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RESUMO

A oxidagao do glicerol tem sido objeto de diversos estudos no mundo todo; em geral, o principal
objetivo destes trabalhos ¢ o encontro de um catalisador apropriado para converter,
seletivamente, esta molécula bloco em produtos de alto valor agregado. Lacases imobilizadas
em suportes solidos sdo catalisadores heterogéneos nao prejudiciais ao meio ambiente, que
podem ser aplicados para a oxidacao do glicerol num sistema lacase-mediador. Estas enzimas
contém atomos de cobre em sua estrutura e catalisam a oxidagdo de muitos compostos fendlicos
com a concomitante reducao de agua a oxigénio molecular. Apesar da sua especificidade,
quando apropriadamente combinada com mediadores, as lacases podem também agir na
oxidagdo de compostos ndo fenolicos. Este trabalho abordou a sintese e caracterizagdo de
zeolitas em nano escala — morfologias FAU, BEA, LTA e MFI —, a aplicagdo destes materiais
como suporte para a imobilizacdo de diferentes lacases comerciais — dos organismos A.
bisporus, Aspergillus sp. e P. ostreatus —, ¢ o uso dos complexos obtidos para oxidagdo do
glicerol mediada pelo composto N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO). Todas as
zeodlitas foram sintetizadas de acordo com a literatura, e a forma sédica da zedlita FAU
modificadas por troca idnica com Cu?' para geracdo de um suporte extra. Os materiais
sintetizados foram amino-funcionalizados para permitir a imobilizagdo das lacases
covalentemente. Os suportes foram caracterizados por XRD, SEM-EDX, HRTEM, FTIR, e as
enzimas livres ou complexos espectroscopicamente avaliados através da oxidacdo do composto
2,2 -azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS). Com base nas atividades de
oxidagdo do composto ABTS, os complexos FAU/Cu?'/APTMS/GA/LPO, FAU/Cu*'/APTMS/
GA/LAB, FAU/Cu*"/APTMS/GA/LAsp, e BEAc/APTMS/GA/LAsp foram selecionados para
aplicagdo nas reacdes de oxidagao do glicerol. Para comparagao, as enzimas LPO, LAB e LAsp
na forma livre e os suportes FAU/Cu?>"/APTMS/GA e BEAc/APTMS/GA foram aplicadas em
condicdes reacionais similares. Todas as reacdes utilizando os complexos lacase/nanozedlitas
apresentaram, apos 48 h de reacdo, baixa conversao do glicerol — inferiores a 5%. No entanto,
uma alta seletividade foi observada para gliceraldeido, acima de 88 % em todos os casos. Nao
houve conversao do glicerol utilizando apensas os suportes sem enzima. Por outro lado, quando
as enzimas LPO e LAsp foram aplicadas nas suas formas livres, as conversdes do glicerol
obtidas foram significativamente superiores em comparagdo aos complexos — ~29% para a
LAsp e mais de 80% para a LPO apo6s 48 h de reagdo. Seletividades de 57,10% a gliceraldeido
e 25,75% a acido glicérico, foram quantificadas das reacdes com a enzimas livre LPO, enquanto

da reacdo com LAsp, a seletividade a gliceraldeido foi de 78%, e o segundo produto mais obtido



foi acido glioxilico, 11,47%. A lacase LAB na forma livre apresentou conversao muito menor
quando comparada as demais — ~3,2% apds 48 h. Visando compreender quais razdes levaram
a reducdo da atividade enzimatica apds imobiliza¢do nos materiais nanozeoliticos, um estudo
sistematico utilizando voltametria ciclica foi empregado para a LAsp. Este estudo apontou que
o potencial de reducgdo desta enzima € um fator limitante na sua aplicagdo, e que em meio acido,
a taxa de oxidacdo do mediador TEMPO ¢ bastante reduzida. Com o uso de ressonancia
paramagnética eletronica (EPR), foi possivel inferir que a imobilizacdo enzimadtica causou
distor¢des estruturais na LAsp, em especifico, nos centros de cobre do seu sitio catalitico, pois
variagoes significativas nos Hamiltonianos de spin (tensores g, e constantes de acoplamento
hiperfino A) foram observadas quando comparadas enzimas em solugdo ou imobilizadas. Os
espectros revelaram também uma alta dependéncia da acidez do meio na interacdo dos sitios de
cobre com os ligantes de coordenacdo. Além disso, os Hamiltonianos de spin paralelos do cobre
T2 da enzima imobilizada em zedlita BEAc/APTMS/GA (g = 2,275, Ay = 173,4x10*cm™") sdo
mais proximos da enzima livre em pH 7 (g; = 2,275, A = 170,1x10* cm™") do que em pH 4 (g
= 2,275, Ay = 220,2x10™* cm™). Isso indica que o pH dos microambientes enzimaticos apds
imobilizacdo € neutro, e isso € a provavel razdo pela redugdo na atividade enzimatica apds

imobilizacao nos suportes zeoliticos.

Palavras—chave: Glicerol. Lacase. Nanozeolita. Imobilizagcdo. Oxidacdo. Voltametria Ciclica.

EPR.



