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INTRODUCAO

O desenvolvimento da biotecnologia vem ocorrendo desde a consolidagédo da
nanotecnologia em meados da década de 70 quando a pesquisa aplicada a miniaturizacao
de dispositivos passou a ser relevante no aprimoramento do controle de reagbes e processos
em nanoescala, dentre estes destacam-se aqueles envolvendo proteinas com atividade
cataliticas, ou seja, as enzimas e suas diferentes formas de imobilizagéo para estabilizacéo
e heterogeneizacdo em condi¢des reacionais industriais ou laboratoriais, sendo assim o uso
de zedlitas nas diferentes técnicas de imobilizacao sejam estas fisicas ou quimicas podem
cumprir este objetivo na prospeccéo (Ezejiofor et al., 2014; Vasconcelos et al., 2023).

As zeOlitas sé@o estruturas cristalinas naturais ou sintéticas com formula geral (M*)
M) A
atividade catalitica e como suportes para biomoléculas como diferentes tipos de enzimas

220 Sl (a2t O2n)-MH,O € que podem assumir um carater dual de estrutura com
como a tirosinase imobilizada em zedlitas NaA e CaA (tirosinase @NaA/tirosinase @CA)
como aplicagdo na producéo de L-DOPA (dihidroxifenilalanina); a lipase imobilizada em
zeodlita Y (lipase@Y) para a hidrolise do 6leo de palma; as enzimas a-quimotripsina e
termolisin, incorporadas nas estruturas HY, NH,Y, NaY, HDAY e HNH, DAY catalisando
a formacédo de ligagdo peptidica em meio orgéanico; a lacase incorporada em Y, DSY e
DAYpara a remogao do bisfenol A e a enzima formato desidrogenase imobilizada em
mordenita para a redugéo de CO, a &cido formico (Steeharam & Saville, 2002; Knezevic et
al., 1998; Xing et al., 2000; Taghizadeh et al., 2020; Pietricola et al., 2020).

Além das enzimas citadas destaca-se o grupo das peroxidases (E.C.
1.1.11.7-classificacdo Enzyme Commission), que sao macromoléculas tipo oxidorredutases
que podem apresentar grupo heme, ou seja contendo Fe*® situado em seu sitio ativo, sendo
estas classificadas como peroxidase ciclooxigenase, incluindo aquelas produzidas por
animais, e peroxidase catalase, que n&o possuem origem animal podendo ser classificadas
em classe 1, classe 2 e classe 3. As peroxidases classe 3 estdo presentes em organismos
vegetais e cumprem uma série de fungbes como a maturagéo de frutos, reparo de danos
aos tecidos vegetais, a lignificagdo, a suberizacéo e o catabolismo das auxinas (Dosoretz
& Ward, 2006; Pandey et al., 2017; Rabade et al., 2012). No ciclo catalitico desta classe de
enzimas o Fe**muda sua valéncia formando compostos radicais e o peroxido de hidrogénio é
utilizado para provocar a transferéncia de elétrons de um substrato organico sendo oxidado
a uma forma menos recalcitrante ao meio ambiente, a exemplo tem-se a degradacao do
2-metoxifenol (guaiacol) a 2,2’-Dimetoxi-4,4'-(2,2’-dimetoxi-4,4’-bifenililenobisoxi)bifenil
(tetraguaiacol) (Ullrich & Hofritcher, 2007; Dosoretz & Ward, 2006).

Assim torna-se fundamental estabilizar o sistema biocatalitico para sua reutilizagao,
minimizando custos e utilizando de forma otimizada uma enzima, que passa por um
processo de extragdo oneroso e dependente de fontes que podem sofrer degradacao rapida
minimizando sua concentragdo no extrato bruto, como as matrizes vegetais. O presente
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capitulo refere-se a sintese de zedlita NaY a partir de rejeito de caulim, modificacéo
quimica e imobilizagéo de enzima peroxidase extraida em concentrado proteico dos frutos

da pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) usando sonicagéo.

