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Introduzione 
 
 
L’anidride carbonica (CO2) è un composto che si trova naturalmente nell’atmosfera terrestre 
in forma gassosa. Un secolo fa questo si trovava in concentrazioni di circa 280 ppm, ma a 
causa delle emissioni antropogeniche di questo gas, ad oggi la sua concentrazione è pari a 400 
ppm ed è in costante aumento [1,2]. È stato riconosciuto dall’IPCC (Gruppo intergovernativo 
di esperti sul cambiamento climatico) che l’aumento di concentrazione di CO2 nell’atmosfera 

sia la causa principale del riscaldamento globale [3]. Esistono numerosi approcci per ridurre 
le emissioni di CO2 tra cui il miglioramento dell’efficienza energetica, l’incremento di 

utilizzazione di combustibili a basso tenore di carbonio, il maggiore utilizzo di energie 
rinnovabili e molti altri [4,5]. Tra questi il CCS (Carbon Capture and Storage) consente di 
ridurre le emissioni di CO2 dell’85-90 % da sorgenti che producono alte quantità di anidride 
carbonica [1,2]. Altri due metodi sono la carbonatazione e l’EOR (Enhanced Oil Recovery) 
che hanno lo scopo di intrappolare la CO2 nel sottosuolo [2]. Un altro approccio per ridurre le 
emissioni di anidride carbonica è rappresentato dalla conversione di questa in altri prodotti 
chimici [1,6]. Esistono dei metodi ben sviluppati per la conversione di CO2, come ad esempio 
la produzione di urea, di acido salicilico, di monossido di carbonio (CO) e metanolo (CH3OH) 
[6-10]. Oltre a questi processi che adoperano catalizzatori inorganici, sono in via di sviluppo 
delle tecniche basate sull’utilizzo di biocatalizzatori che sono più ecosostenibili, richiedono 
condizioni operative meno dispendiose e presentano selettività più alte [4,5,11]. L’utilizzo di 

enzimi specifici per la conversione di CO2 ha riportato negli ultimi anni dei buoni risultati a 
livello di laboratorio. Sono stati studiati enzimi come la monossido di carbonio deidrogenasi 
(CODH), la ribulosio-1,5-bisfosfato carbossilasi/ossigenasi (RuBisCO), l’anidrasi carbonica 
(CA), questi convertono la CO2 in monossido di carbonio (CODH), zuccheri semplici 
(RuBisCO) e che accelerano la solubilizzazione di essa (CA) [4,12-14]. Infine, si può ottenere 
metanolo da anidride carbonica tramite una reazione in serie catalizzata da tre diversi enzimi: 
FDH (formiato deidrogenasi), FaldDH (formaldeide deidrogenasi) e ADH (alcol deidrogenasi). 
La FDH produce acido formico (HCOOH) da anidride carbonica, la FaldDH converte l’acido 

formico in formaldeide (HCOH) e infine dall’ADH si ottiene metanolo (CH3OH) a partire da 
formaldeide [4,11]. In natura questi tre enzimi lavorano in modo inverso, cioè producono CO2 
a partire da metanolo (CH3OH), ma è stato dimostrato che cambiando le condizioni di 
equilibro si riesce ad ottenere la reazione desiderata [11,15]. È stato inoltre visto che 
confinando i tre enzimi in una matrice solida porosa risulti in una maggiore produzione di 
metanolo a causa dell’aumento di concentrazioni locali dei reagenti [11,15]. Sono state quindi 
condotte numerose prove sull’immobilizzazione di questi enzimi in diversi supporti come 
alginato-silice, gelatina, supporti silicei mesoporosi e molti altri [16-19]. Dato che questi 
biocatalizzatori (FDH, FaldDH e ADH) necessitano dell’utilizzo di un cofattore (NADH), 

molto dispendioso da produrre, sono stati anche studiati molti metodi per la rigenerazione di 
questo in situ [4,15,20,21]. L’immobilizzazione di questi enzimi è dunque di fondamentale 

importanza se non necessaria per una futura applicazione a livello industriale. Tra le varie 
tecniche di immobilizzazione: adsorbimento, cross-linking, intrappolamento e in membrane, 
l’adsorbimento covalente è il metodo che aumenta maggiormente la durata e la stabilità 
termica del biocatalizzatore e ne consente il riutilizzo [22-24]. Inoltre, la scelta del tipo di 
supporto diventa di cruciale importanza, esso deve avere diverse caratteristiche che lo rendano 
compatibile con l’enzima e il brodo di reazione. Le silici mesoporose sono state utilizzate per 
l’immobilizzazione enzimatica e hanno dato dei risultati soddisfacenti, come ad esempio per 
l’α-amilasi, la tripsina, la penicillina G acilasi e molti altri [25,26]. Questi supporti si sono 
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rivelate molto promettenti poiché possiedono strutture e dimensioni dei pori (2-50 nm) che 
risultano essere adatti per l’immobilizzazione di enzimi [27-29]. Inoltre, queste possono 
essere funzionalizzate con diversi gruppi funzionali per favorire la formazione di legami 
covalenti tra enzima e supporto [19,26,30]. Quindi scegliendo l’opportuna silice mesoporosa e 
il tipo di funzionalizzazione per un determinato processo enzimatico, si può ottenere 
un’efficace immobilizzazione della proteina all’interno dei pori e in alcuni casi anche un 

miglioramento delle proprietà catalitiche rispetto all’enzima solubile [25,31]. 
In questo lavoro sono state studiate 5 tipi di silici mesoporose come supporto per 

l’immobilizzazione dell’enzima formiato deidrogenasi (FDH), di cui MSU-F e MSU-H sono 
prodotti commerciali e SBA-15, MCF 0.5 e MCF 0.75 sono state sintetizzate. I supporti sono 
stati caratterizzati tramite analisi di fisisorbimento di N2 (BET), diffrazione dei raggi X 
(XRD) e microscopio elettronico a scansione (FE-SEM) da cui sono state ricavate le 
informazioni riguardo le loro proprietà strutturali. Ogni supporto siliceo è stato 
funzionalizzato con il reagente GPTMS (3-glicidilossipropiltrimetossilano) in modo da avere 
sulla superficie del supporto dei gruppi aldeidici [30]. In seguito, sono stati utilizzati, per ogni 
tipo di silice, 2.5 mg di FDH per g di supporto per la reazione di immobilizzazione ed è stato 
selezionato il supporto più efficace tramite la misura di attività. Questa è stata misurata 
sfruttando la reazione spontanea di conversione del formiato di sodio da parte dell’FDH a 

CO2 con la presenza del cofattore NAD+. Una volta individuato il supporto più efficace, su di 
esso sono state condotte delle prove per ottimizzare la quantità di enzima utilizzato nella fase 
di immobilizzazione. In seguito, sul sistema immobilizzato selezionato dalla prova precedente 
sono stati attuati dei test per verificarne la stabilità termica. Le caratteristiche più importanti 
prese in considerazione per i supporti silicei sono state: struttura dei pori del supporto, 
tubolare per MSU-H e SBA-15 e a forma di celle per MSU-F, MCF 0.5 e MCF 0.75; 
dimensione dei pori della silice (da 4 nm a circa 25 nm) rispetto a quelle dell’enzima 

(diametro = 6 nm). Queste caratteristiche sono state dimostrate in altri lavori, come 
fondamentali per comprendere e ottimizzare il sistema immobilizzato [19,25,31]. Infine, il 
sistema più efficiente e l’enzima in soluzione sono stati studiati per la conversione di CO2 ad 
acido formico con la presenza del cofattore NADH. Sono stati individuati come principali 
fattori limitanti della reazione la solubilità della CO2 in acqua (34 mM a 25 oC [32]) e la bassa 
attività dell’FDH utilizzato (derivante da Candida Boidinii) verso la conversione di CO2 [33]. 
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1. Stato dell’arte 
 

1.1 Emissioni di CO2 e stoccaggio 
 
Con il continuo accrescimento di domanda mondiale di energia causato dall’aumento di 

popolazione, il settore energetico dovrà sostenere due importanti imprese: l’impoverimento 
delle riserve di combustibili fossili e il continuo aumentare delle emissioni di CO2. È stato 
riconosciuto dall’IPCC (Gruppo intergovernativo di esperti sul cambiamento climatico) che le 
emissioni di CO2 sono la causa antropogenica principale del riscaldamento globale [3]. 
Sebbene numerose politiche per la mitigazione del cambiamento climatico siano state messe 
in atto recentemente, l’aumento di emissioni antropogeniche di CO2 sembra inesorabile. 
Nell’ultimo secolo la quantità di CO2 nell’atmosfera è aumentata di oltre il 39%, da 280 ppm 

al record di 400 ppm nel 2013 con il conseguente aumento della temperatura della superficie 
terrestre di circa 0.8 oC. Le emissioni di anidride carbonica sono aumentate mediamente del 
2.6 % per anno nel periodo 2000-2014, rispetto a una media dell’1.72 % nel periodo 1970-
2000 [1,2] (Figura 1.1). Esistono numerosi approcci per ridurre le emissioni di CO2 come 
migliorare l’efficienza energetica e promuovere un utilizzo più moderato di energia; 
incrementare l’utilizzo di combustibili a basso tenore di carbonio, come il gas naturale, 

l’idrogeno o l’energia nucleare; utilizzare energie rinnovabili come ad esempio solare, eolica 

e geotermica; applicare tecniche di geoingegneria come l’imboschimento e il rimboschimento 
[4,5]. Un altro importante approccio per ridurre le emissioni di CO2 è rappresentato dalla 
cattura e stoccaggio di questa (CCS). Il CCS (Carbon Capture and Storage) si basa su metodi 
ben conosciuti e su tecnologie sviluppate e disponibili oggigiorno, esso può arrivare a ridurre 
le emissioni dell’85-90% da sorgenti ad alte emissioni di anidride carbonica come le centrali 
termoelettriche. Questo si basa su tre aspetti consecutivi: la cattura, la separazione e lo 
stoccaggio o riutilizzo della CO2. La cattura dell’anidride carbonica avviene tramite tre 

sistemi principali: la pre-combustione, la post-combustione e la ossicombustione. Per la 
separazione da altri gas di scarico si utilizzano diverse tecnologie come l’adsorbimento, 

l’assorbimento, l’utilizzo di membrane e altri. Infine, la CO2 può essere trasportata per un suo 
confinamento geologico o un suo utilizzo per altri fini. [1,2] Un importante metodo sul 
confinamento della CO2 è la carbonatazione, questa è basata sulla reazione tra CO2 e metalli, 
come calcio e magnesio, da cui si producono dei carbonati insolubili [7]. L’EOR (Enhanced 
Oil Recovery) è un processo avanzato di recupero del petrolio in cui la CO2 è introdotta nel 
giacimento per aumentare la quantità di greggio estraibile e di conseguenza l’anidride 

carbonica rimane stoccata nel giacimento in modo perenne [2].  
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Figura 1.1: Produzione antropogenica di CO2 annuale (GtCO2/anno): industria energetica (   ), altre 
combustioni industriali (    ), edifici ( ), trasporti (    ),  altri settori (    ).  
 
 

1.2 Diversi meccanismi di conversione di CO2 in prodotti 
 
Un’alternativa stimolante allo stoccaggio dell’abbondante CO2 in depositi naturali e in 
giacimenti di petrolio è l’utilizzo dell’anidride carbonica come materia prima per la 
produzione di prodotti chimici ad alto valore economico [1,6]. Esistono anche svariate 
tecnologie consolidate e utilizzate industrialmente che usano la CO2 come risorsa senza 
convertirla, come ad esempio i sistemi di refrigerazione, la produzione di ghiaccio secco, la 
produzione di estintori, l’industria delle bevande gasate e molti altri [7]. Tuttavia, l’utilizzo di 
anidride carbonica come reagente ha due vantaggi: oltre a ridurre le emissioni di CO2 
nell’atmosfera si ha la produzione di sostanze ad alto valore economico. Esistono già dei 
processi chimici inorganici in cui la CO2 è convertita in altre sostanze e il più sviluppato è 
quello che, da ammoniaca e anidride carbonica, produce urea, usato come fertilizzante. 
Inoltre, questo è anche il processo che converte più CO2 (circa 65 MtCO2 all’anno nel 2005) 
[6,7]. Un altro esempio è dato dalla produzione di acido salicilico utile per la produzione di 
Aspirina, una medicina largamente utilizzata [6]. Esistono anche svariati processi che 
prevedono la conversione di CO2 a CO (monossido di carbonio), quest’ultimo può essere 

utilizzato come materia prima per la produzione di idrocarburi tramite il processo Fischer-
Tropsch [8]. Si trovano diversi processi per la conversione di anidride carbonica a monossido 
di carbonio come la fotoriduzione, l’elettrolisi, l’elettrocatalisi, il bi-reforming e tri-reforming 
e questi coinvolgono diversi tipi di catalizzatori [1,6,7]. L’acido formico (HCOOH) e la 

formaldeide (HCHO) sono i composti ossigenati più semplici da ottenere a partire dalla 
riduzione di CO2 e H2O. Questi sono prodotti tramite dei sistemi elettrochimici e fotosintetici 
[9]. Un esempio rilevante è rappresentato dalla produzione di metanolo (CH3OH), infatti 
questo è prodotto a livello industriale a partire da gas di sintesi (CO, CO2 e H2). Il processo 
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utilizzato è il Lurgi MegaMethanol che tramite catalizzatori misti formati da rame, ossido di 
zinco e allumina ha un’alta selettività verso il metanolo (98.8%) a 250-300 oC e 5-10 Mpa 
[9,10]. Tuttavia, questi processi inorganici richiedono per la maggior parte: idrogeno (H2), 
temperature e pressioni operative alte e presentano anche bassa selettività. Al contrario, 
processi che coinvolgono l’utilizzo di biocatalizzatori presentano condizioni operative meno 

dispendiose dal punto di vista energetico e selettività maggiori verso la CO2, senza effetti 
dannosi collaterali verso l’ambiente [4,5,11]. Inoltre, l’utilizzo di enzimi viene anche 

utilizzato per la cattura di CO2 e non solo per la sua conversione [4,34]. In natura esistono 
svariati sistemi biologici che fissano la CO2, l’esempio più importante è rappresentato da 

piante, alghe e cianobatteri che utilizzano l’anidride carbonica per la fotosintesi. Inoltre, 

alcuni microrganismi ricavano energia direttamente dall’utilizzo di CO2 (chemiotrofia) [35].  
Esistono anche degli enzimi, come le carbossilasi, che utilizzano la CO2 come substrato per 
reazioni di carbossilazione da percorsi catabolici e non appartengono a classi di 
microrganismi chemioautotrofi [4]. Esistono diversi enzimi che sono stati ampiamente 
studiati in grado di catalizzare la conversione di CO2. Ad esempio, tramite monossido di 
carbonio deidrogenasi (CODHs) si può convertire la CO2 in CO, sono stati studiati diversi 
sistemi elettrochimici in grado di ottenere monossido di carbonio [4,12]. Il glucosio può 
anche essere ottenuto da anidride carbonica tramite un ciclo di riduzione del carbonio 
fotosintetico utilizzando l’enzima ribulosio-1,5-bisfosfato carbossilasi/ossigenasi (RuBisCO) 
[4,13]. Un altro metodo per convertire la CO2 è quello di trasformarla in acido carbonico 
(HCO3