ABSTRACT

The oxidation of glycerol has been the subject of several studies worldwide; in general, these
studies main goal is to find an appropriate catalyst to selectively convert this building-block
molecule into value-added products. Laccases immobilized on solid supports are environment-
friendly heterogeneous catalysts, which can be applied for the oxidation of glycerol in a
laccase-mediated system. These enzymes contain copper atoms in their structure and catalyze
the oxidation of many phenolic compounds with the concomitant reduction of water to
molecular oxygen. Despite their specificity, when properly combined with mediators, laccases
can also act on the oxidation of non-phenolic compounds. This study addressed the synthesis
and characterization of nanoscale zeolites — FAU, BEA, LTA and MFI morphologies — , the
application of these materials as support for the immobilization of different commercial
laccases — from A. bisporus, Aspergillus sp. and P. ostreatus —, and the use of the complexes
obtained for 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl(TEMPO) mediated glycerol oxidation. All
zeolites were synthesized according to the literature, and the sodium form of the FAU zeolite
modified by ion exchange with Cu’* to generate an extra support. The synthesized materials
were amino-functionalized to allow the laccases to be immobilized covalently. The supports
were characterized by XRD, SEM-EDX, HRTEM, FTIR, and the free enzymes or complexes
spectroscopically evaluated through the oxidation of the compound 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)(ABTS). Based on the ABTS oxidation activities, the
complexes FAU/Cu?*/APTMS/GA/LPO, FAU/Cu?*/APTMS/GA/LAB, FAU/Cu’*/APTMS/GA/
LAsp, and BEAc/APTMS/GA/LAsp were selected to be applied in the glycerol oxidation
reactions. For comparison, the enzymes LPO, LAB and LAsp in free form and the supports
FAU/Cu?*/APTMS/GA and BEAc/APTMS/GA were applied under similar reaction conditions.
All reactions using the laccases/nanozeolites complexes showed, after 48 h of reaction, low
glycerol conversion — less than 5%. However, a high selectivity was observed for
glyceraldehyde, above 88% in all cases. There was no conversion of glycerol using only
supports without enzyme. On the other hand, when the enzymes LPO and LAsp were applied in
their free forms, the glycerol conversions obtained were significantly superior in comparison
to the complexes — ~29% for LAsp and more than 80% for LPO, after 48 h of reaction.
Selectivities of 57.10% to glyceraldehyde and 25.75% to glyceric acid, were quantified from
the reactions with the free LPO enzymes, while from the reaction with free LAsp, the selectivity
to glyceraldehyde was 78%, and the second most yielded product was glyoxylic acid, 11.47%.

The LAB laccase in the free form showed a much lower conversion when compared to the others



—~3.2% after 48 h. In order to understand what reasons led to the reduction of enzyme activity
after immobilization on nanozeolitic materials, a systematic study using cyclic voltammetry was
employed for LAsp. This study pointed out that the redox potential of this enzyme is a limiting
factor in its application, and that in an acid environment, the oxidation rate of the TEMPO
mediator is quite low. With the use of electronic paramagnetic resonance (EPR), it was possible
to infer that the enzymatic immobilization caused structural distortions in the LAsp, in
particular, in the copper centers of its catalytic site, since significant variations in the spin
Hamiltonians (tensors g, and hyperfine coupling constants A) were observed when enzymes in
solution or immobilized were compared. The spectra also revealed a high pH dependence on
the interaction of the copper sites with the coordination ligands. In addition, the parallel spin
Hamiltonians of copper T2 of the enzyme immobilized in zeolite BEAc/APTMS/GA (g = 2.275,
Ay = 173.4x10*cm™) are closer to the free enzyme at pH 7 (g = 2.275, Ay = 170.1x10*cm)
than at pH 4 (g = 2.275, A = 220.2x10*cm™). This indicates that the pH of the enzymatic
microenvironments after immobilization is neutral, and this is likely to be the reason for the

reduction in enzymatic activity after immobilization on the zeolitic supports.

Keywords: Glycerol. Lacase. Nanozeolite. Immobilization. Oxidation. Cyclic Voltammetry.

EPR.
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24 horas e (C) compara as primeiras 24 horas para os tampoes com pH 4,5. ........cccveeeneene 112

Figura 47. ATR-FTIR das lacases LAB (so6lido) e LAsp (solucdo). Bandas assinaladas
correspondentes aos nimeros de onda 2982 cm™! (1), 2885 cm™ (2), 1548 cm™ (3), 1470 cm’!
(4), 1255 cm! (5), 1142 ¢! (6) € 960 G (7)-rovveerooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeee oo 117

Figura 48. ATR-FTIR do material FAU/Na"”/APTMS/GA antes e apos a imobilizagdo das
lacases LPO, LAB e LAsp. Bandas assinaladas correspondentes aos numeros de onda 3400 cm”

1(1), 2982 cm™! (2), 2885 cm! (3), 1640 cm™ (4), 1311 cnr! (5) € 1215 em™ (6)..eeeeerrrnnnnne... 117

Figura 49. ATR-FTIR do material TS-1c/APTMS/GA antes e ap6s a imobilizacao das lacases
LPO, LAB e LAsp. Bandas assinaladas correspondentes aos niimeros de onda 3400 cm™ (1),

