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Resumo

RESUMO

Os principais objetivos do presente trabalho de pesquisa sao a sintese de
novos catalisadores zeoliticos, a avaliagdo de seus usos como possiveis matrizes
para imobilizacdo enzimdtica, e o uso desse complexo zeolita/enzima como
catalisador para produgéo de biodiesel. Inicialmente foram sintetizadas duas classes
de zedlitas: faujasita (FAU) e gismondina (GIS), em suas formas sédicas, e estas
zedlitas foram convertidas para as formas Cu®*, Ni* e Zn?" por troca idnica. Na
sequéncia foi avaliado o potencial desses materiais zeoliticos para imobilizacdo e
atividade lipolitica da enzima (Lipase de Rhizomucor miehei) na reag¢ao de hidrolise
do p-nitrofenil palmitato (pNPP) a p-nitrofenol (oNP). Os estudos de imobilizacédo
foram feitos variando os parametros térmicos do pré-tratamento do suporte zeolitico
e 0 meio catibnico dominante. Os resultados obtidos mostraram que dos 16 suportes
avaliados para imobilizacdo enzimatica, todos se mostraram capazes de imobilizar a
enzima em questdo e produzir atividade catalitica, no entanto, o melhor
compromisso entre imobilizagdo e atividade enzimatica foi obtido pelo complexo
LIPASE/GIS/Ni?* pré-tratada a 200°C. Este complexo que imobilizou 11,2 + 0,6% da
quantidade de enzima da solucao e obteve uma atividade de 13,278 U/mg-suporte.
Para as reagdes de transesterificagdo foram usados como catalisadores as zedlitas
puras (GIS/Ni** e GIS/Zn?*), enzimas livres (Lipases de Rhizomucor miehei) e
enzimas imobilizadas sobre as zedlitas (LIPASE/GIS/Ni?* e LIPASE/GIS/Zn**) para a
producéo de biodiesel a partir do 6leo vegetal (6leo de soja). Os resultados obtidos
indicaram que os dois complexos produziram biodiesel, no entanto, o teor de ésteres
metilicos de 56,2% produzidos pelo suporte LIPASE/GIS/Ni?* mostrou que houve
uma sinergia ao passo que para mesma quantidade de enzima na sua forma livre o
teor obtido foi apenas 39,3%. Finalmente novos materiais zeoliticos foram
sintetizados com o auxilio de direcionadores organicos (structure directing agents,
SDAs) derivados de (S)-Esparteina com o objetivo de sintetizar zedlitas com poros
maiores contendo vanadio em sua estrutura cristalografica. Estas estruturas sao
isomorfas a zedlita ETS-10, a qual tem potencial de realizar a reagdo de

transesterificagdo para a producéo de biodiesel.

Palavras chave: Biodiesel, Lipase, Imobilizacdo, Zedlita, (S)-Esparteina e

Vanadiosilicatos



Abstract

ABSTRACT

The main goals of this research work are the syntheses of new zeolitic
catalysts and their use as possible solid matrices for enzyme immobilization, and the
study this complex zeolite/enzyme as a catalyst for biodiesel production. Initially, two
different zeolites were synthesized: faujasite (FAU) and gismondine (GIS). The two
zeolites were first prepared in their sodic forms and thereafter they were submitted to
an ion exchange process in order to the replace the extra-framework Na* by Cu**,
NF* and Zn?*. The potential of these zeolitic materials for immobilization and lipolytic
activity of the enzyme (Lipase from Rhizomucor miehei) was evaluated through the
hydrolysis reaction from p-nitrophenyl palmitate (pNPP) to p-nitrophenol (pNP).
Several immobilization studies were performed and two main parameters were
singled out for this study: the thermal parameters or thermal stability of the zeolitic
support and the main dominant cationic medium. The results showed that all of the
16 prepared zeolitic supports were not only able to immobilize the enzyme, but also
they were able to show significant catalytic activity. However, the best compromise
between immobilization and enzymatic activity was obtained with the complex
LIPASE/GIS/NF* pre-treated at 200 C, since it was able to immobilize 11.2 + 0.6% of
the amount of enzymes in solution and an activity of 13.278 U/mg-support. The
transesterification reactions for the production of biodiesel from vegetable oils
(soybean oil) were performed with the following catalysts: zeolite pure (GIS/Zn** and
GIS/NF*), free enzymes (Lipases from Rhizomucor miehei) and immobilized
enzymes on zeolites (LIPASE/GIS/Zn’* and LIPASE/GIS/NF*). The results indicated
that two zeolite/enzyme complexes were able to produce biodiesel, but the content
of methyl esters of 56.2% produced by support LIPASE/GIS/NF* is a clear indication
of the occurrence of synergy for this system, since the same amount of enzyme in
its free form is able to produce a yield of 39.3% of methyl esters. Finally new
vanadosilicates iso-structural to the titanosilicate ETS-10 were synthesized using
organic directs (structure directing agents, SDAs) derived from (S)-Sparteine in the
sol-gel chemistry. The catalytic potential of these new vanadosilicates molecular
sieves for the production of biodiesel through the transesterification reaction will be
evaluated in the future.

Keywords: Biodiesel, Lipase, Immobilization, zeolite, (S)-Sparteine and Vanadium

Silicate.
I



Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS
Figura 1 Evolugdo do marco regulatério do biodiesel na matriz energética brasileira

Figura 2 Potencialidade das regibes brasileiras para a producdo de plantas

oleaginosas € gordura animMal ...........ooeeeiiiiiie e 28
Figura 3 Zedlita faujasita e gismondina vista ao longo do eixo [111].......cccceeeeeeeenn. 35
Figura 4 Unidades primarias de CONSIIUGAOD ........uuuuiiiieeeeeiieiiiiiiieee e e e e e esineeeeeee e 36
Figura 5 Unidades secundarias de CONSIIUGAD. .......ccourumreeeiiiiiieee e 37
Figura 6 Unidades poliédricas de CONSIUGAOD........uuurriieeriiiiiiiiiiieeee e eeeiieeeeee e e 37
Figura 7 Formacdo estrutural das zedlitasS A € Y ....ccooiiiiiiiiiiiiieeeee e 38
Figura 8 Esquema da formacgéo da zedlita sintética..........ccccvvvrieeeeeiiiiiiicieeeeee, 39

Figura 9 Esquema dos diversos tipos de seletividade de forma exibido por

catalisadores com base em ZeOlitas. ........coooiueriiiiiiiiiie e 42
Figura 10 Estrutura tridimensional da ETS-10........oooiiiiieeeeeeen 47
Figura 11 Esquema de reacdes para lipases atuando sobre ligacdes ésteres......... 48
Figura 12 Mecanismo de reagao das liPases ..........eeeeeeiiiiiiiiiiiiiieiiee e 50

Figura 13 Estrutura das formas aberta e fechada da Lipase de Rhizhomucor miehei
(RIVIL ). ettt e e e e e e e e e e e e e e e aee e e e e e an——reeaaaeeeeaa e nanaaraaaaaaaan 51

Figura 14 Principais métodos de imobilizacdo de enzimas .........ccccccoviiiiiiiieeeeenenn. 54

Figura 15 Quadro geral da producao de biodiesel baseada nas fontes de matérias

primas e nos catalisadores usados no processo de transesterificagao..................... 60
Figura 16 Difratograma experimental e o padrdo simulado da zedlita faujasita ....... 73
Figura 17 Micrografia eletrdnica da zedlita faujasita............ccccveeeeeeeiiiniiiiiiieeeeee, 73

III



Lista de Figuras

Figura 18 Difratograma experimental e o padrao simulado da zeélita gismondina. .74
Figura 19 Micrografia eletrdnica da zedlita gismondina............ccccceeveeeiiiiciiiiieeennenn. 75

Figura 20 Difratograma da zedlita faujasita na sua forma sédica em comparagao

com a trocada com os cations de cobre, zinCo € NIQUEL..........coeiiiiiiiiiiieeee e, 76

Figura 21 Difratograma da zedlita gismondina na sua forma sodica em comparagao

com a trocada com os cations de cobre, zinCo € NIQUEl..........ooiiiiiiiiiiiiii i, 77

Figura 22 Difratograma da zedlita gismondina trocada com cobre sem pré-

tratamento térmico em comparacdo com a GIS pré-tratada a 200°C e a 550°C....... 78

Figura 23 Difratograma da zedlita gismondina trocada com zinco sem pré-

tratamento térmico em comparacao com a GIS pré-tratada a 200°C e a 550°C....... 79

Figura 24 Difratograma da zedlita gismondina trocada com niquel sem pré-

tratamento térmico em comparacao com a GIS pré-tratada a 200°C e a 550°C.......80

Figura 25 Inibicdo enzimatica pelo cation de cobre. .........cccoocviiiiiiiiiiiciicieeeee 81
Figura 26 Inibicdo enzimatica pelo cation de ZiNCO .........coevieviiiiiiiieie e, 82
Figura 27 Inibicdo enzimatica pelo cation de niquel...........cccvviiieiieeiiiiiciiiiiieeeee, 82

Figura 28 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida, para a localizacéo e a

determinacao do grau de pureza da eNziMa. .......ccceeeeeeeeiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 83
Figura 29 Atividade enzimatica em fungcéo da temperatura para enzima livre ......... 91

Figura 30 Atividade enzimética em funcado da temperatura para enzima imobilizada

(L0 JET0) [To [0 TR 92

Figura 32 Estabilidade enzimatica do sélido a temperatura étima (44°C) para enzima

Taale] o]1174= 1o F- W UT TP 94



Lista de Figuras

Figura 33 Oleo e biodiesel medido qualitativamente por TLC para diferentes
[oF= 1 =11 F=To (o] (=TT OSRR 95

Figura 34 Porcentagem ésteres metilicos produzidos para diferentes quantidades de

enzimas livres utilizadas como catalisadores analisadas por cromatografia gasosa.....

Figura 35 Porcentagem ésteres metilicos produzidos para diferentes catalisadores
da zedlita gismondina (GIS) trocada com os cations de Ni** analisadas por
Cromatografid GASOSA . .....oiiuuieiiiiiee et e e 98

Figura 36 Porcentagem ésteres metilicos produzidos para diferentes catalisadores
da Zedlita gismondina (GIS) trocada com os cations de Zn?* analisadas por
Cromatografid GASOSEA. ....co ittt a e 98

Figura 37 MS-ES tedrico e experimental do composto organico (1)-Metil-iso-
ESPArTEINIUM .t e e e e e e e e e e e 100

Figura 38 MS-ES experimental do composto organico N,N° Dimetil-Esparteinium...

Figura 40 MS-ES experimental do composto orgéanico (N)-Etil-Esparteinium.......... 103
Figura 41 RMN '® C experimental do composto organico (N)-Etil-Esparteinium ...... 104
Figura 42 Difratograma da amostra da zedlita comercial ETS-10..........ccccvvvveeeennn. 106

Figura 43 Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template organico N(1)-
Metil-iso-Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (180°%C)........ccevveiiiiiiiiiiiieeeennnnn. 107

Figura 44 Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template organico N(1) -
Metil-iso-Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (230°%C)........cceeeeiriiiiiiiiiieeeennenn. 107



Lista de Figuras

Figura 45 Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template organico N-N’-
Dimetil-Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (180°%C) .....ccoooviiiiiiiiiiiiiiiniiinis 108

Figura 46 Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template organico N-N’-
Dimetil-Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (230°C). ....ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiinieieis 109

Figura 47 Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template orgénico N-
Etil- Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (180°%C). .......coveeieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeees 110

Figura 48 Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template organico N-
Etil- Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (230%C) ........ceeeveeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeens 110

Figura 49 Micrografia eletrobnica das amostras obtidas com cations orgéanicos

derivados de (S)-ESParteina..........coue oo 111

Figura 50 Avaliacdo do tempo reacional da producdo de biodiesel catalisado pela

BNIZIMIA LV e e e et 125

Figura 51 Potencial da catdlise enzimatica utilizando matéria prima de baixa
(o U =1 T F= T 1 PSP 126

VI



Lista de Tabelas, Esquemas e Equacbes

LISTA DE TABELAS E ESQUEMAS

Tabela 1 Condicoes de analise para determinacdao de ésteres metilicos por
Cromatografiad QASOSA......ceuiiiiiiiiiei e 70
Tabela 2 Dados cristalograficos do angulo de difracdo 2 theta (%) e intensidade

relativa de sinal dos padrdes de difracdo calculados para a zedlita faujasita Na-Y..

Tabela 3 Dados cristalograficos do angulo de difracdo 2 theta (%) e intensidade

relativa de sinal dos padrdes de difracdo calculados para a zedlita gismondina Na-P1

Tabela 4 Porcentagem de imobilizacdo e atividade enzimatica em funcao do pré-
tratamento da zedlita GiSMONAING.........coiiiiiiiiiee e 87
Tabela 5 Resumo das zedlitas sintetizadas com o auxilio dos direcionadores de
estruturas derivados de (S)-Esparteina.........coo i 89
Tabela 6 Porcentagem dos cations presentes antes e depois do processo de
imobilizagcdo nos suportes de imobilizagdo enzimatica da zedlita gismondina trocada
com os cations de cobre, niquel e zinco quando pré-tratadas a 200°C antes do
Processo de IMODIlIZAGAD. .....oeiiiii i 90

Esquema 1 Representacdo da reacao de transesterificacdo de uma molécula de
1gT0|[[oT=T g o =T o TP PPPPPPRT 30
Esquema 2 Esquema geral da producao de biodiesel catalisado por RML.............. 56
Esquema 3 Reacdes envolvidas em cada sintese de SDA preparado a partir de (S)-
S 0= U g (=Y [ - U PPSPRPR 63

LISTA DE EQUACOES

Equacao 1. Célculo da quantidade de enzima adsorvida sobre a matriz de

g Lo} o] 1172=To= T 1P 67
Equacao 2. Calculo da atividade lipolitica da enzima livre ..........cccceeeeeeeiciiiieeeennenn. 68
Equacao 3. Calculo da atividade lipolitica da enzima imobilizada...............cccceeee.... 68
Equacao 4. Determinacao do teor de ésteres metilicos .........ccveeeeeeeeiiiiiiciiieeeenenn. 71

VII



Lista de Abreviaturas

ABS
DRX
ETS
EtSPA
FAU
GIS

IZA
MeoSPA
MeSPA
MEV
MS-ES
pNP
pNPP
RML
RMN
SBU
SDS-PAGE
TLC

U.mg’-
suporte
U.mL™

LISTA DE ABREVIATURAS

Albumina de Soro Bovino

Difragéo de Raios-X

Engelhard Titanium Silicate
N-Etil-Esparteinium

Zedlita Faujasita

Zedlita Gismondina

International Zeolite Association
N,N"-Dimetil-Esparteinium
N(1)-Metil-iso-Esparteinium
Microscopia Eletrénica de Varredura
Mass Spectrometry- Electrospray
p-Nitrofenol

p-Nitrofenil Palmitato

Rhizomucor miehei Lipase
Ressonancia Magnética Nuclear
Secundary Bulding Units

Sodium Dodecy! Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Thin Cromatography Layer

Unidade de atividade enzimatica por miligrama de suporte

Unidade de atividade enzimatica por mililitros

VIII



Sumario

SUMARIO

1 INTRODUGAO ......cicieicnsacisssesssssesssssssss s s s s ss s sss s ssssssssassssssssssasssssssssssssanns 20
2 FUNDAMENTAGAO TEORICA .......comereccerensscssssssssessssssssssssssssassesssssssasssaes 22
21 Biodiesel ... 22
2.1.1 Importancia e Motivagao para o Uso do Biodiesel .........c.cooeecuviiiievineeeiennnnes 22
2.1.2 ASPECTOS HISTOMCOS ... et 24
2.1.2.1 A histéria do biodiesel N0 MUNAO .............ccccccuueeeeieiiieiiiieeeeee e 24
2.1.2.2 A histéria do biodiesel N0 Brasil................ccuuueeeeeeeeeeieiiiiiieiiieeeeeeeeeeeee 26

2.1.83 Matérias Primas Utilizadas para Producéao de Biodiesel no Brasil ............... 28
2.1.4 Tecnologias Aplicadas para Producao de Biodiesel............ccccouviieeeiiininnnns 29
2.1.5 Producgéo Industrial de Biodiesel ...........ooouiiiiiiiiiieeeeee s 31
2.1.5.1 CatalisSe ROMOGENEA..........coouuiiiiiiiiiiiiieeae e 31
2.1.5.2 Catalise Reterogénea. ..............coouuccuuueeiiiiiiiiieiiieeeee e 32
2.1.5.3 CataliS€ €NZIMALICA. ........ueueeeeeeiiiiiiieeeeee et e e e e e 33

2.2 Catalise Heterogénea de Biodiesel Mediada por Zedlitas ..................c.c....... 34
2.2.1 DefiniGA0 A& ZEOIAS ... .uueeeieiieee et 34
2.2.2 Propriedades Estruturais das Zeolitas..........ccueeveiiiiiiieiiiiiiiee e 35
2.2.3 SinteSE das ZEOITAS. ....uuueeiiiiiee e 38
2.2.4 US0S A€ ZEOIIAS.....cceeee e 40
2.2.4.1 TroCadOreSs IONICOS .........uueeeeeeeeiiieeiieeeeee e e e e et e e e e e e e eeeaaeeeas 40
2.2.4.2 Catalise Reterogénea. ..............oouuuceuuueeeiiiiiiiieiieeeee e 41
2.2.4.3 Imobilizagd0 @NZIMALICA. ...........oouiiuueeiiiiaie e 42

2.2.5 Aplicagdo de Zedlitas na Produgéo de Biodiesel.........ooviiiiiiiiiiniiiiinnnins 43
2.2.6 Sintese de Novas Zedlitas com Potencial para Producéo de Biodiesel ....... 45
2.2.6.1 Zedlitas a base de titanosilicatos — ETS-10........ccccceeeeeiiiiiiiiiiieenaenn. 45

2.3 Producao Enzimatica de Biodiesel Mediada por Lipases...............cccccuuuuneen. 47
P2 R B N o T= 1= USSP UPPRRPR 48
2.3.1.1 ASPECIOS QEIAIS .....cceuveeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 48

2.3.2 Lipases: Mecanismo de CataliSe.........uuveeieeiiiiiiiiiiiiiiieeee e 49
2.3.3 Ativacao Interfacial das Lipases ... 50
2.3.4 FONES A€ LIPASES ...ttt e e e 51
2.3.5 USOS 08 LIPASES ...ttt e e 52
2.3.6 IMobilizaga0 de LiPases .....ccoeeiiiiiiiieieeeeeeeeee e 53



Sumario

2.3.7 Produgéo Enzimética de BiodieSel ... 55
2.3.7.1 Pardmetros fisico—quimicos que afetam a producdo de biodiesel
Mediado POI lIPASES ........coooueeieiiieee et 57
2.3.7.2 Producgéo de biodiesel mediada pelo conjugado lipase/zedlita ........... 59
B JUSTIFICATIVAS --cereeeccmmerrasssnmnssssssssmssssssssnsesssssssnsssssssssnssssssssnnsssessssnssssessssnnssssssn 60
4 OBUETIVOS -eeteeiemmerirsssmmersassssmnsssassssmesssssssssssssssssnsssesssssmsssessssnnsssessssnnessesssnnnesssssn 62
O IO o) =] 10 I C 1= - L TSR 62
4.2 Objetivos ESPECITICOS .....uuueieiiiiieie e e 62
5 MATERIAIS E METODOS ......cocvuiuieiminiassessssssssssesssssssssssssssssasssssssssassessssssassenes 63
5.1 Materiais Utilizados ......ccooeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 63
5.2 Sinteses dos SDAs (Agentes Direcionadores de Estrutura)..........cccevveeeeeeeeenn. 63

5.2.1 Procedimento de Sintese do N(1)- Metil-iso-Esparteinium (MeSPA/
15 N RSP 64

5.2.2 Procedimento de Sintese do N-N’- Dimetil-Esparteinium (MeoSPA/
SDA ) i e e e e e e e e e e e e e e e aaraeaeeaa 64
5.2.3 Procedimento de Sintese do N-Etil- Esparteinium (EtSPA/SDA 3) ............ 64
5.3 Procedimentos de Sinteses dos Materiais ZeolitiCOS ........ccoovviiuiviiieieeeeeiennnnes 65
5.3.1 Sintese da Zedlita Faujasita (FAU).......ccoooaiiiieeeeeeeee s 65
5.3.2 Sintese da Zedlita Gismondina (GIS). ....ccooeiiiiiiiiiiiieeee e 65
5.3.3 Sintese dos VanadiosiliCatos.........ccoevveveeieiiieiiieeeeeeeee 66
5.4 Grau de Pureza da ENzZiMa ......ccoooiiiiiiiiiiiieeee e 66
5.5 Imobilizacdo Enzimatica em Materiais ZeolitiCoS .........coovvveeveeeeiiiiiiieeeeeeeeee 67
5.6 Medida de Atividade ENzimatiCa .........ccoevveeeeeiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67
5.7 Transesterificacdo para Producao de Biodiesel .........ccoovvvveiveiiiiiiiiieeieeeeeeeee, 68
5.8 ANAliSeS A0 BIOIESEN ......uueeeiiiiiieeieeeeeee e 69
5.8.1 Analises por Cromatografia de Camada Delgada (TLC). ......ccvvveveeeeeeeennes 69
5.8.2 Analises por Cromatografia Gasosa do Teor dos Esteres Metilicos .......... 69
5.8.2.1 Equipamento e parametros de utilizados na analise de ésteres........ 70

5.8.2.2 Procedimento da analise e calculo da porcentagem de ésteres

MELIICOS ..o 71

6 RESULTADOS. ... cceriescscce s rssssce s s e s s ssmse s s s s s ssms e s e e s s smn e s e s s smme s e e s s smmnnneessnmnenennsn 72
6.1 Sinteses das Zedlitas Faujasita (FAU) e Gismondina (GIS)........cccccceeveiunnnnen. 72
6.2 Comportamento dos Materiais Zeoliticos ap6s o Pré-Tratamento ................... 75

X



Sumario

6.2.1 Troca I6nica da Zeodlita Faujasita ... 75
6.2.2 Troca l6nica da Zedlita Gismondina..........ccoeevveveiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 76
6.2.3 Tratamento Térmico da Zedlita Gismonding ..........cceeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeees 77
6.3 Inibicao da Lipase pelo Cation Presente na SoluGa0 ........ccceeeeeeeeeeeeeceeeececenn, 80
6.4 Grau de Pureza da ENzima. .....ccoooeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 83
6.5 Imobilizacao e Atividade Enzimatica para Diferentes Suportes Zeoliticos ....... 83
6.6 Curvas de Atividade ENzimatica. .........coovveeiiiiiiiiiiiiieeeee e 90
6.7 Estabilidade ENZIMALICA ......coeeiiiiiiiiiiiiieeee e 93
6.8 ProduGao de BIOIESEL......ceeiiiiiiiiiieiieee e 95
6.9 Sintese de Novas Zedlitas com Potencial para Produgdo de Biodiesel e
IMODbIilizZaga0 ENZIMALICA ... .eeveieeeiiiiiieiieee e e 99
6.9.1 Sintese dos SDAs Derivados de S-Esparteina .......cccccoeeeeiiiiiiiiiiieeeeennnes 99
6.9.1.1 N(1)- metil-iso-esparteinium (MeSPA/SDAT) ......uuueeeueeeeeeeerrinnnarnnnanns 99
6.9.1.2 N-N"- dimetil-esparteinium (MesSPA/ SDA 2)..........cccccoueeeeeeeieaaannns 100
6.9.1.3 N-etil-esparteinium (EtSPA/SDA 3) ... 102
6.9.2 Sintese dos Novos Materiais Zeoliticos Obtidos a Partir dos SDAs
Derivados de (S)- Esparteina .........c..ueeeeeiiiiiiiii e 104
6.9.2.1 Materiais zeoliticos obtidos a partir dos SDA T ........cceeeeeeccveeveennnnnn. 106
6.9.2.2 Materiais zeoliticos obtidos a partir dos SDA 2...........ccooeeccuueeeeennnnn. 108
6.9.2.3 Materiais zeoliticos obtidos a partir dos SDA 3 .........ccoouuviciuieeeennnenn. 109
6.9.3 Morfologia dos Materiais Zeoliticos Obtidos a Partir dos SDAs Derivados
de (S)-ESParteing ........ueeeiiiiiiiiee e 111
7 CONCLUSOES. ......ccoerurerereresesssssssssssssss s ssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasanes 112
8 PERSPECTIVAS FUTURAS........ccccccmrrrssmmerssssssmsesssssssmsssssssssmssssssssmsssssssssmssssnsss 114
9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .........cocueceeeesesesesssesssesessesssesssessssessseses 115
ANEXOS .....ceceeiececerir s smce s se s s e e s s e s s s e e e e s s s n e e e e s m e e e e e s s nmneneessnneneeensnneneeassnneneeaan 125
ANEXO Tt e e e e e e e n e e e e aanraaeas 125
ANEXQO 2.ttt ettt e a e e e e e — e e e e e e nare e e e e nreeeeeannnaneeeans 126

XI



Introducao

20

1- INTRODUGAO

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 atdéxico e biodegradavel, proporcionando um grande beneficio
ambiental. Por ser um combustivel proveniente de diversas fontes de matérias-
primas (6leos vegetais, gorduras animais e 6leos de origem microbiana) o biodiesel
se destaca juntamente com o etanol como uma importante fonte alternativa de
energia no setor de biocombustiveis. Além disso, pode ser utilizado em todos os
motores convencionais a diesel com o desempenho e durabilidade do motor
semelhante ao diesel de petréleo.

