundy, Forrest e Plaisted, 2003; Cundy e Forrest,
2004) da seguinte maneira: 13,2 g de Tetraetilortosilicato (>99,0 %, Sigma-Aldrich) e
1,26 g de Tetrabutil ortotitanato (Ti[O(CH2)3CHzs]s, 99%, ACROS Organics) foram
transferidos para um frasco de polipropileno e agitados a temperatura ambiente (=10min)
até a formacdo de uma mistura homogénea. Em um recipiente separado, uma solucédo
(22,19, 1M em H20) de hidréxido de tetrapropilaménio (CH3CH.CH2)4N(OH) foi
misturada completamente com cerca da metade da quantidade de &gua adicional
necessaria (3,5 g no total) para garantir que uma quantidade de agua suficiente estivesse

presente na hidrolise eficientes dos ésteres para formar uma mistura de silicato e titanato.
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A solucdo de base organica diluida foi, entdo, cuidadosamente adicionada a
mistura de ésteres (sob agitacdo vigorosa) a taxa de cerca de 1mL/minuto. A mistura
rapidamente apresentou uma aparéncia turva que desapareceu durante a adi¢ao da solucao
de base para a formacdo de uma solucéo clara de duas fases. Depois que toda solucdo de
base foi adicionada, a mistura resultante foi agitada por cerca de 1lh até tornar-se
homogénea. A agua restante foi acrescentada neste ponto para atingir a composicao final
molar: 0,36 TPAOH: 0,06TiO2: 1,00Si0,: 16,2H,0: 4EtOH: 0,24 BUOH. A mistura foi
mantida em agitacdo (overnight) para garantir a realizacdo da hidrolise. O gel precursor
resultante foi mantido em condicgdes estaticas a 22°C. Em seguida, o gel final foi colocado
em reator e a cristalizagdo por 24h em estufa convencional a 100°C. O produto obtido foi
denominado Nano-TS1.

3.2.2 Sinteses das nanozeotlitas modificadas com céations de metais de transicao
através do processo de troca idnica

Antes da imobilizacdo de enzimas as nanozedlitas Nano-X/Na e Nano-LTA foram
submetidas a troca idnica, a fim de substituir os cations de sodio por cation de metais de

transicao.

3221 Troca ibnica Nano-X/Na

Neste trabalho, foram avaliados trés parametros de troca ibnica da amostra da
nanozedlita (Nano-X/Na). O primeiro deles se refere ao estudo do efeito do céation, o
segundo o efeito da concentracdo molar, enquanto que o outro parametro do estudo foi a
influéncia do tempo de troca idnica sobre as propriedades da nanozedlita (Nano-X/Na).

As amostras obtidas foram nomeadas como Nano-X/-Me/-c-/-t em que a letra -Me
indica o cation metalico (Mn?*, Co?*, Cu?*, Zn?* ou Ni?"), a letra -c indica a concentrag&o
molar empregado e a letra —t indica o0 tempo na etapa de troca i6nica. No caso do ion de
niquel foi investigada a variagdo de dois pardmetros: tempo e concentragdo idnica da
solucdo de NiSO4. Todas as trocas de ibnicas foram realizadas utilizando 1g da
nanozedlita NaX em 30 mL das respectivas solucbes de sais (MnSOs, CuSQO4, CoSOs4,
ZnSOs ou NiSO4). Os produtos solidos obtidos ao final da troca ibnica foram
centrifugados, lavados com agua destilada por trés vezes e secos a temperatura ambiente.

A nomenclatura e as condicGes de preparacdo das amostras variando os trés
parametros de troca i6nica desse trabalho foram as seguintes:

i.  Troca ibnica em baixa concentracdo molar: As reacdes de troca idnica foram

mantidas a 60°C durante 16 horas na concentracdo de 0,1M do sal correspondente.
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Os derivados da troca ionica foram denominados Nano-X/Mn/0.1M, Nano-
X/Cu/0.1M, Nano-X/Co/0.1M, Nano-X/Zn/0.1M e Nano-X/Ni/0.1M.

ii.  Troca idonica em funcdo do tempo: As reacOes de troca idnica foram realizadas a
60° C com uso de NiSO4(0.1M) e tempo (4h, 16h, 24h e 36h). Os derivados da
troca idnica foram denominados Nano-X/Ni/4h, Nano-X/Ni/16h, Nano-X/Ni/24h
e Nano-X/Ni/36h.

iii.  Troca idnica em funcéo da concentracdo molar: As reacdes de troca idnica foram
realizadas a 60° C durantes 36h com uso de NiSO4(0,1M; 0,3M; 0,5M ). As
amostras obtidas foram denominadas Nano-X/Ni/0.1M, Nano-X/Ni/0.3M e
Nano-X/Ni/0.5M.

iv.  Troca ibnica em alta concentracdo molar: As reagdes de troca idonica foram

mantidas a 60° C durante 36 horas na concentracdo de 0,5M do sal
correspondente. Os derivados da troca idnica foram denominados Nano-
X/Mn/0.5M, Nano-X/Cu/0.5M, Nano-X/Co/0.5M, Nano-X/Zn/0.5M e Nano-
X/Ni/0.5M.

3222 Trocaionica Nano-LTA/Na

A nanozedlita Nano-LTA/Na também foi convertida para a forma Mn?*, Co?*,
Cu?*, Zn?* e Ni?* por troca idnica com a solucdo de sal apropriada. Os procedimentos de
troca idnica foram feitos de forma semelhante ao descrito no item anterior 3.2.2.1. Ap6s
as reacOes, as amostras foram centrifugadas, os respectivos produtos sélidos foram
lavados por trés vezes com agua destilada e secos a temperatura ambiente. As amostras
obtidas foram denominadas de acordo com as condi¢cBes de troca idnica: baixa
concentracdo molar (Nano-LTA/Mn/0.1M, Nano-LTA/Cu/0.1M, Nano-LTA/Co/0.1M,
Nano-LTA/Zn/0.1M e Nano-LTA/Ni/0.1M) e em funcdo da concentracdo molar de
NiSO4 (Nano-LTA/Ni/0.1M, Nano-LTA/Ni/0.3M e Nano-LTA/Ni/0.5M).

3.2.3 Moadificagdo quimica da superficie e ativacdo das nanozedlitas
3231 Preparacéo das nanozedlitas com aminossilano (Nanozeolita/NH)
Para a modificacdo da superficie das nanozeolitas (Nano-TS1, Nano-GIS, Nano-
LTA, Nano-BEA, Nano-NaX e Nano-NaX/Ni) o agente silano de acoplamento, o 3-
aminopropiltrimetoxisilano [H2N(CH2)3Si(OCHs)s] (APTMS) foi utilizado de acordo
com a metodologia proposta por Plueddemann (1982) para ativar as superficies das

nanozedlitas para posterior funcionalizacdo. Neste trabalho, APTMS que possui uma
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extremidade amino foi selecionado como o agente de acoplamento para funcionalizar a
nanozeolita, o grupo silano foi acoplado pelo método de refluxo da suspensao contendo
a nanozeolita, APTMS e diclorometano. O fluxograma geral apresenta modificacdo
quimica da superficie das nanozeolitas utilizadas neste estudo, Esquema 1. Inicialmente,
1 g da nanozeolita calcinada foi colocada em 30 mL de diclorometano (30 mL) e
adicionado 2 mL do agente aminossilano (APTMS), permanecendo por 16h em agitagéo
magnética. As nanozedlitas modificadas foram recuperadas por centrifugacdo (17.000
rpm), lavadas com alcool etilico absoluto trés vezes para remover APTMS que ndo reagiu
e em seguida, os produtos solidos foram secos em estufa 60°C/12 horas. As amostras
resultantes deste procedimento foram identificadas com codigo Nano-TS1-NH, Nano-
GIS-NH, Nano-LTA-NH, Nano-BEA-NH, Nano-NaX-NH e Nano-NaX/Ni-NH.

R[I) Temperatura ambiente

i
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£
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E—HH + RO=Si—(CH;)3-NH, : 16h >  S|—0—S8i=(CHy),=NH,
S-OH ml) ke s -0~
Nanozedhta Ammossilanao Nanozeohta modificada (N -?CHE}

APTMS(R=CHj3)

Esquema 1 Modificagdo quimica da superficie nanozedlita TS-1, adaptado de ref. Li et al. (2006).

3232 Preparacao dos suportes glutaraldeido/nanozedlita (Nanozedlita/GA)

Os APTMS ancorados nas nanozeélitas ainda ndo estavam completamente
prontos para a fixacdo de proteinas, no entanto, um agente de ligacdo cruzada foi
necessario entre a molécula de enzima e o amino grupo do APTMS. Assim, o radical
amino das amostras com a superficie previamente modificadas, Nano-TS1-NH, Nano-
GIS-NH, Nano-LTA-NH, Nano-BEA-NH, Nano-NaX-NH e Nano-NaX/Ni-NH foi
colocado para reagir com glutaraldeido, que também pode reagir covalentemente com os
grupos amino da lipase (Esquema 2). Neste procedimento, as amostras amino-
funcionalizadas secas foram adicionadas em 20 mL de glutaraldeido (25 % (m/m) em
agua), e posteriormente colocadas em agitacdo por 24h a temperatura ambiente. As
nanozedlitas-GA foram obtidas a partir do completo acoplamento das moléculas de
Nanozedlita-NH e glutaraldeido, apds esse procedimento os produtos sélidos foram
lavados trés vezes com &gua deionizada e recuperados por centrifugacao (17.000 rpm), o
produto foi seco e armazenado sob vacuo, a fim de evitar a oxidacdo. As amostras
resultantes deste procedimento foram identificadas com os seguintes cddigos: Nano-
TS1/GA, Nano-GIS/GA, Nano-LTA/GA, Nano-BEA/GA, Nano-NaX/GA e Nano-
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NaX/Ni/GA. As Nanozeolitas-GA funcionalizadas com glutaraldeido foram utilizadas
para ligar covalentemente com a enzima, enquanto que as nanozedlita puras e a
Nanozeolita-NH foram usadas de modo comparativo como suportes de imobilizagdo por

adsorcéo fisica.
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Esquema 2 Imobilizacdo covalente da enzima: Nanozed6lita modificada com aminossilano reage
com o glutaraldeido e o grupo N-terminal da enzima (Jung e Hartmann, 2008).

3.3  Sinteses e caracterizacdo dos complexos hanozeoélita-enzima
3.3.1 Adsorc¢ao de Enzimas sobre as Nanozedlitas

As lipases comerciais produzidas por R. miehel, T. lanuginosus, C. antarctica e
B. cepacia foram imobilizadas sobre diferentes nanozeoélitas sintetizadas e o
procedimento de imobilizacdo foi adaptado da referéncia (Hu et al., 2009). A adsorgéo
foi realizada a temperatura ambiente pela incubacao das lipases (2mg/mL) e nanozeoélita
(200mg/mL) misturadas em solucao tampéo fosfato de sddio (20mM, 5mL) e agitada em
200rpm por 16h. O suporte com lipase imobilizada foi separado por centrifugacdo em
12.000rpm, lavado duas vezes com agua deionizada e mantido a 25°C “overnight” e
armazenado em 4°C antes da reacédo de transesterificagdo. As concentracGes de enzimas
imobilizadas foram determinadas através do método descrito por (Bradford, 1976) que
utiliza Albumina de Soro Bovino (ASB) como um padrdo. A quantidade de proteina
adsorvida sobre a matriz Pg (mg/g) foi calculada de acordo com (Yagiz, Kazan e Akin,

2007) pela Equacéo 2.

_ CoVo—-CiVi
W

Equac&o 2 Determinacdo da quantidade de proteina total.

Pg

Na qual, Co € a concentracdo de proteina inicial (mg/ml), Cr a concentracao final
(mg/mL), Vo € o volume inicial da solucéo de lipase (mL), Vté o volume final (ml) e w é

a massa do suporte usado (g).
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A guantidade de proteina imobilizada sobre o suporte foi determinada pela medida

da concentracdo inicial e final de proteinas presentes nas solucfes e convertida para
porcentagem de enzima imobilizada. Posteriormente, o suporte com a lipase imobilizada

foi seco a 25°C “overnight” e armazenado em 4°C antes da rea¢do de transesterificacao.

3.3.2 Ensaios enzimaticos para medida de atividade enzimatica pelo método
titulométrico

As medidas de atividade enzimatica dos complexos nanozedlitas/enzimas foram
determinadas pelo método de titulacdo seguindo os procedimentos experimentais
descritos nas especificacdes (ACS, 1993) e os protocolos de testes padrdes da Sigma para
ensaios enzimaticos de lipases (EC 3.1.1.3), com algumas modifica¢des (Pinsirodom e
Parkin, 2001; Gupta, Upadhyay e Shrivastava, 2011; Spera et al., 2011).

De acordo com este método, uma mistura composta por 20 mM de tampéao de
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. Posteriormente, 25 mg de um complexo
nanozedlita-enzima foi adicionado e a mistura foi incubada por 30 minutos a 37°C, as
reacdes foram paralisadas pela adi¢do de 2,5 mL de etanol a 95%, em seguida, resfriada
em banho de gelo. A solug&o foi centrifugada em 12.000 rpm.

A quantidade de acidos graxos livres liberados presentes no sobrenadante foi
determinada por titulacdo da amostra com NaOH 0,05 M, utilizando fenolftaleina como
indicador. As medidas foram realizadas em duplicata e uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima requerida para produzir 1,0
micromol de acido graxo liberado de um triacilglicerideo em 1 hora dentro das condic¢des
do ensaio. No branco, foram utilizadas as respectivas amostras das nanozeo6litas sem
enzimas imobilizadas na mistura reacional. A atividade lipolitica da enzima imobilizada,

U/mg solido, foi calculada de acordo com a Equacéo 3.

_ (NaOH)(Molaridade of NaOH)(1000)(2)

mg do solido

Unidades/mg-solido

Equagcado 3 Determinacdo da atividade enzimética para enzima imobilizada por titulagéo.

NaOH = Volume (em mililitros)
1000 = Fator de conversao de miliequivalentes para microequivalentes
Tempo 2 = fator de conversdo de 30 minutos para 1 hora (defini¢do da unidade)

mg de s6lido = massa (em mg) dos complexos enzima-nanozeolite utilizados.
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3.4 Sintese de biodiesel
Para as reacgdes transesterificacdo foram usados 6leo de palma —43% C16:0; 4,4%
C18:0; 40,5% C18:1; 10,1% C18:2 e 0,2% C18:3 — (fornecido pela empresa Fertibom de
Catanduva-SP) e 6leo de microalgas — 8% C16:0; 3% C18:0; 71% C18:1; 15% C18:2 e
1% C18:3 — (fornecido pela empresa Solazyme de Campinas-SP), vide Figura 13. As
condicGes para a obtencédo de biodiesel foram semelhantes a da metodologia descrita por
(Macario et al., 2007) e (Yagiz, Kazan e Akin, 2007) fazendo as adaptacOes necessarias
nas condicdes de sinteses para 0os novos catalisadores. As reacdes de transesterificacdo
com o complexo nanozedlita/enzima foram realizadas com uma razao 6leo/etanol de 1:4
em 40°C (temperatura ideal para transformar o éleo de palma, semi-sélido em temperatura
ambiente, em liquido e também nesta temperatura ndo inativa as enzimas), o etanol foi
adicionado lentamente em batelada alimentada para ndo ocorrer a inativacdo da enzima.
Apos a reacdo, 0 excesso de etanol foi evaporado em pressdo reduzida e o produto

(biodiesel e glicerol) foram separados por centrifugacdo em 12.000rpm.

Figura 13 Matérias-primas utilizadas no estudo. A) 6leo refinado de palma (temperatura
ambiente), B) 6leo refinado de palma (40°C) e C) 6leo refinado de microalgas heterotréficas.

O progresso da reacdo de transesterificacdo foi acompanhado pela analise por
Cromatografia de Camada Delgada (TLC) seguindo a metodologia proposta por Yang et
al, 2009. Em um intervalo de tempo pré-determinado, um pequeno volume (25uL) da
mistura reacional foi retirado e misturado com 100uL de hexano. Apds a separagédo por
centrifugacdo (2min.), 1uL da camada superior da amostra foram aplicados a uma placa
de silica gel. Em seguida, a placa foi introduzida cuidadosamente em uma cuba de vidro
fechada (cAmara) contendo uma mistura de solvente hexano/acetato de etila/acido acético
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(90:10:1). Apos a corrida do solvente, as placas foram secas e reveladas com iodo
subliméavel (Yang, Sohn e Kim, 2009).

3.4.1 Otimizacao da producéo de biodiesel pelo método de Box Behnken

A otimizacgdo da reacdo foi realizada por um delineamento experimental Box-
Behnken de superficie de resposta, este modelo estatistico exibe, como principal
vantagem, a exigéncia de um ndmero reduzido de experimentos quando comparado a
outros métodos, tal como o método fatorial (Charoenchaitrakool e Thienmethangkoon,
2011). O emprego do modelo Box-Behnken consiste em um planejamento experimental
utilizado para procedimentos de otimizagdo. Para atingir esse propdsito, é feita uma
repeticdo do ponto central, para medir a variabilidade experimental e mais um conjunto
de pontos fatoriais ancorados no ponto central definindo a regido de interesse (Box e
Behnken, 1960).

O método foi aplicado utilizando, como biocatalisador, o complexo Nano-
X/Ni/0,5M com a lipase de R. miehei imobilizada. Este complexo demonstrou ser mais
ativo quando comparado com o0s outros complexos entre lipase de R. miehei e a
nanozeoblita X. Na Tabela 2 estdo apresentadas as varidveis investigadas para o
planejamento experimental: (1) o efeito do tempo reacional (X1), (2) a razdo molar 6leo:
etanol (O:E) (X2) e (3) a quantidade de catalisador (X3) no rendimento de ésteres etilicos.
As demais condigOes experimentais utilizadas foram as mesmas para as reag0es descritas
no item 3.4. Um total de 15 experimentos foram necessarios para estimar os coeficientes
do modelo. O planejamento estatistico e a analise de dados foram realizados utilizando o
software Minitab 16, obtendo, assim, os coeficientes de regressdo, as variancias e as
curvas de contornos. Em um sistema envolvendo variaveis independentes, a relagdo
matematica de resposta destas variaveis com a formacéo de ésteres pode ser aproximada

pela equacgéo polinomial quadratica. A formula do modelo é mostrada na Equacéo 4:

k k k=1 &
y=By+ 2 B+ B+ 2 By x, e
i=l =1

=l j=i+l
Equacdo 4 Formula do modelo experimental do tipo Box-Behnken.

Na qual, Y representa a resposta prevista para o rendimento de ésteres etilicos, Xi e Xij S&0
variaveis independentes, Bo é 0 modelo da constante e Bi, Bii, Pij Sd0 coeficientes de
regressdo e € € o erro.



Material e Métodos

75
O delineamento experimental, ou seja, os limites superiores e inferiores do tempo
(h), razdo molar O:E (mol/mol) e quantidade de catalisador (% em peso em relagcdo ao

6leo) sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 Variaveis para o planejamento experimental do tipo Box-Behnken.

Variaveis Inferior Mediana Superior
Tempo 12 30 48
Razdo molar Oleo:Etanol 1:4 1:5 1:6
Quantidade de catalisador 3% 4% 5%

3.4.2 Reuso do biocatalisador

O reuso do biocatalisador € outra propriedade importante da enzima imobilizada
que indica a estabilidade, a forca e a eficiéncia da ligacdo entre o0s suportes e a enzima.
Portanto, apds as reacdes de producdo de biodiesel, os principais complexos
(nanozedlita/enzima) foram separados da reacdao por centrifugacdo 12.000 rpm e, sem
tratamento especifico, foram adicionados novamente nas mesmas condi¢fes reacionais
para determinar o nimero de ciclos que biocatalisador se manteve estavel e eficientes na

reacdo transesterificagao.

3.4.3 Analises por cromatografia gasosa do teor dos ésteres etilicos

As analises dos teores de ésteres etilicos foram realizadas por cromatografia
gasosa baseadas na norma EN 14103 — método utilizado para a determinacdo da
porcentagem de ésteres metilicos de acidos graxos presentes em uma amostra por
cromatografia gasosa com calibragdo interna (nonadecanoato de etila) que é adequado
para o biodiesel com ésteres etilicos entre C14 € C24. Os reagentes utilizados para a analise
de determinacgéo do teor dos esteres etilicos foram: n-heptano 95% e nonadecanoato de
etila com pureza conhecida (minimo 99%). As analises foram realizadas utilizando um
cromatdgrafo gasoso (GC) CLARUS 580-Perkin equipado com detector de ionizagao de
chama (GC-FID), utilizando uma coluna capilar Restek-Carbowax (30m de comprimento
x 0,25mm de didmetro interno). No procedimento usado para a determinacdo da
concentracdo de ésteres etilicos, primeiramente foi pesado 100mg do éster etilico
(amostra) em um vial de 10mL. Posteriormente, foram adicionados 10mL de uma solucéo
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de nonadecanoato de etila (padrdo interno). A amostra de ésteres foi injetada nas
seguintes condic¢des: hélio como gas de arraste a uma taxa de 2mL/min., as temperaturas
do injetor e do detector foram 250°C e a temperatura do forno iniciou em 50°C e aumentou
até 250°C em uma taxa de 5°C/min.

O teor de ésteres etilicos foi calculado conforme a Equacéo 5.

_ (2 A)— AEl , CEI *VEI
A&l m

Equacdo 5 Determinacédo do teor de ésteres.

C *100%

Na qual,

2.A = Soma da area total dos picos de ésteres etilicos de C14 até Cas
AEI = Area do pico correspondente ao nonadecanoato etila.

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

VEI = Volume do nonadecanoato de etila (mL)

m = Massa da amostra (mg)

3.5  Potencial Eletrostatico da Superficie das lipases

O potencial eletrostatico € um componente importante na interacdo proteina-
zedlita, portanto € necessario verificar a existéncia de cargas complementares que
mostram a evidéncia de possiveis sitios de ligacdo. Para calcular o potencial eletrostatico
da superficie das lipases de T. lanuginosus e R. miehei, foi usado o programa PDB2PQR
server 1.8 (Dolinsky et al., 2004) que converte um arquivo originalmente no formato
PDB em um arquivo PQR para obter as cargas e raio atbmico, como mostra o Amber
force field (Lindorff-Larsen et al., 2010). Na sequéncia foi utilizado o software APBS
(Adaptive Poisson-Boltzmann Solver, versdo 1.3) (Baker et al., 2001) para resolver a
equacdo de Poisson-Boltzmann com base no arquivo PQR gerado anteriormente. As
proteinas foram centradas numa caixa cubica e em uma tnica condicdo de Debye Huckel,
a qual depende da temperatura absoluta, da concentragdo de sal, da carga liquida e da
constante dielétrica usada. fons moveis de cargas positivas e negativas foram colocados
numa concentracdo de 10,0 mM. A constante dielétrica da proteina foi ajustada para 2,00,
enquanto o solvente foi ajustado para 78,54. A sonda esférica com raio de 1,4 A e a
temperatura foi ajustada para 298,15K. Os resultados foram executados em PyMOL
Versdo 1.5.0.4 (Schrodinger, LLC.).
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3.5.1 Andlises de modos normais em proteinas

Na auséncia de um campo de forca unificado para descrever completamente esta
complexa interacdo proteina-zeolita, decidiu-se realizar uma simulacdo usando a propria
proteina, mais especificamente, a dindmica e as a¢des relacionadas com a abertura da lid
e exposicdo dos sitios cataliticos das lipases. A analise de modo normal foi aplicada com
sucesso para compreender melhor a dindmica das proteinas e sua funcdo (Bahar et al.,
2010). Neste estudo, a dinamica intrinseca das enzimas foi analisada associando as
constantes de mola para cada ligacdo quimica na proteina. Assim, foi possivel relacionar
a ativacdo da lipase com a abertura da lid.

Para atingir esse proposito, as analises foram feitas no modo normal pelo vibrate
command no programa de modelagem molecular TINKER (Ponder, 2003). Antes da
analise do modo normal foi necessario minimizar a energia da estrutura da proteina,
utilizando 0 médulo de minimizar do software TINKER. O critério de convergéncia de
energia foi ajustado para 0,1 kcal/mol. Os primeiros 15 modos normais foram
selecionados para obter um maior detalhe da analise, ou seja, as menores frequéncias de

vibracédo da estrutura da proteina.

3.6  Caracterizacao fisico-quimica das nanozeolitas e dos complexos nanozeolitas-
enzimas
Os métodos de identificacdo e os equipamentos que foram usados na realizagédo

deste trabalho, estdo descritos nesta secao.

3.6.1 Difragéo de raios X (DRX)

A técnica de DRX é essencial para a caracterizacao estrutural das amostras de
zeOlitas. Por meio dos padrdes de difracdo de raios-X dos materiais zeoliticos € possivel
realizar a identificagéo, o grau de cristalinidade, a monitoracéo das transi¢oes de fase, a
avaliacdo do tratamento de troca ibnica suas mudancas estruturais. Cada solido cristalino,
tal como a zedlita, apresenta um padréo de difracdo unico, que é tipicamente utilizado
como uma "Impressdo digital” para a sua identificacdo e classificagdo (Baerlocher,
McCusker e Olson, 2007). Os dados de DRX das amostras de nanozedlitas foram
coletados com um Rigaku MiniFlex Il em uma fonte anodo rotativo com uma placa plana
de geometria Bragg-Brentano, operando com radiagdo Cu Ka (comprimento de onda =
1,5418 A) em 40 kV e 40mA e equipado com um monocromador de grafite. Os padrdes

de difra¢do em p6 foram registrados na faixa de 2a = 3-50° com um gonidmetro e taxa de
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scan de 2°/min. A amostra foi previamente macerada para manter a superficie da amostra

lisa e uniforme e colocada num porta-amostra para a analise.

3.6.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A técnica de MEV é uma das mais importantes para a determinag&o da morfologia
e determinacdo do tamanho dos materiais zeoliticos de dimensdes na escala micrométrica
e nanométrica. Os dados de MEV foram obtidos em dois grandes centros de
caracterizacdo de materiais no Laboratério de Caracterizacdo Estrutural (LCE) — UFSCar
usando Philips XL-30 FEG e no Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano)-
CNPEM usando um FEI Inspect F50 — High Resolution SEM.

Nesta analise, as amostras devem ser eletricamente condutoras pelo menos na
superficie. No entanto, como a amostra de zedlita ndo é condutora, antes da analise em
sistema de vacuo, as amostras foram revestidas com uma fina camada de ouro para
aumentar sua condutividade e protegé-las da excessiva carga de elétrons que podem

provocar danos na superficie da amostra.

3.6.3 Microscopia de forca atdmica (AFM)

A técnica de AFM é uma ferramenta usada para caracterizar a morfologia, 0
tamanho, a topografia, os defeitos de superficies e a textura de nanomateriais. A analise
de AFM consiste na varredura da superficie utilizando uma agulha, de modo a determinar
a topografia da amostra em andlise (Binning et al., 1982). As imagens de AFM nesse
trabalho foram utilizadas de forma a complementar as informagdes obtidas por MEV e
também para avaliar as propriedades da superficie das nanozedlitas, tal como a rugosidade
antes e apos a imobilizagdo das enzimas. Os dados de AFM foram coletados no
Laboratory for Surface Science do Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano-
CNPEM) utilizando um microscopio de varredura por sonda (SPM), equipado com um
controlador Nano-Scopellla (Digital Instruments Inc.). Antes de realizar as medidas, as
amostras foram dispersadas em agua destilada e em seguida foram depositadas sobre mica
crivada e secas em alto vacuo. As imagens AFM foram adquiridas com uma sonda de
silicio com didmetro de Snm com coleta utilizando “Tapping mode”, varredura de 256 a

512 linhas. Os resultados foram analisados no software Gwyddion (32bit).
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3.6.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A técnica de MET é importante para realizar caracteriza¢Ges estruturais e a maior
parte dos estudos que utilizam essa técnica estdo relacionados com a obtengéo de imagens
em alta resolucdo do ordenamento estrutural do material cristalino (Williams e Carter,
1996). As imagens de MET nesse trabalho foram utilizadas para determinar o
ordenamento estrutural e o tamanho das particulas das amostras de nanozeodlitas
aglomeradas, as quais necessitam de técnicas de microscopia com maior resolucdo para
a completa caracterizacdo. Os dados de MET também foram obtidos em dois grandes
centros de caracterizacdo de materiais no Laboratorio de Caracterizacao Estrutural (LCE)
— UFSCar usando FEI Model Tecnai G2 F20, operado em uma voltagem de aceleracéo
200 kV e no Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano)-CNPEM usando um
microscopio em alta resolu¢do TEM-HR -JEOL 3010, operado em uma voltagem de
aceleracdo (300kV). Antes de realizar as medidas, as amostras foram dispersadas em

isopropanol e em seguida foram depositas numa grade de cobre e secas em alto vacuo.

3.6.5 Analises de infravermelho

A anélise de infravermelho foi usada para identificar as vibrac6es das ligacfes
quimicas das nanozedlitas puras. Além de verificar se houve mudanca nessas vibracdes
apo6s serem ativadas por troca ibnica e confirmar a efetividade da incorporacdo dos
agentes de funcionalizacdo (aminossilano e glutaraldeido). As analises de infravermelho
com transformada de Fourier no modo de reflex&o total atenuada (ATR-FTIR) foram
realizadas no Laboratdrio de Sucroquimica, Quimica Analitica e Bio-organica (LSQAB)
- IBILCE/UNESP, utilizando um equipamento com um acessorio de diamante ATR
(Perkin Elmer Frontier) e um espectrometro FTIR. As analises foram feitas no intervalo

de 400 a 4000cm™, utilizando 64 varreduras com 4cm™ de resolucio nos espectros.

3.6.6 Ressonancia magnética nuclear do estado solido de 2°Si

A técnica de RMN-MAS de 2°Si foi usada para verificar as espécies de silicio na
estrutura das amostras de nanozedlitas, a partir dos deslocamentos quimicos (ppm) que
fornecem informacdes Uteis sobre o tipo, 0 nimero de atomos na vizinhanga e a geometria
da ligacdo. Os espectros obtidos sdo constituidos de cinco possiveis ambientes quimicos
nas unidades de Si(nAl) na estrutura das zeodlitas: Si(OAl)s, Si(OAl)3(OSi), Si
(OAI)2(0Si)2, Si(OAI)-(0Si)3 e Si(OSi)a. As andlises foram realizadas no Centro
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Multiusuario de Inovacao Biomolecular - IBILCE/UNESP. Os espectros de ressonancia

magnética nuclear foram coletados num espectrémetro Bruker Avance 111 400MHz.

3.6.7 Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP OES)
A andlise quimica elementar quantitativa para Si, Al, Na, Mn, Cu, Co, Zn e Ni da

composicdo em massa dos suportes zeoliticos foi efetuada utilizando-se a técnica de
espectroscopia de emissdo dptica na Central Analitica da Universidade de So Paulo
(USP-SP). Essa técnica é comumente usada para detectar os tragos de metais presentes
na composicdo da zeodlita, permitindo determinar cada elemento e seu respectivo
comprimento de onda. Os dados foram coletados em um espectrofotdmetro com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES).

Como as zedlitas ndo sdo facilmente sollveis, as amostras do presente trabalho
foram tratadas por digestdo acida para destruir a sua estrutura e liberar o metal em solucéo
- numa mistura de &cido nitrico "HNO3z", &cido cloridrico "HCI" e acido fluoridrico "HF".
Para as medidas e abertura das amostras, 0,05 g das amostras sélidas em triplicata, foram
adicionados 1,0 mL de HNO3 65 % (m/v), 1,0 mL de HCI 37 % (m/v) e 1,0 mL de HF 48
% (m/v). ApGs a digestdo, as amostras foram colocadas em tubos fechados e foram
aquecidas a 60°C por 30 minutos. Finalmente, as amostras foram resfriadas, transferidas
para frascos volumétricos para preparacdo de uma série de solucGes-padréo e, seguida,

analisadas por ICP.