2982 cm! (2), 2885 ¢! (3) € 1730 G (4). covvveereeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeee e seees e sesseeons 118

Figura 50. ATR-FTIR do material ZSM-5¢/APTMS/GA antes e apds a imobilizagdo das lacases



LPO, LAB e LAsp. Bandas assinaladas correspondentes aos nimeros de onda 3400 cm™ (1),

2982 cm™ (2), 2885 cm™ (3), 1730 cm™! (4) € 1380 cm ™ (5).vvievieeeeeeeeeeeeeeeeee 118

Figura 51. ATR-FTIR do material FAU/Cu®*’/APTMS/GA antes e apds a imobilizagio das
lacases LPO, LAB e LAsp. Bandas assinaladas correspondentes aos nimeros de onda 3400 cm™

1(1), 2982 cm! (2), 1640 cm™ (3) € 1380 CI™' (4). ovvveeerveeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeseeeeeseeeesessesessseend 119

Figura 52. ATR-FTIR do material LTAc/APTMS/GA antes e ap6s a imobilizagdo da lacase
LAsp. Bandas assinaladas correspondentes aos nimeros de onda 2982 cm™ (1), 2885 cm™ (2),

1380 cm™ (3), 1255 cm™ (4) € 1147 e ™ (5). covoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 119

Figura 53. ATR-FTIR do material BEAc/APTMS/GA antes e ap6s a imobilizacao das lacases
LPO, LAB e LAsp. Bandas assinaladas correspondentes aos niimeros de onda 2982 cm™ (1),

2885 cm! (2), regido entre 1580 € 1150 cm™ (3) € 960 cm™ (4). ..vvvvveeeeeeeeeeeeeeeee 120

Figura 54. Efeito da temperatura ¢ do pH na atividade -catalitica do complexo
FAU/Cu**/APTMS/GA/LPO. 4 atividade do complexo em 30 °C e pH 3 foi adotada como
JOOZ0. ettt et h ettt b ettt et 121

Figura 55. Efeito da temperatura e do pH na atividade catalitica do complexo

FAU/Cu?/APTMS/GA/LAB. 4 atividade do complexo em 30° e pH 3 foi adotada como 100%.

Figura 56. Efeito da temperatura e do pH na atividade -catalitica do complexo

FAU/Cu?"/APTMS/GA/LAsp. A atividade do complexo em 30° e pH 3 foi adotada como 100%.

Figura 57. Estabilidade do complexo FAU/Cu**/APTMS/GA/LPO, pH 3, temperaturas 30 e
A5 OC . ettt bttt bttt et h ettt e bt et e ettt et aeentes 124

Figura 58. Estabilidade do complexo FAU/Cu2+/APTMS/GA/LAB, pH 3, temperaturas 30 e
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Figura 59. Estabilidade do complexo FAU/Cu2+/APTMS/GA/LAsp, pH 3, temperaturas 30 e
A5 CC. ettt ettt ettt nae s 125

Figura 60. Acompanhamento temporal da concentragdo dos produtos acido glioxilico, acido

glicérico e gliceraldeido das reagdes de oxidagdo do glicerol catalisadas pelas enzimas LAsp e



LPO na forma livre mediadas por TEMPO. ......cccccocieiiiiiniiiiiiiiiiiiceceeeee e 130

Figura 61. CV de solucdes 0,1 mM TEMPO (esquerda) e ABTS (direita) utilizando eletrodo
GCE. Eletrolito suporte: tampao acetato, 100 mM, pH 5. Velocidade de varredura: 10 mV/s.

Atmosfera ambiente. PrOtOCOL0 O. .....ooe oo e e e e e e e eeereae e 135

Figura 62. CV de 0,5 mM ABTS em eletrodo GCE original e apds modificagdo com lacase
(GCE/LAsp). Eletrolito suporte: tampao acetato 100 mM, pH 5. Velocidade de varredura: 5

mV/s. Atmosfera ambiente. ProtOCOL0 10.......uuueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenes 136

Figura 63: CV de 0,5 mM TEMPO em eletrodo GCE original e apds modificacao com lacase
(GCE/LAsp). Eletrolito suporte: tampao acetato 100 mM, pH 5. Velocidade de varredura: 5

mV/s. Atmosfera ambiente. ProtoCOL0 10........uuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeaeeeaenanes 137

Figura 64. Voltamogramas ciclicos de 10 mM TEMPO no eletrodo GCE. Eletrdlitos suporte:
tampao acetato 100 mM, pH 4,5; tampao fosfato 100 mM, pH 7; tampao carbonato de
sodio/bicarbonato 100 mM, pH 9;7. Velocidade de varredura: 50 mV/s. Atmosfera de

NItrogenio. Protocolo 11, ..o 138

Figura 65. CV de solugdes 10 mM de TEMPO no eletrodo GCE original no eletrélito suporte
apenas (a), logo apds a adigdo de 100 pL de solugdo de glicerol 1 M glicerol (b), apos 15
minutos (c) e por fim, apos 30 minutos (d). Eletrolitos suportes: tampao acetato 100 mM, pH
4,5; tampao fosfato 100 mM, pH 7; e tampao carbonato/bicarbonato 100 mM, pH 9,7.

