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Resumo
A crescente demanda por materiais avancados para aplicacbes ambientais tem
impulsionado a pesquisa de novos compostos com propriedades Unicas e eficientes. Nesse
contexto, a lacuna no conhecimento sobre a sintese e aplicacdo de materiais avangados
oferece uma oportunidade significativa para inovagio e progresso cientifico. A vista de
tais afirmagdes, a presente tese teve como objetivo sintetizar e caracterizar um novo
material hierarquico de bismuto (BS) e modular sua superficie para imobilizar lacases
provenientes de Myceliophthora thermophila e aplica-lo em experimentos de remediagéo
ambiental. Para tal, foi empregado o biocatalisador Lac-BS na biodegradacéo do corante
Tectilon 4R (Acid Blue 277) e do farmaco Ibuprofeno, conhecidos por serem poluentes
emergentes. Inicialmente, foi realizada a investigacéo acerca da importancia de diferentes
agentes direcionadores de estrutura (SDAS) e da influéncia do envelhecimento na sintese
do material. Em seguida, analises como DRX, FTIR, MEV, MET, BET, RMN e XANES
identificaram um material inédito com estrutura hierarquica de poros em escalas micro e
meso, além de uma alta area superficial. Ademais, o processo de extracdo Soxhlet se fez
necessario para preservar a estrutura cristalografica durante a remo¢do do SDA.
Posteriormente, 0 BS passou por processos que visaram a modulacdo da superficie com
o0 intuito de ser empregado na imobilizacdo de enzimas. O método utilizado para a
realizacdo desta pesquisa foi bem-sucedido devido a confirmacéo atraves de resultados
de FTIR e DRX, e aimobilizacdo da lacase no suporte BS alcangou 100% de rendimento,
mantendo alta eficiéncia mesmo com variacbes na massa do suporte e diferentes
concentracdes de enzima. Os resultados de imobilizacdo obtidos apresentaram um efeito
denominado de hiperativacdo enzimatica, no qual a atividade do biocatalisador supera a
atividade da enzima livre, especialmente em utilizando concentracdes de lacase de 0,5

U/mL. As simulagdes de dinamica molecular indicaram que, durante a imobilizacdo, 0s



residuos Lys-188 — Pro-193 adotaram uma conformacdo ao redor do sitio ativo,
aumentando o volume e se mostrando como uma possivel explicacdo para o efeito de
hiperativacdo mencionado anteriormente. Além disso, todos o0s parametros de
caracterizacdo bioquimica da Lac-BS foram superiores aos da enzima livre,
demonstrando maior estabilidade térmica, durante a qual a atividade foi mantida a 40 °C
e ocorreu a protecdo parcial da enzima a 50 °C, além do biocatalisador apresentar
excelentes resultados atraves de ciclos de testes cataliticos repetidos. Nos testes de
degradacdo do corante, o biocatalisador Lac-BS demonstrou 100% de eficacia na
remocdo em 2 horas, enquanto o suporte funcionalizado sem a enzima (Func-BS)
alcancou 88,46%, ambos superando os resultados obtidos pela enzima livre. Portanto, a
combinacdo do suporte BS com a enzima lacase promoveu uma potente sinergia na
degradacdo do corante. Na remocdo de ibuprofeno, o biocatalisador Lac-BS atingiu
72,58% de degradacdo em duas horas em solucdo aquosa a 40 °C devido a combinacgéo
de adsorcéo e atividade enzimatica, superando a eficiéncia do Func-BS (52,43%) e da
enzima livre (49,83%). Portanto, pode-se afirmar que os resultados obtidos comprovam
que a integracdo da lacase com o suporte BS mostrou potencial para ser uma solugédo

promissora na remediacao de corantes e farmacos em matrizes aquosas.

Palavras-chave: Sintese; bismuto silicato; estrutura hierarquica; lacase

imobilizada; processo de biodegradacao.



