UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “Julio de Mesquita Filho” — UNESP

Instituto de Quimica - Campus de Araraquara

LARISSA WIELLI TERRABUIO

OXIDACAO DE CARBONOS NAO ATIVADOS COM PEROXIGENASES NAO

ESPECIFICAS: UMA ABORDAGEM EFICIENTE E SUSTENTAVEL

Araragquara
2025



LARISSA WIELLI TERRABUIO

OXIDACAO DE CARBONOS NAO ATIVADOS COM PEROXIGENASES NAO
ESPECIFICAS: UMA ABORDAGEM EFICIENTE E SUSTENTAVEL

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), Instituto de Quimica,
Araraguara, para obtencdo do titulo de
Bacharel em Quimica.

Orientador(a): Prof. Dr. Humberto Marcio
Santos Milagre

Araragquara
2025



Terrabuio, Larissa Wielli
T3230 Oxidacéo de carbonos néo ativados com peroxigenases nao
especificas : uma abordagem eficiente e sustentavel / Larissa
Wielli Terrabuio. -- Araraquara, 2025
64 f. :il.

Trabalho de conclusao de curso (Bacharelado - Quimica) -
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Quimica,
Araraquara

Orientador: Humberto Marcio Santos Milagre

1. Biocatalise. 2. Quimica verde. 3. Oxidorredutases. 4.
Metaloenzimas. 5. Enzimas imobilizadas. |. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Dados fornecidos
pelo autor(a).




LARISSA WIELLI TERRABUIO

OXIDACAO DE CARBONOS NAO ATIVADOS COM PEROXIGENASES NAO
ESPECIFICAS: UMA ABORDAGEM EFICIENTE E SUSTENTAVEL

Trabalho de Concluséao de Curso apresentado a
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP) Instituto de Quimica,
Araraguara, para obtencao do titulo de Bacharel
em Quimica.

Data da defesa: 18/ 06 /2025 .

Banca Examinadora:

Documenteo assinado digitalmente

b HUMBERTO MARCIO SANTOS MILAGRE
g » Data: 04/07/2025 11:36:56-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Humberto Marcio Santos Milagre
Instituto de Quimica — UNESP, Araraquara

Documento assinado digitalmente

b DULCE HELENA SIQUEIRA SILVA
g ! Data: 04/07/2025 12:57:20-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Dulce Helena Siqueira Silva

Instituto de Ouimica — UNESP. Araraquara

Documenteo assinado digitalmente

b ISABELE RODRIGUES NASCIMENTO
g » Data: 03/07/2025 16:02:28-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Isabele Rodrigues Nascimento

Instituto de Quimica — UNESP, Araraquara



Dedico este trabalho aos meus pais, que sempre foram meu alicerce, e
ao meu namorado, meu parceiro de todas as horas. Obrigada por

serem meu suporte em cada etapa dessa jornada.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. Humberto Marcio
Santos Milagre, pela paciéncia, orientacéo e confianca ao longo de todo o processo.
Seus conselhos e ensinamentos foram fundamentais para meu crescimento, 0S
levarei para sempre comigo.

A Profa. Dra. Cintia Duarte de Freitas Milagre, que, com sua competéncia
e paixao pelo que faz, tem sido uma verdadeira inspiracdo para mim e muitas outras
mulheres no meio académico.

Aos meus colegas de laboratorio do Milagre Lab, que além de parceiros de
pesquisa, tornaram essa jornada muito mais leve e divertida. Obrigada pela troca de
experiéncia e pelas risadas diarias.

Ao Instituto de Quimica e a Universidade Estadual Paulista, pela formacao
académica e pela infraestrutura oferecida ao longo da graduacédo, essenciais para
meu desenvolvimento e para a realizacédo deste trabalho.

A FAPESP, pelo apoio financeiro ao grupo de pesquisa; ao CNPq, pela
concessédo da minha bolsa; e a CAPES, pela manutencdo do Portal de Periddicos.

Aos meus pais, Katia e Rodolfo, meus maiores apoiadores, agradego por
acreditarem em mim mesmo nos momentos de ddvida. Nunca esquecerei meu
primeiro kit de quimica, que foi o precursor de uma reacdo em cadeia que continua
até hoje. Vocés me ensinaram o valor da dedicacéo, persisténcia e acima de tudo da
curiosidade.