Velocidade de varredura: 50 mV/s. Atmosferas ambiente ou nitrogénio. Protocolo 11......... 139

Figura 66. CV de solucdes 10 mM de TEMPO no eletrodo GCE original no eletrélito suporte
apenas (a), logo apos a adicao de 20 pL de solugdo enzimatica (LAsp) 60 mg/mL (b), e apds 15
minutos (c). Logo apods a varredura anterior, 100 pL de solugdo 1 M de glicerol foram
adicionados a célula e varredura realizada imediatamente (d), ap6s 15 minutos (e) and
finalmente, apds 30 minutes (f). Os passos a, b, ¢, d, e e f (esquerda) foram repetidos na
auséncia de TEMPO como controle, curvas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 (direita), respectivamente.
Eletroélitos suportes: tampao acetato 100 mM, pH 4,5; tampao fosfato 100 mM, pH 7; e tampao
carbonato/bicarbonato 100 mM, pH 9,7. Velocidade de varredura: 50 mV/s. Atmosfera de

NItrogenio. ProtoColo 11, .ooiii it 141

Figura 67. CV de solugdes 10 mM de TEMPO no eletrodo GCE original no eletrolito suporte
apenas (a), logo apos a adi¢ao de 20 pL de solugdo enzimatica (LAsp) 60 mg/mL (b), e apds 15



minutos (c). Logo apos a varredura anterior, 100 pL de solugdo 1 M de glicerol foram
adicionados a célula e varredura realizada imediatamente (d), ap6s 15 minutos (e) and
finalmente, apos 30 minutes (f). Os passos a, b, ¢, d, e e f (esquerda) foram repetidos na
auséncia de TEMPO como controle, curvas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 (direita), respectivamente.
Eletrolitos suportes: tampao acetato 100 mM, pH 4,5; tampao fosfato 100 mM, pH 7; e tampao
carbonato/bicarbonato 100 mM, pH 9,7. Velocidade de varredura: 50 mV/s. Atmosfera

ambiente. ProtoCOlo 11, .o 142

Figura 68. CV no eletrodo GCE das solugdes: A) eletrdlito suporte apenas (1), logo apos a
adicao de 100 pL de solugao de glicerol 1 M na célula (2), apos 15 minutes (3) e finalmente,
apods 30 minutos (4) // B) 0,1 mM TEMPO no tempo zero (5), e apds 15 minutos (6). Logo apos
a adi¢do de 100 pL de solucdo de glicerol 1 M na célula (7), ap6s 15 minutos (8) e finalmente,
ap6s 30 minutos (9) // C) eletrolito suporte apenas (10), logo apos a adicao de 20 pL de solugao
enzimatica (LAsp) 60 mg/mL no tempo zero (11), e apds 15 minutes (12). Por fim, 100 uL de
solugdo de glicerol 1 M foram adicionados a célula e varredura realizada imediatamente (13),
apods 15 minutos (14) and finalmente, apds 30 minutos (15) // D) 0,1 mM TEMPO (16), logo
apo6s a adigdo de 20 uL de solucao enzimatica (LAsp) 60 mg/mL no tempo zero (17), e apos 15
minutos (18). Em sequéncia, 100 pL. 100 pL de solucao de glicerol 1 M foram adicionados a
célula e varredura realizada imediatamente (19), repetida ap6s 15 minutes (20) and finalmente,
apd6s 30 minutes (21). Eletrdlito suporte: tampao acetatol00 mM pH 4,5. Velocidade de

varredura: 50 mV/s. Atmosfera ambiente. Protocolo 11. ..ooovvvemmmeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 144

Figura 69. CV no eletrodo GCE das solugdes: A) eletrdlito suporte apenas (1), logo apos a
adicao de 100 pL de solugdo de glicerol 1 M na célula (2), ap6s 15 minutes (3) e finalmente,
apods 30 minutos (4) // B) 0,1 mM TEMPO no tempo zero (5), e apds 15 minutos (6). Logo apos
a adicao de 100 puL de solugdo de glicerol 1 M na célula (7), apds 15 minutos (8) e finalmente,
apo6s 30 minutos (9) // C) eletrolito suporte apenas (10), logo apos a adigao de 20 pL de solugao
enzimdtica (LAsp) 60 mg/mL no tempo zero (11), e ap6s 15 minutes (12). Por fim, 100 pL de
solugdo de glicerol 1 M foram adicionados a célula e varredura realizada imediatamente (13),
ap6s 15 minutos (14) and finalmente, ap6s 30 minutos (15) // D) 0,1 mM TEMPO (16), logo
apos a adi¢do de 20 pL de solugdo enzimatica (LAsp) 60 mg/mL no tempo zero (17), e apds 15
minutos (18). Em sequéncia, 100 L 100 pL de solucdo de glicerol 1 M foram adicionados a
célula e varredura realizada imediatamente (19), repetida ap6s 15 minutes (20) and finalmente,
ap6s 30 minutes (21). Eletrolito suporte: tampao acetatol00 mM pH 4,5. Velocidade de

varredura: 50 mV/s. Atmosfera ambiente. Protocolo 11. ..cooovveemmmeeeeeeeeeeeeeeeee e 145