MATERIAL E METODOS

Sintese da zeolita NaY

Foram pesadas 2,1000 g de rejeito de caulim ativado termicamente a 700°C por 2
horas, sendo este transferido paraum copo de PTFE de aproximadamente 100 mL. Adicionou-
se ao precursor uma massa de metassilicato de sodio pentahidratado (Na,Si,0,.5H,0) e
um volume de solugdo de NaOH 6M previamente padronizada (f= 0,7633) suficientes para
uma variagéo e ajuste da razéo Si/Al, mantendo a raz&o Na,O/Al,O,fixa. A Tabela 1 a seguir
mostra os parametros ajustados para a rota de sintese hidrotermal para uma temperatura
de 90°C.

Ensaio  Si/Al  Na,O/ALLO, m(silicato) V (base) Temperatura  tempo V (agua)
Y(a) 3,0 5,0 2,56899 g 14,9 mL 90°C 20h 40 mL
Y(b) 4,0 5,0 4,5630 g 10,9 mL 90°C 20h 40 mL

Tabela 1. Parametros ajustados para a sintese da zeolita em 2 condi¢des.

Caracterizac6es da zedlita NaY

Os produtos de sintese obtidos foram caracterizados por técnica de difragcdo de
raios-X utilizando radigcdo Cu (ka1,540598 A), faixa angular (°26) de 5 a 110°, voltagem do
tubo de 40 kV, corrente do tubo de 40 mA, fenda divergente 0,6 mm, fenda Soller de 2,5°,
filtro KB de Ni, passo angular de 0,02° e tempo por passo de 0,1 s.

A morfologia foi determinada pela técnica de microscopia eletrénica de varredura
com canhdo de elétrons tipo FEG, sendo as amostras metalizadas com Au por 2 minutos
e 30 segundos depositando-se um filme de ouro com espessura média de 10 a 15 nm. As
imagens foram geradas por detecgéo de elétrons secundarios com aceleracao de voltagem
de 10 kVe distancia de trabalho de 9 mm realizando-se também analise EDS e EDX.

Para a determinagdo das assinaturas vibracionais das principais ligacdes presentes
nas estruturas quimicas foi realizada analise de espectroscopia vibracional no infravermelho
médio no modo de pastilhamento com KBr a 99% e 1% de massa de amostra por pastilha.
O registro dos espectros ocorreu sob condigées operacionais de resolugdo 4 cm™ e 32
varreduras por espectro.

As propriedades texturais foram verificadas usando os métodos BET e BJH a partir
de 100 mg de amostra com pré-tratamento a 200°C sob vacuo por 2 h.
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Funcionalizacao da zedlita NaY

Cercade 1g de cada produto obtido pelos ensaios da tabela 1 foi inserido em um baldo
de fundo redondo sendo adicionado 15 mLde tolueno e 1,3 mLde 3-aminopropiltrietoxissilano
(APTES), o sistema ficou sob refluxo a 110°C sob agitagdo branda durante 95 minutos.
Sendo apds isto, o solido lavado com cerca de 15 mL de tolueno e seco a 40°C por 2
horas. A remog¢ao do modificador n&o incorporado a estrutura foi feita por refluxo do sélido
novamente, com 150 mL de tolueno por 2 horas e sua secagem a 40°C por 4 horas.

Extracao da peroxidase

Para a obtencdo do concentrado proteico com a enzima peroxidase classe 3 foi
utilizado cerca de 1 kg de casca e polpa de frutos da pupunheira (Bactris gasipaes kunth)
sendo a mistura triturada e homogeneizada com 500 mL solugéo tampé&o citrato:fosfato
pH 4,5 e entéo filirada em malha de algodao, o filtrado foi mantido a 4°C em banho de
gelo e em repouso para a separacdo da fracdo amilacea das fracdes lipidicas e proteicas.
O sobrenadante foi transferido para um frasco de centrifuga modelo CR22GlII (Hitachi®)
juntamente com mistura 1:2 de metanol e cloroférmio. O sistema foi centrifugado a 4°C,
10.000 x g por 10 minutos e a fragédo proteica foi separada das fragdes lipidicas e coletada
em tubos volumétricos de 14 mL. Para confirmar a presenca da enzima peroxidase no
concentrado foi feito teste de sua atividade com solugédo de guaiacol 10 mM e peréxido de
hidrogénio 50 mM em meio a uma solugéo de 20 mg/mL do concentrado.

