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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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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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Figura 78. Espectros de EPR na banda X de lacase purificada — pH7 e 4,5 — e ndo purificada —
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7 (A) e pH 4,5 (B), ndo purificada (C), e dos complexos BEAc/APTMS/GA/LAsp (D) e
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espectro combinado T1+T2/'*N para a LAsp purificada em pH7 € 4,5. .......ccocevevererererenennn. 163



Figura 81. Sequéncia de residuos de aminoacidos da lacase de M. thermophila extraida da

patente WO2016007300AL. ....cuuiiieiieieeie ettt 164

Figura 82. Centro ativo da lacase de M. thermophila apresentando os sitios mononuclear de
cobre T1 e trinuclear de cobres T2/T3 com os respectivos residuos de coordenagdo equatorial.

Figura gerada no software Pymol utilizando a sequéncia disponibilizada no PDB: 6F5K.!7¢

Figura 83. Diagrama de Peisach-Blumberg,!”” para um complexo quadrado-planar de Cu (II).
Os dominios (g, A) estao definidos para diferentes coordenagdes equatoriais e diversas cargas
do complexo. As linhas rosas sdo e os pontos A ¢ B sdo aproximagdes dos cruzamentos dos

valores determinados neste estudo para a LASP/MtL.......ccccoociiiiiiiiiiieiiieieeceeeeeee 166

Esquema 1. Mecanismo proposto para oxida¢do de um substrato por TEMPO num sistema

1ACASE-IMEAIAUO. .coeeeeiieieeeeeee 41

Esquema 2. As formas oxidadas do ABTS. ......ccoiiioiiiiiiiieeeeee e 42

Quadro 1. Trés passos de modificagdo do eletrodo GCE............ccccoeviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 73



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Concentragao das solugdes estoque das lacases LPO e LAB, e da solugao comercial

da LAsp e respectivas atividades especificas. ........oceviereriiiriiiiiiiniiecieneceeceee e 61
Tabela 2. Andlises de EDS das nanozeo6litas sintetizadas. ...........cccceereeriiienieniieeniesieesieeieene 86
Tabela 3. Concentragdo estimada de amostras enzZimatiCas............ccceeeevvereereeeeieeeereeeeinneeans 109

Tabela 4. Percentual de imobilizacdo, atividade remanescente e atividade catalitica dos
complexos nanozeolitas/lacases formados apos a imobilizagao das lacases LPO, LAB e LAsp

nos diferentes SUPOItes SINLEtIZAAOS. .....cevueeriiiriiiiiieiieeie ettt 115

Tabela 5. Tempos de retengdo e parametros de regressao linear das curvas padrao de diferentes

possiveis produtos da reacao de oxidacao do glicerol por anélises de HPLC........................ 127
Tabela 6. Catalisadores e temperaturas das reagoes de oxidacao do glicerol......................... 128

Tabela 7. Conversao (%) e seletividade (%) da reagdo de oxidagao do glicerol lalcase/TEMPO-

mediada por laccases livres ou immobilizadas.............ccceevieeiiieniieiiieniecieee e 129

Tabela 8. Comparagao das condi¢des experimentais e producdo das reagdes de oxidacao do

glicerol laccase/TEMPO mediada relatadas na literatura com o presente trabalho. .............. 133
Tabela 9. Comparac¢do numérica entre GCE modificado e ndo modificado............cccceueneee 150

Tabela 10. Valores de g e da constante de acoplamento hiperfino A4 para os centros de cobre T1

€ T2 dos espetros SIMUIAAOS. ......coviiiiiiieiiie e e e eesaaeesnaeeens 162

Tabela 11. Potencial redox (E°ri), residuo da posicdo axial do cobre T1, e pardmetros

paramagnéticos dos cobres T1 e T2 de diversas lacases descritas na literatura. .................... 168



LISTA DE EQUACOES

Equacio 1. Concentragao de proteina imobilizada..............ccceevviiieeiiiieciie e 61

Equacio 2. Atividade enzimatica de lacases em solug@o ou imobilizadas. ..........c.ccceeueneee. 62



ABTS
APTMS
ATR-FTIR

BEA
CLEASs

Cv

DCM
DRX
EPR
FAU
FTIR
GA
GNP
GO
LAB
LAsp
LPO
LTA
MEV
MET
MFI
NF
PDB
TEMPO
TS-1

ZSM-5

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2,2’ -azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(3-aminopropil)trimetoxisilano

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com
reflexdo total atenuada

Zeolita beta.

Agregados de enzima por ligagdo cruzada do Inglés “Cross-linked
enzyme aggregates”

Voltamograma Ciclico e Voltametria Ciclica do Inglés “Cyclic
Voltammogram”

Diclorometano

Difragdo de Raios-X

Ressonancia Paramagnética Eletronica

zeolita Faujasita tipo X

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
Glutaraldeido

Nanoplatelets de grafeno

Oxido de grafeno

Lacase de Agaricus bisporus

Lacase de Aspergillus sp.

Lacase de Pleurotus ostreatus

Zeolita denominada “linde type A”

Microscopia Eletronica de Varredura

Microscopia Eletronica de Transmissao

Morfologia das zedlitas TS-1 e ZSM-5

Polimero Nafion

Protein Data Bank

N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina

Zedlita Titanio Silicato-1

Unidade de atividade enzimatica

Zedlita denominada “Zeolite Socony Mobil-5”



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Biodiesel e a geracao de glicerol

2.2 Quimica do glicerol

2.3 Oxidacéao do Glicerol

2.3.1 Oxidagao do glicerol via catélise heterogénea
2.3.2 Oxidagao do glicerol via catalise homogénea
2.3.3 Oxidagao do glicerol via biocatalise

2.4 Lacases

2.4.1 UV-Vis e EPR dos cobres T1, T2 e T3 de lacases
2.4.2 Mecanismo geral de reagdo de lacases

2.4.3 Sistemas lacase-mediador

2.4.4 Eletroquimica dos mediadores TEMPO e ABTS
2.5 TImobilizacao de enzimas

2.5.1 Imobilizagao de enzimas lacases

2.6 Zeolitas, nanozeolitas e sinteses de materiais zeoliticos
2.6.1 Imobilizagao de enzimas em materiais zeoliticos
3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

3.2 Objetivos especificos

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sinteses das nanozeolitas

4.1.1 Sintese da Nanozedlita Faujasita tipo X

4.1.2 Sintese da Nanozedlita Titanosilicalita 1

4.1.3 Sintese da Nanozedlita ZSM-5

4.1.4 Sintese da Nanozedlita LTA

4.1.5 Sintese da Nanozedlita Beta

4.1.6 Troca Idnica da Nanozeolita FAU/Na" com Cu?"

4.2 Funcionaliza¢do quimica da superficie das nanozedlitas sintetizadas

4.2.1 Primeira etapa: Silanizagdo das nanozedlitas sintetizadas

4.2.2 Segunda etapa: Funcionalizagdo com glutaraldeido dos materiais silanizados

27
30
30
30
32
33
34
35
36
37
38
39
41
43
45
47
49
52
52
52
54
54
54
55
55
56
56
57
57
58
58



4.3 Caracterizacao dos materiais zeoliticos sintetizados 59
4.4 Imobilizacao de enzimas sobre as nanozeoélitas 60
4.5 Medida da Atividade Enzimatica por espectroscopia 61
4.5.1 Protocolo 1 — verificagdo da atividade enzimatica das solug¢des estoque e das solugcdes
antes ou ap6s imobilizacao 62
4.5.2 Protocolo 2 — verificacdo da atividade enzimatica variando-se a temperatura 63
4.5.3 Protocolo 3 — verificagdo da atividade enzimatica variando-se o tempo de incubagdo 63
4.5.4 Protocolo 4 — verificagdo da atividade enzimdtica variando-se o pH 63
4.5.5 Protocolo 5 — verificagao da atividade enzimatica na presenca de metais de transicdo 63
4.5.6 Protocolo 6 — verificacdo da atividade enzimatica dos complexos enzima/nanozedlita 64
4.5.7 Protocolo 7 — verificacdo da estabilidade enzimatica variando-se o pH 64

4.5.8 Protocolo 8 — verificagdo da estabilidade dos complexos enzima/nanozedlita nas

condi¢des Otimas determinadas 64
4.6 Oxidacao do glicerol 65
4.7 Analise dos produtos das reacoes de oxidacao do glicerol por Cromatografia

Liquida de Alta Performance (HPLC) 65
4.8 Concentracio, troca de tampao e estudos da estabilidade da lacase comercial de

Aspergillus sp. (LAsp) 67
4.8.1 Protocolo de filtragem e medida de atividade dos filtrados 67

4.8.2 Verificacdo da estabilidade da enzima LAsp em diferentes tampdes acompanhada no

tempo 68
4.9 Avaliacdo da lacase LAsp por técnicas eletroquimicas 69
4.9.1 Protocolo 9 — voltametria ciclica de TEMPO e ABTS 69
4.9.2 Protocolo 10 — deposi¢ao de lacase (LAsp) na superficie do eletrodo GCE 70

4.9.3 Protocolo 11 —acompanhamento eletroquimico da oxidag@o do glicerol lacase/TEMPO-
mediada 70
4.9.4 Protocolo 12 — modificagdo do eletrodo de carbono vitreo utilizando nano compostos de
zellitas e grafeno 71

4.10 Avaliacao da lacase LAsp e complexos nanozedlita por Ressonincia Paramagnética

Eletronica — EPR 73
5 RESULTADOS E DISCUSSOES 75
5.1 Sintese e Caracteriza¢ao dos Materiais Zeoliticos 75
5.1.1 Analises por DRX e FTIR das nanozedlitas sintetizadas 75

5.1.2 MEV e EDS das Nanozedlitas sintetizadas &3



5.1.3 MET e EDS do material FAU/Cu** 87
5.2 Silanizacao e funcionalizacio quimica dos materiais zeoliticos sintetizados 93

5.3 Estudo do comportamento das lacases LPO, LAB e LAsp na forma livre quando

variadas as condicoes reacionais 98
5.3.1 Temperatura 6tima das lacases LPO, LAB e LAsp 98
5.3.2 Termoestabilidade das lacases LPO, LAB e LAsp 99
5.3.3 pH 6timo das lacases LPO, LAB e LAsp 102
5.3.4 Estabilidade das lacases LPO, LAB e LAsp sob diferentes pHs 104
5.3.5 Efeito de metais de transi¢cao em solu¢ao na atividade catalitica das lacases estudadas
106
5.3.6 Concentracdo, troca de tampao e estudos da estabilidade da lacase comercial de
Aspergillus sp. (LAsp) 109
5.4 Imobilizacido enzimatica nos suportes nanozeoliticos e estudos dos complexos
formados 113
5.4.1 Imobilizacao das lacases LPO, LAB e LAsp nos diferentes suportes nanozeoliticos
sintetizados 113
5.4.2 Caracterizagdo por ATR-FTIR dos complexos nanozedlitas/lacases 116

5.4.3 Estudo das condi¢des o0timas de acdo dos complexos formados pela imobilizagdo das

lacases LPO, LAB e LAsp no suporte FAU/Cu?"/APTMS/GA 120
5.5 Reacoes de oxidacao do glicerol 125
5.5.1 Curvas padrao para quantificacao dos produtos de oxidacao do glicerol por HPLC 125
5.5.2 Reagoes de Oxidagdo do Glicerol utilizando os catalisadores selecionados 127
5.6 Estudos eletroquimicos 134
5.6.1 Investigacao eletroquimica utilizando o eletrodo GCE original aplicado a TEMPO,
ABTS, lacase e glicerol 134
5.6.2 Modificagdo da superficie de trabalho do eletrodo GCE utilizando nano compostos de
zeolitas e grafeno 145
5.6.3 Estudos eletroquimicos de ABTS, TEMPO, e derivados de TEMPO 153
5.7 Analises de EPR na banda X da lacase LAsp livre em solucdo ou imobilizada em
nanozedlitas 156
6 CONCLUSOES 170
7 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS 172

REFERENCIAS 173



27

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,”® %7

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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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Biodiesel e a geracao de glicerol

Nas ultimas décadas, o aumento na emissao de gases do efeito estufa devido a diversas
atividades humanas, entre elas, a queima de combustiveis fosseis, foi amplamente indicado
como um dos principais contribuintes ao aquecimento global. Sabe-se que, desde a revolugdo
industrial, a humanidade tornou-se altamente dependente desta fonte de energia. No entanto,
sabe-se também que, o aumento da temperatura média da Terra, pode ocasionar sérias
catastrofes naturais, e colocar a vida neste planeta em risco. Esse confronto entre a necessidade
energética versus os problemas que o consumo desta fonte pode ocasionar movimenta desde
entdo a busca por fontes alternativas de energia. Esta constante busca por combustiveis
alternativos, tem estimulado ¢ intensificado o esfor¢o da comunidade cientifica, na criagao de
novas tecnologias, a serem aplicadas na geracdo de energia limpa ¢ renovdvel a partir de
diversas fontes da biomassa. Neste aspecto, destaca-se o biodiesel, uma forma de energia
renovavel ¢ biodegraddvel, constituida por uma mistura de ésteres monoalquilicos com longa

cadeia de 4cidos graxos.?

A firme politica nacional de incorporacdo do biodiesel na matriz energética brasileira
(Lei n° 11.097/2005), acarretou no crescimento acelerado de sua produgdo — desde margo de
2020, 12% do diesel comercial é obrigatoriamente composto por biodiesel.*® Como
consequéncia, cresceu também a quantidade do coproduto gerado, o glicerol bruto. Atualmente
o Brasil ¢ o terceiro maior produtor e consumidor de biodiesel no mundo, produzindo também,
grande quantidade de glicerol. Com esta grande producdo, o glicerol do biodiesel acaba
saturando o mercado brasileiro e levando a redug¢do dos precos deste produto, e assim, sua
desvalorizacao. Com o objetivo de reduzir os futuros problemas por acumulagdo de glicerol
e tornar a producdo de biodiesel mais rentdavel, a implementacdo de estratégias tecnologicas
que utilizam o glicerol como unica fonte de carbono para obtencgdo de produtos de maior

valor agregado, vem sendo estudada como uma promissora alternativa.’'

2.2 Quimica do glicerol

O glicerol (1,2,3-propanotriol), € utilizado principalmente nas industrias de detergentes,
alimenticia, de cosméticos e farmacéuticos, mas tem potencial para ser utilizado na sintese de

compostos quimicos de alto valor econdomico, ¢ que podem ser utilizados nestas mesmas
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industrias.> Para isso, o glicerol pode ser submetido a varios processos quimicos de

transformagdo, entre eles, oxidacdo, hidrogendlise, desidratacdo, pirdlise/gaseificagao,

transesterificacdo/esterificacdo, eterificagdo, polimerizacdo/ oligomerizacdo e carboxilagdo,

como pode ser visto na Figura 1.3

Figura 1. Processos de conversao catalitica do glicerol.
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Como exemplo, a obtencdo de acroleina pela desidratagdo do glicerol e sua oxidagdo
a dcido acrilico, tem chamado atencdo nos ultimos anos.>? 3% 3% 35 Estas reacdes ocorrem na
presenga de catalisadores acidos — principalmente heterogéneos —, em condi¢des reacionais
extremas — altas temperaturas e pressoes —, que levam a perda de atividade do catalisador, o que
muitas vezes, torna suas aplicagdes desvantajosas, por nao ser possivel a regeneracao do mesmo
ap6s reagdo.’® A sintese da acroleina segue duas rotas principais: a desidratagdo do grupo
hidroxila primario gerando hidroxiacetona ou acetal, enquanto a desidratagio do grupo
hidroxila secundario produz Propano-1,3-diol, o qual pode ser, posteriormente, desidratado a

acroleina, produto este, utilizado industrialmente na producio de acido acrilico.*’

2.3 Oxidacao do Glicerol

O glicerol ¢ uma molécula altamente funcionalizada, pois possui trés grupamentos —OH
em sua estrutura. Essa caracteristica permite sua utilizacdo — como matéria prima — para a
produgdo de derivativos oxigenados de alto valor. Entretanto, como a oxida¢ao do glicerol pode
resultar na geracdo de um grande numero de produtos (Figura 2) — estes sujeitos a
superoxidacao —, a oxidagdo seletiva desta molécula é bastante desafiadora. A oxidacao de
um grupo hidroxila primario da molécula de glicerol gera acido glicérico e posteriormente acido
tartronico. A oxidag¢do do grupo hidroxila secundério gera dihidroxiacetona e a oxidagdo de
todos os trés grupos hidroxila leva a formagdo de 4cido mesoxalico.'® Portanto, o desafio
associado com as reacoes de oxidacdo catalitica do glicerol é a oxidacdo seletiva versus a

oxidacdo ndo seletiva.

Dentre os possiveis derivados quimicos passiveis de serem obtidos através da oxidagao
do glicerol, destacam-se: o dcido mesoxdlico, que ¢ utilizado na producdo de 4-clorofenil-
hidrazona, molécula conhecida como inibidora da HIV-1 reverse transcriptase;> % 7 o dcido
tartronico, que pode ser utilizado tanto como agente potencializador ou adjuvante na absor¢ao

, g srge o« 4 « A e . . , . 8
sanguinea do antibidtico tetraciclina, como coletor de oxigénio dissolvido em agua alcalina ° e,
alternativamente, ser utilizado como substrato na producao de acido mesoxalico — por oxidagao

— na presenga de catalisadores heterogéneos;” 1% !

o dcido glicérico, que ¢ utilizado na
produgdo de compostos de quimica fina, polimeros, ¢ na industria farmacéutica, por exemplo,

atua como agente biologicamente ativo da atividade antitripsina; a 1,3-dihidroxiacetona, que ¢
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utilizada na industria farmacéutica para a produ¢do de bronzeadores; e, por fim, o dcido

hidroxipiruvico, utilizado na produgio de aminoécidos.'?

Catalisadores homogéneos, heterogéneos e biologicos t€m sido amplamente utilizados
para a oxidagdo seletiva do glicerol. Mais recentemente, estudos tém sido direcionados para

aplicagio de processos fotocataliticos e eletroquimicos para esta finalidade.!* 3

Figura 2. Possiveis caminhos de reacdo e produtos formados na reagdo de oxidagdo do glicerol.
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2.3.1 Oxidacdo do glicerol via catalise heterogénea

A oxidagao do glicerol via catdlise heterogénea — catalisador em estado fisico diferente
dos demais componentes reacionais — utilizando oxigénio molecular como agente oxidante ¢
considerada uma das rotas mais atrativas para produgdo de derivados de interesse industrial
desta molécula.’’ A oxidagdo seletiva do glicerol tem sido obtida com uso de catalisadores
mono ou bimetdlicos, com destaque para Au, Pt, Pd, Rh, Co e Bi suportados, em geral, em
materiais de carbono — nanotubos, nanofibras, nanoesfereas, filmes, entre outros —, ou oxidos

— Si02, TiO2, CaO, entre outros. '437:38
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A seletividade da reacdo de oxidagdo de glicerol via rota heterogénea pode ser afetada
por vdrios fatores, tais como: tipo de solvente, pH, pressdo parcial do oxigénio, temperatura,
condi¢des de transferéncia de massa, natureza dos catalisadores envolvidos no processo,
métodos de sintese dos catalisadores, suas propriedades fisico-quimicas, concentracdo, e

também, do tipo de reator utilizado.* '+ 37

Apesar do carater heterogéneo destes catalisadores, seus custos sd@o muito elevados. O
preco do catalisador representa, por exemplo, cerca de 95% do valor total de producdo para
compostos como dihidroxiacetona, acido tartronico e acido mesoxalico devido a presenca de

metais nobres — até mesmo apos uso do catalisador por 10 ciclos.*

Além disso, em alguns casos, altas pressdes e temperaturas sao necessarias para maior
seletividade do produto de interesse. Problemas como a desativacdo devido ao envenenamento
por oxigénio durante a reacdo sdo comumente relatados para estes catalisadores metalicos, e a
desativagdo ¢, geralmente, proporcional a pressao parcial do oxigénio. Ademais, a deposi¢ao
de coprodutos sobre a superficie dos catalizadores também pode levar a desativacao, e etapas
de recuperacgdo sao necessarias antes da reutilizacdo dos mesmos. Isso tudo limita a reutilizagao

dos catalisadores e, por consequéncia, torna o processo ndo atrativo economicamente.’ !°

2.3.2 Oxidagao do glicerol via catalise homogénea

A oxidagdo do glicerol via catdlise homogénea — catalisador no mesmo estado fisico
que os demais componentes reacionais — ¢ em geral realizada utilizando oxidantes caros e em
quantidades estequiométricas, tais como, permanganato de potdssio e dcido crdmico — ambos
com impacto ambiental negativo (residuos toxicos). Essas desvantagens contribuem para o

reduzido interesse industrial na aplicacdo de processos deste tipo.% 1°

Ciriminna e Pagliaro (2003),* fizeram a comparagio entre a aplicagio do radical
nitroxil TEMPO livre em solugdo (catalise homogénea) e aprisionado em silica-sol-gel (catalise
heterogénea) na reagdo de oxidacao do glicerol. Em ambos os casos, eles utilizaram hipoclorito
de sodio (NaOCl) como agente restaurador e brometo (Br”) para a oxidagdo seletiva de glicerol

a acido mesoxalico. A conversao total do glicerol foi atingida para as duas rotas cataliticas, com
alta seletividade (~100%) a acido mesoxalico. Apesar de altas conversdes e seletividades para

ambos os casos, uma taxa de reacdo menor foi observada para o processo heterogéneo — o que
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pode ser compensado pela facil separagdo do produto no final da reacdo — e estd possivelmente
relacionada com fendmenos de transporte intrinsecos deste tipo de catalisadores. Por outro lado,
os conhecidos processos oxidativos mediados por TEMPO na presenca de NaOCl e brometo
tém problemas ambientais e toxicoldgicos — tipicos de catalise homogénea para oxidagao do

glicerol — que vao contra sua aplicagio, apesar de altas seletividades.*! 42

2.3.3 Oxidacdo do glicerol via biocatalise

Diversos microrganismos podem utilizar glicerol como fonte de carbono para produzir
biomassa e metabolitos através de processos de fermentagdo aerdbica ou anaerdbica — em geral
processos de longa duragdo e de baixa producao. Essa capacidade de biotransformacao esté
diretamente relacionada com o conteido enzimdtico destes microrganismos, como por
exemplo, as enzimas glicerol desidrogenase, glicerol desidratase, glicerol quinase e metanol

desidrogenase.’”> 3

A producdo de 1,3-dihidroxiacetona (DHA), por exemplo, ¢ realizada em larga escala

pela enzima glicerol desidrogenase da bactéria gram-negativa Gluconobacter oxydans,** **

a
qual realiza a oxidagdo incompleta do glicerol — em contraste com a maioria dos
microrganismos aerobicos, os quais oxidam glicerol até a formacao de didxido de carbono e

agua — em grandes tanques aerados e sob agitacdo mecanica.

Além de DHA, podem ser obtidos da oxidagdo do glicerol realizada por
enzimas/microrganismos produtos como acido glicérico, acido succinico, acido acético, 1,3-
propanodiol, acido latico, entre outros. Entretanto, esses processos ainda sao muito custosos,
pois exigem longos tempos de fermentagdo, com alta demanda de energia® e além disso, a
formagao dos produtos podem levar a inibi¢ao do catalisador, impedindo novas oxidagdes do

glicerol 443

Visando contornar os altos custos enzimaticos, catalisadores formados pela
imobilizacao da enzima glicerol desidrogenase de Cellulomonas sp em suportes solidos foram
aplicados na reaciio de oxidacdo do glicerol a dihidroxiacetona na presenca do cofator NAD™.#3
O biocatalisador obtido apresentou melhora na estabilidade da enzima, e pode ser utilizado por

10 ciclos, com menos de 9% de perda de produgdo. Sistemas deste tipo ilustram a possibilidade
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de combinac¢do de mais de um tipo de rota catalitica, no caso, biocatalise e catalise heterogénea,

na oxidagdo do glicerol.

Por fim, quando o potencial de redox do microrganismo — na verdade da(s) enzima(s)
envolvidas — limita o seu uso para substratos de interesse, mediadores de reagdo podem ser
utilizados para intermediar a transferéncia de elétrons do substrato para a enzima.’’ Por
exemplo, o mediador TEMPO foi utilizado na oxidacao do glicerol na presenca de lacase de
Trametes hirsuta para producao de gliceraldeido — outros produtos de oxidagdo do glicerol

foram também obtidos, como serd melhor descrito na secdo 2.5.1.'6

Com base no que foi revisado até o momento, ¢ evidente que a industrializa¢do de novos
processos para a oxidacdo do glicerol requer o desenvolvimento de novos catalisadores que
combinem as vantagens dos sistemas heterogéneos, homogéneos e biocataliticos — mais baratos,
eficazes e resistentes em comparagdo com os tradicionais catalisadores contendo metais nobres
—que controlem a orientagcdo quimioseletiva da rea¢dao de oxidacao do glicerol e, em paralelo,
sejam ambientalmente “limpos” € possam vir a ser economicamente viaveis — sistema ideal. O
sistema descrito por Liebminger et al. (2009),'® combina o uso da enzima lacase — biocatdlise
— imobilizada em suporte sélido — catdlise heterogénea — aplicada na oxidagao do glicerol em
um sistema TEMPO-mediado — catdlise homogénea —, vai em direcdo ao sistema ideal
mencionado acima. No entanto, ¢ um sistema complexo, ¢ o entendimento dos seus

componentes ¢ de extrema importancia, a comegar pela enzima utilizada: lacase.

2.4 Lacases

Lacase foi descrita pela primeira vez por Yoshida em 1883, apds a extracdo desta enzima
da arvore Rhus vernicifera.*® Posteriormente, diversos tipos desta enzima foram isolados de
plantas, insetos, fungos e de bactérias.*’ Lacases (p-difenol oxidases, EC 1.10.3.2) sdo
enzimas multi-cobre pertencentes ao grupo das oxidases azuis definidas como oxiredutases.
Elas catalisam a oxidag¢do de varios compostos — principalmente fenolicos, seus substratos
tipicos — com a concomitante reducdo de Oz a H20. A reducdo de oxigénio a agua ¢é possivel
devido a presenga de um aglomerado de quatro 4&tomos de cobre que formam o sitio catalitico
da enzima.*” %% Os 4tomos de cobre presentes nas lacases podem ser classificados em trés
tipos: um do tipo 1 (T1) — onde ocorre a ligagdo do substrato redutor —, um do tipo 2 (T2) e

dois do tipo 3 (T3), os quais formam um cluster trinuclear de cobre T2/T3. O oxigénio ¢
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reduzido a 4gua neste cluster, utilizando um elétron proveniente do sitio T1. Os diferentes
tipos de cobre podem ser distinguidos utilizando técnicas espectroscopicas na regido

ultravioleta/visivel (UV-Vis) e ressonancia paramagnética eletronica (EPR).*

2.4.1 UV-Vis e EPR dos cobres T1, T2 e T3 de lacases

A andlise de lacases por espectroscopia na regido UV-Vis permite caracterizar
parcialmente os cobres de seus sitios cataliticos. O sitio de cobre T1 em lacases ¢ caracterizado
por uma absorcio intensa em ~600 nm e & ~5000 M cm! devido & transferéncia de carga do

ligante para o metal, transicdo S(Cys)mr — Cu d, responsavel pela cor intensa azul da

—y2s
forma oxidada da enzima. O cluster trinuclear, onde oxigénio molecular ¢ reduzido a agua, ¢
formado por um ion cobre T2 e um centro binuclear de cobre T3. Ambos ions cobre no sitio T3
— geralmente antiferromagnéticamente acoplados via ponte com ligante — apresenta uma
absor¢ao caracteristica em 330 nm. O sitio T2 carece bandas de absor¢do intensa, mas pode ser

detectado por EPR .3 515253

EPR ¢ uma técnica espectroscopica util para o estudo e caracterizagdo estrutural dos
centros metalicos de cobre Cu(Il) presentes em metaloproteinas contendo cobre, como as

lacases. O elétron desemparelhado localizado no orbital d,2_,2 gera um espectro de EPR

caracteristico S = 1/2 com g > gz > 2.0023. Os is6topos naturais de cobre **Cu e %Cu —
abundancia 69 e 31 %, respectivamente — possuem spin nuclear / = 3/2 que acopla com o elétron
desemparelhado dando origem a divisao do sinal de EPR em quatro linhas (27 + 1) devido a
interagdo hiperfina. O sitio T1 exibe uma divisdo hiperfina paralela do cobre no espectro de
EPR (4] = (43-90) x 10 cm™"), enquanto o sitio T2, exibe uma larga divisio hiperfina paralela
do espectro (4 = (150-201) x 10* cm™). Por fim, a acoplagem dos cobres no sitio T3 torna-os
indetectaveis por EPR. Lacases possuem, portanto, um espectro de EPR resultado da
combinacdo dos sinais dos sitios T1 e T2, enquanto o centro T3 ndo ¢ detectado por EPR.>% 5t

3253 A Figura 3 exibe os espectros de absorgio ¢ EPR tipicos de lacases.™
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Figura 3. Tipicos espectros de absor¢do (A) e EPR (B) de lacases.
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Fonte: adaptado de BRANDER et al. (2015).34

2.4.2 Mecanismo geral de reacdo de lacases

Existem trés etapas principais na catalise por lacase. Inicialmente, o cobre T1 ¢ reduzido
pelo substrato — agente redutor — que €, por sua vez, oxidado. O elétron obtido do substrato ¢
entdo transferido internamente do cobre T1 para o cluster trinuclear formado pelos atomos de
cobre T2 e T3. A molécula de oxigénio (O2) se liga ao cluster onde ¢ reduzida a perdxido de
hidrogénio (H202). E postulado que a cavidade de ligagdo para o O2 é formada para impedir o
acesso de outros agentes oxidantes que nao o O2. O H202 ndo ¢ detectado fora da lacase durante
o estado estacionario da catalise, indicando que estd ocorrendo uma redugdo de Oz a agua
envolvendo 4 elétrons. Como um substrato que requer 1 elétron para sua oxidagao esta acoplado
a um sistema de reducdo de oxigénio envolvendo 4 elétrons, o mecanismo da reagdo nao pode
ser inteiramente direto. A operagdo da lacase pode ser comparada a de uma bateria, onde ocorre
armazenamento de elétrons de reagdes de oxidagao individuais de modo a reduzir oxigénio
molecular. Por isso, a oxidacao de quatro moléculas de substrato (agente redutor) ¢ necessaria

49

para reduzir completamente o oxigénio molecular a agua.”” A reagdo catalitica esta

esquematizada na Figura 4.
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Figura 4. Representagao do sitio catalitico e esquema reacional da lacase de Trametes hirsuta.

Fonte: SOSNA et al. (2010).5°

2.4.3 Sistemas lacase-mediador

Embora as enzimas lacase tenham como substratos especificos os compostos fenolicos,
o uso dessa enzima para diferentes substratos ¢ possivel com o auxilio de radicais mediadores.
Esse grupo de enzimas exibe diferentes potenciais redox — dependentes da fonte produtora —, e
podem ser divididas em trés grupos de acordo com seu potencial redutor: alto potencial redutor
(730-790 mV vs. NHE), médio potencial redutor (460-730 mV vs. NHE) e baixo potencial
redutor (< 460 mV vs. NHE).>® Em geral, a oxida¢do de um composto nio fenélico é impedida
devido ao seu alto potencial redox. No entanto, quando utilizados na presenga de radicais
mediadores, por exemplo, 1-hidroxibenzotriazol (HBT), N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina
(TEMPO) ou 2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) — ilustrados na
Figura 5 em cojunto com outros mediadores —, as enzimas lacase sdo capazes de oxidar
compostos ndo fenodlicos devido a um aumento consideravel em sua reatividade. Este sistema

conhecido como sistema lacase-mediador.*®

A familia de mediadores TEMPO — radicais N-oxil estaveis — foram aplicadas com
sucesso na oxidacdo de 4lcoois na presenca de lacase.’’ Foi observado que a oxidagdo é
dependente da presenca da enzima, e ndo somente da interagcdo entre substrato e o radical
N-oxil. Além disso, foi sugerido que a forma ativa de TEMPO ¢ o ion oxiamonio — resultante
da oxidacdo do radical N-oxil — e que este ion seria responsavel pela oxidacdo dos alcoois a

aldeidos sem a necessidade de transferéncia eletronica. A enzima lacase, por sua vez,
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regeneraria TEMPO da forma hidroxilamina, assim, o ion oxiamdnio seria recuperado tanto
pela oxirredugdo de TEMPO, ou através de oxidagdo pela lacase. Como as lacases sdo
reoxidadas por oxigénio, estes processos representam um sistema “limpo” de oxidagdo de

4lcoois por ar, catalisado pelo sistema lacase-mediador.>” 38

Figura 5. Estruturas moleculares de alguns mediadores empregados em sistemas lacase-mediador.
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Fonte: adaptado de FABBRINI et al. (2002).%

A oxidacao/reducao dos mediadores de lacases TEMPO e ABTS — principais
mediadores utilizados neste trabalho — sdo processos eletroquimicos complexos, conforme

descrito na proxima sessao.
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244 Eletroquimica dos mediadores TEMPO e ABTS

TEMPO ¢ conhecido por ser um radical N-oxil estdvel, e apresenta um comportamento
eletroquimico complexo. A forma ativa de TEMPO € o cdtion oxoaménio (TEMPO"), obtido
da oxidac¢ao do radical. Este ion ¢ o responsavel pela oxidagdo do substrato, que leva a redugao
de TEMPO™ para uma terceira espécie quimica, a hidroxilamina (TEMPQ). Para catalise
efetiva, a re-oxidagdo da hidroxilamina € necessdria, e este processo ¢ descrito como lento. Num
sistema lacase-mediado, a enzima atua sobre TEMPO para gerar TEMPO" ¢ também ¢
responsavel pela regeneragdo de TEMPO da oxidagdo da hidroxilamina. Dessa forma, o ion
oxoamoénio pode ser restaurado via desproporcionamento acido-induzido (lento) ou via
oxidacdo enzimatica (rapido). O Esquema 1 apresenta o mecanismo proposto de acdo do
sistema lacase/TEMPO mediado sobre um substrato®®. Voltametricamente, um par conjugado
de oxidagdo-reducao € reportado, assim como um pico de reducao — frequentemente irreversivel
—, referente a formagdo da hidroxilamina. Este comportamento ¢ descrito como dependente de
pH, sendo que em meios bésicos, a oxidagdo da hidroxilamina pode ser verificada, como

mostrado na Figura 6.