Figura 70. CV de 50 uM catecol em tampao fosfato, 100 mM, pH 5, no eletrodo GCE antes ou
apds modificacdo: A) ndo modificado GCE background (al) e analito (a2); GCE/LAsp
background (a3) e analito (a4). B) GCE/NF background (bl) e analito (b2); GCE/LAsp/NF
background (b3) e analito (b4). C) GCE/BEAc/APTMS/GA/NF background (c1) e analito (c2);
GCE/BEAc/APTMS/GA/LAsp/NF background (c3) e analito (c4). D) GCE/GO/NF
background (dl) e analito (d2); GCE/GO/LAsp/NF background (d3) e analito (d4). E)
GCE/FAU/Cu*'/APTMS/GA/NF background (el) e analito (e2); GCE/
FAU/Cu?"/APTMS/GA/LAsp/NF background (e3) e analito (e4). F) GCE/GNP/NF background
(f1) e analito (f2); GCE/GNP/LAsp/NF background (f3) e analito (f4). QG)
GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/NF background (gl) e analito (g2);
GCE/BEAc/APTMS/GA/LAsp/GO/NF  background (g3) e analito (g4). H)
GCE/BEAc/APTMS/GA/GNP/NF background (h1) e analito (h2);
GCE/BEAc/APTMS/GA/GNP/LAsp/NF  background (h3) e analito (h4). 1)
GCE/FAU/Cu*'/APTMS/GA/GO/NF  background (i1) e analito (i2); GCE/
FAU/Cu?*/APTMS/GA/GO/LAsp/NF background (13) e analito (14). 1))
GCE/FAU/Cu*'/APTMS/GA/GNP/NF  background (j1) e analito (j2); GCE/
FAU/Cu**/APTMS/GA/GNP/LAsp/NF background (j3) e analito (j4). Velocidade de varredura:
100 mV/s. Atmosfera de nitrogénio. Background trata da varredura na auséncia de analito,

eletrolito suporte apenas. Protocolo 12, .....c.occiieiiiiieiiieiiecieeeece et 147

Figura 71. CV de 50 uM catecol em tampao fosfato, 100 mM, pH 5, no eletrodo CGE antes e
ap6s modificagdo com BEA/APTMS/GA, GO e LAsp. Velocidade de varredura: 100 mV/s.

Atmosfera de nitrog€nio. Protocolo 12. ........cooiiiiiiiiiiiiiiecece e 149

Figura 72. CV de tampao fosfato, 100 mM, pH 5, utilizando os eletrodos
GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/NF (A e C) 1? varredura (a), 7* varredura (b) e 2% a 6* varreduras
(e); GCE/BEA/APTMS/GA/GO/LAsp/NF electrode (B e D) 1? varredura (c), 7* varredura (d)
e 2* a 6* varreduras (f). (E) compara as curvas b e d. (F) mostra a subtracdo de da curva b da
curva d. O insert em (F) evidencia os picos de corrente (pl e p2), cuja forma ¢ similar a de um
“pato”, comum em voltametria ciclica. Velocidade de varredura: 100 mV/s. Atmosfera

AMDIENTE. PTOTOCOLO 12 oo e e e e e e e e e e e e e et eaeeeeeeereeaaaaeaeeas 152

Figura 73. CV (esquerda) de solucao 0,1 mM ABTS em tampao acetato 100 mM, pH 5,no
eletrodo GCE para diferentes velocidades de varredura: a— 10 mV/s, b—20 mV/s,c —40 mV/s,
d—80 mV/s, e — 120 mV/s, f — 160 mV/s e g — 200 mV/s. No lado direito s3o mostrados as



intensidades de corrente dos picos I, II, Il e IV versus a raiz quadrada da velocidade de

varredura v. Fit linear em cinza. ProtoCOl0 9......cooveeemeeeeee et eeeeeaae e 153

Figura 74. CV de solucdes 0,1 mM TEMPO e derivados TEMPO em tampao acetato, 100 mM,

pH 5, no eletrodo GCE. Velocidade de varredura: 10 mV/s. Atmosfera ambiente. Protocolo 9.

Figura 75. CV de solucdes 0,1 mM TEMPO (A), 4-oxo-TEMPO (B), 4-hidroxi-TEMPO (C) e
4-amino-TEMPO em tampao acetato, 100 mM, pH 5, no eletrodo GCE electrode. Velocidades
de varredura: a— 10 mV/s, b—20mV/s,c—40 mV/s,d— 80 mV/s, e — 120 mV/s, f— 160 mV/s
e g — 200 mV/s. Atmosfera ambiente. Protocolo 9. .........ccccooviiieiiiiiiiicie e 155