Aos meus avos, que sempre cuidaram de mim com tanto carinho e amor,
agradeco por tudo o que fizeram por mim ao longo da vida. Embora desejasse que
todos pudessem estar aqui para compartilhar essa conquista, sei que sempre levarei
comigo os ensinamentos e for¢ca que meu vo Roberto me transmitiu.

Ao meu namorado, Guilherme, meu parceiro para toda a vida, agradeco pela
paciéncia infinita, pelo incentivo nos dias mais dificeis e por sempre acreditar em mim.
Mesmo quando a distancia nos separava, sempre esteve presente, e agora, estando
ao meu lado, seu apoio se tornou ainda mais essencial nos ultimos passos dessa
longa caminhada.

Ao Gomes, amigo que a pandemia trouxe para minha vida, muito obrigada por
toda a ajuda e companhia. Esses anos foram muito mais leves e suportaveis por causa

de vocé.



“During our brief stay on planet Earth, we owe ourselves and our descendants the
opportunity to explore—in part because it’s fun to do. But there’s a far nobler reason.
The day our knowledge of the cosmos ceases to expand, we risk regressing to the

childish view that the universe figuratively and literally revolves around us.”

(Neil deGrasse Tyson, 2007)*

1TYSON, Neil deGrasse. Natural History Magazine, April 2007



RESUMO

A obtencéo de catalisadores para a oxidacéo de carbonos nao ativados é uma
das areas mais estudadas na quimica organica sintética. Contudo, atualmente a maior
parte dos catalisadores disponiveis sdo a base de metais de transicdo, os quais
divergem bastante dos 12 Principios da Quimica Verde por serem altamente toxicos
e vindos de fontes n&o renovaveis. Por esse motivo, 0 estudo de sistemas usando
biocatalisadores vém se destacando, dentre eles a enzima peroxigenase nao
especifica vinda do fungo Agrocybe aegerita (AaeUPO) vem sendo uma das mais
estudas por ser uma enzima relativamente estavel, bem ativa e ndo necessitar de
nenhum cofator. somente adicdo de perdxido de hidrogénio é necessaria para que
ocorram as reacgdes. Tendo isso em mente, este trabalho procura desenvolver
metodologias para a oxidacado eficiente e sustentavel de carbonos ndo ativados por
meio da oxidacédo do substrato modelo etilbenzeno. Para tanto foram feitos estudos
da atividade enzimatica e parametros reacionais, como a concentracdo de
biocatalisador e a forma e quantidade de adi¢éo de peréxido de hidrogénio. Além disso
foi conduzido um protocolo de imobilizagdo enzimatica visando aumentar a
estabilidade da AaeUPO e maior eficiéncia no processo de downstream. Por meio
destes testes foi possivel constatar a atividade da AaeUPO para a oxidacdo de
carbonos nao ativados, sendo atingidos valores de conversao de até 52,88% em 24h
de reacdo. Foi constado também a incompatibilidade da matriz de alginato de sodio
como meio de imobilizacdo para os sistemas estudados. Além disso, foi também
possivel obter mais informacfes sobre a seletividade da AaeUPO na oxidacdo do
etilbenzeno em 1-feniletanol e acetofenona, sendo constatada um favorecimento a
formacéo de acetofenona conforme o avancgo da reacao. Todos esses dados sao de
extrema importancia para possiveis futuros estudos conduzidos com um maior escopo
de substrato, diferentes condi¢gbes reacionais e meios de imobilizacao.
Palavras-chave: biocatalise; quimica verde; peroxigenases néo especificas;

imobilizacdo enzimatica.