-) utilizzando un enzima chiamato anidrasi carbonica (CA). Quindi questo enzima può 
essere associato a processi di separazione della CO2 da altri gas anche perché ha un’alta 

attività catalitica [4,14]. Esistono anche degli enzimi, chiamati carbossilasi, che utilizzano la 
CO2 per introdurre un gruppo carbossilico in diversi composti organici [4]. Infine, si può 
ottenere metanolo da anidride carbonica tramite una reazione in serie catalizzata da tre diversi 
enzimi: FDH (formiato deidrogenasi), FaldDH (formaldeide deidrogenasi) e ADH (alcol 
deidrogenasi) [4,11]. Questa verrà descritta più nel dettaglio nel paragrafo seguente. 
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Figura 1.2: Vie biocatalitiche per la conversione di CO2. FDH: formiato deidrogenasi, FaldDH: 
formaldeide deidrogenasi, ADH: alcol deidrogenasi, CODH: monossido di carbonio deidrogenasi, 
RuBisCO: ribulosio-1,5-bisfosfato carbossilasi/ossigenasi, CA: anidrasi carbonica, R: H, CH3 [4]. 

 
 

1.3 CO2 in metanolo tramite FDH, FaldDH e ADH 
 
Il metanolo (CH3OH) è un composto che può avere svariati utilizzi: può essere utilizzato 
come solvente, è un reagente in molti processi chimici e soprattutto può essere adoperato 
come carburante. Quindi il metanolo ha un grande interesse e il premio nobel George Olah ha 
concepito un suo possibile utilizzo futuro al posto degli idrocarburi dove il metanolo è 
ottenuto da processi biologici e non inquinanti [9]. Inoltre, si prevede che la domanda 
mondiale di metanolo cresca di molto nei prossimi anni, passando da un consumo globale di 
60.7 milioni di metri cubi nel 2013 a più di 109 milioni di metri cubi nel 2023 [36]. 
Sviluppare un processo enzimatico e quindi ecosostenibile, in cui l’anidride carbonica viene 

convertita in metanolo è di grande interesse. La sequenza enzimatica di deidrogenasi (FDH, 
FaldDH, ADH) precedentemente introdotta, rappresenta una promettente soluzione ai classici 
sistemi utilizzati industrialmente [11,15]. Lo Schema 1.1 raffigura la reazione in serie in cui la 
formiato deidrogenasi (FDH) catalizza la conversione di anidride carbonica (CO2) in acido 
formico (HCOOH), la formaldeide deidrogenasi (FaldDH) converte l’acido formico in 

formaldeide (HCOH) e infine dall’alcol deidrogenasi (ADH) si ottiene metanolo (CH3OH) a 
partire da formaldeide. Si può notare che tutti e tre gli enzimi hanno bisogno del cofattore 
NADH che fornisce elettroni necessari per la reazione [4,15]. 
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Schema 1.1: Reazione enzimatica in serie in cui tre enzimi (FDH, FaldDH, ADH) catalizzano la 
conversione di CO2 a CH3OH. 
 

In realtà la reazione che gli enzimi catalizzano naturalmente è quella inversa, dove dal 
metanolo si ottiene CO2, ma è stato dimostrato che la costante di equilibrio può essere 
cambiata di diversi ordini di grandezza per favorire la produzione di metanolo ottimizzando le 
condizioni di reazione [11,15].  Ci sono due tipi di FDH: quelli NAD+-dipendenti e quelli 
metallo-dipendenti, per i secondi il cofattore NAD+/NADH non è necessario per catalizzare le 
reazioni descritte precedentemente [15,33]. Tuttavia, il secondo tipo di FDH è dipendente da 
un metallo molto sensibile all’ossigeno che può essere Molbideno (Mo) o Tungsteno (W) e 
quindi non adottabili a livello industriale [15]. Quindi per questo lavoro viene utilizzato 
l’FDH derivante da Candida Boidinii (CbFDH) che oltre ad essere tollerante all’ossigeno, è 

disponibile commercialmente. Le dimensioni di questo enzima si possono ricavare dalla 
massa molecolare di 81200 Da e con un’approssimazione a una sfera si trova che l’FDH ha un 

diametro di circa 5.7 nm [37,38]. Come si può vedere dalla Figura 1.3, questo FDH e gli altri 
NAD+-dipendenti, formano solitamente omodimeri costituiti da due monomeri identici, quindi 
ogni omodimero contiene due siti attivi (dove avviene la reazione di interesse) [39]. 



 

6 
 

 
Figura 1.3: Struttura di CbFDH dove le molecole raffigurate rappresentano due NAD+ nei due siti 
attivi dell’omodimero [40]. 

 
Per quanto riguarda l’enzima FaldDH, è stato visto che per la reazione descritta nello 

Schema 1.1, esso rappresenta lo stadio controllante della reazione, in quanto presente bassa 
attività nel convertire formiato in formaldeide [31]. Questo risulta essere più grande dell’FDH 

con una massa di 141000 Da e approssimandolo ad una sfera presenta un diametro di oltre 7 
nm [38,41].  L’ADH presenta simili dimensioni all’FaldDH [41]. È stato visto inoltre che i 
primi due enzimi (FDH e FaldDH) hanno temperature e pH ottimali simili, invece per l’ADH 

quei valori riducono significativamente la sua attività [19].   
È stato visto che per quanto riguarda la suddetta reazione enzimatica, il confinamento dei 

tre enzimi in una matrice solida porosa risulti in una maggiore probabilità che le reazioni 
desiderate avvengano. Questo succede a causa di un complessivo aumento di concentrazioni 
locali dei reagenti nei pori del supporto [11,15]. Sono state quindi condotte numerose ricerche 
in modo da migliorare l’efficienza e la riutilizzabilità di questo sistema confinato [15]. Un 
sistema che ha portato buoni risultati per quanto riguarda l’attività e la riutilizzabilità è 

l’incapsulamento degli enzimi in una matrice di alginato-silice [16]. Un altro esempio è 
rappresentato dall’utilizzo di una gelatina in cui i diversi enzimi sono stati confinati in modo 

diverso sul supporto (incapsulamento, legame covalente, intrappolamento) [17]. È anche stato 
studiato un sistema in cui i tre enzimi sono immobilizzati in una membrana polimerica tramite 
una semplice filtrazione dovuta a una differenza di pressione [18]. Sono stati condotti degli 
studi sull’immobilizzazione di FDH e FaldDH in supporti silicei mesoporosi e si è visto che il 
confinamento dei due enzimi ha garantito una conversione maggiore rispetto agli enzimi in 
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soluzione [19]. Negli ultimi anni sono stati considerati anche dei sistemi che consentono la 
rigenerazione del cofattore NADH/NAD+, poiché molto costoso da produrre e non utilizzabile 
a livello industriale se non rigenerato [4,15]. Ad esempio, sono stati creati dei sistemi 
fotocatalitici/biocatalitici che consentono la rigenerazione del cofattore in situ in nanofibre 
[20]. Inoltre, è stato anche verificato che un’iniezione diretta di elettroni nel sistema 
enzimatico immobilizzato consente al sistema di reagire senza la presenza del cofattore [21].  

In conclusione, l’immobilizzazione del sistema enzimatico composto da FDH, FaldDH e 
ADH per la produzione di metanolo da anidride carbonica è di fondamentale importanza se 
non necessario per una futura applicazione a livello industriale. Nel paragrafo seguente 
verranno elencate le principali tecniche di immobilizzazione. 
 
 

1.4 Tecniche di immobilizzazione enzimatica 
 
L’immobilizzazione enzimatica è un processo che diventa fondamentale se si vuole utilizzare 
un enzima su scala industriale. Il motivo principale è rappresentato dalla sua riutilizzabilità, 
questo poiché la produzione di un enzima è molto costosa e il suo recupero è di fondamentale 
importanza. Inoltre, l’immobilizzazione permette anche un miglioramento della stabilità 

enzimatica in condizioni diverse da quelle fisiologiche (pH e temperatura ottimali) e in 
presenza di agenti inibitori. L’enzima generalmente viene immobilizzato in supporti solidi che 
di solito sono polimeri e materiali inorganici inerti rispetto all’enzima e alla soluzione di 
reazione [22-24]. 

Esiste un gran numero di tecniche di immobilizzazione enzimatica che possono essere 
divise in quelli in cui il supporto e l’enzima interagiscono attraverso legami chimici 
(reversibili e non) e in quelli in cui l’enzima è confinato in una matrice senza essere legato 

chimicamente ad esso (Schema 1.2).  
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Schema 1.2: Metodi di immobilizzazione enzimatica [22]. 

 

1.4.1 Legame chimico 
Questi metodi si dividono principalmente in due categorie: nella prima vengono utilizzati dei 
supporti dove l’enzima viene legato covalentemente o non covalentemente su di esso, nella 

seconda non sono previste matrici (cross-linking). 
Per quanto riguarda i supporti, essi devono essere scelti in base a diverse caratteristiche 

come un alto rapporto superficie/volume, un’alta capacità di legarsi all’enzima, compatibilità 

e insolubilità nel brodo di reazione, un’alta stabilità termica e chimica, flessibilità e possibilità 

di riutilizzo [22].  
Per l’adsorbimento tramite legami covalenti dell’enzima sulla superficie del supporto è 

necessario che questo possieda dei gruppi funzionali sulla superficie in modo da legarsi 
covalentemente con i residui dei gruppi funzionali presenti sul biocatalizzatore come -OH, -
NH2, -SH e -COOH. In seguito a questo processo si aumenta la durata dell’enzima e la 

stabilità termica, inoltre il sistema può essere riutilizzato più volte senza che l’enzima si 

distacchi dal supporto. Tuttavia, questo tipo di immobilizzazione può alterare le proprietà 
cinetiche dell’enzima, in seguito difficilmente il supporto può essere riutilizzato dopo che 
l’enzima si è denaturato e le rese di immobilizzazione sono relativamente basse. [22,23] Un 
esempio di rilevante importanza è costituito dal legame multi-covalente introducendo dei 
gruppi aldeidici sul supporto tramite ad esempio il GPTMS (3-glicidilossipropil 
trimetossilano). Sono stati studiati molti sistemi di questo tipo utilizzando agarosio come 
matrice e hanno dato degli ottimi risultati [22]. 

Adsorbimento 

Utilizzo di un supporto 

Senza supporto 

Intrappolamento 

Tramite membrane 

Cross-linking 

Legami covalenti 

Legami deboli  

Contenimento 
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Il legame non covalente tra enzima e supporto avviene invece tramite dei legami deboli 
come ad esempio delle interazioni di van der Waals, interazioni idrofobiche e legami ionici. 
Tramite questo semplice metodo si possono raggiungere elevate rese di immobilizzazione, è 
possibile recuperare il supporto tramite il desorbimento dell’enzima e non vengono coinvolti 

reagenti potenzialmente dannosi. Tuttavia, gli enzimi si desorbono facilmente se introdotti in 
una soluzione acquosa e se le condizioni (pH, temperature, ecc…) di questo vengono alterate. 
[22,23] 

Il cross-linking è un metodo di immobilizzazione enzimatica che non necessita di supporti. 
Esso si avvale di reagenti bifunzionali, come la glutaraldeide, che connettono direttamente 
due enzimi senza l’utilizzo di supporti inerti. Questo può avvenire sia tramite l’enzima 

solubile che avendo l’enzima sottoforma di cristalli. Il primo sistema però richiede condizioni 
molto precise durante l’immobilizzazione e gran parte dell’attività viene solitamente persa, 

per il secondo invece si ottengono eccellenti proprietà a discapito però di costi molto elevati. 
Esiste un ultimo metodo molto promettente per il cross-linking che si avvale di una 
precipitazione dell’enzima solubile per la formazione di aggregati prima della reazione di 
cross-lincking con il reagente bifunzionale. [22-24] 
 

1.4.2 Contenimento 
Il contenimento si divide in due principali categorie: intrappolamento e contenimento tramite 
membrane. Questo è un metodo irreversibile di immobilizzazione in cui l’enzima non 

interagisce con il supporto tramite legami, ma è trattenuto fisicamente, quindi fenomeni di 
denaturazione non avvengono. Il supporto presenta delle cavità appositamente progettate che 
permettono ai reagenti e ai prodotti di passare liberamente e all’enzima di non disperdersi in 
soluzione. [22-24] 

L’intrappolamento avviene dentro delle cavità di matrici solitamente polimeriche, 
compatte a tal punto da non far passare l’enzima. L’immobilizzazione avviene in seguito alla 

polimerizzazione di una soluzione monomerica in cui l’enzima è disciolto tramite 

stimolazione fisica o tramite dei processi chimici. I principali materiali utilizzati sono 
alginato, poliuretano, poliacrilammide e alcool polivinilico. Se si utilizzano materiali 
biologici il metodo è chiamato incapsulamento. [22,24] 