A transesterificacao é a tecnologia predominante na producao 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 reacao sao
uma mistura de ésteres alquilicos (biodiesel) e glicerol.

As reacdoes de transesterificacdo podem ser catalisadas via catalise
homogénea, heterogénea e enzimatica. A maior parte da producdo de biodiesel é
feita por catalisadores homogéneos basicos (hidroxidos de sédio, hidroxido de
potassio e metdxido de sddio e de potassio) por serem relativamente mais baratos e
apresentarem uma alta reatividade. O uso de catalisadores homogéneos tem
inUmeras desvantagens para o processo de producdo em termos de separacao e
recuperacdo do catalisador. A separacdo do produto € mais complexa, sendo
necessaria a purificagao (neutralizacdo) do mesmo. A remocgao destes catalisadores
€ tecnicamente mais dificil, pois estdo misturados ao meio reacional, trazendo
custos adicionais ao produto final. Por outro lado, catalisadores heterogéneos tém
grandes vantagens na geracao de biodiesel, principalmente pelo fato de serem
recuperados ao final do processo, ou seja, menos custosos e ambientalmente
menos agressivos (menor geragdao de residuos liquidos). O biodiesel pode ser
produzido por catalisadores alternativos, tais como as enzimas, em particular as
lipases. Suas vantagens estado no fato da transesterificacdo enzimatica ser realizada
em condicdes amenas, ou seja, um menor consumo de energia, e também evita a
formacdo de sabdo devido a sua grande especificidade. Todavia, essas enzimas
apresentam como principais desvantagens seu alto custo e sua dificil recuperacao

no meio reacional. A imobilizacdo de enzimas, que consiste num acoplamento de
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enzimas a uma matriz sélida e inerte de origem organica ou inorganica, € uma das
maneiras encontradas para facilitar a separacéo e a recuperag¢ao da enzima de seu
meio reacional e de sua posterior reutilizacdo. Com o uso de enzimas imobilizadas,
€ possivel juntar as vantagens da transesterificacdo enzimatica com aquelas da
catalise heterogénea.

Devido a importancia do processo catalitico e da necessidade de obter
processos mais eficientes e com menores danos ambientais, inUmeras pesquisas
vém sendo realizadas com objetivos de aperfeicoar o processo. Uma boa parte
desses estudos lidam ou envolvem melhorias nos processos cataliticos e busca de
novas fontes de matérias primas para producdo de biodiesel. Estudos buscando
substituicdo de catalisadores convencionais homogéneos por heterogéneos,
enzimaticos e enzimas imobilizadas mostram que esta € uma area de grande
atividade cientifica. Assim, o enfoque deste trabalho foi a sintese e a caracterizagéao
de duas zedlitas tradicionais: faujasita e gismondina, utilizando-as como matrizes de
imobilizacdo para as enzimas lipoliticas com o intuito de, posteriormente, empregar o
conjugado enzima/zeodlita na reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja a
biodiesel.

Em paralelo, novas estruturas zeoliticas foram sintetizadas com o auxilio de
direcionadores de estruturas (SDAs) e com a intengcédo de obter novos catalisadores
heterogéneos com potencial para producao de biodiesel e também como potenciais

matrizes sélidas para imobilizacdo de enzimas.
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2- FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1- Biodiesel

O biodiesel € um combustivel renovavel, biodegradavel e atéxico obtido a
partir de matérias-primas bioldgicas, tais como: éleos vegetais e gorduras de animais
(MA; HANNA, 1999).

Este biocombustivel tem se mostrado uma promissora fonte de energia
alternativa e renovavel, pois é considerado por muitos como principal substituinte
parcial ou total do diesel de origem féssil (DE PAOLA et al, 2009; LI; ZONG; WU,
2009).

Juntamente com o etanol, o biodiesel compde uma importante fonte de
energia para o segmento de combustiveis. Ambos sdo denominados
biocombustiveis por serem derivados de biomassa, “matéria organica de origem
vegetal ou animal que pode ser utilizada para a obtencao de energia” (MA; HANNA,
1999; CHING; RODRIGUES, 2006).

O Art. 69 inciso XXIV da Lei n® 11.097/2005, que introduz o biodiesel na

matriz energética brasileira, define-o como:

Biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a
combustéo interna com ignigdo por compressao ou, conforme regulamento
para geracdo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou
totalmente combustiveis de origem féssil (BRASIL, 2005).

De uma maneira sucinta, a Lei n® 11.097/2005 afirma que biodiesel € um
biocombustivel produzido a partir de lipideos de ocorréncia natural (6leo vegetal ou
gordura animal) que visa substituir total ou parcialmente o diesel de petréleo.

2.1.1- Importancia e Motivacao para o Uso do Biodiesel

Nas ultimas décadas, fontes de combustiveis fosseis estdo sendo reduzidas
devido ao rapido aumento da populagcdo e da industrializacdo em todo o mundo.
Essas mudancas tém ocasionado um amplo debate a respeito da preservacao
ambiental e da conservacao das fontes naturais de energia nao renovaveis, visando
o desenvolvimento de fontes alternativas de energia em substituicdo aos
combustiveis de origem féssil. Desta maneira, grandes esforcos estdo sendo feitos
com o intuito de minimizar a dependéncia mundial do petréleo (YAGIZ; KAZAN;
AKIN, 2007).
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Atualmente as fontes alternativas de energias renovaveis, por serem mais
favoraveis ao meio ambiente, assumem um papel de grande destaque,
principalmente pelas seguintes razdes: 1) as previsbes futuras apontam para a
possivel finitude das reservas de petréleo; 2) as maiores reservas de petréleo
exploradas atualmente estdo em areas geogréaficas de conflito, 0 que gera uma
inseguranca energética no que diz respeito aos constantes aumentos de preco e a
irregularidade de fornecimento; 3) as novas jazidas para extragao do petréleo estao
situadas em areas geograficas de dificil acesso o que gera uma elevado custo para
a sua extracdo e, 4) as mudancas climaticas causadas pelas emissdes de gases
precursores do efeito estufa liberados pelas atividades humanas e pelo uso
excessivo de combustiveis fésseis, que agravam os problemas ambientais,
reorientam o mundo contemporaneo para a busca de novas fontes de energia
renovaveis que proporcionam uma série de melhorias ambientais, dentre elas a
reducdo das emissdes gasosas € que assegurem o desenvolvimento sustentavel
(LINHARES, 2008; NARASIMHARAO; LEE; WILSON, 2007).

A maior parte da energia consumida no mundo provém do petréleo,
combustivel de origem fossil. Essa fonte de energia € limitada, ndo renovavel e de
dificil degradabilidade (FERRARI et al, 2005). Além disso, os derivados do petroleo
sao0 os principais responsaveis pela geracao dos gases do efeito estufa (CO, COs,,
SOx, NOx). A atual frota de veiculos de transporte de carga no Brasil € movida,
principalmente, por motores a diesel. Sua alta eficiéncia é uma vantagem, no
entanto, a grande quantidade de gases danosos ao meio ambiente é um de seus
grandes inconvenientes (AMARAL, 2009; KOZERSKI; HESS, 2006; LINHARES,
2008).

As vantagens do biodiesel quando comparado ao petrodiesel sdo muitas,
além de ser fonte de energia renovavel e biodegradavel. Dentre as vantagens
relacionadas ao meio ambiente, podemos citar: apresenta baixas emissdes de
poluente (SO., halogéneos, fuligem e CO), balangco de massa no caso do CO,
(emissdo provocada pela queima do combustivel é compensada pela absorcéao
deste gas pelos vegetais), auséncia de compostos aromaticos nos gases exauridos
e a possibilidade de reciclagem do 6leo residual de fritura ou rejeito de gordura
animal (amenizando problemas ambientais) (YAGIZ; KAZAN; AKIN, 2007). Com
relacio ao desenvolvimento social, principalmente em paises em
desenvolvimento, ha possibilidade de producdo e comercializacdo de oleaginosas
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por pequenos produtores, com fixacdo do homem no campo, geracao de renda e
inclusé@o social pela agricultura familiar (NAVAES et al, 2009). Relacionado a fonte
de matéria-prima o biodiesel pode ser produzido a partir de varias oleaginosas
diversificando a matriz energética para um melhor aproveitamento das
potencialidades de cada regido (RANGANATHAN; NARASIMHAN; MUTHUKUMAR,;
2007). Além do mais, pode ser utilizado em todos motores a diesel convencionais
com desempenho e durabilidade do motor semelhante aos combustiveis fosseis.

No entanto, as principais desvantagens do biodiesel estdo associadas ao
alto custo quando comparado com o petrodiesel (LI; ZONG; WU, 2009) e ao
processo catalitico, no qual grande parte da produgdo € feita com catalisadores
homogéneos (alcalinos ou acidos), que requerem matéria-prima de alta qualidade e
geram residuos liquidos (MACARIO et al, 2008).

2.1.2- Aspectos Historicos
2.1.2.1- A histéria do biodiesel no mundo

A ideia de se usar 6leos vegetais como combustivel diesel surgiu a mais de
100 anos atras, e foi proposta por Rudolf Diesel, o préprio inventor do motor movido
a diesel, quando ele apresentou na feira mundial, realizada em Paris em 1900, um
motor movido a 6leo de amendoim como fonte de combustivel. A utilizagdo de 6leo
vegetal no motor diesel foi estimulada pelo governo francés, que tinha a intencao de
obter a auto-suficiéncia energética, diminuindo assim a dependéncia de suas
colénias africanas e também minimizar os custos relativos as importacées de carvao
e de combustiveis liquidos (BOZBAS, 2008; KNOTHE, 2001).

Durante os 30 anos seguintes houve uma queda no incentivo para uso do
6leo vegetal in natura como combustivel, causada pelo baixo custo do éleo diesel de
origem féssil favorecido pelas descobertas de grandes jazidas no oriente médio, por
mudancas politicas no governo francés (incentivador inicial) e por razdées técnicas
aliadas as suas propriedades fisico-quimicas (alta viscosidade e baixa volatilidade)
(LINHARES, 2008).

Todavia, o primeiro relato do que hoje é conhecido como biodiesel foi em
1937 com a patente depositada pelo cientista G. Chavanne da Universidade de
Bruxelas (Bélgica). Esta patente descreveu a alcodlise, atualmente conhecida como
transesterificacdo, obtida pela catalise basica do 6leo de palma para separar os
acidos graxos do glicerol pela substituicao do glicerol por um éalcool de cadeia curta
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metanol e etanol. Os ésteres formados puderam ser utilizados como combustivel
(KNOTHE, 2001).

As primeiras experiéncias com o uso comercial do biodiesel na Europa
surgiram no periodo da Segunda Guerra Mundial (1939-1945). O inicio da guerra
gerou uma insegurancga energética no que diz respeito aos constantes aumentos de
precos e a irregularidade de fornecimento dos derivados de petrdleo, e os béleos de
origem vegetais brutos passaram a ser utilizados nos motores em situagdes
emergenciais. Na China, por exemplo, combustiveis liquidos semelhantes ao diesel
de petréleo foram produzidos a partir do craqueamento de 6leo de tungue. Ja na
mesma época, propds-se 0 uso de ésteres metilicos e etilicos obtidos a partir da
transesterificacdo de 6leos e gorduras, baseado nas ideias do cientista belga G.
Chavanne (POUSA; SANTOS; SUAREZ, 2007). No entanto, ao final da guerra, em
1945, com o encerramento do conflito mundial, os precos foram normalizados, o que
proporcionou uma desaceleracdo no incentivo ao uso de biocombustiveis.
Entretanto, alguns paises como os EUA, Alemanha e india mantiveram suas
pesquisas com 0Oleos vegetais e atualmente estdo entre as nacbdes que lideram a
producdo mundial de biodiesel (CHING; RODRIGUES, 2006).

As crises do petroleo das décadas de 70 e 80 do século XX, ocasionadas pelo
agravamento dos conflitos no Oriente Médio, provocaram novamente inseguranca
no abastecimento mundial e subita elevacdao no preco do barril do petréleo. Além
disso, as alteracdes climaticas decorrentes das emissdes de gases causadores do
efeito estufa e seus impactos ambientais foram fatores que serviram como incentivos
para que os governos buscassem novas alternativas renovaveis. A partir desse
momento houve a retomada de ideias a respeito das novas fontes energéticas
(SUAREZ, 2007).

A década de 1990 ficou marcada pelos importantes avangos no que diz
respeito ao notavel aumento na oferta de derivados alternativos de biomassa aos
combustiveis de origem fossil e ndo-renovavel. Atualmente, o potencial do biodiesel
como fonte energética de combustivel € um dos assuntos mais discutidos no ambito
académico e industrial. A Unido Européia, os EUA e varios outros paises, inclusive o
Brasil, ja produzem o biodiesel em escala mundial. Esses paises estao realizando
diversos estudos e esforcos significativos para implementar o desenvolvimento de

novas tecnologias para a geragdao de biocombustiveis de 22 geracdo, com novas
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fontes de matérias-primas e diferentes rotas cataliticas para a substituicdo do 6leo
diesel derivado do petréleo (DABDOUB; BRONZEL; RAMPIN, 2009).

2.1.2.2- A histéria do biodiesel no Brasil

No Brasil, a ideia de se estudar combustiveis alternativos surgiu na década de
1970 em funcado do choque do petréleo. A elevada dependéncia das importagdes de
petréleo no periodo motivou o pais a iniciar o Programa Nacional de Alcool —
PROALCOOL. Esse programa tinha como objetivo a substituicdo de parte da
gasolina utilizada como combustivel na frota nacional de veiculos comuns por élcool
hidratado e, ainda, a utilizacdo do alcool como aditivo a gasolina (alcool anidro).
Além da diminuicdo na dependéncia de fontes de energia ndo renovaveis, haveria
um ganho ambiental devido ao fato de que menos poluentes seriam liberados
durante o processo de combustao (RATHMANN et al, 2005).

No entanto, no mesmo periodo surgiu, timidamente, a ideia de incorporar o
biodiesel na matriz energética brasileira que comecou a ser delineada com o Plano
de Producdo de Oleos Vegetais para Fins Energéticos (PRO-OLEO). Na época, a
meta estipulava adicionar 30% de 6leos vegetais ou derivados ao 6leo diesel e, apds
um longo periodo de tempo, a meta era a total substituicio do mesmo. Infelizmente
algumas experiéncias acabaram nao evoluindo na ocasido, por varias razdes,
incluindo-se a diminuicao dos precos do petroleo e o desinteresse da PETROBRAS,
juntamente com o alto custo da producédo e o esmagamento das oleaginosas. Esses
fatores foram determinantes para a desaceleragéo do programa, que foi abandonado
em 1986 (CHING; RODRIGUES, 2006; PARENTE, 2003; POUSA; SANTOS;
SUAREZ, 2007).

No final do século XX, acompanhando a tendéncia mundial, o Brasil
direcionou sua atencdo para projetos destinados ao desenvolvimento do biodiesel.
Em 2002, o programa PROBIODIESEL propbs substituir até 2005 todo o diesel
consumido no pais por B5, uma mistura de 5% de biodiesel com 95% de diesel, e
apds 15 anos substitui-lo pelo B20, uma mistura composta de 20% de biodiesel com
80% de diesel (CHING; RODRIGUES, 2006).

O governo federal brasileiro, ao notar a crescente demanda mundial por
combustiveis de fontes renovaveis e o potencial brasileiro de solo e de clima que
atendem grande parte dessas necessidades criou no final do ano de 2003 a
Comissdo Executiva Interministerial (CEl) e o Grupo Gestor (GG), ambos
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encarregados da implantacao das ac¢oes para producao e uso do biodiesel no pais.
Os estudos e relatorios da CEl e do GG subsidiaram a formulagdo do Programa
Nacional de Producédo e uso do Biodiesel (PNPB), lancado em dezembro de 2004.
Este programa visou organizar a cadeia produtiva, definir as linhas de financiamento,
estruturar a base tecnoldgica e editar o marco regulatério do novo combustivel
(CHING; RODRIGUES, 2006; SUAREZ, 2007).
As principais diretrizes do PNPB s&o:

1. Implantar um programa sustentavel, promovendo inclusao social;

2. Garantir precos competitivos, qualidade e suprimento, e

3. Produzir o biodiesel a partir de diferentes fontes oleaginosas e em regides

diversas.

O biodiesel se insere na matriz energética brasileira como um aditivo,
segundo o marco regulatério (Lei n® 11.097/2005, publicada no Diario Oficial da
Unido em 13/01/2005), — Figura 1 — a qual previa o uso opcional de B2 (mistura de 2
% de biodiesel com 98% de diesel) até o inicio de 2008, e a partir dessa data,
passaria a ser obrigatério seu uso até 2013, podendo atingir valores de até 5%
de biodiesel na mistura. Ap6s 2013, seria obrigatério o uso de B5, podendo chegar a
utilizacdo do biodiesel puro (B100) mediante autorizacdo da Agéncia Nacional do
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (BRASIL, 2005). Desde 1° de janeiro de
2010, o d6leo diesel comercializado em todo o Brasil contém 5% de biodiesel. Esta
regra foi estabelecida pela Resolugcao n® 6/2009 do Conselho Nacional de Politica
Energética (CNPE).

Marco regulatério

para o biodiesel Mistura Mistura Mistura Mistura
Lei 11.097/05 voluntaria compulséria + facultativa compulséria
—\\\ & B2 B2 BS B5

1 \ | \ | \
Biodiesel | 1 1 v
Jam'EEJEJS\ Jan/2008 \ Jan/2013 \

fase 1 fase 2 fase 3
Tempo necessario Estruturader Regulador Mercado
para cadeia produtiva do mercade do mercade maduro

se organizar

Figura 1. Evolugao do marco regulatério do biodiesel na matriz energética brasileira.
Fonte: ABIOVE (2005) apud Rathmann et al, 2007.
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2.1.3 — Matérias Primas Utilizadas para Producao de Biodiesel no Brasil

As matérias-primas para a producdo de biodiesel podem ser originadas de
6leos vegetais, gorduras de animais e de origem microbiana (algas). Enquadram-se
na categoria de matérias primas provenientes de oleaginosas: algoddao, amendoim,
dendé, girassol, mamona, pinhdo manso e soja. As matérias-primas de origem
animal comumente transformadas em biodiesel sdo: o sebo bovino, a banha suina, a
gordura de aves, entre outras matérias graxas de origem animal. Sdo também
consideradas matérias-primas para biocombustiveis os 6leos de descarte, gorduras
animais e Oleos ja utilizados em frituras de alimentos, resultantes de
processamentos domésticos, comerciais e industriais (PARENTE, 2003).

No caso das oleaginosas, a sua producdo depende de caracteristicas
especificas de cada regidao na qual é cultivada e esta diretamente relacionada as
condigdes climéaticas e do solo. Com o intuito de ilustrar a distribuigdo de cada
matéria-prima no territorio brasileiro, 0 mapa abaixo (Figura 2) permite a visualizacéo
das regides brasileiras com suas respectivas fontes de matérias-primas (6éleos
vegetais e gorduras animais) para producdo de biodiesel (CHING; RODRIGUES,

2006; LIMA, 2005).
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Figura 2. Potencialidade das regides brasileiras para a producéo de plantas
oleaginosas e gordura animal. Fonte: BIOLATINA, 2009.
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Embora o Brasil apresente excelentes perspectivas de cultivos para
oleaginosas em diversas regides do pais, torna-se evidente a necessidade de
estudos sobre 0 zoneamento agricola de diversas oleaginosas fornecedoras de 6leo
vegetal para producdo de biodiesel, entre elas o pinhdo manso, a macauba, o
babacu, o dendé, dentre muitas outras oleaginosas (CHING; RODRIGUES, 2006).

2.1.4- Tecnologias Aplicadas para Producao de Biodiesel

Segundo Ma & Hanna (1999), existem trés técnicas de processamento que
podem ser aplicadas para a obtencao de biodiesel a partir de 6leos vegetais (puros
ou residuais) e de sebo animal: pir6lise, microemulsificagéao e transesterificagao.

A pirdlise refere-se a mudanca quimica causada por aplicacao de calor para a
obtencdo de um composto simples a partir de um composto complexo. Esse
processo também é conhecido como craqueamento. Oleos vegetais podem ser
cragueados para reduzir viscosidade (MA; HANNA, 1999). A pirdlise e o
cragueamento de 06leos e gorduras resultam na producdo de alcanos, alcenos,
alcadienos, cicloalcanos, alquilbenzenos, acidos carboxilicos e pequenas
quantidades de produtos aromaticos (DEMIRBAS, 2009). Oleos vegetais e gorduras
animais sao facilmente craqueados com o uso de um catalisador adequado
(RANGANATHAN, 2007), conseguindo-se assim a redugédo de sua viscosidade e 0
melhoramento do seu numero de cetano. No entanto, as desvantagens desse
processo incluem o alto custo do equipamento de destilagdo para a separagao das
varias fraces. Além disso, a composicao quimica do produto obtido foi similar ao
diesel de petréleo contendo enxofre, fazendo com que esse combustivel ndo seja
ambientalmente correto (DEMIRBAS, 2009; MA; HANNA, 1999).

A microemulsdo é outra técnica que tem sido reportada na literatura para
produzir biodiesel e os componentes de uma microemulsdo de biodiesel incluem
combustivel diesel, 6leo vegetal, alcool, surfactante e um agente para melhorar o
indice de cetano em adequada proporcao. Alcodis de cadeia curta, tais como
metanol, etanol e propanol, sdo usados como aditivos para diminuir sua viscosidade;
alcodis maiores sao usados como surfactantes; e nitratos alquilicos sdo utilizados
como agentes para melhorar o indice de cetano (RANGANATHAN, 2007). A reducao
da viscosidade aumenta o numero de cetano e melhora as caracteristicas spray, o

que estimula o uso de microemulsdes. Contudo, o seu uso prolongado pode causar
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problemas como: entupimento no injetor, formacdo de depdsito de carbono e
combustéo incompleta (MA; HANNA, 1999).

A tecnologia predominante na producdo de biodiesel é a transesterificacao
metilica de 6leos vegetais, dos quais 6leos vegetais ou sebo animal sao misturados
com metanol e, auxiliado por um catalisador, produz biodiesel. O uso de metanol, na
maioria dos paises, deve-se ao elevado custo do etanol. No Brasil, a rota metilica
também é utilizada para producdo de biodiesel, porém devido a abundancia de
etanol proveniente da cana-de-acucar ja existem industrias que adotaram a rota
etilica para esse empreendimento (CHING; RODRIGUES, 2006).

Transesterificacdo é o termo geral usado para descrever uma importante
classe de reacdes organicas na qual um éster é transformado em outro através de
troca de grupos alcoxidos (SCHUCHARDT; SERCHELI; VARGAS, 1998).
Quimicamente, na transesterificacdo de 6leos vegetais as moléculas de triglicerideos
reagem com o alcool de cadeia curta, metanol ou etanol, na presenca de um
catalisador. Os produtos dessa reacdo sdo uma mistura de ésteres alquilicos
(biodiesel) e glicerol, podendo ter como produtos intermediarios diglicerideos e
monoglicerideos. O componente de alta viscosidade, o glicerol, é removido e,
portanto, o produto final tem baixa viscosidade semelhante ao combustivel fossil (DE
SOUSA, 2010). Sendo assim, a acao quimica de transesterificagao de triglicerideos
€ uma série de reacdes na qual ocorre a quebra de uma molécula de triglicerideo
realizada em trés etapas como mostra o esquema 1.

R,COOCH, HOCH, HOCH, HOCH,
| Catalisador Catalisador |
1* Etapa FG,COOC|H + CH,OH =—= R,COOCH + R,COOCH, 2'Etapa R,COOCH + CHOH —— HOCH + R,COOCH,
R,COOCH, R,COOCH, R,COOCH, R,COOCH,
Triglicerideo Diglicerideo Diglicerideo Monoglicerideo
HOCH, HOCH, R, COOCH, HOCH, R,COOCH,
Catalisador Equagéo Catalisador
3"Etapa  HOCH + CHOH —— HOCH + R,COOCH, Geral R,COOCH +3 CH,0H HOCH + R,COOCH,
R,COOCH, HOCH, RSCOOFHz HOCH, R,COOCH,
Monoglicerideo Glicerol Triglicerideo Glicerol  Esteres Metilicos

(Biodiesel)

Esquema 1 - Representacdo da reacdo de transesterificacdo de uma molécula de
triglicerideo e trés moléculas de alcool (metanol) na presenca de catalisador para formar
ésteres de acidos graxos e glicerol, com a formacdo dos possiveis intermediarios
diglicerideos e monoglicerideos.