Abstract
The growing demand for advanced materials for environmental applications has driven
the research of new compounds with unique and efficient properties. In this context, the
knowledge gap in the synthesis and application of advanced materials offers a significant
opportunity for innovation and scientific progress. Considering these statements, the
present thesis aimed to synthesize and characterize a new hierarchical bismuth material
(BS) and modify its surface to immobilize laccases derived from Myceliophthora
thermophila for use in environmental remediation experiments. For this purpose, the Lac-
BS biocatalyst was employed in the biodegradation of the dye Tectilon 4R (Acid Blue
277) and the drug Ibuprofen, known to be emerging pollutants. Initially, an investigation
was conducted on the importance of different structure-directing agents (SDASs) and the
influence of aging on the material synthesis. Subsequently, analyses such as XRD, FTIR,
SEM, TEM, BET, NMR, and XANES identified a novel material with a hierarchical pore
structure at micro and meso scales, in addition to a high surface area. Moreover, the
Soxhlet extraction process was necessary to preserve the crystallographic structure during
SDA removal. Afterward, the BS underwent surface modification processes to be used in
enzyme immobilization. The method employed for this research was successful, as
confirmed by FTIR and XRD results, and the laccase immobilization on the BS support
achieved 100% yield, maintaining high efficiency even with variations in support mass
and enzyme concentrations. The immobilization results exhibited a phenomenon known
as enzymatic hyperactivation, wherein the activity of the biocatalyst surpasses that of the
free enzyme, especially when using laccase concentrations of 0.5 U/mL. Molecular
dynamics simulations indicated that, during immobilization, the Lys-188 — Pro-193
residues adopted a conformation around the active site, increasing its volume and

potentially explaining the hyperactivation effect. Additionally, all biochemical



characterization parameters of Lac-BS were superior to those of the free enzyme,
demonstrating greater thermal stability, with activity maintained at 40 °C and partial
enzyme protection at 50 °C. The biocatalyst also showed excellent results through
repeated catalytic test cycles. In dye degradation tests, the Lac-BS biocatalyst
demonstrated 100% efficacy in removal within 2 hours, while the functionalized support
without the enzyme (Func-BS) achieved 88.46%, both surpassing the results obtained by
the free enzyme. Therefore, the combination of the BS support with the laccase enzyme
promoted a potent synergy in dye degradation. In ibuprofen removal, the Lac-BS
biocatalyst achieved 72.58% degradation in two hours in an aqueous solution at 40 °C
due to the combination of adsorption and enzymatic activity, outperforming the efficiency
of Func-BS (52.43%) and the free enzyme (49.83%). Thus, it can be affirmed that the
obtained results demonstrate that the integration of laccase with the BS support showed
potential to be a promising solution for the remediation of dyes and pharmaceuticals in

agueous matrices.

Keywords: Synthesis; Bismuth silicate; hierarchical structure; immobilized

laccase; biodegradation process.
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1. Introducio

As zedlitas fazem parte de uma classe de materiais composta por aluminossilicatos
caracterizados por suas estruturas abertas e possuindo uma rede cristalina que forma uma
rede de canais e poros, criando uma vasta area superficial caracteristica. Esses materiais
geralmente contém céations de metais alcalinos terrosos e metais alcalinos em sua
composicao estrutural. A estrutura cristalografica de uma zedlita € composta por uma rede
tridimensional de tetraedros arranjados de [SiO4]* e [AlO4]> ligados por oxigénio,
formando canais do tamanho de moléculas. Esses materiais possuem propriedades fisico-
quimicas que conferem caracteristicas desejaveis para seu uso como catalisadores
heterogéneos. Isso inclui a estabilidade térmica de sua estrutura, a capacidade de atingir
altas temperaturas, uma area superficial interna variando tipicamente de 70 a 300 m2g!,
e a apresentacdo de sitios cataliticos acidos ou basicos, que podem variar de acordo com
0 uso da troca idnica na estrutura (CUNDY; COX, 2003; ROCHA, 2005; ZONES;

DAVIS, 1996).

A maioria das zeolitas, por definicdo, apresentam microporos (< 2 nm). No
entanto, é possivel modular a porosidade do material para exibir diferentes tamanhos de
poros dentro do mesmo material, recebendo a designacdo de estrutura hierarquicamente
estruturada (CHEN et al., 2012). E possivel obter ze6litas micro-mesoporosas, micro-
macroporosas ou até mesmo micro-meso-macroporosas. A literatura apresenta duas
abordagens distintas para a sintese desses materiais: uma envolve o uso de agentes
direcionadores de estrutura, chamados de templates ou SDAs, e a outra consiste em um
processo sem o0 uso deles (JACOBSEN et al., 2000; XIAO et al., 2006). Os principais
processos para a producédo de zedlitas hierarquicamente estruturadas sem o uso de SDAs
sdo a dessilicificacdo, que envolve a remocao seletiva de silicio da estrutura da zeodlita

através de tratamento alcalino, e a desaluminacao, que é a remocao de 4tomos de aluminio
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da estrutura por meio de tratamentos com vapor ou lixiviacdo acida (TAO et al., 2006;

VAN DONK et al., 2003).