Contenendo l’enzima tramite una membrana semipermeabile è possibile anche 

immobilizzare enzimi di tipo diverso e ottenere reazioni in cascata. È possibile ottenere la 
ritenzione dell’enzima nelle membrane tramite incapsulamento e tramite l’utilizzo di 
membrane ad ultrafiltrazione. [22] 
 
 

1.5 Supporti silicei mesoporosi 
 
In questo lavoro sono stati utilizzati dei supporti silicei mesoporosi con elevate aree 
superficiali (500-750 m2/g) per l’immobilizzazione enzimatica. Nel 1992 sono state 
sintetizzate le prime silici mesoporose, così classificate dalla IUPAC poiché aventi pori tra i 2 
nm e i 50 nm. I primi materiali creati sono stati chiamati MCM-X (Mobil Crystalline of 
Materials) e avevano pori cilindrici ordinati secondo una geometria esagonale con 
dimensione tra i 2 e i 4 nm [27-29]. In seguito, altre silici mesoporose sono state sintetizzate, 
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come SBA-15 (Santa Barbara amorphous-15) e MCF (Mesocellular Foam), tramite l’utilizzo 
di polimeri formati da tre blocchi (PEO-PPO-PEO: glicole polietilenico-glicole 
polipropilenico-glicole polietilenico) [28]. Il primo, SBA-15, ha dei pori cilindrici di 
dimensioni di circa 5 nm ordinati spazialmente con una geometria esagonale, sintetizzati con 
il Pluronic P123 come polimero precursore [27,28]. Il secondo invece viene sintetizzato 
aggiungendo un cosolvente organico (mesitilene) alla procedura di dell’SBA-15, questo 
permette una trasformazione strutturale del supporto. In questo modo l’MCF ha una struttura 
tridimensionale “spugnosa” formata da celle sferiche interconnesse fra di loro tramite dei pori 

aventi dimensione di circa 20 nm con aperture di diametro maggiore di 10 nm [28,42] (Figura 
1.4). Inoltre, i supporti MCF possono essere sintetizzati con differenti dimensioni dei pori 
variando il rapporto mesitilene/P123 [31,43].  
 
 

  
(a)                                                (b)                                                    (c) 

 

Figura 1.4: Struttura dei supporti silicei mesoporosi: MCM-41 (a), SBA-15 (b), MCF (c)  
 

Questi materiali sono stati ampiamente studiati come supporto per ossidi metallici e 
metalli per la catalizzazione di diverse reazioni. Ad esempio, MCM-41 e SBA-15 sono stati 
utilizzati come supporti per il Rodio (Rh) per la decomposizione di N2O [44]. In altri lavori le 
silici mesoporose sono state sintetizzati con Vanadio (V) per la deidrogenazione ossidativa 
del propano e sono emersi buoni risultati [45-47]. Inoltre, per la loro particolare struttura 
mesoporosa, in cui i pori appunto variano dai 2 ai 50 nm, le silici mesoporose risultano essere 
degli interessanti supporti per l’immobilizzazione di enzimi. Questi supporti possiedono 
anche delle ottime proprietà meccaniche che permettono al catalizzatore di sopportare delle 
condizioni operative dove sono presenti sforzi di taglio e compressione maggiori rispetto ad 
altri supporti di origine biologica.  Infatti, questi materiali sono stati utilizzati con successo 
per questo scopo in applicazioni analitiche e come sensori [25,26]. In particolare, è stato visto 
che l’SBA-15 e l’MCF sono degli efficienti supporti per l’immobilizzazione tramite legami 

covalenti per diversi enzimi, come l’α-amilasi, la tripsina, la penicillina G acilasi e molti altri 
(25,26). Per ottenere questo tipo di immobilizzazione, la silice viene funzionalizzata mediante 
dei gruppi funzionali introdotti sulla sua superficie da reagenti specifici come ad esempio 
APTES (amminopropiltrimetossisilano), MTPS (3-mercaptopropiltrimetossilano) e GPTMS 
(3-glicidilossipropiltrimetossilano) [19,26,30]. In particolare, è stato visto che la 
funzionalizzazione con il GPTMS, la quale introduce dei gruppi aldeidici sulla superficie del 
supporto, è molto efficiente nell’immobilizzazione e stabilizzazione enzimatica in quanto i 
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gruppi aldeidici sono molto reattivi con i terminali amminici non ionizzati dell’enzima non 
ancora immobilizzato [30]. Inoltre, i gruppi aldeidici introdotti presentano un basso ingombro 
sterico nella reazione con le proteine e sono piuttosto stabili a pH alcalini. Infatti, si formano 
forti legami tra l’enzima e il supporto e questo causa un irrigidimento dell’enzima, quindi 
un’alta stabilità termica [30]. In conclusione, questi supporti sono molto interessanti per 
l’immobilizzazione di enzimi poiché esistono in diverse forme con diverse dimensioni dei 

pori. Quindi scegliendo l’opportuna silice mesoporosa per un determinato processo 
enzimatico, si può ottenere un’efficace immobilizzazione della proteina all’interno dei pori e 

in alcuni casi anche un miglioramento delle proprietà catalitiche [25,31]. In questa tesi verrà 
studiato l’effetto dell’immobilizzazione sulle proprietà catalitiche sulla stabilità dell’FDH 
(formiato deidrogenasi). Come detto prima, l’enzima in questione ha un diametro di quasi 6 
nm, di conseguenza le silici mesoporose rappresentano un interessante supporto per 
l’immobilizzazione dato che possiedono dei pori di dimensioni dai 2 ai 50 nm. 
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2. Materiali e metodi 
 

2.1 Sintesi dei supporti 
 
Per questa tesi sono stati utilizzati 5 diversi supporti silicei mesoporosi: MSU-F, MSU-H, 
SBA-15, MCF 0.5 e MCF 0.75. I primi due sono disponibili commercialmente, invece si 
riporta di seguito la procedura per la sintetizzazione di SBA-15 e MCF (0.5 e 0.75). 

2.1.1 Sintesi del supporto SBA-15 
Si preparano 250 ml di una soluzione acquosa di HCl 2 M e in seguito si diluiscono 160 ml 
della soluzione acida con 30 ml di acqua deionizzata in un becher. Successivamente, si 
aggiungono 4 g di Pluronic 123 (HO(CH2CH2O)20(CH2CH(CH3)O)70(CH2CH2O)20H) e si 
mantiene in agitazione la soluzione, a 35 oC, per 5 h in modo da permettere al Pluronic di 
dissolversi. Il Pluronic 123 è un polimero anfifilico, cioè possiede gruppi sia idrofobi che 
idrofili, quindi superata una concentrazione critica esso forma micelle. Questa caratteristica 
permette all’SBA-15 di avere una struttura regolare, che si forma attorno a queste micelle [1-
3]. In seguito, si aggiungono alla soluzione 8,5 g di TEOS (tetraetossisilano al 99% in peso, 
SiC8H20O4) tramite una pipetta di vetro goccia a goccia per favorire la completa dispersione 
del composto. Si lascia la soluzione in agitazione, a 35 oC per 24 h [3-5]. Il TEOS agisce da 
precursore e grazie alla sua natura idrofoba, si inserisce all’interno delle micelle di Pluronic 
123 e inizia a polimerizzare, questo processo consente alle micelle di assumere una forma 
allungata [1,6]. In seguito, si prosegue con il trattamento termico della soluzione in forno a 
100 oC per 24 h, questo comporta un aumento della dimensione dei pori del supporto. Una 
volta che il trattamento è terminato e la soluzione si è raffreddata, questa viene lavata e 
centrifugata per ridurne l’acidità, poi si lascia essiccare il prodotto in stufa a 60 oC per 24 h 
[3,6]. Infine, si procede con la calcinazione del prodotto mantenuto in un forno per 5 h a 550 
oC, questo passaggio ha lo scopo di liberare i pori dell’SBA-15 dai tensioattivi e dall’acqua 

presenti [1,6] (Schema 2.1). La struttura del supporto è rappresentata nella Figura 2.1, si può 
notare come i pori abbiano struttura tubolare 2D, siano raggrupparti in strutture esagonali e 
siano interconnessi da micro canali [7]. 
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Figura 2.1: Struttura dei pori di SBA-15. 

 

 

Schema 2.1: Schema di sintesi di SBA-15. 
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2.1.2 Sintesi dei supporti MCF 0.5 e MCF 0.75 
Si preparano 250 ml di una soluzione acquosa di HCl 2 M e in seguito si diluiscono 160 ml 
della soluzione acida con 30 ml di acqua deionizzata in un becher. Successivamente, si 
aggiungono 4 g di Pluronic 123 (HO(CH2CH2O)20(CH2CH(CH3)O)70(CH2CH2O)20H) e si 
mantiene in agitazione, a 35 oC, per 1 h in modo da rendere omogenea la soluzione [7-9]. In 
seguito, si aggiungono 2 ml o 3 ml di mesitilene (1,3,5 – trimetilbenzene, C9H12, 98% in peso) 
goccia a goccia, tramite una pipetta di vetro e si lascia in agitazione per 1 h a 35 oC. Nel 
primo caso il rapporto massico Mesitilene/Pluronic è di 0.5 e quindi si forma MCF 0.5, nel 
secondo il rapporto massico Mesitilene/Pluronic è di 0.75 e quindi si forma MCF 0.75. Il 
mesitilene consente alle micelle cilindriche, vedi sintesi di SBA-15, di assumere una forma 
circolare e di aumentare la dimensione dei pori del supporto [8,10]. Come per l’SBA-15, si 
aggiungono, goccia a goccia, 8.5 g di TEOS (tetraetossisilano al 99% in peso, SiC8H20O4) 
tramite una pipetta di vetro e si lascia in agitazione per 24 h a 35 oC la soluzione. Terminato 
questo passaggio, si procede con il trattamento termico a 100 oC per 24 h in forno, il processo 
permette un aumento della dimensione dei pori delle sfere di silice [7,8,10]. Una volta che il 
trattamento è terminato e la soluzione si è raffreddata, questa viene lavata e centrifugata per 
ridurre l’acidità, poi si lascia essiccare il prodotto in stufa a 60 oC per 24 h. L’ultimo 

passaggio della sintesi dell’MCF è rappresentato dalla calcinazione che avviene a 500 oC per 
6 h. Questo passaggio ha lo scopo, come per l’SBA-15, di liberare i pori dai tensioattivi e 
dall’acqua presenti [7,8] (Schema 2.2). La struttura dell’MCF è raffigurata nella Figura 2.2, si 
può notare come i pori abbiano una struttura 3D all’interno delle sfere e da letteratura è noto 

che sono più grandi dei pori dell’SBA-15 [7]. 
 

 
Figura 2.2: Struttura dei pori di MCF. 
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Schema 2.2: Schema di sintesi di MCF. 

 

 

2.2 Caratterizzazione dei supporti 
 
Per analizzare le proprietà strutturali dei supporti silicei mesoporosi è stato necessario 
utilizzare più tecniche di analisi, poiché non ne esiste una specifica in grado di fornire tutte le 
informazioni necessarie. Sono state utilizzate tre tecniche di analisi: fisisorbimento mediante 
N2 a 77 K, XRD (diffrazione raggi X) e microscopio elettronico a scansione ad alta 
risoluzione (FE-SEM). Le prime due tecniche sono state utilizzate solo per i supporti 
sintetizzati (SBA-15, MCF 0.5 e MCF 0.75), inoltre al FE-SEM invece sono stati analizzati 
anche i supporti commerciali e quelli sintetizzati con l’FDH immobilizzato sulla superficie, 

oltre a quelli senza enzima. 

2.2.1 Analisi mediante fisisorbimento di N2 a 77 K (analisi BET)  
Questa tecnica è ampiamente utilizzata per la caratterizzazione di materiali porosi, da cui 
possono ricavare l’area specifica, il volume dei pori e la distribuzione dei pori. Per questo tipo 

di analisi è stato utilizzato lo strumento Micromeritics TriStar II 3020 (Figura 2.3). 
[1,4,7,11,12] 
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Figura 2.3: Strumento Micromeritics TriStar II 3020. 

 
Le analisi vengono eseguite su campioni di circa 60 mg, questi sono introdotti dentro delle 

burette e subiscono, prima dell’analisi, un processo di degasaggio condotto a 200 oC per 2 h 
per rimuovere acqua e altri contaminanti atmosferici [1,4,7]. Il processo consiste in cicli di 
adsorbimento/desorbimento di N2 a 77 K, in questo modo si ricava l’isoterma di adsorbimento 

e da questa, secondo il metodo BET (Brunauer-Emmet-Teller), l’area superficiale specifica 

(SBET) [1,4,7,12]. Invece, la distribuzione della grandezza dei pori è calcolata tramite il 
metodo BJH (Barrett-Joyner-Halenda) che si basa sul fenomeno della condensazione 
capillare in pori cilindrici. La porosità del materiale è calcolata dividendo il volume totale dei 
pori per il volume del materiale. Il volume totale dei pori (VP) si trova in corrispondenza del 
valore di pressione relativa P/P0 = 0.99 ed è pari al volume di liquido adsorbito [11,13]. 

2.2.2 Analisi XRD 
La tecnica di analisi XRD (diffrazione raggi X) è usata per studiare strutture ordinate 
periodicamente a livello atomico. La lunghezza d’onda dei raggi X, emessi con un certo 

angolo di incidenza θ, è dello stesso ordine di grandezza della distanza tra i piani cristallini, 

quindi i raggi vengono diffratti in base alla struttura del materiale (Figura 2.4). L’intensità del 

segnale diffratto cambia al variare dell’angolo di incidenza (θ) e presenta dei picchi correlati 
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alla disposizione e alla distanza dei piani atomici [14]. Solitamente per materiali aventi una 
struttura cristallina ordinata si usano angoli di diffrazione (2θ) compresi tra 20o e 80o, invece 
per materiali mesoporosi con pori ordinati periodicamente, come le silici mesoporose, si 
utilizzano bassi valori di 2θ (2θ < 3o) [4,7]. Il diffrattometro Philips PW 3040/00 X’pert MPD 
è stato utilizzato per le analisi, utilizzando una radiazione Cu Kα e valori di 2θ inferiori a 2o 
[4,7]. 
 