Ensaios de imobilizacao

Para a imobilizacdo da peroxidase contida no concentrado proteico usou-se banho
ultrassonico a 32°C e 40 W durante 3 horas, 6 horas e 9 horas, inserindo-se cerca de 150
mg cada amostra de zeo6lita modificada e ndo modificada em microtubos de centrifuga tipo
Eppendorf juntamente com 100 pL de solugdo enzimatica, preparada pela dissolugdo do
concentrado proteico que formou solugéo 0,04 g/mL. O conjunto foi levado para o ultrassom
nos tempos estabelecidos e ap6s o tempo total foram feitas as coletas dos sobrenadantes
para verificacdo da quantidade de enzima que se imobilizou na zedlita de acordo com a
reac@o especifica com o reagente de Bradford conforme descrito por Bradford (1976). A
carga de peroxidase imobilizada foi estimada a partir da equacéo a seguir:

Carga enzimatica (%) = [(A;, —A)/ A, ]1x 100 1)

Em que A_ € a absorbancia a 600 nm da solugdo enzimatica 0,04g/mL (enzima
livre); A é a absorbancia a 600 nm da enzima que permaneceu no sobrenadante apos cada
tempo “t” de sonicacéo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A caracterizacdo da composicdo percentual dos 6xidos presentes no rejeito de
caulim é apresentada na Tabela 2 a seguir em comparacao com seus valores teoricos.

Componente Rejeito Caulinita tedrica
ALO, 45,64% 39,50%
SiO, 45,39% 46,54%
TiO, 3,86% -
Fe,O, 4,27% -

Tabela 2. Composicéo quimica do rejeito de caulim.

A transformacao cristalografica do rejeito apds sua ativagao térmica € mostrada pelos difratogramas da
Figura 1 a seguir.
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Figura 1. Difratogramas do rejeito de caulim sem ativagado térmica (A) e com ativagao térmica (B).

O difratograma mostra a ocorréncia de uma notavel perda de cristalinidade do
rejeito de caulim ap6s sua calcinagéo a 700°C, evidenciada pela existéncia de um pico
largo na regido de 26 entre 15° e 30°, além da supressdo da maioria dos picos fortes e
agudos relacionados as distancias interplanares atdmicas. Este perfil também tem sido
observado por Salahudeen et al. (2014), destacando-se a presencga de quartzo residual
pela ocorréncia de um pico a 26,65° 26. No entanto, esta variagcao de posi¢do pode ocorrer
entre 26 e 27° 26 (Scherb et al., 2020). Assim os picos em 26,18° 26 (d = 3,40 A) e 27,14°
26 (d = 3,28 A) representam a fase de quartzo no metacaulim obtido, mostrando que esta
fase é estruturalmente estavel ao processo de calcinagédo, sendo inerte a calcinacéo até
uma temperatura de 1050°C (Salahudeen et al., 2014). Similares perfis de difratogramas
foram encontrados por Sun & Vollpracht (2018) e por Avet et al. (2018) para o metacaulim.
A Figura 2 a seguir mostra os difratogramas dos produtos de sintese descritos com suas
respectivas condi¢cdes experimentais na Tabela 1.
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Figura 2. Difratogramas dos produtos de sintese.