Esquema 1. Mecanismo proposto para oxida¢ao de um substrato por TEMPO num sistema lacase-mediado.
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Fonte : FABBRINI et al. (2002).%
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos em eletrodo disco de carbono vitreo para solugdes 10 mM de TEMPO em 50%

t-butanol/50% 4gua contendo carbonato de sodio/bicarbonato, pH 9,3. Velocidade de varredura 50 mV/s.
Temperatura 293 K.
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Para o ABTS, sdo descritos dois pares de oxidorredugdo reversiveis que envolvem um
elétron (ABTS/ABTS", ABTS*/ABTS ™), como mostrado no Esquema 2. A redugdo do cation
bivalente nem sempre ¢ detectada voltametricamente, pois depende da velocidade de varredura

e da concentracdo de analito na superficie do eletrodo.’® A Figura 7 ilustra o comportamento

eletroquimico de ABTS.%

Esquema 2. As formas oxidadas do ABTS.
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Figura 7. Voltamograma ciclico de solucdo 10 mM ABTS. Velocidade de varredura 200 mV/s. Insert apresenta

voltamogramas para diferentes velocidades de varredura.
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Fonte: adaptado de ESHTAYA et al. (2016).%°

Além de uma compreensdo basica dos mecanismos reacionais de lacases, € a interacao
destas enzimas com mediadores, ¢ importante abordar o tema aplicabilidade — em sentido de
larga escala. Lacases, como a maioria das enzimas comercializadas, sdo produzidas em larga
escala devido a tecnologia de DNA recombinante e aos avanc¢os na engenharia de proteinas. Os
processos envolvidos como sequenciamento, clonagem e expressdo heterdloga, extracdo e
purificagdo, sdo em geral muito caros.’! A aplicacdo de enzimas — catalisadores homogéneos —
em processos cataliticos industriais ¢, portanto, desencorajada devido aos altos custos de
producdo. Uma alternativa encontrada para contornar esses problemas, vastamente discutida
nas ultimas décadas, ¢ a imobilizacdo de enzimas, e assim, torna-las catalisadores heterogéneos

reutilizaveis. Imobiliza¢do enzimatica sera objeto das proximas secdes.

2.5 Imobilizacido de enzimas

O uso de enzimas — catalisador homogéneo — em processos industriais ¢ geralmente
limitado pelos altos custos em suas producdes. Para contornar esses empecilhos, a imobilizagdo
enzimdtica tem sido sistematicamente estudada. Existem diversos métodos de imobilizagao
enzimadtica, que podem ser subdivididos em métodos de imobilizacao fisicos — como adsor¢ao

e contencdo entre barreiras (microencapsulagdo, aprisionamento € incorporacao) —, ou quimicos
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— como ligacdo covalente e ligacdo cruzada (em suporte, ou formando agregados enziméaticos

“CLEAs”), 6% 635 como ilustrado na Figura 8.

A adsorc¢ao — deposicao da enzima sobre um suporte solido — € o método mais simples
de imobilizacao fisica de enzimas, no qual grupos superficiais do suporte interagem com grupos
de superficie da enzima, por atracdo eletrostatica, for¢as de van der Waals ou por ligagdo de
hidrogénio.®® Em geral, este tipo de imobilizacio causa pequenas modificagio na estrutura
nativa da enzima, quando comparado aos outros tipos de imobilizagao e, por isso, ndo promove

perdas significativas da atividade catalitica.®

O aprisionamento trata-se da contencdo da enzima dentro de uma matriz polimérica,
permitindo a entrada do substrato e a saida do produto, mas nao da enzima. O aprisionamento
pode ser em gel, em fibras ou em nano/microcapsulas. O método de ligacao consiste em ligar
enzima a suportes insoluveis, formando uma fase diferente do meio reacional, estas ligacdes
podem ser i6nicas (forca idnica), no qual o suporte possui grupos ionizaveis que interagem com
grupos da enzima; covalentes, como o proprio nome ja diz, tratam-se da formagao de ligagdes

covalentes entre um grupo ligante da enzima e o suporte.®’

Figura 8. Métodos de imobilizagdo enzimatica
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|

[Mémdos de Imobiliza(;ﬁo]

Métodos Métodos
fisicos Quimicos
I
covalente cruzada
I 1
‘ ADI'ISIOIIBHI Mlcro— In(:orpora(;an Ligacdo cruzada CLEAs
¢ em Gel/flbl’a e“GﬂPS"lﬂ(ﬁf’lﬂ em MOFs com suporte

@@ 2

Fonte: adaptado de DONG-MEI et al. (2018).%

& Enzima

A escolha do método de imobiliza¢do a ser utilizado depende das caracteristicas do
sistema no qual o catalisador gerado serd aplicado, sendo assim, a avaliagao das condi¢des de
cada técnica ¢ imprescindivel para a boa escolha, proporcionando um melhor resultado
reacional. Parametros tais como especificidade, tempo reacional, custos, entre outros devem ser

levados em consideracgdo.®
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2.5.1 Imobiliza¢ao de enzimas lacases

A imobilizacdo da enzima lacase em diferentes suportes solidos foi amplamente
estudada nos ultimos anos utilizando os diferentes métodos citados na se¢ao anterior, como
mostrado no trabalho de Fernandez-Fernandez et al.(2013).9? As 4reas de aplicagio para lacases
estdo aumentando, principalmente, devido a sua ampla faixa de possiveis substratos. Ademais,
substratos de interesse que nao podem ser oxidados devido unicamente ao impedimento estérico
ou ao seu altos potenciais redox, podem ser oxidados em sistemas envolvendo a lacase e

moléculas mediadoras da oxidacdo.®’

As aplicagdes destas enzimas abrangem diversos setores. Elas podem ser utilizadas, por
exemplo, na descoloragdo de corantes, na degradacdo de xenobidticos no tratamento de aguas
residuais, no design de biosensores e na detec¢do de fendis em aguas residuais. Além disso, sdo
diversas as aplicacdes nas industrias alimenticia, de papéis — como exemplo os higiénicos —, €
téxtil. A aplicacao de lacases nos setores citados ¢ ainda mais vantajosa quando feita a
imobilizacdo destas enzimas em suportes adequados, que possibilitam seu reuso, aumentam sua
estabilidade, e at¢ mesmo sua atividade catalitica. Essas propriedades t€ém atraido a atengdo
para o estudo de novos suportes para imobilizagdo de lacases cada vez mais efetivos nas

aplicagdes existentes e, além disso, para uso em novas aplica¢des.®” Lacases imobilizadas em

68; 69; 70; 71 72;73;74;75;76;77; 78; 79; 80

suportes orgdnicos, e inorgdnicos, sdo alguns exemplos destes

catalisadores aplicados aos sistemas indicados.

Salis et al. (2009),’® fizeram a extracdo, purificacdo e imobilizacdo da lacase do
cogumelo P. sajor-cuju em silica mesoporosa (SBA-15), e aplicaram o complexo nas reagdes
de oxidacdo de uma mistura de quatro compostos fenolicos: acido protocatequinico, acido
ferualico, acido sindpico e acido caf€ico. Estes compostos estdo comumente presentes nas dguas
residuais das moendas de azeitonas, e sdo determinantes na fitotoxidade destas aguas. 100%
dos compostos fenolicos foram eliminados em menos de 100 minutos para o primeiro ciclo de
aplica¢dao do complexo e, apds 10 usos, 84% do substrato foi convertido. Em geral, os dados
demonstraram excelente estabilidade enzimatica apds imobilizagado, e potencial aplicagdo para

o tratamento de dguas residuais.

Retornando ao trabalho de Liebminger et al. (2009),'¢ em que estudaram a oxidagio de
glicerol por N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO) na presenca de lacase de 7. hirsuta.

A andlise dos produtos da reagdo indicou a oxidagdo sequencial a gliceraldeido, 4cido glicérico
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e acido tartronico, resultando finalmente em acido mesoxalico. A obten¢do dos produtos foi
dependente da concentragdo de TEMPO utilizada. De modo a reduzir o custo da utilizacdo da
enzima, que atua na regeneracao da molécula TEMPO, a oxidag¢do do glicerol foi feita também
com o uso de lacase imobilizada em pellets de alumina. Apos 24 horas de reagdo utilizando a
enzima livre, aproximadamente 70% do glicerol foi convertido, sendo que, para o caso de lacase
imobilizada, a conversdo foi de apenas 10%. A enzima livre sofreu perda de 76% de sua
atividade apds 24 horas de reacdo, enquanto que para a enzima imobilizada essa perda foi de
55%, indicando maior estabilidade apos a imobilizagdo. Em um trabalho similar, Hong ef al.
(2015),'3 reportaram a conversdo de glicerol a 4cido glicérico — 7% do produto final — pela
oxidacdo TEMPO-mediada da lacase de Trametes versicolor imobilizada em alginato de sddio.
Eles compararam os resultados obtidos com os do trabalho pioneiro,'® e indicaram que as
diferencas observadas sdo provavelmente relacionadas a natureza do suporte de imobilizagao,
ao método de imobilizagdo e as fontes enzimaticas — lacases de diferentes organismos

apresentam diferentes potenciais redutores.

Em um outro trabalho, Hong et al. (2017),!” fizeram um estudo comparativo entre dois
métodos de imobilizagdo — aprisionamento em matriz de alginato de sodio e ligagdo covalente
em aluminato sinalizado — para a lacase de Trametes versicolor. Foram realizados estudos
sistematicos da estabilidade e manutencao da enzima imobilizada, assim como a aplicagdo dos
complexos em reagdes de oxidacdo de glicerol nas mesmas condi¢des dos trabalhos citados no
paragrafo anterior. Neste caso, os produtos principais obtidos foram gliceraldeido e acido
glicérico, e o método de aprisionamento teve producao duas vezes superior quando comparado
com o método de ligacdo covalente. Os autores afirmaram que a complexidade de aplicagdo
destes catalisadores na oxidagao do glicerol € elevada, pois ndo ¢ um sistema de oxidagao direta,
e envolve a acdo de um intermedidrio de reacdo (TEMPO), com uma constante troca de elétrons

entre todos 0s componentes reacionais.

Embora seja grande e variado o nimero de suportes utilizados para a imobilizagao de
lacases, uma classe de materiais — vastamente utilizada para imobilizagdo enzimatica — tem sido
também utilizada para imobiliza¢io de lacases, as zedlitas.””> > 7 Essa classe de materiais é

descrita a seguir.
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2.6 Zeolitas, nanozedlitas e sinteses de materiais zeoliticos

Zedlitas s@o alumino-silicatos cristalinos, microporosos e hidratados, formados a partir
de uma rede tridimensional de (Si0,)*~ e (Al0,)°~ ligados tetraedricamente um ao outro pelo
compartilhamento dos atomos de oxigénio.®!: 8 Elas formam estruturas poliméricas a partir de
unidades tetraédricas TOs, no qual T é um fon Si** ou AI’*. Cada 4tomo O é compartilhado
entre 2 atomos T, com angulos T-O-T em torno dos atomos de oxigénio no intervalo de 125° a
180°, sendo esta a razdo da existéncia de varias estruturas diferentes. A féormula estrutural da

zedlita é baseada na célula unitaria cristalografica:®

M,/n[(A10;),(510,), ] - WH,0
No qual M ¢ um cétion alcalino ou alcalino terroso, # ¢ a valéncia do cation, w ¢ o niimero de
moléculas de dgua por célula unitaria, x e y s3o os numeros totais de tetraedros por célula
unitaria.

A presenca dos atomos de aluminio na rede induz a uma carga liquida negativa que pode
ser variada mudando a relagdo Si/Al. Essa carga negativa ¢ neutralizada pela presenga de
cations metalicos ou organicos, denominados cations extra-rede, geralmente localizados nos
canais e cavidades, podendo ser trocados pelo tratamento de troca i6nica com uma solucgao
salina em condicdes fisico-quimicas apropriadas.

A estrutura tridimensional das zeodlitas parte da formacdo das unidades primdrias de
constru¢do composta pelos tetraedros do tipo TOa, seguidas das junc¢des destas unidades para
formagao das unidades secundarias de construgdo constituidas de 4 a 16 atomos de T formando
16 tipos de unidades diferentes,®** que entdio se ligam pra formar unidades mais complexas

85;86

conhecidas como unidades poliédricas de construgao, e estas unidades formam os diferentes

tipos de zeodlitas. A Figura 9 mostra a estrutura de alguns tipos de zedlitas.
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Figura 9. Estrutura de quatro tipos de zedlitas (faujasitas X e Y; ZSM-12; ZSM-5 ou silicalita-1; Theta-1 ou ZSM-
22) e seus respectivos sistemas microporosos e dimensoes.
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Fonte: adaptado de WEITKAMP (2000).%”

As nanozedlitas ttm um tamanho menor que 1000nm e as suspensdes coloidais de
zedlitas com tamanho de particulas inferiores a 200 nm tém recebido uma atengdo especial.?®
A diminuicao dos materiais zeoliticos da escala micrométrica para a escala nanométrica acarreta
mudangas nas propriedades fisico-quimicas desses materiais. A propor¢ao entre o nimero de
atomos (externos/internos) aumenta rapidamente com a reducao do tamanho das particulas,
assim nanozedlitas possuem uma ampla area de superficie externa e alta atividade catalitica
superficial. A acidez da superficie externa tem grande importancia quando a zedlita € destinada
a ser utilizada como catalisador em reagdes envolvendo moléculas volumosas. Além disso, os
nanocristais de zeolitas tém reduzida limitagdao de difusdo em comparagao com os cristais de

zedlitas de tamanho micrométrico.?% %

A sintese dos nanocristais de zeolita na forma de suspensdes coloidais estaveis foi um
dos desenvolvimentos mais importantes na ciéncia das zeodlitas durante na década de 1990.
Vérios materiais microporosos das familias MFI-, LTA-, FAU-, BEA- foram preparados na
forma de suspensdes coloidais com distribui¢do de tamanho na escala nanométrica. Estudos
indicam que a sintese desses materiais ¢ direcionada pela composi¢ao quimica global da mistura

dos reagentes e as variaveis termodindmicas.®’
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Nanozeolitas oferecem amplas vantagens em aplicacdes cataliticas e adsortivas. Entre
suas utiliza¢des, podemos citar seu uso em sensores, filmes, diagndsticos médicos e separagdo
de materiais. Além disso, elas também podem ser utilizadas na constru¢do de materiais

estruturados e na sintese de s6lidos porosos.”

A via hidrotérmica ¢ o principal processo de sintese de zedlitas/nanozeolitas, no qual
geralmente sdo necessarios uma fonte de silicio (Si02), uma fonte de aluminio (Al203), um
solvente (H20) e um agente mineralizante como OH", e, para zedlitas com alta razdo Si/Al,
moléculas organicas atuantes no direcionamento de estruturas (Structure Direction Agent -
SDA). Os cations metalicos inorginicos, como Na® ou K tem importante papel na
neutralizagdo da carga da estrutura. Silica coloidal e silica amorfa sdo as fontes de silicio mais
comumente usadas na sintese de zeolitas, enquanto as fontes de aluminio sdo aluminato de s6dio

e hidroxido de aluminio.’!

Na forma mais comum as zeolitas possuem Si e Al na sua composi¢do, mas no protocolo
de sintese o aluminio pode ser substituido por outros metais como o titanio, germanio, vanadio
— entre outros —, possibilitando a sintese de novos materiais, com estruturas que além dos
tetraedros de silicio, possuem unidades octaédricas destes materiais. A ordem de adicao e os
tipos de reagentes sdo fatores influentes na sintese das zeolitas. Fatores como velocidade de
agitacao do sistema (homogeneizacdo), envelhecimento do gel, temperatura de cristalizagao
também sao influentes na sintese. A interferéncia nos parametros de sintese permite a obtengao

de diversas estruturas diferentes de ze6litas.”!

Considerando, principalmente, as modificacdes fisico-quimicas na superficie externa
desses materiais na escala nanométrica outras aplicagdes podem ser exploradas, tais como o

uso de nanozedélitas para a imobilizacio de enzimas.”

2.6.1 Imobilizacdo de enzimas em materiais zeoliticos

O uso de zedlitas como suporte de imobilizagdo enzimatica é considerado uma maneira
apropriada de combinar as vantagens de ambos catalisadores heterogéneos e enzimaticos. Este
processo de imobiliza¢do de enzimas em suportes zeoliticos ja vem sendo explorado, com

sucesso, ha cerca de duas décadas, principalmente para as ze6litas mais tradicionais.!® 2% 2!
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As zedlitas apresentam algumas caracteristicas fisico-quimicas peculiares que as tornam
muito atraentes para a imobilizacdo de enzimas. As zedlitas sdo materiais que apresentam
propriedades de facil modulacdo, tais como comportamento hidrofilico/hidrofébico, carater
acido/base, resisténcia quimica e mecanica, tamanho e morfologia cristalina, area externa/area
superficial total e o didmetro dos poros. Sua dispersao/recuperacao facil em agua representa
uma vantagem adicional.®® Um dos mais importantes parAmetros na composigdo da estrutura
da zedlita ¢ a propor¢cdo Si:Al. De fato, a quantidade de aluminio da estrutura cristalina
determinard o balango de carga total da zeolita, além disso a quantidade e os diferentes tipos de
cations de compensagao necessarios para estabilizar a estrutura zeolitica influenciam

drasticamente as caracteristicas hidrofobica/hidrofilica e acido/base da zeolita.?!

Sao, em geral, recentes os trabalhos utilizando zeolitas como suportes para imobilizagao
de lacases. Celikbicak et al. (2014),”® utilizaram a ze6lita natural Heulandita modificada com
polimeros funcionais para imobilizacdo covalente da lacase de 7. versicolor e obtiveram
complexos mais estdveis e com maior eficiéncia na descoloragdo corantes, em comparagdo com
a enzima livre. Em outro estudo, Wehaidy et al. (2019),” aplicaram a zedlita tipo X como
suporte para imobilizacdo da lacase de P. durus e obtiveram um bom catalisador — estavel —
para a descoloracdo de corantes e tratamento de dguas residuais. Mais recentemente — 2020 —
um estudo comparou a utilizagdo de zedlita Y (NaY), e seus derivados apos desaluminagao
(DAY) e dessilicacdo (DSY), para imobilizagdo por adsorcdo da lacase de T. versicolor e
aplicacdo dos complexos na biodegradacdo de bisfenol A. Eles observaram que todos os
complexos foram mais estaveis e efetivos em comparacdo com a enzima livre, com destaque

para o complexo DAY.”’

Embora desde a década de 1990 as nanozedlitas tenham recebido consideravel atengao
devido ao seu elevado potencial em solucionar problemas de difusdo na catalise de moléculas
grandes e na preparacdo de materiais zeoliticos estruturados com uma porosidade hierarquica,
apenas recentemente esses nanomateriais comecaram a ser utilizados para algumas aplicacdes
ndo convencionais — imobilizagdo de enzimas, por exemplo — devido as propriedades fisico-

quimicas atrativas de suas superficies.*?

De maneira analoga as zeoélitas na escala micrométrica, as nanozeoélitas sdo também
capazes de imobilizar enzimas. Estudos sistematicos da aplicagdo de nanozeodlitas para
imobilizacdo enzimatica sdo bastante recentes, datando da década de 2000. Os principais

estudos reportados na literatura tratam da imobilizagdo de biomoléculas em nanozeolitas das
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familias LTL (Citocromo C, Mioglobina e Transferrina),> Beta (Tripsina, Ferritina,
Ovalbumina, Lisozima, Peptideos e Tirosinase),?* 2% 2% 25 Silicalita-1 e ZSM-5 (Ferritina,

Ovalbumina e Lisozima).?* %3

Em um estudo bastante recente de Mahmoodi et al. (2020),%> um composto formado
por nanozedlitas em conjunto com nanotubos de carbono foram utilizados para imobilizagao
covalente da enzima lacase — organismo de origem ndao mencionado no texto — e aplicagdo na
descoloragao de Direct Red 23. O nanocomposto obtido foi utilizado por diversos ciclos
manteve excelente performance de degradacdo do corante testado, e eles apontaram também

melhora na termoestabilidade da enzima ap6s imobilizagao.

Embora nanozeolitas de estruturas cristalograficas diferentes tenham sido utilizadas, os
dados dos estudos mencionados acima revelam um padrdo de comportamento bastante
semelhante no tocante a imobilizacdo de enzimas: grande quantidade de biomoléculas
imobilizadas, alta estabilidade térmica, e alta eficiéncia dos complexos formados. A alta
eficiéncia catalitica dos biocatalisadores — complexos nanozeodlitas/enzimas — pode ser
atribuida a grande area superficial € a uniformidade da estrutura cristalina,”® e é certamente

resultado das interagdes fisico-quimicas entre enzima e suporte.

Em sintese, a revisdo bibliografica realizada abordou um sistema pouco estudado até o
momento — a oxidagdo do glicerol lacase/TEMPO-mediada —, de alto valor econdmico-
industrial e, principalmente, de carater sustentavel. Adicionalmente, foi levantada a necessidade
de obter-se um catalisador efetivo e seletivo para esta aplicacdo. Este catalisador seria
possivelmente obtido a partir da imobilizacdo da enzima lacase em um suporte que mantivesse
— ou até mesmo, melhorasse — sua atividade catalitica neste sistema. Seriam nanozedlitas
suportes efetivos para esta aplicagcdo? Essa pergunta chave foi a base e motivou este estudo.
Além disso, até o presente momento — no melhor do nosso conhecimento — ndo se encontra na
literatura registros do uso de nanozeolitas como suporte solido para imobiliza¢ao das enzimas
lacases de Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus e Aspergillus sp. e aplicagdo dos complexos
nas reagoes de oxidagdo seletiva do glicerol — ndo ha relatos também do uso destas enzimas

imobilizadas em outros suportes ou na forma livre no sistema proposto.
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3  OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivos principais: a sintese e caracterizacao de diferentes
tipos de nanozeolitas; a preparacdo e estudo dessas matrizes zeoliticas como suporte para
imobilizacdo de lacases derivadas de diferentes microrganismos; e, por fim, avaliar a aplica¢ao

de enzimas livres ou imobilizadas na catalise oxidativa do glicerol TEMPO-mediada.

3.2 Objetivos especificos

e Sinteses das nanozeolitas FAU, TS-1, ZSM-5, BEA e LTA;

e Caracterizagdo das nanozeolitas sintetizadas por técnicas de fisica do estado sélido, tais
como: Difracao de Raios-X de materiais policristalinos (DRX), Microscopia Eletronica
de Varredura e Transmissdao (MEV e MET), Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR);

e Funcionalizacdo dos materiais nanozeoliticos com uso de agentes espagadores 3-
aminopropil-trimetoxisilano (APTMS) e glutaraldeido (GA) para posterior utilizagdo
destes na imobilizacdo de lacases covalentemente.

e Elaboracdo de protocolos para estudos enzimaticos no tangente as técnicas de
imobiliza¢do, medida de atividades e caracterizagdes bioquimicas.

e Imobilizacdo das lacases comerciais dos organismos Pleurotus ostreatus, Agaricus
bisporus e Aspergillus sp. sobre os novos suportes zeoliticos funcionalizados;

¢ Quantificagdo da quantidade de proteina adsorvida nos suportes zeoliticos pela técnica
de absor¢do molecular na regido uv/vis em 595 nm utilizando Coomessie G-250;

e Avaliacdo das atividades enzimdticas dos complexos pela oxida¢do de 2,2-azinobis-
(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), para a selecdo dos complexos que
apresentaram maiores atividades para aplicagdo na reagdo de oxidagdo do glicerol;

e Aplicagdo das nanozeodlitas como sintetizadas e das enzimas livres em reacdes de
oxidacdo do glicerol TEMPO-mediada para controle (branco) da a¢do isolada das
biomoléculas e dos suportes na reacdo proposta;

e Aplicacdo dos complexos lacase/nanozedlita selecionados na reagdo de oxidagdo do

glicerol TEMPO-mediada.
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Analise dos produtos de oxidacdo por cromatografia liquida de alta performance e
variagdo das condigdes experimentais visando otimizagdo de produgdo e maior
seletividade catalitica dos materiais selecionados;

Estudos por meio da técnica espectroscopica Ressondncia Paramagnética Eletronica
(EPR), e da técnica eletroquimica Voltametria Ciclica (CV) da lacase LAsp na forma
livre ou imobilizada, para auxiliar o entendimento dos mecanismos reacionais
envolvidos, ¢ também as variagdes em relacdo a sua estrutura-fun¢ao devido as

interacoes fisico-quimicas entre enzima e suportes.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes utilizados neste trabalho, incluindo enzimas, foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Foram utilizados sais inorganicos e as bases organicas para a preparacao das
matrizes nanozeoliticas, assim como compostos organicos utilizados na funcionalizagdao
quimica destes materiais, de acordo com protocolos descritos nas proximas secdes. As enzimas
estudadas foram as lacases (EC 1.10.3.2) de Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus e
Aspergillus sp.. Glicerol (>99%), N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO) e 2,2'-azino-
bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), 4-oxo-TEMPO, 4-amino-TEMPO, 4-
hydroxy-TEMPO, 6xido de grafeno (15-20 folhas, 4 — 10% bordas-oxidadas), nanoplatelets de
grafeno, catecol, solugdo nafion (5% em dlcoois de cadeia curta), etanol (99,8%), acidos e
solventes e padrdes cromatograficos. Todos os reagentes foram utilizados como adquiridos,
exceto a lacase de Aspergillus sp., que em certos casos passou por um processo de filtragem,

protocolo descrito no item 4.8.

4.1 Sinteses das nanozeodlitas

Seguindo as metodologias descritas na literatura, foram sintetizadas as nanozedlitas
Faujasita tipo X (FAU),%:® Titanosilicalita 1 (TS-1),% %> ZSM-5, °® Linde tipo A (LTA),” e

Beta (BEA),” com adaptagdes pertinentes ao sistema estudado.

4.1.1 Sintese da Nanozeolita Faujasita tipo X

A nanozeolita faujasita tipo X foi sintetizada de acordo com o seguinte protocolo: 5,34
g de hidroxido de sodio e 2,42 g de aluminato de sddio foram solubilizados em 50,0 g de 4gua
destilada. A solugdo formada foram acrescentadas 3,43 g de silica fumed, para que a proporgao
molar do gel de sintese, 5,5 NaxO: 1,0 Al203: 4,0 S102: 190 H20, fosse completada. O gel foi
entdo deixado sob agitacdo magnética (250 rpm) para cristalizacdo por 2 dias a 60 °C. O produto
obtido, denominado FAU/Na*, foi recuperado por centrifugagdo (15000 rpm), lavado com agua
deionizada repetidamente, e seco em estufa a 50 °C por 24 horas. Os padrdes de DRX desta

amostra estao ilustrados na Figura 12, e com mais detalhes na Figura 15.
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4.1.2 Sintese da Nanozeolita Titanosilicalita 1

A sintese da nanozeolita Titanosilicalita 1 foi feita de acordo com o seguinte protocolo:
26,4 g de tetraetilortosilicato e 2,52 g de tetrabutilortotitanato foram adicionadas em um frasco
de polipropileno e agitadas a temperatura ambiente (~10 min) até a formagdo de uma mistura
homogénea. Em um recipiente separado, 44,14 g de uma solu¢do de hidroxido de
tetrapropilamonio 1M foi misturada com 6,91 g de 4gua deionizada. A solugdo de base orgénica
diluida foi entdo cuidadosamente adicionada a mistura de silicato e titanato (sob agitacao
vigorosa) a taxa de 1 mL min! com auxilio de uma bureta. Ao fim da adi¢io, o contetido foi
deixado sob agitagdo por 1 hora, seguido da adicdo de 6,91 g de dgua destilada a mistura, para
que a propor¢ao molar final do gel, 0,36TPAOH: 0,06TiO2: 1,00S102: 16,2H20: 4EtOH:
0,24BuOH, fosse atingida. A solugdo resultante foi deixada sob agitacao overnight, envelhecida
em condi¢des estaticas por 1h, transferida para recipiente de teflon 120 mL, e este colocado em
uma autoclave de ago inox, hermeticamente fechada, e por fim levado para cristalizacdo em
estufa a 100 °C por 24 horas. O produto obtido foi recuperado por centrifugagdo (16.000 rpm),
lavado com agua deionizada repetidamente, e seco em estufa a 50 °C por 16 horas. O so6lido
final, denominado TS-1, foi calcinado a 500 °C por 8 horas para remocao da fase organica. A
amostra calcinada foi denominada TS-1¢. Os padroes de DRX das amostras como sintetizada
e apos calcinagdo estdo ilustrados na Figura 14, com mais detalhes para a amostra calcinada na

Figura 17.

4.1.3 Sintese da Nanozeolita ZSM-5

A sintese da nanozeolita ZSM-5 foi feita de acordo com o seguinte protocolo: uma
solucao contendo 0,34 g isopropoxido de aluminio, 30,60 g hidréxido de tetrapropilamonio 1M
e 11,70 g de 4gua destilada foi preparada em um frasco de polipropileno. A solugdo formada
foi deixada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por uma hora. Depois de decorrido
o tempo de agitag¢do, 17,11 g tetraetilortosilicato foram adicionadas gota-a-gota com o auxilio
de uma bureta a esta solugdo, e o conjunto deixado sobe agitacdo por 72 horas em temperatura
ambiente. Posteriormente, a suspensao formada foi transferida para recipiente de teflon 120
mL, e este colocado em uma autoclave de ago inox, hermeticamente fechada, e por fim levado
para cristalizacdo em estufa a 90 °C por 24 horas. A composi¢ao molar final foi 4,5(TPA)20:

0,25A1203: 25S102: 599H20. O produto obtido foi recuperado por centrifugacao (19000 rpm),



56

lavado com 4gua deionizada repetidamente, e seco em estufa a 50 °C por 24 horas. O sélido
final, denominado ZSM-5, foi calcinado a 500 °C por 8 horas para remocao da fase orgénica.
A amostra calcinada foi denominada ZSM-5¢. Os padroes de DRX das amostras como
sintetizada e apos calcinagao estdo ilustrados na Figura 14, e com mais detalhes para a amostra

calcinada na Figura 17.

4.1.4 Sintese da Nanozeolita LTA

A sintese da nanozeoélita LTA foi feita de acordo com o seguinte protocolo: em um
frasco de polipropileno, 0,26 g de hidroxido de sddio foram dissolvidas em 17,90 g de 4dgua
destilada. Apds dissolugdo, 53,01 g de hidroxido de tetrametilamonio foram adicionados a
mistura. A solug¢do final anterior foi dividida igualmente em dois béqueres. Ao conteuido de um
dos béqueres, foram adicionadas 4,21 g de isopropoxido de aluminio, e a mistura deixada sob
agitacdo magnética até clareamento da solugdo. Ao outro béquer, foram adicionadas 9,01 g de
silica coloidal (Ludox 40%), e o contetido mantido sob agitacdo magnética até homogeneizagao.
Para prosseguimento da sintese, o conteudo do béquer contendo isopropoxido de aluminio foi
adicionado ao béquer contendo silica coloidal, e mistura final agitada magneticamente até
forma¢do de um gel expesso. O gel foi entdo deixado sob condigdes estaticas e temperatura
ambiente por 4 dias para envelhecimento. Apds o envelhecimento, o gel foi transferido para
recipiente de teflon 120 mL, e este colocado em uma autoclave de aco inox, hermeticamente
fechada, e por fim, levado para cristalizagcao em estufa a 100 °C por 24 horas. O produto obtido
foi recuperado por centrifugacdo (18000 rpm), lavado com agua deionizada repetidamente, e
seco em estufa a 80 °C por 12 horas. O sélido final, denominado LTA, foi calcinado a 600 °C
por 9 horas para remoc¢do da fase orginica. A amostra calcinada foi denominada LTAc. Os
padrdes de DRX das amostras como sintetizada e apds calcinagdo estdo ilustrados na Figura

14, e com mais detalhes para a amostra calcinada na Figura 15.

4.1.5 Sintese da Nanozeolita Beta

A sintese da nanozedlita Beta foi feita de acordo com o seguinte protocolo: em um
frasco, 0,56 g de isopropdxido de aluminio foram dissolvidos em 37,0 g de hidroxido de
tetractilamdnio, e o conteudo agitado magneticamente por uma hora. Em seguida, 6,05 g de

Cab-o-sil foram adicionadas a solugdo anterior, e o gel formado deixado sob agitacao overnight
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para envelhecimento. Apds o envelhecimento, o gel foi transferido para recipiente de teflon 120
mL, e este colocado em uma autoclave de aco inox, hermeticamente fechada, e por fim, levado
para cristalizagdo em estufa por 5 dias a 140°C. O produto obtido foi recuperado por
centrifugacao (18000 rpm), lavado com 4gua deionizada repetidamente, e seco em estufa a 80
°C por 12 horas. O sélido final, denominado BEA, foi calcinado a 600 °C por 9 horas para
remo¢ao da fase organica. A amostra calcinada foi denominada BEAc. Os padrdes de DRX das

amostras como sintetizada e apds calcinacao estao ilustrados na Figura 14.