 
Figura 2.4: Schema di funzionamento del diffrattometro. 

 

2.2.3 FE-SEM 
Per avere una più accurata informazione riguardo la morfologia dei supporti precedentemente 
citati, si è utilizzato un microscopio elettronico a scansione ad alta risoluzione (FE-SEM). Lo 
strumento utilizzato è il SUPRA™ 40 (ZEISS) equipaggiato di una colonna GEMINI (Figura 

2.5). Il sistema genera un fascio di elettroni ad alta energia nel vuoto attraverso una colonna 
ad emissione di campo e in seguito questi sono accelerati in un campo magnetico ad alto 
gradiente. Questi elettroni emessi vengono poi deflessi da un sistema di lenti per produrre un 
fascio molto concentrato che poi andrà ad investire il campione da analizzare. In seguito a 
questo bombardamento di elettroni, dal campione si generano degli elettroni secondari. 
Dall’angolo e dalla velocità di questi elettroni secondari captati da un rilevatore, si ricavano 
informazioni sulla morfologia del campione. Sui campioni è stato applicato uno strato di 
platino di spessore inferiore ai 5 nm per renderli conduttivi e permettere agli elettroni emessi 
di diffondersi sui campioni.  [15,16] 
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Figura 2.5: Microscopio elettronico a scansione SUPRA™ 40 (ZEISS). 

 
 

2.3 Funzionalizzazione di silice mesoporosa con gruppi aldeidici 
 
L’aggiunta di gruppi aldeidici sulla superficie della silice mesoporosa (MSU-F, MSU-H, 
SBA-15, MCF 0.5 e MCF 0.75) ha come obiettivo quello di permettere all’enzima di 

immobilizzarsi su di esso tramite legami covalenti. Questo tipo di funzionalizzazione avviene 
grazie a tre reazioni: la prima serve ad aggiungere dei gruppi epossidici sulla superficie del 
supporto, la seconda serve a trasformare i gruppi epossidici in gruppi diolo, la terza serve a 
generare i gruppi aldeidici dai gruppi diolo; infine avviene la caratterizzazione del supporto 
funzionalizzato. (Schema 2.3) 

 

2.3.1 Funzionalizzazione con gruppi epossidici 
Si prepara, sotto cappa chimica, un bagno d’olio a 105 oC sopra il quale si pone un pallone 
contenente la silice, il toluene e il GPTMS (3-glicidilossipropiltrietossilano). Il bagno d’olio è 

mantenuto alla temperatura desiderata tramite una piastra riscaldante, inoltre si deve utilizzare 
una colonna di raffreddamento, posta sopra il pallone, per recuperare il toluene evaporato. La 
soluzione è composta dall’ 1% in volume di GPTMS e dal restante 99% di toluene, la quantità 
di toluene si ricava dalla quantità di silice che si vuole funzionalizzare e per ogni grammo di 
silice bisogna aggiungere 30 ml di toluene. In questo modo si introducono dei gruppi 
epossidici, presenti nel GPTMS, sulla superficie della silice tramite la condensazione di 
gruppi silanolo (-Si-OH) del supporto, con gruppi alcossi (-OR’) del GPTMS (Figura 2.6) 
[17,18]. Infine, si filtra la soluzione con un filtro di carta e si risciacqua prima con acetone e 
poi con acqua.  
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Figura 2.6: Reazione tra particella di silice e GPTMS. 

 

2.3.2 Generazione dei gruppi diolo e aldeidici 
Per prima cosa avviene l’idrolisi di gruppi epossidici (Figura 2.7) con la soluzione di acido 
solforico (H2SO4) 0.1 M per 2h a 85 oC, usando lo stesso rapporto volume : massa di silice 
(30 ml/g) usato con il toluene. Dopo aver filtrato e lavato con acqua il supporto, si prepara 
una soluzione di periodato di sodio (NaIO4) 0.1 M (tenendo lo stesso rapporto 30 ml/g Quindi 
si fa reagire la silice con NaIO4 a temperatura ambiente per 2h, questo permette l’ossidazione 

dei gruppi diolo (Figura 2.8) a gruppi aldeidici. Si prelevano 0.5 ml del surnatante all’inizio e 

al termine della reazione che verranno utilizzati per determinare la quantità di reagente che è 
reagita e così determinare la quantità di gruppi aldeidici formati sulla superficie del supporto.  
Infine, si filtra la soluzione e si lava utilizzando molta acqua per estrarre gli ioni periodato 
rimanenti. [17,18] 
 
 

 
Figura 2.7: Reazione di idrolisi in ambiente acido. 

 
 
 

 
Figura 2.8: Reazione di ossidazione dei gruppi diolo e formazione dei gruppi aldeidici. 
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Schema 2.3: Schema della funzionalizzazione della silice. 

2.3.3 Caratterizzazione dei gruppi aldeidici formati 
Per conoscere la quantità di gruppi aldeidici presenti sulla superficie del supporto siliceo, è 
necessario aggiungere ioduro di potassio (KI) al 10% in peso e una soluzione satura di 
bicarbonato di sodio (NaHCO3), alle soluzioni contenenti ioni periodato all’inizio e al termine 
della reazione precedente. In questo modo, si forma un composto tra gli ioni periodato di 
sodio e lo ioduro di potassio, che ha il suo picco di assorbanza a 405 nm. Quindi, misurando 
l’assorbanza con uno spettrofotometro, della soluzione prima e dopo la reazione di 
ossidazione epossidica con il NaIO4 [17,18] si può ricavare la quantità di gruppi aldeidici 
aggiunti sulla superficie del supporto tramite l’equazione (2.1). 
 

X = (VIO4- *
[IO4

- ]i - 
[IO4

- ]i *Af

Ai

gs
)*106                                                                                  (2.1)                                      

𝑋 = μmol aldeidi / g supporto 

𝑉𝐼𝑂4− = volume soluzione periodato utilizzata (ml) 

[𝐼𝑂4
−]𝑖 = concentrazione ioni periodato nella soluzione iniziale (mol/L) 

𝐴𝑓 = assorbanza soluzione dopo la reazione 

𝐴𝑖  = assorbanza soluzione prima della reazione 

𝑔𝑠 = quantità di supporto utilizzata (g) 
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2.4 Immobilizzazione enzimatica di FDH (formiato deidrogenasi) su supporti 
silicei mesoporosi 
 
L’immobilizzazione enzimatica avviene in due fasi: nella prima si utilizza una soluzione 

basica di tampone bicarbonato per legare l’enzima al supporto tramite un legame di Schiff 
(Figura 2.9); nella seconda invece, utilizzando boroidruro di sodio (NaBH4), si riduce il 
legame di Schiff che diventa un legame covalente (Figura 2.10). La misura della quantità e 
dell’attività degli enzimi immobilizzati sul supporto avviene tra la prima e la seconda fase, 

prima di aggiungere il boroidruro. [12,17-19] (Schema 2.4) 
La prima reazione tra enzima e supporto avviene utilizzando il tampone bicarbonato 
(NaHCO3/Na2CO3, 0.1 M) per 60 minuti a 4 oC, il pH a 10.05 è fondamentale poiché al di 
sotto di 10 la reazione non avviene. La soluzione per la reazione è formata dal 75% di 
tampone e dal 15% di glicerolo che agisce come agente protettivo per l’enzima [17]. La 
quantità di soluzione da preparare si ricava dalla quantità di supporto a disposizione 
utilizzando il rapporto 20 ml di soluzione per grammo di silice. La quantità di enzima 
introdotto varia da 1 mg a 10 mg per grammo di supporto. A questo punto si preleva una 
piccola parte della soluzione che servirà come riferimento per la misura di attività, si aggiunge 
il supporto a quella rimanente e da questo momento parte la reazione. In seguito, si procede 
con la seconda reazione tra enzima immobilizzato e boroidruro di sodio (NaBH4), con una 
concentrazione di 0.5 mg/ml. Si fa reagire sotto cappa chimica per 10 minuti a 4 oC, in seguito 
si filtra a vuoto la soluzione utilizzando una soluzione tampone fosfato 0.1 M pH = 7.5 e si 
conserva il prodotto in un essiccatore in frigo [12,17,18]. 
Per valutare la quantità di proteine immobilizzate sul supporto si utilizza il metodo di 
Bradford [20], tramite il quale si ricava la concentrazione delle proteine in soluzione (mg/ml). 
Questa si misura tramite l’assorbanza a 595 nm di un composto chimico formato dalla 
proteina e dal colorante Coomassie Brilliant Blue utilizzando la retta di taratura (2.2). Per la 
misura di assorbanza analizzata con lo spettrofotometro si utilizza una soluzione formata da: 
da 1 ml di reagente di Bradford (colorante) e da 100 μl di soluzione proteica. Si analizzano 
due soluzioni proteiche, una prelevata prima di aggiungere il supporto e l’altra alla fine della 
reazione, in questo modo si trovano rispettivamente la concentrazione di proteina offerta a 
inizio reazione (PO) e la concentrazione di proteina a fine reazione presente nel surnatante 
(PL). La resa di immobilizzazione è definita in termini di proteina (IYP), secondo l’equazione 

(2.3) e il valore di proteina immobilizzata (PI) è: PO - PL. (21,22) 
 

𝐴 = 3.55 ∗ 𝐶 + 0.0459                                                                                    (2.2)  
 

𝐴 = assorbanza 

𝐶 = concentrazione proteine (mg/ml) 
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𝐼𝑌𝑃 =
𝑃𝑂−𝑃𝐿

𝑃𝑂
∗ 100                                                                                                            (2.3)    

 

𝐼𝑌𝑃 = resa di immobilizzazione in termini di proteina  

𝑃𝑂 = proteina offerta a inizio reazione (mg/ml)   

𝑃𝐿 = proteina presente nel surnatante a fine reazione (mg/ml)   
        

 
Figura 2.9: Formazione del legame di Shiff tra supporto ed enzima a pH 10. 

 

 
Figura 2.10: Riduzione del legame di Schiff tramite NaBH4 e formazione del legame covalente tra 
supporto ed enzima. 
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Schema 2.4: Schema dell’immobilizzazione enzimatica. 

 

 

2.5 Misura dell’attività enzimatica di FDH (formiato deidrogenasi) 
 
Per misurare l’attività enzimatica dell’FDH, libero e immobilizzato, si utilizza il metodo 

adoperato da Barin R. e altri [21,23,24]. Questo consiste nel rilevare l’assorbanza a 340 nm 

del NADH prodotto dalla reazione di ossidazione del formiato di sodio (HCOONa), 
aggiungendo NAD+ come cofattore (equazione (2.4)). Per la misura di attività dell’enzima 

libero, si utilizza una soluzione composta da: 1 ml di tampone fosfato 0.1 M (pH 7.5), 0.4 ml 
di formiato di sodio 300 mM, 50 μl di NAD+ 50 mM e 50 μl di soluzione enzimatica diluita. 
La concentrazione di NADH si rileva utilizzando uno spettrofotometro e un coefficiente di 
assorbimento molare pari a ε = 4.78 M-1. L’attività, quindi, si determina misurando 

l’incremento di assorbanza del NADH prodotto dalla reazione rispetto a un bianco, che ha 
assorbanza 0 a 340 nm. Per trovare la concentrazione di NADH prodotto dall’enzima 

immobilizzato si utilizza una soluzione avente gli stessi rapporti di concentrazione di quella 
impiegata per l’enzima libero. Tuttavia, è necessario centrifugare la soluzione per separarla 
dalla silice, per evitare il fenomeno di scattering dovuto a quest’ultima. Così facendo però, 

non è possibile avere direttamente il valore di incremento di assorbanza del NADH, ma è 
necessario ricavarlo da una retta costruita per punti trovata a diversi tempi di reazione (1,2 e 3 
min).  
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𝐻𝐶𝑂𝑂𝑁𝑎 + 𝑁𝐴𝐷+  
𝐹𝐷𝐻
↔   𝐶𝑂2  + 𝑁𝐴𝐷𝐻 +𝐻

+                                                                           (2.4) 
 
L’attività dell’FDH si definisce in UI (Unità Internazionale di attività enzimatica) che 

rappresenta le μmol di NADH prodotte per minuto e per mg di enzima (UImg) o per g di 
supporto (UIg) come descritto nella formula (2.5) [25]. L’attività relativa (AREL), dell’enzima 

immobilizzato, si calcola tramite la formula (2.6), definita come il rapporto tra l’attività 

dell’enzima immobilizzato (UIIMM) e l’attività dell’enzima solubile (UIL) riferite ai mg di 
enzima [26]. 
 