Os difratogramas mostrados apresentam o perfil mineralégico dos produtos de
sintese obtidos em condicdo de temperatura ideal para a obtencao de zedlita Y de acordo
com Azizi et al. (2013), ou seja, a 90°C. A temperatura de cristalizacdo deve ser um fator
preponderante na contribuicdo para a formacéo da fase Y pois afeta os processos de
nucleagéo e crescimento de cristais, assim, quanto maior a temperatura do meio, maior a
energia e menor o tempo requerido para a cristalizag@o ocorrer (Zhang et al., 2013). Todas
os produtos foram obtidas no mesmo tempo (20 h), assim fatores que podem ter afetado a
formacéo da fase Y almejada estéo ligados a razéo Si/Al.
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O primeiro aspecto a ser observado quanto a proximidade para uma fase de NaY é a
presenca dos picos tipicos de acordo com o padrédo da ficha PDF 73-1214 em consonéancia
com resultados para uma fase desta zeodlita em condicbes de temperatura, tempo de
sintese e composicéo do gel respectivamente: 30°C, 24h e 2,15 Si/Al (Mastropietro et al.,
2015); 100°C e 24h (Ghosh et al., 2013); 60°C, 48h e 7,2 Si/Al (Huang et al., 2010). O
pico tipicamente encontrado neste tipo de estrutura é aquele da posicéo 6,24° 26 que se
encontra presente. O pico referéncia surgiu em Y(a) no valor de 6,15° e em Y(b) surgiu
a 6,23°. Verificando-se também, em Y(a), a presenc¢a do pico em 10,02°; 15,48°; 23,37°;
26,74° e 31,02°, valores proximos aqueles estabelecidos na ficha ICDD. O produto Y(b) por
sua vez apresentou picos em 10,11°; 15,59°; 18,58°; 23,50°; 26,87° e 31,14°.

Assim, Y(b) € o mais proximo dos picos presentes na ficha PDF 73-1214 do ICDD
que discrimina os angulos de 6,24°; 10,13°; 11,82°; 15,57°; 18,58°; 23,48°; 26,82°; 31,13°
como os picos que mostram o arranjo estrutural de uma zeodlita NaY. Assim, como ocorreu
mudanca da razédo Si/Al do produto Y(a) para Y(b), havendo seu aumento de 3 para 4, isto
pode ter favorecido o arranjo cristalino da estrutura, pois os picos da amostra Y(b) séo
de maior intensidade e menor mistura com possivel fase amorfa. O comportamento ideal
deste produto pode se dever a uma maior homogeneidade no processo de crescimento de
cristais, assim ocorreram menos falhas estruturais e maior integridade do cristal (Lim et al.,
2011).

A morfologia da zedlita formada é uma propriedade dependente do grau de
cristalinidade desta, sendo que quanto mais pura a fase, mais uniforme a forma dos cristais
que para esta estrutura deve ser do tipo bipiramidal octaédrica. A Figura 3 mostra as
micrografias e seus espectros EDS mostrando a composi¢do quimica na regido mapeada.

SEM HV: 10.0 kY WD: 15.17 mm
View fieid: 10.00 ym Det. SE
SEM MAG: 27.7T kx  Date{m/dly): 08/07/22 MPEG - LME

Y(a)
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SEM HV: 10.0 V. WD: 15.03 mm MIRA3 TESCAN |
View fisld: 10.0 um [ 2um | Y(b)
SEM MAG: 27.7 kx  Date{m/dy): 08/07/22 MPEG - LME

Figura 3. Micrografias e espectros EDS dos produtos de sintese.

Os cristais formados assemelham-se a aqueles encontrados por Kuzniarska-
Biernacka et al. (2016). Wang et al. (2021) realizou a sintese de NaY com e sem direcionador
de estrutura e a pressdo ambiente, a morfologia encontrada pelos autores, sem o uso de
direcionador, apresentou menor evidéncia de uma forma geométrica como a mostrada na
Figura 3, as condi¢cbes de sintese com o uso de semente, ou seja, um material amorfo com
composicao similar a zeodlita pretendida, juntamente com o processo de envelhecimento
podem ter favorecido a formagédo de uma morfologia sem arestas pelos autores. Assim,
0s parametros de sintese permitiram gerar morfologia mais adequada a zedlita Y sem a
necessidade de semente, envelhecimento e direcionador de estrutura, mostrando-se um
processo verde e pouco oneroso.