Figura 76. Espectros de EPR na banda X das nanozedlitas (linhas pontilhadas) e complexos
nanozeoélitas/LAsp (linhas continuas). Aproximadamente 100 mg de material solido foram
transferidas para os tubos de EPR, e contetido congelado em nitrogénio liquido antes de ser

transferido para a cavidade de amostra do espectrometro. .........ccccvveeeveeerieeenieeeeiee e 157
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas duas décadas, foi crescente a producdo de biodiesel, uma fonte alternativa
e renovavel de combustivel. A busca por combustiveis renovaveis foi e ainda ¢ motivada pela
preocupagdo mundial com o meio ambiente. No entanto, o aumento na produ¢do de biodiesel
levou ao aumento na producao de glicerol — coproduto principal da produgdo de biodiesel — e
concomitante ao excesso deste produto no mercado, o que, por consequéncia, leva a sua
desvalorizacdao. O glicerol, ¢ conhecidamente utilizado como solvente renovavel em muitos
processos quimicos. No entanto, o glicerol bruto obtido das reagdes de transesterificacao
demanda altos custos com purificagdo para que possa ser utilizado no meio industrial, o que
reduz sua apreciagdo e a0 mesmo tempo, desvaloriza a produgao do biodiesel, importante para

a sustentabilidade no nosso planeta.

Alternativamente, o glicerol tem sido utilizado como um bloco de construgao versatil.
A sintese de produtos com valor agregado a partir do glicerol € bastante atrativa, pois valoriza
a produg¢ao de biodiesel e torna a purificagdo do coproduto um processo economicamente viavel
e, além disso, sustentdvel.? Por outro lado, a transformacdo de glicerol em novos produtos é
altamente dependente das rotas cataliticas e dos catalisadores utilizados. Dentre estas rotas, a
oxidacdo ¢ uma rota que permite a conversdo do glicerol em diversos produtos de valor
agregado.’ Entretanto, a oxidagdo seletiva do glicerol é desafiadora, pois demanda o uso de
catalisadores apropriados e a determinacdo de condi¢des de catédlise especificas (pH,
temperatura, pressio, etc.).* Entre os produtos de oxidagdio do glicerol, destacam-se o 4cido
mesoxalico, o acido tartronico, a 1,3-dihidroxiacetona e o acido glicérico. Esses produtos sao
classicamente aplicados nas industrias quimicas, farmacéuticas e de cosméticos,> & 7+ 89 10: 11:
12 sendo geralmente obtidos utilizando catalisadores caros e em quantidades estequiométricas,

com residuos toxicos de impacto ambiental negativo, reduzindo, portanto, o interesse

industrial.® 13

Diversos trabalhos foram descritos na literatura sobre o uso de metais nobres suportados
— platina, paladio, particulas de ouro, entre outros — aplicados na oxidagao seletiva do glicerol.'*
Apesar do carater heterogéneo destes catalisadores, os custos deste catalisadores sdo elevados,
e em alguns casos as condi¢des de catélise exigem altas pressoes e temperaturas, o que contribui
para a desativacdo dos catalisadores. Isso reduz a vida util dos catalisadores, limita suas

reutilizagdes, e consequentemente torna o processo menos atrativo economicamente.’ !°
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Em 2009, um estudo descrevendo o uso de um novo tipo de catalisador para a oxidagao
do glicerol foi descrito por Liebminger et al. (2009).!° Trata-se do uso de enzimas oxidases
contendo cobre — metaloproteinas — que num sistema mediado por N-oxil-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina (TEMPO) podem auxiliar na transformac¢ao do glicerol. Eles utilizaram a
lacase de T. hirsuta livre em solug@o ou imobilizada em pellets de silica para esta finalidade, e
observaram a oxidacdo sequencial do glicerol a gliceraldeido, acido glicérico, 4cido tartronico
e, por fim, 4cido mesoxalico. Além disso, verificaram uma dependéncia da producdo com a
concentracdo do mediador — quanto maior a concentracdo de TEMPO, maior a conversao de
glicerol no periodo investigado. Ademais, um comportamento enzimatico divergente — da
enzima na forma livre comparada com a mesma imobilizada — foi destacado. Embora a enzima
livre tenha sido mais efetiva cataliticamente, a mesma, careceu de estabilidade. A forma

imobilizada, pelo contrario, apresentou maior estabilidade no tempo.

Ainda ¢ pequeno o numero de trabalhos que abordaram a oxidagdo do glicerol
lacase/TEMPO-mediada, que além do trabalho pioneiro de Liebminger et al. (2009)'® foi
estudado apenas — no melhor do nosso conhecimento — por Hong et al. (2015)," (2018),'7 e
(2019).'8 Muita informagdo e investimento sdo necessarios para o aprimoramento desta
tecnologia. Apesar disso, a ideia geral ¢ bastante atrativa e tém véarios pontos a seu favor. Por
exemplo, faria o uso de um catalisador nao toxico e ambientalmente favoravel para a oxidacao
do glicerol. Isso valorizaria economicamente o glicerol e, concomitantemente, valorizaria a
producdo de biodiesel, pois o glicerol produzido, que no momento tem pouca utilidade e ¢
bastante barato, passaria a ser de maior interesse € competiria com o glicerol obtido por outras
rotas. No entanto, o uso de enzimas em catélise ¢ limitado devido, majoritariamente, aos seus
altos custos de producdo. Para contornar este empecilho, a estratégia de imobilizagdo
enzimatica ganhou espaco, pois permite o uso multiplo do catalisador (catélise heterogénea). A
busca por suportes que mantenham — ou até mesmo aumentem — o potencial catalitico de

enzimas ¢ a base das pesquisas que envolvem imobilizagao.