𝑈𝐼 =
∆𝐴

∆𝑡
∗
1

𝜀
∗
𝑉𝑟

𝑐
                                                                                                 (2.5) 

 

𝑈𝐼 = Attività (μmol/min mg) o (μmol/min g)   

𝑐  = (mg) enzima o (g) supporto 
𝑉𝑟 = volume soluzione analizzata allo spettrofotometro (ml) 
∆𝐴

∆𝑡
 = incremento di assorbanza del NADH 

𝜀 = coefficiente di assorbimento molare (M-1) 

 
 

𝐴𝑅𝐸𝐿 =
𝑈𝐼𝐼𝑀𝑀
𝑈𝐼𝐿

∗ 100                                                                                           (2.6) 

 

𝐴𝑅𝐸𝐿 = attività relativa 
𝑈𝐼𝐼𝑀𝑀 = attività enzima immobilizzato (μmol/min mg) 
𝑈𝐼𝐿 = attività enzima libero (μmol/min mg)                                                                                                 
 
 

2.6 Stabilità termica 
 
Per valutare la stabilità termica dell’enzima solubile e immobilizzato, questi vengono incubati 

a 50 oC per 24 h in una eppendorf contenente la soluzione tampone fosfato 0.1 M (pH 7.5). Si 
utilizza una diluizione di 1:100 per l’enzima solubile e una concentrazione di circa 100 mg/ml 

di enzima immobilizzato. L’attività si misura con il metodo descritto nel paragrafo precedente 

(Paragrafo 2.5) riferita ai mg di enzima (UImg). La stabilità termica quindi, si valuta in 
termini percentuali di attività residua (ARES), cioè il rapporto tra l’attività di un campione 

prelevato a un tempo definito (AN) e l’attività iniziale prima dell’incubazione e quindi prima 

dell’inattivazione (A0) tramite l’equazione (2.7). [12,17] 
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𝐴𝑅𝐸𝑆 =
𝐴𝑁

𝐴0
∗ 100                                                                                                               (2.7)    

 

𝐴𝑅𝐸𝑆 = attività residua (%) 

𝐴𝑁 = attività campione ad un tempo definito (μmol/min mg) 

𝐴0 = attività iniziale (μmol/min mg) 
 

È stato utilizzato, sia per l’FDH solubile che immobilizzato, un modello del primo ordine 
a uno stadio per descrivere la disattivazione termica enzimatica, proposto da Henley J. e 
Sadana A. [28]. Il modello descrive l’disattivazione tramite una netta transizione dell’enzima 

da una forma “nativa” attiva (ENAT) a una forma completamente inattiva (EIN). Questa 
transizione può essere descritta dall’ipotetica reazione chimica:  
 

𝐸𝑁𝐴𝑇
    𝑘𝐷      
→    𝐸𝐼𝑁                                                                                                 (2.8) 

 

𝐸𝑁𝐴𝑇 = forma attiva dell’enzima 

𝐸𝐼𝑁 = forma inattiva dell’enzima 

𝑘𝐷 = costante cinetica della velocità di disattivazione termica (h-1) 
 

Questo meccanismo porta un modello del primo ordine che può essere descritto 
dall’equazione: 
 

−
𝑑𝐴

𝑑𝑡
= 𝑘𝐷 ∗ 𝐴                                                                                                   (2.9) 

 
Il modello, tramite integrazione, porta a un profilo esponenziale dell’attività enzimatica 

rispetto al tempo: 
 

𝑙𝑛
𝐴

𝐴0
= −𝑘𝐷 ∗ 𝑡                                                                                                               (2.10) 

 
𝐴

𝐴0
= 𝑒𝑥𝑝 (−𝑘𝐷 ∗ 𝑡)                                                                                                       (2.11) 

 

𝐴 = attività enzimatica (μmol/min mg) 

𝐴0 = attività enzimatica iniziale (μmol/min mg) 

𝑘𝐷 = costante cinetica della velocità di disattivazione termica (h-1) 

𝑡 = tempo (h-1) 
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Dall’equazione (2.10) si ricava una correlazione lineare tra l’attività residua (A/A0) e il 
tempo (t) in un grafico semilogaritmico. Da questo si può ricavare la costante di 
disattivazione termica kD che risulta essere l’unico parametro necessario per correlare i dati 

sperimentali con il modello [29]. È stato definito anche il tempo di dimezzamento (t1/2, come 
il tempo di incubazione necessario per far perdere all’enzima metà della sua attività iniziale 
(2.12). Per quantificare la migliore stabilità termica ottenuta tramite l’immobilizzazione è 
stata definito il fattore di stabilità termica (SF) come il rapporto tra il tempo di dimezzamento 
dell’enzima immobilizzato (𝑡1/2

 𝐼 ) e il tempo di dimezzamento dell’enzima solubile (𝑡1/2
 𝑆 ) 

(2.13). [12] 
 

𝑡1/2 =
𝑙𝑛 (2)

𝑘𝐷
                                                                                                                      (2.12)                                                                                                                                                                                                                                      

 

𝑆𝐹 =  
𝑡1/2
 𝐼

𝑡1/2
 𝑆                                                                                                                           (2.13) 

 

𝑡1/2 = tempo di dimezzamento dell’enzima (h-1) 

𝑘𝐷 = costante cinetica della velocità di disattivazione termica (h-1) 

𝑆𝐹 = fattore di stabilità termica 

𝑡1/2
 𝐼  = tempo di dimezzamento dell’enzima immobilizzato (h-1) 

𝑡1/2
 𝑆  = tempo di dimezzamento dell’enzima solubile (h-1) 

 

 

2.7 Reazione tra CO2 e FDH (formiato deidrogenasi) 
 
La reazione tra l’anidride carbonica (CO2) e l’FDH è l’inversa della reazione sfruttata per la 

misura dell’attività enzimatica (2.14), con la produzione di acido formico (HCOOH) [27]. 

 

𝐶𝑂2  +𝑁𝐴𝐷𝐻 
𝐹𝐷𝐻
↔   𝐻𝐶𝑂𝑂𝐻+𝑁𝐴𝐷+                                                                                      (2.14) 

 
Si utilizza una bottiglia di coltura da 160 ml dove si inseriscono 30 ml di soluzione tempone 
fosfato e si disciolgono 212 mg di NADH in modo da avere una concentrazione di 10 mM. Si 
conducono prove con soluzioni tampone 0.2 M a pH = 8 e a pH = 7. Successivamente, si 
procede in maniera differente per l’enzima solubile (Schema 2.5) e quello immobilizzato 
(Schema 2.6). Si effettuano delle prove con CO2 flussata in continuo e in discontinuo (batch). 
Tutte le prove sono state svolte a pressione atmosferica. 

Per l’FDH in soluzione, dopo aver aggiunto il NADH e tappato ermeticamente la bottiglia, 
si fa gorgogliare da un ago la CO2 all’interno della soluzione a 40 ml/min per circa 40 minuti. 
Per le prove con CO2 flussata in continuo, si fa gorgogliare il gas per tutta la durata della 
prova a 15 ml/min. In seguito, si prelevano 1.5 ml di soluzione, con una siringa, che 
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serviranno da riferimento per la misura di attività e quindi del consumo di NADH. A questo 
punto, si fa partire la reazione aggiungendo 7.5 mg di FDH, e si mantiene in agitazione a 25 
oC. Si prelevano dei campioni, durante la reazione, di circa 2 ml di soluzione e si misura 
l’assorbanza del NADH a 340 nm presente nei campioni prelevati, con una diluizione 1:100, 

come descritto nel Paragrafo 2.5. Questi campioni, conservati in delle eppendorf, vengono o 
messi a bagno per 5 minuti a 90 oC oppure viene aggiunta una soluzione 0.1 M di HCl in 
rapporto volumico 1/5, per disattivare l’enzima.  

Per l’FDH immobilizzato, dopo aver aggiunto il NADH e misurato l’attività, si fa 

gorgogliare da un ago la CO2 per 40 minuti a 40 ml/min, successivamente si aggiungono circa 
250 mg di silice con l’FDH immobilizzato e si tappa ermeticamente la bottiglia. Per le prove 

con CO2 flussata in continuo, si continua a far gorgogliare da un ago il gas per tutta la durata 
della prova a 15 ml/min. In seguito, durante la reazione mantenuta in agitazione a 25 oC, si 
prelevano dei campioni di circa 2 ml di soluzione con una siringa. Dopo avere centrifugato i 
campioni, da questi si preleva il surnatante e si misura, come per l’enzima solubile, 

l’assorbanza del NADH. Sono state condotte anche delle prove successive con l’FDH 

immobilizzato per valutarne la riutilizzabilità. Il biocatalizzatore immobilizzato, dopo aver 
reagito come descritto in precedenza con la CO2 ed essere stato centrifugato, viene recuperato 
utilizzando della soluzione tampone fosfato a pH 7.5 dalle eppendorf. Successivamente, la 
sospensione contenente l’FHD immobilizzato viene filtrata a vuoto con la soluzione tampone 

fosfato pH 7.5. In seguito, si misura l’attività dell’enzima immobilizzato tramite il 
procedimento descritto nel Paragrafo 2.5 e dopo essere stato di nuovo filtrato può essere 
riutilizzato per una nuova reazione con la CO2. 

La quantità di acido formico prodotta si determina tramite HPLC (High Performance 
Liquid Chromatography) della Shimadzu Prominence (Figura 2.11). La fase mobile è 
composta da H2SO4 5 mM con un flusso di 0.6 ml/min, una corsa di 30 min e la temperatura 
fissata a 50 oC. Il picco di acido formico si vede tramite RID (refractive index detector) a 15 
min, 50 μl vengono prelevati per le analisi. È stata utilizzata la retta di taratura (2.15) per 
ricavare le concentrazioni dell’acido formico in ppm, cioè in mg/kg che però possono essere 

considerati mg/L in una soluzione acquosa.  
 

𝐴𝑟𝑒𝑎 =  195.96 ∗ 𝐶𝑝𝑝𝑚                                                                                  (2.15) 
 

𝐴𝑟𝑒𝑎 = area ricavata dall’HPLC 

𝐶𝑝𝑝𝑚 = concentrazione acido formico in ppm (mg/L) 
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Figura 2.11: HPLC della Shimadzu Prominence. 
 

 
 

 
Schema 2.5: Procedimento utilizzato per la reazione tra CO2 e FDH solubile. 
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Schema 2.6: Procedimento utilizzato per la reazione tra CO2 e FDH immobilizzato. 
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3. Risultati 
 

3.1 Caratterizzazione dei supporti 
 

3.1.1 Analisi BET 
Di seguito sono riportati i grafici delle curve di adsorbimento e desorbimento di N2 e anche la 
distribuzione della dimensione dei pori trovata tramite il metodo BJH. I campioni analizzati 
sono SBA-15, MCF 0.5 (rapporto Mesitilene/Pluronic 0.5) e MCF 0.75 (rapporto 
Mesitilene/Pluronic 0.75). Infine, si riportano i dati di SBET (area superficiale specifica), VP 
(volume totale dei pori), DP (diametro medio dei pori), nella Tabella 3.1. 
 

 
Figura 3.1: Isoterme di adsorbimento e desorbimento dell’N2 di SBA-15 (analisi BET). 
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Figura 3.2: Distribuzione della dimensione dei pori di SBA-15 (metodo BJH). 

 
Per il supporto siliceo SBA-15 si può notare che le isoterme di adsorbimento e 

desorbimento (Figura 3.1) sono di tipo IV e formano un ciclo di isteresi H2, tipico dei 
materiali mesoporosi aventi pori non uniformi [1-4]. A un’isteresi di questo tipo 
corrispondono dei pori aventi l’apertura più piccola rispetto alla grandezza degli stessi [3,5]. 
Dalla quantità di N2 adsorbita a P/P0 è possibile ricavare il valore di VP (volume totale dei 
pori), invece dalla posizione del punto di flesso si ricavano informazioni sulla misura del DP 
(diametro medio dei pori). Per quanto riguarda la distribuzione della grandezza dei pori di 
SBA-15 (Figura 3.2), si può notare un picco molto marcato al valore di circa 40 Å (più o 
meno 4 nm), da ciò si può supporre che i pori dell’SBA-15 siano praticamente tutti grandi 
uguali. 
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Figura 3.3: Isoterme di adsorbimento e desorbimento dell’N2 di MCF 0.5 (analisi BET). 

 

 
Figura 3.4: Isoterme di adsorbimento e desorbimento dell’N2 di MCF 0.75 (analisi BET). 
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Si può vedere che per le isoterme di MCF 0.5 e MCF 0.75 i punti di flesso sono spostati 
verso valori più alti di P/P0 rispetto ai valori di SBA-15, questo informa sul fatto che i 
diametri medi dei pori (DP) dei supporti MCF 0.5 e MCF 0.75 siano maggiori rispetto a quelli 
di SBA-15 [1,6]. Dal confronto tra le isoterme di adsorbimento/desorbimento di MCF 0.5 e 
MCF 0.75 (Figura 3.3 e 3.4), si può supporre che per MCF 0.75 le proprietà strutturali (SBET, 
VP e DP) siano migliori rispetto a MCF 0.5. Infatti, si può vedere che la quantità di N2 
adsorbita a P/P0 = 0.99 è maggiore per MCF 0.75 rispetto a MCF 0.5 indicando quindi un VP 
maggiore. Quindi si può stabilire che aumentando il rapporto M/P (Mesitilene/Pluronic) 
aumentano le proprietà strutturali di MCF [7]. I valori nella Tabella 3.1 confermano tali 
ipotesi. Tuttavia, i valori di DP dei supporti MCF 0.5 e MCF 0.75 risultano inesatti se calcolati 
con il metodo BJH, questo viene confermato sia dall’analisi BET che dai valori trovati in 

letteratura. Schmidt-Winkel P. e Piumetti M. hanno sintetizzato con lo stesso procedimento 
utilizzato in questa tesi, MCF 0.5 e MCF 0.75 ed hanno calcolato il DP, tramite il metodo 
Broekhoff de Boer usando l’approssimazione di Hill (BdB-FHH). Hanno trovato un DP di 
circa 20 nm per MCF 0.5 e circa 25 nm per MCF 0.75 con finestre di dimensioni maggiori di 
10 nm in entrambi i casi (Tabella 3.1). [8,23] 

 
Tabella 3.1. Proprietà strutturali dei supporti.  

SUPPORTO 

 

SBET 

(m²/g) 

VP 

(cm3/g) 

DP 

(nm) 

MSU-F 562 2.31 15a 

MSU-H 750 0.91 7a 

SBA-15 674 0.71 4b 

MCF 0.5 573 1.25 20c 

MCF 0.75 600 1.40 25c 
a Diametro medio dei pori dei supporti commerciali. 
b Diametro medio dei pori calcolato con il metodo BJH. 
c Diametro medio dei pori calcolato con il metodo BdB-FHH. Valori riportati da letteratura [8,23]. 
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3.1.2 Analisi XRD 
Di seguito sono riportati i grafici con gli spettri relativi all’analisi XRD dei materiali 

sintetizzati: SBA-15, MCF 0.5 (rapporto Mesitilene/Pluronic 0.5) e MCF 0.75 (rapporto 
Mesitilene/Pluronic 0.75). 

 
Figura 3.5: Spettro XRD di SBA-15. 