A reacao global apresentada no esquema 1 mostra que trés moléculas de

CH3;OH reagem com cada molécula de triglicerideo na presenca de um catalisador
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para produzir uma molécula glicerol e trés moléculas de ésteres metilicos. Todavia a
reacdo ocorre em trés etapas com a formacdo dos possiveis intermediarios
diglicerideos, monoglicerideos e finalmente glicerol. Um mol de éster é liberado em
cada etapa e embora a estequiometria da reacao seja 1:3 na relacao triglicerideos e
alcool, na pratica, é necessario um excesso de alcool devido ao carater reversivel da
reacao (DEMIRBAS, 2009; MA; HANNA,1999).

O biodiesel apresenta como principais caracteristicas altos pontos de fulgor e
combustédo, maior lubricidade e elevada viscosidade quando comparado ao diesel de
petréleo. Contudo, sua viscosidade € o Unico parametro que pode afetar o
desempenho do motor a diesel. Os diglicerideos e os triglicerideos sdo os principais
responsaveis pelo aumento na viscosidade de 6leos vegetais puros e o controle da
viscosidade do biodiesel é importante para garantir um funcionamento adequado dos
sistemas de injecao e bombas de combustivel (CABALLERO et al, 2009; ROYON et
al, 2007).

2.1.5- Producao Industrial do Biodiesel
A producéo de biodiesel pelo processo de transesterificacao pode ser realizada
industrialmente por trés vias: catalise homogénea, catalise heterogénea e catélise

biolbgica.

2.1.5.1- Catalise homogénea

Hoje em dia o processo mais amplamente usado para fazer biodiesel é a
transesterificacdo alcalina de triacilgliceréis com metanol utilizando catalisadores
basicos homogéneos. Os catalisadores homogéneos basicos mais comuns sao o
hidréxido de sédio (NaOH), o hidréxido de potassio (KOH), os carbonatos e os
metilatos de sodio (Na2CO3; e CH3;NaO, respectivamente); ao passo que 0s
catalisadores homogéneos acidos mais comumente usados sao os acidos cloridricos
(HCI) e &cidos sulfbnicos.

Os catalisadores homogéneos apresentam como principais vantagens o baixo
custo, o tempo reacional e o rendimento. Segundo De Sousa et al (2010), a
producédo de biodiesel pela catalise homogénea é realizada em temperatura baixa
(60°C) e tempo reacional de 90 minutos, tendo um rendimento de aproximadamente
98%. Todavia, tanto os catalisadores homogéneos acidos, quanto basicos

apresentam uma série de desvantagens e problemas técnicos para o processo de
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producédo de biodiesel por transesterificacdo, e a superacdo dessas desvantagens
acaba acarretando custos econémicos e ambientais (GRANADOS et al, 2007;
HOYDONCKX et al, 2004; MA; HANNA, 1999). Entre as principais desvantagens
ocasionadas pelo uso de catalisadores homogéneos podemos citar:

a) Dificil separacao do catalisador e do produto final;

b) Ocorréncia de saponificacdo e de emulsao devido a presenca de agua e
acidos graxos livres presentes tanto nos 6leos vegetais como na gordura
animal (sebo);

c) Geracdo de grande quantidade de residuo, principalmente agua, para
limpeza e separacao do biodiesel do glicerol;

d) Catalisadores basicos em geral sdo altamente sensiveis a presenca de
agua e acidos graxos livres presentes tanto no sebo animal, quanto nos
6leos vegetais;

e) Catalisadores 4&cidos sdo muito mais lentos na reacdo de
transesterificagcdo para producéao de biodiesel, e geralmente requerem um
grande excesso de alcool para a reagao ocorrer na diregcao da formacgao

de biodiesel.

2.1.5.2- Catalise heterogénea

Na literatura aparecem diversos catalisadores heterogéneos, dentre eles
estdo as zedlitas, as enzimas (imobilizadas), os 6xidos, as argilas, entre outros.
Estes materiais, que tem como principal caracteristica o fato de serem sdélidos,
podem ser divididos em trés sub-grupos: catalisadores sélidos alcalinos,
catalisadores sélidos &cidos e enzimas imobilizadas. Estes sub-grupos podem
apresentar caracteristicas acidas ou basicas, dependendo de sua composicao
(DABDOUB et al., 2009).

Os catalisadores heterogéneos, ambientalmente corretos, possuem
inUmeras vantagens em relacdo aos catalisadores homogéneos, e entre elas

podemos citar:

a) Os catalisadores heterogéneos acidos ndo sédo sensiveis a alta presenca
de acidos graxos livres e ao conteddo de agua contido no sebo ou no éleo
de fritura descartavel. Isso implica que problemas sérios como a

saponificacdo e a emulsao seriam menos frequentes;
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b) Os catalisadores heterogéneos podem ser facilmente recuperados no final
do processo de transesterificagdo, simplesmente por uma filtracao;

c) Os catalisadores heterogéneos acidos apresentam um turnover bastante
elevado e sao bastante especificos para essas reacdes podendo ser
utilizados vérias vezes;

d) No processo final haveria economia de energia (menos energia para
eliminar a agua e compostos volateis dos sebos e dos éleos de frituras
descartaveis) e menos geracao de lixo, principalmente gasto de agua para
limpeza do biodiesel.

Entretanto, sua problematica ocorre devido a necessidade de altas
temperaturas, pressdo e elevado tempo de reacdo, ocasionando uma baixa
aplicabilidade industrial neste setor. Apesar destes empecilhos, os catalisadores
heterogéneos sdo a esperanca na evolucdo dos processos de producdo de
biodiesel (DABDOUB et al., 2009; PINTO et al., 2005).

2.1.5.3- Catalise enzimatica

Além do processo industrial de producao 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.

A utilizagédo de lipases e de enzimas em geral em escala industrial apresenta
diversas vantagens comparada a catdlise quimica homogénea. Entre as vantagens
da utilizacdo de enzimas podemos citar: a condicdo de reacao moderada, a baixa
quantidade de alcool em relacdo a quantidade de éleo, a facil recuperacdo do
produto e as operacdes simples para recuperacdo do glicerol ou para eliminar o
catalisador, sendo este um processo ambientalmente correto (BARON, 2008;
YAGIZ; KAZAN; AKIN, 2007). Além disso, a producdo de biodiesel por lipases
permite 0 uso de substratos de baixo preco, tais como banha, sebo (enzimas
termofilicas) e 6leos vegetais descartados de restaurantes e de uso domésticos, os
quais apresentam conteudo de agua e de &acidos graxos livres superiores aos
normalmente utilizados (MACARIO et al, 2008). Embora as vantagens cataliticas das
enzimas sejam muitas, ha algumas limitacées para seu uso em processos industriais

devido, principalmente, ao alto custo de obtencao da enzima desde o isolamento



Fundamentacgao Tebrica

34

até a purificacdo e a perda do catalisador ao final do processo (ZANIN;
MORAES, 2004).

Conforme podemos notar tanto os catalisadores heterogéneos como os
catalisadores enzimaticos apresentam vantagens e desvantagens, porém, quando
empregados simultaneamente podem oferecer amplas possibilidades de inovacao
tecnoldgica na area de energia renovavel, especialmente na geracdo de bioenergia
€ na procura de um sistema otimizado ou aperfeicoado que elimine ou diminua

essas desvantagens na producédo de biodiesel.

2.2- Catalise Heterogénea de Biodiesel Mediada por Zeodlitas
2.2.1- Definicao de Zedlitas

Zedlitas constituem uma classe de aluminossilicatos cristalinos que é
caracterizada por sua estrutura aberta. Elas sdo constituidas de tetraedros TOg4
(onde T é um atomo com coordenacgéo tetraédrica, Si ou Al) que sao unidos por
atomos de oxigénios para formarem uma estrutura tridimensional contendo janelas,
canais e gaiolas de dimensbdes moleculares. Os tetraedros TO4 nas zedlitas séo
aproximadamente regulares, com os angulos T-O-T em torno dos atomos de
oxigénio no intervalo de 125° a 180°, sendo essa uma das razdes da existéncia de
tantas estruturas diferentes. Outros materiais microporosos préximos das zedlitas
tém sido sintetizados. A estrutura do esqueleto desses materiais contém uma grande
variedade de combinacdo de elementos, como por exemplo, Al e P (WILSON et al
,1982), B e Si (MEYER et al ,1985), Ga e Si (NEWSAM; VAUGHAN, 1986), Ga e Al
(PARAISE, 1985), Si, Al e P (LOK et al, 1982) ou outro &tomo em combinacao com
Al e P (FLANIGEN et al, 1986). A férmula geral de uma zedlita a base de
aluminossilicato pode ser escrita como:

M™* [ (SiO2)x (AlO2)y]. n H2O
cations extra-rede rede fase adsorvida

A relacédo entre o atomo T (T=Al, Si) e o a&tomo 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 relacdo Si/Al. Essa carga negativa € neutralizada pela
presenca dos cations metalicos ou organicos. Os cations extra-rede estao
geralmente localizados nos canais e cavidades, podendo ser trocados pelo
tratamento de troca ibnica com uma solucdo salina em condigbes fisico-quimicas

apropriadas.
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O terceiro componente da formula geral é a fase adsorvida. Esta € dada
geralmente como agua na férmula acima, porém, pode ser também um componente
organico, como por exemplo, o benzeno. O componente agquoso 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 zedlitas
(esqueleto cristalino, cations extra-rede de compensacao e a fase adsorvida) sao
alvo de intenso interesse e desempenham um papel cujo grau de importancia varia
de acordo com a sua aplicacao (DAVIS, 2002).

A Figura 3 mostra a estrutura cristalografica da zedlita faujasita Y e
gismondina. Neste caso, a zedlita faujasita de férmula molecular [NazssCais.4]
[Si134.4Al57.60384].263(H:0) e a gismondina [(Ca®*)s  [AlgSigOsz].16(H20)
(INTERNATIONAL ZEOLITE ASSOCIATION). A zedlita faujasita Y é uma das
zellitas mais amplamente estudadas, tanto no ambito académico como no industrial
(NERY et al, 1997; NERY et al, 2000).

(a) (b)

Figura 3. Zedlita Faujasita (a) e Gismondina (b), respectivamente, vista ao longo do
eixo [111]. Fonte: INTERNATIONAL ZEOLITE ASSOCIATION (1ZA)

2.2.2- Propriedades Estruturais das Zedlitas
A maioria das propriedades fisico-quimicas das zedlitas estd diretamente
relacionada a sua estrutura cristalogréafica, que € muito complexa. Por essa razdo, a

caracterizacao e a descricao estrutural dos materiais zeoliticos € muito importante.
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Para explicar as estruturas cristalograficas das zedlitas, utilizam-se recursos
didaticos como a divisdo em subunidades com o intuito de descrevé-las e classifica-
las, sendo que as mais simples sao as chamadas unidades de construcao primarias
e secundarias, até se chegar as unidades mais complexas, as unidades de
construgao poliédricas.

Nas zeolitas, a unidade estrutural basica (unidade primaria de construcao) é a
configuracdo tetraédrica de quatro atomos de oxigénio ao redor de um atomo
central, geralmente Si e Al. A figura 4 ilustra as unidades primarias que sao 0s
tetraedros TO4 (onde T é um atomo com coordenacéo tetraédrica Si, Al, P, Ga, B,
Be, etc.), no qual cada atomo T possui 4 ligagdes, enquanto que o O possui 2,
formando assim uma rede tridimensional (BAERLOCHER, MEIER, OLSON, 2001;
GHOBARKAR, SCHAF, GUTH, 1999).

Figura 4. Unidades primarias de construcao.

Embora seja dificil imaginar a constru¢do de uma estrutura espacial continua
e complexa através de uma simples unido de um pequeno numero de tetraedros, a
unidade de formacao dessas estruturas pode ser facilmente visualizada por meio da
existéncia de unidades secundarias de construcdo (Secondary Bulding Units ou
SBU). As SBU sdo 16 unidades propostas por Meir (1968) e sao 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 estao
representadas na figura 5 e as ligacdes sao ilustradas pelo desenho de linhas retas,
que representam as pontes de oxigénios conectando duas unidades tetraédricas
(BAERLOCHER, MEIER, OLSON, 2001; GHOBARKAR, SCHAF, GUTH, 1999;
SMART, MOORE, 1995).
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Figura 5. Unidades secundérias de construcao.

A terceira e Ultima ramificacdo é obtida através das varias maneiras com que
as unidades secundarias de construgcdo se unem para formar uma estrutura
tridimensional, contendo canais e poros interconectados. Dessa forma, as estruturas
das zedlitas podem ser mais facilmente visualizadas empregando-se o conceito de
unidades poliédricas de construcao (BAERLOCHER, MEIER, OLSON, 2001;
GHOBARKAR, SCHAF, GUTH, 1999; SMART, MOORE, 1995). A figura 6 mostra as
diferentes unidades poliédricas de construcao existentes.

Figura 6. Unidades poliédricas de construcdo. A = 4-anéis, B = 6-anéis, C = gaiola
0, D = gaiola 4-4, E = 8-anéis, F = gaiola ¢, G = gaiola y, H = gaiola 6-6, | = gaiola
sodalitica, J = gaiola levina, K = gaiola chabazita, L = gaiola a, M = gaiola erionita, N
= supergaiola faujasita (GHOBARKAR; SCHAF; GUTH, 1999).

Por exemplo, a gaiola sodalitica (figura 6- |) consiste de um octaedro truncado
formado por anéis de 4 e 6 tetraedros e que facilmente descreve a estrutura das
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zellitas A e Faujasita, zedlita esta isoestrutural das zedlitas sintéticas X e Y,

conforme mostrado na figura 7.

Zadlita A

o-T-0

Unidade Poliédrica

Gaiola de Sodalita

Zebdlita Y

Figura 7. Formacao estrutural das zedlitas A e Y. Fonte: (SMART; MOORE, 1995).

Embora a gaiola sodalitica possa ser usada para descrever tanto a zeodlita A
quanto a Y, podemos observar na figura 7 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 &tomos T com didmetro de entrada
de 7,4 A, e apresenta dois sistemas de canais interconectados entre si, ilustrado na
figura 7, sendo um sistema formado pela unido de supergaiolas a e outro sistema
formado pela conexao alternada de sodalita e supergaiolas a. No caso da zedlita A o
sistema de poros tridimensionais é formado pela conexdo alternada de gaiolas
sodaliticas e gaiolas 4-4, resultando numa abertura de 8 a&tomos T com diametro de
4,2A (SMART, MOORE, 1995; WEITKAMP, 2000).

2.2.3- Sintese das Zeolitas
A sintese tipica de zedlitas 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 zedlitas com alta razdo Si/Al, moléculas organicas
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atuando como agente direcionador de estrutura (“template” organico ou SDA). Os
cations metdlicos 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 sodio ou o ion fluoreto (F-). O template
organico € uma espécie organica soluvel em agua, como por exemplo, 0s sais

quaternarios de amdnia (Figura 8).

M® OH(F)

Solidos Amorfos

Si—-0-Al Pporos

Figura 8. Esquema da formacéao da zedlita sintética. Fonte: (CUNDY; COX, 2005).

Os processos fisico-quimicos que ocorrem durante as sinteses de zedlitas
sado bastante sensiveis ao tipo dos reagentes e a ordem de adicao dos mesmos.
Outros fatores criticos sédo a velocidade de agitacao do sistema (homogeneizacao da
mistura reacional), o envelhecimento do gel, a temperatura e o tempo de
cristalizacao. Existem muitas rea¢des quimicas que ocorrem durante o processo de
cristalizacdao das zedlitas durante a sintese as interagcdes entre as espécies

organicas e inorganicas sao muito complexas (CUNDY; COX, 2005). Sendo assim,
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fazendo variar a composicdo da solugcdo (ou gel de sintese) e as condicoes
operacionais, € possivel sintetizar materiais com caracteristicas estruturais e
composicoes quimicas diferentes.

As sinteses de novas estruturas zeoliticas, com propriedades caracteristicas
diferentes podem ser obtidas ajustando-se varidveis que participam do processo de
sintese, como temperatura, pressao, pH, fontes de aluminio, silicio e contra-ions
catibnicos. Para formar diferentes espécies zeoliticas, usam-se direcionadores
organicos e também cétions na interacdo com a rede negativa formada nas ligagdes
tetraédricas entre silicio e aluminio (CUNDY; 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, 2007).

2.2.4- 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 ibnica e
seletividade catalitica fazem das zeodlitas materiais bastante utilizados em diversos
setores industriais, dentre elas destacam-se a adsorcdo a capacidade de troca
ibnica e a catalise. Entre suas utilizagdes, podemos citar seu uso como adsorvente,
dessecante, descontaminante de material radioativo, suporte para liberacéo lenta de
fertilizantes e fabricacdo do cimento. Ainda ha estudos de sua aplicacdo na
descontaminacdo de solo e no tratamento de efluentes contendo metais pesados.
Outra aplicacdo importante, porém mais recente, € o uso de zedlitas para
imobilizagdo enzimatica. Abaixo sdo apresentados trés exemplos de utilizacdo das
zedlitas como trocadores ibnicos, como catalisadores heterogéneos e como suporte

para imobilizacdo enzimatica.

2.2.4.1- Trocadores iGnicos

Zedlitas tém a capacidade de realizar troca ibnica parcial ou total através de
tratamento apropriado com uma solugao salina. O uso de zedlitas nessa area ocorre
principalmente na industria de detergentes na qual a zedlita A é usada para remover

ions de Ca* de &guas duras. A zedlita nesse caso substitui o indesejavel
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tripolifosfato de sédio. Todavia, apesar de os fosfatos nao serem tdéxicos para o meio
ambiente, quando lancados em rios e lagos eles causam sérios problemas
ocasionando um desequilibrio ecoldgico, pois sdo nutrientes para algas (causadoras
do fendbmeno de eutrofizacao) que rapidamente se proliferam.

Outras aplicacdes das zeodlitas como trocadores i6nicos incluem o tratamento
de aguas contendo lixo radioativo (KING; CAMPBELL, 1984) e na horticultura onde
eles sao incorporados aos fertilizantes para o controle do nivel de nitrogénio do solo
(TORII, 1978).

2.2.4.2- Catalise heterogénea

Outra area de muitas aplicacdes das zeodlitas € em catélise heterogénea.
Principalmente por esta razédo, as zedlitas se tornaram os principais catalisadores
atualmente estudados, agindo de forma bem efetiva em varios tipos de reacdes. As
zellitas possuem muitas propriedades fisico-quimicas, interessantes, o que as
tornam extremamente Uteis nessa area. A alta estabilidade térmica de sua estrutura
cristalina a base de aluminossilicato as tornam ideais para serem usadas como
catalisadores e suportes, devido ao fato de que a catalise industrial sempre ocorre
em condicdes de altas temperatura e pressdo. A grande superficie interna das
zeodlitas, tipicamente entre 300-700 m? g™, assegura uma alta concentragéo de sitios
ativos cataliticos e a facilidade de troca i6nica fornece uma maneira facil de mudar a
natureza ativa desses sitios. Finalmente, a arquitetura dos poros faz das zedlitas
catalisadores com seletividade de forma, uma vez que a estrutura dos poros controla
a forma do reagente que entra na zedlita, a forma do produto que vai sair ou a forma
do estado de transicdo dentro das zeolitas. Esse fendbmeno da seletividade nas
zellitas pode ser usado para conduzir uma reacao catalitica na direcao do produto
desejado, evitando reacdes paralelas indesejadas e esta ilustrado na figura 9.

A seletividade de forma é bem ilustrada na converséo do alcool em produtos
olefinicos usando zedlita A trocada com célcio, figura 9a. Nesse caso, apenas 0s
alcoois primarios de uma mistura primaria e secundaria de alcoodis, podem entrar na
zedlita e serem convertidos em olefinas (NEWSAM; VAUGHAN, 1986).

A seletividade por produto pode ser exemplificada pelo processo de
isomerizacdo do xileno, ilustrado pela figura 9b, o qual é catalisado pela zedlita
ZSM-5. O produto p-xileno € altamente desejavel porque é matéria-prima para a

sintese de poliéster. A reacdo de isomerizacao ocorre via formagcdo de um ion
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carbénio e pode em teoria fornecer o orto-, meta- e para-xileno. O isdmero para-
xileno é termodinamicamente o menos favorecido dos isémeros, mas devido a sua
forma relativamente linear pode se difundir na zedlita mais rapidamente e, portanto,
ser o produto predominante (OLSON et al, 1981).

A seletividade do estado de transicdo pode determinar o curso de certas
reacdes, como ilustrado na figura 9c. Por exemplo, a catdlise acida de trans-
alquilagdo do metil-etil-benzeno a 300°C, cujo produto 1-metil-3,5-dietilbenzeno é
aproximadamente um terco da composi¢ao de equilibrio e é dificilmente observada
quando o catalisador a base de zedlita modernita € utilizado. Presume-se que isso
se deva a alta energia do estado de transicdo precedente para a formacao desse
produto dentro dos canais da zeolita (CSICSERY, 1984).

]
NN — B S AR —— e YT

] ~
/VYD

(a) Seletividade do reagente

CH,OH +—@ —_— ©/= @\-,-__- @ — _@_

(b) Seletividade do produto

ST —
v — ———@f-

(¢) Seletividade do estado de transicio

Figura 9. Esquema dos diversos tipos de seletividade de forma exibido por
catalisadores com base em zedlitas. Fonte: (SMART; MOORE, 1995).

2.2.4.3- Imobilizacao enzimatica

O uso de zedlitas como suporte de imobilizacdo enzimatica é considerado a
maneira mais apropriada de combinar as vantagens de ambos catalisadores
heterogéneos e enzimaticos. Este processo de imobilizagdo de enzimas em suportes
zeoliticos ja vem sendo explorado, com sucesso, ha cerca de uma década,
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principalmente para as zedlitas mais tradicionais (GONCALVES et al, 1996;
GONGALVES et al, 1997; LIE; MOLIN, 1991; SERRALHA et al, 1998).

As zedlitas em si apresentam propriedades bastante interessantes as quais
permitem que essa imobilizacdo possa ser feita. Dentre elas podemos citar a sua
facilidade de modulagdo, o comportamento hidrofilico/hidrofébico, o carater
acido/base, a resisténcia mecanica e quimica, a morfologia e o tamanho do cristal, a
area da superficie externa e total, e o di@dmetro do poro. A facil
dispersao/recuperacado das zeodlitas em agua representa uma vantagem adicional
(MACARIO et al, 2007). Um dos mais importantes parametros na composicao da
estrutura da zedlita € a proporcdo Si:Al. De fato, a quantidade de aluminio da
estrutura cristalina determinara o balango de carga total da zedlita, além disso a
quantidade e os diferentes tipos de cations de compensacado necessarios para
estabilizar a estrutura zeolitica influenciardo drasticamente as caracteristicas
hidrofébica/hidrofilica e acido/base da zedlita (SERRALHA et al,1998).

As zedlitas em sua maioria apresentam poros de abertura de 7-8A, nessas
condigdes nenhuma enzima (ou outra molécula organica maior que o didmetro e
abertura desses poros) podem penetrar nestas cavidades internas. Sendo assim,
ndo ha uma imobilizagdo no interior da zedlita e a adsorcdo da enzima ¢ feita
somente na superficie externa do cristal (GONCALVES et al, 1996). A adsorcédo de
enzimas sobre a superficie sélida pode envolver mudangas conformacionais na
molécula da enzima devido as interacdes entre ela e o suporte. Geralmente as
enzimas podem ser adsorvidas tanto em suportes hidrofilicos quanto em suportes
hidrofébicos, sendo que ha pouca diferenca entre a quantidade de enzima adsorvida
em ambos. Em suportes hidrofilicos pode ocorrer uma competicdo com as enzimas
pela agua disponivel; no entanto, quando ambos sdo completamente hidratados, os
suportes hidrofilicos levam a uma alta concentragédo de agua no microambiente das
enzimas e, assim, as reacgdes hidroliticas sdo favorecidas em relacdo a sintese
(GONGCALVES et al, 1997).

2.2.5- Aplicacao de Zedlitas na Producao de Biodiesel

Atualmente, ha um grande interesse em substituir os catalisadores
homogéneos &cidos e basicos nos processos de producdo de biodiesel. Nesse
contexto, ha um grande interesse no desenvolvimento de novos catalisadores, com

foco principalmente naqueles que seguem um processo catalitico heterogéneo.
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Dentre os novos catalisadores estdo as zedlitas, as quais trazem uma série de
vantagens quando utilizadas no processo de transesterificacdo dos triglicerideos
(vide secao 2.1.5.2).