3.6.8 Espectroscopia de fotoelétrons induzida por raios-X (XPS)

A técnica de XPS permite obter informacdes quimicas da regido proxima a
superficie dos materiais, normalmente as informacbes superficiais da amostra sdo
limitadas em uma profundidade de analise <5 nm, contudo, a precisao da regido analisada
é alta. As energias de ligacdo de elétrons sdo caracteristicas de cada elemento, assim esta
técnica foi utilizada para determinar as espécies presentes na regido superficial da
nanozedlita modificas com céations de Niquel (Smith, 1994). A analise de XPS foi
realizada no Laboratério de Espectroscopia de Fotoelétrons - Instituto de Quimica
UNESP/Araraquara utilizando-se um espectrometro comercial UNI-SPECS UHV com
pressdo de base abaixo de 5x107 Pa. A linha Mg Ka foi utilizada (hv = 1253,6 eV) como
fonte de ionizagéo e a energia de passagem do analisador foi ajustada para 10 eV. O ruido

dos espectros de alta resolugdo O 1s, Si 1p, Al 2p e Ni 2p3/2 foi subtraido utilizando o
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método de Shirley(Shirley, 1972). A composicdo foi determinada pelas proporcoes
relativas das areas de picos corrigidas pelos fatores de sensitividade atbmica de Scofield
com uma precisao de +5%. O efeito de carregamento das amostras na escala da energia
de ligacdo foi corrigido pela componente C-H do pico C 1s, fixa a 285,0 eV. Os espectros
foram deconvoluidos utilizando uma funcdo do tipo Voigtiana, com combinacdes
Gaussianas (70%) e Lorentzianas (30%). A largura a meia altura variou entre 0,9 e 2,0
eV, e a posicédo dos picos foi determinada com uma preciséo de +0,1 eV.

3.6.9 Analise textural por adsorcéo de nitrogénio

A adsor¢do de nitrogénio a temperatura de ebulicdo (77 K) representa a técnica
mais utilizada para determinar a area de superficie de um catalisador e para caracterizar
a sua textura porosa (Leofanti et al., 1998). As isotermas de adsorcdo das nanozeélitas
foram determinadas pelo volume de &tomos de gas N2 adsorvidos em funcéo da pressao
relativa e as areas da superficie externa das nanozeolitas foram calculadas empregando-
se 0 método t-plot. Antes da analise, aproximadamente 0,29 da amostra de nanozedlita
foi aquecida a 300°C, sob vacuo, para remover as impurezas gasosas fisiossorvidas e
eliminar a agua de hidratacdo da zeodlita. As medidas de adsor¢cdo de nitrogénio e 0s
calculos da area de superficie externa foram realizadas no Centro de Pesquisas e
Desenvolvimento da Petrobras (CENPES) utilizando-se o equipamento da marca TriStar
11, modelo 3020.

3.6.10 Analises termogravimétricas (TGA)

A analise termogravimétrica e altamente sensivel a alteracdes de massa em fungéo
da temperatura e/ou tempo. As analises de TGA foram usadas para determinar o contetdo
de agua ligada ou coordenada nos materiais nanozeoliticos e também para determinar a
faixa de temperatura da degradacdo das espécies organicas derivadas dos agentes
direcionadores de estruturas, tais como: tetrametiamonio e tetrapropilamonio. As anélises
termogravimétricas foram realizadas no Laboratdrio de Sucroquimica, Quimica Analitica
e Bio-organica (LSQAB) - IBILCE/UNESP, utilizando um equipamento TGA 4000
(PerkinElmer). As amostras foram analisadas em recipientes de cerdmica a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min ao longo do intervalo de temperatura 25-900 °C numa

atmosfera de ar com um fluxo de 180 mL/min. Aproximadamente 10 a 15 mg de amostras
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foi utilizado para cada experimento, a quantidade de massa € pequena porque a

microbalanca utilizada pode detectar alteragcdes de massa com alta sensibilidade.

3.6.11 Analises espectrofotométricas

As atividades enzimaticas da enzima livre e a quantidade de enzima imobilizada
no suporte foram medidas por absorvancia, nas regibes de 410nm e 595nm,
respectivamente utilizando um espectrofotdémetro UV-Vis S-2000 — BEL PHOTONICS

que opera na faixa de 200 a 1000nm.

3.6.12 Potencial zeta (¢)

O potencial zeta das amostra de nanozeolitas, na auséncia e presenca de enzimas
imobilizadas, foram determinados por meio da mobilidade eletroforética usando Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, U.K.), em pH 7,0 a 25°C = 0,2, de
acordo com (Schultz et al., 2008). Esta técnica foi usada para avaliar a importancia da
carga dos diferentes suportes nanozeoliticos nas interacbes com as enzimas estudadas
durante o processo de imobilizacdo. As analises foram realizadas no Laboratério de
Polimeros - IBILCE/UNESP. As amostras dos diferentes suportes foram colocadas em
tubos fechado com a mesma concentracdo (1mg/mL) em tampao fosfato de sédio pH 7
(20mM), e antes de realizar as medidas foram dispersadas com o auxilio de um sonicador.
Finalmente, as amostras foram transferidas para celas capilares em forma de U com
eletrodo de ouro e volume de 1,0 mL (DTS1060) e, em seguida foram analisadas. O
potencial Zeta, , foi calculado automaticamente pelo programa do equipamento a partir

da mobilidade elétroforética, UE, de acordo com a Equacéo 6.

6= g-ﬂ.:
Equacéo 6 Equacdo de Helmholtz-Smoluchowski para determinacdo do potencial zeta.
Onde 1 é a viscosidade do meio de disperséo e € é a constante dielétrica de permissividade
do meio aquoso. Para dgua a 25°C (=79 e 1=8,95x10*Nm2s), que relaciona a mobilidade

eletroforética (ums™/ v.cm™) com o potencial zeta (mV).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A discusséo dos resultados foi dividida em quatro partes, visando facilitar a sua
compreenséo e correlagdo:
(1) Caracterizacao das enzimas livres dos testes enzimaticos relevantes;
(2) Caracterizacdo das nanozeolitas puras e estudos de desempenho catalitico dos
diferentes complexos (nanozedlita/enzima);
(3) Caracterizacdo das nanozedlitas trocadas com cations de transicdo e o efeito no
desempenho catalitico dos complexos (hanozedlita/enzima) na transesterificacdo
enzimatica de 6leo palma;
(4) Caracterizacdo das nanozedlitas modificadas com agentes organicos e o efeito no
desempenho catalitico dos complexos (nanozeélita/enzima) na transesterificacdo

enzimatica do 6leo microalgas.

4.1  Caracterizagdo das enzimas livres dos testes enzimaticos relevantes

Em paralelo aos procedimentos de preparacdo dos materiais nanozeoliticos
buscou-se também compreender melhor as caracteristicas das enzimas na sua forma pura
antes dessas serem imobilizadas nos suportes nanozeoliticos. Assim como proposto no
projeto de pesquisa de doutorado, descreve-se abaixo os resultados da caracterizacao das
quatro lipases estudadas: R. miehei, T. lanuginosus, B. cepacia, C. antarctica. Foram
avaliados os parametros experimentais importantes para um trabalho experimental

envolvendo enzimas: temperatura 6tima e a estabilidade térmica dessas enzimas.

4.1.1 Temperatura Otima das Enzimas

A atividade catalitica das enzimas é altamente dependente da temperatura,
contudo, a medida que a temperatura se eleva, dois efeitos ocorrem: a taxa de reacdo
aumenta e a estabilidade da enzima diminui devido a inativacao térmica. Assim sendo, as
enzimas exibem uma temperatura ideal, 0 que, na pratica, seria uma temperatura na qual
elas apresentariam sua atividade catalitica 6tima. Nota-se, na Figura 14, que as atividades
de hidrolise na temperatura 6tima das amostras de enzimas mostraram 0 seguinte
comportamento: R. miehel (153,6 U/mL) > T. lanuginosus (115,1 U/mL) > B. cepacia
(88,2 U/mL) > C. antarctica (28,1 U/mL).

A temperatura 6tima encontrada para a lipase de R. miehel foi 44°C (Figura 14,

curva (a)). Foi observado que quando se eleva a temperatura acima de 44°C, a atividade
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enzimatica diminui e aumenta a inativacdo da enzima. Na temperatura de 46°C, observa-
se uma diminuicdo de 10% da atividade catalitica da enzima e, quando foi alcancada a
temperatura de 53°C, a enzima esta praticamente inativa, mantendo-se apenas 10% de sua
atividade catalitica na temperatura 6tima, indicando, portanto, a sua completa inativacao.
Os resultados encontrados nesse estudo estdo semelhantes aos resultados descritos na
literatura para temperatura 6tima da lipase R. miehei, os quais reportam a faixa de
temperatura entre de 30-50°C e pH de 8,0 (Han et al., 2009).

110 4 115,1 1536 882 28,1
U/mL U/mL U/mL U/mL
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Figura 14 Efeito da temperatura na atividade enzimética da lipase livre. (a) Rhizomucor miehel
(o), (b) Thermomyces lanuginosus (o), (¢) Burkholderia cepacia (V) e (d) Candida antarctica

D).

Por outro lado, para a lipase T. lanuginosus, a temperatura Otima
experimentalmente encontrada foi de 30°C (Figura 14, curva (b)), o que é uma
temperatura relativamente baixa. Foi observada uma diminui¢do consideravel na sua
atividade de hidrélise — aproximadamente 70% de sua atividade 6tima obtida em 30°C
— guando a temperatura atingiu a faixa de 45°C. Na temperatura acima de 60°C, ocorreu
uma rapida desnaturacao da enzima, a qual foi praticamente inativada a 70°C.

Na literatura, ndo ha um consenso sobre qual a melhor temperatura 6tima de
reacdo para a lipase de T. lanuginosus, uma vez que os valores de temperatura 6tima pode
ser influenciado por alguns fatores, tais como tipo de substrato e condig¢des reacionais
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como pH, forc¢a idnica, aditivos, entre outros. Enquanto alguns estudos encontram valores
de 37°C (Fernandes et al., 2004) e 40°C (Crooks et al., 1995), outros autores encontraram
valores na faixa entre 50 a 55 °C (Jurado et al., 2006; Alim et al., 2008; Chew et al.,
2008), logo, o valor obtido em nosso estudo esta coerente com varios desses resultados,
especialmente, porque na faixa de 30-35°C ndo houve variacdo significativa no
comportamento da enzima (Figura 14b).

O efeito da temperatura na taxa de hidrolise do palmitato de p-nitrofenila (p-NPP)
para lipase de B. cepacia foi avaliada na faixa de 25-75°C e pH 7. Foi observado que a
enzima apresenta sua temperatura 6tima em torno de 50°C (Figura 14, curva (c)). Quando
comparam-se as atividades obtidas na faixa de temperatura de 50 a 55°C, observa-se um
decréscimo de 30% em relacdo a sua atividade catalitica na temperatura 6tima (50°C) e,
acima de 60°C, ocorreu uma perda de atividade de 50% (Figura 14, curva (c)). Nesse caso,
acima da temperatura étima (50°C), a enzima B. cepacia ndo perde rapidamente sua
atividade catalitica em temperaturas elevadas. Isso € bastante incomum em se tratando de
lipases em geral, pois elas ndo suportam temperaturas elevadas, com excecdo das lipases
termofilicas (Gupta, Gupta e Rathi, 2004; Hasan, Shah e Hameed, 2009).

Em relacdo a enzima B. cepacia (citada na literatura também como Pseudomonas
cepacia), pode-se observar, por meio dos dados reportados na literatura, que também néo
h& um consenso a respeito de qual seria a temperatura 6tima para essa enzima, devido a
influéncia de fatores que interferem na determinacdo da temperatura 6tima como tipo de
substrato, pH, for¢a ibnica, aditivos, entre outros. Kojima, et al. (2003) caracterizaram
lipases de Pseudomonas fluorecens HU380 e obtiveram 45°C como temperatura 6tima,
enquanto (Nawani, Singh e Kaur, 2006) encontraram como temperatura 6tima a faixa de
60-65°C para as lipases B. cepacia, em sua forma imobilizada, e 60°C quando essas se
apresentavam em sua forma livre. Pencreac’h e Baratti (1996), trabalhando com
expressdo e purificagdo da enzima Pseudomonas cepacia, reportaram 45°C como a
temperatura Otima para essa enzima. Assim, considerando os dados reportados na
literatura para a temperatura étima (45-60°C) para a enzima B. cepacia, verificou-se que
o0 valor experimental de 50°C obtido em nosso estudo coincide com os dados reportados
na literatura.

A lipase de C. antarctica merece destaque pelo seu comportamento termoestavel
quando comparada as outras lipases testadas nesse estudo, conforme pode ser visto na

Figura 14, curva (d). De acordo como nossos dados experimentais, inicialmente, a taxa
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de atividade enzimatica aumentou gradualmente quando variou-se a temperatura de 25°C
a 65°C. Entdo foi observado que a atividade enzimética permaneceu ligeiramente
constante entre 65-75°C, sendo, portanto, essa faixa considerada a temperatura 6tima para
essa enzima. Observou-se que ocorre uma diminuicdo de 70% de sua atividade catalitica
observada na temperatura 6tima (65-75°C), quando se atinge a temperatura de 80°C. O
carater termoestavel observado para a lipase de C. antarctica, com base nos resultados
experimentais obtidos neste estudo, estd acima dos valores obtidos na literatura com os
dados reportados na literatura para essa enzima, que em geral também reportam a faixa
de temperatura de 40°C a 60°C como a faixa de temperatura 6tima para se trabalhar com
essa enzima (Bourg-Garros, Razafindramboa e Pavia, 1998; Lozano et al., 2004). Uma
possivel explicacdo para esse comportamento pode estar relacionada a presenca de outras
proteinas no lote de enzima adquirido da empresa Sgma-Aldrich. A analise de
eletroforese, na sequéncia, confirma essa hipotese.

Sabe-se que embora o substrato palmitato de p- nitrofenila tenha sido
frequentemente utilizado para a determinacdo da atividade de hidr6lise de lipases devido
a facilidade e a rapidez da analise, esse substrato ndo é o mais adequado para lipases ndo
purificadas, pois pode sofrer a influéncia de outras hidrolases. Ou seja, essas enzimas
também podem hidrolisar ésteres do palmitato de p-nitrofenila (Pinsirodom e Parkin,
2001).

4.1.2 Estabilidade Térmica das Enzimas

A estabilidade térmica enzimatica é outro fator importante a ser considerado no
estudo de enzimas quando se objetiva usa-las em aplica¢des industriais. Um aumento de
temperatura geralmente corresponde a um aumento na taxa de reacdo enzimatica (Gomes
et al., 2006). Entretanto, um aumento de temperatura e o tempo de exposi¢do da enzima
nessa faixa de temperatura, podem promover ou contribuir para um aumento na inativacdo
térmica da lipase, acarretando uma reducdo da formacéo de produto desejado. Dessa
forma, a verdadeira “temperatura 6tima”, pode ndo ser necessariamente a temperatura
medida em um curto intervalo de tempo, mas, sim, a temperatura na qual a enzima tem
uma atividade constante por um longo periodo de tempo (Bisswanger, 2014).

De acordo com os dados de atividade oOtima das enzimas obtidos
experimentalmente em nosso laboratorio e reportados na se¢do acima 4.1.1, pode-se

dividi-las em trés grupos: a) lipase de T. lanuginosus, cuja atividade 6tima ocorre em
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temperatura relativamente baixa (30°C); b) lipases de R. miehei e B. cepacia, cujas
atividades Otimas ocorrem em temperaturas relativamente médias (44°C e 50°C,
respectivamente) e c) lipases de C. antarctica cuja atividade 6tima ocorre em temperatura
consideravelmente elevada (65-70°C). Logo, estudos de estabilidade térmica foram
realizados em intervalos pré-determinados de tempo (0, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos)
e, para esses intervalos de tempo, amostras das enzimas acima citadas foram colocadas
para reagir com o substrato palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) e suas atividades
hidroliticas foram determinadas por meio da hidrélise desse substrato.

O gréfico de estabilidade térmica da enzima livre de R. miehei na sua temperatura
6tima (44°C) em funcdo do intervalo tempo (0, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos) é
mostrado na Figura 15a. Pode-se notar que apds 60 minutos ocorre uma diminuicao de
aproximadamente 40% da atividade catalitica e, em seguida, essa mesma atividade
catalitica se mantem constante até o fim do experimento que teve duracdo de 300 minutos,
sempre nas mesmas condic¢des. A diminuicdo de 40% observada no inicio do experimento
pode ser atribuida a ruptura das interacbes ndo covalentes da enzima, que sdo
responsaveis pela sua estabilidade na conformacéo nativa (Dizge, Keskinler e Tanriseven,
2009).

110
100 -

90
80
70

60
50

40 -
30 1

Atividade relativa (%0)

20
10 -+
0

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (minutos)

Figura 15 Estabilidade térmica das lipases na temperatura critica (a) R. miehei 44°C (o), (b) T.
lanuginosus 30°C (o), (¢) T. lanuginosus 45°C (W), (d) B. cepacia 50°C (¢) e (e) C. antarctica
70° C (A).
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Para os estudos de estabilidade térmica da lipase de T. lanuginosus houve
necessidade de se trabalhar com duas faixas distintas de temperatura: 30°C (temperatura
6tima da enzima) e a 45°C (temperatura ideal para transformar o 6leo de palma). A Figura
15b mostra os dados de estabilidade da lipase de T. lanuginosus. Observa-se que nao
houve desativacdo da enzima durante o periodo que permaneceu a 30°C, mantendo-se
100% da sua atividade Otima. Esse comportamento pode ser explicado pela baixa
temperatura de incubacdo que ndo interfere na estrutura terciaria da enzima. Todavia,
pode-se observar na Figura 15¢ que, quando a lipase de T. lanuginosus é incubada na
temperatura de 45°C, a atividade enzimatica foi de ~65% em relacdo a sua atividade
inicial na temperatura 6tima (30°C), durante todo o intervalo de tempo de 300 minutos.
Esse comportamento € uma forte indicacdo de que, na temperatura de 45°C, ndo ocorre a
desnaturacdo da enzima, indicando que € possivel trabalhar com a lipase de T.
lanuginosus nessas condicdes experimentais.

A Figura 15¢ mostra a estabilidade térmica da lipase de B. cepacia medida a 50°C.
A atividade lipolitica teve diminuicdo consideravel (30-40% de reducdo na atividade
inicial medida na faixa de temperatura étima) durante o periodo de 1h de incubacdo em
50°C, ao passo que, ap6s 300 minutos de exposicado, restou apenas 30% de sua atividade
inicial, indicando uma consideravel inativacdo da enzima em funcdo do tempo de
exposicao na temperatura 6tima de reacao (50°C).

Padilha et al. (2011) estudaram o comportamento e a estabilidade térmica da B.
cepacia em trés diferentes temperaturas 40°C, 50°C e 60°C e mostrou que o tratamento a
40°C por 2 horas acarreta uma diminuicdo da atividade lipolitica em torno de 15%. No
entanto, no mesmo estudo, para temperaturas na faixa de 50°C e 60°C, ocorreu uma
significativa diminuicdo da atividade lipolitica durante a primeira hora de exposi¢éo,
nesse caso, ocorrendo uma redugdo da atividade lipolitica em torno de 45%. As
observacdes reportadas por esses autores foram também observadas por Marques (2011)
em seus estudos de determinacdo de parametros cinéticos feitos com a mesma enzima.

A estabilidade térmica da lipase de C. antarctica também foi analisada e os
resultados sdo mostrados na Figura 15d. A enzima apresentou elevada tolerdncia a
temperatura, durante a incubacdo a 70°C por 300 minutos. Os dados mostram que essa
lipase é termoestavel no periodo de tempo de 0 a 60 minutos, em que manteve 80% da
sua atividade inicial. Entre o periodo de tempo de 60 e 180 minutos, pode-se ainda

detectar cerca de 50% da sua atividade catalitica inicial. Essa enzima manteve
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aproximadamente 40% de sua atividade catalitica inicial quando exposta por 300 minutos
a temperatura de 70°C. Embora seja possivel encontrar na literatura para a lipase de C.
antarctica, estudos indicando a tolerancia dessa enzima para valores elevados de
temperatura na faixa de temperatura de 40°C a 60°C (Bourg-Garros, Razafindramboa e
Pavia, 1998; Lozano et al., 2004). A alta tolerancia em elevada temperatura (70°C)
observada para a lipase de C. antarctica que sugere outras proteinas presentes no lote
dessa enzima pode ter influenciado na hidrélise do palmitato de p-nitrofenila.

4.1.3 Estudos de eletroforese e zimografia para a determinacdo da atividade de
hidrolise e esterificacdo

A pureza de uma enzima é um fator primordial basico para a obtencdo de um
biocatalisador eficiente e a técnica de zimografia, no caso especifico das lipases pode ser
bastante util na determinacdo da atividade de esterificacdo ou de hidrélise da enzima.
Com a intencdo de obter mais informacgdes das enzimas livres antes de sua imobilizacado
nos suportes nanozeoliticos, foram feitos testes de pureza e especificidade catalitica das
lipases. Devido ao maior nimero de dados de caracterizagdo obtidos nesse trabalho,
optou-se pela utilizacdo da lipase de R. miehei como referéncia, nesse caso. Em estudos
anteriores, realizados pelo nosso grupo de pesquisa ha dois artigos cientificos publicados

com o uso dessa enzima (De Vasconcellos et al., 2012; Bergamasco et al., 2013).

4.1.4 Zimogramas de atividade de hidrolise e de esterificacdo das lipases

O zimograma de atividade hidrolitica foi realizado apenas para a lipase de R.
miehei (RML), enquanto que os zimogramas de atividade de esterificacdo foram
determinados para as lipases de R. miehei (RML), T. lanuginosus (TLL), C. antarctica
(CA) e B. cepacia (BC), propostas neste trabalho de doutorado. A zimografia de atividade
de esterificagdo foi usada para todas as enzimas porque essa € uma ferramenta util e
simples para a realizagéo de testes preliminares do potencial catalitico das lipases.

A esquerda, na Figura 16, mostram-se os zimogramas de atividade hidrolitica (raia
H) e de atividade de esterificacéo (raia E). A lipase de R. miehei apresentou duas bandas:
uma banda localizada na regido de 23-33 kDa, que corresponde a lipase de R. miehel
(RML), exibiu atividade hidrolitica e de esterificagdo, enquanto a outra banda, de menor
intensidade, localizada na regido de 40 kDa néo apresentou atividade de esterificacdo, o
que indicou impureza presente no lote de enzima adquirido da empresa Sgma-Aldrich

(Brady et al., 1990; Brzozowski et al., 1991). Isto implica que, se a parte impura do lote
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de enzima for imobilizada, ndo devera interferir na reacdo de transesterificacdo dos
triacilglicerideos. Logo, conclui-se, por meio desses ensaios de zimografia, que a lipase
de RML pode realizar ambas as reacdes de hidrdlise e esterificacdo, dependendo do tipo

de substrato para o qual a enzima sera empregada.
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Figura 16 Zimogramas obtidos a partir da atividade de hidrolise (H) e de esterificacdo (E)
juntamente com o marcador molecular (M) para lipase de R. miehei (esquerda). Eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida (PM) e atividade de esterificacdo (E) para lipase de T.
lanuginosus (direita).

No caso da lipase de T. lanuginosus, o grau de pureza da enzima foi determinado
conforme descrito no item3.1.2.1 pela técnica SDS-PAGE. A direita da Figura 16, indica-
se apenas uma banda que correspondente a lipase produzida por T. lanuginosus, com
massa molecular aproximada de 31kDa (Neves Petersen, Fojan e Petersen, 2001). Nota-
se, a partir desse ensaio, que este lote de lipase utilizada é bastante homogéneo. O
zimograma de esterificagdo para a lipase T. lanuginosus mostra uma elevada atividade de
esterificacdo, indicando que essa enzima pode ser bastante especifica na
transesterificagdo dos triacilglicerideos.

As analises dos zimogramas de esterificacdo das lipases de R. miehei (RML), C.
antarctica (CA) e B. cepacia foram realizadas na mesma concentracdo e em condigdes
que permitiram uma comparacdo entre as trés enzimas. Para essa analise comparativa, a
lipase de T. lanuginosus foi descartada, pois nessa concentracdo, a atividade de
esterificacdo seria muito expressiva. A parte esquerda da Figura 17 (a esquerda) indica
auséncia da atividade de esterificacdo para a lipase C. antarctica. Observam-se resultados

semelhantes para a lipase de B. cepacia, pois apresenta uma pequena banda, quase que
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imperceptivel, referente a atividade de esterificacdo. Além disso, pode-se observar, na
andlise de pureza da lipase de C. antarctica na parte direita da Figura 17, varias bandas
eletroforéticas, confirmando que esse lote de enzima adquirido ndo tem pureza adequada

para os estudos sistematicos de imobilizacéo.
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Figura 17 Zimogramas obtidos a partir da atividade de esterificacdo para as lipases de R. miehel
(RML), C. antarctica (CA) e B. cepacia (BC), a esquerda. Eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida juntamente com o marcador molecular (a direita).

As lipases de C. antarctica e B. cepacia também foram imobilizadas previamente
nos nossos melhores suportes de imobilizacdo e os resultados dos testes cataliticos (dados
ndo apresentados) indicaram que essas enzimas ndo foram efetivas nas condicOes
avaliadas. Como o foco deste trabalho foi a busca por suportes eficientes para
imobilizacdo enzimatica, decidiu-se explorar apenas as duas lipases mais eficientes de R.
miehei e T. lanuginosus para os estudos sistematicos de imobilizacdo de enzimas nos

suportes nanozeoliticos.

4.2  Caracterizacao fisico-quimica das nanozedlitas puras e comparacdo dos
diferentes suportes zeoliticos/enzima no desempenho catalitico

4.2.1 Sinteses e caracterizacdo das nanozedlitas puras

Na literatura, varios artigos recentes tém reportado procedimentos experimentais
para as sinteses das nanozedlitas FAU, LTA, BEA, GIS e TS-1. Contudo, no inicio deste
trabalho, uma série de problemas de sinteses foram detectados, principalmente

relacionados com o baixo rendimento de algumas dessas nanozeolitas e, em alguns casos,
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até mesmo dificuldades de reproducdo de resultados reportados na literatura. Todavia,
alguns procedimentos experimentais foram adaptados, sendo possivel melhorar o
rendimento e o grau de pureza das cinco nanozedlitas (Nano-X, Nano-GIS, Nano-LTA,
Nano-BEA e Nano-TS1).

4211 Difracdo deraios-X das nanozedlitas puras

A difrac@o de raios-X é til na identificacdo de um material policristalino, pois
este apresenta um padrdo de difracdo unico (McCusker e Baerlocher, 2007). As zedlitas,
em geral, encontram-se em fases policristalinas e a difracdo de raios X (DRX),
normalmente, é a primeira técnica usada para a caracterizacao estrutural desses materiais.
Como se pode observar na Figura 18, todas as amostras de nanozedlitas preparadas nesse
estudo, apresentam-se cristalinas aos raios X, mostrando um perfil caracteristico das
nanozeolitas Nano-X, Nano-GIS, Nano-BEA, Nano-LTA e Nano-TS1.

O padrédo de DRX da nanozeélita Nano-TS1, apresentado na Figura 18a, indica
que as reflexes de maior intensidade observadas na regido de 2 6 =23-25° sdo tipicas da
zedlita MFI. De uma maneira geral, pode-se afirmar que as modificacdes e adaptacdes
realizadas nas condi¢bes de quimica sol-gel possibilitaram a obtencdo de materiais
nanozeoliticos com relativa pureza de fases e boa cristalinidade. Os dados sdo ainda
comparaveis aos dados reportados na literatura (Cundy, Forrest e Plaisted, 2003; Cundy
e Forrest, 2004).

A analise dos padrées de DRX para a amostra Nano-GIS (Figura 18b) exibe um
padrdo com trés reflexdes observadas em 20 = 12,49 21,7° e 27,2° esses picos
correspondem as reflexdes tipica da zedlita GIS tetraédrica (Kecht et al., 2004).

O padrdo de difracdo para a Nano-LTA (Figura 18c) revela também a obtencéo de
uma amostra de zeo6lita A em sua fase pura e as principais reflexdes verificadas em 26 =
7,100 10,19° e 12,49° estdo de acordo com o padrdo de difracdo reportado para esse
material (Biemmi e Bein, 2008; Faghihian et al., 2013).

O padrdo de difracdo obtido para a Nano-BEA (Figura 18d) revela também que
amostras cristalinas do material foram obtidas. As reflexdes obtidas em 26 =7,8°, 21°,
22,48° estdo de acordo com outros resultados reportados na literatura para zedlita do tipo
BEA (Larlus et al., 2011).

O padrao de difracdo de raios-x da nanozeolita Nano-X (Figura 18e) revela que o

material preparado apresenta alta pureza, ou seja, ndo foram formadas fases que ndo
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pertencem a familia da zedlita Faujasita (FAU). Foi constatada uma reflexdo menos
intensa e alargada em 20= 6°, reflexdo essa que esta relacionada ao plano (111) da
faujasita. Outras reflexdes de difracdo importantes referentes a essa estrutura faujasitica
foram também identificadas ¢ estdo localizadas na regido de 26 = 16° (331), 27° (646);
essas reflexdes sdo alargadas e apresentam baixa intensidade, o que € uma forte evidéncia
da pequena dimenséo de seus cristais (Zhan et al., 2001; Zhan et al., 2002).
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Figura 18 Padr@es de difracdo de raios-X das diferentes familias de nanozedlitas: a) Nano-X, b)
Nano-GIS, ¢) Nano-LTA, d) Nano-BEA, €) Nano-TS1.

4212 Espectroscopia na regido do infravermelho das nanozedlitas puras
As nanozedlitas (Nano-TS1, Nano-GIS, Nano-LTA, Nano-BEA e Nano-X)
também foram caracterizadas por infravermelho, num intervalo de 400 a 2000cm™

(Figura 19). Em geral, a interpretacdo dos dados de espectroscopia de infravermelhos de
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zedlitas pode ser dividida em dois grupos distintos: o esqueleto cristalino (500-1600 cm’
1Y e os grupo hidroxilas e silanois geralmente sdo encontrado de 1500-4000 cm
(Flaningen, 1979). Dessa maneira, com o objetivo de obter mais detalhes das ligagdes
quimicas dos materiais nanozeoliticos, uma analise cuidadosa das frequéncias que

ocorrem na regido estrutural foi realizada.

Transmitancia (u.a.)

1 L 1 L 1 L
500 1000 1500 2000

Numero de ondas (cm'l)

Figura 19 Espectro de infravermelho FTIR-ATR das diferentes nanoze6litas Nano-TS1, Nano-
LTA, Nano-BEA e Nano-GIS.

O espectro de FTI-IR para a Nano-TS1 (Figura 19a) mostra uma banda de absor¢éo
na regido de 970cm™, a qual, de acordo com a literatura, ¢ uma “impressdo digital” dos
grupos tetraédricos Ti(OSi)s presentes em materiais microporosos (Pirutko et al., 2001;
Cundy e Forrest, 2004). Nota-se na Figura 19b que para a nanozedlita gismondina (Nano-
GIS) as frequéncias de absorcdo observadas em (430, 541, 791, 972, 1060 cm™) estéo de
acordo com os principais dados espectrais que foram observados para a zeolita
gismondina (454, 587, 740, 993, 1093 cm™) e reportados na literatura (Albert et al., 1998;
Nibou et al., 2010).
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O espectro ATR-FTIR observado para a nanoze6lita Nano-LTA revela bandas de
absorc&o na regido espectral de 465, 557, 674, 996 e 1648cm™* (Figura 19¢). Essas bandas
estédo de acordo com os dados reportados na literatura (Pirutko et al., 2001). As bandas
de absorcdo em 665 cm™ podem ser atribuidas as vibraces internas do tetraedro da Nano-
LTA (Si, Al)O4, a0 passo que a banda em 996 cm™ ¢ atribuida as vibraces assimétricas
para tetraedro (Si, Al)O4 da Nano-LTA. No que diz respeito as bandas de absorcéo
observadas na faixa espectral de 420-500 cm™ e 950-1250cm, podem ser relacionadas
com a vibracdo das ligacdes do grupo T-O-T (T= Al,Si) (Azizi, Dehnavi e Joorabdoozha,
2013).

O espectro de FTIR-ATR da Nano-BEA (Figura 19d) mostra bandas de absorgéo
tipicas para a nanozeolita Beta na regido espectral de 525, 573 e 623 cm™. As bandas
intensas e alargadas na faixa espectral de 1060-1090 cm™ sdo atribuidas as vibracdes
assimétricas (T-O-T) (Kantam et al., 2006).

Na Figura 19e, observa-se o espectro ATR-FTIR da nanozedlita Nano-X e nota-
se a presenca de uma banda simétrica alargada em 744cm™, comumente, observada em
Nano-X (Zhan et al., 2001). Outra importante observacado é que a vibracdo de anel duplo
em 566¢cm™, tipico de zedlita faujasita, aparece como duas bandas a 608 e 566 cm™ em
Nano-X (Zhan et al., 2002).