Si può notare per lo spettro di SBA-15 (Figura 3.5), che visibilmente c’è un solo picco di 
diffrazione a circa 2θ = 1o. Questo picco (1 0 0) è tipico di questo materiale, come visto da 
Piumetti M. e altri, ed è dovuto alla simmetria esagonale dei pori p6mm [8,9]. Solitamente, 
come visto da Hussein M. e altri, SBA-15 presenta anche altri due picchi (1 1 0) e (2 0 0) a 
circa 2θ = 1,7o e 2θ = 1,9o dovuti alla sua simmetria esagonale [10]. In questo caso (Figura 
3.5), non si notano gli altri due picchi, questo può essere dato dal fatto che il materiale 
sintetizzato è meno strutturalmente ordinato rispetto ai tradizionali SBA-15 sintetizzati. 
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Figura 3.6: Spettro XRD di MCF 0.5. 

 
Figura 3.7: Spettro XRD di MCF 0.75. 
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Per quanto riguarda gli spettri di MCF 0.5 e MCF 0.75 (Figura 3.6 e Figura 3.7) non si 
notano picchi di diffrazione tra 2θ = 0.5o e 2θ = 2o. Questo dimostra che i due supporti non 
hanno una struttura simmetrica periodica dei pori al contrario di SBA-15 [7,11].  

 

3.1.3 Analisi FE-SEM 
Di seguito sono riportate le immagini FE-SEM dei supporti silicei mesoporosi sintetizzati 
SBA-15 (Figura 3.8), MCF 0.5 (Figura 3.9), MCF 0.75 (Figura 3.10) e dei supporti 
commerciali MSU-F (Figura 3.11) e MSU-H (Figura 3.12). 
 
(a)                                                                          (b) 

 
Figura 3.8 (a) e (b): Immagini del campione SBA-15. 

 
(a)                                                                          (b) 

 
Figura 3.9 (a) e (b): Immagini del campione MCF 0.5. 
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(a)                                                                          (b) 

 
Figura 3.10 (a) e (b): Immagini del campione MCF0.75. 
 
(a)                                                                           (b) 

 
Figura 3.11 (a) e (b): Immagini del campione MSU-F. 
 
(a)                                                                           (b) 

 
Figura 3.12 (a) e (b): Immagini del campione MSU-H. 
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Dalle Figure 3.8 (a), 3.9 (a), 3.10 (a), 3.11 (a) e 3.12 (a) si può vedere che questi supporti 
si uniscono sotto forma di agglomerati dell’ordine di qualche micron (μm) [12]. Pe quanto 
riguarda l’SBA-15, si può verificare dalla Figura 3.8 (b) che i pori hanno una geometria 
cilindrica allungata e sono sovrapposti l’uno sopra l’altro. Invece per i supporti MCF 0.5 e 
MCF 0.75 le Figure 3.9 (b) e 3.10 (b) mostrano chiaramente la struttura “spugnosa” 

disordinata dei supporti e a forma di sfere connesse tra di loro dai pori [7]. Inoltre, si può 
chiaramente vedere che i pori di questi ultimi due supporti siano irregolari. Dalle Figure 3.11 
e 3.12 si può verificare che il supporto MSU-F abbia una struttura simile ai supporti MCF-
tipo e che invece l’MSU-H abbia una struttura simile all’SBA-15. 
 
 

3.2 Immobilizzazione FDH 
 
In questo paragrafo verranno riportati i risultati delle funzionalizzazioni dei supporti silicei, le 
rese di immobilizzazione dell’FDH su questi ultimi e le successive prove di attività. In 

seguito, valutato il complesso supporto-enzima più attivo verranno riportati i risultati delle 
prove di carico enzimatico, stabilità termica e prove di conversione della CO2. 

3.2.1 Funzionalizzazione e immobilizzazione dell’FDH sui supporti silicei 
Nella Tabella 3.2 si possono vedere quanti gruppi aldeidici per grammo di supporto si sono 
formati in seguito al processo di funzionalizzazione descritto nel Paragrafo 2.3. Da 
letteratura, si conosce che la sintesi acida dei supporti silicei (Paragrafo 2.1) introduce un 
gran numero di gruppi ossidrile sulla superficie, questi infatti sono poi i punti di attacco per il 
GPTMS [7]. Come si può notare, i valori sono simili per i 5 tipi di supporti silicei, inoltre si 
può vedere che il numero di gruppi aldeidici è proporzionale all’area superficiale (SBET). 
Infatti, il valore massimo di gruppi aldeidici, X = 291 μmol/g, si ha per l’MSU-H che ha 
anche la SBET maggiore 750 m2/g, e il valore minimo si ha per l’MSU-F che presenta il minor 
valore di X, 196 μmol/g, e di SBET 562 m2/g. Quindi si può affermare che più grande è l’area 

superficiale del supporto e maggiormente il GPTMS reagisce durante la funzionalizzazione 
aggiungendo più gruppi aldeidici sulla superficie. Da letteratura è noto che l’aggiunta di 

gruppi aldeidici sui supporti silicei tramite il metodo di funzionalizzazione utilizzato, non 
modifica diametro medio dei pori (DP) e la distribuzione della dimensione dei pori [5,13]. 

Per quanto riguarda l’immobilizzazione, i valori riportati in Tabella 3.2 si riferiscono a 

carichi enzimatici di 2.5 mg di proteina per g di supporto. Si può subito vedere che le rese di 
immobilizzazione (IYP) non coincidono proporzionalmente alla quantità di gruppi aldeidici 
(X) presenti sul supporto. È stato visto da Bernal C. e altri, che la massima quantità di 
proteina immobilizzata su un supporto di agarosio avente X = 100 μmol/g è stata 10 mg per 
grammo di supporto. Un ulteriore conferma che la funzionalizzazione non sia stata un fattore 
limitante dato che i supporti analizzati in Tabella 3.2 presentano circa 200 μmol/g di gruppi 
aldeidici superficiali e il carico enzimatico è stato di 2.5 mg di proteina per grammo di 
supporto [17]. Se si mettono a confronto l’MSU-H e l’SBA-15 questi due supporti presentano 
simili valori di X, ma le rese di immobilizzazione sono alquanto diverse, per il primo 80% e 
per il secondo il 30%. Questa discordanza può essere dovuta alla struttura dei due materiali 
che è per tutte e due esagonale con pori cilindrici sovrapposti, ma si differenzia per quanto 
riguarda la dimensione dei pori. Infatti, l’MSU-H presenta un diametro medio dei pori (DP) di 
circa 7 nm contro i 4 nm dell’SBA-15, di conseguenza questa maggiore dimensione dei pori 



 

48 
 

consentirebbe all’enzima (6 nm di diametro) di immobilizzarsi nei pori del primo supporto. 

Anche per quanto riguarda i supporti con struttura “spugnosa” a forma di sfere, cioè MSU-F, 
MCF 0.5 e MCF 0.75 la quantità dei gruppi aldeidici (X) non è proporzionale alla resa di 
immobilizzazione (IYP). Infatti, presentano sulla superficie del supporto una quantità simile di 
gruppi aldeidici (circa X = 200 μmol/g), ma hanno delle rese di immobilizzazione diverse. 
Tuttavia, al contrario dei supporti MSU-H e SBA-15 in cui la IYP è maggiore per il supporto 
con DP più elevato, per gli altri supporti è l’esatto opposto. Questo può essere spiegato 

considerando le dimensioni dell’enzima, circa 6 nm di diametro se approssimato a una sfera e 
le relative dimensioni dei pori dei supporti. Infatti, è stato visto che le migliori rese di 
immobilizzazione si trovano se le dimensioni del poro sono leggermente più grandi 
dell’enzima [14]. Se invece il poro risulta essere troppo grande allora l’enzima fa più fatica a 

formare dei legami con il supporto e tende poi ad essere rilasciato in soluzione.   
 

Tabella 3.2. Gruppi aldeidici (X) e rese di immobilizzazione (IYP) con carico enzimatico di 2.5 mg 
per g di supporto, per i vari supporti utilizzati  

Tipi di supporti X (μmol aldeidi / g supporto) IYP 

MSU-F 196 70% 

MSU-H 291 80% 

SBA-15  276 30% 

MCF 0.5 204 62% 

MCF 0.75 215 48% 

 
In seguito, sono riportate le immagini FE-SEM dei campioni sintetizzati (SBA-15, MCF 

0.5 e MCF 0.75) in seguito all’immobilizzazione dell’enzima FDH. 
 



 

49 
 

 
Figura 3.13: Immagini FE-SEM del supporto SBA-15 dopo immobilizzazione di FDH con carico 
enzimatico di 2.5 mg/g  

 

 
Figura 3.14: Immagini FE-SEM del supporto MCF 0.5 dopo immobilizzazione di FDH con carico 
enzimatico di 2.5 mg/g  
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Figura 3.15: Immagini FE-SEM del supporto MCF 0.75 dopo immobilizzazione di FDH con carico 
enzimatico di 5 mg/g. 

 

 
Figura 3.16: Immagini FE-SEM del supporto MCF 0.75 dopo immobilizzazione di FDH con carico 
enzimatico di 2.5 mg/g, particolare ingrandito. 
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Dalle Figure 3.13, 3.14 e 3.15 si può avere approssimativamente un’idea di come l’enzima 

FDH si immobilizzi sui supporti sintetizzati (SBA-15, MCF 0.5 e MCF 0.75). Infatti, si può 
notare in queste immagini FE-SEM la presenza di particelle globulari più chiare sulla 
superficie del supporto, quasi del tutto assenti nelle immagini FE-SEM dei supporti visti in 
precedenza (Figure 3.8, 3.9 e 3.10) che non hanno reagito con l’enzima. Quindi si può 

assumere che queste particelle siano effettivamente l’enzima FDH immobilizzato sulla 

superficie del supporto sotto forma di agglomerati grandi anche qualche centinaio di 
nanometri (Figura 3.16). Per quanto riguarda l’SBA-15, si può immediatamente vedere che 
l’enzima in questo caso si immobilizza principalmente sulla superficie del supporto, in 
accordo con Balistreri N. e altri [15]. Questo è dovuto al fatto che i pori dell’SBA-15 di 
diametro di 4 nm, non sono sufficientemente grandi da permettere all’FDH (diametro di circa 
6 nm) di immobilizzarsi all’interno di essi. Infatti, si è visto prima (Tabella 3.2) che la resa di 

immobilizzazione su questo supporto è relativamente bassa (30 %) se comparata con l’MSU-
H (80 %) che ha dei pori in teoria sufficientemente grandi (DP = 7 nm), da ospitare l’enzima. 

Dalle Figure 3.16 e 3.18 si può notare la presenza di enzimi sulla superficie di MCF 0.5 e 
MCF 0.75, si suppone inoltre che l’enzima sia anche immobilizzato dentro le cavità dei 

supporti. Questi, come dimostrato in precedenza, avrebbero dei pori maggiori di 20 nm e delle 
finestre dal diametro maggiore di 10 nm quindi sufficientemente grandi da ospitare e da 
permettere all’FDH di diffondersi al loro interno. 
 

3.2.2 Attività enzimatica 
Per misurare l’attività degli enzimi immobilizzati sono stati utilizzati i supporti con carico 

enzimatico di 2.5 mg per g di supporto, con caratteristiche (X e IYP) e descritte nella Tabella 
3.2. Come visto nel Paragrafo 2.5, la misura di attività per l’FDH è stata calcolata tramite il 
valore di incremento di assorbanza del NADH. Quest’ultimo è stato ricavato tramite i valori 

di assorbanza trovati a 1, 2 e 3 minuti di reazione tra FDH e formiato di sodio. Nella Tabella 
3.3 sono riportati i valori, dell’enzima immobilizzato, di attività riferita ai mg di enzima 
presenti sul supporto (UImg), riferita ai grammi di supporto (UIg) e il valore di attività relativa 
(AREL). Si riportano i valori per i 5 tipi di supporto analizzati: MSU-F, MSU-H, SBA-15, 
MCF 0.5 (rapporto Mesitilene/Pluronic 0.5) e MCF 0.75 (rapporto Mesitilene/Pluronic 0.75).  
 

Tabella 3.3. Attività riferite ai mg di enzima (UImg) e ai grammi di supporto (UIg) e Attività relativa 
(AREL) per i vari supporti 

Tipi di supporti UImg (μmol/min mg) UIg (μmol/min g) AREL 

MSU-F 0.72 1.44 13% 

MSU-H 0.28 0.55 5% 

SBA-15  0.61 0.32 11% 

MCF 0.5 0.55 0.75 9% 

MCF 0.75 1.01 1.03 18% 
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In generale il valore UImg rappresenta “l’efficienza” dell’enzima immobilizzato, infatti 

esso considera il valore di attività (UI) per mg di enzima immobilizzato, e quindi è 
indipendente dalla quantità di enzima presente sul supporto. Invece il valore UIg prende in 
considerazione la resa di immobilizzazione e si può quindi considerare come un valore di 
“efficienza” totale del sistema supporto più enzima immobilizzato. L’AREL invece mette in 
relazione l’attività (UImg) del sistema immobilizzato con l’attività (UImg) dell’enzima in 
soluzione. Complessivamente si può notare che le attività relative (AREL) di tutti i componenti 
siano inferiori al 20 %, quindi una volta immobilizzato l’enzima perde buona parte della sua 

attività. Questo può essere dovuto a diversi fenomeni, come la denaturazione dell’FDH in 

seguito all’immobilizzazione, infatti i legami covalenti instaurati tra il supporto e l’enzima 

potrebbero influire negativamente sulla struttura tridimensionale proteica e quindi alterarne 
l’attività. È stato visto da Bolivar J. M. e altri che l’utilizzo di boroidruro di sodio (NaBH4) 
per ridurre i legami di Schiff durante la reazione di immobilizzazione (Paragrafo 2.4) è 
probabilmente una causa rilevante della denaturazione proteica [16]. Però l’utilizzo di 

boroidruro è stato dimostrato necessario per mantenere l’attività dell’enzima nel tempo, 

altrimenti i deboli legami di Schiff non sarebbero in grado di trattenere l’enzima legato al 

supporto. Per proteggere l’enzima dal boroidruro durante l’immobilizzazione è stato utilizzato 

glicerolo (Paragrafo 2.4). Un’altra causa della perdita di attività sarebbe dovuta 

all’immobilizzazione all’interno dei pori che potrebbe causare un eccessivo irrigidimento 
della proteina, limitando i cambiamenti strutturali durante la sua attività catalitica. Oltretutto, 
ci potrebbero essere anche dei problemi per quanto riguarda la diffusione di substrato 
all’interno dei pori dovuti al bloccaggio di questi da parte dell’enzima immobilizzato e alla 

lontananza dalla superficie esterna del supporto, cioè dalla fonte di substrato. [15,17]  
I risultati in Tabella 3.3 mostrano che la diffusione all’interno dei pori possa essere una 

delle cause della perdita di attività dell’FDH immobilizzato. Infatti, se si confrontano i 

supporti MSU-H e SBA-15 che hanno strutture simili ma dimensioni dei pori diverse, si può 
notare che la UImg sia maggiore per l’SBA-15 (0.61 μmol/min mg) rispetto all’MSU-H (0.28 
μmol/min mg). Questo conferma che nel supporto MSU-H, che ha una resa di 
immobilizzazione decisamente più alta dell’SBA-15 (IYP = 80% contro il IYP = 30%), gli 
enzimi risultano meno “efficienti” in quanto molti probabilmente collocati dentro i pori. 

