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RESUMO 

A oxidação do glicerol tem sido objeto de diversos estudos no mundo todo; em geral, o principal 

objetivo destes trabalhos é o encontro de um catalisador apropriado para converter, 

seletivamente, esta molécula bloco em produtos de alto valor agregado. Lacases imobilizadas 

em suportes sólidos são catalisadores heterogêneos não prejudiciais ao meio ambiente, que 

podem ser aplicados para a oxidação do glicerol num sistema lacase-mediador. Estas enzimas 

contêm átomos de cobre em sua estrutura e catalisam a oxidação de muitos compostos fenólicos 

com a concomitante redução de água a oxigênio molecular. Apesar da sua especificidade, 

quando apropriadamente combinada com mediadores, as lacases podem também agir na 

oxidação de compostos não fenólicos. Este trabalho abordou a síntese e caracterização de 

zeólitas em nano escala – morfologias FAU, BEA, LTA e MFI –, a aplicação destes materiais 

como suporte para a imobilização de diferentes lacases comerciais – dos organismos A. 

bisporus, Aspergillus sp. e P. ostreatus –, e o uso dos complexos obtidos para oxidação do 

glicerol mediada pelo composto N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO). Todas as 

zeólitas foram sintetizadas de acordo com a literatura, e a forma sódica da zeólita FAU 

modificadas por troca iônica com Cu2+ para geração de um suporte extra. Os materiais 

sintetizados foram amino-funcionalizados para permitir a imobilização das lacases 

covalentemente. Os suportes foram caracterizados por XRD, SEM-EDX, HRTEM, FTIR, e as 

enzimas livres ou complexos espectroscopicamente avaliados através da oxidação do composto 

2,2´-azino-bis(ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) (ABTS). Com base nas atividades de 

oxidação do composto ABTS, os complexos FAU/Cu2+/APTMS/GA/LPO, FAU/Cu2+/APTMS/ 

GA/LAB, FAU/Cu2+/APTMS/GA/LAsp, e BEAc/APTMS/GA/LAsp foram selecionados para 

aplicação nas reações de oxidação do glicerol. Para comparação, as enzimas LPO, LAB e LAsp 

na forma livre e os suportes FAU/Cu2+/APTMS/GA e BEAc/APTMS/GA foram aplicadas em 

condições reacionais similares. Todas as reações utilizando os complexos lacase/nanozeólitas 

apresentaram, após 48 h de reação, baixa conversão do glicerol – inferiores a 5%. No entanto, 

uma alta seletividade foi observada para gliceraldeído, acima de 88 % em todos os casos. Não 

houve conversão do glicerol utilizando apensas os suportes sem enzima. Por outro lado, quando 

as enzimas LPO e LAsp foram aplicadas nas suas formas livres, as conversões do glicerol 

obtidas foram significativamente superiores em comparação aos complexos – ~29% para a 

LAsp e mais de 80% para a LPO após 48 h de reação.  Seletividades de 57,10% a gliceraldeído 

e 25,75% a ácido glicérico, foram quantificadas das reações com a enzimas livre LPO, enquanto 

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



foi ácido glioxílico, 11,47%. A lacase LAB na forma livre apresentou conversão muito menor 

quando comparada as demais – ~3,2% após 48 h. Visando compreender quais razões levaram 

a redução da atividade enzimática após imobilização nos materiais nanozeolíticos, um estudo 

sistemático utilizando voltametria cíclica foi empregado para a LAsp. Este estudo apontou que 

o potencial de redução desta enzima é um fator limitante na sua aplicação, e que em meio ácido,

a taxa de oxidação do mediador TEMPO é bastante reduzida. Com o uso de ressonância 

paramagnética eletrônica (EPR), foi possível inferir que a imobilização enzimática causou 

distorções estruturais na LAsp, em específico, nos centros de cobre do seu sítio catalítico, pois 

variações significativas nos Hamiltonianos de spin (tensores g, e constantes de acoplamento 

hiperfino A) foram observadas quando comparadas enzimas em solução ou imobilizadas. Os 

espectros revelaram também uma alta dependência da acidez do meio na interação dos sítios de 

cobre com os ligantes de coordenação. Além disso, os Hamiltonianos de spin paralelos do cobre 