4213  Ressonancia Magnética Nuclear (RMN-MAS) de °Si

As caracteristicas estruturais das nanozeolitas, assim como a coordenagdo de
silicio das amostras, foram determinadas por espectroscopia de RMN-MAS 2Si. Os
espectros de RMN-MAS de 2°Si das amostras sintetizadas Nano-TS1, Nano-GIS, Nano-
LTA, Nano-BEA e Nano-X estdo descritos na Figura 20.

Na Figura 20, apresenta-se 0 espectro de RMN-MAS de 2°Si obtido para as
amostras Nano-TS1, e nota-se um sinal intenso em -109,5 ppm, o0 que indica a
predominancia da espécie Si(4Si, 0Ti) e um deslocamento na regido de 101 a -103 ppm,
o0 qual sugere a presenca da espécie tetraédrica Ti(OSi)s (Camblor, Corma e Valencia,
1998; Zhuang et al., 2002).

Similarmente, Zhuang et al. (2002), visando compreender a falta de um sinal de
RMN-MAS de 2°Si em zedlita TS-1, observaram que ha um sinal de deslocamento quase
imperceptivel em -101 a -103 ppm, e esse sinal refere-se aos defeitos de Si-O-H e torna-

se mais intenso em espectros de amostras com mais defeitos na estrutura devido a
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incorporacdo do atomo de titanio. De acordo com a literatura, a partir da analise de RMN-
MAS de 2°Si de zeolitas substituidas com heteroatomos (como o aluminio e o boro), pode-
se facilmente identificar sinais para os nucleos de Si com o heterodtomo como vizinho
mais proximo. Contudo, no caso do titdnio observa-se que ndo ha nenhum sinal de
deslocamento quimico bem resolvido que se refere aos atomos de silicio, 0s quais séo
vizinhos mais proximos na estrutura de titanio (Blasco et al., 1998; Zhuang et al., 2002).

O espectro de RMN-MAS de 2°Si da amostra da nanozeolita beta calcinada é
mostrado na Figura 20. A amostra apresenta dois sinais de deslocamento quimico em
cerca de -109,5 ppm e -101,5 ppm. O primeiro sinal Q4 refere-se a (4Si,0Al), enquanto o
altimo pode resultar de Si (10H, 3Si) ou Si (1Al, 3Si) (Fyfe et al., 1991; Blasco et al.,
1998; Biemmi e Bein, 2008). Esse é um perfil de nanozeo6litas com elevada relacédo Si:Al,
uma vez que o sinal intenso é referente a espécie Si(4Si, OAI) e indica que, na estrutura
do material, predominam ligagdes do tipo Si-O-Si (Camblor, Corma e Valencia, 1998).

Comparando os espectros de RMN-MAS de 2°Si das amostras Nano-X, Nano-
LTA e Nano-GIS, pode-se constatar (Figura 20) que eles apresentam um perfil de
espectro caracteristico de zedlitas com baixas raz6es Si/Al, de acordo com a literatura
(Aguado, Serrano e Rodriguez, 2008). Esse conjunto de amostras apresentaram uma baixa
razdo Si/Al, ou seja, possuem elevadas quantidade de aluminio. Nesse caso, zedlitas na
escala micrométrica com baixa razdo Si/Al, caracterizadas com quatro coordenacdes de
silicio (denominado Q4), foram intensamente investigadas com espectroscopia de RMN-
MAS de 2°Si e deslocamentos quimicos s&o verificados para as cinco espécies de Q4 Si
(OAl)4, Si(OAI)3(OSi), Si (OAI)2(OSi)2, Si(OAI)-(0Si)s3 e Si (OSi)4 atribuidas aos sinais
em aproximadamente -84, -89, -94, -99 e -103 ppm, respectivamente (Fyfe et al., 1991;
Klinowski, 1991; 1993; Zhan et al., 2002). Outra caracteristica dos espectros de RMN-
MAS de 2°Si de zedlitas é o alargamento do sinal referente a espécie Q3 (atomos de silicio
ligado a um grupo hidroxila) Si(3Si, 10H) (Camblor, Corma e Valencia, 1998).

Os espectros de RMN-MAS de 2°Si das amostras Nano-X, Nano-LTA e Nano-
GIS (Figura 20) mostram a presenca dos cinco sinais diferentes com mudangas quimicas
no intervalo de -89 a -110 ppm. Esses deslocamentos quimicos podem ser atribuidos aos
diferentes ambientes de silicio em Q3 (Si(OSi/Al);OH) e Q4 (Si(OSi/Al)s) (Biemmi e
Bein, 2008). Por exemplo, a nanozedlita Nano-X apresenta cinco picos de Q4 semelhantes

as outras nanozedlitas. Contudo, existem alguns “ombros” pronunciados em seu espectro
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de RMN-MAS 2°Si. Esses “ombros” fracos provavelmente sio devidos a contribuicio das

espécies de Q3 (Zhan et al., 2002).
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Figura 20 Espectros de RMN-MAS de °Si das amostras de nanozedlitas.

A composigdo quimica das amostras sintetizadas Nano-TS1, Nano-GIS, Nano-

LTA, Nano-BEA e Nano-X foi determinada pela analise quimica elementar (ICP-OES) e

os dados confirmaram as informagdes obtidas por RMN-MAS de Si, conforme a Tabela

3. Nota-se que a relacdo SiO2/Al>Oz para as amostras de Nano-BEA(=22,2) e SiO2/TiO;

para Nano-TS1(=74,2) é elevada, indicando a predominancia das liga¢des do tipo Si-O-
Si. Contudo, as amostras Nano-GIS (=2,57), Nano-LTA(=1,49) e Nano-X(=1,59)

apresentaram baixa relacdo SiO2/Al203, ou alta quantidade de aluminio na estrutura.
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Outra informacdo importante é que embora o resultado da Nano-GIS tenha
indicado alta quantidade de aluminio na estrutura, observa-se que apenas 1,27% de Na,O
foi determinado para a amostra, mesmo apds a troca idnica dos céations de TMA" da
estrutura da nanozeolita com ions de Na*, conforme o procedimento descrito no item
3.2.1.1. Devido a baixa quantidade de ion de sddio, espera-se que a Nano-GIS seja menos
efetiva na troca ionica quando comparada com as amostras Nano-LTA (Na20=11,69%)
e Nano-X (Na20=13,97%), a baixa disponibilidade do cation Na" da amostra Nano-
GIS/Na, provavelmente, esta relacionada com a incompleta remocdo dos céations

tetrametilamonio (TMAY), derivado do direcionador organico de estrutura.

Tabela 3 Composigdes quimicas dos suportes nanozeoliticos obtidas por ICP-OES.

SO Al203 Na20 TiO2

Amostra
(%) (%) (%) (%)
Nano-TS1 81,65 - <0,01 1,10
Nano-GIS 42,73 16,60 1,27 -

Nano-LTA 37,42 24,98 11,69 -

Nano-BEA 81,92 3,69 <0,03 -

Nano-X/Na 33,23 20,84 13,97 -

4214 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de forca
atébmica (AFM)

As técnicas de MEV e AFM foram utilizadas para uma caracterizagdo mais
detalhada da superficie desses nanomateriais, tais como o tamanho, a morfologia, a
topografia, defeitos de superficies e textura. Essas propriedades desempenham um papel
fundamental na interagdo entre a nanozedlita e a enzima a ser imobilizada, conforme
reportado na literatura (Binning et al., 1982; Cederquist e Keating, 2009).

O tamanho e a morfologia das nanoparticulas, em principio, podem desempenhar
um papel importante no processo de imobilizacdo das enzimas. Por exemplo, a area
superficial da matriz sélida é proporcional & sua capacidade efetiva de imobilizacéo e,
consequentemente, quanto maior a &rea superficial do suporte, mais enzimas sao
imobilizadas, dependendo da disponibilidade de sitios de ligacdo (Cederquist e Keating,

2009). Portanto, avaliar o tamanho e a disposicdo topografica do suporte zeolitico é
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importante por duas razdes: (1) a rugosidade da superficie do solido pode ser estimada
permitindo uma comparacao direta entre a rugosidade da superficie do sélido e a atividade
catalitica e (2) uma correlacdo pode ser estabelecida entre a forma das nanoparticulas e a
quantidade de agente bioldgico imobilizado. Nesse sentido, a microscopia de forca
atdbmica pode ser uma técnica bastante versatil para se estudar a topografia da superficie
de materiais com resolucdo nanomeétrica antes e apos a imobilizacdo das enzimas.

Os dados de MEV e AFM sdo apresentados para as nanozeolitas (Nano-TS1,
Nano-GIS, Nano-LTA, Nano-BEA e Nano-X), cujas analises foram realizadas a partir de
imagens de diferentes regibes representativas dessas amostras. Os dados obtidos
indicaram que ndo houve variagdo na morfologia nas diferentes regites analisadas e,
devido a essa homogeneidade, apenas as imagens de 500nm das amostras com as
melhores resolucdes e qualidade foram escolhidas para representa-las (Figura 21, Figura
22, Figura 23, Figura 24 e Figura 25).

Na Figura 21a, a micrografia eletrénica da amostra de nanozedlita TS-1 (Nano-
TS1) indica que a morfologia esférica e o didametro dos cristais (50 a 100nm) também
corroboram os dados reportados na literatura (Cundy, Forrest e Plaisted, 2003; Cundy e
Forrest, 2004). Nas medidas de topografia da nanozeoélita TS-1 obtidas por AFM, a
imagem de AFM bidimensional (2,5 x 2,5um) indica que os cristais das nanozedlitas, na
forma de aglomerados, cresceram uniformemente, confirmando a geometria quase
esférica de 50-150nm (Figura 21Db).

Figura 21 Imagens da nanozedlita TS-1 sintetizada. (a) micrografia eletrdnica e (b) superficie
dos dados de altura obtida no modo de Tapping Mode AFM, area avaliada 2,5x2,5um.

A micrografia eletrénica da nanozedlita Nano-LTA (Figura 22a) revela particulas
com uma morfologia esférica de diametro aproximado de 50-180nm. A imagem de AFM

bidimensional da nanozedlita Nano-LTA também indica uma morfologia esférica, mas
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ao contrario do que é observado nos dados de MEV, a superficie ndo é perfeitamente
esférica, ou seja, é possivel observar um certo grau de irregularidade por topografia de

superficie (Figura 22b).
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Figura 22 Imagens da nanozedlita LTA sintetizada. (a) micrografia eletronica e (b) Imagem de
contraste de fase da superficie dos dados de altura obtida no modo Tapping Mode AFM, érea
avaliada 2 x2 pm.

Os cristais da nanozeolita gismondina (Nano-GIS) foram cristalizados em forma
esférica e o tamanho das particulas estd na faixa de 50-100nm (Figura 23a), com
caracteristica morfoldgica e tamanho dos cristais semelhantes quando comparados com
os dados reportados na literatura (Kecht et al., 2004). Na Figura 23b, observa-se que a
amostra analisada por AFM apresenta morfologia quase esférica com distribuicdo de

tamanho entre 50-100nm.
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Figura 23 Imagens da nanozedlita GIS sintetizada. (a) micrografia eletrénica (b) Imagem de
contraste de fase da superficie dos dados de altura obtida no modo Tapping Mode AFM, area
avaliada 500x500nm.

A morfologia da nanozedlita Nano-BEA (Figura 24a) é complexa e de dificil
identificacdo além de mostrar claramente que os cristais aparentemente cresceram
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interligados formando aglomerados. Essa formacdo de aglomerados € tipica da
morfologia da nanozedlita Nano-BEA, que é atribuida, principalmente, a formacdo de
dois polimorfos com tamanho de aproximadamente 50nm (Larlus et al., 2011). A analise
da topografia (Figura 24b) indica a formagdo ou presenca de cristais com geometria
irregulares com tamanho aproximado de 30-50nm.
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Figura 24 Imagens da nanozeo6lita BEA sintetizada. (a) micrografia eletrénica e (b) Imagem
bidimensional da superficie dos dados de altura obtida no modo Tapping Mode AFM.

A andlise da amostra da nanozeolita X pura (Nano-X/Na) por MEV, ilustrada na
Figura 25a, mostra, claramente, que os cristais estdo na forma esférica e bastdo e que,
aparentemente, cresceram interligadas formando aglomerados. Essa formacdo de
aglomerados é tipica da morfologia da nanozeolita Nano-X (Zhan et al., 2001; Zhan et
al., 2002). Com a finalidade de caracterizar de forma mais precisa as morfologias da
amostra Nano-X aglomerada, analises de AFM foram realizadas. Nota-se, na Figura 25b,
a presenca de particulas nanométricas com morfologia irregular, contudo com uma

granulometria média inferior a 100nm.
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Figura 25 Imagens da nanozedlita Nano-X sintetizada. (a) micrografia eletrénica e (b) Imagem
bidimensional da superficie dos dados de altura obtida no modo Tapping Mode AFM, éarea
avaliada 5x5um.
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4215 Microscopia eletronica de transmissao de alta resolucao

A técnica de Microscopia Eletrdnica de Transmisséo de alta resolucdo (doravante
HRTEM, a sigla em inglés) é uma ferramenta importante para realizar caracterizacdes
estruturais e a maior parte dos estudos com uso dessa técnica esta relacionada com o
ordenamento estrutural do material cristalino. No caso especifico desta pesquisa, 0
emprego dessa técnica objetiva o estudo das modificacGes estruturais e o0 ordenamento de
zellitas antes e depois da imobilizacdo de enzimas. Ha alguns relatos na literatura que
descrevem o seu emprego para essa finalidade. Shah et al. (2007) utilizaram as imagens
de HRTEM para compreender a natureza da interacdo entre a enzima P-Glicolato
fosfatase (doravante PGA, sigla em inglés) e a zedlita SBA-15. Os resultados obtidos por
eles mostraram que as caracteristicas hexagonais da SBA-15 foram mantidas, a
incorporacdo da enzima PGA néo afetou a estrutura original do poro da SBA-15 e a
enzima PGA imobilizada apareceu como objetos pretos nas paredes da zeolitas.

Yu et al. (2006) relataram que a adsorcdo de proteinas em nanozedlita LTA é
fortemente dependente do tamanho e do plano cristalino dos nanocristais. Os autores
observaram que, além da area de superficie externa e da densidade de carga superficial, a
topografia (plano de cristal e curvatura da superficie) é um fator importante na adsorcédo
da proteina na superficie da nanozedlita. As imagens de HRTEM permitiram determinar
as dimensdes da abertura dos poros e o plano cristalino e, assim, selecionar o suporte ideal
para adsorcao de proteinas.

Assim sendo, diante do potencial que essa técnica oferece, grande esforco foi
empenhado para se obter dados das nossas amostras analisadas por HRTEM, no
Laboratorio Nacional de Nanotecnologia-Campinas (LNNano), e posteriormente usa-los
para uma melhor compreensdo da complexa interacdo entre a enzima e a superficie das
nanozeolitas.

Os dados de HRTEM para a amostra Nano-TS1 estdo representadas na Figura 26.
As imagens estdo organizadas em dois tipos de magnificacdes: (i) baixa amplificacdo do
sinal (Figura 26d) e (ii) amplificagdes em alta resolucdo (HR) (Figura 26a-c). As imagens
de alta resolucdo (Figura 26a-c) revelam a estrutura de poros desse material, enquanto
que as imagens de baixas magnifica¢bes (Figura 26d) revelam os aspectos morfoldgicos
da amostra, notando-se que essa amostra é composta por particulas de morfologia esférica

e com distribuicdo do didmetro da particula de 70-100nm. Esses dados se correlacionam
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com as andlises por MEV e AFM, as quais indicaram que esse material € formado por
nanocristais uniformes de 70-100nm.

As imagens em altas magnificagdes (Figura 26a-c) de um unico cristal da Nano-
TS1 mostram um grande volume de microporos e elevada porosidade textural. Os
resultados evidenciam um ordenamento peridédico em arranjo hexagonal dos poros
(Figura 26a), ao passo que numa imagem com maior resolucéo ou detalhamento (Figura
26¢), obtida perpendicularmente as paredes microporosas das nanozedlitas, constata-se
um conjunto de canais em forma de franjas com espacamento interplanar de 0,89nm, que
corresponde a separacdo entre os planos da rede cristalina da nanozedlita, sugerindo que
as paredes que compde a estrutura desse material sdo altamente cristalina; deve-se

salientar que as franjas experimentalmente aqui observadas sdo bastante comuns em

materiais zeoliticos com topologia MFI (Valtchev, Tosheva e Bozhilov, 2005; Choi et al.,
2009; Na et al., 2011) e que o padrdo de difracdo FFT (Fast Fourier Transform) da

imagem (Figura 26b) também confirma a natureza altamente cristalina desse material.

Figura 26 Imagem de HRTEM da nanozedlita TS-1. Inset mostra 0 modelo estrutural da ze6lita
com topologia MFI. Micrografia em alta resolu¢do de uma Unica nanoparticula TS-1[(a) e (c)].
Difratograma de Fourier (b) e HRTEM em baixa magnificacdo (d).

As imagens de HRTEM em alta magnificacdo da nanozedlita LTA séo

apresentadas na Figura 27. Para a obtengéo dessas imagens selecionou-se uma particula
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da nanozeolita LTA com diametro de aproximadamente 50nm. A andlise dessa particula
indica claramente as franjas resolvidas com espagamento de 0,82nm, as quais podem ser
atribuidas aos planos (200) ou (220) da estrutura cubica da nanozedlita LTA (Figura 27a).
Além disso, ndo foi verificado nenhum intercrescimento de diferentes orientacfes nas
franjas, mostrando que cada cristal de zedlita foi gerado a partir de um Gnico nucleo
isolado das particulas do gel precursor (Mintova et al., 1999; Phan Huy, Yoon e Kim,
2012). Outra informacdo obtida € a presenca de microporos observados no espaco entre
as franjas, conforme mostrado no detalhe apresentado na Figura 27a. No médulo campo
escuro (darkfield), o qual exclui os feixes ndo difratados, a imagem (Figura 27b) permite

confirmar de forma precisa o didmetro de uma particula isolada (52,32nm).

Figura 27 Nanozedlita LTA altamente cristalina obtida pelo método hidrotermal (duas formas
diferentes de representacdo). (a) HRTEM imagem da nanozed6lita microporosa LTA e (b) Imagem
de campo escuro (Dark Field).

As amostras de referéncia Nano-TS1 e Nano-LTA apresentaram cristais bem
definidos, com morfologia e espagamento interplanares regulares e com poucos defeitos
estruturais. Todavia, as imagens representativas de HRTEM das amostras Nano-BEA e
Nano-GIS (Figura 28) indicaram sensibilidade ao feixe de elétrons para as analises em
alta resolucdo. Na analise da amostra Nano-BEA (Figura 28a) € possivel visualizar os
microporos, mas informagcbes do ordenamento estrutural foram perdidas devido a
influéncia do feixe de elétrons. No caso da amostra Nano-GIS, o feixe em alta resolucao
provocou o completo desordenamento estrutural e a amorfizacdo do material antes da

obtencdo da imagem em alta resolucdo do material, conforme ilustrado na Figura 28b.
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Figura 28 Imagens de HRTEM das diferentes nanozedlita. (a) Nano-BEA e (b) Nano-GIS.

Deve ser ressaltado que as zeolitas sdo altamente sensiveis ao feixe de elétrons
para a obtencao de imagens de HRTEM em alta resolucdo (voltagem de 300kV), portanto,
é comum problemas de degradacdo das amostras de zeo6litas nessas condigdes. Para a
obtencdo dessas imagens em alta resolucdo ou magnificacdo, a principal dificuldade
encontrada estava relacionada ao pouco tempo disponivel para o ajuste de pard@metros do
préprio equipamento, essenciais para a obtencdo de imagens em HRTEM,
principalmente, a otimizacéo do microscopio e a orientagdo das particulas de nanozeodlitas
antes da perda da natureza cristalina das nanozedlitas, pelo tempo excessivo de exposicao
ao feixe de elétrons. Além disso, o contraste das imagens de HR-TEM ¢é fraco, sendo
necessario uma maior irradiacdo de elétrons para melhorar a qualidade da imagem, o que
pode provocar a degradagdo de zedlitas com estrutura periddica sensiveis ao feixe de
elétrons (Yoshida et al., 2013). Dessa forma, observa-se que é dificil obter imagens de
zellita em alta resolucdo, uma vez que as informac@es estruturais podem ser facilmente
perdidas sob a influéncia do feixe de elétrons. Infelizmente, dentre as diferentes estruturas
nanozeoliticas avaliadas neste estudo, apenas as amostras Nano-TS1 e Nano-LTA
mantiveram-se totalmente estaveis nas condi¢des de analise em alta resolucdo (voltagem
300kV).

Verificada essa dificuldade de obter imagens de zedlitas por microscopia
eletrénica de transmissdo em alta resolugdo (HR-TEM), a fim de evitar a possivel
degradacédo provocada pelo feixe em alta resolucdo, a amostra da nanozedlita Na-X foi
analisada utilizando um microscépio com aceleragdo da voltagem em 200kV.
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Os dados de MET obtidos no médulo campo escuro (darkfield) — que exclui os
feixes ndo difratados da amostra Nano-X/Na —, estdo representados na Figura 29. As
imagens estdo organizadas em dois tipos de magnificaces, (i) baixa amplificagdo do sinal
(a e b) e (ii) alta amplificacdo do sinal (c). Nas imagens de baixas magnificacdes (Figura
29a-b), observa-se nitidamente aglomerados (=250nm) de muitas particulas na amostra,
enquanto que a imagem de alta resolucdo (Figura 29c) apresenta uma particula isolada do
aglomerado que revela um cristal bem definido, com dimens@es de 20x150 nm e bordas
regulares.

O espectro da andlise de energia dispersiva de raios-X (EDX) da Nano-X/Na
(Figura 29d) foi obtido da &rea assinalada (Figura 29a). Observa-se claramente que a
Nano-X/Na é rica em Si, Al, O e Na. Nenhum sinal de impureza com metal de transicao
foi encontrado, com excecdo da presenca do cobre. Todavia, tal presenca, ndo indica
impureza, pois o cobre identificado deve-se a grade de cobre revestida com carbono usada
na analise de MET. Na Figura 29e, a imagem da difracdo por elétrons da amostra ilustra
a natureza cristalina da amostra e as principais reflexfes existentes, sendo possivel
visualizar spots de difracdo em forma de anel correspondentes aos planos cristalinos
(111), (220), (311) e (331) (zZhan et al., 2001; Zhan et al., 2002).

| @ EDX da drea 1 obtido em DF |

Counts

rs

Energy (keV) 4

Figura 29 Imagens de MET em campo escuro (Dark field) da nanoze6lita Nano-X (a-c), espectros
de raios-x de energia dispersiva(EDX) (d) e padrdo de difracdo de elétrons (e).
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4216 Resultados da caracterizacdo dos complexos nanozedlitas/enzima-RML

Na proposta inicial do doutorado propusemos a investigagdo do comportamento e
do potencial de cinco diferentes nanozedlitas, como possiveis suportes sélidos para a
imobilizacdo das lipases provenientes dos microrganismos R. miehei (RML), T.
lanuginosus (TLL), C. antarctica (CA) e B. cepacia (BC) e avaliar os complexos
nanozeolita-enzima na producdo de biodiesel. Todavia, as lipases de C. antarctica e B.
cepacia apresentaram auséncia e baixa atividade de esterificacdo nas condicdes testadas,
respectivamente, quando elas foram analisadas por zimografia (item 4.1.4). Isto ndo
significa que elas ndo sao apropriadas para a producéo de biodiesel, uma vez que a reagdo
alvo é a transesterificacdo. Contudo, dados preliminares utilizando essas duas enzimas na
forma livre na reacdo de transesterificacdo também indicaram que houve baixa conversao
do 6leo de palma a biodiesel. Os produtos dessas reac6es catalisadas pelas lipases livres
C. antarctica e B. cepacia ndo foram analisados por CG, devido ao baixo rendimento de
ésteres etilicos. Sendo assim, 0s resultados dos estudos sistematicos de imobilizacdo de
enzimas nos suportes nanozeoliticos, aqui ilustrados, sdo apenas para as duas lipases mais
eficientes de R. miehel e T. lanuginosus.

A etapa inicial de selecdo dos suportes foi efetuada empregando-se a enzima de
R. miehel (RML) como referéncia, uma vez que ja foi adquirida experiéncia em estudos
anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa com uso dessa lipase. Os resultados
obtidos foram bastante significativos e, em virtude desse fato foram publicados dois
artigos cientificos (De Vasconcellos et al., 2012; Bergamasco et al., 2013).

Neste presente trabalho, os estudos iniciais de imobilizacao da lipase de R. miehei
foram conduzidos utilizando-se as nanozeodlitas Nano-X/Na, Nano-BEA, Nano-TS1,
Nano-LTA/Na, Nano-GIS/Na e os dados obtidos sao mostrados na Tabela 4. Com relagdo
as porcentagens de imobilizagdo da enzima R. miehei nos suportes zeoliticos, os dados
indicaram que a maior imobilizacdo ocorre para Nano-TS1 (31,9+0,8%), enquanto a
menor imobilizacdo ocorre para Nano-GIS/Na (18,3t 0,6%) e também para o suporte
Nano-X/Na (20,6+0,9%). Os suportes zeoliticos Nano-BEA/Na e Nano-LTA/Na
apresentam valores intermediarios (23,0+ 0,4% e 22,7+ 0,2%).

A andlise se torna mais interessante quando se correlacionam, ndo apenas a
porcentagem de enzimas imobilizadas em funcéo da estrutura, como também os dados de
atividade enzimatica. Nesse caso, pode-se observar que a maior atividade enzimatica esta

no suporte Nano-BEA, que apresentou uma imobilizacdo de 23,0+ 0,4% e uma atividade
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enzimatica de 5,4+0,8U/mg-suporte para o complexo com a enzima. Esse dado é diferente
em relacdo ao suporte Nano-LTA/Na, que também apresenta uma porcentagem de
imobilizacdo semelhante de 22,7+0,2%, porém, uma menor atividade do complexo Nano-
LTA/Na-RML 0,8+£0,2 U/mg-suporte. Outro caso interessante € o do suporte Nano-TS1,
pois, embora tenha obtido a maior concentracdo de enzima imobilizada (31,9+ 0,8%)
comparada com 0s outros suportes, a atividade do complexo Nano-TS1-RML foi menor
que 0,9£0,3 U/mg-suporte, indicando uma forte inativacéo da enzima.

Tabela 4 Porcentagem de imobilizagdo e atividade enzimética para as diferentes nanozedlitas na
forma pura (sédica), conforme descrito no item 3.3.2. Carga enzimatica oferecida de 10mg
proteina/g de suporte.

Suporte zeolitico Quantidade de enzima Imobilizacéo Atividade
imobilizada no suporte (%)* enzimatica
(mg/g suporte) (U/mg suporte)
Nano-X/Na 2,1 20,6£0,9 3,2+0,3
Nano-BEA 2,3 23,0+ 0,4 5,4+0,8
Nano-TS1 3,2 31,9+ 0,8 0,9+0,3
Nano-LTA/Na 2,7 22,7+ 0,2 0,8+0,2
Nano-GIS/Na 1,8 18,3+ 0,6 4,7+0,1

*Porcentagem de imobilizacdo de Rhizomucor miehei = (massa de enzima na solucdo final (mf)/ massa de
enzima na solucéo inicial (mi))*100.

Os testes com as diferentes estruturas nanozeoliticas permitem seguramente
afirmar que a porcentagem de enzima imobilizada e a atividade enzimatica séo
dependentes da estrutura cristalina dos suportes sélidos. Porém, como ja era esperado
uma baixa atividade enzimatica foi observada para os suportes zeoliticos na sua forma
pura, uma vez que a literatura reporta um comportamento semelhante para zedlita
micrometrica em sua forma sodica (Yagiz, Kazan e Akin, 2007; De Vasconcellos et al.,
2012).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o aumento da concentragdo de
proteina imobilizada pode restringir o acesso do substrato aos sitios cataliticos da enzima
por obstrucdo (efeito de transferéncia de massa) ou a imobilizacdo pode ter provocado
mudancas na conformacéo da enzima. De acordo com Mateo et al. (2007), a imobilizacéo,
na maior parte dos casos, produz ligeiras distor¢des na estrutura da enzima e isso pode

alterar suas propriedades finais. Essas alteracGes ndo sdo controladas e, dessa forma, é
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importante fazer uma selecao de suportes com uso de diferentes estratégias no intuito de
encontrar solucGes adequadas para a imobilizacdo enzimatica.

A partir do conhecimento prévio descrito na literatura (Serralha et al., 1998) e
também do trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (De Vasconcellos et al.,
2012) sobre a influéncia do meio catidnico do suporte sélido na imobiliza¢do de enzimas,
0 passo seguinte foi fazer os mesmos experimentos, porém, dessa vez, usando as zeolitas

derivadas das trocas idnicas.

4.3  Caracterizacdo das nanozedlitas trocadas com cations de transicao e o efeito
no desempenho catalitico dos complexos (nanozedlita/enzima) na transesterificacao
enzimatica de 6leo palma

4.3.1 Troca ibnicas das nanozedlitas

Com o objetivo de obter materiais mais ativos, explorou-se a propriedade de troca
ibnica, principalmente para a nanozedlita (Nano-X e Nano-LTA), uma vez que com base
na literatura e no trabalho publicado pelo nosso grupo em 2012 (De Vasconcellos et al.,
2012), é sabido que a troca idnica parcial ou total de zeolitas na escala micrométrica
modifica: (a) as caracteristicas dos materiais zeoliticos e (b) a forma como estes interagem
com a enzima, 0 que, por consequéncia, torna os suportes muito mais ativos para a
imobilizacdo de enzimas (De Vasconcellos et al., 2012).

A nanozedlita Nano-X foi escolhida para determinar os parametros ideais de troca
ibnica, pois esta nanozedlita é sintetizada pelo metodo hidrotermal convencional, sem
adicdo de direcionadores organicos de estrutura, que torna o processo mais eficiente e
econémico. Além disso, a Nano-X apresenta elevada quantidade de aluminio, ou seja,
possui baixa razao Si/Al, o que favorece os estudos de troca idnica (Zhan et al., 2001;
Zhan et al., 2002).

431.1 DRX dos derivados da troca idnica obtidos a partir da nanozedlita Nano-
X/Na trocada com céations de transicao

A analise dos padrées de DRX (Figura 30-34) da amostra de Nano-X/Na
sintetizada e seus derivados, obtidos em diferentes condi¢des de troca idnica, revelou a
flexibilidade da estrutura da Nano-X ao meio catidnico dominante, a concentragdo do ion
e 0 tempo de troca idnica.
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Inicialmente, de acordo com a metodologia descrita no item 3.2.2.1 foi realizada
a troca i6nica da nanozedlita Nano-X com os seguintes cations: Mn?*, Cu?*, Co?*, Zn** e
Ni?*, em baixa concentragdo molar dos fons em solugdo (0,1M), tempo (16h) e
temperatura (60°C). Ap0s a troca ibnica dos materiais, foram estudados os difratogramas
de raios-X das amostras da nanozeolita NaX, trocada com os diferentes cations (Nano-
X/Mn/0.1M, Nano-X/Cu/0.1M, Nano-X/Co/0.1M, Nano-X/Zn/0.1M e Nano-X/Ni/0.1M)
em comparacao ao da nanozeolita na sua forma sddica (Nano-X/Na), a fim de observar

se ocorreu alguma mudanca na estrutura cristalina da zeolita apos a realizacdo da troca

ibnica. Os difratogramas dessas amostras estdo apresentados na Figura 30.

Nano-X/Ni/0.1M

"\4 . Nano-X/Co/0.1M

Intensidade (u. a.)

Nano-X/Cu/0.1M

Nano-X/Mn/0.1M|

Figura 30 Difratograma da nanozedlita faujasita (Nano-X) trocada com os cations de manganés
(0,1M), cobre (0,1M), cobalto(0,1M), zinco (0,1M) e niquel (0,1M) em comparagdo com a sua

forma sddica (Nano-X/Na).
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A andlise dos padrbes de DRXs dessas amostras revelam que nao houve nenhuma
mudanca estrutural significativa comparada com a amostra original (Nano-X/Na), ou seja,
amaior parte das reflexdes originais de Bragg, originalmente presentes na amostra (Nano-
X/Na) sintetizada, foram mantidas. Todavia, para todas as amostras ocorreu uma
diminuicdo na intensidade das reflexdes de difracdo devido a incorporacdo dos cations,
uma vez que as amostras foram analisadas em condi¢des experimentais semelhantes:
mesma quantidade de amostras e porta-amostra.