Infatti, come quanto ipotizzato in precedenza, gli enzimi all’interno dei pori potrebbero avere 

a disposizione meno substrato di quelli posizionati all’esterno della superficie del supporto. 

Inoltre, l’enzima all’interno dei pori potrebbe anche essere eccessivamente irrigidito da 
multipli legami covalenti e quindi essere meno attivo. Un'altra conferma della limitazione di 
diffusione all’interno dei pori dei supporti e di un possibile elevato irrigidimento dell’enzima 

si ha confrontando i valori di MCF 0.5 e MCF 0.75. Infatti, il secondo supporto presenta dei 
pori e delle finestre maggiori del primo e la sua attività UImg è maggiore (1.01 contro 0.55 
μmol/min mg). Quindi è probabile che l’FDH all’interno dei pori dell’MCF 0.75 riesca a 

mantenere maggiormente la sua attività anche se una frazione minore se ne immobilizza 
rispetto all’MCF 0.5. Al contrario, l’attività totale dell’MSU-F (UIg = 1.44 μmol/min g) che 
ha dimensioni media dei pori di 15 nm è risultata più alta di MCF 0.75 (UIg = 1.03 μmol/min 
g) che ha dimensioni media dei pori di circa 25 nm. Questo è in contrasto con quanto visto per 
MCF 0.5 e MCF 0.75 dove la maggiore dimensione dei pori assicurava una maggiore attività 
enzimatica (sia pe UImg che per UIg). Nel caso della maggiore attività dell’MSU-F bisogna 
considerare anche la dimensione e la forma degli aggregati di celle sferiche. Infatti, come 
visto da Valle Gomes M. Z., una minore dimensione degli aggregati di particelle di silice 
consente una maggiore attività dell’enzima immobilizzato [14]. Si può vedere dalla Figura 
3.11 (a) che le dimensioni degli aggregati di particelle di silice dell’MSU-F sono minori di 
quelle di MCF 0.5 e MCF 0.75 (Figure 3.9 (a) e 3.10 (a). Quindi si può affermare che 
l’enzima immobilizzato all’interno dei pori di MSU-F sente meno della limitazione di 
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diffusione di substrato al contrario degli altri supporti MCF-tipo. Tuttavia, “l’efficienza 

enzimatica” maggiore si trova per l’MCF 0.75, quindi la dimensione dei pori rimane un 
parametro fondamentale per l’attività enzimatica all’interno di esso. [14] Per stabilire però 
l’efficienza complessiva del sistema supporto più enzima è necessario confrontare i valori di 

UIg dei diversi sistemi. Dalla Tabella 3.3 si vede che i valori più alti si trovano per i supporti 
MSU-F (1.44 μmol/min mg) e per MCF 0.75 (1.03 μmol/min mg). L’MCF 0.75, anche se 

presenta una bassa resa di immobilizzazione (48 %) rispetto all’MSU-F (70 %) ha comunque 
una UIg comparabile a quest’ultimo e una UImg maggiore. Quindi è stato selezionato per le 
successive prove in quanto considerato sistema supporto più enzima complessivamente più 
efficiente degli altri. 
 

3.2.3 Ottimizzazione dell’immobilizzazione di FDH sul supporto MCF 0.75 
Come spiegato nel paragrafo precedente, l’MCF 0.75 è stato selezionato per delle prove 

successive, tra cui l’ottimizzazione dell’immobilizzazione. Questa è stata conseguita variando 

il carico proteico offerto (PO) per la reazione di immobilizzazione al supporto e in seguito si è 
valutata l’attività (UIg) per ogni carico proteico. In Figura 3.19 sono rappresentati i risultati 
della quantità di proteina immobilizzata (PI) e attività (UIg) in seguito a carichi proteici offerti 
(PO) al supporto MCF 0.75 di 1, 2.5, 5, 7.5 e 10 mg/g. L’MCF 0.75 è stata precedentemente 

funzionalizzata con la stessa quantità di gruppi aldeidici sulla superficie del supporto per tutte 
le diverse immobilizzazioni.  
 

 
Figura 3.17: Quantità di proteina immobilizzata (PI, linea rossa e valori sotto le linee in mg/g) e UIg 
(linea blu e valori sopra le linee in (μmol/min mg)) di FDH (formiato deidrogenasi) immobilizzata su 
MCF 0.75 (silice mesoporosa) funzionalizzata con gruppi aldeidici, per diversi carichi proteici (PO). 
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Come si può vedere nella Figura 3.17, la linea che rappresenta la quantità di proteina 
immobilizzata (PI) sul supporto (linea rossa) ha più o meno lo stesso andamento della linea 
che rappresenta la UIg (linea blu). Però si può notare una decrescita nelle rese di 
immobilizzazione aumentando la quantità di PO, da circa il 40 % (con PO = 1 mg/g) al 23 % 
(con PO = 10 mg/g). Questo è dovuto al fatto che maggiori quantità di enzimi sono presenti in 
soluzione durante l’immobilizzazione e minore è la probabilità che questi possano reagire con 
i gruppi funzionali presenti sul supporto. 

È stato visto che l’utilizzo di un carico proteico (PO) per l’immobilizzazione di 5 mg/g ha 

dato dei buoni risultati. Infatti, si può vedere che la quantità di proteine immobilizzate (PI) è 
di 1.8 mg/g che è poco minore della quantità di PI usando 10 mg/g di proteina offerta (2.3 
mg/g); lo stesso discorso vale per la UIg. Di conseguenza si è deciso di utilizzare questo 
carico enzimatico (5 mg/g) per le prove successive dato che rappresenta una buona 
combinazione tra proteina offerta (PO) e attività (UIg). 
 

3.2.4 Stabilità termica 
È stata inoltre studiata la stabilità termica dell’enzima immobilizzato utilizzando il supporto 

MCF 0.75 con carico proteico offerto di 5 mg/g. In Figura 3.18 si può vedere l’attività residua 

(ARES) in termini percentuali del sistema immobilizzato e dell’enzima solubile a 50 oC per 24 
h.  
 

 
Figura 3.18: Attività residua (ARES) per l’FDH solubile e immobilizzato su MCF 0.75 a 50 oC. I valori 
sperimentali sono rappresentati dai simboli: FDH solubile, FDH immobilizzato su 
MCF 0.75. I modelli corrispondenti ai valori sperimentali sono rappresentati dalle linee continue: blu 
per l’FDH solubile e rossa per l’FDH immobilizzato su MCF 0.75. 
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Si può notare che per tempi di incubazione minori di 1 h, l’attività residua (ARES) 
dell’enzima solubile e di quello immobilizzato rimangono praticamente invariati [15]. Invece, 
per tempi maggiori di 4-6 h si può notare come l’ARES dell’FDH solubile decresca 
maggiormente dell’ARES dell’FDH immobilizzato. Infatti, dopo 24 h di incubazione a 50 oC 
l’attività residua per l’enzima immobilizzato è del 75 % contro il 35 % dell’enzima solubile.  
Come si può vedere dalla Figura 3.18, il modello di disattivazione termica utilizzato descrive 
in modo soddisfacente la riduzione di attività nel tempo sia dell’FDH solubile che di quello 

immobilizzato. I valori di kD (costante cinetica della velocità di disattivazione termica), t1/2 
(tempo di dimezzamento), R2 (coefficiente di determinazione del modello) e SF (fattore di 
stabilità termica) sono riportati in Tabella 3.4. Si può vedere dal valore di SF che è stato 
incrementato il tempo di dimezzamento (t1/2) dell’FDH di 3.5 volte grazie 
all’immobilizzazione su MCF 0.75.  La disattivazione termica dell’enzima è una conseguenza 

dell’indebolimento dei legami intramolecolari (legami idrogeno) che conferiscono all’enzima 

la sua struttura tridimensionale, fondamentale per la sua attività catalitica. 
L’immobilizzazione, attraverso dei legami covalenti, provoca un “irrigidimento” dell’enzima 
che gli permette di conservare maggiormente la sua struttura tridimensionale durante 
l’incubazione a 50 oC. Di conseguenza la sua attività decresce in modo minore rispetto 
all’enzima solubile.  [24] 
 

Tabella 3.4. Parametri della disattivazione termica dell’FDH solubile e immobilizzato su MCF 0.75 

determinati tramite un modello del primo ordine a uno stadio. 

 kD (h-1) t1/2 (h) R2 SF 

FDH solubile 5.0 * 10-2 14 0.97 / 

FDH immobilizzato 1.4 * 10-2 49 0.99 3.5 

 
 

3.2.5 Reazione con la CO2 

Anche per queste prove è stato utilizzato il supporto MCF 0.75 con carico proteico di 5 mg/g 
di cui 1.8 mg di FHD effettivamente immobilizzato per g di supporto, oltre all’FDH in 

soluzione. Come spiegato nel Paragrafo 2.7, l’obiettivo di queste prove consiste nel misurare 
la quantità di acido formico prodotto dall’FDH a partire dalla CO2. Tuttavia, i risultati si sono 
rivelati poco soddisfacenti in quanto non si è riuscito a vedere più di 15.2 ppm di acido 
formico prodotto utilizzando l’FDH solubile e 7.3 ppm per l’FDH immobilizzato. Inoltre, non 

è stato possibile correlare i dati di assorbanza del NADH con la produzione di acido formico a 
causa della disattivazione del cofattore nella soluzione tampone. Nella Tabella 3.5 sono 
riportati i valori massimi di concentrazione (ppm e mM) di acido formico prodotti in continuo 
e in discontinuo (batch) per l’FDH solubile e immobilizzato su MCF 0.75.  
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Tabella 3.5. Valori massimi di concentrazione di acido formico prodotti dall’FDH solubile e 

immobilizzato su MCF 0.75 per prove con CO2 flussata in continuo (15 ml/min) e per le prove batch. 

Prove CO2 

 

Metodo 

 

Massimo valore di acido 

formico prodotto (ppm) 

Massimo valore di acido 

formico prodotto (mM) 

 

FDH solubile 

Continuo 6 h 6.1 0.13 

Batch 6 h 5.4 0.12 

Batch 18 h 15.2 0.33 

 

 

Continuo 6 h 3.8 0.082 

Batch 6 h 3.6 0.078 

Batch 18 h 7.3 0.16 

 
Come si può vedere dai risultati in Tabella 3.5, le prove in continuo non hanno dato 

risultati più soddisfacenti di quelle batch. È stato inoltre possibile condurre le prove batch per 
una durata di 18 h ed è stato rilevato un aumento della concentrazione di acido formico fino a 
15.2 ppm per l’FDH solubile e 7.3 ppm per l’FDH immobilizzato. Si è dimostrato che il modo 
di condurre la reazione, in continuo o batch, non ha influito sui risultati, quindi la tipologia 
batch è risultata la migliore poiché prevede un utilizzo minore di CO2 ed è stato possibile 
condurre prove più a lungo. Si può inoltre vedere che i valori di concentrazione di acido 
formico per l’FDH immobilizzato sono circa la metà di quelli trovati utilizzando l’FDH 

solubile (Tabella 3.5). Le unità di attività (UI) presenti nel reattore sono rispettivamente 41 
μmol/min per l’FDH solubile e 0.47 μmol/min per l’FDH immobilizzato. Da questo si trova 
che la velocità di mass transfer della CO2 disciolta in soluzione rappresenta un grande fattore 
limitante in quanto la produzione di acido formico non dipende direttamente dalla quantità di 
attività enzimatica presente in soluzione. Un miglioramento possibile della velocità di mass 
transfer della CO2 in acqua è quello di condurre la reazione a pressioni più elevate, ad 
esempio a 5 bar. Infatti, considerando la legge di Henry per il discioglimento di gas nei liquidi 
(3.1), aumentando la pressione da 1 bar a 5 bar si avrebbe 5 volte la concentrazione di CO2 
disciolta in acqua, cioè da 34 mM a 160 mM, con kH = 3.4 (mol/bar L) considerando la 
soluzione come acqua pura satura di CO2. Un altro metodo per migliorare il mass transfer gas-
liquido, è quello di immettere la CO2 in modo più efficace nella soluzione. 