T2 da enzima imobilizada em zeólita BEAc/APTMS/GA (g|| = 2,275, A|| = 173,4x10-4cm-1) são 

mais próximos da enzima livre em pH 7 (g|| = 2,275, A|| = 170,1x10-4 cm-1) do que em pH 4 (g|| 

= 2,275, A|| = 220,2x10-4 cm-1). Isso indica que o pH dos microambientes enzimáticos após 

imobilização é neutro, e isso é a provável razão pela redução na atividade enzimática após 

imobilização nos suportes zeolíticos.   

Palavras–chave: Glicerol. Lacase. Nanozeólita. Imobilização. Oxidação. Voltametria Cíclica. 

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 Cu2+ 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/Cu2+/APTMS/GA/LPO, FAU/Cu2+/APTMS/GA/LAB, FAU/Cu2+/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/Cu2+/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, 

A|| = 173.4x10-4cm-1) are closer to the free enzyme at pH 7 (g|| = 2.275, A|| = 170.1x10-4cm-1) 

than at pH 4 (g|| = 2.275, A|| = 220.2x10-4cm-1). 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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1 INTRODUÇÃO 

Nas últimas duas décadas, foi crescente a produção de biodiesel, uma fonte alternativa 

e renovável de combustível. A busca por combustíveis renováveis foi e ainda é motivada pela 

preocupação mundial com o meio ambiente.  No entanto, o aumento na produção de biodiesel 

levou ao aumento na produção de glicerol – coproduto principal da produção de biodiesel – e 

concomitante ao excesso deste produto no mercado, o que, por consequência, leva a sua 

desvalorização.   O glicerol, é conhecidamente utilizado como solvente renovável em muitos 

processos químicos. No entanto, o glicerol bruto obtido das reações de transesterificação 

demanda altos custos com purificação para que possa ser utilizado no meio industrial, o que 

reduz sua apreciação e ao mesmo tempo, desvaloriza a produção do biodiesel, importante para 

a sustentabilidade no nosso planeta. 

Alternativamente, o glicerol tem sido utilizado como um bloco de construção versátil. 

A síntese de produtos com valor agregado a partir do glicerol é bastante atrativa, pois valoriza 

a produção de biodiesel e torna a purificação do coproduto um processo economicamente viável 

e, além disso, sustentável.2 Por outro lado, a transformação de glicerol em novos produtos é 

altamente dependente das rotas catalíticas e dos catalisadores utilizados. Dentre estas rotas, a 

oxidação é uma rota que permite a conversão do glicerol em diversos produtos de valor 

agregado.3 Entretanto, a oxidação seletiva do glicerol é desafiadora, pois demanda o uso de 

catalisadores apropriados e a determinação de condições de catálise específicas (pH, 

temperatura, pressão, etc.).4  Entre os produtos de oxidação do glicerol, destacam-se o ácido 

mesoxálico, o ácido tartrônico, a 1,3-dihidroxiacetona e o ácido glicérico. Esses produtos são 

classicamente aplicados nas indústrias químicas, farmacêuticas e de cosméticos,5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 

12 sendo geralmente obtidos utilizando catalisadores caros e em quantidades estequiométricas, 

com resíduos tóxicos de impacto ambiental negativo, reduzindo, portanto, o interesse 

industrial.8; 13  

Diversos trabalhos foram descritos na literatura sobre o uso de metais nobres suportados 

– platina, paládio, partículas de ouro, entre outros – aplicados na oxidação seletiva do glicerol.14 