A aplicacdo de -catalisadores a base de zeodlitas no processo de
transesterificacdo para producao de biodiesel € bastante recente, e a maior parte
desses estudos estdo relacionados a catalisadores zeoliticos na sua forma bésica.
Corma et al (1998) estudaram a transesterificacdo do 6leo de soja como
catalisadores basicos mesoporosos, tais como Cs-MCM-41, e também como Cs-
sepiolite, hydrotalcites. Os resultados foram pouco satisfatérios devido a problemas
com baixa conversdo e saponificacdo. Leclerq et al (2001) estudaram a zedlita
faujasita Y e X tratada com Césio e observaram o mesmo comportamento. O
material a base de titanio-silicato ETS-10 também foi estudado para a reacdo de
transesterificacédo, tendo sido submetido a um processo de troca ibnica com metais
alcalinos terrosos mais eletropositivos, tais como K*, Cs*, visando um aumento em
sua basicidade (LOPEZ et al, 2005; PHILIPPOU; ANDERSON, 2000). Estes
catalisadores apresentam uma alta taxa de conversao dos triacilgliceridios no caso
dos Oleos vegetais, todavia, problemas como saponificagcdo e emulsificacdo nao
foram evitados. Ainda foi possivel observar que para os éleos que apresentavam um
excesso de 4cidos graxos livres acima de 5%, os catalisadores perdiam
completamente a sua atividade catalitica.

A literatura traz outros exemplos do uso de zedlitas na reacdo de
transesterificacdo de dleos vegetais a biodiesel. Entre eles, Suppes et al. (2004)
realizaram experimentos bastante detalhados com uma série de zedlitas de
diferentes composicées quimica e estrutural. As zedlitas testadas para a
transesterificacdo do 6leo de soja foram: NaX, NaY, KX, CsX, (Cs,K)X, ETS-10, K-
ETS10, Cs-ETS10 e (Cs,K)ETS10. Os dados obtidos para esses catalisadores, na
faixa de temperatura de 150°C resultaram nos seguintes teores de ésteres metilicos,
respectivamente: 23,9; 11,1; 31,5; 24,2; 27,3; 95,8; 93,8; 88,5 e 88,1%. Ja na
faixa de temperatura de 120°C, os teores de ésteres metilicos, respectivamente,
foram: 15,4; 9,6; 22,7; 18,7; 20,9; 94,6; 93,5; 85,5¢e 83,9%.

A potencialidade do uso de zedlitas e outros catalisadores heterogéneos
acidos para a producao de biodiesel podem ser evidenciados no crescente nimero
de patentes envolvendo novos processos com zedlitas tradicionais (RAMANATH;
NAYANTARA, 2007; ZHANG, 2008). No entanto, eles ainda sédo bastante
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especificos para certas fontes de 6dleos e apresentam problemas técnicos de
processamento, deixando assim aberta a questao de novos catalisadores.

2.2.6- Sintese de Novas Zeodlitas com Potencial para Producao de Biodiesel

O uso de zedlitas para producdo de biodiesel tem se limitado ao emprego de
zellitas tradicionais como as faujasiticas, NaX, ZSM-5, zedlita Beta e aos
titaniosilicatos. O emprego destas zedlitas apresenta resultados aceitaveis no
tocante a porcentagem de biodiesel formada (RAMANATH; NAYANTARA, 2007;
ZHANG, 2008). Porém, para o uso efetivo desses catalisadores em escala industrial
para geracao de biodiesel é necessario a sintese de novas familias de materiais
zeoliticos que apresentem canais e cavidades maiores, e estes novos tipos de
estruturas zeoliticas podem ser obtidos por meio do uso de direcionadores organicos
de estruturas (Structure Directing Agents, SDAs). A zedlita ETS-10 ja foi utilizada
como catalisador heterogéneo para producao de biodiesel. Todavia, outros materiais
isormorficamente similares a ETS-10, podem ser interessantes e uma possivel
maneira de obté-los é usando SDAs no meio reacional (sol-gel), porém, com outros

metais de transicdo em sua rede cristalina.

2.2.6.1- Zedlitas a base de titaniosilicatos — ETS-10

Em 1983, Taramasso e seus colaboradores reportaram a sintese de uma
zedlita, isoestrutural a silicalita contendo titdnio na rede cristalina e a nomearam de
TS-1, que vem de Titanium Silicate (titanio silicato), essa possuia baixa porcentagem
de titanio (2,5%) e esse apresentava coordenagcao tetraédrica. O produto
titAniosilicato mostrou ser um catalisador extremamente eficiente como catalisador
de oxidacao, particularmente em conjunto com o peréxido de hidrogénio (H>O.). O
TS-1 foi o primeiro exemplo de atomos heterosubstituidos em uma zedlita com uma
atividade quimica significativa (CUNDY; COX, 2003). Devido a suas caracteristicas
de grandes poros e estabilidade térmica, a ETS-10 é um dos mais importantes
materiais microporosos sintéticos que apresentam estrutura mista de octaédrica e
tetraédrica da atualidade. Estes materiais estdo entre os primeiros exemplos
estaveis de materiais microporosos formados por estruturas com atomos em
coordenacao superior a quatro (CUNDY; COX, 2003).

No final dos anos de 1980, Kuznicki, nos laboratérios da Engelhard

Corporation, sintetizou materiais microporosos que continham titdnio em
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coordenacdes nao tetraédricas, conhecidos como ETS-4 (KUZNICKI, 1989) e ETS-
10 (KUZNICKI, 1990) que significava Engelhard Titanium Silicate (CUNDY; COX,
2003).

A estrutura da zedlita ETS-10 [(Na,K)2SisTiO13xH2O] foi resolvida por
Anderson et al em 1995, que € formada por um tetraedro TO4 contendo um atomo
de silicio e quatro &tomos de oxigénio (SiO4) e um octaedro TOg contendo um atomo
de titdnio e seis de oxigénio (TiOg) ligados por pontes formadas pelos atomos
de oxigénio.

A estrutura de poros da zedlita ETS-10 é formada por quatro diferentes
sistemas de abertura de poros: 3, 5, 7 e 12 &tomos T. A abertura de poros formada
por 12 anéis da acesso a um sistema de canais tridimensionais que se apresentam
direcionados nas trés dimensdes, sendo que poucos materiais zeoliticos apresentam
esse tipo de estrutura porosa. Dessa forma, a zedlita ETS-10 apresenta excelentes
caracteristicas de difusdo (ROCHA; ANDERSON, 2000).

A unidade basica da zeolita ETS-10 apresenta quarenta atomos de silicio, oito
atomos de titanio e cento e quatro atomos de oxigénio (Sis Tis O104 &) 0 que
confere dezesseis cargas negativas a essa unidade. Dessa forma, a mesma pode
ser contrabalanceada com dezesseis cations monovalentes. Um aspecto importante
da estrutura da zedlita ETS-10 é que ela contem cadeias -O-Ti-O-Ti-O- com
ligacdes curtas e longas se alternando, as quais sdo cercadas pela estrutura em
forma de anel formada pelo silicato. Essa estrutura combina-se para compor uma
haste. A natureza dessa haste confere a zedlita ETS-10 algumas propriedades
fisicas interessantes (ROCHA; LIN, 2005).

Basicamente, a zedlita ETS-10 € formada pelo compartihamento de
tetraedros de [SiO4] e por octaedros de [TiOg]. Sendo assim, para cada titanio da
estrutura a carga resultante é de -2 sendo compensada pelos cations Na™ e K. A
representacdo da estrutura da ETS-10 é dada na figura 10.
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(a) (b)

Figura 10. Estrutura da ETS-10 (a) e estrutura tridimensional da ETS-10 (b). Fonte:
(ROCHA; ANDERSON, 2000)

A zedlita ETS-10 é considerada um dos mais importantes titaniosilicatos. Isso
se deve, dentre outras caracteristicas, a essa estrutura possuir boa estabilidade
térmica (aproximadamente 650°C em ar), alta densidade carga associada ao
octaedro de Ti e poros grandes, o que |he confere aplicacdo em catélise e troca-
idbnica (ROCHA; LIN, 2005).

2.3- Producao Enzimatica de Biodiesel Mediada por Lipases

Enzimas sdo catalisadores biolégicos cuja principal funcéo é catalisar reacdes
nos organismos (PAQUES; MACEDO, 2006). Os biocatalisadores apresentam as
mais variadas fungdes quimicas e estdo presentes em diversas vias metabdlicas,
acelerando reag¢des bioquimicas que ocorrem nos sistemas vivos. As enzimas sao
catalisadores muito potentes e eficazes que permitem seu uso em diversos setores
industriais, tais como industrias alimenticias, detergentes, farmacéutica, couro, téxtil,
cosméticos, papeleira, biodiesel, entre outras (COSTA et al, 2009; SHARMA;
CHISTI; BANERJEE, 2001). O que diferencia esse biocatalisador de um catalisador
sintético (quimico) é a sua capacidade de catalisar uma reagdo em condi¢des
brandas de pH, pressdo e temperatura, proporcionando uma reducdo das
necessidades energéticas (ZANIN; MORAES, 2004). Além disso, as enzimas sao
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muito especificas para seus respectivos substratos devido a sua elevada
seletividade (quimi-, regio- e enantioseletividade), e isso tem atraido o interesse dos
cientistas tanto na academia, quanto na industria (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

2.3.1- Lipases
2.3.1.1- Aspectos gerais

Lipases triacilgliceridicas sao enzimas hidrolases que catalisam a hidrélise de
triacilglicerideos em diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos e glicerol na
interface lipidio-agua. Uma caracteristica particular de sua agéo é o fato de serem
mais ativas com os substratos insoluveis em agua do que com soltuveis (SAXENA et
al, 2003). Elas sao unicas em catalisar reacdes na interface agua-lipideo e reverté-
las em meio ndo-aquoso e sua conformagdo muda em contato com um substrato
insolivel em agua (SAXENA et al, 2003; TREVISAN, 2004).

O papel natural das lipases € a hidrolise de triacilglicerideos, porém, além da
hidrélise, elas também sdo capazes de catalisar as biotransformacdes de gorduras e
de 6leos através de reacoes de esterificacao, alcodlise e transesterificacdo em meio
nao aquoso. Quando ésteres sao utilizados como substratos as possiveis reacoes
sdo mostradas na figura 11 (SOTOFTA et al, 2010).
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Figura 11. Esquema geral de reacdes de lipases atuando sobre ligacdes ésteres.
Fonte: (SOTOFTA et al, 2010).
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2.3.2- 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
12 descreve 0 mecanismo de reacao das lipases numa ligacao éster. A hidrolise do
substrato ocorre em duas etapas. Na primeira etapa ocorre a ativacao do residuo da
serina nucleofilica pela histidina e, uma vez que essa serina € ativada ocorre um
ataque do oxigénio hidrofilico do grupo hidroxila do residuo nuclefilico da serina ao
carbono da carbonila ativado do éster lipidio (figura 12A). Logo apds ao ataque
nucleofilico da serina, ocorre a formagéo de um intermediario tetraédrico, com o O
estabilizado pela interacdo com dois grupos peptidicos NH. A histidina doa um
préton ao componente alcool que estad deixando o substrato (figura 12B). 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 vizinhanca e o ion hidroxila resultante realiza um ataque nucleofilico ao
atomo de carbono da cabonila do intermediario covalente (figura 12C). O residuo
histidina doa um préton ao atomo de oxigénio do residuo serina ativo, a ligagao éster
entre a serina e componente acilado é quebrada, liberando o produto acilado. A
enzima esta entdo pronta para receber uma nova molécula de substrato para o
reinicio do ciclo (figura 12D) (JAEGER, DIUKSTRA, REETZ, 1999; TREVISAN,
2004).
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Figura 12. Mecanismo de reacao das lipases. Fonte: Jaeger et al. (1999).

2.3.3- Ativacao Interfacial das Lipases

As estruturas cristalograficas de varias lipases foram determinadas por
estudos cristalograficos 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 et al., 1990)
propiciou uma explicagcao para o fenémeno da ativagao interfacial. Este fenbmeno é
extremamente importante e as enzimas lipoliticas sdo caracterizadas por aumentar
drasticamente a sua atividade quando agem na interface agua-lipidio. Martinelle &
Hult (1994) discutiram em detalhes os mecanismos envolvidos na catalise. Entre as
possiveis explicacdes para a ativacao do sitio catalitico das lipases na presenca de
interfaces agua-lipideo, existe a hipétese que aponta mudangas no rearranjo
estrutural da regido do sitio ativo das lipases, que apresentam tampas que cobrem o
sitio ativo e se abrem para expé-lo na presenca do substrato.

A figura 13 apresenta a estrutura de forma aberta e fechada da lipase
Rhizomucor miehei (RML). Na auséncia da interface agua-lipidio, o sitio ativo é
recoberto por uma “tampa” hidrofébica ou “/ig”. Contudo, na presenca de substancias
hidrofébicas, a tampa é aberta e uma grande superficie hidrofébica dos sitios

cataliticos é exposta, tornando os sitios ativos acessiveis ao substrato. E suposto
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que esta superficie hidrofébica interage com a interface lipidica (JAEGER,
DIUKSTRA, REETZ, 1999).

J e 1{-—« _64:-‘__""’ .:" 1
RS o Iae
—_— '_
RML closed form RML open form
PDB: 3TGL PDB: 4TGL

Figura 13. Estrutura das formas aberta e fechada da RML. Fonte: Protein Data Bank
(PDB)

Embora este mecanismo funcione bem para a lipase Rhizomucor miehei
existem, todavia, exce¢des. Para algumas lipases, observou-se que a presenca da
“tampa” ndo esta necessariamente correlacionada com a ativacao interfacial
(THOMAS et al, 2005), tendo sido descritas lipases como a de Pseudomonas
aeroginosa, Burkholderia glumae e Candida antartica B, que apresentam a “lid’em
suas estruturas, mas nao sofrem ativacao interfacial (JAEGER; DIKSTRA; REETZ,
1998). Por outro lado, algumas lipases embora atuem em reag¢des contendo
substratos de cadeia longa possuem uma “/id’ incompleta ou ndo apresentam a “lid”,
e nao precisam da interface para exercer sua atividade hidrolitica. Sdo exemplos
desse comportamento particular a cutinase de Fusarium solani e as lipases de C.
antarctica, P.aeroginosa e Bacillus subtilis (BARON, 2008).

2.3.4- Fontes de Lipases
Lipases sao 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 comerciais sdo de origem microbiana,
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obtidas por meio de fermentacao, pois sao preferiveis com relacdo as de fontes de
animais e de plantas por sua relativa facilidade e abundancia de microrganismos
capazes de sintetiza-las (BARON, 2008). Microrganismos produtores de lipases tém
sido encontrados nos mais diversos habitats, como residuos industriais, industrias
de 6leos vegetais, laticinios, solo contaminado com 6leo, semente de oleaginosas,
alimentos em decomposicao, pilhas de compostagem (TREVISAN, 2004).

Saxena et al. (2003) apresentaram uma tabela relativamente extensa dos
microrganismos produtores de lipases, incluindo bactérias (gram-positivas e gram-
negativas), leveduras e fungos. Varios géneros de microrganismos podem ser
empregados para a producao de lipases, tais como as bactérias dos géneros
Pseudomonas, Staphylococcus, Chromobacterium, Bacillus, Acinetobacter,
Corynebacterium, Propionibacterium, leveduras como género Candida, Trichosporon
e fungos dos géneros Pichia, Rhizopus, Mucor, Aspergillus, Penicilium, Ustilago,
Butrytis, Geotrichum, Fusarium e Thermomyces.

2.3.5- Usos de Lipases

O uso comercial de lipases é da ordem de bilhdes de doélares em negocios
que compreendem uma grande variedade de diferentes aplicagdes. A maioria das
lipases comerciais sao de origem microbianas produzidas em fermentacao aerobica
convencional, a qual permite um maior controle das condi¢des de crescimento
quando comparada com as fermentagdes no estado sélido (JAEGER, DIJKSTRA,
REETZ, 1999; TREVISAN, 2004).

De acordo com Hasan et al (2006), a utilidade de lipases no comércio e na
pesquisa origina-se de suas propriedades fisiol6gicas e fisicas. Assim, algumas
delas estdo descritas abaixo:

e Uma grande quantidade de lipase pode ser obtida, sendo possivel devido a
facil producao de massa;

e Lipases de origem microbiana sao geralmente mais estaveis que as lipases
de origem animal ou vegetal.

e Lipases sdo ativas em condicdo ambiente, 0 que diminui gastos com energia
para realizar reacdes em temperaturas e pressdes elevadas. Além disso,
reduz a destruicao de reagentes e produtos instaveis;
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e Microrganismos termofilicos e enzimas estaveis em altas temperaturas e
condicdes quimicas adversas podem ser vantagens em usos industriais;

e Devido a especificidade das enzimas, produtos indesejaveis que normalmente
aparecem no meio reacional sdo reduzidos ou eliminados;

e Processos catalisados por lipases oferecem eficacia também no custo, em
comparacao com as desvantagens dos processos tradicionais;

e Lipases permanecem ativas em solventes organicos nas aplicacoes

industriais.

Lipases sdao amplamente utilizadas no processamento de 6leo e gorduras
(industria éleoquimica), detergentes e formulacées desengraxantes, processamento
de alimentos (industria de alimentos), sintese de produtos para quimica fina e
farmacos (sinteses organicas), manufatura de papel (industria de polpa e papel),
producdo de cosméticos e industria téxtil. Elas também podem ser utilizadas na
degradacao de efluentes gordurosos, biodegradacdo de 6leo e de poliuretano.
Recentemente lipases tém sido utilizadas na producao de biodiesel (TREVISAN,
2004).

2.3.6 - Imobilizacao de Lipases

Lipases séo catalisadores bioldgicos muito potentes e eficazes que permitem
seu uso em diversos setores industriais (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).
Devido as consideracbes econdmicas, as aplicacdes enzimaticas requerem sua
imobilizacdo e reutilizacdo. De acordo com Zanin et al (2004), a imobilizacdo de
enzimas tem como finalidade aproveitar o potencial catalitico das enzimas e reunir
as vantagens desses biocatalisadores juntamente com as vantagens dos
catalisadores quimicos e torna-las insolUveis ao meio reacional, ou seja, ligar as
enzimas em suportes solidos insolUveis ao 0 meio reacional. Para Macario et al.
(2008), ao se obter uma enzima imobilizada ativa, estavel e com boa especificidade
ao substrato, a maioria das desvantagens das enzimas durante o processo catalitico
sao eliminadas. Até o presente momento, muitas técnicas e diferentes suportes tém
sido empregados para imobilizagao de lipases. Eles tém sido bem sucedidos para a
imobilizacdo sobre ambos materiais hidrofébicos e hidrofilicos, tais como particulas
porosas de kaolinita, resinas macroporosas, zeolitas, esferas SiO, funcionalizadas

em nanoescala, etc.
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A definicdo mais aceita para enzimas imobilizadas € a recomendada pela
Primeira Conferéncia sobre Engenharia Enzimatica, realizada em 1971, na qual se
estabeleceu que “enzimas imobilizadas sdo enzimas ou sistema enzimaticos
fisicamente confinados ou localizados numa certa regiao definida do espaco com a
retencdo de suas atividades cataliticas, e que podem ser usadas repetida e
continuamente”. A enzima pode ser ligada a superficie do suporte ou fisicamente
confinada no interior da matriz sélida. Este sistema catalitico pode ser facilmente
separado do meio reacional e pode ser utilizado em reatores continuos ou em
sistemas em batelada repetidas, enquanto o sistema enzimatico mantiver ativo
(ZANIN; MORAES, 2004).

Os métodos para imobilizacdo de enzimas mais conhecidos sao divididos em
duas formas: (a) imobilizacdo de enzima no interior de um suporte (encapsulacao e
retencdo por meio de membranas) e (b) a imobilizagdo na superficie do suporte
(adsorcéao, ligacao covalente, ligacao ionica). A deposicdo da enzima sobre um
suporte sélido (adsorcao) € o método mais simples de imobilizacao fisica de enzimas
(ZANIN, MORAES 2004; MACARIO et al, 2007). A figura 14 apresenta um esquema
dos principais métodos de imobilizacdo de enzimas, tanto em suportes nao-porosos,
COMO em porosos, e por encapsulacao.

Métodos para Imobilizagio de Enzimas
]
I 1
Encapsulagio Ligacdo
]
I |
! I Por ligagio

Em matriz Em membrana Por adsergio i
: n . covalente
I (fisica ou idnica) '

Joe | |
(1)
][@l[@[ Microcdpsula Entre mcmbranas éi No supoﬁc Por ligagdo cruzada entre

armrr macroscopicas % ? a enzima e o suporte

Figura 14. Principais métodos de imobilizacao de enzimas. Fonte: Dalla-Vecchia et
al. (2004).

i
\m

A imobilizac&o no interior do suporte pode ser subdividida em: (1) separacao

por membranas — nesse método a enzima encontra-se fisicamente separada do
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meio de reacdo, 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 (ZANIN; MORAES, 2004).

A imobilizagcdo sobre um suporte pode ser dividida em: (1) imobilizagdo por
ligacdo covalente, como o proprio nome sugere, a enzima é ligada ao suporte
mediante ligacdes quimicas covalentes ou através de ligacbes cruzadas, que sao
normalmente estabelecidas entre os aminogrupos primarios e os anéis fendélicos dos
aminoacidos constituintes da enzima, com os grupos reativos do suporte. Como as
interacdes sao fortes, pode-se ocorrer perda da atividade causada por modificacdes
na estrutura cataliticamente ativa (BARON, 2008) e, (2) imobilizacdo por adsorcéao
consiste na adsorcdo da enzima em um suporte inerte, através de ligacdes
eletrostaticas ou hidrofébicas, tais como interagdes ibnicas, forca de Van der Walls,
ligacdo de hidrogénio e interacdes dipolo-dipolo. Este tipo de imobilizacdo causa
uma pequena modificagdo 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).

2.3.7 — Producao Enzimatica de Biodiesel

Lipases intracelulares e extracelulares sdo capazes de catalisar efetivamente
a transesterificacdo de triglicerideos de sistemas aquosos e nao aquosos a
biodiesel, e sdo estudadas na forma livre ou imobilizadas em materiais sélidos, tais
como ceramicas, zedlitas, silicas, etc (YAGIZ; KAZAN; AKIN, 2007).

A producao enzimatica de biodiesel foi patenteada por Hass (1997). Contudo,
0 processo ainda nao tem sido implementado devido a certas restricobes, como a
inibicdo das enzimas por metanol, a perda da atividade enzimatica e o alto custo das
enzimas. Varios artigos tém sido reportado na literatura para contornar esses
problemas, visando a implementacao da producédo enzimatica de biodiesel em um
futuro préximo (RANGANATHAN et al., 2008).

As lipases diferentes obtidas de microorganismos, tais como Mucor miehei,
Candida antarctica, Thermomyces lanuginosus, Geotridichum candidum,
Pseudomonas cepacia e Rhizopus delemar, realizaram a reacdo de
transesterificacdo em condigdes amenas e conseguiram excelentes resultados tanto
no rendimento total da reagdo, como também na qualidade do biodiesel obtido,

sendo este de excelente qualidade, principalmente com uso de etanol. O esquema 2
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ilustra a reacédo de transesterificacdo para a producao de biodiesel catalisada pela
Lipase Rhizomucor miehei (RML).

OH
OH + RO—C—R,
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Esquema 2. Esquema geral da producéo de biodiesel catalisado por RML. Fonte:
Adaptada de Rodrigues & Lafuente, 2010.

Na literatura varios artigos tém sido recentemente encontrados a respeito da
produgcdo de biodiesel envolvendo a utilizacdo de lipases, principalmente
imobilizadas, como novas alternativas de catalisadores com um grande potencial
guando comparado a métodos quimicos tradicionais. Entre eles, Nelson et al. (1996)
compararam o rendimento de transesterificagdo do sebo com alcodis de diferentes
cadeias carbbnicas catalisado com e sem hexano como solvente e por duas
diferentes lipases comerciais: lipozima IM60 (Mucor miehei e Novozyme SP435 C.
antarctica). A lipase Candida antactica foi adequada para alcodis secundarios (80%)
de conversao semelhante para ambos isopropanol e 2-butanol. Ja a lipase Mucor
miehei foi mais eficiente para converter triglicerideos a ésteres alquilicos em sistema
com hexano como solvente utilizando alcodis primarios, tais como: metanol, etanol e
isopropanol, sendo que os rendimentos da transesterificacdo foram maiores que
95%. No entanto, sem o uso de hexano como solvente, os rendimentos da producéo
de ésteres alquilicos aumentaram de acordo com o comprimento da cadeia de
hidrocarboneto do alcool e foram obtidos: 19% para metanol; 65,5% para etanol; e
97,4% para o isobutanol. O baixo rendimento da lipase Mucor miehei na auséncia de
solvente organico foi atribuido ao efeito inibitério causado, principalmente, pelo
metanol sobre a enzima imobilizada. Este efeito negativo foi novamente confirmado
por Abigor et al (2000) que relatou a conversao do 6leo de palma a biodiesel usando
como solvente metanol e etanol, os teores de ésteres metilicos e etilicos obtidos

foram 15% e 72%, respectivamente.
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Outros estudos também mostraram que os rendimentos de ésteres alquilicos,
derivados de varias oleaginosas, gordura animal ou éleo residual, podem ser obtidos
com uso de diversos alcodis catalisados por diferentes lipases de varios
microorganismos (livres ou 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
relacdo molar de alcool: 6leo, temperatura e tempo da reacdo. Outro parametro
importante revela que o uso ou nao de solventes organicos (os quais protegem a
enzima da desnaturacdo causada pelos alcodis) afeta a estabilidade operacional da
enzima e, assim, o rendimento da reacao transesterificacdo (FUKUDA; KONDO;
NODA, 2001; RANGANATHAN et al., 2008; YANG et al, 2009).