 
𝐶 = 𝑘𝐻 ∗ 𝑃                                                                                                        (3.1) 

 

𝐶 = concentrazione di gas in acqua (M) 

𝑘𝐻 = costante di Henry (mol/bar L) 

𝑃 = pressione del gas sulla soluzione (bar) 
 

FDH 
immobilizzato 
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I valori sperimentali di acido formico prodotto dall’FDH solubile sono risultati in accordo 

con Choe H. e Kim Y. confermando quindi che un’altra grande limitazione sia data dalla bassa 

attività FDH derivante da Candida boidinii [18,19]. Infatti, è stato visto da Nabavi Zadeh P. 
S. e altri che la reazione catalizzata da FDH che porta alla formazione di acido formico 
(CH2O2) da anidride carbonica (CO2) (equazione 3.2) è 30 volte meno veloce della reazione 
inversa. La soluzione più promettente è quindi immobilizzare nella stessa matrice la FaldDH 
(formaldeide deidrogenasi) in modo da rimuovere l’acido formico non appena si forma 

trasformandolo in formaldeide (CH2O) (equazione 3.3) e ridurre di molto quindi la reazione 
inversa dell’FDH. Infatti, è stato dimostrato (da Nabavi Zadeh P. S. e altri) che un rapporto 
1:15 di FDH su FaldDH immobilizzati su MCF porti a rese decisamente più alte rispetto a un 
rapporto 1:1, dimostrando quindi l’importanza di ridurre la reazione inversa dell’FDH [20].  

 

𝐶𝑂2  +𝑁𝐴𝐷𝐻 
𝐹𝐷𝐻
↔   𝐶𝐻2𝑂2 +𝑁𝐴𝐷

+                                                                                           (3.2) 
 

𝐶𝐻2𝑂2 + 𝑁𝐴𝐷𝐻 
𝐹𝑎𝑙𝑑𝐷𝐻
↔     𝐶𝐻2𝑂 + 𝑁𝐴𝐷

+                                                                                    (3.3) 
 
Data la velocità elevata di riconversione dell’acido formico da parte dell’FDH, sono stati 

analizzati due processi di disattivazione enzimatica per l’enzima solubile per rendere più 

efficaci le misurazioni con l’HPLC. Infatti, una volta prelevato il campione dalla soluzione di 
reazione e messo nelle eppendorf (Paragrafo 2.7), si variano le condizioni per l’enzima, 

soprattutto per quanto riguarda la CO2 disciolta, aumentando il rischio di riconversione 
dell’acido formico. Quindi una disattivazione termica, a 90 oC per 5 min, e una chimica, con 
soluzione 0.1 M di HCl, sono state analizzate utilizzando il metodo batch per 18 h. Tuttavia, 
queste hanno portato a risultati praticamente uguali, come si può vedere in Tabella 3.6, 
rendendo indifferente l’utilizzo di un metodo o l’altro. Inoltre, è stato visto da Choe H. e altri 
che a pH più alcalini l’attività dell’FDH solubile presentava valori più alti di attività [19]. 
Quindi sono state effettuate prove batch per 18 h, partendo da due soluzioni tampone fosfato a 
pH diversi, una a pH = 8, soluzione a e l’altra a pH = 7, soluzione b. È stato visto che, le 
soluzioni sono passate rispettivamente a pH = 7 e a pH = 6 a causa del discioglimento della 
CO2. Tuttavia, le massime concentrazioni di acido formico rilevate sono state maggiori per la 
soluzione a, quella a pH maggiore (Tabella 3.6). È stata riscontrata, tramite misura 
dell’assorbanza, una diminuzione di concentrazione del NADH di circa il 20% nella soluzione 
a e circa il 50% nella soluzione b. La conferma della disattivazione del NADH è data dal 
confronto tra acido formico prodotto e diminuzione di concentrazione del NADH. Infatti, se 
la diminuzione di concentrazione del NADH venisse considerata come una conversione del 
cofattore ad acido formico allora dovremmo avere un rapporto 1:1 di conversione (equazione 
3.2). Dato che la concentrazione iniziale di NADH era di 10 mM, di conseguenza dovrebbe 
essere stata ottenuta una concentrazione finale di 2 mM di acido formico per la soluzione a e 
5 mM per la soluzione b Tuttavia, si può vedere nella Tabella 3.6 i valori di acido formico 
prodotto non superano i 0.33 mM, quindi non si può correlare la diminuzione di 
concentrazione del NADH misurata tramite spettrofotometro, con la concentrazione di acido 
formico rilevata tramite HPLC. In conclusione, è stato visto che la soluzione a è risultata 
essere la migliore poiché il NADH si è degradato in modo minore e le concentrazioni di acido 
formico sono risultate maggiori. 
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Tabella 3.6. Valori massimi di concentrazione di acido formico (ppm e mM) prodotti dall’FDH 

solubile analizzando due metodi di disattivazione enzimatica e due pH della soluzione tampone. Tutte 
le prove sono state condotte in discontinuo (batch) per 18 h. 

Prove CO2 

 

Massimo valore di acido 

formico prodotto (ppm) 

Massimo valore di acido 

formico prodotto (mM) 

Metodo di 

disattivazione 

enzimatica  

Termicaa 15.2 0.33 

Chimicab 14.9 0.32 

 a)  7 15.2 0.33 

b)  6 12.5 0.27 

a Incubazione a 90 oC per 5 minuti. 
b Utilizzo di una soluzione acida: HCl 0.1 M. 
 
Sono state svolte delle prove sul riutilizzo dell’FDH immobilizzato su MCF 0.75 e i 

risultati sono riportati in Figura 3.19. Per ogni ciclo il sistema immobilizzato è stato fatto 
reagire per 6 h con flusso di CO2 in discontinuo (batch). L’attività (UIg) è stata calcolata 
tramite il metodo descritto nel Paragrafo 2.5 e non tramite la concentrazione di acido formico 
prodotta poiché i valori trovati risultavano troppo bassi e imprecisi. Si può notare che dopo 5 
cicli il biocatalizzatore abbia conservato un’attività di circa il 70% che è un valore 

promettente per possibili sviluppi pratici. 
 

 
Figura 3.19: Riutilizzabilità dell’FDH (formiato deidrogenasi) immobilizzato su MCF 0.75 dopo 5 

cicli di reazione con la CO2.   

pH soluzione 
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4. Lavori futuri 
 
Come è stato visto in questo lavoro e in altri, l’enzima CbFDH (formiato deidrogenasi) 
utilizzato in questa tesi (da Candida boidinii) presenta un’attività molto bassa verso la 

conversione di CO2 in acido formico [18,19]. È stato visto che esistono altri FDH, NAD-
dipendenti come TsFDH (da Thiobacillus sp. KNK65MA), che presentano un’attività 
decisamente più alta rispetto a CbFDH. Ad esempio, Choe H. e altri hanno visto che l’attività 

di TsFDH verso la conversione di CO2 ad acido formico risulta essere 21 volte più alta di 
CbFDH [19]. Inoltre, gli enzimi FDH di tipo metallo-dipendenti sono molto più attivi di quelli 
NAD-dipendenti verso la conversione di CO2, tuttavia questi presentano una bassa tolleranza 
all’ossigeno e quindi difficilmente utilizzabili per applicazioni industriali [21]. Quindi, è 
necessario trovare, tramite mutazione genetica o in altri organismi, degli enzimi formiato 
deidrogenasi (FDH) con un’alta attività verso la conversione di CO2 in acido formico che al 
tempo stesso tollerino la presenza di ossigeno per future applicazioni industriali. 

Per quanto riguarda i supporti silicei, si è visto che i supporti MCF-tipo sono promettenti 
per l’immobilizzazione di enzimi a causa della loro struttura “spugnosa” mesoporosa. In 

futuro si potrebbe ricercare specificamente un supporto di tipo MCF in modo da ottimizzare il 
diametro dei pori e la grandezza e la forma degli aggregati di silice per garantire la massima 
resa di immobilizzazione e attività enzimatica. Infatti, è stato visto che questi parametri del 
supporto sono fondamentali per via delle limitazioni alla diffusione di substrato e 
dell’ingombro sterico dell’enzima all’interno dei pori. Inoltre, è stato visto da Nabavi Zadeh 
P. S. e altri che l’immobilizzazione congiunta di FDH e FaldDH nello stesso supporto porta ad 
un miglioramento dell’efficienza catalitica poiché riduce la riconversione dell’acido formico a 

CO2 dell’FDH [20]. Quindi, si potrebbe provare a immobilizzare su un supporto MCF-tipo i 
tre enzimi della reazione a catena per la produzione di metanolo (FDH, FaldDH e ADH). 
Infatti, è stato dimostrato in molti studi che l’immobilizzazione dei tre enzimi dentro un 

supporto causi un aumento della concentrazione locale dei reagenti e quindi un miglioramento 
dell’attività enzimatica rispetto ai tre enzimi in soluzione [21,22]. È stato visto in altri lavori 
che le silici mesoporose possono essere funzionalizzate in altri modi, ad esempio utilizzando 
APTES (amminopropiltrimetossisilano) e MTPS (3-mercaptopropiltrimetossilano) e sono 
state riscontrate delle buone rese di immobilizzazione e attività enzimatica [15,20]. Quindi si 
potrebbe analizzare l’effetto di diverse funzionalizzazioni sull’immobilizzazione di questi tre 

enzimi su un supporto MCF-tipo e selezionare il più efficace.  
Un altro passo fondamentale verso l’utilizzo a livello industriale è rappresentato dalla 

rigenerazione del cofattore NADH/NAD+. Infatti, questo è molto costoso e quindi è 
necessario la sua rigenerazione in situ tramite elettrodi o tramite degli altri enzimi specifici 
[21]. È stato visto in altri lavori che è possibile ottenere la rigenerazione di questo cofattore e 
avere delle rese di produzione del metanolo significanti in sistemi in cui i tre enzimi (FDH, 
FaldDH e ADH) e il cofattore NADH/NAD+ vengono immobilizzati sullo stesso supporto 
[22,23]. Quindi si potrebbe studiare un sistema in cui gli enzimi e il cofattore vengono 
immobilizzati nelle silici mesoporose dove avviene la rigenerazione del NADH tramite 
elettrodi. 
 
 
 
 



 

60 
 

  



 

61 
 

5. Conclusioni 
 
L’obiettivo di questo lavoro è stata la valutazione dell’effetto dell’immobilizzazione 

dell’enzima FDH (formiato deidrogenasi) su dei supporti silicei mesoporosi funzionalizzati 

con gruppi aldeidici. Questo enzima è il primo della serie enzimatica composta da FDH, 
FaldDH e ADH (Schema 1.1) che catalizza la reazione di conversione dell’anidride carbonica 

(CO2) a metanolo (CH3OH). La scelta del supporto migliore e le prove di ottimizzazione 
dell’immobilizzazione e stabilità termica sono state studiate sfruttando la reazione spontanea 
dell’FDH di conversione del formiato di sodio (HCOONa) in anidride carbonica (CO2). 
Inoltre, è stata analizzata l’efficienza di conversione della CO2 in acido formico (CH2O2) 
dell’FDH solubile e immobilizzato. 

Sono stati utilizzati 5 supporti diversi classificabili in due categorie in base alla loro 
struttura: pori cilindrici ordinati spazialmente con una geometria esagonale, MSU-H e SBA-
15, con diametro medio dei pori (DP) rispettivamente di 4 nm e 7 nm; struttura “spugnosa” 

formata da sfere interconnesse da pori di diametro medio (DP) dai 15 ai 25 nm (MSU-F, MCF 
0.5 e MCF 0.75). È risultato che le rese di immobilizzazione maggiori sono state riscontrate 
per i supporti aventi DP di poco superiore al diametro dell’enzima (6 nm), come ad esempio 

per MSU-H che presenta un DP di 7 nm e una IYP dell’80%. Tuttavia, “l’efficienza” dell’FDH 

immobilizzato maggiore (UImg = 1.01 μmol/min g) è stata riscontrata nel supporto avente DP 
maggiore, cioè MCF 0.75. Invece “l’efficienza” totale del supporto maggiore (UIg 1.44 
μmol/min g) è stata riscontrata per l’MSU-F che presenta un DP minore di MCF 0.75, ma 
mostra degli aggregati di particelle di silice di dimensioni ridotte. Quindi è stato visto che la 
struttura, il DP e la grandezza degli agglomerati dei supporti silicei sono le caratteristiche più 
influenti per la resa di immobilizzazione e attività dell’enzima immobilizzato. Questo è 

dovuto a due principali fenomeni: limitazione di diffusione di substrato all’interno dei pori 
che risulta più marcata per i supporti con struttura dei pori cilindrica e per agglomerati di 
dimensione maggiore; irrigidimento eccessivo dell’enzima collocato nei pori del supporto, 

soprattutto per i pori di diametro minore. 
Il supporto MCF 0.75 è stato selezionato per le prove successive in quanto presentava la 

più alta “efficienza” enzimatica (UImg = 1.01 μmol/min g) e una buona “efficienza” globale 

(UIg 1.03 μmol/min g). Per la prova di ottimizzazione dell’immobilizzazione è stato visto che 
5 mg di FDH su g di supporto era la quantità di proteina offerta (PO) migliore per la reazione 
di immobilizzazione. Quindi è stata valutata la stabilità termica a 50 oC del supporto MCF 
0.75 con PO di 5 mg/g e si è visto che, dopo 24 h, questo conserva il 75% di attività contro il 
35% dell’FDH solubile, grazie ai legami covalenti con il supporto. Infine, sono state condotte 
delle prove per valutare la capacità di conversione della CO2 in acido formico dell’FDH 

solubile e immobilizzato (su MCF 0.75 con PO = 5 mg/g). È stato visto che le concentrazioni 
di acido formico finali risultavano molto basse, al massimo 15.2 ppm per l’FDH solubile e 7.3 

ppm per l’FDH immobilizzato. La causa di questa scarsa attività è stata attribuita sia alla 
bassa concentrazione di CO2 in soluzione e sia all’alta velocità di riconversione dell’acido 

formico in CO2 da parte dell’enzima. Inoltre, è stato visto che l’FDH immobilizzato su MCF 

0.75 mantiene il 70% di attività dopo 5 cicli di riutilizzo. 
Questo lavoro può essere il punto di partenza per future ricerche basate su: lo studio di 

FDH più efficienti per la conversione di CO2; l’ottimizzazione di un supporto MCF-tipo in 
base al DP e alla grandezza e superficie degli agglomerati; l’immobilizzazione nello stesso 

supporto di FDH, FaldDH e ADH per la conversione di CO2 in metanolo; la presenza di un 
sistema di rigenerazione del cofattore NADH/NAD+. 
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