Agentes direcionadores de estrutura desempenham um papel crucial na sintese de
zeolitas. Esses agentes, geralmente sais organicos, auxiliam na moldagem da estrutura do
material ao direcionar o arranjo dos atomos de aluminio e silicio durante a sintese
(ASGAR POUR; SEBAKHY, 2022b; GUO et al., 2019; LOBO; ZONES; DAVIS, 1995;
ZHANG; ZAWOROTKO, 2014). No caso de usar SDAs para produzir zeodlitas
hierarquicamente estruturadas, o processo envolve adicionar essas moléculas ao gel
precursor. ApOs a sintese, essas moléculas sao removidas do material, principalmente por
meio de processos térmicos. A literatura indica que os SDAs mais comumente usados na
producdo de materiais hierarquicos sao moléculas orginicas que exibem caracteristicas
anfifilicas, como cloreto de polialildimetilamonio, organossilanos, brometo de
cetrimdnio, polivinil butiral, sais de amonio quaternario, entre outros, onde existem casos
em que mais de um SDA pode ser usado simultaneamente, com um direcionando para

microporos € o outro para mesoporos (Figura 1) (WANG et al., 2010; XIAO et al., 2006).

Cristalizagao

| hldrotermal

Agente
direcionador
de estrutura

Calcma;ao

Solugdo de
sintese da zedlita

Figura 1 Esquema ilustrativo de um método de obtencdo de uma zedlita hierdrquica. Fonte: Adaptado (FARSANA;

KUMARI, 2023).

A escolha do SDA pode afetar ndo s6 o tamanho e a forma dos cristais resultantes,
mas também sua porosidade e atividade catalitica (GUO et al., 1997). E crucial selecionar

e utilizar os SDAs com cuidado para sintetizar zedlitas com propriedades personalizadas
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para aplicacdes especificas (ASGAR POUR; SEBAKHY, 2022b; JO; HONG, 2018;
LOBO; ZONES; DAVIS, 1995). Neste estudo, utilizamos dois agentes direcionadores de
estrutura organicos comuns: o brometo de tetrapropilamonio (TPA Br) e o cloreto de
polialildimetilamonio (PDADMAC). O ion de amoénio quaternario positivamente

carregado desses agentes serve como molde durante a sintese, orientando o arranjo dos

atomos de aluminio e silicio (Figura 2) (JO; HONG, 2018).

Organossilanos
cl

O TN e ~
Cloreto de polidialildimatilamonio
Cl - Cloreto de poli(acrilamida-co-dialildimetilaménio) Bromsto de cetriménio
H2Co\ CHs N
N+ cr .
RJ n Hch\/ CHg

HsC™ 'CHg

Sais de aménio quternario Polivinil butiral

Cn CH; | CHy
SN N-—
N  CH, OYO
CH, CH,CH,CHg4
n
M)*

Figura 2 Exemplos de templates organicos para a produgdo de materiais hierarquicamente estruturados Fonte:

Adaptado (WANG et al., 2010; XIAO et al., 2006).

O TPA Br tem se mostrado especialmente eficaz na sintese de zedlitas com poros
grandes, como aquelas pertencentes as familias FAU e ZSM-5 (DOUGNIER; GUTH,
1996; KERSTENS et al., 2020; VALTCHEV; BOZHILOV, 2004; VAN DER GAAG;
JANSEN; VAN BEKKUM, 1985). Além disso, € soluvel em solugdes aquosas e solventes
organicos polares, o que facilita sua incorporacdo na mistura de sintese. No entanto, seu
uso pode levar a formagdo de impurezas ou subprodutos indesejados, exigindo uma

otimizacdo cuidadosa das condigdes de sintese para alcangar as propriedades desejadas
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do produto (BAI et al., 2016; CREA et al., 1987; GUO et al., 1997; KERSTENS et al.,
2020).

Na sintese desses materiais, ¢ possivel substituir os &tomos de Si e Al na estrutura
cristalografica por cations de metais de transicao e lantanideos, como abordado neste
trabalho, o Bismuto (Bi). Essas alteragdes favorecem a obtencao de novos materiais com
caracteristicas fisico-quimicas e estruturais diferentes entre si. Esses materiais, que
possuem o esqueleto estrutural dos cristais, mas com o aluminio substituido por outro
metal na rede cristalina, sdo chamados de materiais com estrutura cristalografica mista ou
pela sigla OPT, derivado do inglés Octahedral-Pentahedral-Tetrahedral. Esse nome se
deve ao fato de que esses metais normalmente assumem coordenacdes octaédricas (MOe)
e pentaédricas (MOs) na rede cristalina, enquanto o silicio assume uma coordenacao
tetraédrica (Si04) (ROCHA, 2005; ROCHA; ANDERSON, 2000).