2.3.7.1- Parametros fisico-quimicos que afetam a producao de biodiesel
mediado por lipases

O excesso de alcool em relacdo a quantidade de acidos graxos no
triacilglicerdis geralmente aumenta o rendimento da transesterificagdo, mas pode
inativar a enzima principalmente quando o alcool € insoluvel na mistura (ANTCZAK,
2009). Para contornar esse problema, pesquisadores propuseram a adicdo de
solvente organico a mistura alcool/6leo para aumentar a solubilidade do &lcool,
assim, pode-se usar alcool em altas concentracdes. Portanto, o uso de solvente
organico protege a enzima da inativacdo e garante a transesterificagdo em uma
unica etapa (DU et al., 2008). 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; NODA,
2001; RANGANATHAN et al., 2008).

A principal razdo para a adicdo de solventes organicos na mistura 6leo-alcool
consiste em aumentar a solubilidade mutua de triacilgliceréis (hidrofébicos) e alcodis
(hidrofilicos). Estes aumentam a solubilidade dos substratos e protegem a enzima da
desnaturacao por alta concentragdo de alcool tais como, metanol e etanol. Neste
caso, varios solventes organicos podem ser usados para a sintese enzimatica de
biodiesel, sendo que em sua maioria sao hidrofébicos, tais como isooctano, n-
heptano, éter de petréleo, n-hexano, ciclohexano, etc (LI et al, 2006). Solventes
organicos eliminam a necessidade de adicionar alcodis em pequenas quantidades
(em particular metanol que rapidamente inativa proteina). Contudo a remocgéo do
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solvente organico ao final do processo também pode ser dificil. Além disso, a
volatilidade, a inflamabilidade e a toxicidade dos solventes organicos podem
dificultar o aumento de escala na producao de biodiesel, assim, a transesterificacao
enzimatica em sistemas livres de solvente tem sido intensamente investigada
(ANTCZAK, 2009).

A temperatura 6tima para a transesterificagdo enzimatica resulta da interacao
entre a estabilidade operacional do biocatalisador e a taxa de transesterificagéo. Ela
também depende da razdo molar alcool: dleo, tipo de solvente e termoestabilidade
da preparacao enzimética. 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 reacdes na auséncia de solventes
organicos, a faixa varia de 30°C a 50°C (ANTCZAK, 2009; FJERBAEK;
CHRISTENSEN; NORDDAHL, 2009).

Outros parametros que afetam a transesterificacdo enzimatica sao: a
atividade de agua e a alta concentracao de glicerol (produto reacional). A atividade
de agua (ay) define a quantidade de agua que nao esta ligada no sistema e pode
ser evaporada. Em quantidade 6tima de agua, a hidrélise de ligacGes ésteres
permanece no nivel minimo e isto assegura o alto grau de transesterificacdo e
rendimento da sintese de biodiesel. Varios estudos revelam que a adicdo 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 producao dos ésteres
alquilicos (NIE et al., 2006; KAIEDA et al, 2001).

Resultados de estudos sobre o efeito do glicerol, um dos produtos da
reacao, sobre a eficiéncia da transesterificagdo mostram que as enzimas podem ser
inativadas por esse produto. O glicerol € muito hidrofilico e insolavel no 6leo, 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 hidrofébicos. Para
solucionar o problema Du et al. (2003) propbs a lavagem da lipase imobilizada com
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alcool isopropilico, dessa forma, a atividade é restaurada e ocorre a remocéo do

glicerol.

2.3.7.2 — Producao de biodiesel mediada pelo conjugado lipase/zedlita

Em geral as enzimas podem ser adsorvidas sobre suportes zeoliticos
formando uma estrutura resistente com grande potencial catalitico para producéo de
biodiesel. O uso de zedlitas com lipases imobilizadas para a preparacao de biodiesel
€ bastante recente e apenas uma pequena quantidade de artigos envolvendo o
complexo lipase/zedlita é relatado na literatura. Entre eles, Macario et al, (2007)
estudaram a reacao de transesterificagcdo utilizando as lipases produzidas pelo fungo
Rhizomucor miehei imobilizadas em algumas zedlitas tradicionais como catalisador
em condicbes amenas de reacdo e conseguiram excelentes resultados tanto no
rendimento total da reacdo, como também na qualidade do biodiesel obtido,
principalmente com o uso do metanol. No entanto, Yagiz et al, (2007) ndo obtiveram
rendimentos significantes de ésteres metilicos produzidos a partir do 6leo residual
quando a reagao de transesterificacao foi realizada a temperatura ambiente com uso
do conjugado lipase (Lipozyme-TL IM) imobilizada sobre zedlitas (A, X e
MORDENITA) como catalisador.

Conforme foi relatado no texto na secao 2.1.5.2 é evidente a necessidade de
uma nova familia de catalisadores heterogéneos para producdo de biodiesel,
principalmente pelas vantagens potenciais que estes novos catalisadores podem
oferecer ao processo como um todo. Esse processo de biocatalise apresenta grande
vantagem quando comparado com métodos quimicos tradicionais homogéneos, pois
com a utilizagdo de uma enzima imobilizada sobre uma matriz zeolitica é possivel
combinar as vantagens da transesterificacdo enzimatica, a qual evita a
saponificagdo, envolve pH neutro e baixo consumo de energia, com as vantagens
apresentadas para catalisadores heterogéneos.

Por outro lado, através da analise da literatura disponivel e citada no decorrer
do texto, podemos observar que varias questdes, no que diz respeito ao mecanismo
de imobilizagdo de enzimas em substratos zeoliticos, ndo estdo completamente
claras, e estudos experimentais nessa area sdo importantes para entendermos e
dominarmos esta importante interacdo zedlita-enzima. Esse tipo de interacéo
apresenta boas perspectivas para o futuro da producao de biodiesel proveniente de
Oleo vegetal.
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3- JUSTIFICATIVAS

Atualmente a maior parte da produgdo de biodiesel é proveniente da
transesterificacdo alcalina homogénea, a qual apresenta uma série de
desvantagens, ver secao 2.1.5.1. Para contornar estas desvantagens é evidente a
necessidade de uma nova familia de catalisadores heterogéneos para a producgao
de biodiesel, principalmente pelas inUmeras vantagens que estes catalisadores
podem oferecer ao processo como um todo, das quais ja4 foram discutidas
anteriormente na secao 2.1.5.2. Porém, suas principais desvantagens sao o fato de
necessitarem de altas temperaturas e pressées. Em contraste, as enzimas permitem
0 uso de substratos de baixa qualidade em condicbes de reacdo moderada o que
confere boas vantagens para o processo (secao 2.1.5.3). No entanto, o seu alto
custo e o fato de ndo serem recuperadas ao final do processo sao suas maiores
desvantagens. Acreditamos que a partir do uso de enzimas imobilizadas ha a
possibilidade de se combinar as vantagens da transesterificagdo enzimaticas com
aquelas da catélise heterogénea.

Para o desenvolvimento deste trabalho foi proposto um estudo de substituicao
do processo catalitico tradicional por um processo mais adequado. O fluxograma da

figura 15 apresenta a estratégia adotada para producdo de biodiesel por esses

catalisadores.

Figura 15. Quadro geral da producao de biodiesel baseada nas fontes de matérias
primas e nos catalisadores usados no processo de transesterificacao.
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O fluxograma da figura 15 apresenta um quadro geral da producdo de
biodiesel baseado nas fontes de matérias-primas e nos catalisadores usados no
processo de transesterificacdo. O corpo deste trabalho baseia-se na figura 15 para
obtencdo de novos resultados. Na primeira etapa do nosso estudo, foi feita a
producdo de biodiesel via catélise enzimatica por lipases de (Rhizomucor miehei) e
verificada as suas vantagens. Na segunda etapa, foi realizada a imobilizacdo das
enzimas nas zedlitas (faujasita e gismondina) e, em nivel de quimica de superficie,
foi estudada a interacdo das enzimas (lipases de Rhizomucor miehei) com a
superficie das zedlitas e avaliada as possiveis vantagens desse biocatalisador na
transesterificacdo do 6leo vegetal a biodiesel. Em paralelo, novos catalisadores
zeoliticos, a base de ETS-10, foram sintetizados com o objetivo de futuramente
serem testados como catalisadores heterogéneos para produzir biodiesel e
posteriormente serem usados para imobilizar lipases formando um catalisador
“diferenciado” com amplas vantagens tecnolégicas para producdo de biodiesel. A
eficiéncia catalitica desses novos catalisadores zeoliticos podera ser estudada no
processo de transesterificacdo de 6leos vegetais a biodiesel, sendo que a viabilidade
econdmica desses catalisadores seria explorada.
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4- OBJETIVOS

4.1- Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como principais objetivos: sintetizar e caracterizar
duas zedlitas de estruturas diferentes (zedlitas faujasita (FAU) e gismondina (GIS));
estudar o uso dessas matrizes para imobilizacdo da Lipase de Rhizomucor meihei
(RML); avaliar a atividade catalitica da zeélita pura, da enzima pura e do complexo
enzima/zedlita para a transesterificacdo do 6leo de soja a biodiesel e; sintetizar e
caracterizar novos catalisadores zeoliticos (vanadiosilicatos) baseados na estrutura
da zedlita ETS-10 com potencial para a imobilizacdo enzimatica e para a producao
de biodiesel.
4.2- Objetivos Especificos

Os objetivos especificos a serem alcancados sao os seguintes:

e Sintese de zedlitas tradicionais — Faujasita e Gismondina;

e Estudo da imobilizagdo de lipases de Rhizomucor miehei sobre zedlitas
tradicionais como matrizes de imobilizacao, ou seja, avaliar a interacao entre
a superficie da zedlita e da enzima;

e (Caracterizacao da quantidade de proteina adsorvida no suporte zeolitico pela
técnica espectrofotométrica em 595nm;

e Avaliacdo da atividade enzimatica na hidrélise do reagente p-nitrofenil
palmitato pela andlise espectrofotométrica em 410nm;

e Avaliagdo da influéncia da densidade de cations na eficiéncia catalitica da
enzima através de troca ibnica da zedlita com cations de diferentes
densidades eletrdnicas, tais como Na*, Cu®*, Ni*, Zn**;

e Avaliacdo da influéncia da quantidade de agua cristalografica da zedlita
através do pré-tratamento térmico do suporte na estrutura do material
zeolitico e no processo de imobilizagdo da enzima;

e Estudo catalitico do conjugado (zedlita/enzima) para a reacdo de
transesterificacdo do 6leo vegetal a biodiesel usando metanol;

e Avaliacdo e comparacdo dos resultados obtidos quando ambos o0s
catalisadores sao usados separadamente;

e Andlise da qualidade do biodiesel obtido através de cromatografia Gasosa, e

e Sintese de uma nova familia de zedlitas baseada na estrutura da zedlita ETS-
10 utilizando direcionadores organicos derivados de (S)-Esparteina.
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5- Materiais e Métodos
5.1- Materiais Utilizados

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram usados o 6leo refinado de soja
comercial (0,5 wt% de &cidos graxos livres e 1% de agua) da Cargill companhia de
6leo do Brasil e o metanol anidro (Sigma-Aldrich, 99,8%) para reagdo de
transesterificacdo. Os reagentes quimicos usados para determinagéo da quantidade
de enzimas foram: Coomessie Blue e Albumina de Soro Bovino. Para reacbes de
hidrélise de ésteres foram: 4-nitrofenil palmitato, goma arabica, triton X-100, alcool
isopropilico e carbonato de calcio. Os sais inorganicos e as bases organicas usadas
para a preparagdo das matrizes zeoliticas foram adquiridos da Sigma-Aldrich. A
enzima usada foi a PALATASE 20000L (Sigma-Aldrich) uma lipase purificada 1,3
especifica de Rhizomucor miehei (EC 3.1.1.3), produzida por fermentacao submersa
de um Aspergillus oryzae geneticamente modificado.

5.2- Sinteses dos SDAs (Agentes Direcionadores de Estrutura)

Foram sintetizados trés SDAs (SDA 1, SDA 2 e SDA 3), derivados de (S)-
Esparteina, segundo os métodos propostos por (ANDY et al, 2000; OKAMOTTO et
al, 1982; OGINO, DAVIS 2004). As reacoes envolvidas na sintese de cada SDA
estdo descritas no esquema 3.

N N om
C@j + 15 ICH, Tg | SDA1

! + 217 0-S—{-F - o | e0-5—F sDA3]

Esquema 3. Reacdes envolvidas em cada sintese de SDA preparado a partir de (S)-
Esparteina.
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5.2.1- Procedimento de Sintese do N(1)- Metil-iso-Esparteinium (MeSPA/SDA 1)

Este composto foi sintetizado da seguinte maneira: 30 mmol de (-) Sulfato de
Esparteina Pentahidratado (Aldrich) foram adicionados a 50 mL de uma solugéo de
NaOH (3M). A suspensao foi agitada até a completa dissolugdo dos cristais em 2
fases. A fase organica foi extraida com 25mL de dietil éter (3 extracdes)
combinadas, lavadas com solucao saturada de NaCl, e secadas sobre KCOj3 sélido e
posteriormente filtrada. O solvente foi evaporado sob vacuo. O composto (-)-
Esparteina foi dissolvido em 100 mL de acetona contendo 1,5 equivalente de iodeto
de metila. A reacao foi continuada por 48 horas em auséncia de luz e acompanhada
por TLC. O sélido foi recuperado por filtracdo e recristalizado em 2- propanol

aquecido com adicao de uma pequena quantidade de acetato de etila.

5.2.2- Procedimento de Sintese do N-N’- Dimetil-Esparteinium (Me.SPA/ SDA 2)

Este composto foi sintetizado da seguinte maneira: (-)-Esparteina, 45 gramas
foram dissolvidos em 50 mL de tolueno anidro. Uma quantidade de 65 mL de Metil
Triflurometanosulfanato (triflato) foi adicionada gota a gota a esta solucdo que foi
deixada em banho de gelo por um periodo de 2h. Posteriormente, a mistura
reacional foi aquecida a 60°C por 25 horas sob fluxo de ar. O produto comecgou a
precipitar em 30 minutos. A reacao foi acompanhada por TLC. Apéds resfriamento da
mistura reacional a temperatura ambiente, o solvente e o triflato que ndo reagiram
foram removidos por evaporacdo sob pressdo reduzida, e o produto bruto foi
recolhido. Este produto foi lavado varias vezes com 2- propanol gelado e
posteriormente filtrado. O material da filtracdo foi recristalizado com uma mistura

quente de metanol/ acetato de etila.

5.2.3- Procedimento de Sintese do N-Etil- Esparteinium (EtSPA/SDA 3)

Este composto foi sintetizado da seguinte maneira: (-)-Esparteina, 31 gramas
foi dissolvida em 50 mL de tolueno anidro. Uma quantidade de 37 mL de Etil
Triflorometanosulfonado (triflato) foi adicionada a esta solucdo e a reacao foi feita
sob refluxo por 12 horas. A mistura reacional separou em duas fases ao curso de
uma hora de reacdo. Apds o resfriamento da mistura reacional a temperatura
ambiente, o solvente e o triflato que n&o reagiram foram removidos por evaporacao
sob presséao reduzida e o produto bruto foi recolhido. Este produto foi lavado varias
vezes com 2-propanol gelado e filtrado. A reacdo foi acompanhada por TLC. O
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produto EtSPA foi recristalizado do pé amarelo usando solucao de metanol quente e
foi coletado como agulhas incolores.

5.3- Procedimentos de Sinteses dos Materiais Zeoliticos
5.3.1- Sintese da Zedlita Faujasita (FAU)

A zeolita faujasita foi sintetizada da seguinte maneira: aluminato de soédio e
hidréxido de sédio foram preparados em forma de solugdo usando agua destilada. A
solugdo de aluminato de sdédio foi acrescentada uma solugdo de hidroxido de
tetraetilaménio (20% TEAOH em H>O) com agitacado constante durante 15 minutos.
Em seguida foi acrescentada a silica amorfa (Cabosil Grade EH-5) em quantidade
suficiente para que a composicdo molar da reacao fosse: 11,3SiO.: 1,2 Al,O3: 4,5
Na,O: 35,5 TEAOH: 500 H,O. O gel final foi colocado em reator estatico (Parr
Instrument Company) e levados a estufa (Lindberg/Blue M MO1440) e a
cristalizagdo ocorreu por 10 dias a 75°C. A amostra cristalina foi filtrada e seca a
vacuo por 3 dias e, em seguida, foi feita sua analise por difracdo de raios X. Esta
amostra foi denominada de FAU/Na*. A zedlita foi convertida para a forma Cu, Zn e
Ni por troca ibnica com a solucdo de sal apropriada. Em um tipico experimento de
troca i6nica 1g da Na-Y foi colocado num frasco de teflon junto com 30 mL de
solucao de 0,5M Cu(NOs3)2, Ni(NO3)2 ou Zn(NOs3). e, depois de 96 horas em 100°C,
os produtos foram filtrados, lavados, secos a vacuo, e novamente hidratados dentro
de um dessecador. As amostras obtidas foram denominadas FAU/Cu®*, FAU/Ni** e
FAU/Zn?*.

5.3.2- Sintese da Zedlita Gismondina (GIS)

A zedlita gismondina foi sintetizada de maneira analoga a zedlita faujasita
numa reagao tipica de zedlitas com o uso de aluminato de sédio e hidréxido de
sédio, em seguida, foram preparadas em forma de solucdo usando agua destilada,
ao contrario da sintese da zedlita faujasita o agente mineralizador foi o hidréxido de
tetrapropilaménio. Apds dissolucdo do aluminato de sédio foi acrescentada a
solucdo de hidroxido de tetrapropilaménio (20% TPAOH em H,0) e agitada por 30
minutos. Em seguida foi acrescentada a silica amorfa (Cabosil Grade EH-5), em
quantidade suficiente para que a composicao molar da reagao fosse: 1SiO2: 1Al,Os:
4,5 NayO: 35,5 TPAOH: 500 H.O. O gel final foi colocado em reator estatico (Parr
Instrument Company) e levados a estufa (Lindberg/Blue M MQO1440) e a
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cristalizagédo ocorreu por 5 dias a 100°C. O precipitado zeolitico foi filtrado, lavado
com uma solugdo contendo NaOH (pH 10) e seco a vacuo. O equilibrio em
constante umidade foi estabelecido em 3 dias (dissecador saturado com KOH, neste
caso, obteve-se o produto em uma forma completamente hidratada). Esta amostra
foi denominada de GIS/Na*. A zedlita foi convertida para a forma Cu, Zn e Ni por
troca ibnica com a solugédo de sal apropriada. A troca ibnica foi realizada de forma
semelhante a descrita no item 5.3.1 para zedlita faujasita. As amostras obtidas
foram denominadas GIS/Cu?*, GIS/Ni?**e GIS/Zn?".

5.3.3- Sinteses dos Vanadiosilicatos

A sintese hidrotérmica dos vanadiosilicatos AM-6 isomorfos a zedlita ETS-10
foram adaptadas dos procedimentos experimentais reportados por Rocha et al
(1997) e Ismail et al (2009) usando os templates organicos derivados de (S)-
Esparteina descritos no item 5.2. Em uma sintese tipica aproximadamente 3 mmol
de uma solucdo aquosa do template organico (10,34g, 0,290 mmol OH/g) foram
misturados com silicato de sédio (6,269, Na,O 8wt%, SiO, 27wt%), H-O (8,039),
NaOH (0.20g), KCI (0,999) e NaCl (3,08 g). Uma segunda solucéo foi feita pela
mistura de H.O (7,69) com VOSO45H.O (1,5 g). Estas duas solucbes foram
misturadas e agitadas vigorosamente formando um gel verde. A mistura final foi
colocada em um reator estatico (Parr Instrument Company) e levadas a estufa
(Lindberg/Blue M MO1440) sob a prépria pressao gerada pelo sistema por 5 dias em
(180°C ou 230°C). Em seguida, os precipitados zeoliticos foram resfriadas, filtrados
a vacuo e os sOlidos foram lavados com agua destilada e acetona e, secos a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram encaminhados para analise de

difracao de raios X e micrografia eletrénica.

5.4- Grau de Pureza da Enzima
O grau de pureza e a massa molecular aparente da enzima em questao foram

verificados por eletroforese em gel de poliacrilamida em condicées desnaturantes
(SDS-PAGE), em cuba vertical Mini Proteaz Il (Bio-Rad). Foi usado gel de
poliacrilamida 12% e tampao de corrida Tris-glicina pH 8,3 com SDS. Proteinas
conhecidas de baixo peso moleculares (GE) foram utilizadas como padrao de peso
molecular. A coloragéo do gel foi feita utilizando-se Coomassie (SCHAGGER; VON
JAGOW, 1987 e SCHAGGER, 2006).
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5.5- Imobilizacao Enzimatica em Materiais Zeoliticos

A enzima lipase (PALATASE 20000L) foi imobilizada sobre duas zedlitas
diferentes: faujasita (FAU) e gismondina (GIS) seguindo o procedimento adaptado
das referéncias (YAGIZ; KAZAN; AKIN, 2007 e MACARIO et al, 2007). Uma
quantidade de 0,2g de zedlita foi misturada a uma solucdo 5mL da lipase de
Rhizomucor meihei (0,6 mg/mL em 0,3M de tampéo fosfato pH 7) e agitada em 200
rom por 16 horas em temperatura ambiente. O suporte com lipase imobilizada foi
separado por centrifugacdo em 9.300 g, lavado duas vezes com agua deionizada e
seco a 25 °C “overnight” e armazenado em 4°C por 2 dias antes da reacdo de
transesterificacdo. As concentragdes 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 et al (2007) pela equacéo (1).

_CoVo—-GCiVy
w

Py

Na qual, Cp é a concentracao de proteina inicial (mg/ml), Cs a concentracao final
(mg/mL), Vp é o volume inicial da solucao de lipase (mL), V¢ é o volume final (ml) e w

€ 0 peso do suporte usado (g).

5.6- Medida de Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica da lipase livre foi determinada pelo método a principio
descrito por Winker & Stuckman (1979) modificado por Kriger (1995) para medir a
quantidade em micromoles de p-nitrofenol liberada através da hidrélise do p-NPP.
Uma solucado em estoque de p-NPP (3 mg/mL) foi preparada em alcool isopropilico
(solucéo A). Outra solucao (solucéo B) foi preparada a partir de goma arabica (0,5%)
e Triton X-100 (2%), ambos diluidos em tampao fosfato (pH 7, 0,05 M). Em seguida,
1 mL de solucédo A foi adicionado a 9 mL de solugcdo B. Em 900 pL da solucao final
de substrato foram adicionados 100 puL de enzima livre diluida, em seguida, a
mistura foi incubada por 1 minuto a 37 °C em banho d’ agua. O p-nitrofenol liberado
foi determinado espectrofotometricamente (410 nm) e as medidas foram realizadas
em duplicata. Desta maneira, a atividade lipolitica da enzima livre foi calculada de

acordo com a equagao (2).
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* t
U = Abs—V *103 [* D (2)
EX* X *T
Sendo que,

U = Unidade de atividade enzimatica que € expressa em U/mL, no qual uma unidade
de atividade é definida como a liberagdo de 1 umol de p-nitrofenol liberado a partir
de p-NPP/mL.min dentro das condicdes do ensaio;

Abs = absorbancia da amostra a 410nm;

V= Volume total da reacao (mL);

Xe = Volume da solugéo da enzima (mL) ou massa da enzima imobilizada;

g = Coeficiente de Extingdo Molar (8,03x10°L.mol™.cm™, pH 7);

T = Tempo de Incubacéo;

10° = Fator de correcéo da unidade de ¢

D = Diluigado da amostra, se houver.