Apesar do caráter heterogêneo destes catalisadores, os custos deste catalisadores são elevados, 

e em alguns casos as condições de catálise exigem altas pressões e temperaturas, o que contribui 

para a desativação dos catalisadores. Isso reduz a vida útil dos catalisadores, limita suas 

reutilizações, e consequentemente torna o processo menos atrativo economicamente.3; 15  
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Em 2009, um estudo descrevendo o uso de um novo tipo de catalisador para a oxidação 

do glicerol foi descrito por Liebminger et al. (2009).16 Trata-se do uso de enzimas oxidases 

contendo cobre – metaloproteínas – que num sistema mediado por N-oxil-2,2,6,6-

tetrametilpiperidina (TEMPO) podem auxiliar na transformação do glicerol.  Eles utilizaram a 

lacase de T. hirsuta livre em solução ou imobilizada em pellets de sílica para esta finalidade, e 

observaram a oxidação sequencial do glicerol a gliceraldeído, ácido glicérico, ácido tartrônico 

e, por fim, ácido mesoxálico. Além disso, verificaram uma dependência da produção com a 

concentração do mediador – quanto maior a concentração de TEMPO, maior a conversão de 

glicerol no período investigado. Ademais, um comportamento enzimático 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 contrário, apresentou maior estabilidade no tempo.  

Ainda é pequeno o número de trabalhos que abordaram a oxidação do glicerol 

lacase/TEMPO-mediada, que além do trabalho pioneiro de Liebminger et al. (2009)16 foi 

estudado apenas – no melhor do nosso conhecimento – por Hong et al. (2015),15 (2018),17 e 

(2019).18 Muita informação e investimento são necessários para o aprimoramento desta 

tecnologia. Apesar disso, a ideia geral é bastante atrativa e têm vários pontos a seu favor. Por 

exemplo, faria o uso de um catalisador não tóxico e ambientalmente favorável para a oxidação 

do glicerol. Isso valorizaria economicamente o glicerol e, concomitantemente, valorizaria a 

produção de biodiesel, pois o glicerol produzido, que no momento tem pouca utilidade e é 

bastante barato, passaria a ser de maior interesse e competiria com o glicerol obtido por outras 

rotas.  No entanto, o uso de enzimas em catálise é limitado devido, majoritariamente, aos seus 

altos custos de produção. Para contornar este empecilho, a estratégia de imobilização 

enzimática ganhou espaço, pois permite o uso múltiplo do catalisador (catálise heterogênea). A 

busca por suportes que mantenham – ou até mesmo aumentem – o potencial catalítico de 

enzimas é a base das pesquisas que envolvem imobilização.  

  Uma classe de materiais que se destaca como suporte para imobilização enzimática são 

as zeólitas. Estes materiais, tanto em escala micrométrica como nanométrica, foram descritos 

como suportes efetivos para imobilização e manutenção da atividade catalítica de várias 

enzimas. As aplicações destes complexos são diversas, abrangendo, por exemplo, sistemas 

catalíticos ou de sensoriamento.19; 20; 21; 22; 23; 24; 25 Em estudos anteriores do nosso grupo de 

pesquisa, foram descritos o uso de nanozeólitas como suportes para a imobilização de lipases e 
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respectivas aplicações para a produção de biodiesel.26; 27 A modulação destes materiais 

inorgânicos permitiu uma larga busca por suportes que não apenas mantiveram, como também 

aumentaram, a atividade das enzimas testadas. Além disso, os complexos apresentarem boa 

estabilidade e múltiplas reutilizações.  