4.1.6 Troca Ionica da Nanozeélita FAU/Na" com Cu?*

A troca i6nica foi realizada conforme descrito na literatura.?® ** Quantidades de sélido
(FAU/Na") foram suspensos em solugdes 0,5 molar (0,5M) de sulfato de cobre penta-hidratado
(propor¢do 1 g de nanozeolita para 30 mL de solu¢@o), mantidos em agitagdo magnética por 1
hora, e entdo deixados em estufa a 80 °C por 7 dias. Apos este periodo, as amostras foram
separadas por centrifugagao (15000 rpm), lavadas com agua deionizada repetidamente, e secas
em estufa a 60 °C em placas de cristalizagdo overnight. A amostra obtida foi denominada

FAU/Cu?". Os padrdes de DRX desta amostra estdo ilustrados na Figura 19.

4.2 Funcionalizacdo quimica da superficie das nanozedlitas sintetizadas

Na literatura, ¢ conhecido que as nanozedlitas contém por toda superficie uma elevada
densidade de grupos silandis (Si—OH) distribuidos.®! Algumas nanozeélitas se apresentam
como bons trocadores 16nicos € outras ndo, o que implica em maiores ou menores percentuais
de imobilizagdo. Uma alternativa ¢ a funcionalizacdo quimica da superficie das nanozedlitas
utilizando amino silanos como substituintes dos grupamentos OH dos grupos silandis, e a
adicdo de um agente reticulante ‘“cross-linker”, como o glutaraldeido, permitindo a
imobilizacdo enzimadtica via ligagdo covalente. A ligacdo covalente entre glutaraldeido e
enzimas preferencialmente ocorre com os residuos de lisina das superficies proteicas, e dessa
forma, mantém suas atividades biologicas.'” Para isto, um experimento em duas etapas foi
feito, conforme trabalho realizado por David et al. (2006),'°! descrito em detalhes a seguir. A
Figura 10 apresenta um esquema da rota de funcionalizacdo utilizada para o caso do amino
silano 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) para exemplificar as ligacdes envolvidas neste

Pprocesso.
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Figura 10. Funcionalizagdo quimica de superficie de silicatos por silanizagdo com amino silanos e ativagdo com
agente espagador glutaraldeido, para posterior imobilizag¢do enzimatica via ligagdo covalente.

S|i—ClH \ SI_

T + EiO*/SI*(CthNHZ I (a)

4o Sl— (CHz)sNHz
APTS

one”” " ewo (b)

3i—0
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o si CED—NH, | \ /
VRN -—
8§i—0"  “(C)aN=CH(CH,);CH=N— (E> | / N
Si— (CH,)sN=CH(CH,);CH=0

Fonte: CARDOSO et al. (2009).1%

4.2.1 Primeira etapa: Silaniza¢gdo das nanozedlitas sintetizadas

Nesta etapa, as nanozeolitas FAU/Na®, TS-1c, ZSM-5¢, FAU/Cu**, LTAc e BEAc
foram suspensas em solugdes contendo 3-aminopropil-trimetoxisilano (APTMS)
(H2N(CH2)3Si(OCH3)3), e diclorometano (DCM), na propor¢do 1g de zedlita para 1 mL de
APTMS e 30 mL de DCM. As reacdes foram feitas em frascos de polipropileno fechados e
selados, a temperatura ambiente, por 16 horas, sob agitacdo magnética. Apos decorrido o tempo
reacional as garrafas foram deixadas abertas em capela para evaporacdo do solvente (DCM).
Em seguida, os produtos foram lavados e centrifugados (16000 rpm) repetidamente, colocados
em placas de cristalizacao e deixados em estufa a 60 °C para secagem por 12 horas. As amostras
foram entdo chamadas FAU/Na*/APTMS, TS-1¢/APTMS, ZSM-5¢/APTMS,
FAU/Cu?*/APTMS, LTAc/APTMS ¢ BEAc/APTMS.

4.2.2  Segunda etapa: Funcionalizagdo com glutaraldeido dos materiais silanizados

Apods secagem, os materiais foram ressuspendidos em soluc¢do de glutaraldeido (GA)
5% v/v, na propor¢do 1 g de zedlita quimicamente modificada para 20 mL de glutaraldeido. As

reacOes foram feitas em baldes de 50 mL (tampados), por 24 horas, a temperatura ambiente,
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sob agitagdo magnética. Em seguida, os produtos foram centrifugados, os sobrenadantes
descartados, e os precipitados lavados repetidamente com agua destilada. Os materiais finais
foram colocados para secagem em placas de cristalizagdo a temperatura ambiente. As amostras
resultantes desta etapa foram identificadas com os codigos FAU/Na*/APTMS/GA, TS-
1c/APTMS/GA, ZSM-5¢/APTMS/GA, FAU/Cu**/APTMS/GA, LTAc¢/APTMS/GA, ¢
BEAc/APTMS/GA, materiais estes utilizados para a imobilizacdo das enzimas lacase em

estudo.

4.3 Caracterizaciao dos materiais zeoliticos sintetizados

As nanozeodlitas sintetizadas foram caracterizadas pelas técnicas de fisica do estado
solido, Difracdo de Raios X (DRX) e Espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), andlises realizadas na UNESP — Campus de Sao José do Rio Preto/SP. As
analises de Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com Refletancia
Total Atenuada (ATR-FTIR) foram realizadas no Laboratorio de Sucroquimica e Quimica
Analitica (LSQA) na Unesp de Sado José do Rio Preto. Também foram realizadas andlises de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Transmissao (MET) no Laboratorio de
Caracterizacao Estrutural do Departamento de Engenharia de Materiais (LCE/DEMa) da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR) — Sao Carlos/SP.

Os padroes de DRX das particulas sintetizadas foram coletados utilizando um Rigaku
MiniFlex II (Toquio, Japao) com uma fonte de anodo rotativo com uma placa plana na
geometria de Bragg-Brentano, operando com radiacdo Cu-Ka (comprimento de onda = 1,5418
A)a40kV e 40 mA, e equipado com um monocromador de grafite. Os padrdes de difracio em

p6 foram registados na faixa de 20= 3-50 ° com razio do gonidmetro de 2° (20) min™.

Os espectros de FTIR foram coletados por meio de espectrdmetro SHIMADZU
(IRTracer-100) e os de ATR-FTIR foram coletados por meio de espectrometro Perkin-Elmer
(FT-IR spectrum). Todas as amostras foram analisadas por 32 vezes na capacidade de resolucao

espectral de 2 cm™! entre 4000 cm™ e 400 cm™.

As imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram registradas
utilizando os instrumentos FEI Magellan 400 L e Philips XL-30 FEG, ambos acoplados a

analisadores de energia dispersiva de raios X (EDS), e operando com um feixe de elétrons
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reguldvel para tensdes de 5 a 25 kV. Antes das andlises, um revestimento fino de ouro foi

depositado sobre as amostras.

As andlises de microscopia eletronica de transmissdo foram feitas a partir de um
microscopio FEI TECNAI G2 F20 HRTEM cuja fonte de emissdo ¢ um canhao de efeito de
campo a 200 kV. Este equipamento possui detectores de campo claro e escuro e estd acoplado
a um analisador de energia dispersiva de raios X (EDS). Antes de realizar as medidas, as
amostras foram dispersadas em isopropanol e em seguida depositas numa grade de cobre e secas

em alto vacuo.

4.4 Imobilizacao de enzimas sobre as nanozeoélitas

As enzimas lacase comerciais dos organismos Pleurotus ostreatus (LPO), Agaricus
bisporus (LAB) e Aspergillus sp. (LAsp) foram imobilizadas covalentemente sobre as
diferentes nanozeolitas sintetizadas apos respectivas modificacdes quimicas realizadas. Os
protocolos de imobilizagio foram adaptados do trabalho de Bautista et al. (2010).7
Previamente, solucdes estoque das lacases LPO e LAB foram preparadas, pela dissolucao da
enzima (extrato s6lido) em tampao acetato (100 mM, pH 5), na proporg¢do 0,5 mg de extrato
para cada mL de tampao. Para o caso da lacase LAsp, produto adquirido em solucao, nao houve
necessidade de preparacdo de solugdo estoque, e quantidades da solu¢do comercial foram

diluidas em tampao apenas no momento da imobiliza¢gdo ou demais usos.

Para imobilizag¢do, quantidades de nanozeodlitas funcionalizadas foram suspensas em
solucdes enzimaticas 1,0 U/mL — atividades das solugdes ajustadas com base nas atividades
especificas de cada enzima, disponiveis na Tabela 1 — na propor¢do 1 g de nanozeoélita para
cada 15 mL de solucdo enzimatica, e mantidas sob agitacdo magnética branda por 16 horas em
temperatura ambiente. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas (13000 rpm), € os
sobrenadantes armazenados para posteriores quantificagdes das porcentagens de enzimas
imobilizadas, e/ou verificacdo da atividade enzimdtica remanescente. Os suportes com as
enzimas imobilizadas foram secos a 25°C, e entdo armazenados em geladeira (8°C) para futuras

aplicagoes.

As concentragdes de enzimas imobilizadas foram determinadas através do método

descrito por Bradford (1976),'% que utiliza Albumina de Soro Bovino (ASB) como padrio. A
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quantidade de proteina adsorvida sobre a matriz Pg (mg/g) foi calculada de acordo com Yagiz,

Kazan e Akin (2007),!% pela Equacio 1.
Pg = Vo(Co — Cp)/m
Equacio 1. Concentragdo de proteina imobilizada
Em que:
C, ¢ a concentracdo de proteina inicial (mg/mL),
Crconcentragdo da proteina do filtrado (mg/mL),
Vo 0 volume inicial da solugao de lipase (mL),
m € a massa do suporte nanozeolitico utilizado (g).

De acordo com o protocolo adotado, 950 pL. de reagente Bradford foram adicionados
em um eppendorf, seguido da adi¢ao de 50 pL de solugdao enzimatica. Apds 20 minutos, as
absorbancias das amostras foram coletadas em espectrofotdmetro utilizando um comprimento

de onda de 595 nm.

As concentragdes das solugdes estoque de LPO e LAB e da solugdo comercial de LAsp
(mgenzima/mL) foram também determinadas com base neste protocolo, a partir da obtengdo de
uma curva de calibragdo do padrdo ASB. Na Tabela 1 estdo apresentadas as concentragdes
determinadas para as solucdes e as atividades especificas para oxidacao de ABTS (U/mgenzima)

destas enzimas, determinadas de acordo com o Protocolo 1 que sera descrito na proxima seg¢ao.

Tabela 1. Concentracdo das solugdes estoque das lacases LPO ¢ LAB, ¢ da solu¢do comercial da LAsp e

respectivas atividades especificas.

Lacase Concentracio da solucdo  Atividade especifica
estoque (mgenzima/mL) (U/mgenzima)
P. ostreatus — LPO 0,050 = 0,005 28+2
A. Bisporus — LAB 0,020 + 0,004 14+£2
Aspergillus sp. — LAsp 13,6 £0,3 17+£2

4.5 Medida da Atividade Enzimatica por espectroscopia

As atividades enzimaticas das lacases nas formas livres ou imobilizadas foram
determinadas de acordo com Niku-Paavola et al. (1990),' e adaptagdes do trabalho de

Liebminger et al. (2009).'® Pelo acompanhamento do produto da reacdo de oxidacio do
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substrato ABTS (g436 = 29200 mol'.L.cm™) em espectrofotdmetro uv-vis (marca QUIMIS®,
modelo Q798U); variando-se parametros, tais como: temperatura, tempo de exposicdo a
diferentes temperaturas, pH e efeito de diferentes concentracdes de metais de transi¢do em
solugdo; os comportamentos das lacases LPO, LAB e LAsp puderam ser avaliados, visando um
melhor conhecimento desses catalisadores bioldgicos, conhecimento fundamental para as
futuras aplicagdes objetivadas. A seguir estao descritos os diferentes protocolos utilizados para
analise dos pardmetros mencionados. Os protocolos foram estabelecidos com base em uma série
de ensaios sistematicos prévios, fazendo-se adaptacdes cuidadosas do protocolo reportado, com
a finalidade de adequar a metodologia para obter as informagdes necessarias para 0 nosso
sistema. Uma unidade de atividade enzimatica U ¢ definida como sendo a quantidade de enzima

(livre ou imobilizada) que oxida 1 pmol de ABTS por minuto.

4.5.1 Protocolo 1 — verificagao da atividade enzimatica das solucdes estoque e das solucdes

antes ou apoOs imobiliza¢do

Em cubeta de vidro (/=0,5 cm) foram adicionados 1440 uL de tampao acetato (100 mM,
pH 5), 20 uLL de ABTS em solucao aquosa (11 mg/mL) e 40 puL de solucao enzimatica, nessa
ordem, integralizando um volume total de reacdo igual a 1500 pL. A variagdao da absorbancia
foi coletada por 3 minutos a 436 nm, e o valor de absorbancia apds 1 minuto padronizado como
valor para célculo da atividade (U), numericamente calculada pela Equaciao 2 e expressa em
U/L.

U ({—Abs*vt } 103) D
= * *
exlxV,xT

Equacio 2. Atividade enzimatica de lacases em solugdo ou imobilizadas.

No qual U, unidade de atividade enzimatica é expressa em umoles L' min™'; Abs, absorbancia
da amostra em 436 nm (em relacdo a um branco nas condi¢gdes do ensaio sem a presenca de
enzima); V, o volume total da reacdo (1,5 mL); Ve, o volume de solugdo enzimatica (40 uL) &,
o coeficiente de extingdo molar (29200 mol™ L cm™); I o caminho 6tico (0,5 cm); T, o tempo

de reagdo; 103, é o fator de corre¢do das unidades; D, a dilui¢do da amostra, se necessario.
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4.5.2 Protocolo 2 — verificacdo da atividade enzimatica variando-se a temperatura

Inicialmente, uma solucdo estoque de substrato foi preparada pela dilui¢do de ABTS em
tampao acetato (100 mM, pH 5), 0,5 mg/mL. Para cada ensaio, 1460 puL de substrato foram
adicionados em tubos de ensaio e estes incubados em banho termostatizado, sob temperaturas
no range de 20 a 90°C, por 5 minutos para estabilizacao térmica. Apos estabilizagao, 40 uL de
solucdo enzimatica foram adicionados ao tubo, seguido de leve agitagdo manual do mesmo para
dispersdo. A absorbancia da amostra foi coletada em 436 nm apo6s 3 minutos de incubagdo.
Todos os ensaios feitos em triplicata. Branco determinado pela absorbancia do substrato antes

da adicao de enzima.

4.5.3 Protocolo 3 — verificagdo da atividade enzimatica variando-se o tempo de incubagao

Em eppendorfs, quantidades das solu¢des enzimaticas estoque foram incubadas nas
temperaturas 30, 45 ou 60°C, e a atividade enzimatica verificada de acordo com o protocolo 2

para diferentes tempos de incubagao.

4.5.4 Protocolo 4 — verificagdo da atividade enzimatica variando-se o pH

Inicialmente, solugdes estoque de substrato foram preparadas pela diluigdo de ABTS
em diferentes tampodes (100 mM), 0,5 mg/mL. Os tampdes utilizados foram: fosfato (pH 2),
citrato (pH 3), acetato (pHs 4 e 5), succinato (pH 6) e fosfato de sodio (pHs 7 e 8). Os ensaios
foram realizados de acordo com o protocolo 2 na temperatura de 45 °C e utilizando os diferentes

substratos mencionados neste protocolo.

4.5.5 Protocolo 5 — verificac¢ao da atividade enzimatica na presenca de metais de transicao

Para este protocolo, o procedimento descrito no protocolo 2 foi adaptado. Sulfatos de
cobre, niquel, zinco, manganés, cobalto e magnésio foram solubilizados previamente no
substrato (ABTS em tampao acetato 0,15 mg/mL) para que as concentragcdes dos metais de

transicao variassem entre 20 a 100 mM. O restante do protocolo foi seguido sem modificacdes.
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4.5.6 Protocolo 6 — verificacdo da atividade enzimatica dos complexos enzima/nanozeoélita

Em tubo de vidro (20 mL) contendo 1480 uL de tampao acetato (100 mM, pH 5) e 20
uL de ABTS em solucdao aquosa (11 mg/mL), 2 mg de complexo (lacase/nanozeodlita) foram
suspensos, em temperatura ambiente e sob agitacdo magnética branda. A mistura foi deixada
nas condigdes do ensaio por 9,5 minutos, seguido de 0,5 minuto de centrifugacao (13000 rpm),
e por fim, o sobrenadante transferido para cubeta de vidro e absorbancia coletada a 436 nm.
Atividade determinada também pela Equacio 2, substituindo a incognita Ve pela massa (mg)

de complexo utilizada no ensaio, atividade U expressa em pU/mg.

4.5.7 Protocolo 7 — verificagdo da estabilidade enzimatica variando-se o pH

Inicialmente, solucdes estoque de substrato foram preparadas pela diluicdo de ABTS
em diferentes tampdes (100 mM), 0,15 mg/mL. Os tampdes utilizados foram: fosfato (pH 2),
citrato (pH 3), acetato (pHs 4 e 5), succinato (pH 6). Foram preparadas também solucdes
enzimaticas em tampodes de diferentes pHs: 2, 3,4, 5 e 6 (LPO (0,1 mg/mL), LAB (0,5 mg/mL)
e LAsp (0,8 uLL/mL)). As solugdes enzimaticas foram deixadas em temperatura ambiente por
24 horas, e as atividades enzimadticas destas solugdes verificadas nos tempos 0, '2, 1, 2,4, 8 e
24 horas. Para verificagdo da atividade, 1460 uL de substrato foram adicionados em tubos de
ensaio e incubados a 45 °C por 5 minutos para estabilizacao térmica. Apos estabilizagdo, 40 pL
de solucdo enzimatica foram adicionados ao tubo, seguido de leve agitacdo do mesmo para
dispersdo. A absorbancia da amostra foi coletada em 436 nm ap6s 3 minutos de incubagao.
Ensaios feitos em triplicata. Branco determinado pela absorbancia do substrato antes da adigao
de enzima. A atividade relativa foi calculada com base no maior valor médio dentre as

atividades de cada uma das lacases. Atividade determinada pela Equacao 2.

4.5.8 Protocolo 8 — verificagdo da estabilidade dos complexos enzima/nanozedlita nas

condi¢cdes 6timas determinadas

Tubos de vidro (20 mL) contendo 1480 pL de tampao citrato (100 mM, pH 3) e
aproximadamente 2 mg de complexo enzima/nanozeoélita foram incubados em banho térmico a

30 e 45°C. Para diferentes tempos de incubacao (0, 3, 6, 12 e 24 horas), foi realizada a medida
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da atividade dos catalisadores incubados. Para isso, os tubos foram retirados do banho, seguido
da imediata adi¢do de 20 pL de ABTS em solugdo aquosa (11 mg/mL) aos seus contetidos. As
reagOes foram realizadas em temperatura ambiente e sob agitagdo magnética branda. A mistura
foi deixada nas condi¢des do ensaio por 9,5 minutos, seguido de 0,5 minuto de centrifugacao
(13000 rpm), e por fim, o sobrenadante transferido para cubeta de vidro e absorbancia coletada
a 436 nm. Atividade determinada também pela Equacdo 2, substituindo a incognita Ve pela

massa (mg) de complexo utilizada no ensaio, atividade U expressa em pU/mg.

4.6 Oxidacao do glicerol

As reacoes de oxidacdo do glicerol foram realizadas de acordo com a metodologia
descrita por Liebminger et al. (2009),'¢ fazendo as adaptacdes necessarias nas condi¢des de
sinteses para os nossos novos catalisadores. Um experimento tipico foi feito da seguinte
maneira: As reagdes foram realizadas em temperatura ambiente por diferentes intervalos de
tempo (3, 6, 24 ¢ 48 horas). Em tubos de vidro (20 mL) foram preparadas solugdes contendo
tampao acetato de sédio pH 4,5, glicerol (100 mM), de TEMPO (30 mM) e quantidades de
catalisador (solug¢dao enzimatica, ou complexo lacase/nanozeolita), totalizando um volume de 5
mL. A quantidade de enzima livre utilizada nas reag¢des foi baseada na atividade do complexo
testado. Nas mesmas condi¢des, os derivados de TEMPO, 4-o0xo-TEMPO, 4-amino-TEMPO
and 4-hidroxi-TEMPO foram testados na reacao de oxidagdo com a enzima LAsp na forma
livre. A quantificagdo dos produtos obtidos pela oxidacao do glicerol foi feita por cromatografia

liquida de alta performance utilizando padrdes dos respectivos componentes.

4.7 Analise dos produtos das reacoes de oxidacao do glicerol por Cromatografia Liquida

de Alta Performance (HPLC)

Foram realizadas andlises sistematicas na preparacdo de curvas de calibragdo de
possiveis produtos formados a partir de reacdes de oxidacao do glicerol por HPLC. Analises
estas realizadas no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada (LBMA) da UNESP

de Sao José do Rio Preto.
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Inicialmente foram preparadas solucdes dos padrdes acido tartronico, 4cido mesoxalico,
dihidroxiacetona, gliceraldeido, acido glicérico, acido oxalico, acido glicdlico, acido glioxilico,
acido féormico e 4cido hidroxipirivico, em &agua duplamente destilada (Milli-Q), para
concentragoes de 20, 40, 60, 80 ¢ 100 mM. Para analises foi utilizado o Cromatografo liquido
sistema cromatografico da Agilent Technologies (Waldbronn, Alemanha), modelo /220 Infinity
com sistema Photodiode Array de detec¢gdo DAD; e a coluna Aminex HPX—87H (BioRad) 300
x 7,8 mm. Uma solu¢do 4 mM de H2SO4/4gua destilada foi utilizada como fase mével. A taxa
de fluxo foi 0,5 mL/min, o volume injetado de 20 puL e a temperatura da coluna ajustada para
60°C. A corrida cromatografica acompanhada por 25 minutos. Os dados coletados, tempo de
retencdo e area dos picos, foram tratados estatisticamente em software OriginPro8 para
determinagdo dos coeficientes de regressdo linear para a curva da area abaixo do pico versus a
concentragdo do composto com um tempo de retengdo especifico, conforme modelo
apresentado na Figura 11. Os coeficientes de regressdao linear (a e b), o coeficiente de
determinacdo R? (Adj. R-Square) e tempos de retencdo para todos os padrdes estdo expostos na

Tabela 5, pagina 127.

Figura 11. Regressio linear da curva "Area abaixo da curva" vs. "Concentragio" para o composto acido tartrénico,
com tempo de reten¢do 10,07 = 0,08 minutos.
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4.8 Concentracio, troca de tampao e estudos da estabilidade da lacase comercial de

Aspergillus sp. (LAsp)

Lacases sdo conhecidas como oxidases azuis, pois a cor azul € constantemente
verificada para solucdes destas enzimas purificadas. Entretanto, a enzima comercial LAsp
utilizada neste trabalho apresenta uma coloragao marrom forte. Esta cor esta relacionada com a
adicdo de estabilizadores a solucdo enzimdtica para armazenamento de longa duracdo. De
acordo com os fornecedores, a solu¢ao comercial tem a seguinte composicao: 66% agua, 25%
propilenoglicol, 4% sucrose/glucose, 2% glicina ¢ 3% de lacase. Como esta enzima foi
escolhida para estudos espectroscopicos e eletroquimicos, sua purificagao foi necessaria, e feita
com o uso de filtros para concentracdo de proteinas por centrifugacdo. Entretanto, todos os
trabalhos anteriores haviam sido realizados com enzima ndo purificada, no entanto, a solugao
comercial havia sido altamente diluida — no minimo 100 vezes — e¢ ndo era esperado que os
componentes da solucdo enzimatica tivessem contribuicdo significativa na performance
catalitica desta enzima neste sistema. De toda forma, a enzima apds purificagao foi testada na
forma livre ou imobilizada na oxidagdo do glicerol. Os resultados obtidos foram

estatisticamente os mesmos utilizando a enzima antes ou apds purificagao.

4.8.1 Protocolo de filtragem e medida de atividade dos filtrados

Dois tubos de centrifugagdo AMICON com filtros internos foram preenchidos com 500
uL de enzima comercial (amostra denominada amostra A, posteriormente referida como “nao
tratada”). Os tubos foram centrifugados por 20 minutos a 13200 rpm. Os concentrados obtidos
do primeiro ciclo (~100 pL) foram recuperados por centrifugagdo reversa seguindo instrugdes
do fornecedor (dois minutos de centrifugacao a 1000 rpm), e entdo diluidos em tampao fosfato
100 mM, pH 7, ao volume inicial. A solugao diluida de um tubo foi separada para uso futuro, e
denominada amostra B). A solu¢do diluida do outro tubo foi submetida a novo processo de
centrifugacgdo, processo repetido por mais 8 vezes, nas mesmas condigdes. O concentrado
recuperado (~50 pL) foi diluido novamente em tampao para completar 500 pL, e armazenado,
amostra denominada C. As amostras A, B, e C tiveram respectivas concentracdes estimadas
pelo método de Bradford, conforme protocolo descrito anteriormente, e curva de calibracao

feita utilizando Albumina de soro bovino (ASB).
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Para verificar as atividades, as amostras foram diluidas 400 vezes em tampao fosfato.
A medida de atividade foi feita com base no Protocolo 1, em que a variagdo da absorbancia
foi acompanhada em 436 nm apo6s a adicao de 50 pL de amostra diluida em 1450 pL de
solucao 0.1507 mg/mL de ABTS em 100 mM de tampao acetato (pH 4.5).

4.8.2 Verificagdo da estabilidade da enzima LAsp em diferentes tampdes acompanhada no

tempo

Que o pH tem um efeito direto na atividade de lacases ¢ um fato vastamente discutido
e aceito. Entretanto, tampdes as vezes podem ser preparados utilizando diferentes
componentes, € tamponar solu¢des para um mesmo intervalo de pH. Por exemplo, tampdes
de pH 4,5 podem ser preparados utilizando diferentes acidos fracos, tais como acido acético,
acido citrico e 4cido succinico com suas respectivas bases conjugadas. A questdo que surge ¢
se diferentes componentes podem influenciar diferentemente a atividade enzimatica.
Reagiriam com a enzima ou direcionariam variagdes estruturais no tempo levando a reducao
ou aumento de suas atividades? Na busca de esclarecimentos sobre as suposicoes levantadas,
a enzima purificada LAsp foi encubada utilizando diferentes tampdes, e sua atividade

acompanhada no tempo.

Para isso, as amostras foram preparadas e armazenadas em geladeira (8°C). Os testes de
atividade foram realizados periodicamente. Para evitar efeitos da temperatura externa, as
amostras foram mantidas em geladeira o méximo possivel (retiradas apenas por segundos
necessarios para coleta de aliquotas necessarias para os ensaios). Tampdes acetato 50 and 100
mM; citrato 100 mM; succinato 50 and 100 mM; todos pH 4,5, foram preparados para os testes.
Tampao fosfato, 100 mM, pH 7, foi utilizado como controle. 4 mL de solugdo enzimatica foram
preparadas diluindo 400 vezes a amostra purificada (LAsp, 12,7 mg/mL em tampao fosfato,

100 mM).

As atividades acompanhadas espectroscopicamente, variagdo na absorbancia a 436 nm.
Solucao de ABTS 0,15 mM em tampao acetato 100 mM foi utilizada em todos os testes como
substrato. Em cada teste, 1450 puL de substrato foram adicionados em cubeta de policarbonato
(! = 1 cm), e conjunto alocado no espectrofotdmetro. A medida da absorbancia foi iniciada, e
cronometro sincronizado. Apos 5 segundos, 50 pL de solugdo enzimatica foi pipetada

rapidamente na cubeta (o protocolo de pipetagem foi utilizado para auxiliar a dispersdo da
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enzima, pressionado a pipeta repetidamente for segundos). Absorbancia foi coletada por 2
minutos. A absorbincia medida no tempo 1 minuto e 10 segundos foi utilizada para
determinagdo da atividade enzimatica em todos os ensaios. Todos os ensaios foram realizados
em triplicatas, para amostras encubadas por 0, 1, 3, 6, 24, 48, 96 e 188 horas. As atividades

foram normalizadas utilizando a atividade do ensaio em tampao fosfato, pH 7, como 100%.

4.9 Avaliacao da lacase LAsp por técnicas eletroquimicas

Uma série de diferentes protocolos eletroquimicos foram aplicados para investigar o
sistema lacase-mediado em estudo. Estes estudos foram realizados na Universidade Liverpool
John Moores — Liverpool/Reino Unido. Para melhor apresentar os métodos e discutir os
resultados, os protocolos foram descritos separadamente, e numerados para posterior referéncia.
Sequéncia numérica continuada da sequéncia da se¢do 4.5. Os titulos das respectivas figuras de

resultados informam qual protocolo foi utilizado.

O aparato eletroquimico, incluindo eletrodos, foi adquirido da Metrohm, Holanda. O
processamento eletroquimico foi feito utilizando um potenciostato/galvanostato Autolab
(PGSTAT 101), e o software processador NOVA 2.1.4. Uma célula de trés eletrodos foi
empregada utilizando Ag/AgCl (3 M KCI) como eletrodo de referéncia (todos os potenciais
apresentados com base nesta referéncia), e fio de platina como contra eletrodo. Um eletrodo de
carbono vitreo (GCE, abreviagao do inglés “glassy carbon electrode’), 3 mm de diametro, foi

utilizado como eletrodo de trabalho na forma original ou apds modificagao superficial.

49.1 Protocolo 9 — voltametria ciclica de TEMPO e ABTS

O eletrodo GCE original foi utilizado para verificar o comportamento eletroquimico de
TEMPO e ABTS. Para isso, tampao acetato, pH 5, 100 mM, foi utilizado como eletrdlito de
suporte. 15 mL de solugcdo contendo 0,1 mM de analito foram adicionados a célula
eletroquimica, e voltamogramas ciclicos coletados para diferentes velocidades de varredura em
atmosfera ambiente, em especifico intervalo de potencial, geralmente entre 0,3 e 1,1 V para
ABTS e¢-0,3 ¢ 1,0 V para TEMPO. As varreduras foram realizadas na direcao de oxidacao, se

ndo indicado de outra forma. Entre medidas, a superficie do eletrodo de trabalho foi polida
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utilizando alumina 0,3 pm numa almofada de polimento, seguido de sonicagdo em etanol e d4gua

ultrapura por 5 minutos cada, respectivamente, para eliminagdo de residuos de polimento.

4.9.2 Protocolo 10 — deposicdo de lacase (LAsp) na superficie do eletrodo GCE

A modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho (CGE) foi adaptada do trabalho
descrito por Green et al. (2013),%° o qual consistiu da deposi¢io de enzima na superficie do
eletrodo. 2 uL da amostra nao tradada (comercial) de LAsp foram depositados na superficie do
GCE. O eletrodo foi deixado ao ar-livre para evaporagdo do solvente, cerca de 45 minutos,

denominado GCE/LAsp, e utilizado sem nenhum outro tratamento posterior.

Voltametria ciclica foi realizada nos intervalos entre 1,1 V e 0,3 V para ABTS ¢ 0,9 V
e -0,5 V para TEMPO, na dire¢do de redugdo. Velocidade de varredura ajustada para 5 mV/s.
O eletrodo GCE/LAsp foi imerso em 10 mL de solugdo 0,5 mM de ABTS ou TEMPO em
tampao acetato, 100 mM, pH 5, e varredura iniciada imediatamente. O eletrodo original foi
utilizado nas mesmas condi¢cdes para comparagdo. Voltametria realizada em atmosfera
ambiente. Entre medidas, a superficie do eletrodo de trabalho foi polida utilizando alumina 0,3
um numa almofada de polimento, seguido de sonica¢do em etanol e dgua ultrapura por 5

minutos cada, respectivamente, para eliminagao de residuos de polimento.

4.9.3 Protocolo 11 — acompanhamento eletroquimico da oxidacdo do glicerol

lacase/TEMPO-mediada

O objetivo deste experimento foi acompanhar voltametricamente a oxidagao do glicerol
lacase/TEMPO-mediada. O sistema de oxidagdo foi estudado utilizando enzima em diferentes
pHs (4,5; 7 € 9,7), e a oxidorreducdo de TEMPO verificada utilizando o eletrodo GCE ndo
modificado. Um protocolo tipico foi realizado como descrito a seguir. 10 mL de solucdao 10
mM de TEMPO em tampado acetato, 100 mM, pH 4,5, foram adicionados na célula
eletroquimica, e primeiro voltamograma ciclico (CV, abreviagdo do inglés “cyclic
voltammogram”) coletado. Em seguida, 20 pL de solucdo de lacase concentrada (60 mg/mL
em tampao fosfato,100 mM, pH 7) foram acionados a célula, e o segundo CV coletado
imediatamente. Ap6s 15 minutos, a medida foi repetida (terceira varredura). A seguir, 100 pL.

de solucdo 1 M de glicerol em tampao acetato, 100 mM, 4,5, foram adicionados a célula, ¢
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quarto CV realizado. Apds 15 e 30 minutos as medidas foram repetidas, quinta e sexta
varredura, respectivamente. O processo foi repetido utilizando 100 mM tampdo fosfato, e
tampao carbonato de sodio/bicarbonato buffers, pH 7 and 9,7, respectivamente. Para
comparacao, TEMPO, glicerol and LAsp foram estudados separadamente ou em pares (um dos

trés componentes de reagao deixado de fora).