Nesses experimentos, observou-se que 0 processo de troca-idnica ndo induziu
mudancas estruturais significativas. Assim, estudos de troca i6bnica em funcdo do tempo
foram realizados, e estes foram feitos novamente com amostra (Nano-X/Na) submetida a
troca idnica, de acordo com as seguintes condigdes: concentracdo da solugdo de niquel
(0,2M), tempo (4h, 16h, 24h e 36h) e temperatura (60°C), porém apenas um cation foi
selecionado para esse estudo exploratério. Cabe ressaltar que o niquel foi escolhido pelo
fato de termos resultados positivos de sinergia na producgédo de biodiesel com o uso de
lipase de Rhizomucour miehei imobilizada em microzedlita gismondina trocada com
niquel (De Vasconcellos et al., 2012) e também, ap6s nossos estudos, outros autores terem
observado efeito semelhante. Embora Wu et al. (2014) tenha utilizado lipases extraida do
pancreas de suinos imobilizada em p6 cerdmico contendo Ni?* (Ni-MCP) observaram
uma ativacdo semelhante para a sintese de acetato de cinamila.

Os padroes de DRX das amostras Nano-X/Ni/4h, Nano-X/Ni/16h, Nano-
XINi/24h e Nano-X/Ni/36h, mostrados na Figura 31, revelam que ndo houve mudangas
significativas na estrutura. As reflexdes de Bragg foram mantidas semelhante ao material
original (Nano-X/Na) durante os periodos de tempo 4h, 16h e 24h, sendo observada
apenas uma diminui¢cdo na intensidade dos picos de difragdo, como reportado
anteriormente. Porém, para as amostras trocadas com niquel (36h), ocorreram mudancas
estruturais, provavelmente devido a maior incorporacao do cation de niquel na estrutura
cristalina da zedlita; pode-se notar auséncia de algumas reflexdes originalmente presentes
na topologia da estrutura FAU (Nano-X/Na) e uma amorfizagdo do material em relacdo

a estrutura original.
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Figura 31 Difratograma da nanozeolita faujasita (Nano-X/Na) trocada com os cations de niquel
(0,1M) em diferentes tempos de exposicao a solucao a solucgéo salina.

Outro parametro avaliado para a amostra (Nano-X/Na) foi a troca ibnica nas
seguintes condicdes: solucbes em trés diferentes concentragcdes molares de niquel (0,1M,
0,3M e 0,5M), tempo (36h) e temperatura (60°C). A anélise dos padrbes de DRX das
amostras Nano-X/Ni/0.1M, Nano-X/Ni/0.3M e Nano-X/Ni/0.5M (Figura 32) revela que
as mudancgas estruturais foram praticamente as mesmas e todas as amostras apresentaram
caracteristicas cristalograficas semelhantes. Ou seja, varias das reflexBes originais
desapareceram e houve diferentes graus de amorfizagdo para as amostras Nano-
XINi/0.1M, Nano-X/Ni/0.3M e a formacéo, provavelmente, de um material lamelar foi
observada para a amostra Nano-X/Ni/0.5M. Embora seja possivel observar uma
diminuigdo da cristalinidade desses materiais, sera mostrado mais adiante, na analise
textural por adsorcdo de N2, que esses materiais obtidos em alta concentragdo molar
apresentam um aumento na area superficial e no volume de microporos, além da maior
capacidade de adsorcdo de N.. Em particular, os parametros dos poros e tamanho de
particula determinam a area total da superficie e, assim, afetam significativamente a
capacidade de imobilizacdo das enzimas e a atividade enzimética (Brena, Gonzalez-
Pombo e Batista-Viera, 2013).
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Figura 32 Difratograma da nanozedlita faujasita (Nano-X/Na) trocada com os cétions de
niquel em diferentes concentracGes molares.

Apds os resultados prévios obtidos com a troca idnica utilizando ions de niquel
como referéncia, observou-se um comportamento interessante na troca i6nica em alta
concentracdo molar para a nanoze6lita (Nano-X/Na). Assim, decidiu-se fazer outro
estudo exploratorio de troca i6nica dessa mesma nanozedlita (Nano-X/Na) utilizando
diferentes cations (Cu?*, Zn?*, Mn?*, Co?* e Ni?*) em alta concentracdo molar. O objetivo
desse tratamento foi melhorar o potencial de imobilizagdo das lipases nesses novos
materiais e analisar a influéncia da natureza do cation na imobilizacdo enzimatica. Para
atingir esse proposito, 0s experimentos foram feitos nas seguintes condigdes
experimentais: concentracdo da solugéo do cation (0,5M), a 60°C por 36 horas.

A Figura 33 mostra o padréo de difracdo (DRXs) para esses materiais obtidos por
troca ibnica em alta concentragdo molar (0,5M) e, diferentemente dos resultados obtidos,
usando-se uma concentracdo de 0,1M, os dados indicam que ocorreu a formacgédo de
materiais completamente diferentes da estrutura original. Os dados de DRXs dos
derivados da troca idnica Nano-X/Cu/0.5M, Nano-X/Co/0.5M, Nano-X/Zn/0.5M e Nano-
XINi/0.5M claramente indicam a ocorréncia de mudancas cristalograficas drasticas em
relacdo a amostra original.

A Unica excecdo foi observada para o derivado de troca ibnica Nano-X/Mn/0.5M,

gue manteve as reflexdes de Bragg originais presentes em Nano-X/Na. Além da auséncia
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das reflexdes de Bragg originais, observou-se que os derivados da troca i6nica Nano-
X/Co0/0.5M, Nano-X/Zn/0.5M e Nano-X/Ni/0.5M mostraram alargada e baixa
intensidade nas reflexdes de Bragg, fornecendo evidéncias do pequeno tamanho dos seus

cristais. Os dados de MEV e MET confirmaram essa observacao (Figura 39 e Figura 40).

Nano-X/Ni/0.5M

1 L 1 L 1 L 1

\ Nano-X/Zn/0.5M

Nano-X/Co/0.5M

TR gy
|

Nano-X/Cu/0.5M

Intensidade (u.a.)

M“%Jfﬁ ot UM}J’L‘W

1 i

Nano-X/Mn/0.5M

(642)

NaX/Na

10.20.30.40.50
26(°)
Figura 33 Difratogramas dos derivados da nanozedlita X (Nano-X/Na) trocada com os diferentes
cations de metais de transicdo. Nano-X/Mn/0.5M, Nano-X/Cu/0.5M, Nano-X/Co0/0.5M, Nano-
X/Zn/0.5M, Nano-X/Ni/0.5M.

Torna-se evidente, a partir desses dados experimentais de troca i6nica para o
sistema sob investigacdo, que alguns cétions podem promover diferentes graus de
amorfizacdo ou formacdo de material lamelar a partir da nanozeolita X e outros cations
podem promover a cristalizacdo de novas estruturas. No caso das amostras Nano-
X/Zn/0.5M, Nano-X/Co/0.5M e Nano-X/Ni/0.5M, o grau de amorfizacdo difere de uma
amostra para outra (Figura 33). No entanto, as reflexdes de Bragg indicam a formacéo de
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materiais lamelares (Xu et al., 2014), e ainda, o suporte Nano-X/Zn/0.5M apresentou um
grau de amorfizagdo mais evidenciado em comparagdo com 0s outros derivados da troca
ibnica (Figura 33).

As tentativas para identificar esses materiais usando difracédo de raios-X e o banco
de dados JCPDS néo foram bem sucedidas. Esta perda de cristalinidade pode ser atribuida
a dois possiveis efeitos: (i) a baixa relagdo Si/Al na estrutura da zedlita (1,0 < Si/Al < 1,5
para zedlita X) que, por sua vez, provoca a instabilidade quimica. Neste trabalho, a razéo
Si/Al, determinada por meio da analise de ICP-AQS, da nanozedlita Nano-X foi de 1,59
(ver Tabela 5), e (ii) o pH das solucdes de Cu?* (pH ~ 4,3), Mn?* (pH ~ 6,2), Co?* (pH ~
4,6), Zn** (pH ~ 6,1) e Ni** (pH ~ 6,7), 0 que provavelmente causou a mudanga na
estrutura do material zeolitico.

Por outro lado, € interessante notar que a substituicdo dos ions de Na* da Nano-
X/Na por cations de Cu?*, durante o processo de troca i6nica, pode mudar a topologia da
amostra de faujasita (FAU) para uma amostra com topologia de gismondina (GIS)
(Treacy, Higgins e Ballmoos, 1996), mostrando que sob essas condigdes de troca idnica,
os fons de Cu®* podem atuar como agente direcionador de estrutura (SDA), uma vez que
foram capazes de transformar a Nano-X/Na (FAU) em zedlita gismondina micrométrica
enriquecida com cobre (GIS) (Figura 33). Embora seja mais restrito, o papel de cations
inorganicos, tais como: Rb*, K*, Ba®*, Sr?*, Ba%*, and Ca?*, atuando como direcionadores
de novas estruturas de zedlitas, ja foi explorado na literatura (Flanigen Edith, 1973;
Barrer, 1981; Barrer, 1982). Contudo, no melhor do nosso entendimento até o presente
momento ndo foram relatadas na literatura evidéncias experimentais do céation Cu?
atuando como um agente direcionador de estrutura. Para uma melhor compreenséo do
papel do Cu?* nesse sistema particular, foram realizados varios experimentos com
diferentes tempos de reagéo, cujos resultados sdo mostrados na Figura 34.

Pode-se observar que, depois de 16 horas, a estrutura cristalografica original tinha
colapsado completamente e apenas dois picos de difracdo da estrutura foram mantidos,
localizado em 20 = 10° e 359 respectivamente (Figura 34). Depois de 24 horas,
observaram-se sete novas reflexdes de Bragg, localizadas em 26 = 17°, 19°, 25°, 34°, 36°
e 42°. Decorridas 48 horas, essa estrutura evoluiu para uma forma mais cristalina e estavel
(Figura 34). Nesse caso, deve ser ressaltado que essa facilidade em promover a

cristalizacio de uma nova estrutura foi observada apenas para o cation Cu?* nesse sistema.
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Figura 34 Padrdes de DRX dos materiais zeoliticos formados por cations inorganicos de
Cu?* atuando como agente diretor de estrutura.

43.1.2 DRX dos derivados da troca idnica obtidos a partir da nanozedlita Nano-
LTA/Na trocada com cations de transicéo

A zedlita do tipo LTA foi uma das primeiras estudadas sistematicamente para a
troca ibnica devido a sua alta capacidade de troca, particularmente em baixas
temperaturas, boa seletividade para os cations de calcio e magnésio e, 0 mais importante,
0 seu baixo custo e alto rendimento de sinteses desses materiais. Alguns estudos
pertinentes dessa aplicacdo da zedlita LTA sdo datados desde a década de 1960 e 1980
(Barrer, Rees e Ward, 1963; Barri e Rees, 1980; Franklin e Townsend, 1985a; b).
Atualmente, a zedlita LTA, juntamente com a zedlita faujasita (NaX), sdo comumente
usadas para aplicacdes de troca idnica principalmente devido aos seus conhecidos e
determinados sitios cristalograficos disponiveis para a troca ionica (Ekhteiari Salmas et
al., 2013). Por outro lado, estudos de troca i6nica com o uso de zeolita LTA na escala
nanométrica tém sido menos desenvolvidos (Cundy e Cox, 2003). Desta forma, torna-se
evidente que a nanozedlita Nano-LTA/Na obtida neste estudo, com baixa razao Si/Al que
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favorece processos de troca i6nica, é interessante para estudos comparativos com a Nano-
X/Na, uma vez que essas zellitas possuem estruturas completamente diferentes, embora
ambas mostrem alta capacidade de troca ibnica.

O objetivo desses experimentos foi verificar a estabilidade Nano-LTA em relacéo
as variacOes de concentracdo, tempo de troca ibnica e natureza dos cations presentes em
suas estruturas. Assim, embora a baixa taxa Si/Al =1,49 (Nano-LTA) e ~1,59 (Nano-X)
tenha sido observada em ambas amostras (Tabela 3), espera-se que, a principio, as
mudancas estruturais sejam diferentes devido a menor flexibilidade da nanozedlita LTA
em comparagdo com a zeolita faujasita.

Na primeira etapa do trabalho, a nanozedlita Nano-LTA/Na foi convertida em
cinco diferentes formas: Mn?*, Cu?*, Co?*, Zn?* e Ni?" por troca idnica. Em um tipico
experimento de troca ibnica, a nanozeolita (Nano-LTA/Na) foi submetida a esse processo
com diferentes cations em baixa concentracdo molar, de acordo com as condicdes
descritas no item 3.2.2.2, a concentracdo da solucdo de ions manganés, cobre, cobalto,
zinco e niquel (0,1M), tempo (16h) e temperatura (60°C).

Os difratogramas das amostras da zedlita A (Nano-LTA/Na) e dos derivados da
troca i6nica estdo apresentados na Figura 35. A andlise dos padrées de DRX das amostras
revela que ndo houve nenhuma mudanca estrutural significativa comparada a amostra
original (Nano-LTA/Na), e ocorreu apenas uma diminuicgdo na intensidade das reflexdes
de difracdo devido a incorporacgdo dos cations. Entretanto, nos dados de DRX da amostra
de cobalto (Nano-LTA/Co/0.1M), nota-se a auséncia de reflexfes de difragdo originais,
principalmente na regido 26 = 10,19°, indicando que ocorreu uma certa diminui¢do na
cristalinidade dessa amostra.

Estudos de troca ibnica com a amostra Nano-LTA/Na em solugdes de niquel com
diferentes concentra¢fes molares também foram realizados. As trocas i6nicas das Nano-
LTA/Na foram feitas para trés diferentes concentracbes molares de acordo com as
seguintes condi¢des: concentracdes da solugdo de niquel (0,1M, 0,3M e 0,5M), tempo
(36h) e temperatura (60°C), conforme item 3.2.2.2.
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Figura 35 Difratogramas dos derivados da nanozeélita A (Nano-LTA/Na) trocada com o0s
diferentes cétions de metais de transicdo. Nano-LTA/Mn/0.1M, Nano-LTA/Cu/0.1M, Nano-
LTA/Co/0.1M, Nano-LTA/Zn/0.1M, Nano-LTA/Ni/0.1M.

A andlise dos padrdes de DRXs para o sistema Nano-LTA, apresentada na Figura
36, diferentemente do sistema Nano-X/Na, indica que ndo houve a completa modificacéo,
na medida em que a estrutura da Nano-LTA é menos flexivel ou suscetivel a troca ionica
com cétions de niquel.

Nota-se que a amostra Nano- LTA /Ni%*/0.1M manteve a estrutura semelhante &
nanozedlita pura (Nano-LTA/Na), contudo, é possivel verificar uma diminuicdo na
intensidade das reflexdes e inicio da formacéo de reflexdes alargadas. Por outro lado, as
reflexdes das amostras Nano-LTA/Ni/0.3M e Nano-LTA/Ni/0.5M foram semelhantes,
indicando que uma maior incorporacdo do cétion na estrutura induz a mudancas
estruturais mais significativas e as reflexdes alargadas associadas a perda de cristalinidade

sdo mais evidenciadas, provavelmente, devido ao inicio da formacéo de material lamelar.



Resultados e Discussdes

119
Observa-se, ainda, que a amostra Nano-LTA é menos susceptivel a troca idnica, apesar
de algumas reflexdes terem diminuido a intensidade ou mesmo desaparecido, outras
reflexdes caracteristicas da estrutura LTA foram mantidas 2 6 = 7,10°; 21,68°; 24,02°,
27,12° e 29,98°.
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Figura 36 Difratogramas da nanozeodlita A (Nano-LTA/Na) trocada com os cations de
niquel em diferentes concentra¢des da solucdo de troca ibnica.

As outras nanozedlitas preparadas neste estudo, as nanozeo6litas Nano-TS1, Nano-
BEA, apresentaram alta razdo Si/Al que foram confirmadas pelos dados de ICP-OES e
RMN-MAS do 2°Si, detalhados na Tabela 3 e Figura 20, respectivamente.

Na Tabela 3 os dados de ICP-OES da nanozeolita da Nano-GIS indicaram baixa
quantidade de ion de Na*. Assim, a disponibilidade do cation de Na* é baixa dada a
ineficiéncia na remogdo do cation organico de tetrametilaménio (TMA™), de tal modo que
apresenta baixa capacidade de troca ibnica quando comparada com as nanozeolitas Nano-

X/Nae Nano-LTA. Portanto, como o objetivo da troca idnica € melhorar as caracteristicas
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do suporte, sendo este tratamento pouco efetivo para as nanozedlitas Nano-TS1, Nano-
BEA e Nano-GIS, foram usadas apenas as duas nanozeolitas mais eficientes de Nano-
X/Nae Nano-LTA para os estudos sistematicos da influéncia da troca i6nica.

No decorrer do texto, no item 4.3.7, sera discutida a correlacdo entre a quantidade
de enzima imobilizada, a atividade enzimatica e o papel fundamental dos cations na
estrutura cristalografica do suporte zeolitico. Embora, as nanozedlitas Nano-TS1, Nano-
BEA e Nano-GIS ndo sejam efetivas na troca i0nica, esses materiais foram muito ativos
para a imobilizacdo enzimatica e com elevado potencial catalitico quando tiveram suas
superficies modificadas quimicamente com a adi¢do de grupos do agente aminosilano (3-
aminopropil-trimetoxisilano (APTMS)) e funcionalizadas com glutaraldeido (GA) —
esse estudo esta descrito no item4.4.

Na sequéncia, ap0s 0s experimentos de troca ibnica descritos nas se¢des acima, e
a caracterizacdo desses materiais por difracdo de raios-X, poderad ser observado que,
dentre todas as amostras preparadas por troca iénica, apenas os derivados da troca idnica
em alta concentracdo molar das amostras derivadas de troca idnica da amostra Nano-X/Na
(Nano-X/Mn/0.5M, Nano-X/Cu/0.5M, Nano-X/Co/0.5M, Nano-X/Zn/0.5M, e Nano-
X/Ni/0.5M) foram completamente caracterizados, pois, como sera verificado adiante, os
suportes obtidos desses derivados apresentaram os melhores resultados cataliticos em
relacdo aos demais suportes.

No intuito de compreender melhor o sistema estudado, nesta etapa do trabalho,
utilizou-se as técnicas de infravermelho, ICP-OES, RMN-MAS de 2°Si, MEV, MET e
adsorcéo de N, para a caracterizacao desses materiais selecionados. Os dados coletados

foram suficientes para a discusséo e entendimento das caracteristicas desses suportes.

4.3.2 Espectroscopia da regido do infravermelho dos derivados da troca-iénica com
nanozedlita Nano-X/Na

A amostra da nanozeolita Nano-X/Na submetida ao tratamento com os diferentes
cations ionica em alta concentragdo molar foram analisadas por FTIR-ATR, com o
objetivo de verificar se ocorreu alguma mudanca nas vibragdes das ligagcGes quimicas do
suporte zeolitico. As andlises das bandas de absorcéo foram feitas na regido estrutural da
nanozedlita 400-1500cm™. A Figura 37 mostra os espectros de FTIR-ATR das amostras
Nano-X/Na, Nano-X/Mn/0.5M, Nano-X/Cu/0.5M, Nano-X/Co/0.5M, Nano-X/Zn/0.5M
e Nano-X/Ni/0.5M.
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Figura 37 Espectro de infravermelho FTIR-ATR das amostras Nano-X/Na, Nano-X/Mn/0.5M,
Nano-X/Cu/0.5M, Nano-X/Co/0.5M, Nano-X/Zn/0.5M, Nano-X/Ni/0.5M.

De acordo com a literatura, as bandas localizadas na regido de 1200-450cm™ séo
atribuidas aos estiramentos das liga¢des entre Si-O-Al, Si-O-Si, Si-O e Al-O, enquanto
que a banda localizada em aproximadamente 660cm™ pode ser atribuida ao estiramento
das ligacbes Me-O-Si-O, em que Me representa um cation metalico, que, geralmente, €
o ion de sodio, que pode ser substituido por um outro cétion, no nosso caso Mn?*, Cu?*,
Co?*, Zn?* e Ni%*, por meio de experimentos de troca-idnica (Flaningen, 1979).

A analise dos espectros de ATR-FTIR obtidos para as nanozeolitas Nano-X/Na,
Nano-X/Mn/0.5M, Nano-X/Cu/0.5M, Nano-X/Co/0.5M, Nano-X/Zn/0.5M e Nano-
X/Ni/0.5M na regido do esqueleto estrutural de 500-1600cm™ (Figura 37) revela
variagOes significativas nessa faixa espectral em relacdo a amostra original Nano-X/Na,
sendo mais uma evidéncia experimental de que a nanozedlita faujasita (Nano-X/Na) é

extremamente suscetivel e fortemente afetada pelo tratamento de troca i6nica, que induz
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modificacbes em sua estrutura cristalografica original, conforme foi mostrado

anteriormente nos dados de difracdo de raios X na Figura 33.

4.3.3 |CP-OESdos derivados da troca-ionica obtidos a partir da nanozedlita Nano-
X/Na trocada com cétions de transicao

As analises de ICP-OES mostram o conteudo do ion do metal dos derivados de
troca i6nica comparado com a amostra original Nano-X/Na. A Tabela 5 apresenta a
quantidade de ions metalicos em forma de ¢6xido (% m/m), para as cinco amostras
diferentes. Pode-se notar que a relagdo SiO2/Al>Os (ver Tabela 5) de Nano-X/Na (=1,59),
Nano-X/Mn/0.5M (=1,53), Nano-X/Cu/0.5M (=1,55) e Nano-X/Co/0.5M (=1,55),
praticamente ndo foi alterada com o tratamento de troca idnica para os cétions de Mn?*,
Cu?* e Co?*. No entanto, para as amostras Nano-X/Zn/0.5M (=1,49) e Nano-X/Ni/0.5M
(=1,42) as razdes foram menores. Outra importante diferenca estd relacionada a
quantidade de agua ligada ao suporte, todas amostras obtiveram uma variacao (=30-35%),
enquanto a amostra Nano-X/Ni/0.5M apresentou maior quantidade de agua ligada ou
coordenada na estrutura (48,64%).

De acordo com Serralha et al. (1998) a natureza do cation na estrutura da zedlita
pode afetar a quantidade de agua ligada ao suporte. Além disso, sabe-se que em reacdes
catalisadas por enzimas imobilizadas em meios ndo aquosos, uma pequena quantidade de
agua ndo muda o equilibrio reacional em favor da hidrolise e aumenta a taxa catalitica.
Dessa forma, o suporte Nano-X/Ni/0.5M, com maior quantidade de dgua coordenada ao
cation de transi¢cdo pode proporcionar um microambiente favoravel para a imobilizacdo
da enzima, porque possui agua suficiente para manter a camada de hidratacdo da enzima
(Nie et al., 2006).

A andlise se torna ainda mais interessante quando observa-se a relacédo Si/Me (em
que Me ¢é o cation metalico): SiO2/Nax0(=2,38)> Si02/MnO(=2,09)> Si02/CoO(=1,57)
> Si02/NiO (=1,22) > Si02/Zn0O (=1,21) e SiO2/CuO (=0,87). A baixa relagdo Si/Me
significa maior quantidade do cation presente no “bulk ou microambiente” do suporte
zeolitico. Quando correlacionam-se esses dados com 0s dados de DRX, observa-se que a
maior concentragdo do cétion na estrutura estd diretamente associada com os diferentes
graus de amorfizagdo da nanozedlita X e formacg&o de nova estrutura. No caso do suporte
Nano-X/Cu/0.5M, foi a amostra que obteve a maior incorporagdo do cation dentre todas
as amostras estudadas, o que induziu a formacao de uma nova estrutura cristalina (Tabela
5).
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De acordo com as analises de ICP-OES, com base na quantidade de Na* removido,

os suportes Nano-X/Ni/0.5M e Nano-X/Cu/0.5M alcancaram troca idnica maxima, as
amostras Nano-X/Mn/0.5M, Nano-X/Zn/0.5M e Nano-X/Co/0.5M também atingiram
altos niveis de troca ibnica 86,3%, 87,0% e 94,8% respectivamente. No entanto,
comparando o contetdo total dos respectivos cations incorporados com relacdo as
quantidades de Na.O e Al>O3 restantes na zedlita, torna-se evidente que uma fracdo
significativa dos cations incorporados ndo esta apenas substituindo cations de Na* na
estrutura, mas sim, estdo presentes no “bulk” das amostras, porque as estruturas ficaram
amorfizadas. Ver-se-a mais adiante, com a completa caracterizacdo da amostra Nano-
X/INi/0.5M por andlises de MET e XPS, que ocorre a formacdo de aglomerados de
diferentes espécies de dxidos dos cations durante a etapa de troca ibnica em alta

concentracdo molar.

Tabela 5 Composi¢des quimicas dos suportes nanozeoliticos obtidas por ICP-OES.

S0z Al0s SO/ NaO CuO MnO CoO 2ZnO NiO H20

AT o) Ao ) ) ) ) ) ) (%
Nano-X/Na 33,23 20,84 1,59 13,97 - - - - - 34,56
Nano-X/Cu/0.5M 23,34 14,92 1,55 0,08 26,65 - - - - 33,22
Nano-X/Mn/0.5M 31,14 20,24 1,53 1,92 - 14,68 - - - 30,06
Nano-X/Co/0.5M 28,29 18,47 1,55 0,72 - - 18,01 - - 36,48
Nano-X/Zn/0.5M 27,25 18,18 1,49 1,81 - - - 22,56 - 30,60
Nano-X/Ni/0.5M 18,23 12,83 1,42 0,12 - - - - 14,88 48,64

4.3.4 RMN-MAS de ?°Si dos derivados da troca idnica obtidos a partir da
nanozeolita Nano-X/Na trocada com cations de transicéo

Os derivados da troca idnica em alta concentracdo molar Nano-X/Cu/0.5M, Nano-
X/Zn/0.5M e Nano-X/Ni/0.5M, indicaram maiores quantidades de cations presentes na
estrutura, conforme mostrado na analise de ICP-OES na Tabela 5. Desta forma, como a
analise de RMN-MAS de °Si é mais restrita, decidiu-se selecionar apenas essas trés

amostras que foram significativamente modificadas apos a troca idnica.
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Na Figura 38, estdo apresentados 0s espectros da amostra sddica em comparacao

com as amostras obtidas por troca ibnica. O espectro da nanozeo6lita Nano-X/Na consiste
de distintos deslocamentos quimicos localizados na regido de -84,0, -88,5, -93,5 e -98,7
ppm (precisdo de £ 0,5 ppm), originarios de Si (nAl), sendo o nimero de dtomos de Al
com n= 4, 3, 2 e 1, respectivamente (Weihe et al., 2001). A substituicdo dos cations de
sodio pelos cations zinco (Nano-X/Zn/0.5M) resultou em ligeiros deslocamentos dos
sinais Si(nAl) menores que 1 ppm, indicando que houve algumas mudangas na geometria

local dos tetraedros SiOa.
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Figura 38 Espectros de RMN-MAS de 29Si das amostras derivadas da troca ibnica com zinco,
cobre e niquel comparada com a amostra pura Nano-X/Na.

Por outro lado, quando foi analisada por RMN-MAS de ?°Si, as amostras Nano-
X/Cu/0.5M e Nano-X/Ni/0.5M os dados das amostras indicam que uma forte perturbagéo
é evidente a partir dos espectros das duas amostras. O formato do espectro dessas duas

amostras é claramente diferente da amostra Nano-X/Na. No caso da amostra Nano-
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XINi/0.5M é possivel observar o aumento na largura do deslocamento quimico, o que
torna mais dificil a identificacdo da geometria local dos tetraedros SiO4 por causa da
amorfizagdo ou a transformacdo da ze6lita em um material lamelar, enquanto que os
espectros de RMN-MAS 2°Si da Nano-X/Cu/0.5M. N&o obstante seja verificado um
alargamento no espectro, notam-se alguns deslocamentos quimicos bem definidos.
Contudo, as posi¢cdes dos deslocamentos dos sinais sdo completamente diferentes da
amostra original, indicando mudancas drasticas na geometria local dos tetraedros SiOa.
Sendo assim, os dados RMN-MAS 2°Si da amostra Nano-X/Cu/0.5M confirmam o que
foi mencionado anteriormente nas analises de DRX (Figura 34) que o cation de Cu?* atuou
como agente direcionador de estrutura porque promoveu a formagéo de um novo material

zeolitico.

4.3.5 Caracterizacdo dos materiais nanozeolitico da nanozedlita Nano-X/Na e seus
derivados por trocaiénica por MEV e MET

4351 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias eletronicas das amostras Nano-X/Mn/0.5M, Nano-X/Cu/0.5M,
Nano-X/Zn/0.5M, Nano-X/Co/0.5M e Nano-X/Ni/0.5M podem ser observadas na Figura
39. A andlise da amostra da nanozeolita X pura (Nano-X/Na), ilustrada na Figura 39a,
mostra, claramente, que os cristais estdo na forma esférica e cilindrica que aparentemente
cresceram interligadas formando aglomerados. Esta formacéo de aglomerados € tipica da
morfologia da nanozedlita Nano-NaX (Zhan et al., 2001; Zhan et al., 2002).

No caso da amostra Nano-X/Mn/0.5M os dados de MEV, mostrados na Figura
39b, indicam que a morfologia tipica em forma de aglomerados foi mantida e o tamanho
desses aglomerados é de aproximadamente 250nm, sendo composto por particulas de 30—
70nm. Todavia, a troca i6nica do Nano-X/Na com os cations de cobalto, zinco e niquel
(Figura 39d, Figura 39e, e Figura 39f, respectivamente) originou a formacao de materiais
morfologicamente diferentes quando comparados com a amostra de Nano-X/Na.

A morfologia dos materiais Nano-X/Co/0.5M, Nano-X/Zn/0.5M, Nano-
X/Ni/0.5M sdo bastante semelhantes entre si, e podem ser descritas como um tipo
particular de nanofloco cristalizado em forma de folhas aglomeradas. Diferentemente das
amostras anteriores, o tamanho dos cristais da amostra Nano-X/Cu/0.5M aumentou para
a escala micrométrica, conforme pode ser visto na Figura 39c. Esses dados estdo de

acordo com aqueles observado na difracdo de raios X (Figura 33).
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Figura 39 MEV dos suportes nanozeoliticos com topologia faujasita: (a) Nano-X/Na, (b) Nano-
X/Mn/0.5M, (c) Nano-X/Cu/0.5M, (d) Nano-X/Co/0.5M, (e) Nano-X/Zn/0.5M, (f) Nano-
X/Ni/0.5M.

435.2 Microscopia eletronica de transmissao

A Figura 40 mostra os dados de MET obtidos para a nanozeolita (Nano-X/Na) e
seus derivados de troca i6nica, no modulo campo escuro (darkfield), o qual exclui os
feixes ndo difratados.

Observa-se que a analise comparativa indica a concordancia e a
complementariedade das duas técnicas MEV e MET. Contudo, a anélise por MET revela
detalhes interessantes e confirma o tamanho das particulas dentro da faixa de 30 a 100
nm, conforme mencionado na literatura por Zhan et al. (2001). A Unica excecdo foi a
amostra Nano-X/Cu/0.5M (Figura 40c), cujo tamanho de particulas estava dentro do
intervalo de particulas considerada micrométricas. Os dados de MET da amostra Nano-
X/Cu/0.5M também confirmaram o que foi observado nas analises anteriores de MEV e
DRX para essa amostra.

Nesse sentido, observa-se que essas amostras obtidas por troca i6nicas em altas
concentragbes podem ser divididas em trés grupos a partir das imagens de TEM: (1)
imagens de baixa magnificacdo da Nano-X/Na (Figura 40a) e Nano-X/Mn/0.5M (Figura
40Db) revelaram nanoparticulas na forma de agregados com aproximadamente 250 nm; (2)
a imagem das amostras Nano-X/Cu/0.5M (Figura 40c) indicou que ocorreu um aumento
no tamanho do cristal; e (3) as imagens sugerem que as amostras Nano-X/Co/0.5M, Nano-
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X/Zn/0.5M, Nano-X/Ni/0.5M sao bastante semelhantes entre si, complementando o que
foi observado por MEV, contudo, os materiais formam agregados grandes em forma de
agulhas.