Os cristais observados nos produtos Y(a) e Y(b) possuem tamanhos estimados
superando 2 pym ou 2000 nm, isto possivelmente determina as areas superficiais baixas que
seréo mostradas na segéo sobre a analise de fisissor¢éo de N,. A alcalinidade do sistema
de sintese pode influenciar a cristalinidade do produto, e, portanto, podendo afetar a
morfologia dos cristais formados, pois, caso seja muito elevada, pode induzir a formacao de
uma grande quantidade de nlcleos para a formacao dos cristais, tornando-os menores em
tamanho (Bronic et al., 2012), além disto uma alcalinidade elevada eleva a supersaturacéo
relativa do meio, favorecendo a formacgéo de cristais pequenos. Avelocidade de cristaliza¢ao
tende a aumentar com a alcalinidade do meio que também tende a minimizar a formacgéao
de um material amorfo causando danos aos componentes de uma fase amorfa que possa
surgir (Yuan et al., 2022). Isto justifica os cristais formados em detrimento a um material
amorfo que apresentaram mesma alcalinidade no sistema.
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A analise EDS dos produtos, revelou uma quantidade percentual em massa muito
pequena de ferro, uma impureza indesejavel para a estrutura pretendida, isto pode ter sido
decorrente da elevada alcalinidade do sistema, impedindo que o ion Fe*® incorporasse
nas estruturas dos produtos. Além da composi¢ao elementar é importante verificar quais
assinaturas vibracionais estéo presentes nos produtos obtidos, assim a Figura 4 mostra os
espectros no infravermelho médio de cada produto.

— i
- — Yi(b)

Transmitancia (%)
I

Ll Ll Ll Ll T T 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
N° de onda (cm™)

Figura 4. Espectros no infravermelho médio dos produtos de sintese.

Aintroducéo de fonte de silicio bem como ions Na*através do ativador alcalino gerou
bandas caracteristicas a um material zeolitizado passam a ser perceptiveis nas diferentes
quantidades de Si e Na utilizadas na sintese. A primeira banda caracteristica surge em
torno de 3500 cm™ e em 1650 cm™, mostrando que os produtos de sintese passam a
apresentar agua na estrutura, caracteristica de um material zeolitico, sendo a segunda
frequéncia relacionada ao dobramento de grupos —OH (Sayehi et al., 2020). Na regido
de frequéncias de 500 a 650 cm™, as bandas representam estrutura de anéis duplos de 6
tetraedros (D6R), a banda a 580 cm™' possui diferentes intensidades nos produtos obtidos,
sendo um fingerprint importante para estruturas tipo FAU, além disto, a banda presente
em 500 cm™ representa o anel de 4 membros da estrutura FAU, podendo estar também
representado em bandas localizadas em 740 e 668 cm™ (Zhang et al., 2019; Sayehi et
al., 2020). A banda presente em 1145 cm, representa o estiramento assimétrico das
ligagdes Si-O e Al-O, torna-se importante destacar que o deslocamento de frequéncias em
certas bandas pode ocorrer em fungéo dos teores de Si e Al na estrutura, haja vista que os
comprimentos de suas ligacbes com o oxigénio sdo diferentes estes deslocamentos podem
assumir valores entre 10 e 20 cm™.
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As bandas na faixa de 500-800 cm™ também foram encontradas por Hildebrando
(2012), além de Sayehi et al. (2020) e Koohsaryan et al. (2019), sendo relacionada a
vibracdo de unidades estruturais S4R, S6R, D4R e D6R em materiais zeoliticos, nesta
faixa situam-se vibragbes relacionadas a ligagcdes dos tetraedros, externas a estrutura de
unidades D6R de estrutura FAU, em 600 cm™ e 610 cm™. As regides com bandas de 970
a 1020 cm™, 670 a 725 cm™', 565 a 580 cm™ e de 360 a 385 cm™ estdo relacionadas
linearmente a quantidade de atomos de Al na estrutura (Ma et al., 2021).

A Tabela 3 a seguir mostra as propriedades texturais de cada produto.

Produto ASE (m2.g7)? AP (m2.g")° V (cm3.gT)e Dp (nm)¢
Y(a) 119,4293 0,7395 0,0069 37,3
Y(b) 10,2829 1,6241 0,0109 27

Tabela 3. Propriedades texturais dos produtos de sintese.

2Area superficial especifica do método BET: PArea superficial de poros (1,7 nm — 300 nm) partir da
dessorcgao pelo método BJH; °Volume de poros (1,7 nm — 300 nm) a partir da dessorgéo pelo método
BJH; ¢Diametro médio de poros a partir da dessor¢do pelo método BJH

Derkowski et al. (2007) realizaram sintese de estrutura faujasita a partir de cinzas
volantes e encontraram volumes de poros de dessorcdo por BJH em valores maiores,
variando de 0,0297 a 0,2186 cm?®.g™". O valor de area superficial BET do produto Y(a) esta
na faixa daqueles obtidos pelos autores que variaram de 40 m2.g™" a 544 m2.g", segundo 0s
autores este aumento € esperado ap6s um processo de zeolitizagdo em que o surgimento
de uma textura de microporos é responsavel por tal fenémeno.