Voltametria ciclica executada no intervalo entre 0,8 e -0,8 V. Varredura sempre iniciada
em 0,3 V sentido potenciais positivos (0,3 V>> 0,8 V>>-0,8 V >> 0,3 V). Velocidade de
varredura ajustada para 50 mV/s em todas as varreduras. Entre medidas, a superficie do eletrodo
de trabalho foi polida utilizando alumina 0,3 pm numa almofada de polimento, seguido de
sonicacao em etanol e 4gua ultrapura por 5 minutos cada, respectivamente, para eliminagao de
residuos de polimento. Voltametria realizada em atmosfera ambiente ¢ sob atmosfera de
nitrogénio. Nitrogénio ou ar foram purgados fortemente nas solugdes por 10 minutos, e
posteriormente um fluxo de ar/gas mantido logo acima da solu¢do (dentro da célula). Isto foi
feito para evitar varidveis extras na difusdo do sistema, uma vez que purgar a solugdo enquanto
medindo perturba a mesma. O géas sendo purgado logo acima da solugdo ajuda manter a

atmosfera constante enquanto ndo perturba a solucao.

O protocolo foi repetido utilizando uma concentragdo menor de TEMPO, 0,1 mM,

utilizando apenas tampao acetato, e atmosfera ambiente.

4.9.4 Protocolo 12 — modificacao do eletrodo de carbono vitreo utilizando nano compostos

de zedlitas e grafeno

Uma série de diferentes modificadores foram preparados utilizando nanozedlitas
alcoxisilano funcionalizadas (BEAc/APTMS/GA, and FAU/Cu®>"/APTMS/GA), grafeno oxide
(GO), nanoplatelets de grafeno (GNP) e lacase (LAsp), isoladamente ou em conjunto. Uma
solucdo enzimatica foi preparada em tampao fosfato, 100 mM, pH 7, com atividade de 50
U/mL. O eletrodo GCE foi modificado pelo método de deposicdo. Um protocolo tipico esta
descrito a seguir. Inicialmente, suspensdes estoque (5 mg/mL) de BEAC/APTMS/GA e GO
foram preparadas em etanol, seguido de 30 minutos de sonicacdo para efetiva dispersdo dos
materiais solidos. A suspensdo de modificacio BEAc/APTMS/GA/GO foi preparada
misturando as suspensdes obtidas anteriormente na propor¢do 1:1, BEAc/APTMS/GA:GO.

Uma solugdo 1,5 % de Nafion (NF) foi preparada pela dilui¢do da solu¢do comercial (5%) em
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agua ultrapura. Antes da modificagdo, a superficie do eletrodo de trabalho foi polida utilizando
alumina 0,3 um numa almofada de polimento, seguido de sonicagdo em etanol e dgua ultrapura
por 5 minutos cada, respectivamente, para eliminagdo de residuos de polimento. O processo de
deposicao consistiu do gotejamento com uso de micropipeta de duas camadas de 2 pL cada da
suspensao BEAc/APTMS/GA/GO, seguido de 5 minutes de espera para evaporagao do etanol,
e novo gotejamento de 2 pL de solucdo enzimatica, e 30 minutes de espera para evaporagdo do
solvente, para finalmente depositar uma camada de 2 pL da solu¢do de NF. A evaporacdo do
solvente da solucao de NF foi feita em ao ar livre, e temperatura ambiente, por cerca de 30
minutos. O  eletrodo modificado ¢ de agora em diante denominado
GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/LAsp/NF.  Outras  modificacdes  utilizando  diferentes
composi¢des foram realizadas seguindo este protocolo. As preparagdes em trés passos dos

eletrodos estdo ilustrados no Quadro 1, no total, 20 eletrodos foram testados.

Nesta etapa, outro substrato comum de lacases foi utilizado nos testes eletroquimicos,
catecol. Tampao fosfato, 100 mM, pH 5 foi utilizado como eletrolito suporte. A concentragao
de catecol foi sempre ajustada para 50 uM para as medidas de voltametria ciclica.19,9 mL de
eletrolito suporte foram adicionados a célula eletroquimica, e o potencial variado no sentido de
oxidac¢do, no intervalo entre -0,3 ¢ 0,7 V, com taxa de 100 mV/s. Em seguida, 100 pL de solug¢ao
10 mM de catecol foram pipetados na célula (resultando em solugcdo de analito com
concentragdo de 50 uM), e entdo CV foi coletado. Entre medidas, a superficie do eletrodo de
trabalho foi polida utilizando alumina 0.3 pm numa almofada de polimento, seguido de
sonica¢do em etanol e 4gua ultrapura por 5 minutos cada, respectivamente, para eliminagao de
residuos de polimento, e protocolo de deposi¢do repetido. Nitrogénio ou ar foi purgado na
solucdo por 5 minutos antes das medidas, e atmosfera mantida durante a medi¢ao com fluxo de
gas acima da solugdo, evitando assim perturbacdo, e reduzindo efeitos sobre o transporte de

massa das medidas eletroquimicas.



Quadro 1. Trés passos de modificacdo do eletrodo GCE.

1" passo de deposicio

2° passo de deposi¢io

3°passo de deposicio

4 nL suspensio de materiais sélidos | 2 nL. LAsp 2 uL NF
GCE/LAsp
GCE/NF
GCE/LAsp GCE/LAsp/NF
GCE/BEAc/APTMS/GA BEAc/APTMS/GA/NF
GCE/BEAC/APTMS/GA SDCE/BEAC/APTMS/GA/LA I}?/}IE\;'IX:C/APTMS/GA/LAs
GCE/FAU/Cu?'/APTMS
2+
GCE/FAU/Cu*/APTMS/GA JGA/NF
GCE/FAU/Cu*'/APTMS/G | GCE/FAU/Cu*'/APTMS
2+
GCE/FAU/Cu*/APTMS/GA A/LAsp JGA/LAsp/NF
GCE/GO GCE/GO/NF
GCE/GO GCE/GO/LAsp GCE/GO/LAsp/NF
GCE/GNP GCE/GNP/NF
GCE/GNP GCE/GNP/LAsp GCE/GNP/LAsp/NF
GCE GCE/BEAc/APTMS/GA
GCE/BEAc/APTMS/GA/GO /GO/NF
GCE/BEAc/APTMS/GA/G | GCE/BEAc/APTMS/GA
GCE/BEAc/APTMS/GA/GO O/LAsp JGO/LASp/NF
GCE/BEAc/APTMS/GA
GCE/BEAc/APTMS/GA/GNP /GNP/NF
GCE/BEAc/APTMS/GA/G | GCE/BEAc/APTMS/GA
GCE/BEAc/APTMS/GA/GNP NP/LAsp JGNP/LAsp/NF
GCE/FAU/Cu?**/APTMS
2+
GCE/FAU/Cu*"/APTMS/GA/GO /GA/GO/NF
GCE/FAU/Cu**/APTMS/G | GCE/FAU/Cu*'/APTMS
2+
GCE/FAU/Cu*"/APTMS/GA/GO A/GO/LAsp JGA/GO/LASp/NF
2t GCE/FAU/Cu?*/APTMS
GCE/FAU/Cu*"/APTMS/GA/GNP /GA/GNP/NF
2t GCE/FAU/Cu**/APTMS/G | GCE/FAU/Cu*'/APTMS
GCEFAUCUT/APTMSIGA/IGNP |y /GNP/LASP JGA/GNP/LAsp/NF

Azul - eletrodos que foram testados eletroquimicamente.

Branco — passo de deposicao implementado
Amarelo — passo de deposi¢ao ndo implementado
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4.10 Avaliacao da lacase LAsp e complexos nanozedlita por Ressoniancia Paramagnética

Eletronica — EPR

Anadlises de EPR na banda X foram aplicadas para enzima LAsp na forma livre e

imobilizada para verificar se ap6s imobiliza¢do o sitio catalitico da enzima tem sua estrutura

preservada, abordagem similar ao descrito por Umamaheswari et al. (2017),'% em que foi

investigada uma enzima ascorbato oxidase (com composicao metalica similar a lacases, com
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quatro cobres no sitio catalitico) imobilizada em materiais de silica mesoporosa. Estes estudos

foram realizados na Universidade de Manchester — Manchester/Reino Unido.

As medidas de EPR de onda continua foram realizadas em 20 K na banda X (9.4 GHz)
utilizando um espectrometro EMX micro BRUKER (com controle de temperatura da Oxford
Instrumentos CF935 criostato). A modulacdo do campo magnético (Bo) utilizada foi 0.8 mT, e
a frequéncia de modulacao ajustada para 100 kHz. A poténcia de micro-ondas utilizada foi de
0.27 mW. As simulagdes dos espectros de EPR de onda continua foram realizadas utilizando o

software Easyspin acoplado ao software Matlab.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Sintese e Caracteriza¢ao dos Materiais Zeoliticos

A sintese das nanozeolitas propostas inicialmente neste trabalho, protocolos descritos
no item 4.1, foram realizadas com sucesso, levando-se em consideragao as cristalinidades e
morfologias observadas pelas técnicas de caracterizacdo utilizadas at¢ o momento, quando

comparadas com a literatura, conforme sera discutido a seguir.

5.1.1 Analises por DRX e FTIR das nanozedlitas sintetizadas

A Figura 12 apresenta os difratogramas de raios X da nanozedlita Faujasita tipo X
(FAU/Na") — como sintetizada — ¢ das nanozeolitas Titanosilicalita 1, ZSM-5, Linde tipo A e
Beta (TS-1c, ZSM-5c, LTAc e BEAc, respectivamente) — apds calcinagdo. As amostras
calcinadas estdo apresentadas nessa figura porque os materiais apenas apds esta etapa foram
utilizados para tratamento quimico e imobilizagdo enzimatica. Na Figura 13 estdo ilustrados,
para comparagdo, os difratogramas das nanozeodlitas como sintetizadas e apos a etapa de
calcinagdo. Pode ser observado que nao houve variagao nos padrdes de difragao apos remogao
da fase organica das amostras — templates utilizados como direcionadores de estrutura —, o que

evidencia que as estruturas cristalinas dos materiais foram conservadas.

O padrio de difragdo do material FAU/Na" esta de acordo com o padrio reportado por
Zhan et al. (2001),” e apresentou os picos alargados caracteristicos da Faujasita em escala
nanométrica em 20 iguais a 6, 16, 27 graus. As nanozeodlitas TS-1 e ZSM-5, ambas de estrutura
MFI, apresentaram um padrdo de difracdo de raios X caracteristico, com reflexdes de Bragg
mais intensas localizadas nas regides de 20 iguais a 7,8; 8,7; 23,0 e 23,8 graus, confirmando
estrutura e cristalinidades destes materiais.”* %% %% 197 Qs difratogramas referentes as amostras
LTA/LTAc retratam a alta cristalinidade do material sintetizado, e todas as reflexdes associadas
a esta estrutura foram verificadas.’® °7 Por fim, os padrdes de difragio para as amostras
BEA/BEAc foram andlogos aos reportados na literatura para materiais com este tipo de

estrutura em escala nanométrica, contendo bandas alargadas em 20 iguais a 7,8 e 22,5 graus.”®
108
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Figura 12. Difratogramas de raios X das nanozedlitas como sintetizada (FAU/Na") e apds calcinagéo (TS-1c,

ZSM-5c¢, LTAc e BEAc).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 13. Difratogramas de raios X das nanozedlitas TS-1, ZSM-5, LTA e BEA como sintetizadas e apos

calcinacdo (TS-1c, ZSM-5c, LTAc e BEAc).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Embora os difratogramas da Figura 13 ndo tenham apresentado o surgimento ou
desaparecimento de reflexdes de Bragg, no maximo aumento ou reducdo da intensidade para
determinados picos apds calcinacdo das amostras, os espectros de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), ilustrados na Figura 14, comparando novamente as amostras
antes e apods calcinagdo, apresenta o desaparecimento de diversas bandas de vibragdo apos o
tratamento térmico dos materiais. Essas bandas estdo em geral relacionadas as bases organicas
(templates) utilizadas nos processos de sintese desses materiais, as quais sdo justamente

removidas pela calcinagdo, ndo afetando a estrutura zeolitica do material.

Figura 14. FTIR das nanozeolitas como sintetizadas (TS-1, ZSM-5, LTA e BEA) e ap0s calcinagéo (TS-1¢, ZSM-
5c, LTAc e BEAc). Setas numeradas indicam as seguintes bandas: 1 — 2990 cm™, 2 — 2890 cm™!, 3 — 3450 cm™, 4
-3650cm™, 5—-1490 cm™, 6 — 1390 cm™, 71170 cm™ e 8 — 960 cm’.

BEAc 4
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Fonte: elaborado pelo autor.

As bandas fracas verificadas em aproximadamente 2990 cm™ e 2890 cm’! fazem
referéncia ao estiramento C—H das moléculas de template, assim como a banda em 3450 cm™,
assinaladas aos modos de estiramento O—H das moléculas de tetraalquilamonio.!” As bandas
observadas na regido entre 3700 e 3400 cm™! podem também estar relacionadas a moléculas de
4gua presente nestes materiais, assim como a banda em aproximadamente 1650 cm™,'° que

tem maior intensidade de transmitancia apos calcinagdo para as amostras LTA e BEA e menor

intensidade para as amostras TS-1 ¢ ZSM-5.



78

Além da eliminagdo das bases organicas utilizadas nas sinteses, sdo assinaladas bandas
caracteristicas das estruturas zeoliticas desses materiais, como por exemplo, os espectros de
FTIR das nanozeolitas BEA ¢ BEAc mostram bandas de transmissao tipicas para nanozeolita
BEA na regido espectral de 525, 573 e 623 cm’'. As bandas intensas e alargadas na faixa

espectral de 1060-1090 cm™ sdo atribuidas as vibragdes assimétricas (T-O-T).!!!

Apesar de todas as zeolitas propostas inicialmente terem sido sintetizadas, vale ressaltar
algumas informacdes. E conhecido o fato de que zeodlitas dos tipos FAU e LTA podem
apresentar competicao de fase, ou seja, num processo de sintese de um destes materiais pode
ser verificado a presenca de ambas as fases. Isso deve-se a sensibilidade verificada nos

, A C ~ , b e o
processos de sintese a parametros reacionais, tais como, concentragdo de ions Na”, razdo Si/Al

e tempo de envelhecimento.”" 11

Figura 15. Difratogramas de raios X das amostras FAU/Na e LTAc.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Pode-se observar a partir da Figura 15, a qual apresenta os padrdes de difragdo dos
materiais FAU/Na* e LTAc com maior detalhamento para comparagio, que os picos de difragdo
dos dois materiais sdo diferentes, apesar de suas composi¢des quimicas serem bastante similares
(de acordo com as analises de EDS, Tabela 2, que serdo discutidas na proxima secao). A
diferenca principal nos dois processos de sintese ¢ o uso de TMAOH na sintese da LTA,

utilizado para direcionar a formacao de cristais com estruturas desse tipo. Todavia, ha reportes
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de sintese de Linde tipo A sem uso de template organico, como no trabalho de Anfaro et al.
(2007),''* nos quais os pardmetros acima citados foram controlados para que a fase LTA fosse

a unica obtida.

Além das andlises por DRX, anélises de FTIR foram realizadas para comparagdo das
nanozeolitas FAU/Na* e LTAc, Figura 16. O espectro de FTIR para a LTAc revela bandas
em aproximadamente 460, 560, 670, 990 e 1648 cm™!, estas bandas estdo de acordo com os
dados reportados na literatura.!'* 15 As vibra¢des internas e externas dos tetraedros TO4 podem
ser discriminadas, sendo atribuidas aos tetraedros internos as vibragdes ligadas a abertura de
poros na regido 1250-920 cm™!; enquanto as vibragdes em 1150-1050 cm™, e do anel duplo em
650-500 cm™!, sdo também de origem interna. Além disso, a presenga do pico em 560 cm™, esta
relacionada ao anel duplo caracteristico deste tipo de zedlita.'!* 15116 No espectro da FAU/Na®,
pode-se visualizar bandas em 460, 560, 670 e 990 cm™', analogas as encontradas na LTAc,

com origens similares.!!> 17

Figura 16. Espectros de FTIR da regido entre 2100 e 400 cm™ das nanozedlitas FAU/Na* e LTAc.
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Fonte: elaborado pelo autor.
Também sdo verificadas duas bandas distintas na amostra de Faujasita, uma em

aproximadamente 750 cm™', banda reconhecida como tipica dessas estruturas,!'® e outra na faixa

de 1400 — 1490 cm™!, andloga a reportada no trabalho de Azizi et al. (2014),'"® em analises de
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infravermelho de zeélitas faujasitas em escala nanométrica, porém nao foi indicado qual tipo
de vibragao molecular resulta absor¢cdo neste nimero de onda. O aparecimento desta banda
pode estar associado ao aumento de grupos silandis e alumindis devido ao aumento da

superficie de contato quando o material passa da escala micrométrica para nanométrica.

Como dito anteriormente, ambas as zedlitas TS-1 e ZSM-5 possuem estruturas do tipo
MFI, e portanto ndo apresentam reflexdes de Bragg distintas, como pode ser visualizado na
Figura 17, o que ndo permite sua distingao por esta técnica. Por outro lado, analises de FTIR
sdo tipicamente realizadas para assinalar a presenga de titanio nas redes cristalinas da TS-1,
referente aos grupos tetraédricos Ti(OSi)4, pela presenca de uma banda em aproximadamente
960 cm™,”* 2% n3o verificada para a ZSM-5. Na Figura 18 est4 apresentado o espectro de FTIR
na regido entre 1200 a 400 cm™' para as amostras TS-1c e ZSM-5c¢, na qual uma banda discreta
em 960 cm™ pode ser apontada no espectro referente a TS-lc, e como esperado, ndo ¢
encontrada no espectro relativo a ZSM-5c¢. No caso, a quantidade de titdnio presente na estrutura
¢ refletida na intensidade da banda, portanto, a amostra provavelmente apresentou uma baixa

incorporacdo desse metal em sua estrutura devido a baixa intensidade da banda observada.

Figura 17. Difratogramas de raios X das nanozeolitas TS-1c e ZSM-5c.

ZSM-5¢

Intensidade (u.a.)

2 0(grau)

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 18. Espectros de FTIR da regido entre 1300 a 400 cm™! das nanozeolitas TS-1c e ZSM-5c.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Embora nos planos iniciais (vide item 3.2, pagina 52) nao tenha sido incluido
tratamento por troca iOnica para preparacao de suportes zeoliticos, experiéncias anteriores em
trabalhos envolvendo a imobilizagdo enzimatica em materiais deste tipo;?® no qual foi
observado a influéncia de metais de transi¢do como o niquel, quando incorporados por troca
ionica em nanozedlita faujasita tipo X, na atividade de lipases para aplicagdo em reacgdes de
transesterificacdo; uma busca na literatura foi realizada no intuito de verificar se ha relatos de
influéncia de metais de transicao na atividade de lacases. Diversos trabalhos fizeram estudos da
influéncia de metais em solucdo na atividade de diferentes lacases, € o cobre foi repetidamente

apontado como potenciador da atividade destas enzimas,!2!: 122 123: 124

Considerando a experiéncia e as informag¢des adquiridas da revisao bibliografica, mais
um suporte foi incluido no estudo. No caso, foi apenas realizada a modificagao da nanozeoélita
FAU/Na" pela troca idnica com cobre, conforme protocolo descrito no item 4.1.6. A nanozedlita
FAU/Na" foi escolhida devido a sua alta capacidade de troca idnica e alto rendimento apds

sintese.26: 12

Como pode ser visualizado na Figura 19, que apresenta os padroes de difragdo da
amostra FAU/Na™ em comparagio com os da FAU/Cu®*, a troca id6nica com cobre causa

diversas alteragdes na estrutura cristalina da faujasita tipo X. A nanozeolita faujasita tem suas
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reflexdes mais intensas em 20 iguais a 6; 23,3; 26,7 e 31° enquanto a amostra apds troca ionica
possuis reflexdes mais intensas completamente distintas, em 20 iguais a 18,1; 24,6; 33,4 e 34,9°,
e em geral, as reflexdes de intensidades intermediarias também divergem, como exemplo, na
regido de 20 entre 42 e 45°. Essas modificagdes ap0s troca idnica com cobre foram indicadas
em trabalho anterior,?® como sendo resultado da acdo do cobre como direcionador de estrutura.
No caso, algumas reflexdes de Bragg analogas aos reportados para materiais com topologia
Gismondina (GIS) foram verificados. No entanto, essa indicacao foi feita apenas com base nos
dados de difragdo de raios X, e uma investigacao mais aprofundada foi realizada neste trabalho,

como sera discutido na proxima secao.

Figura 19. Difratogramas de raios X da nanozeolita faujasita como sintetizada (FAU/Na*) e apds troca idnica com
cobre 0,5 M (FAU/Cu?").
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Fonte: elaborado pelo autor.

Além das andlises por DRX, as amostras de faujasita antes e apos troca i6nica foram
submetidas a andlises de FTIR, Figura 20. Novamente, uma série de mudancas foram
observadas, principalmente na regido de 1200 a 400 cm™!, que contém as principais bandas
caracteristicas relacionadas a estrutura cristalografica de zedlitas. As bandas em 760 ¢ 680 cm™
! da amostra FAU/Na" nio estdo presentes na amostra FAU/Cu?", e além disso, as duas bandas

bem definidas em 570 e 435 cm™! na amostra com sodio sio desmembradas em uma série de
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bandas na regido 630 a 400 cm™' na amostra com cobre, que também apresenta duas bandas

novas em 880 e 780 cm’!.

Outras modificagdes importantes apds a troca idnica sdo o alargamento da banda bem
definida em 990 cm™! (da amostra FAU/Cu?") dando origem a uma banda na regido de 1150 a
1000 cm™!, e o aparecimento de uma banda fina em 3570 cm™!, que correspondia a uma banda
larga com maior transmitancia em 3490 cm™! antes do tratamento. Além disso, um aumento da

intensidade da banda em 1640 cm™ e o desaparecimento da banda em 1400 cm™ sio observados.

Figura 20. FTIR da nanozedlita faujasita antes (FAU/Na") e ap0s troca idnica com cobre 0,5M (FAU/Cu?").
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.2 MEV e EDS das Nanozedlitas sintetizadas

Com a finalidade de confirmar as morfologias dos materiais sintetizados, analises de

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas, Figura 21.

As micrografias das nanozeélitas FAU/Na® e FAU/Cu®*" mostram aglomerados
micrométricos de particulas menores, com tamanhos variados na faixa de 20-200 nm. A
formagdo de aglomerados para este tipo de material € conhecida, e as respectivas imagens estdo

de acordo com a literatura.?® %3

A amostra TS-1c¢ apresentou cristais de morfologia esférica/ctibica — alguns cristais mais
esféricos outros mais clibicos —, com tamanhos na faixa de 80 a 150 nm. Cundy et al %% %

apontaram morfologias aproximadamente cubicas com base em suas analises de MEV para
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nanozedlitas do tipo titanosilicalita. Morfologia e tamanhos similares foram verificados para a
nanozeoélita ZSM-5c. A morfologia e os tamanhos destes dois materiais de estrutura MFI podem
estar diretamente ligados a quantidade de titanio incorporado nas amostras de TS-1c e também

a proporg¢io Si/Al nos dois materiais.”> %% 199

No caso da amostra de LTAc, observam-se também, cristais de morfologia
esférica/cubica — predominancia esférica, mas algumas particulas cubicas podem ser
observadas —, com tamanhos da ordem de 100 nm. Estes resultados concordam bem com os

dados reportados por Biemmi & Bien (2008).%

Por fim, as analises de MEV da amostra BEAc ndo permitiram a determinagdo da
morfologia ou tamanho de particulas com precisdao. Entretanto, pode ser observado a formagao

de um aglomerado de particulas menores — menores que 100 nm —, assim como relatado por

Larlus et al. (2011).%®

Durante as analises de MEV foram também realizadas andlises por espectroscopia de
energia dispersiva (EDS), para mensurar o percentual dos componentes atomicos das amostras
sendo analisadas, Tabela 2. Em geral, todas as amostras apresentaram os componentes silicio,
aluminio e oxigénio — elementos esperados para este tipo de material, pois sao formadores da
rede basica cristalina de alumino silicatos, conforme revisado no item 2.6. As amostras
FAU/Na" e LTAc possuem composi¢des muito similares, com proporgdes Si/Al de 1,07 € 0,92.
Ambos materiais sdo conhecidos por serem ricos em aluminio e apresentam razao Si/Al por
volta de 1.9 126127 [sso reflete numa alta quantidade de sodio, que ¢ utilizado para neutralizar

as cargas negativas dos tetraedros de aluminio dessas estruturas.

Diferentemente, nas amostras TS-1c e ZSM-5¢, assim como na amostra BEAc, a
proporc¢ao Si/Al € alta, justificando o baixo percentual de sddio mensurado. Na amostra ZSM-
5c foi encontrado um baixo percentual de potéssio, provavel impureza desta amostra, ou
imprecisdo da andlise de EDS. A inexisténcia de sdédio na amostra BEAc esta de acordo com
protocolo de sintese utilizado. Nesse protocolo, a formacao da topologia BEA ¢ atingida na

auséncia de s6dio, com a predominancia de tetraedros de silicio em sua rede cristalina.”®
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Figura 21. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos materiais nanozeoliticos.
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Fonte: elaborado pelo autor.
As anélises de EDS para a amostra FAU/Cu®* foi realizada propositalmente em duas
regides diferentes, para verificar se a troca i6nica realizada — substituicdo de atomos de sodio

por atomos de cobre — foi uniforme. Nota-se que as duas analises realizadas divergem em
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contetdo atomico, sendo que uma delas apresenta um percentual de 7,69 % de cobre, enquanto
a outra apresenta cerca de 4 vezes mais cobre. Levando-se em consideracdo apenas a troca
iénica, seria esperado um valor de aproximadamente 7 % de cobre na amostra FAU/Cu*" se
todo o sddio presente na amostra FAU/Na" fosse substituido por cobre — 1 4tomo de cobre
substitui dois atomos de sodio devido as suas valéncias —, 0o que se enquadraria a regido 1
analisada. A principio, o elevado percentual de cobre na regido 2 indica uma aglomeragdo de
cobre ou a formacao de uma fase concorrente. Isso esta de acordo com os dados de DRX dessa
amostra, Figura 19, em que as reflexdes de Bragg distintas da amostra ndo tratada sdo
indicativos de alteragdo estrutural ou formagao de mais de uma fase. Além da presenga de cobre
confirmada em ambas as regides, foi detectado também um alto percentual de enxofre, elemento

originario do sal utilizado para troca i6nica — sulfato de cobre.

Tabela 2. Analises de EDS das nanozeolitas sintetizadas.

Amostra Elemento % atdmico

Si 13,25
+ Al 12,37
FAU/Na o 59.99
Na 14,39
Si 13,53
Al 14,68
LTAc 0 57.88
Na 13,90
Si 32,95

Al 0,03
TS-1c (0) 66,62
Na 0,04

Ti 0,36
Si 41,06

Al 1,06
ZSM-5¢ (0) 56,98
Na 0,04

K 0,86
Si 26,12

Al 2,63

B o) 71,25
Na 0,00
Si 10,34

Al 8,95

FAU/Cu?* (0) 63,22
regiao 1 Na 1,21
Cu 7,69

S 4,30

Si 3,35

Al 1,33

FAU/Cu? (0) 53,29
regifio 2 Na 2,63
Cu 27,39

S 12,00
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Posteriormente, uma micrografia com menor ampliagdo para a amostra FAU/Cu®" foi
adquirida, Figura 22. Nesta figura observam-se duas morfologias micrométricas principais:
placas e esferas. Essas morfologias indicam também a formagdo de mais de uma fase neste
material, em que, possivelmente, as particulas esféricas sdo de origem zeolitica, ¢ as em forma

de placa da fase concorrente.

Figura 22. MEV da amostra FAU/Cu?" com aumento de 2000x.
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.3 MET e EDS do material FAU/Cu?*

As diferengas nos padrdes de difracio das amostras FAU/Na® e FAU/Cu®* podem ser
resultado, a principio, da formacdo de uma fase zeolitica competitiva no material apds o
tratamento de troca idnica, como indicado na se¢do anterior. Visando maior esclarecimento, foi
realizada inicialmente uma busca por padrdes de difragdo analogos aos da amostra FAU/Cu?*
através do programa Match!*.!2% 129 Este programa faz a busca de um padrio de difracio em
um banco de dados com o maior niimero de reflexdes andlogas a amostra sendo investigada. O
programa entdo aponta os padrdes com maior numero de reflexdes analogas as da amostra, e
também uma analise estatistica geral da comparagdo, ilustrando o difratograma da amostra em
comparagdo com o padrao de difracdo da fase de maior similaridade. Para o caso da amostra

FAU/Cu?, foi encontrado um padrio de difragdo com cerca de 90% de similaridade, referente
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ao mineral “antlerite”, de composicdo quimica Cu3(SO4)(OH)4, conforme ilustrado na Figura
23. Esta figura ¢ uma captura de tela editada da janela de exibi¢do do programa Match!* em
que sdo expostos o padrio de difragio da amostra FAU/Cu?* (linha azul continua) comparado
com o padrdo de difragdo referente ao mineral “antlerite” (linhas verticais tracejadas em preto).
Também ¢ apresentada nesta figura, parte de uma tabela (regido inferior) com os dados
estatisticos de andlise de alguns padrdes com alto percentual de similaridade, em todos os casos
relativos ao mineral “antlerite”. Nota-se que diversas reflexdes de Bragg sdo encontradas em
ambos os padrdes, mas reflexdes na regido de 20 entre 3 e 12 graus — regido em que reflexdes

caracteristicas de zedlitas sdo geralmente verificadas — nao sao observadas no mineral.

O alto percentual de enxofre da amostra FAU/Cu**, em conjunto com as diferentes
morfologias (placas e esferas) verificadas na Figura 22, e os dados obtidos pelo programa
Match! fortalece a hipdtese de que a amostra FAU/Cu*" é mesmo formada por duas fases
competitivas, uma fase zeolitica € uma outra fase, possivelmente, antlerite, um mineral que de

acordo com literatura apresenta cristais em forma de placas.'3% 13!

Figura 23. Captura de tela da janela de exibicdo do programa Match!* expondo o padrdo de difragdo da amostra
FAU/Cu?" (linha azul continua) comparada com um padrdo de difragdo do mineral “antlerite” (linhas verticais
pretas e tracejadas).
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C 96-901-3963 Cu3H408S Antlerite 0.5264 0.9286 0.4741 2.20 0.8800

Fonte: elaborado pelo autor.

Adicionalmente, foi realizada uma busca na literatura por dados de espectroscopia de

infravermelho do mineral antlerite. Um padrao com bandas caracteristicas em
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aproximadamente 3570, 3490, 1153 ¢ 1109 cm’!, além de diversas bandas na regido entre 1000
e 400 cm™', foi descrito no trabalho de Zittlau et al. (2013).*° Estas bandas tém numeros de
onda analogos aos verificados para a amostra FAU/Cu®**. No entanto, algumas bandas
observadas no material FAU/Cu®" estio em regides que sio comumente reportadas para

materiais zeoliticos,'"> e ndo sdo verificadas no mineral antlerite.

Apesar dos dados de difracdo, infravermelho e microscopia de varredura suportarem a
hipotese levantada sobre a formacao de mais de uma fase deste material, a confirmagao final

foi obtida por meio por meio das técnicas de MET e EDXS.

A Figura 24 apresenta imagens de campo claro em comparagdo com imagens de campo
escuro de diversas regidoes da amostra de analise por Microscopia Eletronica de Transmissao.
Nota-se inicialmente a existéncia de morfologias distintas. Particulas com forma mais globular
contrastam com particulas de forma planar, ambas de tamanhos na escala micrométrica.

Aglomerados destas particulas também sdo verificados.

Para verificagdo dos contetidos atdmicos que compdoem ambas as fases verificadas, uma
regido amostral contendo duas particulas de diferentes morfologias isoladas foram analisadas
por EDXS, e os elementos Oxigénio, Silicio, Aluminio, Cobre ¢ Enxofre mapeados, como
ilustrado na Figura 25. A fase globular apresentou altas concentragdes dos elementos Oxigénio,
Aluminio e Silicio, e uma distribuicdo homogénea de Cobre e Enxofre, enquanto a fase em
forma de placa, possui elevadas concentracdes de Enxofre, Cobre e Oxigénio distribuidas, e
apenas vestigios de Aluminio e Silicio verificados. Este resultado claramente evidencia que,
além de morfologias diferentes, o conteudo atdmico também ¢ diferente. Adicionalmente, foi
feita a contagem e assinalamento do percentual atomico de duas regides, uma pertencente a fase
globular e outra da fase planar (Figura 26). A fase globular apresenta uma alta contagem dos
elementos Oxigénio, Aluminio e Silicio, enquanto a outra destaca-se na alta concentragdao de

cobre e enxofre.



Figura 24. Imagens por MET de campo claro (esquerda) e campo escuro (direita) da amostra FAU/Cu?".
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 25. Mapeamento por EDXS de duas particulas com morfologias diferentes (1) dos componentes Oxigénio
(2), Silicio (3), Aluminio (4), Cobre (5) e Enxofre (6) do material FAU/Cu?*.

Fonte: elaborado pelo autor.