Materiais a base de Bismuto sdo relatados na literatura como importantes
cintiladores, catalisadores fotocataliticos, vidros, condutores idnicos e agentes de
remog¢ao de iodo (GIRSOVA et al., 2020; ISHIIB; HARADAB, 1996; KANG; YANG;
YIM, 2020; KARTHIK et al., 2019; KOBAYASHI et al., 1997, KUSZ;
TRZEBIATOWSKI; BARCZYNSKI, 2003). No entanto, a produ¢do de materiais OPT
contendo atomos de Bismuto em sua estrutura foi relatada. (ZANARDI et al., 2006)
relataram com sucesso a sintese, sob condi¢des hidrotérmicas, de dois silicatos
microporosos de Bismuto, caracterizados por diferentes refinamentos de estrutura
cristalina. A presenca de Bismuto em uma estrutura cristalografica zeolitica pode oferecer
vantagens para aplicagdo como um catalisador heterogéneo devido a sua alta forca acida,
devido a sua capacidade de apresentar cations +3 ou +5. Uma vez que os estudos sobre a
sintese de zeodlitas envolvendo Bismuto como o metal primario sdo raros, estudos

indicaram que a incorporagao de cations em zeolitas utilizando fontes de Bismuto ja esta
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bem estabelecida. Zedlitas 1 sao alguns exemplos de zedlitas usadas para a incorporagao
de Bismuto (LEI et al., 2015; SUN et al., 2012b; ZARUBIN, 2014; ZHAO et al., 2019b;

ZHAO; KOBAYASHI, 2001).

Como materiais de suporte, as zeoOlitas mantém a atividade e melhoram a
estabilidade das enzimas — térmica, de pH e de armazenamento — possibilitando sua
reciclagem em reatores industriais, por exemplo. Em certas circunstancias, podem até
aumentar a atividade catalitica das enzimas. Além disso, por serem excelentes
catalisadores quimicos, a combinacdo de zedlitas com enzimas biocatalisadoras pode
promover efeitos sinérgicos ou viabilizar reacbes em cascata quimio-enzimaticas de
varias areas, principalmente na area de meio ambiente (COSTA et al., 2009; DE
VASCONCELLOS et al., 2015; DEBECKER et al., 2021; WEHAIDY et al., 2019a;

XING et al., 2000).

O aumento exponencial e alarmante de poluentes provenientes de atividades
humanas em corpos d'adgua superficiais exige atencdo imediata e total (A. IBRAHIM,;
MUHAMMAD ABDULLAHI IBRAHIM; ALI GAMBO YUSUF, 2021). A presenca de
compostos toxicos em ambientes aquaticos, variando de efluentes industriais a residuos
residenciais e agricolas ndo apenas representa uma ameagca significativa a saide humana,
mas também aos ecossistemas, ressaltando a gravidade e urgéncia da situacdo(POOJA;

KUMAR; SINGH, 2020).

As abordagens tradicionais de tratamento empregadas para mitigar o impacto
desses poluentes muitas vezes necessitam de reavaliagdo devido as complexidades e
resisténcia de seus alvos quimicos. Além disso, embora sejam parcialmente eficazes,
esses métodos convencionais de tratamento de agua lutam para erradicar contaminantes

emergentes como drogas, corantes e compostos disruptores enddcrinos. A maioria dos
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métodos padrdo também sdo demorados, caros e podem ter efeitos adversos (ROCCARO,
2018). Portanto, é imprescindivel reconsiderar os procedimentos tradicionais para
garantir a qualidade da agua, destacando a necessidade critica de tecnologias inovadoras

e sustentaveis de tratamento de agua (ISLAS-FLORES et al., 2014; ROCCARO, 2018).

O Ibuprofeno, um medicamento anti-inflamatdrio néo esteroidal (AINE) (Figura
3) amplamente utilizado na saide moderna, alivia a dor e a inflamacdo. No entanto, o
consumo global de ibuprofeno levou a sua presenca generalizada e persistente nos
sistemas aquaticos (CLEUVERS, 2004; ISLAS-FLORES et al., 2014). O ibuprofeno e
seus metabolitos, originados do consumo humano, excrecdo e métodos inadequados de
descarte, estdo sendo cada vez mais reconhecidos como novos poluentes ambientais
devido ao seu aparecimento continuo em aguas superficiais, subterraneas e até mesmo
em efluentes de esgoto tratados (BUSER; POIGER; MULLER, 1999; ZHANG et al.,

2021).