A area superficial especifica BET dos produtos possui valores muito inferiores aos
valores geralmente encontrados para as principais zeoélitas FAU, sendo 889 m2.g™' para
zeodlita X (Reiprich et al., 2020) e na faixa de 861 a 960 m?2 g-1 para ze6lita Y (Mehlhorn
et al., 2018; Galarneau et al., 2018), no entanto, Hildebrando (2012) encontrou valores de
propriedades texturais para amostra com fase faujasita majoritaria, com area especifica
BET igual a 101,39 m2.g", valor préximo ao obtido para o produto Y(a). A capacidade de
imobilizacdo da peroxidase, portanto é dependente destas caracteristicas bem como das
demais ja discutidas dos materiais com fase de zedlita Y, a Tabela 4 mostra o percentual de
imobilizacédo calculado a partir da equacéo (1) de proteina contendo a enzima peroxidase.

Produto 3h 6h 9h
Y(a) 25% 0% 20%
N-Y(a) 19% 4% 5%
Y(b) 18% 0% 1%
N-Y(b) 0% 25% 0%

Tabela 4. Carga enzimética imobilizada nos suportes tipo ze6lita NaY em cada tempo de sonicagéo.

*N-Y — Zeolita modificada com APTES
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Alguns aspectos relevantes que podem ter causado este perfil heterogéneo remotam
as propriedades fisicas, morfologia e natureza quimica do suporte utilizado (Lopes et al.,
2021). Como todos os materiais possuem a mesma natureza quimica, a morfologia de
cada um foi o fator mais provavel de ter causado diferencas de imobilizagcdo para cada
tempo de sonicacéo. Destaca-se que o suporte Y(a) e N-Y(a) apresentaram 6timo perfil
de imobilizagdo em apenas 3h de sonicagao, o suporte Y(b) imobilizou melhor em 3h de
sonicacao enquanto N-Y(b) teve melhor perfil apos 6h de processo.

Os fatores que possibilitaram a imobiliza¢do foram as interagées hidrofébicas, forcas
de Van der Waals, ligac@o de hidrogénio e interacbes ibnicas entre a enzima e o suporte,
configurando assim uma imobilizagdo por adsor¢ao na superficie externa do material, pois
consagradamente a imobilizacédo por aprisionamento e encapsulacéo tende a ocorrer no
uso de suportes de natureza maleavel como em uma rede polimérica como aqueles obtidos
pelo método silica sol-gel ou por método envolvendo a formacao de membranas na forma
de fibras ocas ou microcéapsulas. Como exemplo tem-se os hidrogéis, a quitosana e o
alginato (Reis et al., 2019). Além deste aspecto, a interagéo fisica por encapsulagéo ou
aprisionamento entre a enzima e o suporte estabelece-se quando a sintese do suporte e a
incorporagdo da enzima sdo simultaneas, ou seja, é importante que o suporte seja obtido
nas condicbes ideais em que a enzima ndo desnature (condicdes de pH, temperatura,
pressao, forca ibnica e de uso de solventes apropriados). A imobilizagdo pelo produto
N-Y(b) se deu por ligagédo covalente.

CONSIDERAGCOES FINAIS

A partir da sintese e caracterizacdo dos materiais obtidos sob determinadas
condi¢bes de temperatura, composicao quimica e alcalinidade do meio verificou-se que o
rejeito de caulim possui potencial para a obtencdo da zedlita NaY que apresentou perfil
cristalografico com alguns picos de sua fase concorrente NaP. No entanto os produtos de
sintese modificados e ndo modificados conseguiram imobilizar até 25% de enzima em 3h
e 6h de sonicagao, sendo uma técnica limitada para o referido propoésito devido propiciar
baixa carga de proteina imobilizada.
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