Uma segunda area amostral foi selecionada e analisada por EDXS. Esta 4area contém um
aglomerado maior de particulas de ambas as fases, como pode ser visto nas imagens de campos
claro (2-BF) e escuro (1-DF) da Figura 27, com regides contendo uma maior quantidade de
particulas da fase zeolitica, e a outra da fase mineral. O mapeamento atdmico novamente
evidencia as altas concentragdes de silicio e aluminio da fase zeolitica em contraste com as altas
concentragdes de cobre e enxofre da fase mineral.

No trabalho de Bhawe (2013),'3? a formagio de uma fase antlerite ap6s troca idnica da
zeolita Al-*BEA com sulfato de cobre foi mencionada. A fase formada foi atribuida as
condi¢des de troca idnica, em especifico, a temperatura de 95 °C utilizada. Em outro trabalho,
Long et al. (2015),"** descreveu o uso de zedlita FAU tipo X, no qual novamente foi observado
a formacdo da fase antlerite apds troca idnica a 70 °C com CuSOs. Os autores indicaram o

colapso da estrutura faujasita ou a formacdo de camadas de antlerite na superficie zeolitica.
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Ambos os trabalhos citados estdo de acordo e suportam — juntamente com os dados

experimentais deste trabalho — a hipotese da formagdo da fase antlerite na amostra FAU/Cu?",

Figura 26. Analise de EDXS de regides das morfologias tipo globular (1- Area 1) e placa (2- Area 2).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 27. Imagens de campo claro (1), campo escuro (2), e mapeamento por EDXS dos componentes Oxigénio
(3), Silicio (4), Aluminio (5), Cobre (6) e Enxofre (7) de aglomerados de particulas com morfologias diferentes do
material FAU/Cu?".

Fonte: elaborado pelo autor.

5.2 Silanizacao e funcionalizacio quimica dos materiais zeoliticos sintetizados

Como revisado no item 2.4.4, os métodos de imobilizagdo enzimatica em suportes
solidos sdo diversos, sendo os métodos de adsorcao e ligagdo covalente os mais comuns.

Levando-se em consideracdo os relatos na literatura e experiéncia com ambos os métodos de
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imobilizacdo no grupo, optou-se pela imobilizacdo via ligagdo covalente das lacases sendo
estudadas. Para isso, alguns dos suportes nanozeoliticos preparados e discutidos no item 5.1
passaram pelas etapas de silanizacao — substituicao de hidroxilas dos grupos Si—OH por amino

silano APTMS —, e funcionalizagdo com glutaraldeido (GA), conforme detalhado no item 4.2.

Como forma de verificacdo da incorporacao dos grupamentos quimicos nas nanozeolitas,
os materiais silanizados e funcionalizados foram submetidos a anélises de FTIR na regido de
4000 a 400 cm™'. As Figuras 28 e 29 apresentam, respectivamente, os espectros obtidos para

os materiais TS-1c e ZSM-5c antes e ap0s etapas de adicdo de APTMS e funcionalizagao.

Figura 28. FTIR da nanozeélita TS-1c antes, e apds silanizacdo (TS-1c/APTMS) e funcionalizagdo (TS-
1c/APTMS/GA).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Apo6s etapa de adicdo de APTMS, ndo foram notadas variagdes significantes nos
espectros obtidos quando comparados com os espectros referentes aos materiais antes do
tratamento. Mas, ap6s adi¢do do glutaraldeido, uma banda nas proximidades de 1730 cm™! foi
verificada, sendo que, bandas nessas proximidades estdo relacionadas ao estiramento C=0 e
vibragdes do grupo R-CH=N presentes no espagador resultante da ligagdo entre APTMS e
GA.13* 135 As bandas fracas verificadas na regido entre 2950 cm™ € 2720 cm™! fazem referéncia

ao estiramento C—H destas moléculas.!?’ Na analise de FTIR da amostra ZSM-5¢/APTMS um
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leve aumento na absor¢do da banda em torno de 1640 cm™ é observado. Essa banda é assinalada
como resultado do estiramento C=0, ou a presenca de 4gua. Similarmente, a banda larga em
3450 cm’!, estd relacionada ao estiramento O-H de moléculas de agua ou das hidroxilas

presentes nos grupos Si—OH das superficies zeoliticas e da molécula de APTMS.!!?

Figura 29. FTIR da nanozeolita ZSM-5c¢ antes, e apos silaniza¢do (ZSM-5¢/APTMS) e funcionalizagdo (ZSM-
5¢/APTMS/GA).
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Fonte: elaborado pelo autor.

No caso das amostras obtidas da silanizagao e funcionalizacdo das nanozeolitas
FAU/Na" e FAU/Cu**, os espectros de FTIR, Figuras 30 e 31, respectivamente, apresentam o
aparecimento de uma banda em torno de 1510 cm™ apds ambas as etapas de tratamento. Essa
banda pode estar associada ao estiramento N—H,'3® nos agentes utilizados na silaniza¢io e
funcionalizagdo destas amostras. Nota-se também o desaparecimento da banda em 1400 cm™!
na amostra FAU/Na". A banda fraca verificada em 2950 cm™! faz referéncia ao estiramento dos
grupos C—H '% presentes nas moléculas de glutaraldeido e APTMS. O aumento da intensidade
na banda em 1640 cm™! pode estar associado com a deformagdo dos grupos amina primario ou
secundario protonados (-NH3"O-Si/ -NH2"0-Si), produto da interagéo entre os grupos amina
e os grupo silandis (Si—-OH) na superficie das zedlitas.!3” Essas bandas foram verificadas
também para os materiais LTAc e BEAc, Figuras 32 ¢ 33, respectivamente. Em geral, as

vibragdes observadas permitem inferir que o tratamento realizado foi bem-sucedido.
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Figura 30. FTIR da nanozedlita FAU/Na+ antes, e apos silanizacdo (FAU/Na+/APTMS) e funcionalizagido
(FAU/Na+/APTMS/GA).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 31. FTIR da nanozedlita FAU/Cu?" antes, e ap0s silanizagio (FAU/Cu?>'/APTMS) e funcionalizagio
(FAU/Cu*/APTMS/GA).
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Figura 32. FTIR da nanozedlita LTAc antes, e ap6s silanizacdo (LTAc/APTMS) e funcionalizagdo
(LTAc/APTMS/GA).
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Figura 33. FTIR da nanozeélita TS-1c antes, ¢ apds silanizagdo (TS-1c/APTMS) e funcionalizagdo (TS-
1c/APTMS/GA).
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5.3 Estudo do comportamento das lacases LPO, LAB e LAsp na forma livre quando

variadas as condicoes reacionais

Sabe-se que enzimas sdo catalisadores biologicos de alta complexidade, com estruturas
e funcdes diversificadas, e que abrangem uma enormidade de aplicagdes naturais. Esses
catalisadores tém ganhado cada vez mais espaco em aplicagdes industriais devido ao
desenvolvimento tecnoldgico na area de clonagem e expressdo de proteinas. Mas, como sdo
inameros os fatores que afetam a atividade cataliticas dessas macromoléculas, ndo existe um
“manual” de uso das mesmas. Isso torna crucial um conhecimento minimo do comportamento

de uma enzima de interesse antes de sua aplicacdo em um sistema ainda ndo descrito.

Neste trabalho foram utilizadas trés lacases comerciais de organismos diferentes. A
lacase de P. ostreatus (LPO), a de A. bisporus (LAB) e a de Aspergillus sp. (LAsp). No intuito
de conhecer melhor estas proteinas antes de imobiliza-las, foram realizados estudos
sistematicos para verificar o comportamento destas enzimas diante variagdes em pardmetros
reacionais. A capacidade de oxidacao de ABTS pelas lacases foi quantificada para diversas

condig¢des, conforme protocolos descritos no item 4.5.

5.3.1 Temperatura 6tima das lacases LPO, LAB e LAsp

A primeira investigacdo realizada foi na busca da temperatura 6tima de agdo destas
enzimas. Para isso, a atividade de oxidagdo para diferentes temperaturas foi determinada, e os
dados coletados estao ilustrados na Figura 34. As lacases apresentaram temperaturas 6timas de
60 (LPO), 75 (LAB) e 65 °C (LAsp) — temperaturas altas quando se leva em consideragao a

origem bioldgica destes catalisadores. Temperaturas 6timas de 50 °C foram reportadas para as

68; 138; 139 140

lacases de P. ostreatus e A. bisporus, enquanto Tonin et al. (2016), *” verificou um
otimo de atividade para a LAB por volta de 80°C. No caso da LAsp, um temperatura 6tima de
60 °C foi relatada.'" 142 Essas varia¢des sdo provavelmente relacionadas as estruturas destas
lacases. Apesar de conservada parcialmente a coordenacao dos sitios cataliticos, estas enzimas
apresentam variacdes nas composi¢des, inclusive no grau de glicozilagdo, além de serem

oriundas de organismos de diferentes classes.
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Figura 34. Temperatura 6timas das lacases LPO, LAB e LAsp em solucdo. 4 atividade da LPO em 60 °C foi
adotada como 100%.
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.3.2 Termoestabilidade das lacases LPO, LAB e LAsp

Embora as temperaturas Otimas para as lacases LPO, LAB e LAsp tenham sido
determinadas, ¢ importante salientar que os ensaios utilizados para tais analises sdo de curta
duracdo (3 minutos), € ndo necessariamente estas enzimas sdo estdveis nas temperaturas
encontradas para longos periodos de incubacdo. Para determinar as estabilidades térmicas das
trés enzimas, as respectivas atividades foram verificadas apds diferentes intervalos de
incubacdo. Foram escolhidas trés temperaturas: uma temperatura mais amena e proxima da
ambiente (30°C), uma temperatura intermediaria (45°C), e uma temperatura mais elevada e

proxima das temperaturas 6timas determinadas para estas lacases (60°C).

A lacase de P. ostreatus, apresentou uma instabilidade térmica elevada, Figura 35,
perdendo cerca de 50% de sua atividade apos apenas 30 minutos de incubacao a 60°C. Apos 8
horas, somente 10% da atividade inicial — atividade no tempo zero — foi verificada. A 45°C,
houve também uma redu¢do — menos acentuada — na atividade desta enzima. Apds 8 horas de
incubacdo, a enzima ainda manteve aproximadamente 75% da sua atividade inicial. Em Gtimo

caso, para incubagdo a 30°C, a LPO nao apresentou reducdo na atividade no intervalo
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investigado. Obeserva-se um ligeiro aumento na capacidade oxidativa desta enzima com o

aumento do tempo de exposicao a esta temperatura.

A principio, pode-se inferir que a temperatura adequada para aplicagdo desta enzima seja
30°C, na qual maior estabilidade foi observada. No entanto, quando as atividades desta enzima
sdo comparadas para as diferentes temperaturas num mesmo intervalo — lembrando que a
atividade relativa foi calculada com base na atividade no tempo zero a 60 °C —, percebe-se que,
a 45°C, apesar da enzima apresentar reducao na atividade para longos intervalos de incubagao,
ainda ¢ mais ativa que a mesma a 30 °C, mantendo cerca de 50% da atividade maxima (100%)
apods 8 horas. Com isso, pode ser apontada a temperatura de 45 °C como sendo adequada para

aplicagdo desta enzima por periodos longos.

Figura 35. Termoestabilidade da lacase de P. ostreatus. A atividade da LPO em 60 °C ap6s 0 minutos foi adotada
como 100%.
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No caso da lacase de A. bisporus, uma maior estabilidade térmica foi observada, Figura
36, mesmo para a temperatura de 60°C. A enzima apresentou um comportamento recorrente
para todas as temperaturas utilizadas, sua capacidade oxidativa aumentou na primeira hora de
incubagdo. Apds isso, houve uma ligeira redugdo na atividade para as temperaturas de 45 e

60°C, enquanto para a temperatura de 30 °C ndo houve redugao durante as 8 horas de incubagao.
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Em relacdo a atividade maxima (100%) verificada a 60 °C apds uma hora de incubagdo,
a LAB apresentou 70% da atividade maxima ap6s 8 horas tanto para 60 °C quanto para 45 °C,
e atingiu 40% da atividade maxima ap6s 8 horas a 30 °C. Neste caso, pode sim ser inferido que
a temperatura mais elevada ¢ adequada para aplicacao desta enzima, assim como a temperatura
intermediaria, na qual a enzima ndo apresentou grande variacao na atividade de oxidacao

durante todo o intervalo testado.

Figura 36. Termoestabilidade da lacase de A. bisporus. A atividade da LAB em 60 °C apds 60 minutos foi adotada
como 100%.
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Fonte: elaborado pelo autor.

No que diz respeito a lacase de Aspergillus sp., Figura 37, uma forte instabilidade
térmica foi observada. Para todas as temperaturas, at¢ mesmo quando incubada a 30 °C, esta
enzima teve reducao de atividade com o aumento do tempo de incubagdao. A 60 °C a LAsp
perdeu cerca de 90% de sua atividade inicial (100%) em apenas 30 minutos de exposi¢do a esta
temperatura. A 45 °C, essa reducdo foi atingida apds 4 horas. A 30 °C, a atividade maxima
verificada € apenas 20% da atividade geral maxima (60 °C, 0 minutos), chegando a 15% apos
as 8 horas de incubagdo. Neste caso, ¢ dificil apontar qual temperatura ¢ adequada para

aplicacdo desta enzima, a0 menos para aplicagdes que ndo sejam de curta duracao.

Vale ressaltar que um dos motivos para a imobilizagdo enzimatica ser vantajosa ¢ que,

além da possibilidade de reuso desde catalisadores bioldgicos, em alguns casos, a imobilizacao
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favorece a estabilizacdo térmica da enzima,®® '

e pode ser que a LAsp apds imobilizada
apresente uma melhor termoestabilidade, e sua aplicacdo seja pertinente no sistema proposto

neste trabalho.

Figura 37. Termoestabilidade da lacase de Aspergillus sp.. A atividade da LAsp em 60 °C apds 0 minuto foi
adotada como 100%.
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5.3.3 pH 6timo das lacases LPO, LAB e LAsp

Além da temperatura, outro fator comumente descrito como influente na atividade de
lacases ¢ a alcalinidade/acidez do meio. Em geral, estas enzimas t€ém maior atividade oxidativa
em meios de pH 4cido.'*’ Visando a determinagio do pH 6timo das lacases LPO, LAB e LAsp,
as atividades cataliticas destas enzimas foram verificadas a 45 °C fazendo-se a variagdo do pH

do meio reacional.

A Figura 38 apresenta as curvas obtidas, e todas as enzimas apresentaram um 6timo de
atividade em pH 3. A LPO apresentou 65 e 60% da atividade méaxima (pH 3) quando em meios
com pH 2 e 4, respectivamente, ¢ manteve aproximadamente 40% em pH 5. Esta lacase nao

apresentou atividade em pH neutro ou bésico.
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Em relacdo a LAB, uma redu¢do mais elevada em pH 2 foi observada, cerca de 70%
menor que a atividade maxima, enquanto em pH 4, 80% da atividade foi verificada.
Aproximadamente 10% de atividade residual foi quantificada em pH neutro, e em pH bdsico
nao houve oxida¢ao de ABTS. O comportamento da LAsp ndo divergiu muito das demais, com
exce¢do em pH 2, que praticamente ndo foi verificada atividade. Em pH 4, 90% de atividade

residual foi encontrada, enquanto em pH 5, 30% de redug¢do na atividade foi atingida.

Em estudos a 25 °C, valores 6timos de atividade em pHs 4,'*% e 5,6, foram reportados
para a LPO, sendo que, no segundo caso, foi feito o uso de siringaldazina como substrato ao
invés de ABTS. Tonin et al.(2016),'* verificaram um 6timo de atividade em pH basico para a
lacase LAB a 25 °C, enquanto Zhilin et al. (2016),"*° relaram o valor 3 como pH 6timo desta
enzima também a 25 °C. Nos trabalhos de Lloret ef al. (2011,2012),'4142 o pH 3 foi descrito
como 6timo para a LAsp. Esses dados da literatura estdo de acordo com os dados coletados
neste trabalho, e as diferencas observadas ilustram a sensibilidade destas enzimas a pequenas

variagOes no sistema reacional.

Figura 38. pH 6timo para as lacases LPO, LAB e LAsp a 45 °C. 4 atividade de cada lacase em pH 3 foi adotada
como 100%.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Assim como a verificagdo da termoestabilidade das lacases, ¢ crucial determinar a

estabilidade das mesmas em razao ao pH do meio, como demonstrado a seguir.
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5.3.4 Estabilidade das lacases LPO, LAB e LAsp sob diferentes pHs

Da secdo anterior, o pH 3 foi determinado como 6timo para as lacases LPO, LAB e
LAsp. Entretanto, a determina¢do do pH 6timo foi realizada com ensaios de curta duragdo —
menos de 5 minutos — 0 que nao garante que estas sejam estaveis neste pH para periodos mais
longos. Para verificar a estabilidade das enzimas em relagdo ao pH do meio, ensaios seguindo

o protocolo 8 do item 4.5 foram realizados, e os resultados ilustrados nas Figuras 39, 40 ¢ 41.

Todas as lacases sdo bastante instaveis em pH 2, e suas atividades reduzidas com o
passar do tempo, em especial a LAsp (Figura 41), que em cerca de meia hora tem sua atividade
reduzida a 10% da atividade inicial. O tnico pH no qual a LAsp ndo apresentou redu¢do na

atividade foi 6, o pH mais proximo ao neutro testado.

As lacases LPO e LAB sdo mais estaveis do que a LAsp nos pHs entre 3 e 5, sendo que
a LAB ¢ razoavelmente estavel mesmo em pH 3, e tem certo aumento na atividade com o tempo

quando em pH 5. Aumento similar ocorre pra LPO em pHs 4 ¢ 6.

Figura 39. Estabilidade da lacase LPO para diferentes pHs.
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Figura 40. Estabilidade da lacase LAB para diferentes pHs.
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Figura 41. Estabilidade da lacase LAsp para diferentes pHs.
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Levando-se em consideragdo os pHs 6timos verificados para estas enzimas e suas
estabilidades nestas condicdes, € possivel afirmar que a aplicag@o destes catalisadores exige um

cuidado grande com as condi¢des reacionais.
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5.3.5 Efeito de metais de transicao em solucao na atividade catalitica das lacases estudadas

Como mencionado na se¢do 5.1, a inclusdo do suporte FAU/Cu®" neste trabalho foi
baseada nos relatos da literatura, nos quais o cobre foi apontado como potenciador da atividade
de lacases.!?!: 122 123: 124 Eqqes relatos sdo corroborados com os dados que serdo apresentados e
discutidos a seguir, coletados com a intencao de justificar e fortificar a inclusao deste suporte
nesta investigacdo. Além disso, auxiliam na caracterizagdo comportamental dessas proteinas.
No caso, foram realizados ensaios para analisar a influéncia dos metais de transicdo Cu?*, Zn**,

Ni%*, Co*", Mn*" e Mg?*, na capacidade oxidativa das lacases LPO, LAB e LAsp.

A Figura 42 mostra as curvas de varia¢ao da atividade catalitica da LPO em funcdo da
concentracdo dos diferentes metais de transicdo. Apenas o cobalto em solucdo afetou
negativamente a atividade enzimatica, com uma reducdo discreta de aproximadamente 5%
quando em baixa concentragdo (20 mM), e mais acentuada com o aumento da concentragao,
chegando a 60% na concentracdo mais alta (100 mM). Todos os demais metais testados
influenciaram positivamente a capacidade oxidativa desta lacase, com destaque para o
manganés, o cobre € o magnésio, que aumentaram em até aproximadamente 40% os produtos
de oxidagdo. O niquel e o zinco tiveram efeitos mais discretos, chegando a um aumento maximo

de 20%.

Para a lacase LAB o comportamento observado foi um pouco distinto. Na Figura 43,
pode ser observado que, para a concentragdo minima testada (20 mM), todos os metais de
transi¢ao utilizados beneficiaram a atividade catalitica desta enzima. Destaca-se o niquel, que
proporcionou um aumento de cerca de 40% na atividade enziméatica nesta concentragdo.
Entretanto, o aumento observado em 20 mM foi reduzido gradativamente para os metais Ni**,

Mn?*, Mg** e Co*" com o aumento da concentragio.

Além disso, o cobalto agiu como redutor de atividade da enzima para concentragdes
iguais ou maiores que 40 mM, atingindo uma redugdo de 40% em 100 mM. Por outro lado, o
zinco aumentou a capacidade oxidativa da LAB gradativamente até a concentragdo de 60 mM,
atingindo um aumento maximo de aproximadamente 30%. Apos isso, o efeito potenciador deste
metal foi reduzido para valores comparaveis ao de concentragdes menores. O Unico metal que
proporcionou aumento gradual na atividade enzimatica com o aumento da concentragcdo para
todas as concentragdes utilizadas foi o cobre, que atingiu um aumento de cerca de 50% a 100

mM.
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Figura 42. Influéncia de metais de transi¢@o na atividade da lacase LPO a 45 °C. 4 atividade da LPO na auséncia
de metais de transi¢do foi adotada como 100%.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 43. Influéncia de metais de transi¢@o na atividade da lacase LAB a 45 °C. 4 atividade da LAB na auséncia
de metais de transigdo foi adotada como 100%.
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Para finalizar esta etapa de caracterizagdo, a lacase LAsp também foi testada. A Figura

44 ilustra as curvas obtidas para esta enzima no que diz respeito ao efeito dos metais de transicao

testados em sua atividade. Novamente o cobre foi o destaque como potenciador de atividade, e



108

para todas as concentracdes utilizadas apresentou um aumento maior quando comparado com

os demais metais, atingindo um aumento maximo de 35% a 60 mM.

Além do cobre, o niquel foi o Uinico que proporcionou um aumento um pouco mais
elevado, atingindo um maximo de 20% a 60 mM. Os demais metais ndo ultrapassaram a marca
de 10% de aumento, sendo que, os metais Zn>* e Mg?* margearam a linha de efeito nulo para
todas as concentracdes, enquanto o Co?" novamente apresentou efeito redutor de atividade com

0 aumento da concentracao.

Figura 44. Influéncia de metais de transi¢do na atividade da lacase LAsp a 45 °C. 4 atividade da LAsp na auséncia
de metais de transig¢do foi adotada como 100%.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para todas as lacases, um comportamento andlogo foi observado: o cobre teve destaque
como potenciador de atividade, enquanto o cobalto destacou-se como redutor. E importante
indicar que estes ensaios foram feitos utilizando metais em solugao, e os efeitos observados nao
necessariamente sdo refletidos quando os mesmos estio no interior dos suportes de

imobilizacao, como cation de compensagao no caso.

No entanto, conhecendo a propriedade de troca i06nica de zedlitas, assim como a lixiviagdo
de cations de compensagdo quando o equilibrio quimico favorece, conhecer a influéncia de
metais em solugdo nas atividades das lacases ¢ importante, principalmente considerando o fato

de ter sido aplicado um suporte contendo cobre como cétion de compensagao neste trabalho.



109

5.3.6 Concentracdo, troca de tampdo e estudos da estabilidade da lacase comercial de

Aspergillus sp. (LAsp)

A Tabela 3 mostra a concentragdo de proteina estimada para a solugdo comercial (A),
e para as amostras apos troca de tampao B e C. As amostras B e C tiveram seus volumes
ajustados manualmente para aproximadamente 500 upL. Este ajuste manual (erro do
experimentador) pode explicar o aumento aparente da concentracdo quando comparadas as
amostra A e B. Se o processo de filtragem recuperasse 100% da proteina, e o ajuste do volume
fosse exato, a concentracdo da amostra B ndo poderia ser maior que da amostra A. O mesmo
vale para a amostra A, em que reducdo da concentracdo ¢ observada, ndo permite atribuir a
perda de proteina no processo de filtragem apenas, pois hé incerteza no volume. Parcela da
quantidade de proteina pode ter sido perdida durante a filtragem, o que ¢ provavel ter
acontecido, no entanto, a falta de exatidao no volume impossibilita determinar a quantidade
recuperada com exatiddo. De toda forma, estes erros sdo minimos, € ndo reduzem a validade
qualitativa dos dados. Além disso, os componentes desconhecidos que ddo coloragdo marrom
a amostra comercial A, com concentragdo menor em B, e bastante reduzida (tendendo a zero)
na amostra C, podem ter interferido também na estimativa das concentragdes. Com base nesta
possibilidade, pode ser assumido que a amostra C tem uma concentragao estimada com maior

grau de confiabilidade. Em todo caso, perdas criticas de proteina ndo foram observadas.

Tabela 3. Concentragdo estimada de amostras enzimaticas

Amostra Concentracido (mg/mL)
A 13,6 £0,3
B 14,8 £0,8
C 12,7+0,5

Considerando a diferenca nas concentragdes das amostras, cerca de 8% para o par A/B,
ou menos para o par A/C, seria esperado diferengas nas atividades enzimaticas das amostras,
uma vez que ndo foi feito ajuste de concentragdo antes das medidas espectrofotométricas. A
Figura 45 apresenta a variacdo da absorbancia acompanhada por 2 minutos. Os espectros tém
evolucdo similares no tempo, com valores pontuais obedecendo a regra: amostra B > amostra
A > amostra C. Os valores sdo muito proéximos quando as concentragdes estimadas sao
utilizadas para normalizacdo. As razdes absorbancia/concentracdo para o tempo 1 minuto sdo

0,123, 0,116, and 0,122 para as amostras A, B and C, respectivamente. Razdes diferenciam
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menos de 5% entre amostras A and B e menos de 1% comparando A com C. Com base nestes
dados, pode ser inferido que as atividades enzimaticas especificas sdo bastante aproximadas
para as amostras testadas. Sendo assim, o processo de filtragem e troca de tampao nao afetou a
atividade da enzima, pelo menos ndo a curto prazo (menos de 4 horas entre o inicio da filtragem
e a medida de atividade).

Figura 45. Testes de atividade das amostras A, B e C diluidas 400 vezes em tampao fosfato, 100 mM, pH 7.
Comprimento de onda =436 nm. ABTS usado como substrato.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 46A mostra o acompanhamento da atividade da enzima LAsp no tempo apds
incubacdo em diferentes tampdes. Esta figura é bastante informativa. E evidente que a enzima
incubada sob mesmo pH mas para diferentes componentes de tampao teve sua atividade variada
no tempo. Em pH neutro, a atividade inicial da enzima foi 40 % superior as atividades da mesma
incubada em tampodes com pH 4,5. Isso indica que um efeito rapido devido ao pH foi sentido
pela enzima. Vale ressaltar que o tempo “zero” ndo foi exatamente zero, mas sim algo por volta
de dois minutos, tempo este necessario para o preparo das respectivas solugdes e primeira
medida de atividade. A hora inicial ndo foi acurada justamente por rapidos efeitos que a enzima
sofre nas condigdes experimentais. Entretanto, ¢ visual que no tempo, a enzima incubada em
pH neutro atingiu um patamar, e foi aproximadamente constante por todo o experimento. Por

outro lado, quando exposta a meios acidos, a atividade decresce no tempo, reducdo mais
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acentuada para tampodes do tipo acetato quando comparados com citrato e succinato. A enzima
incubada em tampdo citrato mostrou boa estabilidade, e menor reducdo na atividade em
compara¢cdo com demais tampdes de pH 4,5. Tampdo succinato levou a um decréscimo

intermediario entre citrato e acetato.

Para melhor analisar os resultados, a Figura 46B evidencia as primeiras 24 horas de
testes. Pode ser observado que as atividades de todas as incubacgdes variaram no mesmo
intervalo por 24 horas, com excec¢ao da encubagao em tampao acetato, 100 mM, que apresentou
reducdo acentuada entre 6 e 24 horas. Apesar de melhora visual, ainda ¢ dificil comparar a
evolucdo das curvas para os tampdes acidos, uma vez que o tampao neutro tem dire¢do oposta
e dificulta visualizacdo. Para melhor exibic¢do, a Figura 46C apresenta apenas os resultados
para incubagio em meio acido. E claro que cada tampéo induz um comportamento diferente na
atividade enzimatica com o passar do tempo. Embora inicialmente todas as atividades tenham
sido bastante proximas, para longos prazos, a resposta foi acentuada. A enzima teve sua
atividade bastante reduzida, tendendo a zero, apds 188 horas de incubagdo em tampao acetato
100 mM, e mesmo em tampao com metade da concentracao de acido, a reducao na atividade
ainda foi bastante elevada. Os resultados referentes aos tampdes succinato claramente indicam
que a concentragdo do tampao tem efeito direto na redu¢do da atividade, quando maior a
concentragdo, maior a reducdo da atividade no tempo. Entre todas as solugdes testadas, o
tampao citrato 100 mM foi o que permitiu manutencdo da atividade enzimatica por maior

duracao.

No geral, estes testes auxiliaram na compreensao do efeito que os componentes dos
tampodes utilizados tém sobre a enzima estudada. O pH neutro ¢ adequado para armazenamento
de longa duracdo, no entanto, como a atividade de lacases ¢ altamente dependente de pH para

catalise, o uso de tampao citrato seria mais indicado para reagdes de longa duragdo.
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Figura 46. Atividade enzimatica da LAsp purificada apos incubagdo em diferentes tampdes a 8 °C acompanhada
no tempo. Os tampdes utilizados foram: a — 100 mM tampao acetato pH 4,5; b — 50 mM tampao acetato pH 4,5; ¢
— 100 mM tampdo fosfato pH 7,0; d — 100 mM tampao citrato pH 4,5; ¢ — 100 mM tamp&o succinato pH 4,5; f —
50 mM tampédo succinato pH 4,5. Parte (A) apresenta integralmente as curvas obtidas no experimento, (B)
evidencia as primeiras 24 horas ¢ (C) compara as primeiras 24 horas para os tampdes com pH 4,5.
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5.4 Imobilizacio enzimatica nos suportes nanozeoliticos e estudos dos complexos

formados

Os diferentes suportes funcionalizados e caracterizados nas se¢des anteriores foram
utilizados para imobilizagdo das trés lacases comerciais em estudo. Foi iniciada a busca pelo
protocolo correto de imobilizacao, e do suporte ideal para cada enzima — ideal no sentido de
manter ou potencializar a atividade catalitica das lacases apos a imobilizagdo —, resultados

discutidos a seguir.

5.4.1 Imobilizacdo das lacases LPO, LAB e LAsp nos diferentes suportes nanozeoliticos

sintetizados

A Tabela 4 apresenta os dados coletados referente a imobilizagdo enzimatica: os
percentuais de imobilizagdo enzimatica, as atividades das solugdes remanescentes e dos
complexos formados — atividades estas determinadas conforme descrito no item 4.5. Foram
utilizados os suportes nanozeoliticos FAU/Na'/APTMS/GA, TS-1¢/APTMS/GA, ZSM-
5¢/APTMS/GA e FAU/Cu**/APTMS/GA para imobiliza¢io das lacases LPO, LAB e LAsp —
protocolo descrito no item 4.4. Para completar esta etapa, os materiais LTAc/APTMS/GA e
BEACc/APTMS/GA foram utilizados para imobilizagao da lacase LAsp. Para uso comparativo,
em amarelo estd indicado o valor tedrico que seria esperado para a atividade dos complexos
caso toda a enzima disponibilizada fosse imobilizada no suporte e mantivesse 100 % da sua
atividade. Esse valor seria de 15000 pU/mg, e ¢ consideravelmente superior as atividades de
todos os complexos testados, mesmo aqueles que imobilizaram praticamente toda a enzima
disponibilizada. Isso ¢ resultado, principalmente, da mudanga do sistema catalitico de
homogeéneo para heterogéneo. A dispersibilidade de uma enzima em solugdo ¢ muito superior
a dispersibilidade dos complexos nanozedlitas/enzimas. Isso deve-se a limitacOes de
transferéncia de massa, que podem afetar criticamente a cinética de um sistema catalitico.”
Portanto, as atividades dos complexos serdo comparadas entre si, ndo com um suposto

equivalente de enzima livre.

Como pode ser observado, a maioria das solugdes remanescentes nao apresentaram
atividade, com excecdo das solugdes apds a imobilizagdo da LAsp nos suportes
FAU/Na"/APTMS/GA, TS-1c/APTMS/GA, FAU/Cu?>/APTMS/GA e LTAc/APTMS/GA em
que 86 +3; 6,2 +£0,5;9,3 +£0,4% e 93,7+ 0,3% de atividade remanescente foram verificados,

respectivamente. Esses valores concordam bem com os percentuais de imobilizagdo
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mensurados para os suportes, em que a solucdo com maior atividade remanescente apresentou
o menor percentual de imobilizagdo (26 + 2%); e as demais que apresentaram baixa atividade
remanescente, apresentaram maiores percentuais de imobilizagdo (88 = 4 e 90 £ 3%). Os
suportes ZSM-5¢/APTMS/GA e BEAc/APTMS/GA também apresentaram altos percentuais de
imobilizacdo para a LAsp (92 + 4 e 94 = 4%, respectivamente), e praticamente nenhuma

atividade enzimatica remanescente.

Nao foram verificadas atividades remanescentes para as lacases LPO e LAB apos
imobilizacdo em todos os suportes testados. Isso supostamente indica que toda a proteina
disponibilizada foi imobilizada. Entretanto, os desvios nas medidas sdo muito altos, o que
implica na incerteza da real quantidade de enzima imobilizada (veja nota no rodapé da Tabela
4). Esses problemas podem ser atribuidos, a principio, as caracteristicas desconhecidas do
material comercial utilizado. S3o materiais so6lidos, dos quais desconhecemos a composicao
ndo enzimatica, e que pode ndo estar distribuida homogeneamente, dificultando o controle das
concentragdes. No entanto, isso nao inviabilizou seu uso, considerando que os demais ensaios
de caracterizagdo foram realizados com precisdo. Apesar disso, os resultados mais relevantes
apresentados na Tabela 4 sdo os referentes as atividades dos complexos formados apos a

imobilizacdo, todos obtidos com excelente precisao.