Uma classe de materiais que se destaca como suporte para imobilizagdo enzimatica sao
as zeolitas. Estes materiais, tanto em escala micrométrica como nanométrica, foram descritos
como suportes efetivos para imobilizagdo e manuten¢do da atividade catalitica de varias
enzimas. As aplicacdes destes complexos sdao diversas, abrangendo, por exemplo, sistemas
cataliticos ou de sensoriamento.!% 2% 21: 22 23: 2425 Ey estudos anteriores do nosso grupo de

pesquisa, foram descritos o uso de nanozedlitas como suportes para a imobilizagao de lipases e
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respectivas aplicagdes para a produgdo de biodiesel.”” 2’ A modulagdo destes materiais
inorganicos permitiu uma larga busca por suportes que ndo apenas mantiveram, como também
aumentaram, a atividade das enzimas testadas. Além disso, os complexos apresentarem boa

estabilidade e multiplas reutilizacdes.

A redugdo dos tamanhos de zeoélitas para a escala nanométrica pode levar a variagdes
significativas em suas propriedades fisico-quimicas, como por exemplo, aumentar suas areas
externas, permitir melhor acesso e exposi¢ao de seus sitios ativos, e aumentar a dispersibilidade
tanto em meio aquoso quanto organico. Ademais, as superficies destas nanoparticulas podem
ser facilmente moduladas, especialmente no que diz respeito a carga superficial e
hidrofilicidade/hidrofobicidade.”® Com base nisso e, levando em consideracdo experiéncias

anteriores,”® %’

esta classe de materiais foi escolhida para aplicagdo como suporte de
imobilizacdo de enzimas lacase neste trabalho visando a aplicagdo dos complexos formados na
oxidagdo do glicerol num sistema TEMPO-mediado. At¢ o momento, no melhor do nosso
conhecimento, ndo ha relatos sobre o uso de nanozedlitas para imobilizacdo de lacases e

aplicacdo dos complexos na oxidacao do glicerol.

Este trabalho teve como foco a sintese e caracteriza¢do de materiais nanozeoliticos, € 0
uso destes suportes para imobilizagao de lacases comerciais de diferentes organismos — lacases
estas nunca antes utilizadas neste sistema. Os catalisadores obtidos foram aplicados na reagao
de oxida¢do do glicerol TEMPO-mediada. Além disso, estudos sistematicos, das enzimas em
solugdo e/ou imobilizadas, foram realizados com uso de diversas técnicas avancadas, para uma

maior caracterizagao e compreensao do sistema.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivos principais: 1) a sintese e caracterizagdo de diferentes
tipos de nanozedlitas. 2) o estudo dessas matrizes zeoliticas como suporte para imobilizacao de
lacases derivadas de diferentes microrganismos. 3) avaliar a aplicacdo de enzimas livres ou
imobilizadas na catalise oxidativa do glicerol TEMPO-mediada. Os objetivos gerais foram

atingidos, e os dados coletados permitem as seguintes conclusdes:

Os materiais zeoliticos foram preparados em escala nanométrica, conforme
demonstrado pelas analises de MEV, apesar de em alguns casos aglomerados terem sido
formados. O processo de troca idnica da nanozedlita faujasita X (FAU/Na") resultou na
formagio de uma fase competidora no material FAU/CU?". Com base em dados de DRX, MEV,
EDS, EDX, FTIR e MET, esta fase foi assinalada a formac¢ao do mineral antlerite, formada
devido a alta temperatura do processo de troca i6nica. Todos os demais suportes sintetizados

com sucesso, pois os dados de caracterizagdo estdo de acordo com a literatura.

As trés lacases testadas, LPO, LAB e LAsp apresentaram temperaturas 6timas acima de
60 °C e pH otimo 3. No entanto, a estabilidade das enzimas em condi¢des de baixo pH e altas
temperaturas ¢ bastante reduzida. Isso deve-se a potencial desnaturacdo destas enzimas para

longos periodos de incubagdo.

Os materiais zeoliticos sintetizados e funcionalizados foram capazes de imobilizar as
lacases testadas, entretanto, com baixa manuten¢do das atividades enzimaticas em comparagao
com a atividade das enzimas livres na oxida¢ao de ABTS. Dentre os suportes testados, o mais
efetivo foi o material contendo cobre em sua composicio — FAU/Cu**/APTMS/GA. Essa
observagao pode ser correlacionada com o potencial ativador que o cobre apresentou quando
as atividades das enzimas livres foram testadas em ambientes quimicos contendo concentragdes
variadas deste metal. Entretanto, a contribui¢ao da fase competidora do material com cobre nao

foi considerada neste estudo, € pode sim estar relacionada com o resultado observado.