ABSTRACT

The production of catalysts for the oxidation of non-activated carbons is one of
the most studied areas in synthetic chemistry. However, currently most of the available
catalysts are transition metals based, which diverges greatly from the 12 Principles of
Green Chemistry due to their highly toxic nature and non-renewable sources. For this
reason, the study of biocatalysts-based systems has been gaining great prominence,
amongst them the non-specific peroxygenase enzyme originated from the fungus
Agrocybe aegerita (AaeUPQO) has been one of the most studied due to its relatively
stable nature, high activity and its self-sustainability, not requiring any cofactor, only
the addition of hydrogen peroxide is necessary for the reactions to occur. With this in
mind, this work seeks out the development of methodologies for the efficient and
sustainable oxidation of non-activated carbons through the oxidation of the model
substrate ethylbenzene. For this purpose, enzymatic activity and reaction parameters
studies were conducted, altering conditions such as biocatalyst concentration and
hydrogen peroxide method of addition. Furthermore, an enzymatic immobilization
protocol was conducted aiming to increase the stability of AaeUPO and optimize the
downstream process. Through these tests, it was possible to verify the activity of
AaeUPO for the oxidation of non-activated carbons, reaching conversion values of up
to 52.88% in 24h of reaction. The incompatibility of the sodium alginate matrix as an
immobilization medium for the studied systems was also detected. In addition, further
insights into the selectivity of AaeUPO for the oxidation of ethylbenzene into 1-
phenylethanol and acetophenone was also uncovered, showing a preference for the
formation of acetophenone as the reaction progresses. All the data collected is
extremely important for future studies that may be conducted with a larger scope of
substrate, different reaction conditions and immobilization media.
Keywords: biocatalysis; green chemistry; nonspecific peroxygenases; enzyme

immobilization.
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1 INTRODUCAO

O ano de 1962 foi um momento de transformacao para a comunidade quimica
global. Nele foi lancado o livro Primavera Silenciosa pela escritora e ambientalista
Rachel Carson. Essa obra critica o uso indiscriminado de pesticidas e as
consequéncias da ma utilizacao de reagentes quimicos (Carson, 1962). Essa reflexdo
foi um dos estopins para o comec¢o do movimento ambientalista e criacdo da Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos. No comeco, essas mudancas ficaram
mais centradas nos Estados Unidos, mas rapidamente se espalharam pelo resto do
mundo (Celestino, 2023). Acompanhando essa nova visdo, Paul Anastas e John
Warner publicaram os 12 Principios da Quimica Verde (Figura 1) em 1998 (Anastas;
Warner, 1998; Traducéo 2025). Esses principios rapidamente ganharam destaque e
reconhecimento na comunidade cientifica consolidando-se como referéncia no

planejamento de reacdes visando processos industriais mais sustentaveis.

Figura 1- Os 12 Principios da Quimica Verde

Prevencdo de Economia de

residuos atomos
Reducdo de Produtos mais
materiais perigosos seguros
Solventes e auxiliares Eficiéncia
menos nocivos energética
Matéria prima Evitar formagdo
renovavel de derivados
Catalise Produtos

degradaveis

Andlise em tempo
real para prevengio

Quimica segura

Fonte: Autor

Os 12 principios podem ser resumidos da seguinte maneira:
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01-Prevencdao de residuos: é melhor prevenir a formacao de residuos do que ter que
remedia-los apos sua formacéo.

02-Economia de atomos: rotas sintéticas devem ser planejadas para maximizar a
incorporagao de todos os materiais no produto final.

03-Reducdo de materiais perigosos: rotas sintéticas devem ser planejadas para
usar e gerar substancias com a menor toxicidade possivel.

04-Produtos mais seguros: produtos quimicos devem ser planejados para manter a
eficiéncia enquanto diminuem a toxicidade.

05-Solventes e auxiliares menos nocivos: o0 uso de solventes e auxiliares deve ser
evitado, mas quando necessario que sejam escolhidos 0s menos nocivos.

06-Eficiéncia energética: os impactos ambientais e econémicos do alto consumo de
energia devem ser reconhecidos e minimizados. Preferencialmente, reagdes
devem ser conduzidas em temperatura e pressao ambientes.

07-Matéria primarenovavel: quando possivel a matéria prima e combustiveis devem
ser de fontes renovaveis.

08-Evitar formacado de derivados: derivatiza¢cdes desnecessarias (uso de grupos
protetores por exemplo) devem ser minimizadas para evitar a formagéo de residuo
adicional.

09-Catalise: Catalisadores altamente seletivos sédo preferiveis quando comparados
com reagentes estequiomeétricos.

10-Produtos degradéaveis: produtos devem ser planejados para serem facilmente
degradados depois de usados sem persistir no meio ambiente.