Como destacado em verde, todos os complexos formados com o suporte
FAU/Cu**/APTMS/GA possuem atividades cataliticas superiores a maioria dos complexos com
os demais suportes, superiores em até 400 vezes, comparando-se o complexo mais ativo
(FAU/Cu®>"/APTMS/GA/LAsp) com o menos ativo (ZSM-5¢/APTMS/GA/LAB). E importante
evidenciar que os testes de atividade dos complexos foram realizados a temperatura ambiente,
e os potenciais cataliticos verificados podem ou ndo ser os madximos — maximo nas condigdes
Otimas —, pois ndo se sabia até este ponto se ap6s a imobilizagao as condi¢des timas observadas

para as enzimas na forma livre foram mantidas.

Analisando isoladamente os resultados cataliticos para os complexos formados com a
lacase LAsp, apesar dos suportes TS-1c/APTMS/GA, ZSM-5¢/APTMS/GA,
FAU/Cu*’/APTMS/GA e BEAc/APTMS/GA terem imobilizado aproximadamente a mesma
quantidade de enzima — cerca de 90% da proteina disponibilizada — a atividade do complexo
formado com suporte contendo Cu?" foi por volta de 9 e 125 vezes maior que a dos complexos
relacionados as nanozeolitas TS-1c e ZSM-5¢, respectivamente. Além disso, ao comparar os

complexos FAU/Cu*/APTMS/GA/LAsp ¢ FAU/Na"/APTMS/GA/LAsp, em que a Unica
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diferenga quimica dos suportes ¢ a presenca do cobre — estruturalmente os materiais sdo bastante
distintos, mas essa informagdo ainda nao serd levada em considerag@o nesta parte da discussao
—, seria esperado que a atividade do segundo complexo fosse aproximadamente o dobro da
atividade do primeiro, se no caso a proporcao entre os percentuais de imobilizacao (~90/40)
fosse refletida na atividade do complexo. Isso nao ¢ verificado, mas sim uma atividade cerca

de 11 vezes superior do complexo FAU/Cu®*/APTMS/GA/LAsp.

Tabela 4. Percentual de imobilizacdo, atividade remanescente e atividade catalitica dos complexos
nanozeoélitas/lacases formados apds a imobilizacdo das lacases LPO, LAB e LAsp nos diferentes suportes
sintetizados.

Suporte Lacase Imobiliza¢ao Atividade Atividade do
! % Remanescente / %  Complexo (nU/mg)
SISTEMA HIPOTETICO # 100 0 15000
LPO 94 + 32% 0 86+5
FAU/Na'/APTMS/GA  LAB 55+ 30%* 0 204 + 11
LAsp 3942 86+3 291+£13
LPO 84 + 25% 0 58+4
TS-1c/APTMS/GA LAB 63 +21% 0 99+4
LAsp 88 + 4 6,2+0,5 364+ 16
LPO 88 + 35% 0 276 + 14
ZSM-5¢/APTMS/GA LAB 78 + 33* 0 8+2
LAsp 9244 0 25+3
LPO NR* NR NR
LTA/APTM/GA LAB NR NR NR
LAsp 26+2 93,7+0,3 258+ 13
LPO NR NR NR
BEA/APTMS/GA LAB NR NR NR
LAsp 94+ 4 0,8+0,2 2133 £ 55
LPO 85 + 25% 0 1879 + 45
FAU/Cu?'/APTMS/GA  LAB 90 + 30%* 0 1535 + 39
LAsp 90+ 3 93+04 3166 + 57

P SISTEMA HIPOTETICO — caso 100 % da enzima fosse imobilizada no suporte e mantivesse 100 % da atividade
que possuia na forma livre, o complexo formado apresentaria atividade de15000 uU/mg, independente do suporte
ou enzima testada, pois a quantidade de enzima disponibilizada foi ajustada com base em suas respectivas
atividades especificas, e constante para todos os ensaios: 1 U/mL.

#NR — ndo realizado

* Nao foi possivel determinar com precisdo os percentuais de imobilizagdo para as lacases LPO e LAB. Testes
para determinag@o da concentrag@o das solugdes preparadas com estas enzimas, disponibilizadas na forma solida,
a partir da curva padrdo de BSA e método de Bradford ndo foram realizados com sucesso. Estatisticamente nao
foi possivel obter réplicas de medida que ndo excedessem o erro aceitavel — ensaios repetidos por cinco vezes, no
minimo.
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O complexo BEAc/APTMS/GA/LAsp apresentou uma alta atividade catalitica (2133 +
55 pU/mg) — destacada em laranja —, comparada com as obtidas para os complexos com o
suporte FAU/Cu**/APTMS/GA, 1879 + 45 nU/mg (LPO), 1535 = 39 pU/mg (LAB) e 3166 +
57 pU/mg (LAsp). O resultado para a zeolita BEA indica que a presenga de cobre ndo ¢
obrigatoria para que a zedlita seja um suporte efetivo para imobilizagdo desta lacase. E provavel
que, as interagdes enzima/suporte sejam sim beneficiadas pela presenca deste metal de
transicdo, mas, a LAsp foi imobilizada com sucesso no suporte BEAc/APTMS/GA, e o
complexo apresentou alta atividade catalitica. Com base nas atividades cataliticas de oxidagdo
do substrato ABTS, os quatro complexos com maior atividade foram selecionados para a reagao

de oxidagao do glicerol.

5.4.2 Caracterizagdo por ATR-FTIR dos complexos nanozedlitas/lacases

Para verificar espectroscopicamente a presenca das lacases apds imobilizagdo nos
suportes, andlises de ATR-FTIR foram realizadas para os complexos e comparadas com os
suportes antes do processo de imobilizagdo. Foram realizadas analises de FTIR atenuadas com
intuito de ter uma maior resolu¢do nas analises, uma vez que as bandas caracteristicas dos
materiais zeoliticos sdo de elevada intensidade, e dificulta a identificagdo de variagdes no
material que possam ser assinaladas as enzimas presas as superficies zeoliticas via ligagao

covalente.

As andlises de ATR-FTIR das lacases LAsp e LAB antes da imobilizacdo, Figura 47,
apresentaram bandas caracteristicas destas enzimas, como por exemplo, as banda em ~3400
cm’! — estiramento OH e/ou vibracdo do estiramento NH —, na proximidade de 2800 cm™ —
estiramento CH —, em 1630 cm™ — correspondente ao grupo carbonila das estruturas de amida
secundaria (CONH) —, e em ~1100 cm™ — atribuidas as vibragdes COC.!** Outras bandas
observadas, tanto nas enzimas livres quanto nos complexos (Figuras 47 a 53), sdo indicativas
da efetiva imobilizagdo destas proteinas nos suportes testados.'*> Picos na regido entre 1718—
1613 cm ! podem ser relacionados as vibragdes de estiramento da ligagdo amida (N=C=0). As
bandas alargadas na regidio entre 1650—1550 cm ™! s3o atribuidas ao estiramento C=0 (da amida
I, 1650 cm™") e ao dobramento N-H (da amida II, 1550 cm™!) das estruturas enzimaticas, assim

como o estiramento C=0 em 1730 cm™ ..
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Figura 47. ATR-FTIR das lacases LAB (s6lido) e LAsp (solu¢ao). Bandas assinaladas correspondentes aos
ntmeros de onda 2982 cm™! (1), 2885 cm! (2), 1548 cm™! (3), 1470 ecm™ (4), 1255 cm™! (5), 1142 cm! (6) € 960 cm
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 48. ATR-FTIR do material FAU/Na”/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), 1640
cm' (4),1311 cm™ (5) e 1215 cm™! (6).
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Figura 49. ATR-FTIR do material TS-1c/APTMS/GA antes e apds a imobilizacao das lacases LPO, LAB e LAsp.
Bandas assinaladas correspondentes aos niimeros de onda 3400 cm™ (1), 2982 cm™! (2), 2885 cm™ (3) € 1730 cmr
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 50. ATR-FTIR do material ZSM-5¢/APTMS/GA antes e ap6s a imobilizag@o 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) e 1380 cm™! (5).
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Figura 51. ATR-FTIR do material FAU/Cu?*'/APTMS/GA antes e ap6s a imobilizagdo das lacases LPO, LAB ¢
LAsp. Bandas assinaladas correspondentes aos miimeros de onda 3400 cm™ (1), 2982 cm™! (2), 1640 cm™ (3) € 1380

cm’! (4).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 52. ATR-FTIR do material LTAc/APTMS/GA antes e apds a imobilizacdo da lacase LAsp. Bandas
assinaladas correspondentes aos numeros de onda 2982 cm™ (1), 2885 cm™! (2), 1380 cm™ (3), 1255 cm™' (4) e 1147

cm’! (5).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 53. ATR-FTIR do material BEAc/APTMS/GA antes e apds 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).
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.4.3 Estudo das condi¢des 6timas de acdo dos complexos formados pela imobilizagdo das

lacases LPO, LAB e LAsp no suporte FAU/Cu?’/APTMS/GA

As altas atividades dos complexos com o suporte FAU/Cu?"/APTMS/GA, permitiu a
selecdo destes complexos para alguns estudos posteriores, buscando condi¢des ideais de agao
destes catalisadores. Uma varredura abrangendo alguns parametros — selecionados com base

nas informagdes coletadas para as enzimas livres — foi realizada para os complexos

FAU/Cu*'/APTMS/GA/LPO, FAU/Cu®*"/APTMS/GA/LAB e FAU/Cu®"/APTMS/GA/LAsp.

As atividades dos complexos foram avaliadas variando-se a temperatura (30, 45 e 60
°C) para diferentes valores de pH (3, 4 ¢ 5). Na Figura 54 estao ilustrados em grafico de colunas
os resultados obtidos para o complexo FAU/Cu*/APTMS/GA/LPO. Em pH 3 — lembrando que
este foi o pH 6timo encontrado para todas as enzimas a 45 °C — e a 30 °C, o complexo teve seu
desempenho mais elevado. Essa atividade maxima — adotada como 100% — foi reduzida
gradativamente com o aumento da temperatura, chegando a 30% em 60 °C. Por outro lado, em
pH 4, o maximo de atividade observado foi a 45 °C, enquanto em pH 5 ndo houve muita

variagdo na atividade catalitica com a varia¢ao da temperatura. Vale frisar que, se comparadas
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as atividades do complexo apenas para a temperatura de 45 °C — temperatura na qual foi
determinado o pH 6timo das enzimas em solu¢do —, o 6timo seria apontado como sendo pH 4,
e essa variagdo pode ser atribuida as interacdes entre enzima e suporte apos imobilizagao.

Como ndo foi feita a determinacdo do pH 6timo das lacases na forma livre para
diferentes temperaturas, nao ¢ adequado assumir que o pH 3 seja o pH 6timo para qualquer
temperatura. Todavia, € possivel apontar um 6timo reacional deste complexo a 30 °C e pH 3,
ao menos para ensaios de curta duragdo. Além disso, a 60 °C o percentual de atividade relativa
foi similar para todos os pHs testados, sendo este percentual o menor observado dentre todos

0S ensaios.

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 100%.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na Figura 55 estdo apresentados os resultados para o complexo
FAU/Cu?"/APTMS/GA/LAB. Novamente, a atividade méaxima encontrada foi para os ensaios
a 30 °C e pH 3. Nota-se uma redug¢do na atividade com o aumento da temperatura para os pHs
3 e 5. Somente em pH 4 ¢ verificado um maximo a 45 °C. Nesta temperatura, diferentemente
do complexo com LPO, a maior atividade catalitica foi mensurada em pH 3, indicando que as
interagdes entre enzima e suporte apds imobiliza¢do ndo alteraram o pH 6timo da enzima. A

atividade minima foi observada para o complexo a 60 °C e pH 5. Observa-se também que, as
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atividades em pH 5 sdo sempre as menores observadas em comparacao com os pHs 3 e 4 para

uma mesma temperatura, para ambos os complexos com LPO e LAB.

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%.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Por fim, o complexo FAU/Cu**/APTMS/GA/LAsp também tem maxima capacidade
catalitica em pH 3 e a 30 °C, como pode ser visto na Figura 56. Entretanto, uma particularidade
¢ observada. Em pH 3, a atividade do complexo ¢ praticamente reduzida a zero quando a 60 °C,
condi¢des de minimo global. Isso difere do que foi observado para os complexos com LPO e
LAB. Além disso, uma estabilidade maior — ao menos para curtos periodos —, pode ser
constatada para o complexo em pH 4, mesmo para a temperatura mais alta, apresentando 60%

da atividade méxima neste pH a 60 °C.
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Figura 56. Efeito da temperatura ¢ do pH na atividade catalitica do complexo FAU/Cu?>"/APTMS/GA/LAsp. A4
atividade do complexo em 30° e pH 3 foi adotada como 100%.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Apesar de parcialmente, 6timos reacionais podem ser indicados para os complexos
estudados nesta se¢do. Em todos os casos, pH 3 e temperatura ambiente — aproximadamente —
sdo verificados como 6timos reacionais. Entretanto, ainda foi necessario verificar a estabilidade
destes complexos para periodos mais longos de reagdo — os ensaios anteriores foram de curta
duracdo, menos de 10 minutos —, e assim realmente definir suas provaveis condigdes 6timas
para aplicacdo nas reagdes de oxidagdo do glicerol, reagdes estas relatadas como de longa

duragdo para obtencdo seletiva de produtos.! 1617

A estabilidade dos complexos foram avaliadas nas condi¢des 6timas estabelecidas nesta
secdo (pH 3, T =30 °C), e para temperatura de 45 °C, de acordo com Protocolo 8 do item 4.5.
O complexo com a enzima LPO (Figura 57) teve sua atividade reduzida a 60% apds 6 horas
de incubagao a 30 °C, chegando a 30% ap6s 24 horas. A 45 °C, o mesmo complexo teve perda
de 90% de sua atividade em apenas 6 horas. Isso mostra que apesar de estar nas condigdes
Otimas, quando expostos por longos periodos nestas condigdes, o complexo tem sua atividade
reduzida. J4 o complexo com a enzima LAB (Figura 58) apresentou maior estabilidade em
ambas as temperaturas testadas, mantendo 65% e 40% da sua atividade apds 6 horas de reacao
nas temperaturas de 30 e 45 °C, respectivamente. O complexo teve sua atividade reduzida até

chegar a 15% (45 °C). No entanto, sob temperatura de 30 °C, um comportamento diferente foi
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observado. Nas ultimas 12 horas de acompanhamento, o complexo teve sua atividade
aumentada, chegando novamente a 60%. Essa ultima observacdo indica que — com o passar do
tempo — o meio reacional levou o catalizador a recuperar a sua atividade. Ou seja, as condi¢des
fisico-quimicas do meio contribuiram para — ou até induziram — uma estabilidade estrutural-

funcional da enzima.

Figura 57. Estabilidade do complexo FAU/Cu*/APTMS/GA/LPO, pH 3, temperaturas 30 e 45 °C.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 58. Estabilidade do complexo FAU/Cu2+/APTMS/GA/LAB, pH 3, temperaturas 30 e 45 °C.
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O tultimo caso, relacionado ao complexo com a lacase LAsp (Figura 59) apresentou a
maior instabilidade dentre os testados. Mais de 90% da atividade catalitica foi reduzida em

apenas 6 horas para ambas as temperaturas, e esta reducdo continuou até o final do ensaio.

Figura 59. Estabilidade do complexo FAU/Cu2+/APTMS/GA/LAsp, pH 3, temperaturas 30 e 45 °C.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Estes ensaios indicaram que as condi¢des otimas determinadas para os complexos em
reagdes de curta duragdo ndo podem ser consideradas para aplicagdes dos catalisadores por
periodos longos. Portanto, foi importante considerar um meio termo, em que apesar da reagao
do complexo ndo fosse maxima, sua instabilidade nao fosse tdo pronunciada. Com base nisso,
foi considerado pHs entre 4 ¢ 5 para as reagdes de oxidagdo do glicerol, valores que estdo de

acordo com os dados discutidos até o momento e com os protocolos relatados na literatura.'™:
16; 17

5.5 Reacdes de oxidacio do glicerol

5.5.1 Curvas padrao para quantificacao dos produtos de oxidacao do glicerol por HPLC

Antes do inicio da aplicacdo dos biocatalisadores obtidos nas reagdes de oxidagdo do

glicerol, foram realizados trabalhos minuciosos na preparagdo de curvas de calibragcdo de
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analise por HPLC de padrdes cromatograficos dos possiveis produtos de oxidagdo deste

composto, conforme descrito no item 4.7.

Para todas as curvas geradas, foi feita uma regressao linear do tipo “fit linear” no
software OriginPro8, para obtencdo estatistica dos parametros a ¢ b de uma reta do tipo y =
a + bx, em que y ¢ a area abaixo da curva de determinado pico, X € a concentracdo da amostra
sendo analisada, a o intercepto no eixo y para concentragao 0 (em todos os casos, também 0) e

b o coeficiente angular da reta gerada. Os valores obtidos estdo expostos na Tabela 5.

Para confirmagdo se os tratamentos estatisticos realizados estdo dentro de um limite
apropriado de aceitacdo, foram analisados os coeficientes de confirmacao em todas as curvas
(R2justado). Valores acima de 0,95 podem ser considerados representativos de uma boa
regressdo (o modelo estd adequado para os dados). No caso, todas as curvas apresentaram
valores de RZ%justado Superiores a 0,993, portanto, os valores encontrados para os coeficientes a e
b estdo estatisticamente coerentes, ¢ podem ser utilizados para correta quantificacdo dos

compostos analisados quando realizadas as rea¢des de oxidagao do glicerol.

Além claro da obtengdao dos parametros de regressdao, ¢ importante ressaltar que os
tempos de retengdo para quase todos os compostos foram diferentes — mais de meio minuto de
diferenga —, com exce¢ao dos compostos acido tartronico e acido hidroxipiruvico, cujos tempos
de retencdo sao muito aproximados (10,07 = 0,08 e 9,85 + 0,09 minutos, respectivamente).
Nesse caso, em uma analise de produtos de reacdo, a diferenciagdo destes dois compostos &
imprecisa, ao menos ndo nas condi¢des cromatograficas descritas. Para contornar este
problema, os parametros técnicos cromatograficos foram variados, para entdo ser determinado

com precisio qual é o composto obtido, similar ao trabalho de Beltran-Prieto (2013),4

no qual
foi realizada a optimizacao de um método de cromatografia liquida para analisar corretamente
os produtos de oxidacao do glicerol — no caso, para eliminar sobreposi¢do de picos referentes a
diferentes compostos —, variando pardmetros tais como temperatura do da coluna
cromatografica e fluxo da fase movel. No entanto, esta otimizacdo ndo foi efetiva neste estudo.
Em geral, as condi¢cdes de andlise que separam um pico, levam a sobreposicao de outro.

Portanto, analises por outras técnicas seriam necessarias caso houvesse a detec¢ao de algum

desses compostos em quantidade significativa, que ndo foi o caso neste estudo.
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Tabela 5. Tempos de retencdo e pardmetros de regressdo linear das curvas padrdo de diferentes possiveis produtos
da reacdo de oxidag@o do glicerol por analises de HPLC.

Padrio Tretengio a b R2ajustado
Acido Tartrénico 10,07 £ 0,08 0 679+ 11 0,99844
Acido Mesoxdlico 8,49 £ 0,09 o 0665+9 0,99887
Dihidroxiacetona 15,90 + 0,04 0 96,5+0,7 0,99966
Gliceraldeido 13,21 £0,02 0 25,9+0,5 0,99771
Acido Glicérico 12,762 + 0,003 o 140,102 0,99998
Acido Oxdlico 78402 0 2460 + 90 0,99332
Acido Glicélico 14421 0,002 o 111 0,99946
Acido Glioxilico 11,21 +0,02 o 8+l 0,99618
Acido hidroxipirivico 9,85 + 0,09 o 810+6 0,99975
Acido Férmico 16,31 £ 0,02 0 1071 0,99917

5.5.2 Reagoes de Oxidacao do Glicerol utilizando os catalisadores selecionados

Apos elaboracdo das curvas de calibracdo dos possiveis produtos de oxidagdo do
glicerol, foram iniciadas as aplicacdes dos complexos selecionados na reacdo proposta, de

acordo com item 4.6.

A Tabela 6 apresenta os 10 ensaios que foram realizados utilizando os complexos
obtidos a partir da imobilizacdo das lacases LPO, LAB e LAsp no suporte
FAU/Cu**/APTMS/GA e da LAsp no suporte BEAc/APTMS/GA, selecionados de acordo com
suas atividades de oxidacao de ABTS discutida no item 5.4. Foram realizados ensaios para estas
lacases também na sua forma livre — foi utilizada uma quantidade de enzima com atividade
equivalente a atividade do complexo da respectiva enzima com o suporte
FAU/Cu**/APTMS/GA —, para comparar com suas performances apos imobilizagdo. Para os
complexos formados com o suporte FAU/Cu?**/APTMS/GA foram realizados ensaios em

temperatura ambiente, e a 45 °C. O pH reacional foi ajustado para 4,5, e este valor escolhido
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com base na literatura e nos testes de optimizacgdo das condi¢des reacionais deste trabalho.!> 1%

17

Tabela 6. Catalisadores e temperaturas das reacdes de oxidacdo do glicerol

Ensaio Catalisador Temperatura
1 LAsp livre ambiente
2 LPO livre ambiente
3 LAB Livre ambiente
4 FAU/Cu*'/APTMS/GA/LAsp ambiente
5 FAU/Cu*/APTMS/GA/LPO ambiente
6 FAU/Cu*/APTMS/GA/LAB ambiente
7 FAU/Cu?/APTMS/GA/LAsp 45 °C
8 FAU/Cu*/APTMS/GA/LPO 45 °C
9 FAU/Cu?'/APTMS/GA/LAB 45 °C
10 BEAc/APTMS/GA/LAsp ambiente

A Tabela 7 apresenta todos os resultados obtidos para a quantificagdo dos produtos de
oxidagdo do glicerol apds 48 horas de reagdo. Os produtos que foram detectados foram: acido
oxalico, acido mesoxalico, acido tartronico, 4acido glioxilico, acido glicérico, gliceraldeido e

dihidroxiacetona.

A obtencao de produtos de oxidagdo quando utilizados os complexos enzima/zeolitas,
assim como a lacase LAB livre, foi bastante baixa em todas as condigdes testadas — conversoes
inferiores a 5%. Apesar de baixa conversdo, a seletividade a gliceraldeido — derivado da
oxidacdo do grupo hidroxila primario da molécula de glicerol — foi sempre superior, acima de

88%.

Por outro lado, quando foram utilizadas as lacases LPO e LAsp livres, resultados
consideravelmente distintos foram obtidos. Altas conversdes de glicerol a gliceraldeido, acido
glicérico e acido glioxilico foram quantificadas. Seletividades de conversdo a gliceraldeido

superior para ambas as enzimas apds 48 horas, 78% (LAsp) e 57% (LPO).
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Tabela 7. Conversao (%) e seletividade (%) da reagdo de oxidagdo do glicerol lalcase/TEMPO-mediada por

laccases livres ou immobilizadas.

Catalisador Produto Conversao / % Seletividade / %
ENZIMAS LIVRES
Acido Oxalico 1,57 5,46
Acido mesoxalico 0,24 0,83
Acido Tartrénico 0,09 0,31
LAsp*¥ Acido Glioxilico 3,30 11,47
Acido Glicérico 1,13 3,93
Gliceraldeido 22,44 78,00
total 28,77 -
Acido Oxalico 1,95 2,39
Acido mesoxalico 2,90 3,56
Acido Tartrénico 2,70 3,31
LPO*¥ Acido Glioxilico 6,43 7,89
Acido Glicérico 21,00 25,75
Gliceraldeido 46,56 57,10
total 81,54 -
Acido Oxalico 0,07 2,19
LAB** Gliceraldeido 3,12 97,81
total 3,19 100
ENZIMAS IMOBILIZADAS
Acido Oxalico 0,08 4,06
A&/LAsp* Gliceraldeido 1,89 95,94
total 1,97 -
Acido Oxalico 0,08 1,64
AYLPO¥ Gliceraldeido 4,79 98,36
total 4,87 -
Acido Oxalico 0,08 4,19
A%/LAB* Gliceraldeido 1,83 95,81
total 1,91 -
Acido Oxalico 0,17 11,64
A%/LAsp® Gliceraldeido 1,29 88,36
total 1,46 -
Acido Oxalico 0,20 8,44
A&/LPO” Gliceraldeido 2,17 91,56
total 2,37 -
Acido Oxalico 0,11 8,94
A%/ /LAB® Gliceraldeido 1,12 91,06
total 1,23 -
& y Gliceraldeido 1,88 100
SILAD total 1,88 -

SUPORTE S/ ENZIMA

A Nenhum produto verificado
B* Nenhum produto verificado
* enzima livre (quantidade de enzima com atividade equivalente a atividade do complexo da respectiva
enzima com o suporte A)
& enzima imobilizada nos suportes: A — FAU/Cu?*/APTMS/GA ¢ B — BEAc/APTMS/GA
# apenas suporte
Sapos 48 h de reagdo
¥ temperatura ambiente ~25 °C
745 °C
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As conversdes utilizando as lacases LPO e LAsp foram acompanhadas temporalmente,
conforme ilustrado na Figura 60. Gliceraldeido foi o principal produto obtido das reagdes com
ambas as enzimas. Ap6s 24 horas, cerca de 55% do glicerol foi convertido a gliceraldeido no
ensaio 2 (LPO livre), e esse valor reduzido para 47% ap6s 48 horas de reacdo. No ensaio 2 a
quantidade de glicerol convertido a acido glicérico atingiu seu maximo apds 48 horas
reacionais, 21%. No ensaio 1 (LAsp), a producdo de gliceraldeido foi maxima ap6s 24 horas de
reacao (~26 %), sendo que apds 48 horas, 23 % do glicerol havia sido convertido a este produto.
Ambas os ensaios apresentaram quantidades consideraveis de acido glioxilico com o decorrer
do tempo, atingindo maximos de ~5 % ap6s 24 horas (LAsp) e ~6,5% apds 48 horas (LPO). A
reducdo da quantidade de gliceraldeido obtida quando se compara os valores apds 24 e 48 horas
¢ explicada pelo aumento da quantidade de acido glicérico, uma vez que acido glicérico ¢ obtido

da oxidacao de gliceraldeido.

Figura 60. Acompanhamento temporal da concentragdo dos produtos acido glioxilico, acido glicérico e
gliceraldeido das reagdes de oxidagdo do glicerol catalisadas pelas enzimas LAsp ¢ LPO na forma livre mediadas
por TEMPO.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Hong et al (2015, 2017 e 2019),!%!7: 18 fizeram estudos similares utilizando outras
lacases, e obtiveram resultados andlogos, maiores quantidades de 4cido glicérico e gliceraldeido
foram obtidos. No trabalho de Liebminger et al. (2009),' primeiro a abordar este sistema, um
maior nimero de produtos foi obtido, mas, aqueles obtidos da oxida¢do de apenas um grupo

hidroxila da molécula de glicerol, foram sempre quantificados em maior quantidade.

A Tabela 8 apresenta os principais resultados dos estudos anteriormente realizados
neste sistema em comparagao com os resultados obtidos para as lacases na forma livre LAsp e
LPO — que levaram as maiores conversdes do glicerol. A principio, as enzimas utilizadas nos
trabalhos anteriores sdo diferentes das testadas neste trabalho. Os autores em geral discutem e
comparam seus resultados considerando os diferentes potenciais de redugdo de cada enzima.
Tanto T. versicolor € T. hirsuta sdo conhecidas por seus altos potenciais de redugao (0,78 V vs.
NHE). A LAsp — cujo gene expresso ¢ oriundo da lacase de M. thermophila — tem potencial
redox de aproximadamente 0,5, enquanto o potencial redox da LPO ¢ 0,74.'4” A principio, as
diferengas de potencial redutor das enzimas deste estudo podem explicar as diferencas de
conversao do glicerol obtidas. Embora as quantidades de enzimas aplicadas nos ensaios
cataliticos tenham sido baseadas na atividade de oxidacdo do ABTS — foram utilizadas
quantidades com a mesma atividade —, ndo € possivel afirmar que as atividades destas enzimas
para a oxidagdo do mediador TEMPO sejam equiparaveis. E esperado que a enzima com maior
potencial redutor tenha maior facilidade em oxidar o mediador TEMPO, o que explicaria maior
conversdo de glicerol no sistema utilizando LPO (~81%) em comparacdo com o sistema
utilizando LAsp (~29%). Entretanto, ao analisar a Tabela 8, as conversdes e seletividades
observadas sdo bastante variadas. Em geral, gliceraldeido e 4cido glicérico sdo os principais
produtos, assim como neste estudo. No entanto, a quantidade de enzima — quando utilizadas
livres — dos demais estudos sdo superiores as quantidades utilizadas neste trabalho, na ordem
de 6 vezes. Isso permite dizer que tanto LPO quanto LAsp, nunca antes estudadas neste sistema,

sdo sim potenciais catalisadores para a reagdo proposta.

Por outro lado, quando se atenta aos estudos em que as lacases foram imobilizadas,
nenhum apresentou conversoes altas — menores que 30% —, e estdo de acordo com este estudo.
Os autores discutiram brevemente o tipo de suporte e processo de imobilizagdo utilizado. A
imobilizacao por ligacdo covalente foi a mais utilizada, no entanto, Hong et al. (2017)
compararam o método de ligagdo covalente com o método de aprisionamento, e obtiveram

maior conversdo com o segundo método. Eles indicaram que, apesar da contengdo enzimatica
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€ menor acesso ao substrato — em comparagdo com a enzima imobilizada por ligagdo covalente
— a reten¢do da atividade e a estabilidade observadas foram superiores para a enzima
aprisionada. Nota-se que, dentre os trabalhos citados, quando um complexo foi utilizado, o
gerado por aprisionamento foi o que levou a maior conversao do glicerol (27%), enquanto
dentre os que utilizaram ligag@o covalente, a maior conversao foi 10%. Neste trabalho, em que
zedlitas foram utilizadas, o método de liga¢do covalente foi utilizado, e com base nos relatos
anteriores, esse método pode ndo ser o mais adequado — pelo menos ndo nas condigdes
estudadas. Entretanto, essas observagdes foram pouco aprofundadas nos trabalhos anteriores.
Certamente, maior ou menor atividade residual das enzimas imobilizadas estd diretamente
relacionada com as interagdes fisico-quimicas entre enzimas e suportes, assim como a interacao
com os mediadores envolvidos. Na busca por um maior esclarecimento sobre interagdes
enzima/suporte, € como essas interagoes afetam a cinética reacional destas lacases, estudos
eletroquimicos e espectroscopicos foram realizados, e os dados coletados serao discutidos nas

proximas segoes.
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Tabela 8. Comparagao das condigdes experimentais e produgdo das reagdes de oxidagdo do glicerol laccase/TEMPO mediada relatadas na literatura com o presente trabalho.

Condicdes experimentais

Conversao Seletividade Método de
Lacase Suporte Ref.
H £ £ aqe ~ .
pH T/°C t/h [TEMPO]' catalisador /% /% el
[Glicerol]
23,4—GCA
. . 234 - AG 6
T hirsuta livre 4,5 25 24 3:10 10 U/mL 70 128 AT -
19,1 - AM
“pellets” de aluminio 4,5 25 24 3:10 0,1 U/mL 10 N.L ligagdo covalente e
. . 23 - AG ..
A . ¥ 15
Alginato de sodio 4,5 25 24 3:10 20 mg/mL 30 67— GCA aprisionamento
. . 75 - GCA 5
livre 4,5 25 24 3:10 N.L 40 20— AG -
T. . L3 ) M 85 - GCA . .
versicolor Alginato de sodio 4,5 25 24 3:10 2 mg/mL 27 9_AG aprisionamento
“pellets” de aluminio 45 25 24 3:10 2 mg/mL*¥ 8 >90 - GCA  ligagdo covalente 1y
30- AG
livre 4,5 25 76 3:10 10 U/mL 76 30 - AM - 18
26 — GCA
livre 5,5 19 76 3:1 10 U/mL ~100% 90 - AM - -
. . 57 -GCA
trP, t livre 4,5 25 48 3:10 0,15 U/mL 81,54 26— AG -
OSIedits — pAU/CU*/APTMS/GA 4,5 25 48 3:10 0,15 U/mL <5 >98 GCA ligagdo covalente Este
. . . 78 — GCA trabalho
Aspesrgzllus livre 4.5 25 48 3:10 0,15 U/mL 28,77 11,5 AGO -
p- FAU/Cu**/APTMS/GA 4,5 25 48 3:10 0,15 U/mL <2 >95 — GCA ligacdo covalente

N.I. — ndo informado

AG — 4cido glicérico

AGO - 4cido glioxilico

GCA — gliceraldeido

AM — 4cido mesoxalico
£ Os valores de conversdo e seletividade foram aproximados das figuras quando niio explicitamente informados nos textos, e barras de erro ndo consideradas.
¥Nio foi possivel determinar a partir dos procedimentos descritos qual a atividade U/mg dos complexos obtidos, € assim determinar a atividade U/mL utilizada nas reagdes.

AT — acido tartronico
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5.6 Estudos eletroquimicos

Como o sistema catalitico de lacases ¢ um sistema de oxidorreducdo — envolve a
transferéncia de elétrons —, o sistema lacase-mediador pode ser investigado por técnicas
eletroquimicas.