OH

Figura 3 Estrutura molecular do anti-inflamatdrio Ibuprofeno. Fonte: PUBCHEM 3672.

A medida que o ibuprofeno continua a se infiltrar em habitats aquéticos, devemos
enfrentar seu profundo impacto na vida aquatica, as tendéncias alarmantes de
bioacumulagdo e a potencial transferéncia desses contaminantes através da cadeia
alimentar (RAGUGNETTI et al., 2011; ZHANG et al., 2021). Essa tarefa exige uma

abordagem interdisciplinar envolvendo estudos de quimica ambiental, eco toxicologia e
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salde publica. Compreender a presenca e as consequéncias de contaminantes
farmacéuticos, como o lIbuprofeno, nos sistemas aquaticos € uma responsabilidade
fundamental que todos compartilhamos na luta pela integridade ecoldgica de nossos
recursos hidricos e pela salvaguarda do bem-estar das popula¢cdes humanas (OBA et al.,

2021).

Os efluentes da indastria téxtil também representam um desafio ambiental
premente. Este setor, chave na economia global, € um grande contribuinte para a poluicao
da agua, sendo responsavel por 140.000 toneladas/ano de poluicdo industrial da agua
(ISLAM etal., 2023). A caracteristica marcante desses efluentes é a sua coloracdo intensa,
resultante da fixacdo incompleta de corantes no processo produtivo, culminando na
liberacdo desses corantes nos efluentes industriais (BERRADI et al., 2019). Muitos
corantes sintéticos sdo resistentes a degradacéo natural, e sua pigmentacdo intensa obstrui
a penetracdo de luz nos corpos d'agua, levando a reducdo da atividade fotossintética e a
inibicdo da biota aquatica (BERRADI et al., 2019; ISLAM; MOSTAFA, 2018; ISLAM

etal., 2023).

Os efluentes téxteis sdo ainda caracterizados por alta demanda quimica de
oxigénio (DQO), aumento da demanda bioquimica de oxigénio (DBO), sais e metais,
toxicidade e, em alguns casos, mutagenicidade, o que ameaga 0 meio ambiente e a satde

humana (Figura 4) (ISLAM; MOSTAFA, 2018; ISLAM et al., 2023).
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Figura 4 Estrutura molecular do corante téxtil Acid Blue 277, empregado neste trabalho. Fonte: Chemical Book
CB6875176.

Neste contexto, a busca por tecnologias alternativas que sejam eficazes e
ambiental e economicamente viaveis torna-se uma luz de esperanga. A integracdo de
métodos fisico-quimicos e bioldgicos, particularmente aqueles que envolvem enzimas
como lacases, pode fornecer alternativas eficazes e sustentaveis, revolucionando nossa
abordagem ao tratamento de &gua e instigando otimismo em nossa batalha contra a

poluicéo.

As enzimas lacases sdo oxidases multicobre (EC 1.10.3.2) com quatro atomos de
cobre em sua estrutura dispostos em trés tipos (T1, T2 e T3). O cobre T1 é responsavel
pelo potencial redox da enzima em relagdo ao eletrodo de hidrogénio normal (ENH),
podendo ser classificado em alto E° (780 mV vs. ENH), intermediario E° (430-710 mV
vs. ENH) e baixo E° (430 mV vs. ENH) (ALI et al., 2023; SHARMA et al., 2013). E
constatado que as lacases oriundas de Myceliophthora thermophila possuem um ENH por
volta de 470 mV, estabelecendo a faixa intermediaria de potencial redox (LLORET etal.,
2013; XU et al., 1998). Além deste atomo de cobre, as lacases possuem um cluster tri

nuclear, composto por um atomo de cobre T2 e dois atomos de cobre T3, onde ocorre a
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reducdo de oxigénio molecular a &gua. Essas enzimas desempenham um papel importante
nas reacOes de oxidacdo de diversos compostos fenolicos e ndo fenolicos, utilizando

oxigénio como aceitador de elétrons.