{a) DE

() DE
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Figura 40 Imagens de MET em campo escuro dos suportes nanozeoliticos com topologia faujasita
e as suas respectivas imagens dos padrdes de difracdo de elétrons (DE) escala: (a) Nano-X/Na,
(b) Nano-X/Mn/0.5M, (c) Nano-X/Cu/0.5M, (d) Nano-X/Co/0.5M, () Nano-X/zZn/0.5M, (f)
Nano-X/Ni/0.5M.

No canto direito da Figura 40, onde estdo ilustrados os padrfes de difracdo de

elétrons tirados na regido analisada de cada amostra, é possivel observar que todas as
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amostras apresentam certo grau de cristalinidade. As amostras Nano-X/Na e a Nano-
X/Cu/0.5M apresentam planos cristalinos bem definidos, sendo possivel, até mesmo,
observar os spotsda difracdo de életrons. Contudo, embora verifiquem-se diferentes graus
de amorfizacdo ou formacéo de estrutura lamelar das amostras Nano-X/Co/0.5M, Nano-
X/Zn/0.5M e Nano-X/Ni/0.5M, notam-se os arcos nos anéis com forte intensidade

luminosa correspondente a forte textura dos planos cristalinos desses materiais.

4.3.6 Andlisetextural por adsorc¢éo de nitrogénio

As isotermas obtidas por meio da anélise de adsorcdo de N2 estdo apresentadas na
Figura 41. Avaliando-se o suporte, antes e ap0s a troca iénica, a amostra Nano-X/Na sofre
modificacbes na capacidade de adsor¢cdo e também no tamanho da area de superficie
externa.

No caso da nanozedlita Nano-X/Na pura, antes da troca ionica, a analise da area
de superficie externa foi de 114,6 m?/g avaliada a partir do t-plot na analise de BET
(Figura 42). No estudo realizado por Zhan et al., 2002 verificaram-se a area de superficie
externa como 115 + 10 m?/g para a nanoze6lita Nano-NaX e 44,3 m?/g para a zedlita na
escala micrométrica micro-NaX. Em outro estudo realizado por Don Ta Ngoc et al.
(2013), a area de superficie externa verificada foi 92m?/g, indicando que as nanoparticulas
tém maior area superficial que zedlitas na escala micrométrica. A partir desses resultados,
torna-se evidente que esses dados estdo coerentes com os reportados na literatura.

Com relacdo aos materiais obtidos por troca idnica, pode-se dividi-los em trés
grupos distintos:

O suporte Nano-X/Mn/0.5M que nas analises anteriores de difracdo de raios X e
microscopia indicou pequenas variagdes no aspecto morfolégico e nas reflexbes de
difracdo quando comparado com a amostra pura (Nano-X/Na). No entanto, na anélise
textural observa-se um comportamento completamente diferente. Nota-se que esse
suporte obteve a maior capacidade de adsorcdo de N2 (Figura 41) dentre os suportes
avaliados, mas houve uma ligeira diminuicdo da area de superficie externa (94,5 m?/g)
com relagcdo a Nano-X/Na. O grande volume de microporos e a reducdo da area de
superficie pode estar relacionada ao bloqueio de alguns poros da zedlita, causado pela
substituicdo do Na* por Mn?* (Diaz et al., 2004).

Para o suporte Nano-X/Cu/0.5M, houve uma diminuicdo significativa na

capacidade de adsor¢do de N2 e também da &rea de superficie externa (Figura 41 e Figura
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42). Os dados confirmam novamente que o material obtido a partir da troca iébnica com o
cobre apresenta caracteristica de materiais na escala micrométrica. Neste caso, o cobre
apresentou uma area de superficie externa de 44,3 m?/g, enquanto que a micro-NaX,
descrita na literatura, apresenta area de superficie externa 43+5m?/g (Zhan et al., 2002).
Provavelmente, a formacdo de diferentes estado de oxidacdo do ion de cobre e as
interacGes idnicas, leva a um aumento no tamanho da particula sélida que é acompanhado
por uma diminuicdo na area superficial (Nezamzadeh-Ejhieh e Karimi-Shamsabadi,
2013).
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Figura 41 Isotermas de adsorcdo de N, a 77 K das amostras (a) Nano-X/Mn/0.5M, (b) Nano-
X/Co0/0.5M, (c) Nano-X/Zn/0.5M, (d) Nano-X/Ni/0.5M, (e) Nano-X/Na e (f) Nano-X/Cu/0.5M.

Como se observa na Figura 42, no caso das amostras Nano-X/Co/0.5M, Nano-
X/Zn/0.5M, Nano-X/Ni/0.5M, ocorreu um aumento significativo na area superficial. Na
Figura 41, constata-se que esses derivados da troca i6nica também obtiveram elevada
capacidade adsor¢do de N2. Assim, h& de se considerar os resultados das analises
anteriores: a analise por MET dessas amostras indicou que elas sdo semelhantes e
formaram grandes agregados de pequenas particulas em forma de agulhas; e a analise de
raios-X indicou uma reducéo na cristalinidade apds a troca i6nica e formacéo de estrutura
lamelar. Portanto, uma possivel interpretacdo para esses resultados € que a deformacéo
da estrutura cristalina, existente em alto niveis de troca idnica para os cations (Co?*, Zn?*

e Ni?*), confirmadas nas analises de DRXs pela formagao de estrutura lamelar, induz um
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aumento no volume de microporos e da area superficial (Amari, Ginoux e Bonnetain,
1994). Sarbak (1993) estudou a zedlita do tipo X modificadas por sucessivas trocas
ibnicas com cobalto e explicou que a deformacdo da estrutura cristalina da zedlita ocorreu
por perturbacdes nos mutuos arranjos das diferentes espécies de ions éxidos, localizados

nas regides proximas onde os ions de Co?* foram introduzidos.
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Figura 42 Area externa do cristal calculado a partir dos dados da analise textural por adsorcéo de
Na.

4.3.7 Imobilizagdo das enzimas e caracterizagdo dos complexos nanozedlitas/
enzimas
43.7.1 Imobilizagdo e atividade enzimética dos derivados obtidos por troca
iGnica da Nano-X/Na em baixa concentracdo molar

A Tabela 6 apresenta os valores de imobilizacdo e atividade enzimatica em fungéo
da troca ionica, de acordo com as seguintes condicOes: concentracdo da solucdo dos
cations (0,1M), tempo (16h) e temperatura (60°C).

Ha de se ressaltar um dado bastante interessante relativo as atividades enzimaticas,
apresentados na Tabela 6, para os complexos Nano-X/Zn/0.1M-RML e Nano-X/Ni/0.1M-
RML, apos a troca idnica, as medidas foram 8,4+0,5 e 11,9+0,2 U/mg-suporte. Todavia,
nota-se que esses valores sao maiores quando comparados com o0s demais complexos
Nano-X/Na-RML, Nano-X/Mn/0.1M-RML, Nano-X/Cu/0.1M-RML e Nano-X/Co0/0.1M
-RML, pois para esses suportes as atividades determinadas foram 3,2+0,3; 2,0£0,3;

3,4+0,2 e 2,4+0,1U/mg-suporte, respectivamente. Esse aumento significativo da
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atividade enzimaética, para os suportes de niquel e zinco derivados da troca idnica, € uma
forte indicagdo de que a atividade enzimatica também esta relacionada com o cation
presente na estrutura do suporte nanozeolitico.

Com relacdo a quantidade de enzima imobilizada, observou-se que houve uma
variacdo entre os suportes, dentre os quais 0 que apresentou maior eficiéncia de
imobilizagdo (74,6+0.3%) foi o Nano-X/Cu/0.1M. Correlacionando a quantidade de
enzima imobilizada pelo suporte sélido com a atividade enzimdtica do complexo
nanozedlita/enzima pode-se observar que a maior atividade enzimatica foi obtida para o
complexo Nano-X/Ni/0.1M-RML (11,94+0,2 U/mg-suporte) e a quantidade de enzima
imobilizada pelo suporte Nano-X/Ni/0.1M foi 35,4+1,0%. Esse dado é diferente em
relacdo ao suporte Nano-X/Cu/0.1IM e ao complexo Nano-X/Cu/0.1M-RML que
apresentam uma imobilizacdo de 74,6+0,3%, porém, uma menor atividade (3,4+0,2
U/mg-suporte) para o complexo. Portanto, esse dado indica que conseguir uma eficiéncia
de 74,6£0,3% na imobilizacdo em um determinado suporte, ndo necessariamente implica
que a enzima seré imobilizada na sua forma ativa nesse suporte.

Tabela 6 Porcentagem de imobilizacdo e atividade enziméatica* da lipase de Rhizomucor miehei

em funcéo das condic@es de troca idnica: concentracdo molar dos ions em solugdo (0,1M), tempo
(16h) e temperatura (60°C). Carga enzimatica oferecida de 10mg proteina/g de suporte.

Suporte zeolitico Imobilizacéo Imobilizacéo Atividade enzimatica
(mg/g suporte) (%)* (U/mg suporte)
Nano-X/Na 2,06 £ 0,09 20,6 £0,9 3,2+£0,3
Nano-X/Cu/0.1M 7,46 £ 0,03 746 +0,3 34+0,2
Nano-X/Mn/0.1M 1,46 +£ 0,08 146+0,8 20+0,3
Nano-X/Co/0.1M 2,08 £ 0,02 20,8 +0,2 24+0,1
Nano-X/Zn/0.1M 3,76 £ 0,06 37,6+£0,6 8,405
Nano-X/Ni/0.1M 3,54 +0,10 35410 11,9+0,2

* Os testes de atividades para 0s complexos nanozedlita-enzima foram realizados conforme descrito no
item 3.3.2. *Porcentagem de imobilizacdo de R. miehei = (massa de enzima na solugéo final (mf)/massa de
enzima na solucéo inicial (mi))*100.

A nanozedlita Nano-X/Na trocada com diferentes cations permite afirmar que a
quantidade de enzima imobilizada e a atividade enzimatica sdo altamente dependentes da

natureza ibnica presente nesses sélidos. Embora o suporte Nano-X/Cu/0,1M-RML tenha
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sido o mais efetivo para a imobilizacdo de enzimas, a atividade de hidrolise foi baixa,
indicando zedlitas modificadas com cobre pode promover mudancas conformacionais na
enzima de R. miehei e reduz o acesso de moléculas de substrato ao sitio ativo da enzima
(impedimento estérico). A mesma observacao ja foi relatada com uso de zeoélitas na escala
micromeétricas (De Vasconcellos et al., 2012). Além disso, tal informacéo é corroborada
pela elevada concentragdo de enzimas imobilizadas que reduz o acesso de moléculas ao
substrato, uma vez que a maior reatividade de grupos i6nicos situados na superficie da
enzima € que permite uma elevada adsor¢do ibnica da enzima neste suporte e esta forte
interacdo pode distorcer a sua estrutura conformacional ativa (Mateo et al., 2007).

Dessa forma, baseado principalmente na atividade de hidrolise do 6leo de soja, 0
complexo Nano-X/Ni/0.1M-RML provou ser 0 mais promissor para realizar os estudos
de biocatalise em comparagdo com 0s outros complexos trocados com diferentes cations.
Ademais, temos o conhecimento prévio em um trabalho anterior desenvolvido pelo nosso
grupo de pesquisa sobre a importancia de zedlitas trocadas com niquel na ativacdo de
lipases (De Vasconcellos et al., 2012). Assim, tendo em vista que a nanozedlita Nano-
X/Na trocada com o cation de niquel (Nano-X/Ni/0.1M) foi o suporte mais eficiente para
a imobilizacdo da lipase de R. miehei, nas etapas subsequentes utilizou-se somente o
suporte Nano-X/Ni para avaliar dois parametros importantes no processo de troca iénica
(o tempo e a concentracdo molar) e correlaciona-los a quantidade de enzima imobilizada

e a atividade enzimatica.

4.3.7.2 Imobilizacdo e atividade enzimética para o suporte Nano-X/Ni/0.1M
obtido em diferentes tempos de troca idnica

A nanozedlita (Nano-X/Na) foi submetida a troca ionica em diferentes periodos
de tempo reacional, de acordo com as seguintes condigdes: concentragdo da solugdo de
niquel (0,1M), tempo (4h, 16h, 24h e 36h) e temperatura (60°C). As amostras obtidas
foram denominadas Nano-X/Ni/0.1M(4h), Nano-X/Ni/0.1M(16h), Nano-X/Ni/0.1M
(24h) e Nano-X/Ni/0.1M(36h), avaliando-se a eficiéncia de imobilizagéo da lipase de R.
miehei e a atividade de hidrdlise do 6leo de soja pelo complexo nanozedlita-enzima. Os
resultados estdo reportados na Tabela 7, na qual vé-se que a porcentagem de enzima
imobilizada foi bastante semelhante para os quatros suportes, tendo sido observada uma
saturacao da imobilizacdo em torno de 35,4 a 37,6%. Um forte indicio de que a atividade
enzimatica esta correlacionada com a variacdo do tempo da troca ibnica pode ser

evidenciada, uma vez que a atividade enziméatica aumentou de acordo com o tempo de
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troca ibnica 4h < 16h < 24h < 36h. Assim, 0 maior valor para atividade enzimatica foi
observado para o complexo Nano-X/Ni/0.1M(36h)-RML (20,2+1,5 U/mg-suporte).

Nota-se que, embora a maior concentracdo de niquel ndo tenha resultado em uma
maior imobilizacdo de proteina, um efeito significante na atividade hidrolitica pode ser
verificado. Os padrées de DRX dessas amostras (mostrados na Figura 31) revelam que
ocorreram mudancas na estrutura dos materiais em funcdo do tempo de troca idnica,
provavelmente devido a maior incorporagdo do cation de niquel na estrutura cristalina da
nanozedlita. Com isso, uma maior quantidade de cations presentes no suporte zeolitico
podem formar diferentes espécies de 6xidos de niquel durante a etapa de troca i6nica e
essas espécies desempenham um papel importante de ativacdo da enzima na interacdo da
enzima com o suporte (Danuthai et al., 2011). Esse fendmeno sera discutido em mais
detalhes no item 4.3.9.1 com as analises de espectroscopia de fotoelétrons induzida por

raios-X (XPS) e microscopia eletrdnica de transmissdo (MET).

Tabela 7 Porcentagem de imobilizacéo e atividade enzimatica da lipase de Rhizomucor miehei
em func¢éo do tempo da troca ibnica de NiSO4 no processo de troca iénica: Nano-Ni/0,1M/4-36h.
Carga enzimatica oferecida de 10mg proteina/g de suporte.

Suporte zeolitico Imobilizacéo Imobilizagdo  Atividade enzimatica
(mg/g suporte) (%)" (U/mg suporte)
Nano-X/Ni/0.1M(4h) 3,76 £ 0,03 37,640,25 9,6+0,8
Nano-X/Ni/0.1M(16h) 3,54 +0,10 35,4+0,98 11,9+0,2
Nano-X/Ni/0.1M(24h) 3,64 + 0,04 36,4+0,43 17,3£1,1
Nano-X/Ni/0.1M(36h) 3,58 +0,10 35,8+0,98 20,2+1,5

* Porcentagem de imobilizacdo de Rhizomucor miehei = (massa de enzima na solugéo final (mf)/massa de
enzima na solucéo inicial (mi))*100.

4.3.7.3 Imobilizagdo e atividade enzimética para o suporte Nano-X/Ni/36h
obtido em diferentes concentrac¢des molares

Para verificar se a concentragdo molar da solucdo de troca i6nica melhora as
caracteristicas do suporte Nano-X/Ni, os experimentos foram realizados variando-se a
concentracdo do cation entre 0,1M e 0,5M e os ensaios de troca i6nica foram realizados
por 36h. Trés suportes foram estudados, como mostra a Tabela 8, denominados Nano-
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X/Ni/0.1M, Nano-X/Ni/0.3M e Nano-X/Ni/0.5M, avaliando-se a eficiéncia de
imobilizagdo e a atividade de hidrélise do dleo de soja.

Os resultados apresentados na Tabela 8 confirmam que a atividade enzimatica esta
correlacionada com o meio catibnico dominante. Os niveis de imobilizacdo foram
semelhantes para os trés suportes, indicando que a molaridade do cation ndo interferiu na
capacidade de imobilizacdo do suporte. Por outro lado, os dados mostram que 0 aumento
do tempo de troca idnica e a concentracdo de niquel favorecem a atividade catalitica, uma
vez que a maior atividade enzimatica obtida foi para o complexo Nano-X/Ni/0.5M-RML
(44,0+2,1U/mg-suporte). Novamente, os dados podem ser explicados pela maior
quantidade de cations presentes no suporte zeolitico que aumenta a quantidade de
diferentes espécies de niquel e, consequentemente, favorece uma maior ativacdo da
enzima. Por conseguinte, conclui-se que a maior concentracao dessas diferentes espécies
de niquel presentes na nanozeolita submetida a troca idnica permite obter suportes com
um microambiente apropriado para as moléculas de substrato acessarem 0s sitios

cataliticos da enzima previamente imobilizada.

Tabela 8 Porcentagem de imobilizacdo e atividade enzimética da lipase de R. miehei em funcédo
da concentracdo molar de NiSO4no processo de troca ibnica: Nano-X/Ni/0,1M-0,5M/36h. Carga
enzimatica oferecida de 10mg proteina/g de suporte.

Suporte zeolitico Imobilizacéo Imobilizacdo  Atividade enzimatica
(mg/g suporte) (%)" (U/mg suporte)
Nano-X/Ni/0.1M 3,58+ 0,09 35,8+ 0,98 20,2+15
Nano-X/Ni/0.3M 3,91+0,01 39,1+0,14 284+172
Nano-X/Ni/0.5M 3,78+ 0,10 37,8+1,0 440+21

“Porcentagem de imobilizagdo de Rhizomucor miehei = (massa de enzima na solugdo final (mf)/massa de
enzima na solucéo inicial (mi))*100.

4374 Imobilizagdo e atividade enzimética dos derivados obtidos por troca
iGnica da amostra Nano-X/Na em alta concentracdo molar

Na tentativa de se obter catalisadores mais eficientes e tendo conhecimento prévio
de que as condicgdes ideais de troca ionica do suporte sdo 0,5M/36h, nesta parte do
trabalho, decidiu-se novamente por estudar o sistema faujasitico (Nano-X/Na), com 0s
diferentes cations (Mn?*, Co?*, Cu®*, Zn?* e Ni?") para a imobilizacdo da lipase de
Rhizomucor miehei (RML).
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A quantidade de enzima imobilizada nos suportes derivados de Nano-X/Na é
mostrada na Tabela 9.

A comparacao com a porcentagem de enzima imobilizada pela nanozeélita Nano-
X/Na na forma sddica, em relagdo aos outros suportes, torna evidente que as nanozeolitas
trocadas com os diferentes metais de transicdo podem imobilizar uma maior quantidade
de enzimas. Essa observacdo pode ser facilmente explicada por regibes com maior
densidade de carga negativa da enzima e o carater mais positivo do suporte devido a
incorporacdo dos cations que aumenta a atracdo da enzima, a qual emprega forca
eletrostaticas na ligacao entre a enzima e suporte. Deve-se lembrar também que as zedlitas
trocadas com estes cations, sobretudo os metais de transicéo, formam complexos com os
grupamentos -NH (amino terminal) da enzima, grupos aspagina e lisina em menor
numero (Macario, A. et al., 2008). Em contrapartida, presume-se que 0s grupos silandis
que contribuem para 0 aumento da carga negativa na superficie das nanozedlitas sodicas
(e podem interagir com regides positivas da enzima) sofrem o efeito de repulsédo das
regides carregadas negativamente das enzimas, que sdo predominantes, resultando em
uma menor taxa de imobilizacdo (Macario et al., 2007).

Se por um lado o suporte Nano-X/Na foi capaz de imobilizar apenas 20,6+0,9%,
por outro, altos valores de imobilizagcdo foram obtidos para Nano-X/Co/0.5M (100%) e
valores intermediarios foram observados para Nano-X/Ni/0.5M, Nano-X/Cu/0.5M,
Nano-X/Mn/0.5M e Nano-X/Zn/0.5M (37,8+1,0%; 37,8+0,6%; 29,1+0,3% e 27,3+2,1%,
respectivamente). As atividades enzimaticas obtidas para os complexos Nano-X/Na-
RML, Nano-X/Mn/0.5M-RML, Nano-X/Cu/0.5M-RML, Nano-X/Co/0.5M-RML, Nano-
X/Zn/0.5M-RML e Nano-X/Ni/0.5M-RML foram 3,2+0,3; 6,0+1,1; 8,0+1,6; 5,6+1,1;
9,2+0,4 e 44,0+£2,1 U/mg-suporte, respectivamente.

A anélise desses dados, conforme esperado, indica novamente que o complexo
nanozeolita/fenzima da amostra trocada com o niquel (Nano-X/Ni/0.5M-RML)
apresentou a maior atividade de hidrélise do 6leo de soja em comparagdo com 0s demais
complexos (nanozedlita/enzima), ou seja, Ni2*>> Zn?*> Cu?*> Mn?*> Co?*> Na*.

Os dados obtidos indicam que uma troca ibnica mais efetiva leva a um aumento
na atividade enzimatica, pois o complexo Nano-X/Ni/0.5M-RML apresenta uma
atividade enzimatica aproximadamente 14 vezes maior que a atividade obtida para o
complexo da forma pura da zedlita (Nano-X/Na-RML). Por outro lado, nota-se que o

suporte Nano-X/Co/0.5M imobilizou 100% da quantidade de proteina oferecida ao
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sistema, mas a atividade enzimatica obtida foi baixa de apenas 5,6+1,1 U/mg-suporte.
Pode-se afirmar que a porcentagem de enzima imobilizada e a atividade enzimética sdo
altamente dependentes ndo apenas da estrutura cristalina do suporte sélido como também
da natureza i6nica predominante nesses sélidos, quando se trata de zeolitas. No caso do
suporte Nano-X/Co/0.5M pode ter ocorrido distor¢cdes na estrutura da enzima e isso pode
ter alterado as propriedades finais da enzima ou, até mesmo, a alta quantidade de enzima
restringiu o acesso do substrato aos sitios cataliticos da enzima (Mateo et al., 2007).

Tabela 9 Porcentagem de imobilizacéo e atividade enzimatica da lipase de Rhizomucor miehei
em funcdo das condices de troca idnica: Nano-X/0,5M/36h. Carga enzimética oferecida de 10mg
proteina/ g de suporte.

Suporte zeolitico Imobilizacéo Imobiliz*agéo Atividade enzimatica
(mg/g suporte) (%) (U/mg suporte)
Nano-X/Na 2,06 £ 0,09 20,6 £0,9 32+0,3
Nano-X/Mn/0.5M 2,91 +0,03 29,1+0,3 6,0+1,1
Nano-X/Cu/0.5M 3,78 + 0,06 37,8+0,6 8,0+1,6
Nano-X/Co/0.5M 10,0 100 56+11
Nano-X/Zn/0.5M 2,713%+0,21 27,3+21 92+04
Nano-X/Ni/0.5M 3,78+ 0,10 37,810 44021

“Porcentagem de imobilizagdo de Rhizomucor miehei = (massa de enzima na solucdo final (mf)/massa de
enzima na solucéo inicial (mi))*100.

Apds ter encontrado os melhores suportes para a imobilizacdo da lipase de
Rhizomucor miehei, resolveu-se estender os conhecimentos para a lipase T. lanuginosus
que também é efetiva na catalise da reacdo de transesterificacdo de triacilglicerideos para
a producdo de biodiesel. Decidiu-se estudar a interagdo da lipase de T. lanuginosus com
o sistema faujasitico (Nano-X/Na), utilizando diferentes cations (Mn?*, Cu?*, Co?*, Zn?*,
Ni2"), também nas condicdes ideais de troca ionica (0,5M/36h).

A analise da Tabela 10 mostra que a quantidade de enzima imobilizada também
foi dividida em trés grupos: a maior eficiéncia de imobilizagéo foi observada para Nano-
X/Co0/0.5M e Nano-X/Zn/0.5M (100% e 90,8+1,0%, respectivamente); valores
intermediarios de imobilizacdo foram observados para Nano-X/Mn/0.5M e Nano-

XICu/0.5M (77,5+0,9 e 68,4+4,1%, respectivamente); e os valores mais baixos de
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imobilizacdo foram para os suportes Nano-X/Ni/0.5M e Nano-X/Na (43,7t1,1 e
18.3+2,1%, respectivamente).

Uma comparacdo entre os dados de atividade enzimatica obtidos com a lipase de

T. lanuginosus e a lipase de R. miehei (RML), imobilizadas nas mesmas condi¢cdes nos

suportes Nano-X/Na, Nano-X/Mn/0.5M, Nano-X/Cu/0.5M, Nano-X/Co/0.5M, Nano-

X/Zn/0.5M, Nano-X/Ni/0.5M (Tabela 9 e Tabela 10) indicam que complexos

nanozeolitas/lipases de T. lanuginosus apresentaram uma maior atividade catalitica na

hidrolise do 6leo de soja.

Tabela 10 Porcentagem de imobilizagdo e atividade enzimética da lipase de T. lanuginosus em
fungdo das condigdes de troca idnica: Nano-X/0,5M/36h. Carga enzimética oferecida de 10mg
proteina/g de suporte.

Suporte zeolitico Imobilizacéo Imobiliz*agéo Atividade enzimatica
(mg/g suporte) (%) (U/mg suporte)
Nano-X/Na 1,83+0,21 183+21 24+0,3
Nano-X/Mn/0.5M 7,75+ 0,09 77,5%+0,9 284+24
Nano-X/Cu/0.5M 68,4+ 0,41 68,4411 9,6 £0,7
Nano-X/Co/0.5M 100 100 248+1,0
Nano-X/Zn/0.5M 9,08 +0,10 90,8+1,0 252+172
Nano-X/Ni/0.5M 437+0,11 43,7+1]1 516+138

* Porcentagem de imobilizacdo de Thermomyces lanuginosus = (massa de enzima na solugdo final
(mf)/massa de enzima na solug&o inicial (mi))*100.

De acordo com os resultados obtidos até aqui, ambas as lipases de R. miehei e T.
lanuginosus sdo mais ativas quando imobilizadas em suporte modificado com Ni?*,
tornando evidente que as maiores atividades enzimaticas foram obtidas quando
comparadas com 0s outros suportes 44,0+2,1 U/mg-suporte (Nano-X/Ni/0.5M-RML)
para 51,6+1,8 U/mg-suporte (Nano-X/Ni/0.5M-TLL). Nesse caso, pode-se afirmar que as
diferentes espécies de 6xido de niquel favoreceram a interacéo entre a enzima e o suporte,
0 que permitiu uma melhor conformacao de ambas as enzimas quando imobilizadas nesse
suporte. Entretanto, quando os suportes modificados com Cu?* foram utilizados nos
complexos (Nano-X/Cu/0.5M-RML e Nano-X/Cu/0.5M-TLL), as atividades se

mostraram muito baixas (8,0+1,6 U/mg-suporte e 9,6x0,7 U/mg-suporte,
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respectivamente), indicando que o cobre mesmo presente como cation de compensacao
no suporte zeolitico pode causar distor¢do da estrutura nativa da enzima.

Quando avaliados os suportes modificados com Mn?*, Co?*, Zn?*, nota-se que
esses suportes avaliados interagiram de forma diferente com as enzimas. Se comparar,
apenas as atividades enzimaticas obtidas para ambas enzimas, os dados indicam que €
evidente que as maiores atividades enzimaticas foram observadas para os complexos
formado pelo lipase de T. lanuginosus e os diferentes suportes: 6,0 £1,1 U/mg-suporte
(Nano-X/Mn/0.5M-RML) para 28,4+2,4 U/mg-suporte (Nano-X/Mn/0.5M-TLL);
5,6+1,1 U/mg-suporte (Nano-X/Co/0.5M-RML) para 24,8+1,0 U/mg-suporte (Nano-
X/Co0/0.5M-TLL); 9,2£0,4 U/mg-suporte (Nano-X/Zn/0.5M-RML) para 25,2 + 1,2
U/mg-suporte (Nano-X/Zn/0.5M-TLL).

Os dados apresentados nas Tabela 9 e Tabela 10 indicaram que esses suportes
também foram mais eficientes para a imobilizacdo da lipase de T. lanuginosus (TLL),
exceto 0 suporte Nano-X/Co/0.5M que apresentou 100% de imobiliza¢do para as duas
lipases, porém ndo exibiu elevada atividade enziméatica. Em vista disso, trés possiveis
explicacbes podem ser atribuidas a esse comportamento diferente: (i) as distor¢es nas
conformacOes das enzimas sdo diferentes e ambas sofrem distor¢Ges provocadas pelo
processo de imobilizacdo. A forte interacdo eletrostatica entre a lipase de R. miehei
(RML) e a superficie do suporte restringe os acessos dos sitios cataliticos ao substrato;
(ii) a massa molecular da lipase de R. meihei € menor que a da lipase de T. lanuginosus.
Logo, a lipase de R. meithei pode ser imobilizada preferencialmente na face interna e a
lipase de T. lanuginosus na parte mais externa, assim a TLL € mais ativa porque 0S
derivados de RML podem promover maior resisténcia a transferéncia de massa do meio
ao microambiente do biocatalisador; e (iii) a impureza presente no lote de enzima de RML
adquirido pode ser adsorvida, impedindo o acesso do substrato e esse mesmo efeito néo
pode ser observado para a lipase de TLL, uma vez que o lote dessa enzima é bastante

homogéneo.

4.3.7.5 Imobilizacdo e atividade enzimatica para nanozedlita Nano-LTA
trocada com diferentes cations

Os estudos de imobilizacdo enzimatica também foram estendidos para a
nanozedlita Nano-LTA/Na usando a lipase T. lanuginosus (TLL) uma vez que essa
enzima ter apresentou bons resultados para o sistema Nano-X/Na e seus derivados de

troca idnica.
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Os dados de imobilizacéo e atividade enzimatica em funcdo da troca ibnica estdo
apresentados na Tabela 11 e foram obtidos de acordo com as seguintes condigdes:
concentracdo da solucdo de niquel (0,1M), tempo (16h) e temperatura (60°C). As
atividades enzimaticas determinadas para os complexos Nano-LTA/Mn/0.1M-TLL,
Nano-LTA/Cu/0.1M-TLL, Nano-LTA/Co/0.1M- TLL, Nano-LTA/Zn/0.1M-TLL e
Nano-LTA/Ni/0.1M-TLL, foram 12,1+0,6; 11,4+1,2; 3,8+0,7; 22,4 +1,6 e 24,3+0,4
U/mg-suporte, respectivamente.

Aqui, mais uma vez, pode-se observar que esses valores sdao maiores quando
comparados com o valor obtido para o complexo Nano-LTA/Na-TLL, pois para esse
suporte a atividade foi 3,2+0,1 U/mg-suporte. Este aumento significativo é uma forte
indicacdo de que a atividade enzimatica estd relacionada com o cétion presente na
estrutura do suporte da nanozedlita LTA, semelhante ao que foi anteriormente observado

para o suporte Nano-X/Na e seus derivados de troca iénica.

Tabela 11 Porcentagem de imobilizacdo e atividade enzimatica da lipase de Thermomyces
lanuginosusem funcéo das condigdes de troca idnica: Nano-LTA/0,1M/16h (*). Carga enzimatica
oferecida de 10mg proteina/g de suporte.

Suporte zeolitico Imobilizacgéo Imobiliz*a(;éo Atividade enzimatica
(mg/g suporte) (%) (U/mg suporte)
Nano-LTA/Na 2,25+0,09 225+0,9 32+0,1
Nano-LTA/Mn/0.1M 2,33+0,02 23,3+0,2 121+0,6
Nano-LTA/Cu/0.1M 5,98 +0,12 59,8+1,.2 114+172
Nano-LTA/Co/0.1M 0,45+ 0,03 45+0,3 3,8+£0,7
Nano-LTA/Zn/0.1M 2,18 +£0,11 21,8+11 22,4+1,6
Nano-LTA/Ni/0.1M 4,24 + 0,08 42,4+0,8 243+0,4

* Porcentagem de imobilizacdo de Thermomyces lanuginosus = (massa de enzima na solugdo final
(mf)/massa de enzima na solugdo inicial (mi)*100.