A redução dos tamanhos de zeólitas para a escala nanométrica pode levar a variações 

significativas em suas propriedades físico-químicas, como por exemplo, aumentar suas áreas 

externas, permitir melhor acesso e exposição de seus sítios ativos, e aumentar a dispersibilidade 

tanto em meio aquoso quanto orgânico. Ademais, as superfícies destas nanopartículas podem 

ser facilmente moduladas, especialmente no que diz respeito a carga superficial e 

hidrofilicidade/hidrofobicidade.28 Com base nisso e, levando em consideração experiências 

anteriores,26; 27 esta classe de materiais foi escolhida para aplicação como suporte de 

imobilização de enzimas lacase neste trabalho visando a aplicação dos complexos formados na 

oxidação do glicerol num sistema TEMPO-mediado. Até o momento, no melhor do nosso 

conhecimento, não há relatos sobre o uso de nanozeólitas para imobilização de lacases e 

aplicação dos complexos na oxidação do glicerol.  

Este trabalho teve como foco a síntese e caracterização de materiais nanozeolíticos, e o 

uso destes suportes para imobilização de lacases comerciais de diferentes organismos – lacases 

estas nunca antes utilizadas neste sistema. Os catalisadores obtidos foram aplicados na reação 

de oxidação do glicerol TEMPO-mediada. Além disso, estudos sistemáticos, das enzimas em 

solução e/ou imobilizadas, foram realizados com uso de diversas técnicas avançadas, para uma 

maior caracterização e compreensão do sistema.  
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6 CONCLUSÕES 

Este trabalho teve como objetivos principais: 1) a síntese e caracterização de diferentes 

tipos de nanozeólitas. 2) o estudo dessas matrizes zeolíticas como suporte para imobilização de 

lacases derivadas de diferentes microrganismos. 3) avaliar a aplicação de enzimas livres ou 

imobilizadas na catálise oxidativa do glicerol TEMPO-mediada. Os objetivos gerais foram 

atingidos, e os dados coletados permitem as seguintes conclusões:  

Os materiais zeolíticos foram preparados em escala nanométrica, conforme 

demonstrado pelas análises de MEV, apesar de em alguns casos aglomerados terem sido 

formados. O processo de troca iônica da nanozeólita faujasita X (FAU/Na+) resultou na 

formação de uma fase competidora no material FAU/CU2+. Com base em dados de DRX, MEV, 

EDS, EDX, FTIR e MET, esta fase foi assinalada a formação do mineral antlerite, formada 

devido à alta temperatura do processo de troca iônica. Todos os demais suportes sintetizados 

com sucesso, pois os dados de caracterização estão de acordo com a literatura.  

As três lacases testadas, LPO, LAB e LAsp apresentaram temperaturas ótimas acima de 

60 °C e pH ótimo 3. No entanto, a estabilidade das enzimas em condições de baixo pH e altas 

temperaturas é bastante reduzida. Isso deve-se a potencial desnaturação destas enzimas para 

longos períodos de incubação.  

Os materiais zeolíticos sintetizados e funcionalizados foram capazes de imobilizar as 

lacases testadas, entretanto, com baixa manutenção das atividades enzimáticas em comparação 

com a atividade das enzimas livres na oxidação de ABTS. Dentre os suportes testados, o mais 

efetivo foi o material contendo cobre em sua composição – FAU/Cu2+/APTMS/GA. Essa 

observação pode ser correlacionada com o potencial ativador que o cobre apresentou quando 

as atividades das enzimas livres foram testadas em ambientes químicos contendo concentrações 

variadas deste metal. Entretanto, a contribuição da fase competidora do material com cobre não 

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

Apesar de terem sido obtidos complexos lacases/nanozeólitas com atividades razoáveis 

para a oxidação do composto ABTS, quando os complexos selecionados foram testados para a 

reação de oxidação do glicerol TEMPO-mediada, as conversões obtidas foram 

substancialmente inferiores as conversões obtidas utilizando as enzimas livres, mesmo em 

quantidades equivalentes de atividade. Apesar de baixas conversões, alta seletividade para 
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formação de gliceraldeído foi observada quando utilizados os complexos. Por outro lado, as 

enzimas livres LPO e LAsp altas conversões em comparação com os complexos. No entanto, a 

enzima LPO se destacou, com conversão superior a 80%, enquanto a LAsp apresentou 

conversão por volta de 30%. Essa diferença de conversão 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 consideração para a aplicação de lacases no sistema proposto, e enzimas de maior 

potencial são mais indicadas. Além disso, é a primeira vez que as lacases LPO, LAsp e LAB 

são empregadas neste sistema, tanto em forma livre como imobilizada, e tanto LPO quanto 

LAsp apresentaram conversões comparativas ou superiores as lacases investigadas 

anteriormente em outros estudos.     