As lacases podem ser produzidas industrialmente por bactérias e fungos e
aplicadas em varios contextos biotecnoldgicos, desde a eliminagdo de compostos
fenolicos indesejados nas industrias de alimentos e papel até a degradacdo de poluentes
ambientais recalcitrantes, incluindo medicamentos e corantes sintéticos (BILAL et al.,
2019; MAGALHAES et al., 2019; MISHRA; MAITI, 2019; MOJSOV et al., 2016;
ULSON DE SOUZA; FORGIARINI; ULSON DE SOUZA, 2007). No entanto, desafios
praticos obstruiram sua ampla implementacéo, incluindo o alto custo de producdo, as
dificuldades na separacdo poOs-reacdo e a suscetibilidade a inativacdo térmica e por
solventes durante a aplicacdo. A imobilizacdo de lacases em suportes inertes oferece uma
solucdo, possibilitando a separacdo poOs-reacdo eficiente, aumentando a estabilidade
operacional e facilitando a reutilizacdo (GEOR MALAR et al., 2020; LIU; DONG, 2020;

QIU et al., 2020; SIGURDARDOTTIR et al., 2018).

Ao utilizar um Unico suporte inorganico, € dificil alcancar alta atividade e carga
enzimatica, propriedades fisico-quimicas consistentes, excelente resisténcia mecanica,
alta afinidade pelo substrato e limita¢Oes de difuséo do produto (GEOR MALAR et al.,
2020; LIU; DONG, 2020; QIU et al., 2020). Devido a sua estrutura hierarquica de poros,
inerte em condic¢Bes normais e area superficial extraordinaria, que pode ultrapassar 700
m2g, o uso de materiais com estrutura mista octaédrica-pentaédrica-tetraédrica (OPTS)
surgem como uma solucdo substancial para os desafios existentes (KERSTENS et al.,

2020; ROCHA, 2005).
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A fim de responder tais questionamentos e dada ainda a importancia do processo
catalitico de remediacdo ambiental e da necessidade de obter processos mais eficientes,
este trabalho investigou a sintese e caracterizagdo de um novo suporte inorganico de
bismuto silicato concomitantemente com a modulacdo de sua superficie por agentes
organicos como aminosilanos e glutaraldeido com o objetivo da imobilizacédo de lacases
de Myceliophthora thermophila para empregar este biocatalisador nas reacdes de

degradacéo de Ibuprofeno e o corante azul Acid Blue 277.
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7. Consideracoes finais e conclusoes

Considerando que o objetivo deste trabalho foi a sintese e caracterizagdo de um
novo material hierarquico de bismuto, além da modulacdo de sua superficie para
imobilizacdo de lacases provenientes de Myceliophthora thermophila e a aplicacdo do
biocatalisador em rea¢Ges de biodegradacdo do corante Tectilon 4R e do farmaco

ibuprofeno, os dados experimentais obtidos permitiram chegar as seguintes conclusdes:

7.1.  Caracterizac¢io Fisico-Quimica do Bismuto Silicato

Inicialmente, foi estudada a importancia da utilizacdo de diferentes SDAs e a
influéncia do envelhecimento na sintese. As anélises de caracterizacdo (DRX, FTIR,
MEV, MET, BET, RMN e XANES) permitiram identificar que o material sintetizado é
inédito, com uma estrutura hierarquica que apresenta poros em escalas micro e meso.
Durante os estudos, os métodos de extracdo do SDA precisaram ser otimizados, pois 0
método convencional de calcinacdo resultou em mudancas estruturais no material,
destruindo os picos de difragdo desejaveis em 20 = 3-8°. Para solucionar isso, foi utilizado
0 método de extracdo Soxhlet, que permitiu a remocdo do SDA sem a alteracdo

irreversivel da estrutura cristalografica.

Nas analises de RMN, o espectro de CPMAS de 'H-°Si com tempos de
polarizacdo cruzada de 1 ms e 5 ms identificou trés picos em 113,2 ppm, 102,5 ppm e 92
ppm, correspondendo aos grupos terminais de silanol Q4, Q3 e Q2, respectivamente. O
espectro de SPEMAS, com um tempo de reciclagem de 20 s, mostrou que as quantidades
relativas dos grupos terminais de silanol Q4, Q3 e Q2 sédo 77%, 11% e 12%,
respectivamente, revelando um excesso consideravel de grupos Q4 na amostra. Os
espectros de *H MAS indicaram a presenca de solventes organicos e grupos terminais Si-
OH em troca com agua adsorvida, além de umidade na amostra, sugerindo a presenca de

SDA no produto recém-sintetizado. Os espectros de 2°Si NMR das amostras envelhecidas
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por 12 e 24 horas mostraram um aumento na ordem estrutural local na amostra
envelhecida por 24 horas, relacionado ao aumento da fase cristalina observado nos
resultados de DRX. A calcinacdo das amostras resultou em uma diminuicdo progressiva
na relacao sinal/ruido dos espectros de *H-2°Si CPMAS com temperaturas mais elevadas,
sendo que a 750 °C nenhum sinal de *H-?°Si CPMAS foi detectado, indicando a auséncia
de hidrogénio proximo ao 2°Si. Os espectros de 2°Si SPEMAS mostraram mudancas
drésticas na estrutura local dos grupos 2°Si a 750 °C, confirmando a necessidade de outro

método para extracdo do SDA, corroborando com os resultados de DRX e FTIR.