Com relagdo a quantidade de enzima imobilizada, constatou-se que houve uma
variacdo entre os suportes, dentre os quais aquele com maior eficiéncia de imobilizacédo
foi o Nano-LTA/Cu/0.1M (59,8+1,2%). Todavia, correlacionando a quantidade de

enzima imobilizada no suporte nanozeolitico com a atividade enzimatica do complexo
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nanozedlita-enzima pdde-se observar que a maior atividade foi obtida pelo complexo
Nano-LTA/Ni/0.1M/TLL (24,3+0,4 U/mg suporte) e a quantidade de enzima imobilizada
nesse suporte foi de 42,4+0.8%. Esse dado é diferente em relacdo ao suporte Nano-
LTA/Cu/0.1M que apresenta uma imobilizacdo de 59,8+1,2%. Porém, uma menor
atividade de 11,4+1,2 U/mg-suporte foi medida para este complexo, indicando
novamente que o fato de conseguir uma boa eficiéncia de imobilizacdo nao

necessariamente implica ou indica que a enzima sera imobilizada em sua forma ativa.

4.3.7.6 Imobilizacdo e atividade enzimética para suporte (Nano-LTA/Ni) em
funcao da concentracdo molar na troca ionica

Nessa etapa do trabalho, utilizou-se somente o suporte Nano-LTA/Ni para avaliar
a troca i6nica em funcdo da concentragdo molar, visto que a nanozedlita LTA trocada
com o cation de niquel (Nano-LTA/Ni/0.1M) mostrou-se o suporte mais eficiente para a
imobilizacédo da lipase de T. lanuginosus.

Para verificar se a concentracdo molar da solucdo de troca i6nica melhora as
caracteristicas do suporte Nano-LTA/Ni, os experimentos foram realizados variando-se a
concentracdo do cétion entre 0,1M e 0,5M e o0s ensaios de troca i6nica foram realizados
por 36h. Foram estudados trés suportes, como mostra a Tabela 12, denominados Nano-
LTA/Ni/0,1M, Nano-LTA/Ni/0,3M e Nano-LTA/Ni/0,5M, avaliando-se a eficiéncia da

imobilizacdo e a atividade de hidrdlise do 6leo de soja.

Tabela 12 Porcentagem de imobilizacéo e atividade enziméatica em fungdo da concentra¢do molar
de NiSO4no processo de troca ibnica: Nano-LTA/0,1M-0,5M/36h.

Suporte zeolitico Imobilizagéo Imobilizagdo  Atividade enzimatica
(mg/g suporte) (%)” (U/mg suporte)
Nano-X/ LTA/0.1M 4,41 +0.08 441 +0.8 26,2+1,3
Nano-X/ LTA/0.3M 4,85+ 0,10 485+1,0 32421
Nano-X/ LTA/0.5M 5,64 +£0,21 56,421 443+172

* Porcentagem de imobilizacdo de Thermomyces lanuginosus = (massa de enzima na solucgdo final
(mf)/massa de enzima na solugdo inicial (mi))*100.
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Os resultados apresentados na Tabela 12 novamente confirmam que a atividade
enzimatica esté correlacionada com o meio catiénico dominante. Contudo, diferente do
que foi observado para a nanoze6lita Nano-X, os niveis de imobilizacdo aumentaram de
acordo com a razdo molar para Nano-LTA, indicando que a molaridade também interferiu
na capacidade de imobilizacdo do suporte. Além disso, os dados indicam uma boa
correlacdo da atividade enziméatica com a variacdo da concentracdo molar do cation no
procedimento de troca i0Onica, uma vez que a maior atividade foi obtida para o complexo
Nano-LTA/Ni/0.5M-TLL (44,3£1,2U/mg-suporte). Apesar da estrutura na Nano-LTA
ser diferente da Nano-X, esses resultados confirmam uma maior quantidade de cations de
Ni%* presentes na regido extra-rede favorece a ativacio da enzima e a melhor orientagio

da enzima na superficie do suporte.

4.3.8 Producao de biodiesel com os complexos nanozedlitas-enzimas

4381 Producéo de biodiesel usando 6leo de palma com os complexos de Nano-
X/ lipase R. miehel (RML)

Estudos cataliticos sistematicos com uso de quantidades equivalentes de enzima
imobilizada no suporte nanozeolitico e na sua forma livre foram realizados a fim de se
obter uma melhor visdo sobre o efeito de espécies catidnicas presentes nos suportes
zeoliticos e suas influéncias no rendimento de ésteres etilicos de acidos graxos (EEAG)
obtidos nas reacdes de transesterificacdo. Os testes cataliticos para a producdo de
biodiesel foram feitos com os complexos nanozedlitas-enzimas que obtiveram as
atividades enzimaticas mais efetivas. Nesse caso, para a lipase de R. miehei foram
utilizados os complexos Nano-X/Na/0.5M-RML, Nano-X/Zn/0.5M-RML, Nano-
X/Mn/0.5M-RML, Nano-X/Co/0.5M-RML e Nano-X/Ni/0.5M-RML.

A quantificacdo dos ésteres etilicos formados foi feita por cromatografia gasosa
(CG), conforme procedimento experimental (item 3.4.3). A Figura 43 mostra a producéo
de esteres etilicos a partir do 6leo de palma, obtida com os complexos nanozeolitas-
lipase/RML, acima citados. Os resultados das analises dos produtos formados indicam
que a lipase de R. miehei imobilizada em diferentes formas da nanoze6lita Nano-X foram
capazes de catalisar a reacdo de transesterificacdo do 6leo de palma com etanol para
produzir ésteres etilicos.

No caso especifico da enzima de R. miehel, foi observado, de forma sistematica,
gue a maior quantidade de EEAGs foi obtida utilizando a quantidade equivalente da

enzima na sua forma livre, em comparacdo com a mesma quantidade imobilizada sobre
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0s suportes nanozeolitico Nano-X/Mn/0,5M-RML, Nano-X/Cu/0.5M-RML, Nano-
X/Co0/0.5M-RML e Nano-X/Zn/0.5M-RML (Figura 43). Esses resultados confirmam que
a imobilizacdo de RML nesses suportes resultou em uma orientacdo ndo favoravel da
enzima e, por isso, a lipase livre foi mais ativa. Entretanto, estudos na literatura indicam
uma menor atividade de lipases solGveis na sintese de biodiesel se comparadas com
lipases imobilizadas devido a formacao de agregados bimoleculares (Fernandez-Lorente
et al., 2003; Palomo et al., 2003; Mendes et al., 2012). Todavia, tais resultados cataliticos
estdo de acordo com os dados de atividade enzimatica determinados anteriormente, com
excecdo do complexo Nano-X/Ni/0.5M-RML, para o qual foi observado que a conversédo
em ésteres etilicos, formados pela enzima na sua forma imobilizada, ¢é ligeiramente maior
(73,6%), enquanto que a quantidade produzida pela enzima, na sua forma livre € de
61,6%.
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Figura 43 Rendimentos de ésteres etilicos produzidos com os complexos Nano-X/Na-RML,
Nano-X/Mn/0.5M-RML, Nano-X/Cu/0.5M-RML, Nano-X/Co/0.5M-RML, Nano-X/Zn/0.5M-
RML, Nano-X/Ni/0.5M-RML e os respectivos equivalente da enzima em sua forma livre.
Condicbes de Reacdo: 48h em 40°C razdo 6leo palma: etanol igual 1:4 e 5% (m/m) da razédo
6leo:biocatalisador.
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4382 Otimizacao e producao de biodiesel usando complexo Nano-X/Ni/0.5M-
RML
A otimizacdo da producédo de biodiesel foi obtida por meio do planejamento

experimental da superficie de resposta do tipo Box-Behnken, empregando-se a lipase R.
miehei, imobilizada na nanozedlita Nano-X/Ni/0.5M. Do ponto de vista pratico, o uso de
um biocatalisador ativo é ideal para se obter uma boa correlacdo entre os dados de
otimizacdo e os parametros avaliados. De acordo com os resultados descritos no item
anterior 4.3.8.1 para a lipase (RML), este complexo mostrou ser o biocatalisador mais
eficiente, pois obteve o melhor rendimento: 73,6% de ésteres etilicos. Dessa forma,
durante o ensaio de otimizacdo, a conversao total ndo pode ser atingida, possibilitando
obter mais informacdes a respeito dos padrdes de interacBes das variaveis.

Para os testes de otimizacao foram realizados 15 ensaios com trés repeticdes do
ponto central variando parametros que influenciam a reacdo de transesterificacdo, como
o0 tempo reacional (T), razdo molar (O:E) e a quantidade de catalisador (Q). A Tabela 13
mostra a matriz de planejamento do Box-Behnken com as trés varidveis, juntamente com

a porcentagem de rendimento obtido em ésteres etilicos.

Tabela 13 Matriz de planejamento experimental com os rendimentos de ésteres etilicos.

Variaveis

Ensaio Razao molar (6leo Quantidade de Tempode Rendimento de

de palma:etanol) Catalisador (%) Reacdo (h)  ésteres etilicos (%0)
1 1:5 3,0 30 53,4
2 1:4 5,0 30 67,4
3 1:5 5,0 48 61,7
4 1:5 5,0 12 60,2
5 1:6 5,0 30 61,9
6 1:5 1,0 12 22,9
7 1:4 3,0 48 56,3
8 1:6 3,0 48 56,9
9 1:5 1,0 48 31,9
10 1:4 3,0 12 52,8
11 1:6 1,0 30 23,4
12 1:6 3,0 12 33,1
13 1:4 1,0 30 57,2
14 1:5 3,0 30 56,2
15 1:5 3,0 30 51,5
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A Tabela 13 apresenta os valores de ésteres obtidos em funcdo dos parametros
avaliados. As condigdes otimizadas foram para o ensaio 2, que apresentou 0 maior
rendimento de ésteres etilicos, 67,4%, foi obtido nas seguintes condicao de reagdo: razao
molar O:E de 1:4, quantidade de catalisador 5% (% em massa em relacdo ao 6leo) a 40°C,
tempo de 30h, e estdo de acordo com o que foi reportado na literatura a respeito da
eficiéncia da utilizagdo de uma baixa razdo molar O:A para a produgéo de biodiesel via
catélise enzimatica. Nesse caso, um pequeno excesso de alcool desloca o equilibrio e a
dispersao reduz a viscosidade do meio reacional e melhora a acessibilidade do 6leo no
microambiente do biocatalisador. Além disso, a maxima conversdo foi alcancada na
maior concentracdo de biocatalisador, mostrando que a reacdo é cinematicamente
controlada pelo biocatalisador.

Segundo Verdugo et al. (2011) a otimizacdo realizada pela metodologia de
superficie de resposta mostrou que a melhor razdo molar O:E para a reacdo de producéo
de biodiesel foi 1:3 Oleo:Alcool. Na transesterificacdo enzimatica do 6leo de canola via
rota metilica, Yucel e colaboradores (2011) encontraram a melhor condicdo para a
producdo de ésteres, utilizando uma razdo molar de 1:4 Oleo:Alcool (Yiicel et al., 2011).
Charpe e Rathod (2011) também observaram, na transesterificacdo enzimatica uma
melhor conversdo a ésteres quando foi utilizada uma razdo molar de 1:3 Oleo:Alcool.
Segundo estes autores, em reacgdes catalisadas por compostos alcalinos, uma alta razéo
molar Oleo:Alcool aumenta a conversdo de ésteres. Isso porque o alcool em excesso
desloca o equilibrio para a producdo do biodiesel. No entanto, uma diminuigdo na
conversdo de ésteres em reacdes com alta razdo molar Oleo:Alcool foi observada em
transesterificagdo enzimatica, sobretudo devido a inibicdo da lipase pelo alcool,
principalmente quando este € insollvel na mistura.

Na sequéncia, com o auxilio do software MINITAB 16 os coeficientes de
regressdo e as constantes do modelo experimental foram obtidas e indicaram que o
modelo quadratico previu o rendimento de ésteres etilicos, conforme a Tabela 14.

De acordo com Liao e Chung (2011), a precisdo do modelo polinomial pode ser
avaliada pelo coeficiente de determinacio (R?). Este coeficiente obtido em nosso estudo
informou que 98,69% da variacdo no rendimento de ésteres etilicos podem ser explicados
pelo modelo (Tabela 14), para o qual o valor do coeficiente de determinacéo ajustado (R?

adj.= 96,34%) também foi significativo.
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Os valores de p (do modelo quadratico) sdo utilizados como ferramenta para
avaliar a significancia de cada um dos coeficientes, assim é importante para compreender
0 padrdo das interagdes entre as varidveis (Lin et al., 2012). Caso o valor de p para o
modelo seja menor do que 0,05, é possivel notar uma relacdo estatisticamente
significativa entre a resposta e a variavel selecionada com um nivel de confianca de 95%
(Singh et al., 2012). Porém, ao contrario dos valores ajustados, o valor de p da falta de
ajuste tem que ser maior que 0,05 para ser significativo, porque a falta de ajuste mede a
inadequacdo do modelo nas variaches das respostas. Neste caso, para 0 N0SsO
planejamento experimental o p da falta de ajuste (0,287) foi maior que 0,05; ha
evidéncias, assim, de que o modelo explicou adequadamente as varia¢Ges de respostas. A
aplicacdo desse modelo foi satisfatéria porque a condi¢do 6tima foi alcancada e ajustada

para a variavel de otimizacéo.

Tabela 14 Valores de p do modelo quadratico completo determinado para as variaveis.

Termos Valor de p
O:E (Razéo dleo: etanol) 0,545
T (tempo de reacao) 0,366
Q (Quantidade de catalisador) 0,003
O:E* OE 0,731
Q*Q 0,001
T*T 0,279
O:E*Q 0,483
OE*T 0,746
Q*T 0,234

R2 = 98,69%, R%(adj) = 96,34%, p do Falta de ajuste = 0,287. Onde, (T)= tempo reacional, (O:E)= razéo
molar e (Q)=quantidade de catalisador.

Considerando os dados da Tabela 14, é possivel verificar que a quantidade de
catalisador (Q) foi significante (p<0,01), tanto na analise linear, quanto na analise
quadratica (Q*Q), indicando forte influéncia deste parametro na superficie de resposta do
aumento do rendimento de ésteres etilicos. Os demais coeficientes lineares (O:E, T),
quadréticos (O:E*O:E, T*T) e de interacdo (O:E*Q, O:E*T, O:E*T), ndo foram
significativos na determinacdo do modelo, p>0,05 dentro das condicOes avaliadas. Logo,
pode-se inferir que apenas a quantidade de catalisador influencia significativamente no

rendimento de ésteres etilicos. Contudo, embora néo tenha sido observada significancia
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nos parametros razdo molar (O:E) e no tempo reacional (T), serdo verificados mais
adiante que os graficos de contorno (Figura 44) e a producdo de ésteres etilicos em funcéao
do tempo (Figura 45) explicam de forma precisa a importancia dessas variaveis no
modelo.

A partir da anélise de regressao sobre a matriz de planejamento experimental e as
respostas dadas na Tabela 14, a equacéo polinomial de segunda ordem (Equacdo 7) foi
obtida para explicar a eficiéncia do complexo Nano-X/Ni/0.5M-RML na converséo de
6leo de palma a ésteres etilicos. O valor de p determinado para a regressao foi de
(p<0,0001), o que indica que o modelo é adequado para explicar a relagdo entre a

superficie de resposta e os parametros envolvidos (Shaw et al., 2008).
EE =28,9056 -9,6042 R +2.2194 Q + 0,4831 T + 0,5250 R2 -0.0242 Q2
-0.0054 T2 + 0.0525RQ +0.0264 RT - 0,0052 QT + 2.7702

Equacao 7 Equacdo polinomial de segunda ordem para o0 modelo quadratico, onde EE é o valor
predito de ésteres etilicos produzidos, R= razdo molar 6leo:etanol(O:E), T= tempo reacional e
quantidade de catalisador (Q).

O uso de graficos de contorno (contour plot) descrito pelo modelo de regressao,
conforme apresentados na Figura 44 foi outra forma utilizada para avaliar os efeitos das
variaveis na producdo de ésteres etilicos a partir do 6leo de palma. Os dados permitem
um melhor entendimento das variaveis e da superficie de resposta do modelo.

O efeito da interacdo entre razdo molar O:E e a quantidade de catalisador foi
mostrado na Figura 44a. Observou-se que a baixa razdo molar, juntamente com a maior
quantidade de catalisador, foi determinante para a reagdo catalitica e que 0 maximo
rendimento em ésteres foi alcancado para 0s ensaios conduzidos com a maior
concentracdo de catalisador (5% em massa). Essa interacdo pode ser facilmente
explicada, uma vez que é sabido que o excesso de alcool pode inativar a lipase,
diminuindo a atividade catalitica da enzima. Por outro lado, uma maior quantidade de
catalisador presente no meio reacional também aumenta os sitios cataliticos e,
consequentemente, a taxa reacional.

O efeito da interacao entre tempo de reacdo (T) e a quantidade de catalisador (Q)
esta apresentado na Figura 44b. Pode-se observar que a maior quantidade de catalisador
foi determinante para a producéo de biodiesel e, curiosamente, ao que tudo indica, nas

reacOes, 0s periodos de tempo reacionais avaliados (12, 30 e 48h) ndo influenciaram
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significativamente na quantidade de ésteres produzidos. A Figura 44b mostra que a partir
de 12h de reacdo e em uma baixa razdo molar O:E, pode-se verificar que a maior parte
do 6leo ja tinha sido convertida a biodiesel.

A interacdo entre a razdo molar O:E e tempo na sintese de ésteres etilicos é
apresentada na Figura 44c. O parametro de tempo sobre a producdo de biodiesel ndo
apresentou significancia, ao passo que com o aumento da razdo molar (alcool:6leo),
houve a diminuicdo da producdo de ésteres etilicos. Isso indica que a atividade das

enzimas € sensivelmente inibida pelo excesso de alcool na reacédo (Li e Yan, 2010).

“
40 .
35
= |
l-_-qu
25 1
20
157
1 . - { 1 2 3 5
14 1:5 1:6 Q%)
R [dlec:etanol)
% Esteres Etilicos (EE)
(a) e (h) (c)
< 30 < 50
30 - 40 ((M 50 - 32
B 52 - 54
M 50 - 60 ||mm 56 - 58
[ > 60 || N > 58

1:5 1:6
R (¢leo:etanol)

Figura 44 Gréaficos de Contorno obtidos a partir do modelo previsto, mantendo constantes Tempo
em 30 horas (a), Razdo molar O:E em 1:5 (b), Quantidade do catalisador em 3% (massa em
relacdo ao 6leo de palma) (c). Resposta EE dado pelo gradiente em verde indicado na legenda,
figuras a e b (a esquerda) e c (a direita).

Os resultados observados na otimizacao relacionado ao tempo séo representativos
e reprodutiveis. Do ponto de vista cientifico, tais constatagbes sdo interessantes e

motivaram a seguinte pergunta: Quais razfes explica o fato dos periodos de tempo (12,
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30 e 48h) ndo terem sido significativos nos testes realizados? Assim, uma reacdo nas
condigdes otimizadas, em funcéo do tempo, foi realizada para responder tal questao.

A Figura 45 mostra a conversdo do 6leo de palma a ésteres etilicos em intervalos
de tempo pré-determinados, com dados que indicam um comportamento ndo usual: pode-
se verificar que nos periodos de tempo 0-3h e 3-6h, a conversdo € muito rapida, atingindo
27,6% e 49,1%, respectivamente. Nessas etapas da reacédo, o fator limitante foi o alcool,
uma vez que o etanol foi adicionado em batelada alimentada (0, 3, 6 e 9h) para nédo
ocorrer a inativacdo da enzima. Contudo, nos demais intervalos de tempo avaliados de 9
a 96h a taxa catalitica foi menos acentuada, atingindo 89,6% ap6s 96 horas. Portanto, nos
periodos de tempo determinados no delineamento experimental de Box Behnken (12, 30
e 48h), notou-se uma etapa lenta da reacdo, o que justifica a pequena variagcdo da
conversdo dos esteres.
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Figura 45 Producéo de biodiesel em fungdo do tempo utilizando a lipase de Rhizomucor miehel
imobilizada sobre o suporte nanozeoliticos Nano-X/Ni/0.5M. Condig¢des de Reacdo: 3-96h em
40°C razao 6leo palma: etanol igual 1:4 e 5% (m/m) da razdo 6leo:biocatalisador.

De acordo com Rodrigues e Fernandez-Lafuente (2010), a enzima lipase de R.
miehei é 1,3 especifica e, assim, a quebra da molécula de triacilglicerideo é rapida devido
a maior especificidade da enzima nas posi¢cdes 1,3 da molécula do substrato, o que

justifica a alta taxa de conversao inicial, enquanto que a etapa determinante na velocidade
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dareacdo para a conversao de biodiesel é a quebra na posi¢éo 2 que é mais lenta e depende
da migracdo espontanea do grupo acila da posi¢do 2 para a posi¢do 1 ou 3 da molécula de
triacilglicerideo (Figura 5).

A validacdo do método foi realizada de acordo com Dizge et al. (2009) e a
precisdo do modelo foi avaliada com experimentos em triplicata em condi¢cdes nédo
testadas no modelo: Razdo oOleo:etanol (1:4), razdo Oleo:biocatalisador (5%, m/m) e
T(48h); e o valor tedrico foi calculado usando a Equacdo 7 obtida a partir do modelo de
regressdo. Os dados da média das trés medidas experimentais (71,6%z=1,8%) foram
comparados com o valor tedrico (68,3%), indicando que uma boa correlagédo foi obtida

entre os resultados experimentais e o valor tedrico.

4.3.8.3 Producéo de Biodiesdl usando 6leo de palma com os complexos de Nano-
X/ lipase T. lanuginosus (TLL)

A fim de verificar a eficiéncia do método Box Benhken, ap6s estudos de
otimizacdo e a determinagédo dos parametros que influenciam a producéo de biodiesel por
meio de tal método, foram testados os complexos potencialmente mais eficientes
selecionados pelos dados de atividade enzimatica. Os dados referentes a producao de
biodiesel obtida com os complexos derivados da enzima T. lanuginosus, Nano-X/Na-
TLL, Nano-X/Zn/0.5M-TLL, Nano-X/Mn/0.5M-TLL, Nano-X/Co/0.5M-TLL e Nano-
XINi/0.5M-TLL estdo apresentados na Figura 46 e estdo de acordo com os dados de
atividade catalitica enzimética, ou seja, o resultado mais relevante foi obtido com o
complexo Nano-X/Ni/0.5M-TLL que obteve a maior atividade enzimatica (51,6 U/mg-
suporte), Tabela 10.

A lipase de T. lanuginosus apresentou um comportamento completamente
diferente do que foi observado para a lipase de R. miehei (Figura 44 e Figura 46). Os
complexos (Nano-X/Mn/0.5M-TLL, Nano-X/Co/0.5M-TLL, Nano-X/Zn/0.5M-TLL)
foram ativos e obtiveram uma conversao de 79,1; 84,2 e 84,8% do 0leo de palma a ésteres
etilicos, respectivamente, e bastante semelhante com a quantidade de ésteres produzidos
para o equivalente de enzima na sua forma livre.

A Unica excecdo observada foi para o complexo Nano-X/Cu/0.5M-TLL, que
também seguiu 0 mesmo padrdo do Nano-X/Cu/0.5M-RML, os quais apresentaram
menores rendimentos que a enzima na sua forma livre. Esta € uma clara indicacao de que
0s cations cupricos sdo fortes agentes de distor¢do para as duas enzimas, confirmando o

que foi relatado anteriormente (De Vasconcellos et al., 2012).
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Figura 46 Rendimentos de ésteres etilicos produzidos com os complexos Nano-X/Na-TLL,
Nano-X/Mn/0.5M-TLL, Nano-X/Cu/0.5M-TLL, Nano-X/Co/0.5M-TLL, Nano-X/Zn/0.5M-
TLL, Nano-X/Ni/0.5M-TLL e os respectivos equivalentes da enzima em sua forma livre.
CondicGes de Reacdo: 48h em 40°C razdo OGleo: etanol igual 1:4 e 5% (m/m) da razao
6leo:biocatalisador.

No entanto, os resultados mais relevantes foram fornecidos também para o
complexo formado entre a lipase de T. lanuginosus com o suporte trocado com niquel
(Nano-X/Ni/0.5M-TLL). A quantidade de ésteres etilicos de acidos graxos (EEAG)
formados pela enzima livre foi 9,1% e a enzima na sua forma imobilizada obteve o
rendimento de 94,3% de EEAG, resultando numa diferenca cerca de dez vezes maior do
que o rendimento da enzima na sua forma livre. Algumas hipéteses podem ser usadas
para explicar o efeito sinérgico do complexo Nano-X/Ni/0.5M-TLL e estdo descritas
detalhadamente nos itens 4.3.9 e 4.3.10 e aqui resumidas: (i) maior protecdo da enzima
na sua forma imobilizada; (ii) no suporte Nano-X/Ni/0.5M, a maior quantidade de agua
ou coordenada pode proporcionar um microambiente favoravel para a imobilizacdo de

enzima; (iii) diferentes espécies de niquel proveniente da troca idnica foram determinadas



Resultados e Discussdes

151
por analises de MET e XPS; (iv) a analise de AFM mostrou um recobrimento uniforme
de lipases na superficie do suporte e (v) o suporte Nano-X/Ni/0.5M apresenta carga
positiva e pode realizar o movimento dindmico que estabiliza a enzima na melhor
orientagcdo com o sitio catalitico voltado para o meio reacional.

Deve-se ressaltar que mesmo tendo imobilizado apenas 43,7+1,1% da carga de
lipase de T. lanuginosus oferecida — valor mais baixo quando comparado com 0s outros
derivados de troca idnica— o rendimento de EEAG (94,3%) foi superior aos rendimentos
obtidos com os outros complexos nanozedlita-X/lipase de T. lanuginosus. Essa é uma
outra evidencia de que ocorre o efeito sinérgico entre o suporte zeolitico Nano-X/Ni/0.5M
e a enzima de T. lanuginosus, demonstrando mais uma vez a importancia do meio
catiénico dominante no desempenho do biocatalisador.

Nos testes de reuso do biocatalisador, o complexo Nano-X/Ni/0.5M-TLL
manteve-se estavel e ativo depois de alguns ciclos de reacdo. Os resultados revelaram que
0 complexo Nano-X/Ni/0.5-TLL foi capaz de produzir um alto rendimento de EEAGs,
até 3 ciclos, e, depois de cinco ciclos reacionais, 0 seu desempenho foi estabilizado e os
rendimentos EEAGs mantiveram-se em torno de 60% (Figura 47). Além disso, pode-se
ressaltar que o biocalisador ndo foi submetido a nenhum tratamento especifico antes de

cada ciclo reacional.
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Figura 47 Testes de reuso para o complexo Nano-X/Ni/0.5M-TLL. Condigdes de Reacdo: 48h
em 40°C razdo 6leo palma:etanol igual 1:4 e 5% (m/m) da razdo dleo:biocatalisador.
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Nesse caso, de acordo com duas revisbes citadas, alguns métodos tém sido
publicados na literatura para contornar os problemas técnicos da reutilizacdo de
biocatalisadores heterogéneos enzimaticos, como por exemplo: (i) lavagem da lipase
imobilizada com alcool isopropilico. Dessa forma, a atividade é restaurada e ocorre a
remocao do glicerol; ou (ii) promover microambiente hidrofébico na superficie do
biocatalisador que possa impedir a desativacdo e/ou agregacdo de agentes hidrofilicos,
substratos e/ou produtos da reacdo, o que ndo implica em desativacdo pelo solvente da
reacdo de transesterificacdo (metanol ou etanol) e nem pelo subproduto da reacdo
(glicerol) (Ranganathan, Narasimhan e Muthukumar, 2008; Bajaj et al., 2010). Assim,
alguns desses procedimentos podem ser aplicados para 0 nosso sistema, visando a atingir
niveis ideais de reuso dos biocatalisadores na producdo enzimatica de biodiesel.

4384 Producéo de biodiesel com os complexos Nano- LTA/TLL e Nano-X
/TLL

Tendo em vista os bons resultados obtidos para o sistema Nano-X/Ni/0.5M/TLL
optou-se por estender esses estudos para o sistema Nano-LTA, focando principalmente
nos derivados dessa nanozeo6lita obtidos com niquel e a enzima T. lanuginosus (TLL).

A Figura 48 mostra os teores de ésteres etilicos analisados por cromatografia
gasosa das amostras obtidas por meio das reacGes de transesterificacdo do dleo de palma
com os diferentes catalisadores (Nano-LTA/Na-TLL, Nano-X/Na-TLL, Nano-
LTA/Ni/0.5M-TLL e Nano-X/Ni/0.5M-TLL) comparados com a quantidade equivalente
de enzima na sua forma livre. Para os complexos (Nano-LTA/Na e Nano-X/Na) a
producéo de esteres metilicos foi muito baixa (8,8% e 18,6%, respectivamente). Todavia,
para os complexos (Nano-X/Ni/0.5M/TLL e Nano-LTA/Ni/0.5M/TLL) foi obtido um
percentual elevado de conversdo de 6leo de palma a ésteres etilicos (94,8% e 85,1%,
respectivamente).

Neste caso, pode-se observar que ocorreu um comportamento sinérgico do
complexo catalitico nanozedlita/enzima, quando comparado com a producéo de ésteres
etilicos obtidos com a concentracdo equivalente da enzima livre (vide Figura 48).
Contudo, os resultados mostram ainda que o complexo Nano-LTA/Ni/0.5M-TLL também
apresentou o maior percentual de formacéo de ésteres etilicos e o efeito sinergético nesse
sistema € visivel. Porém, esse efeito € mais evidente e pronunciado para 0 complexo

Nano-X/Ni/0.5M-TLL que, no caso, favoreceu a formacao de ésteres etilicos numa ordem
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de grandeza 10 vezes maior que o equivalente produzido pela enzima livre (vide Figura
48).
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Figura 48 Porcentagem de ésteres etilicos produzidos com os complexos Nano-X/Na-TLL,
Nano-LTA/Na-TLL, Nano-X/Ni/0.5M-TLL, Nano-LTA/Ni/0.5M-TLL e o0s respectivos
equivalente da enzima em sua forma livre. Condicbes de Reacdo: 48h em 40°C razdo 6leo
palma:etanol igual 1:4 e 5% (m/m) da razdo 6leo:biocatalisador.

12,3

4.3.9 Caracterizacdo do suporte Nano-X/Ni/0.5M e do complexo Nano-X/Ni/0.5M-
TLL
439.1 Andlisesde MEV, AFM, MET e XPS do suporte Nano-X/Ni/0.5M

Diante dos resultados cataliticos obtidos com o complexo Nano-X/Ni/0.5M/TLL

e o efeito sinergistico observado nesse sistema para a reacao de transesterificagdo do 6leo

de palma a biodiesel via rota etilica, decidiu-se fazer uma caracterizacdo mais detalhada

dessa amostra utilizando as técnicas MEV, MET, AFM e XPS. Estas caracterizacOes

foram feitas nos grandes centros de caracterizagcdo de materiais localizados em Séo Paulo,

e as condigdes experimentais nas quais esses dados foram coletados estdo descritas no
item 3.6.
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A Figura 49 mostra os dados de MEV e AFM para a amostra Nano-X/Ni/0.5M.
Os dados MEV indicam a formagé&o de aglomerados que cresceram com a morfologia que
foi classificada como nanoflocos cristalizados em forma de folhas aglomeradas. Contudo,
apenas com dados de MEYV é dificil inferir a natureza nanométrica desse material, o que
foi possivel a partir dos dados de AFM, mais Uteis nesse sentido. A boa dispersao desse
material em folhas de mica possibilitou a obtengdo de bons dados de AFM e a andlise da
topografia dessa amostra (ilustrada na Figura 49b) indica claramente a formacéao de nano-
grdos (30-50nm) que, aparentemente, cresceram interligados, formando aglomerados.
Essa formacdo de aglomerados € uma caracteristica tipica da nanozedlita (Nano-X/Na),
os dados de AFM possibilitaram a observacdo detalhada do tamanho do cristal e sua
topografia.

00  Topografia  500.0 nm
Figura 49 Imagens da nanozeolita NaX/Ni/0.5M sintetizada. (a) Micrografia eletrénica de
varredura e (b) Imagem bidimensional da superficie dos dados de altura obtida no modo Tapping
Mode AFM, area avaliada 500x500nm, com contraste de variacdo de altura de 0 a 150nm.