Os dados de ressonância paramagnética eletrônica indicaram uma alta dependência da 

lacase LAsp ao pH do meio, e sugerem que os pH dos microambientes enzimáticos após 

imobilização são próximos ao pH neutro. Os Hamiltonianos de spin obtidos a partir de 

simulações dos espectros de EPR indicaram variação na coordenação do cobre T2 do sítio 

catalítico da lacase quando o pH do meio foi alterado de 4,5 para 7, e os valores obtidos para 

enzima livre em pH 7 são aproximadamente os mesmos da enzima imobilizada nos diferentes 

suportes. Isso pode ter contribuído para a redução da atividade enzimática quando comparada 

com a enzima livre em pH ácido. Estas observações estão de acordo os dados de caracterização 

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

Em geral, os dados permitem concluir que materiais zeolíticos tem sim potencial para 

imobilização de lacases. No entanto, uma caracterização prévia das propriedades físico-

químicas dos suportes e das enzimas é altamente recomendada para o direcionamento na busca 

pela combinação correta de suporte com lacase. Os pH dos microambientes enzimáticos após 

imobilização devem ser investigados, e o potencial redutor destas enzimas considerados, para 

efetiva aplicação no sistema proposto: oxidação do glicerol lacase/TEMPO-mediada.   
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7 RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS  

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

i. A verificação dos sítios ácidos de Brønsted/Lewis dos materiais zeolíticos testados neste 

estudo, ou outros suportes zeolíticos, considerando a existência de um número enorme de 

zeólitas com diferentes estruturas e propriedades físico-químicas.  

ii. A modulação da acidez da superfície zeolítica na tentativa de deixar este tipo de material 

mais adequado para imobilização de lacases. E a busca por um protocolo de determinação 

do pH dos microambientes enzimáticos após imobilização. 

iii. Cálculos termodinâmicos dos sítios catalíticos das enzimas lacases (estudos não-

miméticos) para otimização das reações de oxidação do glicerol. 

iv. Imobilização de lacases em estruturas zeolíticas hierarquicamente estruturadas. 

v. Verificação do grau de contaminação por Fe (III). Se possível tentar reduzir ao máximo 

a presença deste contaminante, visando espectros de EPR mais limpos e resolvidos.  

vi. Ampliação dos estudos espectroscópicos e eletroquímicos para as lacases de LPO e LAB. 

O teste de lacases de outros organismos é recomentado também, principalmente lacases 

de alto potencial redutor. 

vii. A busca por um protocolo alternativo de seleção dos complexos lacase/zeólitas. O 

protocolo utilizando ABTS pode não ser o mais adequado, como ilustrado neste trabalho. 

Sugere-se a investigação eletroquímica direta do mediador TEMPO, possivelmente pela 

modificação de um eletrodo de carbono e montagem de uma plataforma que permita a 

investigação da conversão direta de TEMPO em TEMPO+. Uma vez que TEMPO é 

utilizado para a oxidação do glicerol, seria conveniente selecionar um complexo com alta 

atividade para este mediador.  

viii. Uma sugestão extra é a aplicação de engenharia genética na busca por enzimas mais 

estáveis em pH ácido por mutação sítio dirigida. Apesar de lacases em geral terem ótimos 

reacionais em pH ácido, a estabilidade para longos períodos de incubação destas enzimas 

é baixa, e limita sua aplicação em sistemas catalíticos de reações lentas, como o deste 

estudo.   
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