Nas analises de XANES, concluiu-se que a otimizacdo bayesiana para ajustar os
espectros tedricos aos experimentais € eficaz, e que Bi.Oz é a melhor correspondéncia

para as medicGes experimentais de XANES das espécies de bismuto analisadas.

Finalmente, concluiu-se através de todas as analises realizadas, que o material
utilizando TPABr como SDA e com tempo de envelhecimento de 24 horas possuia a

melhor estrutura, sendo escolhido para todos o0s experimentos futuros.

7.2.  Caracterizac¢io Fisico-Quimica da Modulacio do Suporte

A partir dos experimentos para modular a superficie do suporte, foi possivel
concluir que os dados de XRD mostraram que tanto a silanizacdo quanto a
funcionalizacdo do suporte resultaram em padrdes quase idénticos, com uma perda de
cristalinidade. Isso sugere que o tratamento quimico foi bem-sucedido em modificar a
superficie sem alterar a fase ou a natureza do material. No entanto, a imobiliza¢do da
lacase na superficie do BS reduziu a intensidade dos picos de difracdo, o que pode indicar
uma cobertura bem-sucedida da superficie. Os dados de FTIR sustentam essa afirmagéo
pela presenca de bandas que comprovam a existéncia dos grupos funcionais desejados. A
funcionalizacdo com glutaraldeido foi confirmada pela presenca de uma banda de

absorcdo em torno de 1640 cm-1, atribuida ao grupo C=N. Essa banda aparece nas



144

amostras Func-BS e Lac-BS, indicando a formacéo de grupos amida Il e confirmando

tanto a modificacdo quimica da superficie quanto a imobilizacéo da lacase.

7.3. Delineamento Experimental

A imobilizacdo da lacase no suporte BS atingiu 100% de rendimento,
demonstrando alta eficiéncia no processo. Esta eficiéncia foi mantida mesmo com a
variacdo da massa do suporte de 15 mg a 25 mg, indicando que 0 suporte possui uma area
de superficie e locais de ligacao suficientes para a enzima. A variacdo das concentracdes
de enzima (0,5, 1 e 1,5 U/mL) também mostrou altos rendimentos de imobilizacdo. No
entanto, em concentracGes mais altas, o rendimento diminuiu para um minimo de 55,47
+ 3,51%, sugerindo a saturacdo dos sitios de ligacdo do suporte. Isso indica uma faixa

Otima de atividade de enzima para maxima eficiéncia.

A atividade recuperada da lacase imobilizada (Lac-BS) apresentou uma relagéo
com a concentragdo inicial de enzima. Observou-se hiperativacdo enzimatica, com a
atividade da enzima imobilizada superando a da enzima livre em 0,5 U/mL (109,78 +
2,88%). Isso pode ser devido a mudancas conformacionais durante a imobilizacdo,

tornando os sitios ativos mais acessiveis ou eficientes.

Em concentragdes mais altas de enzima (1 U/mL e 1,5 U/mL), a atividade
recuperada diminuiu, possivelmente devido a superlotacdo da superficie do suporte,
causando interferéncia estérica e dificultando o acesso dos substratos aos sitios ativos.
Além disso, altas concentracdes podem levar a interagdes intermoleculares, resultando

em agregados enzimaticos menos ativos.

7.4. Modelagem de Bioinformatica

As trajetorias de dinamica molecular convergiram, conforme indicado pelo raio

de giracdo da proteina, sugerindo que as simulagdes alcancaram um estado estavel. Ndo
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foram observadas mudancas conformacionais significativas que resultassem na exposi¢do
completa do sitio ativo da lacase. No entanto, o ion cobre, inicialmente enterrado na

estrutura cristalogréafica, foi observado na superficie molecular durante as simulages.

A simulagdo revelou que o loop contendo os residuos Lys188 - Pro193 adotou
uma conformacéo diferente, aumentando o volume do bolso ao redor do sitio ativo. Esse
aumento de volume foi quantificado, mostrando um crescimento de 342 A3 na estrutura
cristalografica para até 423 A3 na simulagéo. Esse aumento de volume do bolso do sitio
ativo ap6s a imobilizacdo poderia proporcionar maior acesso ao substrato,

potencializando a atividade enzimatica.