As imagens bidimensionais de AFM também estdo de acordo com o que foi
verificado nas analises de microscopia eletrénica de transmissdo (MET). A Figura 50
mostra as imagens de MET obtidas no médulo campo escuro (darkfield). Em baixa
magnificacdo, observa-se, nitidamente, um aglomerado de muitas particulas pequenas
(Figura 50a), enquanto a imagem com maior resolucéo (Figura 50b) permite confirmar a
presenca de particulas na ordem de 30-50nm e a presenca de pequenas particulas (em
contraste branco) depositadas na superficie da amostra Nano-X/Ni/0.5 M. Os dados de

EDX indicaram que esses agregados sao formados de nanoparticulas de niquel.
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Em geral, os métodos reportados na literatura para produzir nanoparticulas de Ni
envolvem a reducdo eletroquimica (Reetz e Helbig, 1994; Hou et al., 2005; Umegaki et
al., 2009), redugdo quimica (Hoon et al., 1983; Bein et al., 1988; Ely et al., 1999), sol-
gel (Gong et al., 2008), evaporacdo de metais (Ely et al., 1999), o uso de precursores
organometalicos (Ely et al., 1999; Murray et al., 2001) e o uso de troca idnica e métodos
de impregnacdo (Coughlan e Keane, 1991). No entanto, a partir desses dados
experimentais, é possivel evidenciar que o tratamento de troca ibnica da nanozedlita

sintetizada Nano-X/Na com ion de niquel induziu a formacéo destes clusters de niquel.

Figura 50 Micrografia de MET em campo escuro da nanozedlita Nano-X/Ni/0.5M sintetizada.
(a) baixa magnificacéo e (b) alta resolucéo.

Vérios experimentos de troca ibnica foram executados e a formacdo desses
agregados nanomeétricos de niquel sdo reprodutiveis e para entender melhor o sistema,
analises por XPS foram realizadas para esta amostra. A analise de espectroscopia de
fotoelétrons induzida por raios-X (XPS) € um método ndo destrutivo de investigacao que,
em contraste com a TEM, permite a analise quimica da superficie de nanoparticulas e, em
principio, os estados de oxidacdo do niquel na regido de superficie podem ser
determinados a partir das energias de ligacdo e os seus desvios quimicos em espectros
XPS.
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Nas analises dos espectros de Ni 2psz» do metal de niquel oxidado, 0xidos de

niquel, hidréxidos e oxihidréxidos niquel tem sido verificada sistematicamente a energia

de ligacéo de 852,6, 854,6 e 856,1 eV para Ni°, Ni** e Ni®*, respectivamente (Grosvenor
et al., 2006).

A Figura 51 apresenta os espectros de XPS global, Ni 2ps2 e AI2pNi3p da
amostra de Nano-X/Ni/0.5M. O espectro de varredura exploratéria indica todos os
elementos presentes na amostra O, Si, Al, Ni e C (provenientes do reagente de sintese) e
uma pequena quantidade de residuos S (proveniente da troca idnica com sulfato de

niquel).
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Figura 51 XPS dados globais, Ni2ps» e AI2pNi3p para a amostra Nano-X/Ni/0.5M.
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Os espectros XPS de alta resolucdo das amostras Nano-X/Ni/0.5M foram
ajustados com trés componentes, representando 0s seguintes desvios quimicos por XPS:
NiO (854,0 eV), Ni(OH) (856,1 eV), e Ni»Os3 (857 eV). As estruturas de satélite dessas
fases também foram adquiridas a fim de obter um espectro mais adequado: NiO e
Ni(OH)2 (Ni I1)a 858,7 eV e de Ni2Os3 (Ni Ill) a 862,4 e 864,4 eV.

O espectro de AI2pNi3p indica uma sobreposi¢cdo com os picos das diferentes
espécies de Ni3p. Observa-se ainda a presenca de um desvio quimico forte em 74,7 eV,
o0 qual foi atribuido a fase Al>Os. Portanto, as analises preliminares dos XPS revelaram
que a composicdo quimica da amostra Nano-X/Ni/0.5 M é bastante complexa, sendo
possivel notar que as espécies de Ni%* e Ni®* estdo presentes na superficie da amostra e
essas diferentes espécies de niquel podem desempenhar um papel importante no
comportamento sinérgico observado entre a lipase de T. lanuginosus e o suporte Nano-
X/Ni/0.5M.

4.39.2 Andlises de AFM do suporte Nano-X/Ni/0.5M antes e depois da
imobilizacdo da lipase de T. lanuginosus

As micrografias de superficie da nanozeolita (Nano-X/Ni/0,5M) antes e depois da
adsorcao das lipases provenientes do fungo de T. lanuginosus séo apresentadas na Figura
52. Quando comparada a topografia superficial da nanoze6lita Nano-X/Ni/0.5M (Figura
52a-b) com a topografia do complexo Nano-X/Ni/0.5M/TLL (Figura 52c-d) obtidas por
microscopia de forca atbmica (AFM) pode-se notar claramente que existem diferencas
entre as topografias da superficie dos dois materiais. No caso do complexo Nano-
XINi/0.5M/TLL, as imagens topograficas mostram uma superficie zeolitica coberta por
uma camada nanoestrutural bastante espessa proveniente da imobilizacdo das moléculas
de lipase T. lanuginosus (Figura 52c-d) em forma de agregados com valores estimados
entre 100-150nm.

As imagens de fases (Figura 52b e Figura 52d) mostram as diferencas entre as
superficies dos suportes zeoliticos antes (Figura 52b) e depois da imobilizacdo da enzima
(Figura 52d). A principal diferenca entre elas é a rugosidade das superficies que aumenta
com a imobilizacdo da enzima. Apds a imobilizacdo da enzima, as particulas das
nanozedlitas se apresentam mais dispersas e em aglomerados menores (Figura 52d)
quando comparada com a superficie da nanozeolita sem enzima (Figura 52b). De acordo
com a literatura uma possivel explicacao para este recobrimento uniforme e homogéneo

da superficie zeolitica pode ser atribuido a densidade de carga na superficie da nanozeélita
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que reduz a repulsdo eletrostatica das moleculas de enzima, conduzindo a maior
deposicao das lipases e o recobrimento uniforme de grande parte da superficie do suporte
(Gooding, Hall e Hall, 1997; Zhang e Tan, 2001; Losic et al., 2004; Kosanovic et al.,
2008; Min et al., 2013).

0.0 Topografia 3.0um 0.0 Contraste de fase 3.0um

Figura 52 Imagens de AFM: (a) e (b) Nanozedlita Nano-X/Ni/0.5M; (c) e (d) Nanozedlita Nano-
X/INi/0.5M/TLL. A-C (coluna da esquerda) séo as imagens bidimensionais da superficie e B-D
(coluna da esquerda) imagens de contraste de fase da superficie dos dados de altura obtida no
modo Tapping Mode AFM, area avaliada 3 x3um, insert 500x500nm.
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4.3.10 Calculos de bioinformatica do comportamento dindmico das enzimas para
explicar os fendmenos da intera¢do com os suportes nanozeoliticos

Resultados promissores foram observados para o complexo Nano-X/Ni/0.5M-
TLL tanto no rendimento total da reagdo, como também no reuso do biocatalisador, o que
naturalmente gera possiveis perguntas: Quais sdo as possiveis razdes que levam a esse
efeito sinergético do suporte nanozeolitico obtido por troca iénica com cétions de Ni%* na
sua interacdo especifica com a enzima de T. lanuginosus? Por que o efeito sinergético é
observado para o complexo Nano-X/Ni/0.5M-TLL, nas rea¢des de transesterificacdo para
a producdo de biodiesel, e ndo é observado para os outros complexos nanozedlita-
enzimas, especialmente para o complexo Nano-X/Ni/0.5M-RML?

A bioinformatica é uma ferramenta importante para compreender fendmenos
complexos que ocorrem na estrutura da enzima. Com o intuito de entender e responder as
questdes acima e, ainda, explicar o aumento das taxas cataliticas observadas para alguns
complexos nanozedlita/lipases imobilizadas, nesta etapa do trabalho, foram feitas
simulagfes do comportamento dindmico das lipases de T. lanuginosus e R. miehel
seguindo a metodologia descrita nos itens 3.5 e 3.5.1.

As duas lipases tém a sua estrutura cristalografica disponivel no banco de dados
de proteinas (PDB) (Berman et al., 2000) sob as IDs 1DT3 (T. lanuginosus) (Brzozowski
et al., 2000) e 3TGL (R. miehei) (Brzozowski et al., 1992). Cada lipase é constituida por
269 residuos de aminoacidos. Estruturalmente, as lipases conhecidas séo semelhantes,
compostas por oito folhas beta conectadas e também por trés alfa-hélices longas e outras
oito alfa-hélices mais curtas (Figura 53a).

Os residuos cataliticos semelhantes a tripsina sdo Ser-146, Asp-201 e His-256,
como mostrado na Figura 53b-c. A lipase T. lanuginosus esta disponivel tanto em
conformacao aberta como em fechada. A forma fechada foi escolhida de modo a explorar
as regides acopladas a abertura do sitio catalitico. A lid compreende um trecho de oito
residuos de 1s0108 a Leu-135 (Figura 53d). Ambas as lipases apresentam um total de 30%
(85 residuos) de similaridade na sequéncia das lipases (Figura 53d), especialmente nos

residuos cataliticos e na regido da lid.
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Figura 53 Estrutura tridimensional da lipase de Rhizomucor miehei, exibindo oito folhas f,
conectadas com regides de a-hélices (a). Lid a-hélice curta cobrindo a entrada do sitio catalitico
(b). A triade catalitica é formada por Ser-146, Asp-201 e His-258 (c). Alinhamento da sequéncia
de aminodcidos entre as lipases de T. lanuginosus e R. miehei (d).

O potencial eletrostatico de superficie (Figura 54) indica que ha uma regido
carregada negativamente (cor vermelha), presente em ambas as lipases, podendo-se
verificar ainda uma regido relativamente neutra (cor branca), com algumas regides

carregadas positivamente (cor azul) ilustradas no lado inverso das lipases (giro 180°).
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Apesar disso, ao contrario do carater estrutural, as duas enzimas apresentam padrdes
eletrostéticos diferentes, que podem influenciar o processo de imobilizacdo das enzimas
nos suportes zeoliticos. Nesse caso, as regides carregadas negativamente das enzimas
proximas da lid podem ser possiveis locais de ligacdo para as zedlitas com superficies

carregadas positivamente (ver Tabela 15).

Thermomyces
lanuginosus

Rhizomucor
miehei

Figura 54 Superficie de potencial eletrostatico gerada pela solucdo da equacéo de Poisson-
Boltzmann com base na distribui¢do de carga associada ao campo de for¢ca Amber. Os circulos
tracejados mostram a localizacao das lids. llustracdo gerada em PyMol.

Os circulos tracejados mostram a localizacéo da lid cobrindo o sitio catalitico e
em ambas as enzimas, a lid confere uma regido neutra no potencial eletrostatico da
superficie. A existéncia dessas regides neutras para ambas as lipases pode ser interessante,
uma vez que, a maneira possivel de aumentar a atividade catalitica, apds a imobilizacdo
da enzima nos suportes zeoliticos, poderia ocorrer somente se essa interacdo fosse
regulada por um mecanismo alostérico. De modo a investigar a possibilidade de existir
tal mecanismo, a analise de bioinformética foi realizada usando simula¢es por modos

normais.
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Tabela 15 Potencial zeta dos suportes nanozeoliticos obtidos por troca i6nica.

Nanozedlita Potencial Zeta Desvio Padrao
(mV) (xmV)
Nano-X/Na -50,9 0,2
Nano-X/Cu/0.5M +13,7 0,2
Nano-X/Mn/0.5M +41,0 0,3
Nano-X/Co/0.5M +41,5 1,0
Nano-X/Zn/0.5M +16,6 0,2
Nano-X/Ni/0.5M +3,7 0,9

A analise no modo normal (Figura 55) ilustra 0 movimento mais provavel que
ocorre quando a lipase de T. lanuginosus interage com o suporte nanozeolitico de carga
positiva, propondo um mecanismo que correlaciona a carga negativa da superficie da
enzima com a abertura da lid.

Para a lipase de T. lanuginosus, o residuo de aminoacido Asp-102 (com carga
negativa) situa-se no prolongamento da regido da lid. Outro residuo de aspartato (Asp-
158) esta na regido perto da lid (embora esse residuo ndo seja um componente de extensao
da lid); ambos os residuos de aminoacidos contribuem para a maior parte das cargas
negativas nessa area.

De acordo com o0 mecanismo sugerido, é provavel que o deslocamento inicial da
lid para as suas coordenadas finais seja causado pela carga positiva da superficie da
zedlita. Os parametros obtidos foram calculados pelo desvio quadratico medio Ca,
método padrdo geralmente empregado para a comparagdo estrutural de proteinas.
Verificou-se que esse deslocamento pode apresentar variacdo entre 1,3-2,0A,
dependendo da posicdo do residuo de aminodcido. Supomos, assim, que devido a
interacdo entre os residuos de &cido aspartico 102 e 158, com a zedlita carregada
positivamente, altera a conformacao da lipase, estabiliza a abertura da lid e exple a triade
catalitica permanentemente ao meio de reagao.

De acordo com o mecanismo proposto, as zedlitas com potencial zeta negativo
ndo interagem com o sitio de ligacdo da lipase constituida de Asp-102 e Asp-158, que

induz a uma baixa atividade catalitica como observado pela zedlita Nano-X/Na, Tabela
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10 e Tabela 15. Esse mecanismo também explica os rendimentos de ésteres etilicos
semelhantes, obtidos a partir da enzima de TLL na sua forma livre e, também, na sua
forma imobilizada para os seguintes complexos: Nano-X/Mn/0.5M-TLL, Nano-
X/Co0/0.5M-TLL e Nano-X/Zn/0.5M/TLL (ver Figura 46). O baixo rendimento de ésteres
etilicos observado para o complexo Nano-X/Cu/0,5M/TLL pode ser atribuido ao fato de
que os ions de cobre sdo fortes agentes de distorcdo das lipases conforme relatado na
literatura (Sharma et al., 2002; Borkar et al., 2009; Riaz et al., 2010; De Vasconcellos et
al., 2012).

Figura 55 A analise no modo normal indica uma correlagdo no movimento da enzima
negativamente carregada na regido em torno de residuos de Asp-102 e Asp-158 (a) e a abertura
dalid (b). O residuo de amino&cido Asp-102 é uma extensdo da estrutura de lid, resultando na sua
abertura.

O mesmo comportamento dindmico ndo foi observado para 0s quatro complexos
Nano-X/lipase de R. miehei (Nano-X/Mn/0.5M-RML, Nano-X/Cu/0.5M-RML, Nano-
X/Co0/0.5M-RML e Nano-X/Zn/0.5M-RML) que apresentaram baixas conversdes em
ésteres etilicos quando comparados com os valores produzidos pela enzima livre (ver
Figura 43). Sabe-se que essa lipase ndo tem a sequéncia especifica de residuos de
aminoacidos necessaria para realizar o movimento de deslocamento harmdnico da
abertura da lid (Figura 55).

Curiosamente, a lipase de R. miehei ndo possui o residuo fundamental, o aspartato
na posi¢do 102, como indica o alinhamento de sequéncias das duas lipases (Figura 53),
dificultando a imobilizacdo desta lipase na sua conformacdo aberta sobre os suportes

nanozeoliticos. De acordo com o0 modelo proposto, nenhum dos materiais nanozeoliticos
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usados como suporte de imobilizacdo, neste estudo, aumenta consideravelmente a
atividade catalitica da lipase de R. miehei, visto que ndo houve uma sinergia entre a lipase
de R. miehel estudada e os suportes nanozeoliticos. Para a lipase de T. lanuginosus, o
efeito sinergético foi responsavel pela abertura da lid e, consequentemente aumentou a
atividade do biocatalisador.

A comparacdo entre 0 modelo alostérico proposto neste estudo e outro relatado na
literatura revela importante diferenca entre eles. Por exemplo, Macario et al. (2007)
propuseram um modelo distinto para a interacdo lipase—zeolita baseado principalmente
em interacdes eletrostaticas e ligaches covalentes. Esses autores estudaram
exclusivamente a lipase R. miehel e especularam que as cargas negativas do suporte
zeolitico podem interagir com a cadeia principal do aminoacido da enzima. Além disso,
indicaram gue a arginina-86, localizada na borda do lid da lipase, é que desempenha o
papel principal na imobilizacdo da lipase. No entanto, o modelo proposto €
essencialmente especulativo e os autores ndo demonstraram resultados experimentais que
poderiam apoiéa-lo. Embora Herrgard, et al. (2000) tenham revelado que a arginina-86 €
responsavel pela estabilizacdo das lipases nas conformacdes aberta/fechada, nao é claro
0 modo como o suporte zeolitico pode interagir com esse residuo de aminoacido e
aumentar a taxa de atividade catalitica da enzima.

Por outro lado, 0 modelo alostérico, proposto fundamentado na simulacdo de
macromoléculas, explica os resultados experimentais deste trabalho e sugerem que o
mecanismo alostérico esta relacionado com a abertura da lid da lipase de T. lanuginosus
no processo de imobilizacdo. Assim, este atua de forma bem efetiva expondo os residuos
de aminodcidos cataliticos ao substrato. O modelo combina o potencial eletrostatico da
superficie das enzimas selecionadas e a analise de modo normal para identificar os
possiveis movimentos sinérgicos entre a abertura da lid e regifes negativas alostéricas. O
modelo é robusto o suficiente para explicar as diferencas nos resultados experimentais
das lipases de T. lanuginosus e R. miehei, e também ¢é bem sucedido para explicar as
diferengas observadas quando se utiliza suportes zeoliticos com diferentes cargas de
superficie liquida.

Embora o modelo alostérico proposto, discutido acima, tenha uma correlacéo
solida entre as estruturas das enzimas e a carga superficial das nanozedlitas, os elevados
teores de esteres etilicos, obtidos experimentalmente para os complexos Nano-
X/Ni/0.5M-TLL e Nano-X/Ni/0.5M-RML, também podem estar relacionado com as
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diferentes espécies de niquel formadas sobre a superficie do suporte zeolitico, conforme
ilustrado nos dados de MET e XPS (Figura 50b e Figura 51).

O aumento no rendimento em eésteres etilicos obtidos para 0 complexo Nano-
X/Ni/0.5M-RML ndo foi tao relevante, devido a falta do residuo aspartato na posicédo 102,
tal como explicado pelo mecanismo alostérico proposto. No entanto, observou-se que
ocorreu um comportamento sinérgico para o complexo Nano-X/Ni/0,5-TLL, visto que
este biocatalisador apresentou um rendimento de ésteres de 94,3%, aproximadamente 10
vezes maior, quando comparado com a producdo de ésteres etilicos para a mesma
concentracdo de enzima T. lanuginosus na sua forma livre, que produziu 9,1%. Neste
caso, 0 comportamento sinérgico também pode ser influenciado pela formacéo
interessante e incomum das pequenas particulas de niquel observadas nos dados de MET
do suporte Nano-X/Ni/0.5M, Figura 50b.

Apesar de existirem varios relatos na literatura descrevendo o papel de espécies
cationicas, tais como Ca?*, Fe?* e Mg?* que podem atuar na ativacio de lipases, o papel
do efeito das espécies de niquel, promovendo ou facilitando a ativacao de enzimas, ainda
ndo foi devidamente investigado. Segundo esses estudos, as espécies de niquel em
solucdo tém efeito inibitdrio que causam a inativacdo das lipases (Sharma et al., 2002;
Borkar et al., 2009; Riaz et al., 2010). Na literatura, a importancia dos ions de niquel ja
foi mencionada para as enzimas dependente do niquel em sistemas biolégicos (a urease e
outras enzimas também importantes, como a metil coenzima M (MC) e redutase (MCR);
hidrogenases do tipo [NiFe], mondxido de carbono desidrogenase (CODH), Acetil-
coenzima A (acetil-CoA) e superoxido dismutase (NiSOD) (Ermler et al., 1998; Dobbek
et al., 2001; Thauer, 2001).

Embora esses estudos ndo estejam especificamente relacionados com lipases, 0s
nossos resultados experimentais demonstraram de forma sistematica que o suporte sélido
zeolitico, quando tratado com niquel, sempre ativa a lipase de um modo muito particular
e, no caso da lipase de T. lanuginosus essa ativacdo foi mais acentuada devido a
especificidade da estrutura cristalogréafica que esta enzima tem para interagir com as
cargas superficiais positivas das nanozedlitas, conforme proposto pelo mecanismo
alostérico. Esse comportamento Unico do complexo Nano-X/Ni/0.5M-TLL é uma forte
indicacdo de que varios inconvenientes relatados para a enzima livre podem ser superados
por meio do uso desse material como biocatalisadores heterogéneos na producgédo de

biodiesel.
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4.4  Caracterizacao das nanozeolitas modificadas com agentes organicos e o efeito
no desempenho cataliticos dos complexos (nanozedélita/enzima) na transesterificacao
enzimatica do 6leo microalgas

Conforme mencionado no item 4.2.1.3, haja vista a predominancia das ligagoes
do tipo Si-O-Si e/ou a baixa disponibilidade dos ions de Na*, as nanozeélitas Nano-TS1,
Nano-BEA e Nano-GIS/Na néo foram efetivas para a troca idnica. A despeito disso, com
a funcionalizagdo desses materiais, obteve-se uma melhor interacdo com a lipase de T.
lanuginosus. Nesse sentido, sabe-se que as zedlitas contém uma elevada densidade de
grupos silandis (-OH), dispersos por toda superficie. Dado que esses grupos sao sensiveis
ao efeito de reacdo que pode provocar o agente sililante, a alternativa utilizada foi a adicdo
de grupos aminosilano para modificacdo da superficie dessas nanozedlitas.

Desta forma, com o intuito de solucionar os problemas dos materiais com baixa
capacidade de troca i6nica, 0s grupos de aminosilano foram utilizados para modificar a
superficie dessas nanozedlitas. Para o desenvolvimento desta parte do trabalho, foi
proposto um estudo comparativo de funcionalizacdo entre as nanozeolitas com baixa
capacidade de troca idnica (Nano-TS1, Nano-BEA e Nano-GIS/Na), as nanozeodlitas
Nano-NaX/Na e Nano-LTA/Na (zedlitas com elevada capacidade de troca ibnica) e a
nanozedlita NaX/Ni, o material mais efetivo para a imobilizacdo das lipases.

Na primeira etapa deste estudo, a superficie das nanozedlitas (Nano-TS1, Nano-
BEA, Nano-GIS/Na, Nano-LTA/Na, Nano-NaX/Na e Nano-NaX/Ni) foi quimicamente
modificada com a adicdo do grupo aminosilano 3-Aminopropil-trimetoxisilano
(APTMS), ver item 3.2.3.1. As amostras obtidas foram denominadas Nano-TS1-NH,
Nano-GIS-NH, Nano-LTA-NH, Nano-BEA-NH, Nano-X/Na-NH e Nano-NaX/Ni-NH,;
na segunda etapa, as amostras silanizadas foram funcionalizadas com a adi¢do de
glutaraldeido, obtendo-se os seguintes materiais: Nano-TS1/GA, Nano-GIS/GA, Nano-
LTA/GA, Nano-BEA/GA, Nano-X/Na/GA e Nano-X/Ni/GA, visto no item 3.2.3.2.

4.4.1 Analises termogravimétricas das nanozeélita antes da funcionalizagio

Um dos preé-requisitos para a funcionalizacdo é a remocao do template orgénico
utilizado nas sinteses das nanozedlitas por calcinacdo. Sabe-se que a presenca de
direcionadores organicos de estrutura (SDA’s) nas condi¢Ges de quimica sol-gel é
essencial para a obtencdo das nanozedlitas Nano-TS1, Nano-BEA, Nano-GIS e Nano-
LTA. Neste caso, na primeira etapa antes da funcionalizacdo, foram feitas analises

termogravimétricas (TGA) que mostraram a decomposic¢do térmica dos SDA’s presentes
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nestas amostras (Figura 56). O principal objetivo das analises de TGA foi avaliar os
parametros térmicos para remover por calcinacdo o template organico utilizado na sintese
da nanozedlita.

A partir da andlise termogravimétrica da amostra Nano-TS1(Figura 56a),
podemos considerar que a perda de massa mais intensa (360-450°C) corresponde a
decomposicdo térmica do SDA (cations TEA™ que fazem o balanceamento de carga dos
grupos Si-O’). Em tal caso, as andlises indicam que a temperatura mais efetiva de
decomposicdo € em torno de 500°C, visto que a primeira derivada da perda de massa
atinge um maximo na faixa de 360-450°C, o que significa um maior grau de
decomposicdo térmica do template. Este comportamento da curva termogravimétrica
varia de acordo com o0s grupos funcionais e depende também da interagdo com a estrutura
da nanozedlita (Kobler, 2008).

A Nano-GIS exibiu dois picos principais de perda de massa, os quais foram
atribuidos a dessor¢do da agua oclusa (87-100°C, ~5% da massa e a perda de 200-480
°C) atribuida a decomposicao do agente direcionador de estrutura cation tetrametilaménio
(TMA) (Figura 56b). A Nano-LTA apresenta um perfil diferente, com uma perda de =
15%, proveniente da desidratacdo (70-200°C). A remocao até 200°C deve-se a presenca
de moléculas de agua fortemente adsorvidas (Figura 56c¢). As outras duas perdas de
massa, em 342°C e 468°C, estdo relacionadas com a decomposicdo do agente
direcionador de estrutura (TMA) (Biemmi e Bein, 2008).

A curva de anélise térmica da nanozeoélita beta esta apresentada na Figura 56d. A
partir da analise termogravimétrica (TGA) e da sua primeira derivada (DTG) observam-
se trés picos distintos. Estes estdo correlacionados com trés estagios diferentes de perda
de massa, conforme mencionado na literatura: 30-140, 140-270, e 400-520°C. O
primeiro pico é devido a dessorcao da agua oclusa (sequéncia I); o segundo pico refere-
se a remocao dos compostos (trietilamina e etileno) formados a partir da degradacao dos
cations TEA (sequéncia I1); o altimo pico da (sequéncia IlI) corresponde a pirélise de
cations TEA que interagiram fortemente com a estrutura contendo espécies de Al
(Serrano et al., 2001).

Na Figura 56, nota-se o perfil das analises de TGA das amostras Nano-X/Na
(Figura 56e) e Nano-X/Ni (Figura 56f), o pico principal de perda de massa para ambas as
amostras pode ser atribuido a perda de dgua do material zeolitico; a diferenca no perfil

pode ser justificada pela presenca de cétions de niquel hidratados na amostra Nano-X/Ni.
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Assim sendo, a partir dos resultados de TGA, as amostras Nano-TS1, Nano-BEA e Nano-
LTA/Na foram calcinadas a 550°C antes da funcionalizac¢do, tendo em vista que nessa
temperatura ja terd ocorrido a completa decomposicao das moléculas organicas (Hazm et
al., 2001; Wu et al., 2013).
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Figura 56 Curvas de TGA e a primeira derivada DTG das amostras de (a) Nano TS1, (b)Nano-
GIS, (c) Nano-LTA, (d) Nano-BEA, (e) Nano-NaX e (f) Nano-NaX/Ni.

A caracterizagdo por espectrometria no infravermelho por reflectancia total
atenuada (ATR) pode ser usada para identificar os grupos funcionais de materiais de
silica modificada. Espectros vibracionais na regido do infravermelho na faixa de 1300—
4000 das nanozedlitas antes e apos a modificagdo com 3-aminopropil-trimetoxisilano
(APTMS) e com glutaraldeido (GA) sdo mostrados na Figura 57.

As nanozedlitas puras foram usadas como padrdo de comparacdo, a fim de
demonstrar que a incorporacéo do grupo silano e glutaraldeido foi realizada com sucesso.
Nos espectros das nanozedlitas puras na faixa de 400 a 4000 cm™, foram observadas
apenas as bandas caracteristicas das nanozeélitas, ja identificadas nas Figura 19 e Figura
37. Em geral, as amostras funcionalizadas e analisadas por infravermelho exibem uma

banda forte em aproximadamente 1100 cm™ devido as vibragdes Si-O-Si e um “ombro”
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em cerca de 1200 cm™, que é atribuida a vibragGes de Si-CHp, cuja visualizagdo é
dificultada devido & sobreposicéo da banda caracteristica da nanozedlita, em 1100cm™™.
Outro sinal que poderia ser observado nas amostras amino-funcionalizadas com
APTMS é um alongamento da vibracdo (C-N) do aminopropil, que é tipicamente
observado em comprimentos de onda entre 1000 e 1200 cm™. Todavia, essa banda nio
pode ser resolvida devido a sobreposicdo da banda intensa em 1000-1130 cm™ (atribuida
as vibragdes do grupo T-O-T da propria nanozeélita) e da banda em 1200-1250cm™
(atribuida as vibragGes Si-CH). Em cerca de 3300 cm™, o estiramento N-H do grupo
amino também é de dificil visualizacdo, devido ao forte sinal das moléculas de agua
adsorvidas e do grupos silandis entre 3000 e 3600 cm™ (Chiang, Ishida e Koenig, 1980;
Riicker, 1996).
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Figura 57 ATR-FTIR das amostras funcionalizadas em compara¢do com as amostras puras (a)
Nano TS1, (b)Nano-GIS, (c) Nano-LTA, (d) Nano-BEA, (e) Nano-NaX e (f) Nano-NaX/Ni.

Assim, quando analisadas as amostras nos espectros vibracionais na regido do
infravermelho (1300-4000 cm'Y), verifica-se uma riqueza de detalhes para as nanozedlitas
modificadas com APTMS e funcionalizadas com o glutaraldeido. A analise detalhada dos
espectros da Figura 57 mostram duas bandas localizadas em 1350-1460 cm™
(Dobramento (CH)-R-CHs), atribuidas a presenca de grupos metilico (-CHz), presentes

no glutaraldeido. Wang e colaboradores (2008) encapsularam nanoparticulas de silica



Resultados e Discussdes

170
utilizando o polimetilmetacrilato, e observaram também duas bandas localizadas em 1380
e 1464 cm™, as quais atribuiram ao grupo metil presente no metilmetacrilato.
Os modos de estiramento C=0 e C=N séo detectados em aproximadamente 1530
e 1750cm™, o que demonstra claramente a ligacdo do grupo GA. Notavelmente, a
presenca da banda em 2950 e 2880 cm™ fica evidenciada as ligagOes referentes ao
alogamento -CH=CH. Tais constata¢cdes implicam na reagdo dos grupos amino da
nanozeolita funcionalizada APTMS com o glutaraldeido, indicando fortemente que os
grupos organicos foram efetivamente incorporados na superficie das nanozedlitas
(Rucker, 1996; Selvasekarapandian et al., 2006). Assim, pode-se inferir que o0s
procedimentos de modificacdo da superficie da nanozedlitas Nano-TS-1, Nano-GIS,
Nano-LTA, Nano-BEA, Nano-X/Na e Nano-X/Ni foram realizados de forma precisa e 0s
resultados obtidos corroboram os dados reportados na literatura (Chang e Tanaka, 2002;
Chen et al., 2007; Jung e Hartmann, 2008; Mansur et al., 2008).

4.4.2 Potencial Zeta

Apés as caracterizacdes estruturais, as nanozedlitas foram submetidas a analise do
potencial eletrostatico com o objetivo de explicar as possiveis interacBes entre
nanozedlita pura, nanoze6lita-APTMS e nanoze6lita-APTMS/GA com a lipase de T.
lanuginosus. Nesse sentido, o potencial zeta € uma ferramenta Gtil na determinacdo da
carga na superficie dos materiais.

Nanozedlitas-APTMS sdo carregadas positivamente, ao passo que a nanozedlita
pura e a lipase sdo carregadas negativamente. O processo de imobilizagdo é um
compromisso entre as forcgas atrativas (entre a lipase e a nanozedlita funcionalizada) e as
forcas repulsivas (entre a lipase e a nanozeolita). Para os suportes funcionalizados, as
forcas de atracdo aumentam de acordo com o cardter positivo da carga e para as
nanozedlitas puras, as forcas de repulsdo entre a lipase e a nanozedlita sdo mais fortes,
resultando em uma menor quantidade de lipases imobilizadas na superficie da nanozedlita
pura (Wang et al., 2008; Bucatariu et al., 2013).

Como mencionado acima, a interacdo eletrostatica desempenha um papel
importante na imobilizacdo, sendo, portanto, necessario compreender melhor as
propriedades de carga da superficie da nanozeolita modificada. O potencial zeta foi
determinado para as nanozeolitas apds o pré-tratamento com o (i) APTMS e (ii)
APTMS/GA e ap0s a imobilizagdo (iii) APTMS/Lipase e (iv) APTMS/GA/Lipase. Este
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foi o primeiro passo para compreender as interac@es eletrocinéticas entre nanozeolitas, 0s
suportes de imobilizacéo e a lipase de T. lanuginosus, utilizada para a imobilizacdo. Em
todos os casos estudados, o potencial zeta tornou-se mais positivo com a adi¢cdo dos
grupos organicos, com as nanozeoblitas apresentando, claramente, cargas negativas,
exceto para a Nano-X/Ni que, ap6s a amino-funcionalizacdo apresentaram cargas
positivas, como mostrado na Figura 58.