Apesar de terem sido obtidos complexos lacases/nanozeolitas com atividades razoaveis
para a oxidac¢do do composto ABTS, quando os complexos selecionados foram testados para a
reacdo de oxidagdo do glicerol TEMPO-mediada, as conversdes obtidas foram
substancialmente inferiores as conversodes obtidas utilizando as enzimas livres, mesmo em

quantidades equivalentes de atividade. Apesar de baixas conversdes, alta seletividade para
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formac¢do de gliceraldeido foi observada quando utilizados os complexos. Por outro lado, as
enzimas livres LPO e LAsp altas conversdes em comparagdo com os complexos. No entanto, a
enzima LPO se destacou, com conversdo superior a 80%, enquanto a LAsp apresentou
conversao por volta de 30%. Essa diferenca de conversao pode ser relacionada ao potencial
redutor de cada enzima, enquanto a LAsp tem potencial redutor da ordem de 0,53 V vs. NHE,
e LPO tem potencial redox de 0,74 V. Isso permite concluir que o potencial redutor deve ser
levado em consideragdo para a aplicagdo de lacases no sistema proposto, € enzimas de maior
potencial sdo mais indicadas. Além disso, € a primeira vez que as lacases LPO, LAsp e LAB
sao empregadas neste sistema, tanto em forma livre como imobilizada, e tanto LPO quanto
LAsp apresentaram conversdes comparativas ou superiores as lacases investigadas

anteriormente em outros estudos.

Os dados de ressonancia paramagnética eletronica indicaram uma alta dependéncia da
lacase LAsp ao pH do meio, e sugerem que os pH dos microambientes enzimaticos apos
imobilizagdo sdo proximos ao pH neutro. Os Hamiltonianos de spin obtidos a partir de
simulagdes dos espectros de EPR indicaram variacdo na coordenagdo do cobre T2 do sitio
catalitico da lacase quando o pH do meio foi alterado de 4,5 para 7, e os valores obtidos para
enzima livre em pH 7 sdo aproximadamente os mesmos da enzima imobilizada nos diferentes
suportes. Isso pode ter contribuido para a reducdo da atividade enzimatica quando comparada
com a enzima livre em pH acido. Estas observacdes estdo de acordo os dados de caracterizagao

enzimatica coletados, em que a atividade enzimatica foi altamente dependente do pH.

Em geral, os dados permitem concluir que materiais zeoliticos tem sim potencial para
imobilizacdo de lacases. No entanto, uma caracterizagdo prévia das propriedades fisico-
quimicas dos suportes e das enzimas ¢ altamente recomendada para o direcionamento na busca
pela combinagdo correta de suporte com lacase. Os pH dos microambientes enzimaticos apos
imobilizacao devem ser investigados, e o potencial redutor destas enzimas considerados, para

efetiva aplicag@o no sistema proposto: oxidagao do glicerol lacase/TEMPO-mediada.
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7 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

il.

1il.

1v.

V.

Vil.

Viil.

Para dar continuidade ao estudo realizado, recomenda-se as seguintes etapas:

A verificagdo dos sitios acidos de Bronsted/Lewis dos materiais zeoliticos testados neste
estudo, ou outros suportes zeoliticos, considerando a existéncia de um niumero enorme de
zeolitas com diferentes estruturas e propriedades fisico-quimicas.

A modulagdo da acidez da superficie zeolitica na tentativa de deixar este tipo de material
mais adequado para imobilizagdo de lacases. E a busca por um protocolo de determinagao
do pH dos microambientes enzimaticos apos imobilizacao.

Célculos termodindmicos dos sitios cataliticos das enzimas lacases (estudos nao-
miméticos) para otimizacgao das reagdes de oxidacao do glicerol.

Imobilizacdo de lacases em estruturas zeoliticas hierarquicamente estruturadas.
Verificagdo do grau de contaminagdo por Fe (III). Se possivel tentar reduzir ao méximo
a presenga deste contaminante, visando espectros de EPR mais limpos e resolvidos.
Ampliacdo dos estudos espectroscopicos e eletroquimicos para as lacases de LPO e LAB.
O teste de lacases de outros organismos ¢ recomentado também, principalmente lacases
de alto potencial redutor.

A busca por um protocolo alternativo de sele¢cdo dos complexos lacase/zeolitas. O
protocolo utilizando ABTS pode nao ser o mais adequado, como ilustrado neste trabalho.
Sugere-se a investigacao eletroquimica direta do mediador TEMPO, possivelmente pela
modificacao de um eletrodo de carbono ¢ montagem de uma plataforma que permita a
investigagdo da conversdo direta d¢ TEMPO em TEMPO'. Uma vez que TEMPO ¢
utilizado para a oxidag¢do do glicerol, seria conveniente selecionar um complexo com alta
atividade para este mediador.

Uma sugestao extra ¢ a aplicacdo de engenharia genética na busca por enzimas mais
estaveis em pH acido por mutagdo sitio dirigida. Apesar de lacases em geral terem 6timos
reacionais em pH 4cido, a estabilidade para longos periodos de incubagao destas enzimas
¢ baixa, e limita sua aplicagdo em sistemas cataliticos de reacdes lentas, como o deste

estudo.
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