A atividade da lipase imobilizada no suporte zeolitico foi medida utilizando de
2 a 10mg de catalisador misturados a 100 pL de tampao fosfato (pH 7) e 900 uL de
substrato e, posteriormente, incubados por 1 minuto a 37 °C em banho de agua com
paralisacdo do tempo de incubacdo por meio de 250 uL da solucédo de paralisacéo
feita a partir de uma solucao de carbonato de sédio (0,1 M) e Triton X-100 (5%) e
resfriado em banho de gelo. A atividade lipolitica da enzima imobilizada foi calculada

segundo Dizge et al. (2009), equacao (3).

atividade da lipase imobilizada

Atividade da Lipase (U/mg - suporte) = (3)

quantidade do suporte usado

5.7- Transesterificacao para Producao de Biodiesel

A transesterificacdo do éleo de soja a biodiesel foi feita com trés diferentes
catalisadores: enzima livre, zedlitas puras (GIS/Ni**e GIS/Zn**) e complexo
enzima/zedlita (GIS/Ni#*/ENZ e GIS/Zn**/ENZ). Varios experimentos foram
realizados com o objetivo de obter as melhores condicbes para as reagdes e

também condicbes que permitam uma comparagcado entre os trés catalisadores. As
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reacOes de transesterificacdo com a enzima livre foram realizadas com uma razéo
oleo/metanol de 1:5 em 37°C que é a temperatura 6tima para esta enzima (o
metanol foi adicionado lentamente para ndo ocorrer a inativagao da enzima). Apds
72 horas de reacdo, os produtos (biodiesel e glicerol) foram separados por
centrifugacdo em 9.300g. Reacbes de transesterificacdo feitas pelo catalisador
enzima/zedlita (GIS/N**/ENZ e GIS/Zn**/ENZ) foram feitas com uma razéo
6leo/metanol de 1:5 em 37°C/72 horas. As reagdes de transesterificacdo usando as
zedlitas (GIS/Ni** e GIS/Zn?*) como catalisadores foram realizadas com uma razéo
6leo/metanol de 1:10 em 37°C/72 horas. Ap6s a reagao, o excesso de metanol foi

evaporado sob presséao reduzida e o produto foi separado por centrifugacao.

5.8- Analises do Biodiesel
O biodiesel obtido nos experimentos foi submetido a analise cromatografica
para a determinacdo do teor de ésteres metilicos.

5.8.1- Analises por Cromatografia de Camada Delgada (TLC)

As analises de TLC (Thin Cromatography Layer) foram realizadas seguindo a
metodologia proposta por Yang et al (2009). Num intervalo de tempo
predeterminado, um pequeno volume (100 ulL) da mistura reacional foi retirado e
misturado com 500 uL de hexano por 2 min. Apds a separacao por centrifugacao, 3
uL 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
(cdmara) contendo uma mistura de solvente hexano/acetato de etila/acido acético
(90:10:1). Apo6s a corrida do solvente, as placas foram secas e mergulhadas na
solucao de revelacdo, metanol/acido sulfurico (1:1), e finalmente aquecidas em alta

temperatura e analisadas.

5.8.2- Analises por Cromatografia Gasosa do Teor dos Esteres Metilicos

As anadlises cromatograficas para a determinagdo dos teores de ésteres
metilicos foram realizadas na usina de biodiesel do Grupo Bertin em Lins — SP
através de uma cooperacao entre 0 nosso grupo de pesquisa € a empresa. Foram
baseadas na norma EN 14103 — método utilizado para a determinacdo da
porcentagem de ésteres metilicos de acidos graxos presentes em uma amostra por
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cromatografia gasosa com calibragdo interna (metil heptadecanoato) que é
adequado para biodiesel com ésteres metilicos entre Ci4 € Cos. Os reagentes
utilizados para a analise de determinacado do teor dos ésteres metilicos foram: n-
heptano 95% e metil heptadecanoato com pureza conhecida (minimo 99%).

5.8.2.1- Equipamento e parametros utilizados na analise de ésteres

As analises foram realizadas utilizando um Cromatégrafo a gas, modelo
450GC. Foi utilizada a coluna WCOT Fused Silica (10M x 0,53MM ID) CP 7620. As
condicbes de anadlise para determinacdo de ésteres metilicos por cromatografia
gasosa estao na tabela 1.

Tabela 1. Condicbes de andlise para determinacdo de ésteres metilicos por
cromatografia gasosa.

Parametros de analise

Coluna Capilar revestida com fase estacionaria de polietileno glicol

Comprimento 30m
Diametro interno 0,33 mm
Espessura do filme 0,25 ym

Injetor tipo Split com fluxo variavel

Fluxo do Split 20 mL/min a 100 mL/m
Temperatura 250°C

Gas de arraste: hidrogénio ou hélio
Presséo 30 kPa a 100 kPa
Fluxo 1 mL/min a 2mL/min

Detector de ionizacao de chama
Temperatura 250 °C
Forno

Temperatura 200 °C
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5.8.2.2- Procedimento da analise e calculo da porcentagem de ésteres
metilicos

No procedimento usado para a determinagcdo do conteudo de ésteres
metilicos, primeiramente foi pesado 250mg do éster metilico (amostra) em um vial de
10 mL. Posteriormente, foram adicionados 5 mL de uma solucéo de heptadecanoato
de metila (padrao interno). O teor de ésteres metilicos foi calculado conforme a
equacao (4).

_ (X A)- AEI _ CEI *VEI

AEl m

C

*100% (4)

Na qual,

2A = Soma da area total dos picos de ésteres metilicos de C14 até C 24:1
AEI = Area do pico correspondente ao metil heptadecanoato

CEI = Concentragao do heptadecanoato de metila (mg/mL)

VEI = Volume do heptadecanoato de metila (mL)

m = Massa da amostra (mg)
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6- RESULTADOS

6.1- Sinteses das Zedlitas Faujasita (FAU) e Gismondina (GIS)

Seguindo as metodologias descritas anteriormente nos itens 5.3.1 e 5.3.2
foram feitos alguns experimentos de sinteses de zedlitas tradicionais (FAU e GIS)
nas condi¢coes de quimica sol-gel. Nas figuras 16 e 17 estdo o difratograma de
raios-X e a micrografia eletrbnica de varredura da zedlita faujasita. Os padroes de
DRX e micrografia eletrbnica de varredura da zedlita gismondina, respectivamente,
estdo apresentados nas figuras 18 e 19. Os dados obtidos tanto para zedlita
faujasita como para zedlita gismondina estdo de acordo com os padrdes de difracao
calculados, conforme reportado na literatura, vide tabelas 2 e 3 (BAERLOCHER,;
MEIER; OLSON, 2001, e ALBERT et al,1998).

Tabela 2. Dados cristalograficos do angulo de difracdo 2 theta (°) e intensidade
relativa de sinal dos padrdes de difracao calculados para a zedlita faujasita Na-Y.

20 I/, 20 I/, 20 1/,
6,31 100,0 28,26 0,2 40,03 0,2
10,31 18,6 30,66 1,5 41,28 0,4
12,10 12,5 31,29 0,7 41,28 0,2
14,61 0,3 31,29 1,9 42,14 0,6
15,92 16,0 31,95 0,5 42,66 0,1
17,91 0,1 31,95 4,4 43,51 0,1
19,01 4,3 33,03 1,2 44,01 0,1
19,01 0,2 33,06 0,5 44,01 0,5
20,71 6,4 33,87 0,1 44,18 0,2
21,67 0,3 34,69 2,4 44,84 0,3
21,98 0,1 35,29 1,0 44,84 0,7
23,19 1,3 36,28 0,3 46,61 0,1
24,06 7.6 36,87 0,2 48,03 0,1
25,44 0,3 37,82 0,2 48,03 0,2
26,24 1,2 38,38 0,1 48,65 1.1
27,52 4,6 38,57 1,1

Fonte: Treacy & Higgins (2001).
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Figura 16. Difratograma experimental e o padrao simulado da zedlita faujasita.
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Figura 17. Micrografia eletrdnica da zedlita faujasita.
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) e intensidade
relativa de sinal dos padrbées de difracao calculados para a zedlita gismondina Na-

P1.

20 I/o 20 /o 20 /o
12,46 92,1 33,38 11,5 44,18 0,5
12,46 1,0 33,38 12,7 44,18 0,4
17,66 60,6 33,38 7,5 46,08 0,2
17,66 2,7 35,76 6,8 46,08 0,1
21,67 13,3 38,01 0,4 46,08 3,3
21,67 66,1 38,01 0,6 46,08 2,2
21,67 7,0 38,01 1,0 46,08 11,1
25,08 0,8 38,01 0,3 46,08 0,9
25,08 1,1 38,01 12,0 46,08 1,6
28,10 1,6 40,15 1,4 46,08 2,0
28,10 100,0 40,15 0,9 46,08 1,8
28,10 34,9 40,15 2,3 49,72 0,2
30,84 9,0 42,20 1,0 49,72 2,9
33,38 3,5 42,20 0,3 49,72 0,7
33,38 45,0 42,20 1,0 49,72 0,3
33,38 1,2 44,18 6,5

Fonte: Treacy & Higgins (2001).
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Figura 18. Difratograma experimental e o padrdo simulado da zedlita gismondina.
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Figura 19. Micrografia eletrdnica da zedlita gismondina.

6.2- Comportamento dos Materiais Zeoliticos apos o Pré-Tratamento

Apés as sinteses, as zedlitas foram submetidas a dois tipos de pré-tratamento
antes da imobilizagdo enzimatica. Estes tratamentos foram troca idnica e tratamento
térmico. Zedlitas em sua maioria encontram-se em fases policristalinas e a DRX €
uma técnica essencial para a caracterizagao estrutural das mesmas. A difracao de
raios-X de materiais policristalinos é util na identificagdo de um material, pois cada
material policristalino apresenta um padrao de difracdo unico. A determinacao dos
parametros de cela unitaria, monitoragdo das transicées de fase, avaliacdo de um
tratamento pos-sintese na indugao, ou ndo, as mudancgas estruturais, verificagao de
uma amostra se é amorfa ou cristalina, sdo também possiveis de serem avaliadas
usando esta técnica (McCUSKER; BAERLOCHER, 2007).

6.2.1- Troca l6nica da Zedlita Faujasita

De acordo com a metodologia descrita no item 5.3.1 foi realizada a troca i6nica
da zedlita faujasita com trés diferentes cations: cobre, zinco e niquel. Ap6s a troca
ibnica dos materiais foram estudados os difratogramas de raios-X das amostras
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faujasitas trocadas com os diferentes cations (Cu?*, Zn**e Ni**) em comparacédo ao
da FAU na sua forma sédica, a fim de observar se ocorreu alguma mudanga na
estrutura cristalina da zedlita apds a realizagdo da troca ibnica.

Os difratogramas das amostras da zedlita faujasita trocadas com niquel
(FAU/Ni?*) e com zinco (FAU/Zn**) estdo apresentados respectivamente nas figuras
20a e 20b. Uma andlise dos padrdes de DRX das amostras (FAU/Zn?*) e (FAU/Ni?*)
revela que ndo houve nenhuma mudanca estrutural significativa comparada com a
amostra original (FAU/Pura), (figura 20d). Todavia, para a amostra trocada com
cobre (FAU/Cu®), (figura 20c), ocorreram mudancas devido a incorporacdo dos
cations de cobre que podem ser percebidas nos DRXs, principalmente nas regides

indicadas pelas setas pretas.

—— FAU/Pura
—— FAU/Cu®*
—— FAU/ZN*
—— FAU/Ni*

Intensidade (u.a)
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Figura 20. Difratograma da zedlita faujasita trocada com os cations de niquel (a),
zinco (b) e cobre (c) em comparacao com a sua forma sédica (d).

6.2.2- Troca idonica da Zedlita Gismondina

Foram realizados estudos dos difratogramas de raios-X da zeélita gismondina
trocada com os cations (Cu®*, Zn?* e Ni?*) em comparacéo ao da gismondina na sua
forma sddica, a fim de observar se ocorreu alguma mudanca na estrutura cristalina

da zedlita apds a realizacao da troca idnica.
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O padrdao de DRX da zedlita gismondina trocada com niquel, (figura 21a),
apresenta caracteristicas semelhantes ao da zedlita GIS na sua forma sddica, (figura
21d). Desta forma, podemos considerar que a troca ibnica dessa zedlita com esse
cation nao provocou nenhuma mudanca estrutural significativa. Todavia, a analise
do padrdo de DRX para a zedlita trocada com zinco (GIS/Zn?*), (figura 21a), mostra
a auséncia de picos de difragdo anteriormente observados na regidao de 2 tetha
(12,0; 17,2; 17,6; 30,0), entre outros picos de difracdo de baixa intensidade, assim
podemos observar que ocorreu uma mudanca em comparacao com a GIS/pura
(figura 21d). No caso da troca ibnica realizada com o cation de cobre (figura 21c) a
analise comparativa dos picos de difracdo mostra uma mudanca estrutural
significativa em relacao a amostra original (GIS/Pura). Nota-se a existéncia de novos
picos no padrédo de DRX da amostra, indicando a formagdo de uma nova estrutura

cristalina.
—— GIS/Pura
—— GIS/CU*
— GIS/ZN*
—— GIS/Ni**
©
e
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Figura 21. Difratograma da zeélita gismondina trocada com os cations de niquel (a),
zinco (b) e cobre (c) em comparacédo com a sua forma sédica (d).

6.2.3- Tratamento Térmico da Zedlita Gismondina
As amostras (GIS/Cu®*, GIS/Zn** e GIS/Ni?*) foram submetidas a um

tratamento térmico em duas diferentes faixas de temperatura a 200°C e a 550°C, de
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acordo com a seguinte rampa de temperatura para amostra tratada a 200°C: 25-
100°C (1hora), 100-150°C (1/2hora) e 150-200°C (1/2hora). Apds atingir a
temperatura desejada (200°C), a amostra permaneceu nessa faixa de temperatura
por 1 hora.

O mesmo procedimento foi adotado para a amostra tratada a 550°C, porém
com uma rampa de temperatura diferente: 25-100°C (1/2 hora), 100-150°C (1/2
hora), 150-200°C (1hora) e 200-550°C (3horas). O objetivo desse tratamento térmico
€ observar a ocorréncia de mudancas estruturais em fungdo da remocdo de
moléculas de 4&guas adsorvidas na superficie das zedlitas e das &guas
cristalograficas.

A figura 22 mostra os difratogramas da amostra de zedlita GIS/Cu®** a
temperatura ambiente e termicamente tratadas a 200°C e a 550°C. A comparacao
dos padrées DRXs da amostra tratada termicamente a 200°C, com o difratograma
da GIS/Cu** sem tratamento térmico, mostra um idéntico padrdo de difracdo.

Todavia, o tratamento térmico a 550°C desse material revela um colapso na

2 theta (°)

estrutura da zedlita GIS/Cu?*.

—— GIS/CU*/TA
—— GIS/Cu?/200°C
—— GIS/Cu®/550°C

Intensidade (u.a)

Figura 22. Difratograma da zedlita gismondina trocada com cobre sem pré-
tratamento térmico em comparacdo com a GIS pré-tratada a 200°C e a 550°C.
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A analise dos DRX, figura 23, demonstra que a amostra da zedlita GIS
trocada com zinco tratada a 200°C apresenta caracteristicas cristalograficas
semelhantes em comparacdo com GIS/Zn?* a temperatura ambiente, todavia o pré-
tratamento térmico a 550°C leva a formacgao de uma nova estrutura cristalina que se

encontra em fase de caracterizagao.

—— GIS/Zn*TA
— GIS/ZNn**/200°C
—— GIS/Zn”/550°C
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Figura 23. Difratograma da zedlita gismondina trocada com zinco sem pré-
tratamento térmico em comparacdo com a GIS pré-tratada a 200°C e a 550°C.

A figura 24 apresenta os dados de DRX para a amostra GIS/Ni?* a temperatura
ambiente e as amostras tratadas termicamente a 200°C e a 550°C.
Surpreendentemente, os dados de DRX revelam que a amostra GIS/Ni** apresenta
uma resisténcia térmica muito interessante, pois o tratamento térmico a 550°C nao
afeta a cristalinidade da amostra original. Em geral, a zedlita GIS/Na* colapsa em
torno de 320°C (Nery et al, 2003; Albert et al, 1998), e mesmo este material trocado
com outros cations tais como Mn?*, Cd?*, Pb?*, Sr**, Ba®* (Nery et al, 2003) revelam
que o maximo de resisténcia térmica ocorre em torno de 350°C. O fato do material

trocado com Ni** apresentar esta resisténcia térmica, o habilita a ser um material
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com grande potencial de uso em processos cataliticos industriais visto que os
mesmos ocorrem em temperatura em torno de 550-700°C.

—— GIS/NIZ*TA
—— GIS/Ni#*/200°C
—— GIS/Ni?*/550°C

Intensidade (u.a)

2 theta (°)

Figura 24. Difratograma da zedlita gismondina trocada com niquel sem pré-
tratamento térmico em comparacao com a GIS pré-tratada a 200°C e a 550°C.

6.3- Inibicao da Lipase pelo Cation Presente na Solucao

A atividade das enzimas é sensivelmente inibida por alguns céations metalicos.
No intuito de compreender e previnir essa possivel inibicdo, nesta etapa do trabalho,
foi feita a analise do efeito inibitério dos cations de cobre, zinco e niquel na atividade
lipolitica da lipase de Rhizomucor meihei através da hidrélise do p-NPP.

A representacdo grafica da atividade enzimatica medida para as trés
diferentes concentracbes de solucdo de cobre (0,001M, 0,01M e 0,02M) esta
representada na figura 25. Os dados revelam que houve um decréscimo da
atividade enzimatica com o aumento na concentracdo de cobre em solucao.
Observa-se que a atividade enzimatica obtida nas concentracées (0,001M, 0,01M e
0,02M) foram (93,8%, 75,3% e 36,9%, respectivamente) em relacdo a atividade

inicial, indicando que o cation de cobre é um forte agente inibidor da enzima em
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questdo. Desta forma, caso ocorra a lixiviagdo do cobre durante o processo de

imobilizagdo podera levar a diminuig&o da eficiéncia do catalisador enzimatico.

W Atividade enzimatica (U/mL) B desvio

Atividade enzimatica (U/mL)

0,00M 0,001M 0,01M 0,02M

Concentragédo de cobre

Figura 25. Inibicdo enzimatica pelo cation de cobre. Os testes de atividade para
enzima livre foram realizados conforme descrito no item 5.6 para enzima 50 (x)
diluida.

A analise do grafico de atividade enzimatica para o cation de zinco nas trés
diferentes concentracées (0,001M, 0,01M e 0,02M), figura 26, mostra que ocorreu
uma pequena diminuigdo na atividade enzimatica que foram 87,8%, 85,5% e 87,4%,
respectivamente, da atividade medida na auséncia desse cation em solugéo. Essa
ligeira diminui¢do indica que o cation de zinco ndo é um forte inibidor da enzima em
questao. Portanto, se o cation de zinco for lixiviado do suporte zeolitico no processo
de imobilizagdo esse cation ndo diminuird significativamente a eficiéncia do
catalisador enzimatico, pois mesmo na concentracado de 0,02M de zinco em solucao
houve pouca interferéncia do cation na atividade enzimdtica determinada
experimentalmente.

A figura 27 mostra o gréfico de atividade enzimatica para o cation de niquel
nas trés diferentes concentragcées (0,001M, 0,01M e 0,02M), as porcentagens de
atividade enzimatica (95,0%, 93,8% e 88,0%, respectivamente) foram bastante
semelhantes quando comparadas com a atividade na auséncia do cétion, pois
mesmo na concentracdo de 0,02M a perda foi de apenas 12% da atividade inicial,
esses dados sugerem que a enzima € levemente inibida pela presenga do cation de

niquel na solugéo.
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Figura 26. InibicAdo enzimatica pelo cétion de zinco. Os testes de atividade para
enzima livre foram realizados conforme descrito no item 5.6 para enzima 50 (x)

diluida.
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0,00M
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Figura 27. Inibicao enzimatica pelo cation de niquel. Os testes de atividade para
enzima livre foram realizados conforme descrito no item 5.6 para enzima 50 (x)

diluida.

Sendo assim, em vista do conjunto de dados obtidos para a atividade

enzimatica na presenca dos cations Cu?*, Zn** e Ni?* podemos observar que o cobre

€ um forte agente inibidor da enzima em questao.
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6.4- Grau de Pureza da Enzima

O grau de pureza da enzima foi determinado conforme descrito no item 5.4
pela técnica SDS-PAGE. A figura 28 mostra os dados relacionados a enzima 10uL
(raia 1) e 5 uL (raia 2). A seta mostrada na figura indica a banda eletroforética
correspondente a lipase produzida por Rhizomucor miehei, com peso molecular
aproximado de 47 kDa, a raia 3 corresponde a padrées de proteinas de pesos
moleculares conhecidos. Nota-se a partir desse ensaio que a lipase utilizada
apresenta uma pequena quantidade de impureza, pois uma banda eletroforética,
cujo peso molecular estimado foi da ordem de 21 kDa pode ser observada,
principalmente, na raia 1, a qual foi adicionada uma quantidade maior da enzima
estudada.

PM

97,0 kDa

66,0 kDa

45,0 kDa

20,1 kDa

14,4 kDa

Figura 28. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida, para a localizacao e
a determinacao do grau de pureza da enzima. Raia 1- aliquota de 10 ul da amostra
de enzima, raia 2- aliquota de 5 ul da amostra de enzima e raia 3-padrées de
proteinas de pesos moleculares conhecidos.

6.5- Imobilizacao e Atividade Enzimatica para Diferentes Suportes Zeoliticos

Zedlitas com diferentes estruturas (FAU) e (GIS) foram testadas como
suportes para a imobilizacdo enzimatica. Os estudos de imobilizagdo foram
conduzidos através da variacdo de dois parametros importantes na quimica de
zellitas: o meio catibnico dominante (troca ibnica) e a estabilidade térmica das
zedllitas (temperatura de calcinacao).
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O efeito da natureza dos cations de compensacao foi avaliado através da
troca idnica para ambos os suportes zeoliticos (FAU e GIS), de acordo com as
secoes 5.3.1 e 5.3.2, com diferentes cations: Cu®*, Zn?*, Ni** e Na*.

O efeito do tratamento térmico do suporte foi avaliado em duas diferentes
faixas de temperatura a 200°C e a 550°C. Neste caso o pré-tratamento a 200°C
permite a eliminacdo das aguas adsorvidas na superficie da zedlita. No pré-
tratamento térmico a 550°C o suporte € calcinado, assim, além da eliminacao das
aguas adsorvidas na superficie ocorre a remocao das aguas cristalograficas, a qual
ocupa espacos vazios dentro de cavidades e canais das zedlitas, em sitios
cristalograficos especificos (GONCALVES et al, 1997).

A tabela 4 apresenta os valores de imobilizacdes e atividades enzimaticas em
funcao do tratamento térmico e do meio catibnico dominante na zedlita faujasita.

Os dados revelam que para os suportes FAU/Na*, FAU/Zn?**, FAU/Ni** e
FAU/Cu®* o tratamento térmico, tanto a 550°C como a 200°C, nao tiveram nenhum
efeito na atividade enzimatica. Neste caso, verifica-se que a atividade enzimatica é a
mesma para os suportes tratados a 200°C e a 550°C. Os dados também indicam
que, nesse caso, € possivel correlacionar os valores de atividade enzimatica com a
quantidade de enzima imobilizada e, essa correlacdo pode ser deduzida nas
equacodes 2 e 3, secao 5.6.

A coeréncia dos dados apresentados na tabela 4 indica que o tratamento
térmico nao afeta a quantidade de enzima imobilizada e nem a atividade enzimatica.
Esse padrao € bastante particular para o sistema faujasitico, pois a zedlita faujasita
€ uma zeolita termicamente estavel e sua estrutura cristalografica resiste a
temperaturas acima de 800°C, sendo essa uma das razdes para o emprego desses
materiais em refinarias de petréleo. Esses dados demonstraram que, a estrutura
cristalogréfica do suporte em questdo tem influéncia na imobilizagdo das enzimas,
pois como veremos adiante no caso da zedlita gismondina os resultados sao
completamente diferentes em relacdo aos que foram observados para a zedlita
faujasita.

Os dados na tabela 4 também permitem avaliar os parametros de
imobilizagdo e atividade enzimatica, para o sistema faujasitico em funcdo do meio
catibnico dominante. Se analisarmos, primeiramente, as porcentagens de
imobilizagdo da enzima nos suportes zeoliticos pré-tratados a 200°C, os dados irao
indicar que a maior imobilizacdo ocorre para FAU/Zn?** (32,0 + 1,2%), enquanto a
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menor imobilizacdo ocorre para faujasita na sua forma sédica FAU/Na® (10,0 +
0,4%), e também para o complexo FAU/Ni?* (10,3 + 0,5%), enquanto o complexo
FAU/Cu®* apresenta valores intermediarios (22,1 + 0,6%). A andlise se torna mais
interessante, quando se correlaciona ndo apenas a porcentagem de enzimas
imobilizadas em funcdo do meio catibnico dominante, como também a atividade
enzimatica. Nesse caso podemos observar que a maior atividade enzimatica esta no
suporte FAU/Ni?* que apresentou uma imobilizacdo de 10,3 + 0,5% e uma atividade
enzimatica de 0,120 U/mg-suporte. Esse dado é diferente em relagdo ao suporte
FAU/Na* que também apresenta uma porcentagem de imobilizacdo de 10,0 + 0,4%,
porém, uma menor atividade de 0,053 U/mg-suporte.

O sistema faujasitico pré-tratado a 200°C permite, seguramente, afirmar que a
porcentagem de enzima imobilizada e a atividade enzimatica sao altamente
dependentes ndo apenas da estrutura cristalina do suporte sélido como também da
natureza idnica predominante nesses soélidos, quando se trata de zedlitas.