Inicialmente foi realizado um estudo basico de caracterizacao dos mediadores TEMPO
e ABTS, variando-se ambientes quimicos reacionais, visando o comportamento eletroquimico
dos mesmos. Em sequéncia, a lacase LAsp e glicerol foram adicionados ao sistema, e
novamente foram variados os meios reacionais. Os dados indicaram alta dependéncia tanto da
lacase quanto dos mediadores ao pH do meio, o que ja era conhecido e esta de acordo com a
literatura. No entanto, estudar enzima em solugdo por eletroquimica ¢ um estudo indireto, pois
depende do mediador, uma vez que a quantidade de enzima que atinge a superficie ativa do
eletrodo utilizado ¢ minima, e a contribuicdo da transferéncia direta de elétrons (TDE)
internamente nas lacases ¢ dificilmente observada. Para contornar esta limita¢ao, uma maneira
adequada ¢ a preparagdo de um eletrodo contendo a enzima.

A segunda etapa deste estudo consistiu da preparagdo de plataformas — eletrodos
modificados — que permitissem a imobilizacdo da enzima, e além disso, permitisse a observacao
de TDE. Foram preparados diversos eletrodos diferentes utilizando zeolitas e nanoparticulas de
grafeno como plataforma para a LAsp. Os eletrodos formados foram testados para a oxidagao
de um substrato conhecido de lacases, catecol, para verificar a existéncia de contribui¢do por
parte da enzima, além da tipica oxidorreducdo de catecol em eletrodos sem enzima. Por fim,
um eletrodo foi selecionado, ¢ com um método de acumulagdo, foi possivel determinar o
potencial redox da lacase LAsp — ou seja, a TDE —, da ordem de 0,5 V. Este valor concorda
com a literatura. Uma etapa adicional, apenas para completude, incluiu o estudo de variagdo de
parametros voltamétricos para ABTS, TEMPO e derivados de TEMPO.

Apesar das limitacdes, foi possivel coletar dados informativos no tangente ao
mecanismo de a¢do da lacase testada para os mediadores, e do sistema geral de oxidagdo do

glicerol lacase/TEMPO-mediado, e que podem ser uteis em estudos posteriores.

5.6.1 Investigagdo eletroquimica utilizando o eletrodo GCE original aplicado a TEMPO,
ABTS, lacase e glicerol

Preliminarmente, ambos TEMPO e ABTS foram voltametricamente verificados em

meio acido, mesmo tampao utilizado para as reagdes de oxidacao do glicerol, acetato de sodio,
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100 mM, pH 5. Ambos apresentaram os picos esperados, Figura 61. O par de oxidag¢ao/redugao
(I e 1), TEMPO/cation oxoamonio, com potencial de redugdo formal E®=0,533 V vs. Ag/AgCl
(3 M), e o pico de redugdo irreversivel referente a formacao de hidroxilamina (III), resultado
da reagdo de desproporcionamento acido-induzida em ~0 V. No caso do ABTS, o par de
oxidacdo/redugio ABTS/ABTS" apresentou E° = 0,489 V, enquanto o par ABTS"/ABTS™"
mostrou potencial de reducao formal de 0,899 V. Potencial formal de reducao ¢ definido como
a média entre os potenciais dos picos de oxidacdo (anoddico) e reducdo (catddico). Estes

resultados estdo de acordo com dados da literatura quando colocados sob mesmo referencial 3%
59

Figura 61. CV de solugdes 0,1 mM TEMPO (esquerda) e ABTS (direita) utilizando eletrodo GCE. Eletrélito
suporte: tampao acetato, 100 mM, pH 5. Velocidade de varredura: 10 mV/s. Atmosfera ambiente. Protocolo 9.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 62 compara os voltamogramas obtidos utilizando o eletrodo GCE original e
ap6s modificacdo com lacase aplicado a analise voltamétrica do ABTS. Sao claras que as
intensidades dos picos do par de redu¢do em aproximadamente 0,5 V decrescem quando o
eletrodo modificado ¢ utilizado. Resposta relacionada a reagdo bioquimica era esperada, e,
portanto, confirmada. Entretanto, o0 método de deposicao utilizado foi inapropriado. Dispersao
da enzima depositada aconteceu apds submersao do eletrodo no eletrdlito suporte. Isso porqué
a deposicdo realizada foi simplificada, sem uso de agente de reten¢do para firmar a enzima
proximo a superficie do eletrodo, o que facilita a difusdo da enzima na solu¢do. Como foi
utilizada nesta andlise amostra comercial ndo purificada, era evidente a dispersao da solugao
enzimatica marrom pelo eletrdlito suporte, € uma coloragao esverdeada foi sendo formada
acompanhando o caminho da dispersdo marrom. Neste caso, ambas enzimas ainda depositadas
no eletrodo e dispersas rapidamente oxidaram o ABTS, reduzindo entdo a concentracdo de

analito que pudesse ser eletroquimicamente oxidada. Este ¢ um resultado tipico da ocorréncia
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simultanea de reagdes eletroquimicas e quimicas/bioquimicas. O pico por volta de 0,9 V,
relacionado a oxidagdo do radical ABTS™ para formag¢do do cétion bivalente ABTS" tiveram
intensidades aproximadas para ambos os eletrodos testados. Para velocidades de varredura
baixas e altas concentragdes (metade a velocidade e 5 vezes a concentracdo do experimento
ilustrado na Figura 61), o pico de redugdo referente ao cation ABTS™ nio ¢ detectado, devido

a reacdo de comproporcionamento, como discutido por Eshtaya et al. (2016).%°

Comportamento similar ¢ observado para TEMPO, Figura 63. As intensidades dos
picos de reducdo de TEMPO (~0,5 V) sdo aproximadamente as mesmas para ambos 0s
eletrodos, e pequena redugdo ¢ observada para os picos de (~0,6 V) quando o eletrodo
modificado com enzima foi utilizado. O pico de reducdo (~-0,1 V) relacionado ao
TEMPO"/hidroxilamina ndo ¢ detectado quando o eletrodo modificado é utilizado. Isto
concorda bem com o mecanismo apresentado anteriormente, Esquema 1, pagina 41, em que a
auséncia do pico pode ser correlacionada com a agdo enzimadtica, sendo que a lacase ¢
responsavel pela oxida¢do da hidroxilamina, reduzindo a concentracdo deste derivado na

superficie do eletrodo, e concomitantemente reduzindo a intensidade do pico.

Figura 62. CV de 0,5 mM ABTS em eletrodo GCE original e apos modificagao com lacase (GCE/LAsp). Eletrolito
suporte: tampao acetato 100 mM, pH 5. Velocidade de varredura: 5 mV/s. Atmosfera ambiente. Protocolo 10.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 63: CV de 0,5 mM TEMPO em eletrodo GCE original e ap6s modificagdo com lacase (GCE/LAsp).
Eletrdlito suporte: tampao acetato 100 mM, pH 5. Velocidade de varredura: 5 mV/s. Atmosfera ambiente.
Protocolo 10.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 64 apresenta o comportamento eletroquimico de TEMPO para valores de pH
4,5, 7 ¢9,7. Os voltamogramas obtidos em atmosfera de nitrogénio estdo comparados. Como
discutido anteriormente, o pico referente a hidroxilamina nao ¢ reversivel em meio acido, mas
com o aumento no pH, um pico de oxidagado se forma, apesar de quase sobreposto com 0s picos
do par TEMPO/TEMPO". Isso comprova que o pH afeta a reversibilidade do pico em potenciais
negativos, se tornando parcialmente reversivel. A larga separacdo entre bandas, para pH neutro
ou basico, sugere que o comproporcionamento ¢ mais favoravel para pH mais alto. Além disso,
quanto mais alto o pH mais negativo € potencial do pico de redugdo, o que estd de acordo com

o reportado por Green et al. (2013).%°
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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 sédio/bicarbonato 100 mM, pH 9;7. Velocidade
de varredura: 50 mV/s. Atmosfera de nitrogénio. Protocolo 11.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Ap0s a caracterizagdo eletroquimica dos mediadores TEMPO e ABTS, o passo seguinte
foi investigar como o sistema, que envolve a enzima lacase, o mediador TEMPO e glicerol, se

comporta, € como o meio afeta a eletroquimica tanto da lacase como de TEMPO.

E conhecido que lacases em maioria sio mais ativas em pH 4cido, e inativas em pH
basico. Este € o caso para a enzima LAsp como descrito nos testes de estabilidade e pH 6timo.
Entretanto, o que ainda ndo estava comprovado € se a em estudo atua sobre TEMPO em meio
acido. Se lacase em solugdo oxida TEMPO, uma influéncia na voltametria ¢ esperada, quando
se compara os voltamogramas ciclicos na presenca ou na auséncia de enzima no sistema de
oxidacdo do glicerol TEMPO-mediado em pH 4cido. Como a oxidagdo de TEMPO ¢ fator
limitante na oxidagdo do glicerol, uma compreensdo mais detalhada nesse aspecto € crucial.
Visando compreender melhor este sistema, simulagdes da reacao de oxidagao do glicerol foram
acompanhadas eletroquimicamente. Antes de estudar o sistema por completo, controles foram
realizados para verificar a relacdo entre os pares, TEMPO/glicerol, TEMPO/lacase e
lacase/glicerol. A Figura 65 ilustra os voltamogramas ciclicos de TEMPO em diferentes meios,
compHs 4,5,7¢9,7, antes ou apos a adi¢do de quantidade equimolar de glicerol, nas atmosferas

ambiente e de nitrogénio. Pequenas variagdes podem ser notadas em pH 4,5, o que indica que
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o glicerol ndo afeta no comportamento eletroquimico de TEMPO neste meio. Interferéncias
levemente maiores sdo observadas em pH neutro, principalmente na regido em que o pico de
reducdo referente a hidroxilamina estd presente. O que chama a atencdo nesta figura sdo os
voltamogramas obtidos em pH basico, em que uma influéncia répida do glicerol ¢ verificada,
que levou ao aumento da intensidade do pico de oxidagdo ligado ao par TEMPO/TEMPO".

Nota-se também que a atmosfera ndo interferiu nos voltamogramas.

Figura 65. CV de solugdes 10 mM de TEMPO no eletrodo GCE original no eletrélito suporte apenas (a), logo
apos a adicdo de 100 pL de solucdo de glicerol 1 M glicerol (b), apds 15 minutos (c) e por fim, ap6és 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.
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Fonte: elaborado pelo autor.
As Figuras 66 ¢ 67 apresentam os dados coletados para o sistema completo (direita) e
para o controle glicerol/lacase (esquerda), nas atmosferas de nitrogénio e ambiente,

respectivamente. Em geral, os controles ndo mostraram variagdes significantes,
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independentemente da atmosfera. Mudangas indicariam possivel acdo direta da enzima sobre
glicerol, ndo esperada para este sistema. Os aumentos das correntes catddicas nos experimentos
em atmosfera ambiente podem ser atribuidos a evolugdo do oxigénio molecular. Picos e
intensidades para todos os ensaios utilizando TEMPO em pH 4,5 e 7 mostram apenas pequenas
variagcdes entre os passos do protocolo. Um comportamento completamente diferente ¢
observado em pH 9,7. Para ambas as atmosferas, varia¢des significantes podem ser notadas nos
picos em potenciais positivos (TEMPO/TEMPO"). Sob atmosfera de nitrogénio, Figura 66
(base, esquerda), embora a intensidade dos picos de oxidacdo serem aproximadamente
constantes, o decaimento dos picos tem formas variadas, e os picos de redugdo tem intensidade
reduzida apos a adi¢do do glicerol. Em pH 9,7 e atmosfera ambiente, Figura 67 (base,
esquerda), apds a adicao do glicerol, a reagdo quimica ¢ fortemente aumentada, e os picos de
oxidagdo apresentam formas tipicas de sistemas cataliticos, com intensidades dos picos de
redugdo significantemente reduzidos. Resultados cataliticos similares foram descritos por
Ciriminna et al. (2006).'* Eles aplicaram um potencial constante de 1,1 V a uma solugdo 0,2
M de carbonato de sddio contendo glicerol ¢ TEMPO, e obtiveram dihidroxiacetona como
produto principal, e pequenas quantidades de acido hidroxipiravico apos longas reagdes. A
principal diferenca entre o trabalho citado e este trabalho ¢ que neste trabalho nao foi aplicado
potencial constante. Apenas voltamogramas ciclicos foram coletados no intervalo de 0,8 V a -
0,8 V. Outra diferenca foi a presenca de enzima neste trabalho. Apesar de ndo ser esperada
atividade enzimatica em meio basico, os experimentos de controle foram realizados na auséncia
de enzima, curvas b e c, para todos os pHs estudados e ambas atmosferas. A voltametria do
mediador TEMPO permaneceu inalterada. Isso permite assumir que ndo ha acdo da enzima
sobre TEMPO, ¢ os resultados em pH 9,7 s3o relacionados apenas aos demais componentes

reacionais, TEMPO e glicerol.
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Figura 66. CV de solugoes 10 mM de TEMPO no eletrodo GCE original no eletrélito 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 ap6s a varredura
anterior, 100 uL de solugdo 1 M de glicerol foram adicionados a célula e varredura realizada imediatamente (d),
apos 15 minutos (¢) and finalmente, apos 30 minutes (f). Os passos a, b, ¢, d, 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; tampdo fosfato 100 mM, pH 7; e tampdo carbonato/bicarbonato 100 mM, pH 9,7.
Velocidade de varredura: 50 mV/s. Atmosfera de nitrogénio. Protocolo 11.
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Figura 67. CV de solugdes 10 mM de TEMPO no eletrodo GCE original no eletrélito 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 ap6s a varredura
anterior, 100 pL de solugdo 1 M de glicerol foram adicionados a célula e varredura realizada imediatamente (d),
apos 15 minutos (e¢) and finalmente, ap6s 30 minutes (f). Os passos a, b, ¢, d, 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; tampdo fosfato 100 mM, pH 7; e tampdo carbonato/bicarbonato 100 mM, pH 9,7.
Velocidade de varredura: 50 mV/s. Atmosfera ambiente. Protocolo 11.
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Em geral, estes testes eletroquimicos de lacase em solu¢do indicam que TEMPO em
meio acido ou neutro ndo oxida o glicerol, a0 menos ndo em reagdes de curta duragdo. A
presenca de enzima ndo afeta a taxa de oxidagdo de TEMPO, pois ndo sdo observadas respostas
voltamétricas. Podem ser levantadas duas explicagdes para estas observagdes: 1- taxas muito
lentas de oxidagcdao de TEMPO pela enzima lacase nao seriam detectadas voltametricamente nas
condicdes testadas, e uma taxa lenta seria esperada para uma enzima com baixo potencial de

reducdo, tipico de lacases amarelas. 2- A concentracdo de TEMPO utilizada ¢ muito alta, ¢ a
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influéncia da enzima ndo pode ser discriminada. Para verificar a segunda hipdtese, um ensaio
foi planejado utilizando TEMPO dez vezes menos concentrado. O ensaio foi realizado em
atmosfera ambiente, e pH acido. Nestas condi¢des a enzima ¢ certamente ativa, e como oxigénio

esta envolvido na catélise de lacases, podendo ser fator limitante, esta atmosfera foi selecionada.

A Figura 68 mostra os resultados do acompanhamento sequencial para potenciais
positivos. Nao sao verificadas diferencas significantes nos experimentos controle (auséncia de
TEMPO, A e C) ou para o analito (presenga de TEMPO, B e D). Por outro lado, para potenciais
negativos, Figura 69, o pico referente a hidroxilamina pode ser assinalado, apesar de
aparentemente “escondido”, devido a intensa corrente catddica atribuida a presenga de
oxigénio. Na auséncia de lacase, este pico permanece constante (B — 6 até¢ 9), enquanto que,
ap6s a adicao de enzima (D — 17 até 21), ¢ claramente evidenciado que o pico tem sua
intensidade reduzida (veja o insert). Isto estd fundamentalmente relacionado a acdo da enzima
sobre a oxidacdo da hidroxilamina em TEMPO, e concorda com os resultados discutidos
anteriormente (Figura 63). De fato, uma menor concentragdo de TEMPO permitiu inferir sobre
a a¢ao enzimatica. Entretanto, informacgdes sobre a transferéncia de elétrons internas da lacase
ainda sdo necessarias. Como membro da familia de oxido redutases, a transferéncia direta de
elétrons (TDE) é uma propriedade natural de lacases, cada uma possuindo um potencial de
reducdo especifico, o que juntamente com a estrutura da cavidade de acesso do substrato ao
sitio catalitico, pode aumentar ou limitar a acdo enzimatica sobre o grande nimero de substratos
possiveis. Investigar a TDE da lacase LAsp utilizando o eletrodo GCE original nio ¢

apropriado, como sera discutido na se¢do seguinte.
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Figura 68. CV no eletrodo GCE das solugdes: A) eletrolito suporte apenas (1), logo apds a adigdo de 100 uL de
solucgdo de glicerol 1 M na célula (2), apos 15 minutes (3) e finalmente, ap6s 30 minutos (4) // B) 0,1 mM TEMPO
no tempo zero (5), e ap6s 15 minutos (6). Logo apos a adigdo de 100 pL de solugdo de glicerol 1 M na célula (7),
ap6s 15 minutos (8) e finalmente, apds 30 minutos (9) // C) eletrdlito suporte apenas (10), logo apds a adigdo de
20 pL de solugdo 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), ap6s 15 minutos
(14) and finalmente, ap6s 30 minutos (15) // D) 0,1 mM TEMPO (16), logo apos a adi¢do de 20 uL de solugdo
enzimatica (LAsp) 60 mg/mL no tempo zero (17), ¢ apds 15 minutos (18). Em sequéncia, 100 uL 100 puL de
solugdo de glicerol 1 M foram adicionados a célula e varredura realizada imediatamente (19), repetida apés 15
minutes (20) and finalmente, apds 30 minutes (21). Eletrolito suporte: tampao acetatol 00 mM pH 4,5. Velocidade
de varredura: 50 mV/s. Atmosfera ambiente. Protocolo 11.
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Figura 69. CV no eletrodo GCE das solugdes: A) eletrolito suporte apenas (1), logo apds a adi¢do de 100 puL de
solucdo de glicerol 1 M na célula (2), ap6s 15 minutes (3) e finalmente, apds 30 minutos (4) // B) 0,1 mM TEMPO
no tempo zero (5), e ap6s 15 minutos (6). Logo apos a adigdo de 100 puL de solugdo de glicerol 1 M na célula (7),
ap6s 15 minutos (8) e finalmente, apds 30 minutos (9) // C) eletrdlito suporte apenas (10), logo apds a adigdo de
20 pL de solugdo enzimatica (LAsp) 60 mg/mL no tempo zero (11), e apds 15 minutes (12). Por fim, 100 puL 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 uL de solugdo
enzimatica (LAsp) 60 mg/mL no tempo zero (17), ¢ apds 15 minutos (18). Em sequéncia, 100 pL 100 uL de
solugdo de glicerol 1 M foram adicionados a célula e varredura realizada imediatamente (19), repetida apds 15
minutes (20) and finalmente, apds 30 minutes (21). Eletrolito suporte: tampao acetatol 00 mM pH 4,5. Velocidade
de varredura: 50 mV/s. Atmosfera ambiente. Protocolo 11.
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5.6.2 Modificagdo da superficie de trabalho do eletrodo GCE utilizando nano compostos de

zeolitas e grafeno

A transferéncia direta de elétrons (TDE) entre lacases e eletrodos ¢ um processo
conhecido, e pode fornecer informacao crucial sobre a termodinamica enzimatica e sua cinética.
Indiretamente, o entendimento das propriedades de oxidorredugdo destas enzimas beneficiam
setores em que lacases sdo amplamente empregadas, como, por exemplo, nos setores de

biosensoriamento de producao de células de biocombustiveis. A caracteristica chave de lacases
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¢ o potencial de reducdo intrinseco ao sitio de cobre tipo 1 (T1). Estes potenciais sdo reportados
em geral no intervalo entre 430 and 790 mV vs. Eletrodo normal de hidrogénio (NHE,
abreviacdo do inglés “normal hydrogen electrode”). Tem sido demonstrado que o sitio T1 € o
centro primario no qual elétrons de substratos redutores sao aceitos. Além disso, a taxa de acdo
da enzima sobre o substrato ¢ altamente dependente do potencial de reducao do cobre T1, o que

torna lacases com alto potencial de redugio de alto interesse nos setores mencionados.!#% 15%
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Apesar de ser um processo constantemente estudado em lacases, a TDE fortemente
depende na comunicagdo entre os cobres (sitio catalitico) da enzima e o eletrodo quando
avaliados eletroquimicamente. Nao ha um protocolo geral descrito para esta finalidade general.
O que ¢ claro ¢ a necessidade de um agente de “comunicagdo” quando eletrodos comuns sao
utilizados, como o GCE, eletrodos de grafite, eletrodos de ouro, etc. Avangos na area de
materiais nano estruturados, tem possibilitado o desenvolvimento de uma série de sensores

eletroquimicos.

Dentre diferentes materiais, zedlitas em escala micro e nanométrica tem atraido atengao

152; 153; 154; 155 78; 156; 157; 158; 159; 160; 161

para aplicacdo em sensoriamento, e biosensoriamento,
devido as suas propriedades multifuncionais, tais como, pequenos tamanhos,
biocompatibilidade, grande éarea superficial, além da facilidade de modulacdo de suas
propriedades fisico-quimicas (hidrofobicidade/hidrofilicidade). A criagdo de eletrodos
combinando nanozedlitas com 6xido de grafeno (GO) foi também reportada.!> GO é conhecido
por sua alta condutividade eletronica, eletroquimica relativamente inerte, biocompatibilidade,
ampla faixa de potencial e baixo custo.'®? Estas propriedades combinadas com as propriedades
zeoliticas levaram a um grande aumento na sensibilidade de eletrodos comuns quando
depositados sobre estes. Utilizar uma composi¢do de zeolita/grafeno como modificador seria
uma possivel alternativa para investigar a TDE da enzima LAsp, ou outras lacases. Além disso,

em paralelo permitiria um estudo eletroquimico dos materiais zeoliticos, que foram utilizados

neste trabalho como suporte para imobilizagdao destas enzimas.

Como discutido anteriormente, a atividade da lacase LAsp sobre alguns substratos foi
estudada por voltametria ciclica, contudo, ndo foi detectada TDE entre enzima e o eletrodo
GCE, o que ¢ compreensivel, pois a enzima obrigatoriamente precisaria estar proxima o
suficiente da superficie do eletrodo, e mais, a comunicagao entre o sitio catalitico e o electrode

ser favoravel, o que pode nao acontecer dependendo da posi¢cao em que a enzima faz contato
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com o eletrodo. Foram selecionados entdo dois dos materiais zeoliticos alcoxisilano
funcionalizados, os que haviam apresentado melhor atividade catalitica quando complexados
com a LAsp, BEAc/APTMS/GA and FAU/Cu*'/APTMS/GA, dois materiais derivados de
grafeno, oxido de grafeno (GO) e nanoplatelets de grafeno (GNP) para preparacdo dos nano
compostos que foram utilizados para a modificagcdo da superficie do eletrodo GCE pelo método
de deposicao. O polimero nafion (NF) foi utilizado como membrana de reten¢do, para assegurar
que os modificadores permanecessem na superficie do eletrodo, e mais, que ndo houvesse
dispersdo enzimatica quando utilizadas. Protocolo experimental descrito em detalhes na se¢dao

4.9.4.

Para desafiar o eletrodo modificado, caso TDE ndo fosse detectado, um substrato
comum de lacases foi escolhido como analito, catecol, que possui um comportamento
eletroquimico conhecido e estabelecido, e indicaria se a modificacdo do GCE levou ao aumento
ou reducdo de sua sensibilidade. Os materiais selecionados, assim como a enzima, foram
estudados separadamente, e posteriormente combinados para modificagdo do GCE. A Figura
70 comparas os voltamogramas ciclicos obtidos na auséncia de enzima e analito (linhas
tracejadas), auséncia de analito mas presenca de enzima (linhas pontuadas), presenga de analito
mas auséncia de enzima (linha continua, com cores especificas apara cada eletrodo testado),
para todos os eletrodos testados. Para comparacdo, o eletrodo ndo modificado foi testado
também (Figura 70A). Algumas observacdes importantes precisam ser apontadas a partir
destes voltamogramas. Inicialmente, o par de oxidagdo/reducdo do composto catecol foi
verificado em todos os casos, apesar de variagdes nas intensidades e separacdo entre picos.
Quando os eletrodos em que o material FAU/Cu?"/APTMS/GA foi utilizado (E, I and J), um
par de picos em potenciais negativos foi encontrado, e pode ser assinalado aos cobres da

composig¢ao zeolitica.

Figura 70. CV de 50 uM catecol em tampao fosfato, 100 mM, pH 5, no eletrodo GCE antes ou ap6s modificacao:
A) nao modificado GCE background (al) e analito (a2); GCE/LAsp background (a3) ¢ 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 (cl) e analito (c2); GCE/BEAc/APTMS/GA/LAsp/NF background (c3) e analito (c4). D)
GCE/GO/NF background (d1) 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). G) 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 (hl) e analito (h2); GCE/BEAc/APTMS/GA/GNP/LAsp/NF background (h3) e analito (h4). I)
GCE/FAU/Cu*'/APTMS/GA/GO/NF background (i1) e analito (i2); GCE/ FAU/Cu?'/APTMS/GA/GO/LAsp/NF
background (i3) e analito (i4). J) 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.
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Atmosfera de nitrogénio. Background trata da varredura na auséncia de analito, eletrdlito suporte apenas. Protocolo
12.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os eletrodos obtidos quando foi utilizado grafeno oxide apresentaram, aparentemente,
maiores intensidade de correntes para o analito, como pode ser observado com maiores detalhes

na Figura 71. O que ¢ evidenciado nesta figura ¢ que a combinacdo de GO e BEA/APTMS/GA
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substancialmente aumnetou a intensidade dos picos catoticos e anddicos do catecol, e estas
intensidades foram, aparentemente, ainda maiores quando a lacase foi utilizada. Até este ponto,
o background tem sido ignorado, o que pode levar a inferéncias enganosas. Uma maneira
apropriada de avaliar a sensitividade dos eletrodos seria subtrair dos voltamogramas do analito
os voltamogramas do background, assim, o aumento real das intensidade das correntes seriam
quantificados. Esse tratamento foi realizado, utilizando os picos de oxidacao do catecol como

parametro, dados apresentados na Tabela 9.

Figura 71. CV de 50 pM catecol em tampao fosfato, 100 mM, pH 5, no eletrodo CGE antes e apds modificagdo
com BEA/APTMS/GA, GO e LAsp. Velocidade de varredura: 100 mV/s. Atmosfera de nitrogénio. Protocolo 12.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Visando analisar a sensitividade dos eletrodos, o pardmetro Ai foi adotado, o qual ¢

€Xpresso como:
Ai=Ai- Bi

Em que Bi ¢ a intensidade do pico de oxidagdao do background, que ¢ subtraido da intensidade

do pico referente ao analito Ai.

Para comparar as diferentes modificagdes, o valor Ai do eletrodo ndo modificado foi

definido como padrao (Acck), e a sensitividade de um eletrodo especifico definida como a razao
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Ai/AccE, também expressa como variacdo percentual assumindo Acce como 100%. Ambos
b

pardmetros expressam como a modificagdo aumentou ou reduziu a sensitividade do eletrodo,

sendo este um método mais confiavel de avaliar a sensitividade ao invés de utilizar,

visualmente, os voltamogramas como dado. Na Tabela 9 estao apresentados os valores obtidos

para os 19 eletrodos testados, e para o eletrodo padrao GCE. Quase todos os eletrodos

modificados apresentaram variagdo positiva, o que significa aumento na sensitividade, com

exce¢do do eletrodo GCE/BEAc/APTMS/GA/GNP/LAsp /NF. Além disso, os eletrodos

contendo enzima foram em maioria mais sensiveis que aqueles sem LAsp, com exce¢dao dos

eletrodos GCE/BEAc/APTMS/GA/LAsp/NF e GCE/BEAc/APTMS/GA/GNP/LAsp/NF. Em

amarelo estdo evidenciadas as modificagdes que resultaram em aumentos na intensidade

superiores a 200% da corrente do pico de oxidagao.

Tabela 9. Comparacdo numérica entre GCE modificado e ndo modificado.

Eletrodo Pico/V  Ai/pA  Bi/pA M y 3{;‘ B AvAcer Vafi;fﬁ"
GCE 0,370 1,40198 0,3981 1,00388 1 -
GCE/LAsp 0,328 2,09015 0,5238 1,56635 1,56 56,0
GCE/NF 0,414 2,4823 0,37073 2,11157 2,10 110,0
GCE/LAsp/NF 0,400 3,51746  0,4563 3,06116 3,05 205,0
GCE/BEAC/APTMS/GA/NF 0,416 555756  0,3381 521946 5,20 420,0
GCE/BEAc/APTMS/GA/LAsp/NF 0,424 4,28558 0,41232 3,87326 3,86 286,0
GCE/GO/NF 0,322 4,01001 1,29669 2,71332 2,70 170,0
GCE/GO/LAsp /NF 0,322 4,99908 1,43982 3,55926 3,55 255,0
GCE/FAU/Cu*/APTMS/GA/NF 0,439 2,5354 1,50482 1,03058 1,027 2,7
GCE/FAU/Cu*/APTMS/GA/LAsp /NF 0,469 5,24017 1,08307 4,1571 4,14 314,0
GCE/GNP/NF 0,314 2,85522 1,22406 1,63116 1,62 62,0
GCE/GNP/LAsp /NF 0,330 4,66461  2,17133 2,49328 2,48 148,0
GCE/BEAC/APTMS/GA/GO/NF 0,330 102753 2,0047 8,2706 8,24 724,0
GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/LAsp /NF 0,350 16,3269 7,66907 8,65783 8,02 762,0
GCE/BEAc/APTMS/GA/GNP/NF 0,429 2,33948 0,47018 1,8693 1,86 86,0
GCE/BEAc/APTMS/GA/GNP/LAsp/NF 0,406 1,78314 0,78796 0,99518 0,99 -1,0
GCE/FAU/Cu*/APTMS/GA/GO/NF 0,322 4,57214 2,32971 2,24243 2,23 123,0
GCE/FAU/Cu*/APTMS/GA/GO/LAsp /NF 0,418 6,43616 0,83801 5,59815 5,58 458,0
GCE/FAU/Cu*'/APTMS/GA/GNP/NF 0,356 4,81384 2,24609 2,56775 2,56 156,0
GCE/FAU/Cu*/APTMS/GA/GNP/LAsp /NF 0,431 5,0705 1,80054 3,26996 3,26 226,0

A — Corrente do analito B;— corrente do background
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Os eletrodos que foram anteriormente destacados, com analise visual dos
voltamogramas, também  apresentaram as maiores variagdes entre  todos,
GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/NF e GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/LAsp/NF. Apesar de alta
varia¢do, nao houve diferencga significativa entre os dois eletrodos, indicando que a presenca da
enzima nao afetou a performance do eletrodo. O eletrodo GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/NF
seria potencial sensor para a deteccdo de catecol, no entanto, essa ndo foi a inten¢ao inicial das
modifica¢des propostas, € outros estudos decorrentes desta descoberta ndo serdo descritos neste

trabalho.

Essencialmente, nestes testes iniciais ndo foi verificada TDE quando os eletrodos
contendo enzima foram testados na auséncia do analito. Isso a principio indica que os
compostos utilizados para modificacao ndo foram efetivos para a auxiliar a comunicagao entre
enzima e eletrodo. De fato, TDE ¢ uma reacdo bastante complexa, com detecc¢do limitada. Além
disso, a concentracdo de enzima poderia definitivamente ser um fator limitante, sendo que,
pequena quantidade de enzima acarretaria em intensidade de correntes muito pequenas da TDE.
Fortuitamente, durane testes de estabilidade dos eletrodos, aplicacao de varreduras consecutivas

foram empregadas utilisando o eletrélito suporte apenas.

Surpreendentemente, quando os eletrodos GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/NF e
GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/LAsp/NF foram testados, dois ombros comegaram a ser
formados e aumentados a cada repeti¢do, enquanto os voltamogramas do primeiro eletrodo
foram praticamente constantes apos as repeticoes. A Figura 72 ilustra estas descobertas.
Quando os voltamogramas da primeira e da sétima varredura sdo comparados para ambos o0s
eletrodos (A e B), ¢ dificil visualizar variagdes significativas, pois como os eletrodos foram
testados em atmosfera ambiente, correntes derivadas da evolugdo do oxigénio molecular
proximo a superficie do eletrodo acarretam em diferencas extras ao eletrodo, na primeira
varredura, o que com as repeti¢cdes € reduzido. As varreduras sequenciais apresentadas em C e
D mostra redugao do efeito causado pelo oxigénio, e indica que o mesmo estd sendo consumido

nas proximidades do eletrodo.

Finalmente, quando a sétima varredura de ambos os eletrodos sao comparadas (E), os
ombros mencionados podem ser visualizados no voltamograma referente ao eletrodo contendo
enzima. Um tratamento intuitivo dos dados seria subtrair o voltamograma de
GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/NF do voltamograma do eletrodo
GCE/BEAc/APTMS/GA/GO/LAsp/NF. Esta subtragdo esta apresentada na Figura 72F, e o



152

respectivo insert evidencia a regido em que os ombros foram detectados. Notavelmente, a
subtracdo resultou numa curva com regido com formato de “pato”, formato este comum em
voltametria ciclica para pares de oxidagdo/redugdo. Dois picos sdo evidentes (p1 e p2). Como

nao foi utilizado nenhum analito, a inica diferenga entre os eletrodos € a presenca de enzima.