Como a imobilizacdo da enzima ocorre em residuos de lisina, o residuo Lys188
pode ser um local potencial para estabilizar a lacase de Myceliophthora thermophila em

uma conformacdo aberta, facilitando uma maior eficiéncia catalitica.

7.5. Caracteriza¢ido Bioquimica do Biocatalisador

Com os testes realizados para determinar o funcionamento do biocatalisador em
condicBes importantes para a aplicacdo em processos cataliticos, foi possivel concluir que
a maior atividade da lacase imobilizada foi observada a 40 °C. Essa temperatura promove
um equilibrio 6timo entre a dindmica molecular e a estabilidade enzimatica, facilitando
reacOes mais frequentes e eficientes. A atividade da lacase imobilizada € reduzida a 25
°C devido a diminuicdo do movimento molecular, mas ainda mostra uma atividade

recuperada significativamente maior do que a da enzima livre.

Quando utilizada a 50 °C, a enzima pode sofrer desnaturacédo, levando a perda de
sua funcdo catalitica. No entanto, o suporte BS protege parcialmente a enzima,
preservando sua atividade. Assim, a lacase imobilizada exibe uma estabilidade térmica

superior em comparagdo com a enzima livre. Apos 1 hora a 40 °C, a atividade foi mantida



146

em 109,8 + 2,88%. Quando exposta por 2 horas, a atividade diminuiu, mas ainda foi
significativamente maior do que a da enzima livre, pois a imobilizacdo parece estabilizar
a enzima, mantendo sua conformacéo ativa e protegendo-a de danos térmicos. Mesmo a
25 °C, a enzima imobilizada mostra notavel estabilidade térmica, com niveis de atividade

acima de 40% apds 1 e 2 horas.

No desempenho de ciclos consecutivos em atividades cataliticas, a lacase
imobilizada pode ser reutilizada por até dez vezes, apresentando uma reducdo total de
29,45% na atividade. Este resultado é melhor do que muitos encontrados na literatura,
indicando uma boa retencdo de atividade, provavelmente devido as propriedades
hierarquicas do suporte BS, que podem ter efeitos sinérgicos que protegem a enzima e

mantém sua atividade.

7.6. Remocao de Corante

Nos experimentos de descoloracéo, o biocatalisador apresentou uma eficécia de
remocdo de 100% apos 2 horas, enquanto a enzima livre demonstrou menor eficiéncia
entre os trés métodos empregados. O suporte Func-BS sozinho, através do método de
adsorcdo, mostrou uma eficiéncia de descoloracdo de 88,46% (8,65 mg/L removidos),
superior a da enzima livre, mas inferior ao Lac-BS, devido a sua alta area superficial. No

entanto, ndo houve biodegradagéo do corante devido & auséncia de enzimas no material.

A combinagdo da enzima e do suporte mostrou uma sinergia potente, com o
suporte ajudando na adsorcdo do corante e a enzima promovendo a degradacdo. A
eficiéncia de descoloracdo observada no estudo atual é comparavel ou superior aos
resultados documentados em investigaches anteriores, mesmo com 0 emprego de

diferentes corantes.
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7.7. Remocao de Ibuprofeno

Lac-BS apresentou a maior eficiéncia de remoc¢do de ibuprofeno (IBU), com
aproximadamente 72,58% em duas horas a 40 °C. Essa alta eficiéncia ¢ atribuida tanto a
atividade enzimatica da lacase quanto ao processo de adsorcdao do suporte Func-BS. O
Func-BS sem enzima, utilizando apenas adsorcao fisica, conseguiu remover cerca de
52,43% do IBU. Embora eficiente, sua dependéncia exclusiva da adsor¢éo fisica limita
sua eficacia na conversdo do farmaco em metabdlitos mais simples, tornando-o menos
adequado para aplicagdes em aguas residuais complexas.

A enzima livre demonstrou uma eficiéncia de remocéo inferior, biodegradando
aproximadamente 49,83% do IBU nas mesmas condi¢fes. Suas limitagdes incluem
susceptibilidade a fatores ambientais, limitacbes de difusdo e inativacdo durante o
processo catalitico. A combinagdo da lacase com o suporte Func-BS oferece uma
alternativa eficaz para a remediacdo do IBU, mostrando um desempenho de
biodegradacdo superior em um periodo mais curto em comparacdo com 0s métodos
relatados na literatura. Isso indica que o Lac-BS pode ser uma solucéo promissora para a

remocao eficiente de farmacos de matrizes aquosas.
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