A discussdo dos dados obtidos para o sistema faujasitico pré-tratados a
550°C (tabela 4) evidéncia, fortemente, a correlagdo entre a porcentagem de enzima
imobilizada, a atividade enzimatica e a estrutura cristalografica do suporte zeolitico.
Em geral, os dados revelam que ndo ha uma diferenca significativa em relagdo aos
dados obtidos a 200°C. Por exemplo, os resultados obtidos para FAU/Na* tanto a
200°C quanto a 550°C sao praticamente os mesmos, € um padrao semelhante
ocorre para o complexo FAU/Ni**. Todavia, para o sistema FAU/Cu?* e FAU/Zn**, os
dados obtidos 200°C e a 550°C apresentam uma diferenga significativa entre si.

Para o sistema FAU/Zn?** ocorre uma queda na porcentagem de enzima
imobilizada de 32,0 + 1,2% para 19,1 + 0,6%, enquanto para o sistema FAU/Cu®** a
situacao é oposta, pois nesse caso ocorre um aumento da porcentagem de enzima
imobilizada de 22,1 £ 0,6% para 27,9 = 1,2%. Uma possivel explicacdo para esses
dois comportamentos pode estar relacionada ao comportamento de troca ibnica dos
cations Cu®* e Zn?*. Varios estudos fisico-quimicos e cristalograficos a respeito da
troca idnica de Cu®* em estruturas zeoliticas revelam que, em geral, os sitios
cristalograficos preferenciais pelos cations de Cu®* sdo os sitios Sl e Sll. O sitio
cristalogréafico Sl esta localizado no centro do prisma hexagonal do anel duplo (D6R)

que permite acesso ao centro da gaiola sodalitica da zedlita faujasita.
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E provavel que o tratamento a 200°C teria induzido um maior preenchimento
do sitio SlI, isso implica que os cations de Cu®* estdo mais afastados da superficie
da zedlita, e que a 550°C tem ocorrido o maior preenchimento do sitio SI, o que
implicaria num maior preenchimento do prisma hexagonal, e uma maior
concentragdo de Cu?* mais préximo a superficie da zedlita (PALOMINO; BORDIGA;
ZECCHINA, 2000).

O caso do sistema FAU/Zn?* poderia ser explicado da mesma maneira,
porém, o tratamento a 550°C levaria a um maior preenchimento de sitios
cristalograficos Slll e SIV localizados dentro das super gaiolas faujasiticas. Todavia,
uma afirmagdo mais segura s6 poderia ser feita ap6s um meticuloso estudo
cristalografico das matrizes zeoliticas antes da imobilizacdo. Nesse caso, o estudo
envolveria a analise estrutural pelo método de Rietveld com dados coletados com
radiacao sincrotrénica (FOWKES; IBBERSON; ROSSEINSKY, 2002).

Outro parametro bastante relevante apresentado na tabela 4 é a atividade
residual, pois através desse parametro podemos identificar se ocorreu ou nao
lixiviacao dos cations durante o processo de imobilizacdo das enzimas nos suportes
zeoliticos, visto que lixiviagdo é um fenbmeno bastante comum para determinados
sistema zeoliticos. Na secao 6.3 sdo apresentados os resultados experimentais para
os cations em estudo no tocante a sua capacidade de inibir a acdo das enzimas. Os
dados indicam que dos trés cations em estudo, o cobre apresenta maior capacidade
de inibicdo enzimética (35,9% em concentracdo de 0,02M/ Cu®*). Comparando os
dados apresentados na secao 6.3 com os dados da tabela 4 e correlacionado-os
com os parametros de atividade residual e porcentagem de enzima imobilizada,
podemos afirmar que para o sistema faujasitico ndo ocorre lixiviagcdo para nenhum
dos suportes zeoliticos estudados. O sistema FAU/Na* foi usado como um branco
para os outros sistemas, visto que o cation de sédio ndo tem nenhuma influéncia
inibidora na enzima e as porcentagens de enzimas imobilizadas se correlacionam
com a atividade residual da 4gua mae. O mesmo padrao se mantém para os demais
suportes FAU/Ni**, FAU/Cu®* e FAU/Zn*.
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Tabela 4. Porcentagem de imobilizacdo e atividade enzimatica em fungcéo do pré-
tratamento da zedlita faujasita. Os testes de atividade para as enzimas imobilizadas
foram realizados conforme descrito no item 5.6. Quantidade de enzima a ser
imobilizada foi de aproximadamente 1,47mg para 100mg de cada suporte.

Suporte Influéncia do Influéncia Imobilizacao Atividade Atividade
Zeolitico tratamento tér- do meio (% proteina) residual enzimatica
mico antes da catiénico (UmL)e (Umg
imobilizacao dominante porcenta- suporte)
(°C) gem”)
FAU 200 Na* 10,0+ 0,4 7,54 £ 0,45 0,053
(Si:Al=11) (58,5%)
FAU 550 Na* 9,2+0,2 9,72+0,18 0,047
(Si:Al=11) (75,4%)
FAU 200 Cu?* 22,1+0,6 8,35 +0,53 0,090
(Si:Al=11 (64,8%)
FAU 550 Cu®* 27,9+1.2 6,60 +0,17 0,052
(Si:Al=11) (51,2%)
FAU 200 Ni?* 10,3+0,5 8,47 £ 0,35 0,120
(Si:Al=11) (65,7%)
FAU 550 Ni?* 10,6 £ 0,3 6,98 £ 0,53 0,134
(Si:Al=11) (54,2%)
FAU 200 Zn?* 32,0+1,2 0,88 + 0,06 0,024
(Si:Al=11) (6,8%)
FAU 550 Zn? 19,1406  5,29+0,08 0,047
(Si:Al=11) (45,7%)
T — 12,89+0,62 -

O enzima inicial
) porcentagem de atividade residual em relagdo & atividade inicial.

A tabela 5 apresenta valores de imobilizagdes e atividades enzimaticas em
funcdo do tratamento térmico e do meio catibnico dominante para a zedlita
gismondina.

Os dados indicam que o efeito do tratamento térmico para esse suporte
zeolitico preparado a 200°C e a 550°C tem diferencas significativas quando
comparados ao sistema da zedlita faujasita. Para os suportes GIS/Na*, GIS/Zn**,
GIS/Ni** e GIS/Cu?" com pré-tratamento a 200°C observa-se que a porcentagem de
enzima imobilizada varia em torno de aproximadamente de 10 a 16%, sendo que a
maior porcentagem ocorre para GIS/Cu?* (16,0 + 0,3%). Esses dados também
reforcam a observacao de que a estrutura cristalina do suporte zeolitico influencia na

porcentagem de enzima imobilizada.
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A figura 21 mostra o DRX da GIS/Na*, GIS/Cu®, GIS/Zn** e GIS/Ni**. A
zeolita gismondina é caracterizada por sua estrutura altamente flexivel e bastante
susceptivel a variagdes de temperatura e natureza dos cations presentes em suas
estruturas, assim, quando GIS/Na* é transformada em GIS/Cu?* por troca iénica as
mudancas estruturais sao significativas (figura 21), e a mesma observacéao vale para
o cation de zinco.

Um dado bastante interessante apresentado na tabela 5 para os suportes
GIS/Na*, GIS/Cu®*, GIS/Ni?* e GIS/Zn?*, pré-tratados a 200°C, é que as atividades
enzimaticas obtidas para os suportes foram as seguintes: 0,959; 2,515; 13,278 e
1,809 U/mg-suporte. Todavia, observa-se que esses valores sado reduzidos quando
0s suportes sao tratados a 550°C, pois nessa situacdo os valores para atividade
enzimatica no suporte diminuiu de 0,959 para 0,569 U/mg-suporte (GIS/Na*); de
2,515 para 0,517 U/mg-suporte (GIS/Cu®); de 13,278 para 2,738 U/mg-suporte
(GIS/Ni**) e de 1,809 para 1,311 U/mg-suporte (GIS/Zn?*"). Este significativo
decréscimo é uma forte indicacdo de que a atividade enzimatica da enzima
imobilizada esta relacionada a estrutura do material zeolitico, pois uma analise dos
dados de DRX (figuras 22 e 23) mostra que as estruturas da zedlita gismondina em
suas formas GIS/Cu** e GIS/Zn**, pré-tratadas a 200°C sdo completamente
diferentes das estruturas obtidas a temperatura de 550°C. Na literatura a zedlita
GIS/Na* é uma estrutura amorfa a 550°C (Nery et al, 2003; Albert et al, 1998).

Outro forte indicio de que a atividade enzimatica esta relacionada com a
estrutura pode ser observado na elevada atividade da enzima imobilizada obtida no
sistema gismondina (Na*, Cu®*, Ni** e Zn*"), tabela 5, em comparagdo com a
atividade obtida no sistema faujasita (Na*, Cu?*, Ni** e Zn®*), tabela 4, em ambas
faixas de temperatura a 200°C ou a 550°C de pré- tratamento das zedlitas. Esses
dados reforcam a ideia da relacdo entre a atividade enzimatica e a estrutura do
suporte porque essas duas zedlitas apresentam estruturas completamente
diferentes e as suas propriedades estruturais afetam o comportamento da enzima
imobilizada.

A andlise da atividade residual para o sistema gismondina, diferentemente do
sistema faujasita, indica que nao é possivel obter uma boa correlacdo devido ao fato
da estrutura gismondina ser altamente flexivel e a 550°C ocorrer a formacao de
estruturas completamente diferentes de sua forma padrdo. Desta forma, para

verificar se ocorreu lixiviagdo dos cations durante o processo de imobilizagdo para
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os suportes (GIS/Cu?*, GIS/Zn** e GIS/Ni** pré-tratados a 200°C) foi feita uma
analise de espectrometria de emissao atémica (ICP-AES). Os dados obtidos indicam
que nao houve lixiviacao dos cations presentes nos materiais, pois a porcentagem
dos cations encontrados nessas matrizes de imobilizacdo permaneceu constante
mesmo apds o processo de imobilizacdo, vide tabela 6. Além disso, pode-se
observar que ocorreu uma troca ibnica mais efetiva para os suportes trocados com
os cations de cobre e zinco porque estes apresentaram uma quantidade acima de
20% dos respectivos cations para os suportes (GIS/Cu?*, GIS/Zn?*) ao passo que a
presenca de niquel foi aproximadamente 2,3% para o suporte (GIS/Ni?*).

Tabela 5. Porcentagem de imobilizagdo e atividade enzimatica em funcdo do pré-
tratamento da zedlita gismondina. Os testes de atividade para as enzimas
imobilizadas foram realizados conforme descrito no item 5.6. Quantidade de enzima
a ser imobilizada foi de aproximadamente 1,47mg para 100mg de cada suporte.

Suporte  Influéncia do Influéncia Imobilizacao  Atividade Atividade
Zeolitico tratamento tér- do meio (% proteina) residual enzimatica

mico antes da catibénico (UmL)e (Umg
imobilizacao dominante porcen- suporte)
(°C) tagem'”
GIS N 6,23 £ 0,35
(Si-Al=1) 200 Na 12,0+ 0,3 (48.8%) 0,959
GIS ‘ 8,65 + 0,26
(Si-Al=1) 550 Na 11,8 £0,3 (67.7%) 0,569
GIS 24 3,12+0,18
(Si-Al=1) 200 Cu 16,0 £0,3 (24,4%) 2,515
GIS 24 7,79 £ 0,26
(Si-Al=1) 550 Cu 20,0+04 (61.0%) 0,517
GIS P 6,54 + 0,09
(Si-Al=1) 200 Ni 11,2+0,6 (51.2%) 13,278
GIS P 5,79 + 0,09
(Si-Al=1) 550 Ni 10,1+ 0,6 (45.3%) 2,738
GIS 24 7,16 £ 0,08
(Si-Al=1) 200 Zn 12,5 £0,6 (56.1%) 1,809
GIS 24 4,61+0,18
(Si:A[=1) 550 Zn 19,1+0,4 (36,1%) 1,311
E? e e e 12,77 +0,09 -

©) enzima inicial
) porcentagem de atividade residual em relagdo & atividade inicial.
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Tabela 6. Porcentagem dos cations presentes antes e depois do processo de
imobilizagdo nos suportes de imobilizagdo enzimatica da zedlita gismondina trocada
com os cations de cobre, niquel e zinco quando pré-tratadas a 200°C antes do
processo de imobilizagdo.

Elemento Antes da Depois da
imobilizacao imobilizacao
(%) (%)
Cobre 21,98+0,22 23,2510,07
Zinco 21,70+0,18 21,03+0,05
Niquel 2,24+0,06 2,27+0,04

Em nosso estudo, os resultados obtidos mostram que o tratamento térmico e
0 meio catibnico dominante influenciam no processo de imobilizacdo e na atividade
da enzima. Desta forma, o pré-tratamento do suporte antes da imobilizacdo provoca
mudancas na estrutura da zedlita gismondina devido a sua maior flexibilidade em
comparacdo com a zedlita faujasita e, consequentemente, influenciam a
conformacao final da enzima quando ligada ao material zeolitico.

As propriedades fisico-quimicas das zedlitas afetam significantemente a
forma e a forca de ligacdo envolvida no processo de imobilizacdo, e
consequentemente o comportamento da enzima imobilizada (MACARIO et al, 1997).
Estes autores concluiram em seus estudos de imobilizacdo da lipase Rhizomucor
meihei sobre diferentes suportes zeoliticos que o método mais adequado de
imobilizacdo dessa enzima tem que envolver a regiao “lid’ a fim de ativar centro
catalitico da enzima. Durante o processo de imobilizagdo os aminoacidos presentes
na regidao “lid’ da lipase tem um papel importante, ambos para a ativacado e

estabilizacao da enzima imobilizada de forma aberta.

6.6- Curvas de Atividade Enzimatica

Conforme foi mencionado anteriormente, as enzimas em sua maioria sao
sensiveis a elevadas temperaturas, excecao as termofilicas e, o estudo do
comportamento da enzima em funcdo da temperatura é essencial para o
conhecimento do catalisador enzimatico. A curva de atividade enzimatica, figura 29,

mostra que a atividade maxima da enzima livre na hidrélise do substrato pNPP esta
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na faixa de 42-44°C. A partir de 45°C inicia-se a diminui¢cdo da atividade enzimatica.
Ao passo que quando atingida a temperatura de 50°C uma grande quantidade de

enzima estara inativada por desnaturagao.
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Figura 29. Atividade enzimatica em funcdo da temperatura para enzima livre. Os
testes de atividade para enzima livre foram realizados conforme descrito no item 5.6
para enzima 100(x) diluida.

Para a analise do comportamento da atividade enzimatica da enzima no
material solido foi escolhida a zedlita gismondina pré-tratada a 200°C antes do
processo de imobilizacdo, pois este material apresentou os dados mais
representativos e reprodutiveis de atividade enzimatica, além disso, foram
escolhidas quatro diferentes faixas de temperatura 37, 44, 49 e 52°C de acordo com
0s pontos mais importantes obtidos com a enzima na sua forma livre. A andlise da
curva de atividade da enzima imobilizada no sdlido, figura 30, mostra um
comportamento de atividade enzimatica para os diferentes suportes zeoliticos
bastante similar ao da enzima em sua forma livre. Elas sdo similares porque em
ambos os graficos as suas atividades maximas estdo na faixa de 42-45°C e acima

dessa temperatura pode-se observar uma diminuicdo na atividade enzimatica. Isso,
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provavelmente, deve-se ao fato de que a enzima é muito grande para acessar a
cavidade interna das zedlitas. A maioria das aberturas de poros observados para
zedlitas esta na faixa de 7-8 A, isso implica que nenhuma enzima pode ter acesso a
esse diametro de poros. Portanto, ela esta localizada sobre a superficie externa
cristalina das zedlitas o que explica o fato do seu comportamento ser similar quando
comparado a enzima livre (GONCALVES et al, 1996). Além disso, uma possivel
explicacao no ponto de vista cristalografico para a maior atividade da zedlita trocada
com niquel quando comparada com a zedlita trocada com cobre, zinco € na forma
sodica, possivelmente, esta relacionada a presenca de Ni?* nos canais desses
materiais, o qual interage de uma maneira que ativa o sitio catalitico enzimatico, o
que faz com que uma maior atividade enzimatica seja observada para o conjugado
LIPASE/ZEOLITA/Ni?".
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Figura 30. Atividade enzimatica em fungao da temperatura para enzima imobilizada
no solido. Condi¢des de imobilizagdo: 16h em 25°C. Quantidade de enzima a ser
imobilizada aproximadamente 1,47mg. Porcentagem de enzima imobilizada em
100mg de cada suporte: GIS/Ni** (11,2 + 0,6%), GIS/Cu?* (16,0+ 0,3%), GIS/Zn**
(12,5 £ 0,6%) e GIS/Pura (12,0 £ 0,3%).
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6.7- Estabilidade Enzimatica

Conforme mostrado no item anterior, a atividade maxima medida pela enzima
na sua forma livre ou imobilizada foi a 44°C. A fim de avaliar a estabilidade
enzimatica nesta temperatura em funcao do tempo foram realizados experimentos
em seis diferentes intervalos de tempo (0, 60, 120, 180, 240 e 300 min) para enzima
livre e em quatro diferentes intervalos de tempo no caso do material sélido (0, 60,
180 e 300 min). O grafico de estabilidade da enzima livre, figura 31, mostra o
comportamento da atividade enzimatica na temperatura 6tima (44°C). A atividade
lipolitica da enzima nesta temperatura diminui aproximadamente a 60% de sua
atividade inicial apdés o periodo de 1 hora da enzima na temperatura étima. No
entanto, posteriormente, essa atividade permaneceu inalterada ap6s 5 horas, tempo

em que a enzima permaneceu nestas condicoes.
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Figura 31. Estabilidade enzimatica na temperatura 6tima (44°C) para enzima livre.
Os testes de atividade para enzima livre foram realizados conforme descrito no item
5.6 para enzima 100(x) diluida.

A figura 32 mostra o grafico de estabilidade térmica para os quatro diferentes
complexos (GIS/Ni**/Lipase, GIS/Cu?*/Lipase, GIS/Zn*/Lipase, GIS/Na?*/Lipase) nos
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tempos de (0, 60, 180 e 300min) e novamente a zedlita trocada com niquel
apresentou atividade bastante superior quando comparada com os demais
complexos enzima/zedlita, ou seja, Ni** > Cu®** > Zn** >Na*. Os dados obtidos
mostraram que a imobilizagdo das enzimas leva a um aumento na estabilidade
enzimatica, pois diferentemente ao que foi observado para a enzima livre as
atividades das enzimas imobilizadas no suporte se manteve estavel durante o

periodo em que permaneceram a 44°C.
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Figura 32. Estabilidade enzimatica do soélido a temperatura 6tima (44°C) para
enzima imobilizada. Condicbes de imobilizagdo: 16h em 25°C. Quantidade de
enzima a ser imobilizada 1,47mg aproximadamente. Porcentagem de enzima
imobilizada em 100mg de cada suporte: GIS/Ni?* (11,2 + 0,6%), GIS/Cu?* (16,0+
0,3%), GIS/Zn?* (12,5 + 0,6%) e GIS/Pura (12,0 + 0,3%).
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6.8- Producao de Biodiesel

As analises de biodiesel dos materiais obtidos pela enzima livre, enzima
imobilizada na zedlita e a zedlita pura foram feitas por TLC e GC. A figura 33 ilustra
os resultados de producéo de biodiesel dos diferentes catalisadores.
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Figura 33- Oleo e biodiesel medido qualitativamente por TLC para diferentes
catalisadores. A) Oleo de soja puro (1); biodiesel produzido por enzima livre (64,45
U) (n); B) biodiesel produzido por enzima livre (9,02 U) (), biodiesel produzido por
enzima livre (7,22 U) (1v); C) GIS/Ni?*/200°C/7,22 U de enzima imobilizada (Vv),
GIS/Ni?*/550°C/6,51 U de enzima imobilizada (v1), GIS/Ni#*/200°C (vi) e D)
GIS/Zn?*/200°C/ 9,02 U de enzima imobilizada (vin), GIS/Zn?*/550°C/7,08U de
enzima imobilizada (IX) e GIS/Zn?*/200°C (X).

Os resultados da analise por TLC do produto com enzimas livres mostraram
que a maior parte do 6leo vegetal (I) foi convertida a biodiesel (ll) para uma
quantidade de lipase de 64,45 U (Figura 33A). Quando utilizado a quantidade de
9,02 U de enzima livre, apenas uma parte do 6leo de soja foi convertida a biodiesel
(1n. Com o uso de 7,22 U de enzima livre no processo uma quantidade um pouco

inferior do 6leo foi convertida a biodiesel (IV), (Figura 33B). Os resultados de analise
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de cromatografia gasosa (CG) demonstraram que o processo que utilizou 64,45 U
de enzima resultou em 95% de rendimento de conversao depois de 72h de reacao e
0 processo com 9,02 U de enzima livre resultou em 42,5% do rendimento em
conversao depois do mesmo periodo de tempo. Para o processo que envolveu uma
quantidade de 7,22 U de enzima o rendimento de biodiesel obtido foi de 39,3%
(Figura 34).

Os dados de TLC e CG para enzimas imobilizadas sobre as zedlita
gismondina tratada com Zn?*e Ni?* (GIS/Zn** e GIS/Ni?*) foram obtidos em trés
diferentes condicées, para a qual os catalisadores submetidos foram: enzima
imobilizada na zedlita (LIPASE/GIS/Ni**/550°C e LIPASE/GIS/Zn?*/550°C), enzima
imobilizada na zedlita (LIPASE/GIS/Ni**/200°C e LIPASE/GIS/Zn**/200°C) e zedlita
pura (GIS/Ni**/200°C e GIS/Zn?*/200°C).

Na figura 33C os resultados de TLC para o complexo
(LIPASE/GIS/Ni?*/200°C) mostram que uma boa quantidade do 6leo vegetal foi
convertida a biodiesel (V), no entanto, para o suporte (LIPASE/GIS/Ni?*/550°C) uma
quantidade minima do 6leo de soja foi convertida a biodiesel (VI). Observa-se que
uma quantidade muito pequena de enzima quando imobilizada (7,22 U) pode
produzir biodiesel. Porém, quando o suporte zeolitico puro (GIS/Ni?*/200°C) foi
utilizado como catalisador a quantidade convertida foi bem inferior (VII). A figura 35
mostra os teores de ésteres metilicos obtidos por cromatografia gasosa das reacoes
de transesterificacdo do 6leo de soja refinado com os trés catalisadores. Para a
zedlita pura a producgao de ésteres metilicos foi muito baixa (20,3%). Todavia, para o
complexo (LIPASE/GIS/Ni**/200°C) obtém-se um percentual elevado de conversdo
de 6leo a ésteres metilicos 56,2%. Neste caso pode observar que ha um
comportamento sinérgico do complexo catalitico enzima/zeélita quando comparado
com a produgéo de ésteres metilicos para mesma concentracdo de enzimas livres
que produz (39,3%), vide figura 35. No entanto, para o suporte
(LIPASE/GIS/Ni?*/550°C) obteve-se um percentual de 27,6% de producdo de ésteres
metilicos considerado baixo para esse catalisador.

Na figura 33D as analises prévias de TLC para o complexo
(LIPASE/GIS/Zn?*/200°C) mostram uma quantidade razoavel do 6leo vegetal foi
convertido a Dbiodiesel (VIII), no entanto, quando utilizado o suporte
(LIPASE/GIS/Zn?*/550°C) uma pequena quantidade do 6leo de soja foi convertida a
biodiesel (IX). Por outro lado quando foi utilizada apenas a zedlita (GIS/Zn?**/200°C)
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como catalisador em auséncia de enzimas imobilizadas uma quantidade bem inferior
do dleo foi convertida a ésteres metilicos (X). Os resultados de CG (figura 36)
mostram a porcentagem de ésteres metilicos obtidos a partir do éleo de soja para os
trés diferentes catalisadores. Quando utilizada a zedlita (GIS/Zn?*/200°C) como
catalisador a producdo de ésteres metilicos foi muito baixa (20,3%). Contudo,
quando 9,02U de enzima foram imobilizadas neste suporte
(LIPASE/GIS/Zn?*/200°C) o percentual de (39,7%) de dleo convertido a biodiesel foi
obtido, desta forma, pode-se verificar que a atividade da enzima foi mantida mesmo
quando submetida ao processo de imobilizagcdo. Sabe-se que para a mesma
quantidade de enzima na forma livre converteu-se 42,5% de ésteres metilicos, vide
figura 34. No entanto, quando o suporte foi pré-tratado a 550°C
(LIPASE/GIS/Zn?*/550°C) obtém-se um percentual de 29,6% considerado baixo
indicando que o pré-tratamento do suporte a 550°C influenciou negativamente na

catalise da reacao.