Neste caso, as nanozedlitas puras tém grupos negativos Si-O™ na superficie e, apo6s
a funcionalizacdo, as cargas positivas dos grupos organicos sao adicionadas na superficie
das nanozedlitas. Na sequéncia, ap6s a imobilizacdo da lipase de T. lanuginosus, nos
complexos formados com os derivados das amostras (Nano TS1, Nano-BEA, Nano-NaX
e Nano-NaX/Ni) apresentaram cargas negativas (Figura 58 e Figura 59). Os valores de
potencial zeta tornam-se negativos porque a lipase de T. lanuginosus é fortemente

carregada por cargas negativas, conforme foi discutido na Figura 54.
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Figura 58 Potencial zeta para as diferentes amostras funcionalizadas em comparacdo com as
amostras puras (a) Nano TS1, (b)Nano-GIS, (c) Nano-LTA, (d) Nano-BEA, (e) Nano-NaX e (f)
Nano-NaX/Ni.
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Figura 59 Potencial zeta, ap6s a imobilizacdo, das amostras funcionalizadas exemplificadas pelas
seguintes amostras: (a) Nano TS1, (b) Nano-BEA, (e) Nano-NaX e (f) Nano-NaX/Ni.

4.4.3 Imobilizacdo e Atividade da Lipase em Func¢do do Potencial Eletrostatico
Nanozedlitas com diferentes estruturas (TS-1), (GIS), (LTA), (BEA), (NaX) e
(NaX/Ni) foram testadas como suportes para a imobilizacdo da lipase de T. lanuginosus.
Afim de comparar os suportes de imobilizacdo, todos os ensaios de imobilizacdo e
atividade enzimatica foram feitos da mesma forma para os diferentes materiais: (1)
nanozedlita pura N-(Nanozedlita); (2) nanozedlitas silanizadas (Nanozedlita/NH); e (3)
nanozeolitas funcionalizadas com a adicdo de glutaraldeido (Nanozeo6lita/GA). O efeito
dos diferentes padrdes de carga da superficie dos suportes zeoliticos determinados por
potencial zeta foi correlacionado com os dados de imobilizacéo e de atividade enzimatica.
A Tabela 16 apresenta os valores de imobilizacOes e atividades enzimaticas em
funcdo do potencial eletrostatico dos suportes. Comparando a quantidade de enzima
imobilizada para as nanozeolitas puras com as quantidades imobilizadas para NH-
Nanozedlitas e GA-Nanozeolitas, verificou-se que a funcionalizacdo conduziu a um
aumento significativo na quantidade de enzima imobilizada, indicando que a carga da
superficie desempenha um papel crucial na imobilizacdo enzimatica. A partir dos

resultados de potencial zeta, apresentados na Figura 58, observa-se que a incorporacao
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do grupo silano influencia significativamente o potencial elétrico da superficie da
nanozeolita.

Inicialmente o pH da solucdo de imobilizacdo foi ajustado para 7,0 e, nestas
condicdes, a lipase é negativamente carregada. Todavia, os suportes silanizados com
APTMS apresentam cargas positivas, registrando medidas do potencial zeta dos
diferentes materiais que variaram entre 19,6-24,1 mV. Esse carater mais positivo dos
suportes silanizados aumenta a atrag@o entre o suporte e a enzima, fazendo com que as
cargas opostas expliqguem o aumento da quantidade de enzimas imobilizadas.

Na Figura 58, observa-se que as nanozedlitas puras apresentam cargas negativas
de potencial zeta nas condicdes praticas. Tais cargas negativas sofrem o efeito das forcas
de repulsdo na adsorcdo da enzima sobre o suporte nanozeolitico. Desse modo, a
guantidade de enzima imobilizada ¢ menor quando comparada com oS suportes
positivamente carregados.

Ademais, observa-se que a quantidade de enzimas adsorvidas nos suportes
Nanozeélita/NH e Nanozedlita/GA sdo semelhantes na maior parte dos suportes
avaliados, exceto para os derivados da amostra Nano-GIS. Isso explica-se,
primeiramente, pelas areas superficiais que sdo as mesmas; em segundo lugar, espera-se
que a quantidade de (-NH) em Nanozedlita/NH seja igual a quantidade de GA em
Nanozeolita/GA, ver item 3.2.3. Porém, o0s mecanismos de imobilizacdo sdo
completamente diferentes entre os dois métodos.

A analise se torna mais interessante, quando se correlaciona ndo apenas a
porcentagem de enzimas imobilizadas em funcdo do potencial eletrostatico, como
também a atividade enzimatica, cujos resultados séo apresentados na Tabela 16. A partir
deles, verificou-se que a maxima atividade (76,4 U/mg-solido) foi observada para o
suporte Nano-NaX/Ni-G, o qual exibiu a carga mais positiva (45,6mV) (Figura 58). Além
disso, o rendimento de imobilizacdo (97,7%) foi praticamente o maximo. Este dado
permite afirmar, seguramente, que a porcentagem de enzima imobilizada e a atividade
enzimatica sdo altamente dependentes, ndo apenas da estrutura cristalina do suporte
solido, como também do potencial eletrostatico predominante nesses sélidos. A titulo de
ilustracdo, podemos observar que o0 aumento da carga no suporte (Nano-TS1) de -34,2
para 30,2mV (Figura 58), proporcionou uma melhora no rendimento de imobilizacao de

31,9 para 98,5% e a um aumento na atividade de 15,6 para 56,0 U/mg-sélido (Tabela 16).
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A ocorréncia da maior adsorcdo da lipase em materiais positivamente carregados é
frequentemente discutida na literatura (Rong et al., 2007; Min et al., 2012).

Tabela 16 Efeito da funcionalizacdo no processo de imobilizacdo. Carga enzimatica oferecida
de 10mg proteina/g de suporte.

Suporte zeolitico Quant. de enzima Imobilizacéo Atividade
imobilizada no (%)* enzimatica
suporte* (U/mg suporte)
(mg/g suporte)
Nano-TS1 3,2 31,9 15,6
Nano-TS1/NH 9,8 97,6 48,0
Nano-TS1/GA 9,9 98,5 56,0
Nano-GIS 15 15,2 4,0
Nano-GIS/NH 3,0 30,2 56,0
Nano-GIS/GA 7,9 79,1 28,0
Nano-LTA 1,8 18,4 8,0
Nano-LTA/NH 9,7 97,1 68,0
Nano-LTA/GA 10 100 46,0
Nano-BEA 1,7 16,9 3,6
Nano-BEA/NH 10 100 76,4
Nano-BEA/GA 10 100 68,0
Nano-X 1,8 18,3 2,0
Nano-X/NH 7,7 76,6 74,0
Nano-X/GA 98 98,0 56,0
Nano-X/Ni 4.4 43,7 64,0
Nano-X/Ni/NH 9,6 95,6 76,0
Nano-X/Ni/GA 9,8 97,7 78,0

*Porcentagem de imobilizagdo = (massa de enzima na solugéo final (mrf)/ massa de
enzima na solucdo final m;))*100.

Uma outra hipotese para o aumento das atividades enzimaticas e os rendimentos
de imobilizacdo é a de que 0 aumento do brago espacador tende a aumentar a concentracao
de enzima imobilizada por ser mais reativo quimicamente e, uma vez que se encontra

mais longe do microambiente do suporte, reduz possiveis distor¢cdes na estrutura da
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enzima, tornando mais acessivel ao substrato, o que melhora o contato enzima/substrato
e uma maior transferéncia de massa, por estar mais distante do microambiente do suporte
que pode restringir este acesso (Adriano et al., 2005; Alptekin et al., 2011).

Diferentemente do que foi discutido anteriormente, a atividade ndo foi
diretamente proporcional a carga para os suportes Nano-GIS, Nano-LTA, Nano-NaX
Nano-BEA. Na Tabela 16, os dados obtidos para esses materiais indicaram que as
amostras funcionalizadas do aminosilanos, positivamente carregadas mas com menor
carga que as amostras de glutaraldeido, foram cataliticamente mais efetivas. As possiveis
explicacOes para esta relacdo inversa é que a adicdo da molécula de glutaraldeido pode:
(i) conduzir a aglomeracdo na superficie imobilizada, (ii) levar a redugdo da atividade
devido a restricdes espaciais, (iii) limitar o acesso do substrato aos sitios ativos da enzima,
(iv) distorcer a enzima devido a elevada reatividade do glutaraldeido, ocorrendo uma
orientacdo desfavoravel da enzima e (v) 0os grupos amino do suporte séo ativados por
dimeros de glutaraldeido que sdo altamente reativos em pH 7,0 nas condicdes
estabelecidas, o0 que também permite maior estabilizacdo da enzima. Esse efeito pode ser
ampliado, quando ocorrem varias ligacdes diferentes entre a enzima e a matriz de
imobilizacdo, principalmente devido a ligacdo cruzada ndo especifica do glutaraldeido
(Talbert e Goddard, 2012; Feng et al., 2013).

4.4.4 Producao de biodiesel com uso do 6leo de microalgas

Os teores de ésteres produzidos a partir do éleo de microalgas estdo apresentados
na Figura 60 e foram testados de modo a avaliar a eficiéncia dos diferentes suportes de
imobilizacdo. Todos o0s ensaios de producdo de biodiesel foram realizados da mesma
forma em condi¢des comparativas, seguindo os parametros determinados pelo método de
Box Benhken (item 4.3.8.2).

Os resultados da andlise por cromatografia gasosa (CG) do produto com enzimas
livres ndo foram incorporados para efeito de comparacao, pois as analises de imobilizacao
indicaram que uma elevada quantidade de enzima foi imobilizada nos suportes
silanizados e também nos suportes tratados com glutaraldeido que ligou covalentemente.
Portanto, considera-se que a producdo de biodiesel para a quantidade equivalente das
enzimas livres € maxima (98% de ésteres etilicos). Por outro lado, os dados de CG dos
teores de ésteres etilicos obtidos a partir do 6leo de microalgas com o uso dos

biocatalisadores (nanozedlita-enzima) para as nanozedlitas titanosilicalita (Nano-TS1),
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gismondina (Nano-GIS), familia A (Nano-LTA), beta (BEA), faujasita (NaX) e faujasita
tratada com Ni?* (NaX/Ni) foram avaliados em trés condicGes, de acordo com o0s
diferentes tratamentos que os suportes foram submetidos: enzima imobilizada nas
nanozedlitas puras (N-(Nanozedlita), enzima imobilizada nas nanozedlitas silanizadas
(N-(Nanozedlita)/NH) e nanozedlitas funcionalizadas com a adicéo de glutaraldeido (N-
(Nanozedlita)/(GA).

A partir dos dados da Figura 60, comparando o teor de ésteres produzidos por
analise de GC, constata-se que a lipase de T. lanuginosus, tanto por adsor¢do no suporte
silanizado, como por ligacdo covalente melhoraram a atividade catalitica quando
comparada com o suporte puro ndo tratado para todos os suportes avaliados. Verificou-
se que a lipase imobilizada nos complexos Nano-TS1/NH-TLL e Nano-TS1/GA-TLL
resultou em 56,4% e 55,6% de ésteres etilicos, respectivamente. Os dados indicam que 0
rendimento da producdo de biodiesel foi aproximadamente 4 vezes superior ao valor

determinado para o suporte ndo tratado (Nano-TS1-TLL); 12,6% de ésteres produzidos.

110 :] Nanozedlita pura: N-(Nanozedélita)APTMS v, N-(Nanozeélita) APTMS(GA)
100

04,6
|94,o
93,4
93,0

|89,8
[ 92,7

90 -
80 -

N?lﬁ

70 -

g_
60 - ﬁ; 7

50

[48.1

N44,9

40 -

Esteres Etilicos (%)

30 -

21,6
17,8

20 +

12,9

10 - o =

0 T |— T |— T T T T T T T T
Nano-TS1 Nano-GIS Nano-LTA Nano-BEA Nano-X/Na Nano-X/Ni
Biocatalisador

Figura 60 Porcentagem de ésteres etilicos produzidos para os diferentes complexos nanozeolita-
enzima de Thermomyces|anuginosusimobilizada. Condi¢des de Reacdo: 48h em 40°C razdo 6leo
microalgas: etanol igual 1:4 e 5% (m/m) da razdo O6leo:biocatalisador
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As amostras das nanozeolitas (Nano-LTA, Nano-BEA e Nano-X) comportaram-
se de forma diferente (conforme a Figura 60). Assim, para a lipase imobilizada por
adsorcdo no suporte silanizado, a producdo de ésteres etilicos foi maior quando
comparada com a amostra funcionalizada com glutaraldeido, obtendo-se rendimentos de
89,8%, 92,7% e 94,6% de ésteres etilicos para os complexos Nano-LTA/NH-TLL, Nano-
BEA/NH-TLL e Nano-X/Na/NH-TLL, respectivamente. Em comparacdo, a enzima
imobilizada por ligagdo covalente apresentou rendimentos de ésteres etilicos ligeiramente
inferiores quando comparados com a nanozedlita silanizada, o que provavelmente devido
a distorcdo na estrutura da enzima causada pela ligacdo covalente.

No caso do complexo Nano-BEA/GA-TLL o percentual de rendimento foi de
67,5% de Gleo convertido a ésteres etilicos e para o complexo Nano-X/GA-TLL o
rendimento foi de 71,6%. Opostamente, o complexo Nano-LTA/GA-TLL indicou uma
reducdo significativa, obtendo-se 44,9% de conversdo. Uma possivel explicacdo para tais
resultados é que a reticulacdo com glutaraldeido reduziu a acessibilidade do substrato aos
sitios cataliticos da enzima, em conformidade com a Tabela 16, indicando que, de fato,
pode ter ocorrido a distor¢cdo devido a sua elevada reatividade, a qual pode, também
reduzir os poros do suporte por reticulagéo.

Para os complexos (Nano-LTA/Na-TLL, Nano-BEA-TLL e Nano-X/Na-TLL) os
dados de producdo de ésteres etilicos foram muito baixos: 7,7%, 21,6% e 17,8%,
respectivamente. A partir do conjunto de dados obtidos de producdo de biodiesel,
observa-se que as nanozeolitas (Nano-LTA, Nano-BEA e Nano-X) funcionalizadas sdo
suportes mais eficientes para a imobilizacdo da lipase de T. lanuginosus do que o suporte
titanosilicato Nano-TS1.

Os suportes derivados da Nano-GIS apresentaram um comportamento
completamente diferentes dos demais suportes, embora o complexo Nano-GIS/NH-TLL
tenha obtido maior atividade enzimatica, quando comparado com o complexo Nano-
GIS/GA-TLL. Verifica-se, assim, que o rendimento de ésteres etilicos foi baixo (48,1%)
para o complexo (Nano-GIS/NH-TLL), enquanto que, para o complexo Nano-GIS/GA-
TLL, o rendimento de ésteres etilicos foi de 60,3%. Uma possivel explicacdo para essa
diferenca pode estar correlacionada a dois fatores: (i) a baixa dispersdo do catalisador
Nano-GIS/NH-TLL na reacdo e (ii) dentre os suportes funcionalizados esse apresentou a

menor quantidade de enzima imobilizada ~30,2%.
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Os resultados mais significativos na reacdo de transesterificacdo do 6leo de
microalgas a biodiesel foram novamente para os suportes com presencga de niquel na
estrutura, conforme descrito anteriormente no item 4.3.8.3. Este material também foi
funcionalizado com o intuito de mostrar que a caracteristica estrutural do suporte é
importante para testes de reuso do biocatalisador.

A Figura 60 mostra os teores de ésteres etilicos obtidos por cromatografia gasosa
das reacBes de transesterificacdo do dleo de microalgas com os trés diferentes
biocatalisadores. Em todos os casos a producdo foi acima de 90%. Para o complexo
Nano-X/Ni-TLL a producao de ésteres etilicos foi a mais elevada: 94,0%.

Os complexos Nano-X/Ni/NH-TLL e Nano-X/Ni/GA-TLL também obtiveram
um percentual elevado de conversdo de Oleo a ésteres etilicos (93,4 e 93,0%,
respectivamente), indicando que o processo de imobilizacdo por adsorcao fisica e por
ligacdo covalente no suporte ndo apresentou impacto negativo sobre a atividade do
biocatalisador na producéo de biodiesel.

Para suportes tratados com niquel, a geometria interna desse suportes nao foi
significativamente alterada com a adicdo de glutaraldeido, devido a sua caracteristica de
estrutura lamelar. Normalmente, a diminuicdo na atividade catalitica é observada em
virtude da alteracdo da carga superficial e da estrutura espacial da molécula de enzima
(Cunha et al., 2008; Huang et al., 2011). Diferentemente das outras estruturas
nanozeoliticas, os trés biocatalisadores obtidos apresentaram potenciais cataliticos
semelhantes, mas com caracteristicas estruturais completamente diferentes, sendo este

conjunto de catalisadores ideal para os testes de reutilizacao.

4.4.5 Reutilizagéo

A estabilidade do biocatalisador é um fator primordial a ser considerado para o
uso em aplicagBes industriais, uma vez que, quando reutilizado em varios ciclos de
reacao, pode ocorrer perda total ou parcial da atividade catalitica do biocatalisador devido
a dessorcdo da enzima e/ou do cétion de compensacdo no meio reacional. Logo, o
biocatalisador ideal pode nédo ser aquele que apresenta a melhor atividade catalitica inicial
e, nessas circunstancias, para determinar o potencial catalitico de um biocatalisador deve-
se considerar se a atividade catalitica é constante por varios ciclos reacionais.

Para determinar o potencial de reutilizacéo e investigar a for¢ca do mecanismo de

imobilizacdo da lipase em NH-nanozedlita e GA- nanozedlita, a lipase imobilizada nas



Resultados e Discussdes

179
diferentes formas foi avaliada em ciclos de reuso dos biocatalisadores. Os resultados de
trés ciclos de reacdo constante sdo mostrados na Figura 61, na qual verifica-se um
rendimento reacional de 86,7%, mantendo cerca de 93% da sua atividade catalitica inicial
para o complexo GA-Nanozeolita, apos os ciclos reacionais. Além disso, entre 0 2°e 0 3°
ciclo praticamente ndo houve perda da atividade catalitica. Esta pequena perda de
atividade inicial pode facilmente ser explicada, no caso da ligacéo covalente, é necessario
considerar que algumas enzimas podem ser adsorvidas pelo suporte, além daquelas que
se ligaram covalentemente. Portanto, nesta situacdo pode existir um efeito duplo, o que
poderia justificar a instabilidade inicial e 0 melhor desempenho nos outros ciclos.

A diminuicéo da atividade para a lipase imobilizada por adsorcao, provavelmente,
pode ser resultado da ocorréncia da dessor¢do da enzima, o que foi bastante evidenciada
em NH-Nanozedlita. Para o complexo Nano-X/Ni o teor de ésteres etilicos obtido foi de
70,2% apos trés ciclos, sendo a atividade remanescente de 71,6%. A atividade da lipase
em Nanozedlita/NH foi, contudo, significativamente reduzida, com a obtencéo de um teor
de ésteres de apenas 44,6% em NH-Nanozeo6lita ap6s trés ciclos e a porcentagem de

atividade remanescente foi de 47,7% (Figura 61).
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Figura 61 Reuso da lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada nas diferentes formas da
nanozedlita Nano-X trocada com niquel.
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O desempenho de reutilizacdo da lipase imobilizada ndo s6 demonstrou que a
lipase imobilizada em GA-Nanozeolita pode ser aplicada em sistema continuo de reacéo,
como também indica que ndo ocorre uma ligacdo forte entre a lipase e o suporte NH-
Nanozedlita, uma vez que a enzima pode ser facilmente dessorvida do suporte. Em
contraste, mesmo sendo uma imobilizacdo por adsorcao, a interacdo entre a enzima e 0
suporte no complexo Nano-X/Ni-TLL ¢é forte e uma possivel explicacdo para a
diminuicdo do rendimento de ésteres pode estar relacionada com a deposicao de glicerol
(subproduto da reacdo) na superficie do suporte.

Quando o suporte é ativado com o glutaraldeido promove uma maior
hidrofobizacdo do biocatalisador o que, consequentemente, reduz a adsor¢cdo do
subproduto da reacdo (glicerol) no seu microambiente, o efeito inibitério do glicerol é
minimizado. Outra informacdo importante € que a lipase imobilizada na Nanozeolita/GA

é mais estavel, comprovando estar covalentemente ligada.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Tendo em vista que o objetivo do trabalho foi sintetizar suportes nanozeoliticos

para imobilizar lipases proveniente de diferentes microrganismos e utilizar o complexo

nanozedlita/enzima na reacdo de transesterificacdo do 06leo de palma e do dleo de

microalgas para a producdo de biodiesel via rota etilica. Os dados experimentais obtidos

nesse estudo levaram as seguintes conclusoes:

5.1

5.2

Caracterizacdo das enzimas livres dos testes enzimaticos relevantes

As andlises de temperatura 6tima e estabilidade enzimatica das lipases mostraram
que a verdadeira “temperatura 6tima” é a temperatura na qual a enzima possui
uma atividade constante por um longo periodo de tempo, pois ocorreu uma perda
significativa de atividade enziméatica com 0 aumento do tempo de exposicao.

A zimografia de atividade de esterificacdo e a eletroforese foram métodos Uteis e
simples para a selecdo de lipases de alto potencial catalitico e maior grau de

pureza.

Caracterizacdo fisico-quimica das nanozedlitas puras e comparacdo dos

diferentes suportes zeoliticos/enzima no desempenho catalitico

Os resultados de (DRX), (ATR-FTIR), (RMN-MAS), (ICP-OES), (MEV), (MET)
e (AFM) para esses materiais indicam que as nanozedlitas titanosilicalita (Nano-
TS1), nanozedlita A (Nano-LTA), beta (Nano-BEA), gismondina (Nano-GIS) e
faujasita (Nano-X) foram sintetizadas de forma pura e com rendimentos
apropriados aos estudos de imobilizacdo e atividade enzimatica.

As analises quantitativas indicaram que os suportes puros foram capazes de
imobilizar a lipase de R. miehei. Os dados de atividade enzimatica mostraram que
cada nanozeolita tem uma maneira peculiar de interagir com a enzima estudada,
principalmente, de acordo com as diferentes propriedades fisico-quimicas de suas
estruturas. Contudo, o0s biocatalisadores preparados com 0s suportes
nanozeoliticos puros e a lipase de R. miehel foram menos ativos do que os suportes
ativados e, por isso, ndo foram usados para a producéo de biodiesel devido a baixa

atividade enzimatica.
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Caracterizacdo das nanozedlitas trocadas com cations de transicéo e o efeito

no desempenho catalitico dos complexos (nanozedlita/enzima) na transesterificacao

enzimatica de 6leo palma

A nanozedlita (Nano-X/Na) apresenta estrutura flexivel e suscetivel & troca idnica.
Quando este material foi modificado por troca ibnica utilizando espécies de
cations divalentes (Mn?*, Cu?*, Co?*, Zn?* e Ni?*) ndo apresentaram mudancas
estruturais significativas nas condic¢des (0,1M/16h). Todavia, nas concentragdes
molares (0,5M/36h), mudangas significativas foram observadas, devido a maior
incorporacdo do cétion na estrutura. Essas informagdes foram confirmadas por
DRX, FTIR-ATR, ICP-OES, RMN-MAS #Si, MEV, MET e Adsor¢éo de N>.

A troca idnica da nanozeolita (Nano-X/Na) direcionou a formacao de um material
lamelar, quando trocado em 0,5M (NiSO4)/36h, mas, levou a formacdo de
suportes mais ativos que afetam o grau de imobilizagéo e a atividade das lipases
de R. miehei e T. lanuginosus.

Estudo de otimizacdo do processo de transesterificacdo do 6leo de palma a
biodiesel pelo método Box-Behnken mostrou que a quantidade de catalisador tem
influéncia significativa no rendimento em ésteres etilicos. Obteve-se, desta
maneira, 0s melhores resultados em baixa razdo molar O:E de 1:4 e quantidade de
catalisador 5% (% em peso em relagdo ao 6leo).

Na avaliacdo do potencial catalitico dos complexos (nanozedlita/lipases
imobilizadas) na reacdo de transesterificacdo do 6leo de palma para a producao
de biodiesel. Embora todos os complexos derivados da Nano-X/Na com lipases
T. lanuginosus e R. miehei tenham sido capazes de catalisar essa rea¢do, o melhor
desempenho catalitico foi obtido com o complexo Nano-X/Ni/0.5M-TLL. Um
efeito sinergético foi observado devido a interacdo entre a superficie carregada
positivamente dos suportes zeoliticos tratados com Ni?* e a enzima T. lanuginosus
nas reagdes de transesterificacéo.

O uso comparativo de diferentes técnicas microscopicas mostrou-se uma
ferramenta importante para determinar as caracteristicas das nanozedlitas, tais
como: tamanho, topografia, morfologia e os planos cristalinos. As técnicas de
AFM e HRTEM, apesar de serem mais complexas e trabalhosas, apresentaram
mais detalhes dos materiais avaliados. Essas técnicas, juntamente com a técnica

de XPS da superficie, permitiram determinar de forma precisa as caracteristicas
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estruturais e a presenca de diferentes espécies de niquel do suporte Nano-
X/Ni/0.5M que podem ter contribuido para o efeito sinergético.

A analise de bioinformatica feita por simulagdes do comportamento dindmico das
lipases mostrou-se importante para propor um modelo robusto, pois justificou as
diferencas nos resultados experimentais das lipases de T. lanuginosus e R. miehei
e, também, as diferencas observadas quando se utilizaram suportes zeoliticos com

diferentes cargas de superficie liquida.

Caracterizacdo das nanozeolitas modificadas com agentes organicos e o efeito

no desempenho cataliticos dos complexos (nanozeo6lita/enzima) na transesterificacdo

enzimatica do 6leo microalgas

A superficie das nanozedlitas (Nano-TS1, Nano-BEA, Nano-GIS/Na, Nano-
LTA/Na, Nano-NaX/Na e Nano-NaX/Ni) foram quimicamente modificadas com
a adicdo do grupo aminosilano (3-Aminopropil-trimetédxisilano (APTMS)) e
funcionalizadas com glutaraldeido. A eficiente incorporacdo dos grupos organicos
foi confirmada por FTIR-ATR e Potencial zeta.

A modificacdo das superficies das nanozedlitas permitiu comparar dois tipos de
interacdo entre a lipase de T. lanuginosus e os diferentes suportes: ligacdo por
adsorcdo (nanozeodlitas puras e as nanozedlitas—NH) e ligacdo covalente
(nanozeolitas—-GA). A incorporacdo de moléculas organicas na superficie das
nanozeolitas ndo somente modificou a carga dos suportes de imobilizagdo, mas,
ainda, foi possivel verificar uma boa correlacdo entre a carga da superficie, a
interacdo, o grau de imobilizagdo e a atividade das enzimas. Nesse sentido, a
quantidade de enzima T. lanuginosusimobilizada e a atividade, seja para a ligacéo
por adsorcdo nas nanozeolitas(—NH), seja por ligagdo covalente nas nanozeolitas
(-GA) aumentou relativamente em compara¢do com as nanozedlitas puras.
Observa-se que o potencial eletrostatico da superficie do nanomaterial
desempenha um papel importante na avaliagdo dos suportes e que a
funcionalizacdo leva a formacao de suportes mais eficientes para essas condi¢es
experimentais.

Na avaliacdo do potencial catalitico dos complexos (nanozedlita/lipases
imobilizadas) nas trés formas (N-(Nanozedlita pura), (N-(Nanozeélita) APTMS) e

(N-(Nanozedlita) APTMS(GA)), provenientes das diferentes nanozedlitas na
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reacdo de transesterificacdo do 6leo de microalgas para a producédo de biodiesel,
a andlise do rendimento de ésteres indicou que tanto o complexo ligado por
adsorcdo no suporte silanizado como o complexo obtido por ligagdo covalente
produziram uma quantidade maior de ésteres etilicos em comparagdo com o
complexo enzima/nanozeo6lita-pura. Contudo, novamente observou-se que 0S
complexos funcionalizados para nanozedlita modificada com niquel (Nano-
XINi/NH-TLL e Nano-X/Ni/GA-TLL) foram os mais efetivos para producao de
biodiesel.

e Finalmente, os biocatalisadores obtidos, tanto por adsor¢do (Nano-X/Ni e Nano-
XINi/NH-TLL), como por ligacdo covalente (Nano-X/Ni/GA-TLL) foram
analisados em testes de ciclo reacionais continuos para a producdo de biodiesel.
A lipase imobilizada covalentemente apresentou o melhor desempenho, mantendo
93% da sua atividade catalitica inicial, ap0s trés ciclos reacionais. Enquanto que
a lipase imobilizada por adsorc¢ao no suporte Nano-X/Ni/NH perdeu grande parte

da atividade catalitica.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

Os resultados obtidos indicam que a nanozeo6lita Nano-X e Nano-LTA ativada por
troca idnica com niquel levam a formacdo de potenciais matrizes de imobilizacdo das
lipases de R. miehei e de T. lanuginosus.

Os resultados também indicaram que a funcionalizagcdo das nanozedlitas com
glutaraldeido pode ser um método utilizado na sintese de potenciais matrizes para
imobilizacdo de enzimas, obtendo-se suportes promissores e eficientes para a aplicacdo
em processos continuos de producdo de biodiesel a partir de novas fontes de substrato.

Considerando os desafios da matriz energética brasileira, especialmente, os
relacionados com a producdo de biocombustiveis oriundos de fontes limpas e renovaveis,
a exploragdo dessas nanozedlitas, principalmente com niquel presente na estrutura, tem
um valor cientifico e um desenvolvimento tecnoldgico bastante interessante para a
implantacéo da catalise heterogénea enzimatica no processo industrial visando a producao
de biodiesel proveniente de fontes de matérias primas alternativas que ndo entram em

conflito com a agricultura como: o 6éleo de palma e o 6leo de microalgas.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

As préximas etapas, para continuidade desse trabalho, e que poderdo ser

exploradas futuramente séo:

Vi.

Vii.

viii.

verificar se, de fato, ocorre limitacdo difusional ou distor¢do nos suportes
obtidos por troca idnica que imobilizaram grande quantidade de enzima, mas
obtiveram baixa atividade enzimatica, a partir da conducdo de pesquisas com
baixa carga de enzima a ser imobilizada;

investigacOes para determinar o ponto de saturacdo do suporte Nano-
XINi/0.5M com cargas maiores de enzima, oferecida para a imobilizacéo.
Sabe-se que uma maior concentracdo de enzimas pode melhorar a estabilidade
operacional dos biocatalisadores nos testes de reuso;

avaliar o uso dos melhores biocatalisadores obtidos em outras reacdes, tais
como a hidrolise, esterificacdo e hidroesterificacdo. Estas reacdes favorecem
0 uso de matérias-primas de baixa qualidade, ou seja, com elevado teor de
agua e alto indice de acidos graxos livres para a producao de biodiesel;
modificar a superficie das nanozedlitas, visando obter um microambiente
hidrofébico para diminuir a desativacdo pelo solvente da reacdo de
transesterificacdo (metanol ou etanol) e também pelo subproduto da reacdo
(glicerol). Essa mudanga poderd aumentar a estabilidade e o numero de ciclos
de reuso do biocatalisador;

estudar etapas de lavagem do biocatalisador com solventes hidrofilicos nos
testes de reuso para restaurar a atividade do biocatalisador ap6s a remogéo do
glicerol;

estudar sistemas hibridos (ligagdes covalente, adsor¢éo hidrofdbica e adsorcao
ibnica);

utilizar outros agentes de modificagdo como 3-glicidiloxi-propil-trimetoxi-
silano (doravante GPTMS, a sigla em inglés) para insercdo de grupos epoxi,
0s quais podem ser hidrolisados e oxidados para a formacéo de grupos glioxil,
altamente ativos para a imobilizagéo de enzimas;

realizar ensaios de estabilidade térmica e caracterizacdo dos biocatalisadores
quanto a pH 6timo, efeito da concentracao de substrato;

testar a adsorcdo ibnica, seguida de reticulacdo com o glutaraldeido para

reduzir a dessorgao e aumentar a hidrofobicidade.
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