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 (¢); 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 subtragao 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 ambiente. Protocolo 12.
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Portanto, os picos obtidos podem ser atribuidos a LAsp, picos estes claramente
relacionados com a transferéncia direta de elétrons entre enzima e eletrodo. As varreduras
sequencias funcionaram como um tipo de acumulagdo, que em eletroquimica ¢ comum quando
se quer concentrar analito na superficie do eletrodo. Considerando p1 o pico de oxidagdo e p2
o pico de redugao do cobre T1 da LAsp, o potencial de redugdo formal foi eletroquimicamente
determinado, sendo este 0,295 V vs. Ag/AgCl, ou 0,503 V vs. NHE. Este valor ¢ muito préximo
ao valores obtidos em outros trabalhos para esta enzima, 0,48 V >° ¢ 0,45 V 163 | determinados

por titulacao redox espectroscopica.

5.6.3 Estudos eletroquimicos de ABTS, TEMPO, e derivados de TEMPO

Por uma questdo de completude, a variacdo da velocidade de varredura foi investigada
para o mediador ABTS por voltametria ciclica. A Figura 73 apresenta os voltamogramas
obtidos para variagdes de velocidades de varredura entre 10 até 200 mV/s, lado esquerdo. No
lado direito estao apresentados os graficos da intensidade de corrente dos picos I, II, III e IV
versus a raiz quadrada das respectivas velocidades de varredura. Regressao linear com A linear
R? superior 0,965 é verificada em todos os casos. Isto permite inferir que ABTS tem um

comportamento eletroquimico controlado por difusdo.*

Figura 73. CV (esquerda) de solugdo 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, ¢ — 40 mV/s, d — 80 mV/s, e — 120 mV/s, f — 160
mV/s e g — 200 mV/s. No lado direito sdo mostrados as intensidades de corrente dos picos I, II, IIT e IV versus a
raiz quadrada da velocidade de varredura v. Fit linear em cinza. Protocolo 9.
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Apds a purificacdo necessdria da enzima comercial (LAsp) para os estudos
espectroscopicos e eletroquimicos, € a observacdo que o potencial redutor desta enzima ¢
provavelmente fator limitante na oxidagcdo de TEMPO, e concomitantemente na oxidagdo do
glicerol, a enzima purificada foi aplicada na reacdo de oxidacdo de glicerol, nas mesmas
condigdes que a enzima nao purificada descrito anteriormente. A quantidade de produtos
obtidos foram estatisticamente os mesmos, e, portanto, o processo de purificacdo utilizado nao

afetou negativa ou positivamente a acdo da enzima.

E conhecido da literatura a existéncia de uma série de derivados de TEMPO, 4-TEMPO
substituidos. Visando verificar se talvez algum derivado de tempo ¢ mais apropriado como
mediador no sistema em estudo, 4-oxo-TEMPO, 4-hidroxi-TEMPO, e 4-amino-TEMPO foram
testados para a enzima purificada nas mesmas condi¢des experimentais que TEMPO.
Produgdes infimas de gliceraldeido foram obtidas em alguns casos, muito inferiores que as
produgdes utilizando TEMPO néo substituido. Isso indica que os derivados testados ndo sao

apropriados para o sistema, a0 menos nao nas condigdes testadas.

Além de diferengas estruturais, TEMPO e seus derivados também possuem diferencas
eletroquimicas, como pode ser visto na Figura 74. O excesso de potencial necessario para
oxidagdo dos derivados de TEMPO ¢ consideravelmente superior que o necessario para
oxidagdo de TEMPO. Varia¢des na regido da hidroxilamina também sdo contrastantes. Estes
resultados reforcam a indicag@o de que o potencial redutor desta lacase ¢ fator limitante para
oxidacdo do glicerol no sistema proposto, e corrobora as baixas produgdes obtidas. Além disso,
TEMPO e seus derivados tém processos eletroquimicos controlados por difusao, de acordo com
o estudo feito variando as velocidades de varredura, Figura 75. As intensidades do pico de
oxidagdo variaram linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, assim como

ABTS, com R? superiores a 0.98 (regressdes nio apresentadas).
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Figura 74. CV de solugdes 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.
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Figura 75. CV de solu¢des 0,1 mM TEMPO (A), 4-0xo-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 — 20
mV/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.
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5.7 Analises de EPR na banda X da lacase LAsp livre em solucdo ou imobilizada em

nanozedlitas

A Figura 76 mostra os espectros de EPR na banda X obtidos para os complexos
lacase/nanozeodlita (linhas continuas) comparados com os espectros das nanozeolitas sem
enzima (linhas pontilhadas). Em todos os casos, diferengas significantes sdo evidentes na
compara¢do dos espectros — uma forte contribui¢do paramagnética por parte da lacase, em
especifico, dos cobres Tl e T2 de seu sitio catalitico —, com exce¢do para o par
FAU/Cu**/APTMS/GA e FAU/Cu**/APTMS/GA/LAsp, em que a alta concentragio de Cu (II)
presente na zeolita suprimiu os sinais dos cobres da lacase. Ambos os espectros das nanozedlitas
FAU/Na*/APTMS/GA e LTAc/APTMS/GA apresentaram um conjunto de bandas espectrais
alargadas de baixa intensidade, possivelmente relacionadas a impurezas metalicas nas
nanozeolitas. Estas zedlitas sdo conhecidas por suas altas capacidades de troca i0nica e,
portanto, bastante suscetiveis a contaminacao metalica — mesmo em concentragao reduzida, se
paramagnéticos, sdo detectados por EPR. Além disso, a regido perpendicular dos espectros —
entre 320 e 340 mT — de todas as zeodlitas sem enzima — exceto a contendo cobre — apresentou
linhas espectrais ndo esperadas, principalmente uma banda bem definida em 331 mT. Para
investigar a ocorréncia de contaminacdo metalica, foram coletados espectros para um intervalo

maior, da regido de alto spin — campo baixo — até a regido de baixo spin — campo alto.

A Figura 77 apresenta os espectros obtidos para as nanozedlitas funcionalizadas LTAc
e BEAc. Em ambos espectros, duas bandas em g = 4,3 e g = 2,03 estdo presentes, a primeira
com maior intensidade no material LTAc enquanto a segunda com maior intensidade no
material BEAc. Essas bandas sao caracteristicas de Fe (III) em materiais zeoliticos. A banda
em g = 4,3 pode ser atribuida a ions Fe (III) coordenados tetraedricamente em sitios da rede
zeolitica, enquanto a banda em g = 2,03 assinalada a ions Fe (II) em coordenagdo octaédrica
isolados ou dentro de oligdmeros de FeOx. 4195 A contaminagdo com ferro é provavelmente
resultante das etapas de preparacdo do material zeolitico, principalmente da etapa de calcinagdo
— a mufla de calcinagdo ¢ utilizada constantemente para materiais contendo ferro. Apesar desta
contaminacao ter sido observada em todos os suportes zeoliticos testados, a regido paralela dos
cobres T1 e T2 da lacase ndo apresenta bandas competidoras, apenas na regido perpendicular —
regido esta que frequentemente apresenta sobreposi¢des em lacases, ou seja, baixas resolugoes,

e por isso os estudos tedricos sdo imprecisos. Portanto, os estudos foram continuados assumindo
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que essas impurezas ndo teriam contribuicdo direta nas variacdes espectrais das lacases
imobilizadas.
Figura 76. Espectros de EPR na banda X das nanozedlitas (linhas pontilhadas) e complexos nanozedlitas/LAsp

(linhas continuas). Aproximadamente 100 mg de material sélido foram transferidas para os tubos de EPR, e
contetdo congelado em nitrogénio liquido antes de ser transferido para a cavidade de amostra do espectrdmetro.

FAU/Na*/APTMS/GA FAU/Cu®**/APTMS/GA

260 280 300 320 340

TS-1c/APTMS/GA LTAC/APTMS/GA s
240 260 280 300 320 340 260 280 300 320 340

ZSM-5¢c/APTMS/GA BEAC/APTMS/GA
240 260 280 300 320 340 260 280 300 320 340
Campo Magnético | mT Campo Magnético | mT

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 77. Espectros de EPR na banda X das nanozedlitas LTAc/APTMS/GA e BEAc/APTMS/GA para intervalo
largo de 100 a 400 mT.

g=43

g=2,03

LTAc/APTMS/GA

BEAC/APTMS/GA \/
e (

145 150 155 160

100 | 1 FI>0 | 2(I)0 | 2;')0 | 3(I)0 | 35I'>0 | 400
Campo Magnético | mT
Fonte: elaborado pelo autor.

Como indicado na secdo 4.8, a lacase comercial LAsp passou por um processo de
concentragdo/purificagdo e troca de tampao antes de aplicacdes espectroscopicas e
eletroquimicas. Para comparagdo, as amostras de lacase em solugdo purificada —pH 7 e 4,5 —
e ndo purificada — pH 7 — foram submetidas a analise de EPR na banda X, Figura 78 — parte
superior. A enzima purificada, pH 4,5, apresentou as linhas espectrais tipicas de lacases azuis,"
31552, 166; 167: 168169 o quanto a enzima purificada em pH 7 apresentou um deslocamento na banda
isolada caracteristica de cobre T2 (seta 1) para a direita (seta 2). A amostra ndo tratada, pH 7,
apresentou um espectro com bandas préximas das observadas para a enzima purificada em pH
7 — apesar de um alargamento e indefini¢dao das bandas sobrepostas dos cobres T1 e T2. Além
disso, a regido perperdicular do espectro € significativamente diferente em comparagdo com a
enzima purificada. Divergéncias espectrais sdo também verificadas nas lacases imobilizadas
em nanozeoélitas, Figura 78 — parte inferior. A banda mais a esquerda (seta 2) em todos os
materiais zeoliticos esta aproximadamente na mesma posi¢ao que a da enzima livre purificada

pH 7. Entretando, a resolugao — separacao — das demais bandas ¢ em geral reduzida — similares
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as bandas da enzima ndo purificada —, com excegdo do complexo FAU/Na'/APTMS/GA/LAsp,

que apresenta um espectro bastante similar ao da enzima livre — a0 menos na regido paralela.

Figura 78. Espectros de EPR na banda X de lacase purificada — pH7 ¢ 4,5 — e néo purificada — pH 7 — (parte
superior). 100 uL de solugdo 200 uM lacase em tampao citrato, 50 mM, pH 4,5, ou fosfato, 50 mM, pH 7, foram
transferidos para os tubos de EPR, e os contetidos congelados em nitrogénio liquido antes de serem transferidos
para a cavidade de amostras do espectrometro. Na parte inferior estio comparados os espectros da lacase
purificada pH 7 com os diferentes complexos lacase/nanozedlitas na regido espectral dos cobres T1 e T2:
FAU/Na"/APTMS/GA/LAsp, TS1¢c/APTMS/GA/LAsp, ZSM-5¢/APTMS/GA/LAsp, LTAc/APTMS/GA/LAsp e
BEAc/APTMS/GA/LAsp. Espectros completos foram apresentados na Figura 76.

—— LAsp purificada pH 7
—— LAsp purificada pH 4,5
—— LAsp néo purificada pH 7

T T T T T T T T T
260 280 300 320 340
Campo Magnético | mT

———TS-1c/X/ILAsp  —— FAU/Na*/X/LAsp
—— ZSM-5c/X/LAsp LTAc/X/LAsp

BEAc/X/LAsp —— LAsp purificada pH 7
X=APTM/GA

I I
260 280 300 320

Campo Magnético /! mT

Fonte: elaborado pelo autor.
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Os dados da Figura 78 indicam uma forte influéncia do pH na espectroscopia da lacase
LAsp, e além disso, que as linhas espectrais observadas para a enzima imobilizada sdo muito
préximas aquelas observadas para a enzima em pH 7. Intuitamente, isso permite levantar a
hipotese que os microambientes das enzimas imobilizadas estdo sujeitos a pH neutro. Ademais,
i1sso poderia justificar a redugdo da atividade catalitica das lacases imobilizadas em zedlitas,
uma vez que os dados claramente indicaram 6timo de atividade para as enzimas livres em pH
acido e, apesar do meio reacional para oxidagdo do glicerol ter sido ajustado para pH 4,5, ndo
necessariamente o pH nos microambientes enzimdticos ¢ este quando nas préximidades
zeoliticas. Infelizmente, a determinacao dos sitios acidos Brensted/Lewis nao foi levada em
consideracdo neste estudo, e ¢ fortemente indicada para estudos posteriores. Além disso, o
tunelamento da acidez zeolitica € possivel, e neste caso, pode permitir a modulagdo destes
suportes para maior eficiéncia na manutengdo da atividade de lacases, e assim melhorar a

eficiéncia destes catalisadores no sistema proposto — ou mesmo em outros.'’% 7!

Em sequéncia, foram realizadas simulacdes para determinagdo do parametros
Hamiltonianos de spin no estado fundamental — valores dos tensores g e das constantes de
acoplamento hiperfino 4. A Figura 79 compara os espectros experimentais ¢ simulados —
melhores resultados tedricos obtidos —, ambos normalizados, para a lacase purificada (pH 7 e
4,5), ndao purificada (pH 7) e para os complexos FAU/Na'/APTMS/GA/LAsp e
BEAc/APTMS/GA/LAsp. Os parametros de EPR simulados estdo apresentados na Tabela 10.
A partir dos espectros simulados, pode ser visto que os componentes relacionados ao centro T1
da enzima purificada (pH 7) e ndo purificada sdo bastante proximos numericamente, com
pequenas variagdes dos valores de g e gz — <0,016. Por sua vez, os parametros obtidos para T2

apresentam divergéncias mais destacadas, principalmente na regido paralela dos espectros.

As variagdes dos Hamiltonianos de spin da enzima livre sdo significativas quando se
comparam os valores para a enzima purificada em pH 7,0 e 4,5. Apesar dos tensores g serem
bastante proximos, as constantes de acoplamento sdo claramente divergentes. Por exemplo, a
constante de acoplamento hiperfino paralela é 220,2x10 cm™ para a enzima purificada em pH
4,5 enquanto a constante determinada para a enzima em pH 7 ¢ 170,1x10“#cm’!, e indica grande
variagdo na deslocalizacdo do elétron desemparelhado na enzima em funcdo do pH. As
constantes de acoplamento perpendiculares dos centros T1 e T2 sdo as mesmas para todos os

espectros simulados.



161

Figura 79. Espectros de EPR na banda X experimentais (linhas pretas) da LAsp purificada pH 7 (A) e pH 4,5 (B),
nao purificada (C), e dos complexos BEAc/APTMS/GA/LAsp (D) e FAU/Na'/APTMS/GA/LAsp (E),
comparados com os espectros teoricos obtidos das simula¢des no software Easyspin (linhas azuis).

Experimental
— Simulagéao

(A) LAsp purificada pH 7

(B) LAsp purificada pH 4,5
(C) LAsp nao purificada pH 7
(D) BEAC/APTMS/GA/LAsp
(A) (E) FAU/Na*/APTMS/GA/LAsp
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(B) (D)
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Fonte: elaborado pelo autor.

Por sua vez, os valores teoricos simulados para os complexos nanozedlitas/lacase sdo
proximos dos valores obtidos para a enzima livre em pH 7. Isso ¢ esperado, uma vez que
visualmente os espectros experimentais obtidos para todos os complexos sdo similares ao da

enzima livre em pH 7 — Figura 78, parte inferior. Entretanto, algumas pequenas variagdes
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podem ser destacadas quando se comparam os complexos entre si, principalmente na regido
paralela. Os valores de g do sitio T1 do complexo BEAc/APTMS/GA/LAsp ¢ 0,022 superior
ao do complexo FAU/Na"/APTMS/GA/LAsp, enquanto g do sitio T2 ¢ 0,03 inferior. Além
disso, as contastes de acoplamento paralelas variam na ordem de 5x10“cm™ e 13x10™*cm™ nos
sitios T1 e T2, respectivamente. Em comparagao com a enzima livre em pH 7, os valores obtidos
para o complexo BEAc/APTMS/GA/LAsp sdo bastante proéximos e, portanto, os do outro
complexo levemente divergentes na regido paralela. Essas varia¢cdes indicam variagdes na
deslocalizagdo do elétron desemparelhado e na geometria de coordenagdo dos atomos de cobre
da lacase quando imobilizados em diferentes materiais zeoliticos, o que pode estar relacionado

com a acidez/basicidade das superficies destes suportes.

Tabela 10. Valores de g e da constante de acoplamento hiperfino 4 para os centros de cobre T1 e T2 dos espetros
simulados.

Cobre T1 Cobre T2
Amostra T1:T2
gl g1 Ay Az gl g1 Ay A
LAsp purificada pH 7 2,211 2,060 86,7 16,7 2275 2,046 170,1 16,7 1:0,7
LAsp purificada pH 4,5 2,200 2,064 91,7 16,7 2270 2,065 2202 16,7 1:0,7

LAsp nao purificada pH 7 2,195 2,065 86,7 16,7 2249 2,057 183,5 16,7 1:2,5
FAU/NA*/APTMS/GA/LASP 2,197 2,064 91,7 16,7 2245 2,048 186,7 16,7 0,8:1,5
BEAc/APTMS/GA/LAsp 2,219 2,065 86,7 16,7 2275 2,055 1734 16,7 0,7:1

Constante de acoplamento hiperfino 4 expresso em niimero de onda (cm™) com fator de multiplicagdo 104,
Foram utilizados os pardmetros A = 1,67 ¢ A, =13,3 para a interagdo superhiperfina do cobre T2 com 4N das histidinas
de coordenac@o.

Apesar de serem evidentes as alteragdes espectrais, € os espectros simulados terem
representado os espectros experimentais com boa precisdo, assinalar o que exatamente leva a
essas mudangas espectrais ndo ¢ algo trivial. Para as simulagdes, por exemplo, foram
considerados a interag¢iio do niicleo de cobre T2 com N, uma vez que é conhecido da literatura
a divisdo superhiperfina de uma das bandas do cobre T2 devido a interagao deste nicleo com
os nitrogénios dos residuos de coordenagao (histidinas) e os oxigénios de coordenacio na regido
equatorial.!7% 173 174 Entretanto, este tipo de consideragdo ¢ frequentemente nio realizado na
pratica devido a fatores fenomenoldgicos, como por exemplo: linhas alargadas devido a
presenca dos isdtopos de cobre, sobreposi¢io de A('*N) com A (*%°Cu), sobreposi¢do das
ressonancias eletronicas principais de Zeeman com linhas de “overshoot”.!™ Como pode ser

visto na Figura 80, as contribui¢des isoladas das simula¢des dos cobres T1 e T2/!*N para
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geracio do espectro combinado (T1+T2/!“N) apresenta excelente resolucdo na regido paralela,
entretanto, a Gltima componente das linhas do cobre T2 (linha mais & direita) ndo ¢ bem
resolvida. A simulag¢io considerando o niicleo '*N aproxima bem o espectro simulado do
espectro experimental, no entanto, a linha que aparece por volta de 330 mT para as enzimas
livres e para os complexos pode ser também resultante de “overshoof” — anomalia angular
resultante da varia¢do diferencial no campo ressonante devido as variagdes nos tensores
anisotropicos g e A(Cu), os quais sdo dependentes da orientagdo.!”* Além disso, para os
complexos, esta banda pode ainda ser atribuida a presenca do contaminante metalico Fe (II1),

como discutido anteriormente.

Figura 80. Contribui¢des isoladas da simulagdes dos sitios T1 e T2/'“N para gera¢do do espectro combinado

T1+T2/"N para a LAsp purificada em pH7 € 4,5.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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A coordenacdo dos cobres de lacases sao bastante similares entre diferentes fontes, em
que a triade His-Cis-His esta envolvida na coordenacdo equatorial do cobre T1 e oito His estdo
envolvidas na coordenagao equatorial dos cobres T2/T3 do cluster trinuclear. Entretanto, muitos
estudos indicaram a direta ligacdo de um dos residuos axiais ndo coordenador do cobre T1 ao
potencial redox deste sitio — potencial redutor formal das lacases.’!:3% 175 A lacase comercial de
Aspergillus sp. (M. thermophila — MtL) utilizada neste estudo — Produto Novozym 51003 —
teve a sequéncia de residuos de amino acido informada na patente WO2016007309A1,
sequéncia ilustrada na Figura 81, em que o residuo axial ndo coordenador do cobre T1 ¢ a Ile-
505 (marcado em amarelo). Este residuo axial, assim como os residuos de coordenacao
equatorial dos cobres da lacase MtL, estdo alinhados com a sequéncia relatada para esta enzima
por Ernst et al. (2018),'7® disponibilizada no Protein Data Bank (PDB) sob o codigo 6F5K.
Portanto, a sequéncia 6F5K foi utilizada para gerar o diagrama ilustrado na Figura 82. O cobre
T2 ¢ coordenado pelas histidinas 93 e 94 e por uma molécula de agua (coordenagao 2N10), e
tém ainda no plano equatorial o oxigénio da hidroxila que une os atomos de cobre T3

(coordenagdo 2N20).

Figura 81. Sequéncia de residuos de aminoacidos da lacase de M. thermophila extraida da patente

WO02016007309A1.
SEQ ID NO 1 : Myceliophthora thermophila Laccase

QQSCNTPSNR ACWTDGYDIN TDYEVDSPDT GWRPYTLTL TEVDNWTGPD GWKEKV
LV 60

NNSIIGPTIF ADWGDTIQVT VINNLETNGT SIHWHGLHQK GTNLHDGANG
ITECPIPPKG 120

GRKVYRFKAQ QYGTSWYHSH FSAQYGNGW GAIQINGPAS LPYDTDLGVF
PISDYYYSSA 180

DELVELTKNS GAPFSDNVLF NGTAKHPETG EGEYANVTLT PGRRHRLRLI
NTSVENHFQV 240

SLVNHT CIl AADMVPVNA TVDSLFLGVG QRYDVVIEAN RTPGNYWFNV
TFGGGLLCGG 300

SRNPYPAAIF HYAGAPGGPP TDEGKAPVDH NCLDLPNLKP WARDVPLSG
FAKRADNTLD 360

VTLDTTGTPL FVWKVNGSAI NIDWGRAVVD YVLTQNTSFP PGYNIVEVNG
ADQWSYWLIE 420

NDPGAPFTLP HP HLHGHDF YVLGRSPDES PASNERHVFD PARDAGLLSG
ANPVRRDVS 480

LPAFGWWLS FRADNPGAWL FHCHIAWHVS GGLGVVYLER ADDLRGAVSD
ADADDLDRLC 540

ADWRRYWPTN PYPKSDSGLK HRWVEEGEWL VKA 573

Fonte: adaptado da patente WO2016007309A1.
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Figura 82. Centro ativo da lacase de M. thermophila apresentando os sitios mononuclear de cobre T1 e trinuclear
de cobres T2/T3 com os respectivos residuos de coordenagdo equatorial. Figura gerada no software Pymol

utilizando a sequéncia disponibilizada no PDB: 6F5K.!76

His-508
Ny lle-305 His-140 /

His-504

e His-93

‘\ His-436 HOH

A

Fonte: elaborado pelo autor.

Com base no diagrama de Peisach-Blumberg,'!”’ Figura 83, e nos valores de g/ e A/
determinados neste estudo para o cobre T2 da LAsp/MtL, pH 7 (2,275 ¢ 550 MHz) e pH 4,5
(2,270 e 660 MHz) — valores da constantes de acoplamento convertidos de cm™! para Hertz neste
caso —, o cruzamento dos valores do cobre T2 da enzima em pH 7 (ponto B), cai numa regido
do diagrama com varias sobreposicoes (4N, 3N10, 2N20, 40, 1N30). Pode-se especular que
isso provavelmente indica a distor¢do da coordenagdo ilustrada na Figura 82, forcando a
interagdo do cobre T2 com mais nucleos de N ou O. Diferentemente, para a enzima em pH 4,5,
0 cruzamento ocorre numa regido ndo sobreposta do diagrama, referente a coordenacao 2N20.
Essa coordenacao ¢ a coordenacao equatorial esperada da interagao do nucleo de cobre T2 com
dois nitrogénios das histidinas de coordenagdo e com os oxigénios da molécula de agua e da
hidroxila de ligagao dos cobres T3. Ou seja, em pH 4,5 ndo ha ambiguidade no assinalamento

da coordenacao, isso claro, considerando o diagrama de Peisach-Blumberg.
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Figura 83. Diagrama de Peisach-Blumberg,!”” para um complexo quadrado-planar de Cu (II). Os dominios (g,
A)) estdo definidos para diferentes coordenagdes equatoriais e diversas cargas do complexo. As linhas rosas sdo

e os pontos A e B sdo aproximagdes dos cruzamentos dos valores determinados neste estudo para a LAsp/MtL.

|A/’/| [MHZ]

Fonte: adaptado de BERTRAND (2020).173

Para comparagdo, os pardmetros paramagnéticos determinados neste estudo foram
comparados com diversos dados da literatura. Foram coletados também informagdes sobre o
potencial redox do sitio T1 — quando informado — e do residuo axial ndo coordenador das
lacases comparadas. Estes dados estdo apresentados na Tabela 11. Inicialmente, comparando-
se apenas MtL com MtL, a posi¢do axial ao T1 é geralmente ocupada por leucina — isomero da
isoleucina —, com excecdo dos estudos em que mutagdes sitio-dirigidas foram realizadas
justamente no residuo axial. O potencial redutor na maioria dos casos ¢ da ordem de 0,5 V vs.
NHE — em concordancia com o potencial determinado neste estudo, 0,53 V —, com exce¢ao dos
potenciais descritos por Zumarraga et al. (2008),'”® em que o potencial é da ordem de 0,7 V vs.
NHE. Neste caso, a diferenga principal foi o pH de determinagdo do potencial, 7, enquanto os

demais foram em maioria determinados em pH por volta de 5.

Em relacdo aos parametros paramagnéticos, a maioria dos estudos ndo informa os dados
para regido perpendicular. Como dito anteriormente, esta regido ¢ em geral de baixa resolugdo
e, portanto, nao determinada a partir dos espectros de EPR. Ja para a regido paralela, os dados

da literatura estdo dentro do esperado para lacases e sdo comparaveis aos obtidos para a
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LAsp/MtL em pH 7. O contraste principal estd na comparagdo da constante de acoplamento
paralela do cobre T2 da enzima em pH 4,5 com todos os demais valores tabelados, assim como
foi contrastante com as demais constantes dos espectros simulados neste estudo. Isso pode
colocar em questdo a veracidade da coordenacdo determinada com base no diagrama de
Peisach-Blumberg. Apesar de um assinalamento preciso, o diagrama foi feito com base em
complexos de cobre mononuclear, e a comparagdo com cobres de metaloproteinas ¢ meramente

aproximativa.

Por outro lado, ao comparar os dados da lacase deste estudo com lacases de outros
organismos, novamente, os parametros paramagnéticos estdo dentro do comumente relatado
para este tipo de enzima, e aproximados dos os valores determinados para LAsp/MtL em pH 7.
A variagao principal estd no residuo que ocupa a posicao axial do cobre T1, e os respectivos
potenciais redutores. Apesar de na maioria dos casos residuos diferentes serem indicados, € os
potenciais serem superiores ao da MtL —>0,7 V —, ha casos em que leucina ¢ o residuo axial, e
mesmo assim o potencial redutor ¢ alto. Tipicamente, altos potencias redutores sdo relatados
para lacases de basidiomicetos — Phe na posi¢do axial —, potenciais médios para lacases de
ascomicetos — Leu na posi¢do axial —, e potenciais baixos para lacases de plantas — Met na
posi¢do axial. No entanto, isso ndo ¢ regra, pois alguns estudos verificaram altos potenciais

redutores para asco-lacases, por exemplo.'”®
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Tabela 11. Potencial redox (E°r)), residuo da posigdo axial do cobre T1, e pardmetros paramagnéticos dos cobres T1 e T2 de diversas lacases descritas na literatura.

“E%1/V  T1 Residuo Cobre T1 Cobre T2
Lacase . REF.
(pH) axial © 8l 81 Ay A gl 81 Ay As
M. thermophila 0,48 (5,5) L 2,201 ndi® 87 ndi 2,247 ndi 185  ndi 52
M. thermophila ndi L 2,201 2,045 87 15 2,247 ndi 185  ndi L
M. thermophila L513F 0,50 (5,5) F 2,201 ndi 87 ndi 2,248 ndi 183 ndi 32
M. thermophila L513H 0,42 (7,0) H 2,240 2,053 102 15 2247 ndi 180  ndi L&
M. thermophila T2 0,70 (7,0) L 2212  ndi 80 ndi  ndi ndi ndi  ndi 178
M. thermophila T2 S510G 0,69 (7,0) L 2,207  ndi 77 ndi  ndi ndi ndi  ndi 8
M. thermophila VS09L/SS10E/GS511A 0,47 (5,5) L 2,192 ndi 90 ndi 2,247 ndi 175 ndi 2
P. ostreatus 0,74 (5,0) L 2,191 2,046 964 ndi 2,257 2,040 200,8 ndi Wiy
R. lignosus ndi L 2,204 2041 93 ndi 2242 2,038 193 ndi 172
R. solani 0,73 (5,5) L 2,208 ndi 84 ndi 2,265 ndi 160  ndi 2
R. solani L466V/E467S/A468G 0,74 (5,5) L 2,208 ndi 84 ndi ndi ndi ndi ndi 32
R. solani L470F 0,72 (5,5) F 2,208 ndi 84 ndi ndi ndi ndi ndi 2
T. hirsuta 0,78 (6,5) F 2,19 ndi 95 ndi 224 ndi 193  ndi 180; 181
T. versicolor 0,78 (5,5) F 2,182 ndi 90 ndi 2,281 ndi 190 ndi 13 e
T. villosa 0,79 (5,5) F 2,194 2,046 90 8 2,248 2,057 182 12 31
T. villosa F463L 0,74 (5,5) L 2,203 2,044 86 8 2,235 2,042 182 12 2l
T. villosa F463M 0,68 (5,5) M 2,214 2,047 78 9 2,248 2,060 183 9 31
0,503 (5,0) I 2,200 2,064 91,7 16,7 2,270 2,065 2202 16,7
M. thermophila Este
ndi - (7,0) I 2,211 2,060 86,7 16,7 2275 2,046 170,1 16,7 trabalho

& _ Potencial redox do cobre T1 versus NHE (pH de medida entre parénteses).

# — Residuo da posigdo axial da esfera de coordenagdo do cobre T1.

Constante de acoplamento hiperfino 4 expresso em nimero de onda (cm') com fator de multiplicagdo 104,
@ _ndi: ndo determinado ou informado.
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Apesar do dificil e complexo assinalamento dos pardmetros paramagnéticos a estrutura
da lacase estudada, a obtencdo de espectros bem definidos para enzimas imobilizadas ¢ um
ganho deste estudo. Nao ha na literatura — no melhor do nosso conhecimento —, estudos que
relatem a determinacao de tensores g e constantes de acoplamento A para lacases imobilizadas.
No entanto, uma abordagem similar foi realizada, para outra enzima da classe de cobre-oxidases
no estudo descrito por Umamaheswari et al. (2017).1% Neste estudo, EPR na banda X foi
utilizada para verificar se o processo de imobilizagdo levou a variagdes nos sitios de cobre de
uma ascorbato oxidase — oxidase com sitios de cobre similares aos das lacases — imobilizada
em materiais de silica mesoporosos. Foi verificado que os sitios de cobre foram mantidos apds
imobilizac¢do, contudo, dependendo do grupo quimico presente nos poros dos materiais, o cobre
enzimdtico foi verificado no estado oxidado, e atribuiram isto como resposta ao pH neutro

sentido pela enzima apods imobilizacdo, o que comumente leva ao estado oxidado.

Por fim, parra correlacionar parcialmente os dados espectroscopicos e eletroquimicos
com os dados cataliticos deste estudo, algumas informagdes precisam ser relembradas.
Primeiramente, o substrato utilizado para sele¢do de potenciais complexos para a oxidacao do
glicerol foi o ABTS, entretanto, o mediador utilizado para a oxidagao foi na verdade o radical
TEMPO. Os dados eletroquimicos ilustraram que a LAsp atua para ambos os compostos, no
entanto, ndo foi possivel um acesso meticuloso em relagdo a cinética de atuagdo da enzima
nestes substratos. De toda forma, o potencial redox da enzima ¢ um potencial médio, 0,53 V,
menor, por exemplo, que o potencial da LPO — 0,74 V de acordo com a literatura —, o que
poderia explicar maior conversao da reagdo de oxidagao do glicerol para esta enzima. Todavia,
uma informagc3o estrutural interessante é discutida no trabalho de Ernest et al. (2018),'7® para a
lacase MtL. Eles apontam para a presenca de um sitio alternativo de ligacdo do composto ABTS
na proteina — ou compostos de alto peso molecular —, distante do sitio comum de liga¢do nas
proximidades do cobre T1. Isso permite especular, por exemplo, que as boas atividades dos
complexos com o suporte FAU/Cu?’/APTMS/GA para o substrato ABTS ndo tenha sido
refletida para o substrato TEMPO devido a presenca de um segundo sitio de ligacao. Pode ser
que, apesar da imobilizacdo ter gerado distor¢des no sitio catalitico e reduzido a atividade da
enzima para o substrato TEMPO, o mesmo ndo aconteceu para ABTS, caso estas distor¢des
ndo tenham afetado o outro sitio. Dessa forma, talvez ABTS ndo seja o melhor substrato para a
selecdo de complexos ativos para o sistema proposto. Alternativamente, a avaliacao
eletroquimica do mediador TEMPO iniciada neste estudo possa ser otimizada e utilizada para

esta finalidade.
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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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