Producdo de Biodiesel
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Figura 34. Porcentagem de ésteres metilicos produzidos para diferentes
quantidades de enzimas livres utilizadas como catalisadores analisadas por
cromatografia gasosa. Condi¢cdes de Reacéo: 72h em 37°C razao 6leo/metanol igual
1:5. Unidades de atividade enzimatica: (64,45U; 9,02U e 7,22U de lipase,
respectivamente).
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Producao de Biodiesel

B GIS/Niquel oré-tratada 200°C/com lipzse imobilizada
B GIS/Niquel oré-tratada 550°C/com lipase imobilizada

B GIS/Niquel oré-tratada 200°C/<em lipase imobilizada
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Figura 35. Porcentagem ésteres metilicos produzidos para diferentes catalisadores
da zedlita gismondina (GIS) trocada com os cations de Ni** analisadas por
cromatografia gasosa. Condicoes de Reacado: 72h em 37°C razao 6leo:metanol igual
1:5. Quantidade do catalisador: 0,2g Lipase/GIS/Ni**/200°C; 0,2g LIPASE/GIS/
Ni®*/550°C e 0,2g GIS/ Ni**/200°C.

Produc¢ao de Biodiesel

W GIS/Zinco oré-tratada 200°C/com lipase imobilizaca
H GIS/Zinco pré-trateda 550°C/com lipase imobilizaca

W GIS/Zinco pré-trateda 200°C/sem lipase imobilizada
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Figura 36. Porcentagem ésteres metilicos produzidos para diferentes catalisadores
da zedlita gismondina (GIS) trocada com os cations de Zn?* analisadas por
cromatografia gasosa. Condicoes de Reacao: 72h em 37°C razao 6leo:metanol igual
1:5. Quantidade do catalisador: 0,2g Lipase/GIS/Zn?*/200°C; 0,2g LIPASE/GIS/
Zn**/550°C e 0,2g GIS/ Zn?*/200°C.
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6.9- Sintese de Novas Zeodlitas com Potencial para Producao de Biodiesel e
Imobilizacao Enzimatica

Apos estudos e a caracterizagdo das zedlitas tradicionais descritas nos itens
5.3.1 e 5.3.2, decidiu-se fazer outro estudo exploratério de sintese de novos
materiais zeoliticos com potencial para a producédo de biodiesel. Na tentativa de se
obter essas zedlitas com poros grandes, foram sintetizados direcionadores
organicos de estrutura (Structure Directing Agents, SDAs) derivados do composto
(S)-Esparteina e explorados no processo sol-gel, visando a obtencdo da zedlita
contendo vanadio em sua estrutura cristalografica (vanadiosilicatos), e
cristalograficamente isomorfa a zedlita ETS-10 descrita anteriormente no item
2.2.6.1. A sintese desses novos materiais zeoliticos tem como objetivo a substituicdo
isomorfa do titdnio pelo vanadio, uma vez que esse atomo pode ser coordenado de
diversas maneiras, assim ha um grande interesse na sintese de novos catalisadores
contendo vanadio em sua estrutura cristalografica, o qual podera ser amplamente
utilizado em industrias quimicas, petroquimicas, farmacéuticas e na area de
bioenergia para producao de biodiesel.

Para atingir esse propdsito varios experimentos foram feitos, tanto no que diz
respeito a sinteses dos compostos organicos derivados de (S)-Esparteina, descritas
nos itens 5.2.1, 5.2.2 e 5.2.3, como também algumas sinteses de zedlitas em
diversas condicdes de quimica sol-gel usando os templates organicos derivados de
(S)-Esparteina. Todos os derivados de (S)-Esparteina foram caracterizados por
analise quimica de RMN *C e espectrometria de massa. Os sélidos secos foram
trocados ionicamente para a forma hidréxida por tratamento com resina BioRad AG-
X8 antes do uso desses materiais como agentes direcionadores de estrutura na
sintese dos novos materiais zeoliticos. Os resultados obtidos estdo descritos nos

préximos itens.

6.9.1- Sintese dos SDAs Derivados de (S)-Esparteina
6.9.1.1- N(1)-metil-iso-esparteinium (MeSPA/SDA1)

A analise do espectro de massa do composto sintetizado (figura 37) indica
que os cristais sdo do composto desejado, devido a coincidéncia entre a massa

molecular tedrica do composto e a massa molecular experimental.
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Figura 37. MS-ES tedrico e experimental do composto organico (1)-Metil-iso-
Esparteinium. (02:Erro = 52.1 ppm).

6.9.1.2- N,N’- dimetil-esparteinium (Me.SPA/ SDA 2)

O espectro de massa, na figura 39, indica que o material obtido era o
composto desejado, devido a coincidéncia entre a massa molecular teérica do
composto e massa molecular experimental de alguns dos picos encontrados na
analise de MS-ES. Os picos m/z 263,2610 e 413,2270 correspondem aos valores
tedricos de massa molecular para Dimetil Esparteinium (263,2610) e N,N"-Dimetil
Esparteinium + 1 trifluorometanosulfonato ligado (413,49), respectivamente. Porém,
os dados obtidos de MS-ES também indicam que ha impureza no produto obtido,
por exemplo, 0 pico m/z 249,2446 acredita-se que corresponde ao peso molecular
de Esparteina + 1 grupo metil (249,39).
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Figura 38. MS-ES experimental do composto organico N,N” Dimetil-Esparteinium.

A figura 39 apresenta os valores de '*C RMN & (ppm) obtidos da amostra de
N,N" Dimetil-Esparteinium. Alguns destes valores sdo condizentes com os valores
reportados na literatura para esse composto & (ppm): 21.5, 22.0, 24.0, 24.1, 26.3,
27.8, 30.2, 32.6, 35.7, 48.2, 50.8, 62.7, 71.1, 72.5, 72.8, 73.3, 77.3 (OGINO, DAVIS
2004). No entanto, os dados obtidos *C RMN & (ppm) também indicam que ha
impureza no produto, devido ao excesso de picos encontrados com relagdo ao
namero de picos relatados na literatura (OGINO, DAVIS 2004). Esse produto foi

identificado previamente por TLC e separado por cromatografia em coluna baseada
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na polaridade relativa das moléculas envolvidas antes do uso do SDA 2 na sintese

dos novos materiais zeoliticos.
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Figura 39. RMN '3C experimental do composto organico N,N" Dimetil-Esparteinium.

6.9.1.3- N-etil-esparteinium (EtSPA/SDA 3)

Um espectro de massa obtido (figura 40) indica que o material obtido era o
composto desejado, devido a coincidéncia entre a massa molecular teérico do
composto e a massa molecular experimental. Os picos m/z 263,2590 e 413,2240 de
massa molecular experimental correspondem aos valores tedricos de massa
molecular para (N)-Etil-Esparteinium (263,435) e Esparteina ligada Etil-
trifluorometanosulfonato (412,52), respectivamente.

A figura 41 apresenta os valores de *C RMN § (ppm) obtidos da amostra de
(N)-Etil Esparteinium & (ppm): 7.463, 8.290, 15.407, 20.246, 22,325, 23.302, 25.165,
26.354, 27.929, 29.538, 33.178, 55.520, 57.197, 60,024, 64.359, 67.890, 68.860.
Estes valores sdo condizentes com os valores reportados na literatura para esses
compostos (OGINO, DAVIS 2004).
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Figura 40. MS-ES experimental do composto organico (N)-Etil-Esparteinium.
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Figura 41. RMN " C experimental do composto organico (N)-Etil-Esparteinium

6.9.2- Sintese dos Novos Materiais Zeoliticos Obtidos a Partir dos SDAs
Derivados de (S)-Esparteina
Os derivados de (S)-Esparteina tém sido usados como agentes

direcionadores de estrutura em varias condigcdes sol-gel e resultaram em varias
zellitas com diferentes topologias. Por exemplo, Nakagawa (1993) e Davis e Lobo,
(1992) mostraram que (16) N-Metil Esparteinium pode ser usado como agente
direcionador de estrutura para preparar peneiras moleculares com topologia AFIl. Em
1998, Yoshikawa et al prepararam peneiras moleculares com topologia CFlI com o
uso deste mesmo SDA. Recentemente Corma et al. (2002), utilizaram (N)-Metil
Esparteinium em Germanio e cristalizaram uma nova peneira molecular denominada
ITQ-21. Essas investigagbes revelam que esparteina metilada usada como SDA
pode ser util na sintese de novas estruturas zeoliticas. Tsuji et al. (1999),
prepararam N(1)-Methyl-a-isosparteinium e N (1), N'(16)-endo-Methylenesparteini-
um e mostraram que pode servir como um SDA para preparar peneiras moleculares
com topologia AFIl e CFl, no entanto a molécula ndo produziu material cristalino.

Em nosso estudo foram realizadas vérias sinteses utilizando os SDAs (1,2 e
3) citados no item 5.2, porém os resultados apresentados neste trabalho foram os
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mais representativos e reprodutiveis nas condicdes de quimica sol-gel estudadas e
que apresentavam boa cristalinidade. Todavia, como descrito no item 2.2.6.1, a
estrutura da zedlita ETS-10 é composta por octaedros de TiOg e tetraedros de SiOy,
a utilizacao do sulfato de vanadio na sintese desses materiais zeoliticos tem
como objetivo a substituicao isomorfa do titanio pelo vanadio, a AM-6 é o
primeiro vanadiosilicato cuja estrutura foi isomorfa a ETS-10 (ROCHA et al, 1997).
Embora existam varios estudos descrevendo o uso de templates orgénicos na
preparagao de titaniosilicatos ETS-10 (JI et al, 2008; PAVEL et al, 2004; TURTA et
al, 2008; KIM et al, 2002; YLMAZ et al, 2004) e vanadiosilicato (ISMAIL et al, 2009),
no melhor do nosso conhecimento até o presente momento ndo ha um estudo
sintético sistematico sobre o papel dos templates organicos derivados da amina
quiral (S)-Esparteina nesse sistema.

As sinteses sol-gel das zedlitas ETS-10 foram feitas, principalmente, tendo o
ion vanadio como substituinte isomorfo do Titanio (secao 5.3.3). Os resultados de
sinteses da zedlita ETS-10 e o papel desempenhado pelos derivados de (S)-
Esparteina como agentes direcionadores de estruturas (SDA1-3) na formacgédo da
AM-6 estdo resumidos na tabela 4 e nos padroes de DRX das amostras preparadas.

Tabela 4- Resumo das zedlitas sintetizadas com o auxilio dos direcionadores de
estruturas derivados de (S)-Esparteina

SDA Composicao de mistura reacional T(°C) Dias Observacoes
1-3  0.97Si02:0.100SDA:0.1 V20s: 1 Na20: 0.23K20:30H,0 180 5 AM-6/SDA1-3
1-3  0.97Si02:0.200SDA:0.1 V20s: 1 Na2O: 0.23K>0:30H,0 180 5 AM-6/SDA1-3
1-3  0.97Si02:0.300SDA:0.1 V20s: 1 Na20: 0.23K20:30H,0 180 5 AM-6/SDA1-3
1-3 Material cristalino

0.97Si0,2:0.400SDA:0.1 V20s: 1 Na20: 0.23K>0:30H.0 180 5 )
desconhecido (SDA3)

1-3 Material cristalino
0.97Si02:0.500SDA:0.1 V20s5: 1 Na»O: 0.23K-0:30H.0 180 5 )
desconhecido (SDA3)

1-3 0.97Si02:0.100SDA:0.1 V20s5: 1 Na2O: 0.23K>0:30H.0 230 5 AM-6/SDA1-3
1-3 0.97Si02:0.200SDA:0.1 V20s5: 1 Na20O: 0.23K20:30H.0 230 5 AM-6/SDA1-3
1-3 0.97Si02:0.300SDA:0.1 V20s5: 1 Na2O: 0.23K-0:30H.0 230 5 AM6/SDA1-3
1-3 Material cristalino
0.97Si02:0.400SDA:0.1 V20s5: 1 Na20: 0.23K20:30H.0 230 5 ]
desconhecido
1-3 Material cristalino

0.97Si02:0.500SDA:0.1 V20s5: 1 Na»O: 0.23K-0:30H.0 230 5 )
desconhecido
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O difratograma de raios X da zedlita ETS-10 comercial, esta ilustrado na
figura 42 para faciltar a comparacdo desse titaniosilicato com o0s novos
vanadiosilicatos obtidos por meio do auxilio dos direcionadores de estrutura
derivados de (S)-Esparteina, a fim de observar se ocorreu alguma mudanca na
estrutura cristalina das amostras ao tentar substituir o titdnio pelo vanadio

isomorficamente.
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Figura 42. Difratograma da amostra da zedlita comercial ETS-10.

6.9.2.1- Materiais zeoliticos obtidos a partir dos SDA 1 derivados de (S)-
Esparteina

A andlise do difratograma da sintese com SDA 1 para 5 dias/180°C (figura 43)
mostra um idéntico padrao de difracao da ETS-10, indicando a formagcao de um novo
polimorfo da zedlita ETS-10 contendo vanadio em sua estrutura (fase pura AM-6).
As sinteses com o SDA 1 em 5 dias a 230°C também dirigem a formacgao de um
novo vanadiosilicato, a figura 44 mostra o padrdao de raios X deste novo material.
Nota-se que o material formado pelo SDA1, tanto a 150°C quanto a 230°C,

apresenta caracteristicas cristalograficas idénticas a AM-6 ou ETS-10.
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Figura 43. Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template organico
N(1)- Metil-iso-Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (180°C).
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Figura 44. Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template organico
N(1)- Metil-iso-Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (230°C).
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6.9.2.2- Materiais zeoliticos obtidos a partir dos SDA 2 derivados de (S)-
Esparteina

O difratograma de raios-X da sintese com SDA 2 para 5 dias/180°C esta
ilustrado na figura 45, uma comparagao com o difratograma da ETS-10 mostra a
presenca de varios picos que nao estao presentes no padréao de raios-X da ETS-10,
indicando a formagéo de uma zedlita isomorfa & ETS-10 contendo vanadio em sua
estrutura (fase pura AM-6). A diferenca é que a zedlita ETS-10 é a base de titanio,
ao passo que na zedlita sintetizada com o auxilio do template organico existe
apenas Vanadio. As sinteses com o SDA 2 para 5 dias a 230°C também dirigem a
formacao de novos vanadiosilicatos, figura 38, cuja sua estrutura é ainda
desconhecida. Esses dados indicam que o SDA 2 tem o potencial de dirigir a

formacao de novos materiais zeoliticos isoestruturais a ETS-10.
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Figura 45. Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template organico
N,N’- Dimetil-Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (180°C).
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Figura 46. Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template organico
N,N’- Dimetil-Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (230°C).

6.9.2.3- Materiais zeoliticos obtidos a partir do SDA 3 derivado de (S)-
Esparteina

O difratograma de raios-X representativo da zedlita obtida com o templete N-
Etil- Esparteinium em 5 dias/180°C, esta na figura 47. Uma analise desse material
mostrou que foi obtida uma AM-6, indicando que o SDA em questao tem o potencial
de dirigir a estrutura da zedlita ETS-10, no entanto para o SDA 3 observa-se
resultados muito interessantes, pois os padroes de DRX sdao completamente
diferentes da AM-6 e ETS-10.

Andlise dos picos de difracao na regiao 6-10 teta (figura 47) mostra que ha
uma divisao das reflexdes nessa regido. Os trés novos picos em 6,62, 7,4 e 7,85° (2
theta) sdo similares aos do polimorfo quiral A e também similares ao polimorfo B,
porém nao sdo exatamente os mesmos. Esta € provavelmente uma nova estrutura
de vanadiosilicato relacionada ao polimorfo A e B. Os resultados estdo em
concordancia com os que foram relatados recentemente na literatura (ASPIN;
ANDERSON; CUNDY, 2004). Esses estudos mostraram que as variacoes na
temperatura de sinteses, o modo de aquecimento (convencional/microondas),
reagentes de partida e o uso de agentes direcionadores de estrutura podem
influenciar o grau de desordem dentro do produto e novas estruturas a ETS-10
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podem ter intercrescimento com a ETS-10. Sinteses com SDA 3 por 5 dias a 230°C
também dirigem a formagdo de um novo vanadiosilicato cuja estrutura é ainda
desconhecida, figura 48.
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Figura 47. Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template orgénico N-
Etil- Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (180°C).
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Figura 48. Difratograma de raios-X da zedlita obtida usando o template organico N-
Etil- Esparteinium derivado de (S)- Esparteina (230°C).
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6.9.3- Morfologia dos Materiais Zeoliticos Obtidos a partir dos SDAs Derivados
de (S)-Esparteina

A morfologia do material foi estudada através da microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Para as amostras preparadas com o (S)-Esparteina derivados
(SDA1, SDA2 e SDAS3) a 180 °C/5 dias foram todas semelhantes, neste caso foi
escolhida a micrografia com a melhor qualidade, para representa-las, figura 49a.
Normalmente os cristais desses materiais sdo um pouco diferentes daqueles obtidos
a partir da sintese realizada em 5 dias/230°C. Eles sao todos bem cristalizados e as
amostras apresentam cerca de 1-3 um de cristais agregados em quasi-cubicos
alongados, que sdo muito semelhantes a morfologia do ETS-10. Por outro lado, a
morfologia dos materiais obtidos na sintese hidrotermal 230°C tem trés niveis: as
amostras preparadas com SDA 1 e SDA 2, figuras 49b e 49c, respectivamente,
cristalizada como agregados de longo, fino cristais prismaticos e a amostra
sintetizada com SDA 3, figura 49d, cristalizada em forma de micro-folhas
aglomeradas.

Figura 49- Micrografia eletrbnica das amostras obtidas com cétions orgénicos
derivados de (S)-Esparteina. a) AM-6/SDA1-3 em 180°C/5dias b) AM-6/SDA1 em
230°C/5dias c¢) AM-6 /SDA2 em 230°C/5dias d) AM-6/SDA3 em 230°C/5dias.
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7- CONCLUSOES

O primeiro passo do trabalho foi as sinteses das zedlitas tradicionais (FAU e
GIS) em condicoes sol-gel. Os resultados de (DRX) e (MEV) para esses materiais
indicam que tanto a zedlita faujasita quanto a gismondina foram sintetizadas, e os
dados obtidos estdo em concordancia com os reportados na literatura (ALBERT et
al,1998; BAERLOCHER, MEIER, OLSON, 2001).

Na segunda etapa foram usadas as zedlitas (FAU e GIS) para imobilizacao
enzimatica. Andlises quantitativas mostraram que tanto a zedlita faujasita quanto a
gismondina foram capazes de imobilizar a enzima em questdo. As enzimas
imobilizadas apresentam boa atividade enzimatica para a maioria dos suportes
produzidos, principalmente para a GIS, e cada zedlita tem uma maneira peculiar de
interagir com a enzima estudada. Fatores como a natureza do cétion de
compensacao da matriz zeolitica e o tratamento térmico afetam o grau de
imobilizagdo das enzimas e a atividade das enzimas.

Na sequéncia do trabalho avaliou-se a sinergia apresentada pelo conjugado
(zedlita/lipases imobilizadas) frente a reagdo de transesterificacdo do 6leo de soja
para producdo de biodiesel. Os teores de ésteres metilicos formados foram
analisados por cromatografia gasosa e mostraram que houve uma sinergia entre a
enzima estudada e a zedlita GIS/Ni?* que foi obtida por troca idnica, pois uma
quantidade muito pequena de enzima (7,22 U) imobilizada neste suporte pode
produzir 56,2% de ésteres metilicos (biodiesel), ao passo que para mesma
quantidade de enzima na sua forma livre produziu apenas 39,3%.

Em paralelo foram realizados estudos sintéticos de novos materiais zeoliticos
com potencial para producdo de biodiesel baseados na estrutura da zedlita ETS-10
em condicdes sol-gel. Para desenvolver esse estudo o primeiro passo foi a sintese
de trés SDAs, derivados de (S)-Esparteina, os espectros de massa MS-ES e
Ressonancia Magnética (**C RMN) indicam que os compostos foram obtidos. Na
segunda etapa foram sintetizados materiais zeoliticos a partir dos direcionadores de
estrutura derivados de (S)-Esparteina (SDAs 1, 2 e 3). Essas amostras foram
caracterizadas por difracao de raios-X (DRX) e microscopia eletronica de varredura
(MEV), os resultados foram comparados ao da zedlita ETS-10. Os dados de difracdo
de raios-X dessas amostras indicam que esses novos materiais, a base de
vanadiosilicatos, sdo estruturas isomorfas a zedlita ETS-10. Os dados de MEV
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mostram que a morfologia desses novos materiais é semelhante a da zedlita ETS-10
para o material sintetizado a 180°C. Os derivados de (S)-Esparteina ndo somente
direcionaram a formacao de uma estrutura isomorfa a ETS-10, mas em 230°C/5 dias
levou a formacao de novas espécies de vanadiosilicatos.

Os resultados obtidos indicam que a zedlita gismondina trocada com os
cations Cu?*, Zn?* e Ni?* leva a formagao de potenciais matrizes de imobilizacdo da
enzima em questdo, e o estudo desses materiais em varias condicoes,
principalmente visando a producao de biodiesel, tem valor cientifico e tecnolégico.
Além disso, o estudo paralelo mostrou que os templates orgéanicos derivados de (S)-
Esparteina sdo potenciais direcionadores de estruturas zeoliticas isomorfas a zedlita
ETS-10. Futuramente a eficiéncia catalitica desses novos catalisadores zeoliticos
podera ser estudada no processo de transesterificacao de 6leos vegetais a biodiesel

e também poderao ser explorados em imobilizacées enzimaticas.
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8- PERSPECTIVAS FUTURAS

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

exploradas futuramente sdo:

1.

Aperfeicoamento das condigcbes de imobilizagdo das enzimas sobre os
suportes zeoliticos. Ex: tempo e temperatura de imobilizacao.
Aperfeicoamento ou melhoramento das condigbes da reagdo de
transesterificacdo para producéo de biodiesel com os novos biocatalisadores,
tais como relacdo alcool/6leo, Oleo/catalisador, temperatura e tempo
reacional. Ex: tempo reacional pode ser diminuido, vide Anexo 1.

Estudos de reaproveitamento do biocatalisador, onde varias reacdes serao
feitas sucessivamente com o mesmo catalisador para determinacao do tempo
de vida util de cada catalisador “turnover’. Além disso, verificar a quantidade
de ésteres produzidos em cada ciclo.

Estudos dos biocatalisadores utilizando a rota etilica como solvente e o0 uso
de 6leo residual na catdlise enzimatica para a producéo de biodiesel. Ex: Oleo
residual e Etanol (95%) pode ser utilizado, vide Anexo 2.

Estudos de imobilizacdo enzimatica e producdo de biodiesel com os
vanadiosilicatos iso-estruturais a zedlita ETS-10 que foram sintetizados.
Estudos de imobilizagdo de diferentes lipases sobre as matrizes zeoliticas
objetivando explorar o complexo enzima/zedlita para producao de biodiesel.
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Anexo 1

Para avaliar o tempo reacional com o objetivo de monitorar o andamento da
reacdo uma pequena aliquota de 100 uL foi retirada a cada determinado periodo de
tempo e analisada por TLC. A figura 50 mostra que o tempo reacional pode ser

diminuido, ou seja, a partir de 12h de reacéo pode-se verificar que a maior parte do

6leo ja tinha sido convertida a biodiesel.

Biodiesel
-
—

Oleo de soja
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E———————
Oleo de soja

Figura 50- Avaliacao do tempo reacional da producéo de biodiesel catalisado pela
enzima livre. Biodiesel produzido por enzima livre: 38,72 U (I) e 64,45 U ().
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Anexo 2

Para verificar o potencial catalitico da enzima livre na reacdo de
transesterificacdo de matérias-primas de baixa qualidade foi utilizado 6leo residual
filtrado proveniente do Restaurante Universitario (RU) — UNESP/IBILCE — Sao José
do Rio Preto - sob mesmas condicdes utilizadas para a transesterificacdao do 6leo de
soja limpo, os resultados aqui ilustrados sdo bastante animadores e mostram que a
maior parte do 6leo residual (I) foi convertida a biodiesel (ll) para uma quantidade de
enzima livre de 64,45U (figura 51A). De acordo com esses resultados a lipase (RML)
mostrou ser um eficiente biocatalisador para producao de biodiesel inclusive para
6leo residual com impurezas, excesso de acidos graxos livres e elevado teor de
agua. Quando o etanol foi utilizado para a producéao de biodiesel a partir do 6leo de
soja comercial a figura 51B mostra que a enzima estudada foi capaz de produzir
biodiesel com etanol e converteu a maior parte do éleo de soja a ésteres etilicos
produzidos tanto para o etanol absoluto quanto para o etanol (95%).

A) B)
Biodiesel Biodiesel
i ——
e
[———a] .
5 Oles de soja
Oleo Regidual
i
- . Ei(;H EiOH
I 1§ (Abschoo) (D5}

Figura 51- Potencial da catalise enzimatica utilizando matéria prima de baixa
qualidade. A) Oleo residual (I) e biodiesel produzido a partir do 6leo residual
catalisado por enzima livre (64,45 U) (ll). B) Biodiesel produzido a partir do 6leo soja
e etanol catalisado por enzima livre (64,45 U): Etanol absoluto e Etanol (95%).
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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