11-Andlise em tempo real para prevencdo: métodos analiticos devem ser
desenvolvidos para andlise em tempo real, a fim de prevenir a formacédo de
substancias nocivas.

12-Quimica segura: substancias e condi¢des reacionais devem ser escolhidas com

0 proposito de diminuir o risco de possiveis acidentes, incluindo vazamentos,

explosdes e incéndios.

Como é possivel perceber, varios principios acabam se intercalando, sendo por
exemplo impossivel prevenir residuos (1) usando grandes quantidades de solventes
(ignorando o principio 5). Por esse motivo, algumas descobertas conseguem se
adaptar bem a alguns principios, mas quando todos sdo levados em consideracao, €

possivel ver que o processo como um todo ndo é tdo verde quando aparentava ser.
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1.1 Catalise

A catalise é uma das estratégias mais estudadas para otimizacao de reacdes
em diversas areas (Ganesh et al., 2021). Ela se baseia no uso de substancias
conhecidas como catalisadores que oferecem um caminho alternativo para a reacao
ocorrer com menor energia de ativacdo e mais cineticamente favoravel (Figura 2).
Esse catalisador é entdo reestabelecido no final do processo.

Figura 2- Diagrama de energia demonstrando uma reacdo com e sem
catalisador

== Sem catalisador
== Com catalisador

Energia potencial

Avanco da reacao

Fonte: Autor

Uma das areas que faz bastante uso de catalisadores em suas reacdes é a
guimica organica sintética, tendo como alguns exemplos complexos organometalicos,
moléculas orgéanicas, catalisadores metalicos inorganicos, biocatalisadores, entre
outros (Kosinov, 2024). Os metais do bloco d, comumente chamados de metais de
transicdo, possuem uma habilidade Unica de transitar entre diferentes estados de
oxidacdo, formando complexos e intermediarios que n&o estariam acessiveis

convencionalmente (Yorimitsu; Kotora; Patil, 2021).
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Uma das grandes areas de aplicacdo desses catalisadores séo nas reagfes de
funcionalizacdo de carbonos ndo ativados por meio de catalisadores metéalicos de
Pd(Il), Rh(l), Ir(1l1) e Ru(ll) (Doraghi et al., 2024; Joy et al., 2025; Moghadam Farid et
al., 2022; Sherikar et al., 2021). Contudo, esses metais possuem alta toxicidade

(Figura 3) e permanéncia no meio ambiente, comprometendo diversas geracoes.

Figura 3- Tabela periddica destacando os elementos usados em catalisadores metdlicos e suas
respectivas toxicidades

44 Toxicidade renal, hepatotoxicidade, toxicidade cardiaca,
Ru estresse oxidativo, citotoxicidade (Savic et al., 2022).
ruténio
; 101,07(2)
U | Be B 45 Imunossupressor, toxicidade renal, estresse oxidativo e
Rh citotoxicidade (Oliveri Conti et al., 2024).
rodio
102,91
46 Imunotoxicidade, ~ Toxicidade renal,  Toxicidade
Pd cardiovascular, potencial procoagulante e inflamatério
paladio  vascular reprodutivo (Oliveri Conti et al., 2024).
106,42
77 Estresse  oxidativo, interferéncia com  DNA,
Ir citotoxicidade (Kostova, 2025).
iridio
192,22

Fonte: Autor

Além disso, por serem elementos raros, sua extracdo e refino consomem
enormes quantidades de energia e sdo extremamente poluentes. Dessa forma é
possivel perceber como, apesar de parecerem perfeitamente sustentaveis a primeira
vista, a maior parte desses catalisadores propagam o exato oposto daquilo almejado
pela Quimica Verde. Dessa maneira, fica clara a necessidade de catalisadores
biodegradaveis, que operem em condicfes mais brandas e atoxicos, ndo somente
para processos de funcionalizagdo de ligacées carbono ndo ativadas, mas também
para toda a quimica organica sintética.

1.2 Biocatalisadores

Na busca por rotas sintéticas mais limpas e eficientes, a biocatalise tem se

destacado como uma alternativa a catalise convencional. Esse método se baseia no
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uso de biocatalisadores, como enzimas, microrganismos, e em alguns casos, até
acidos nucleicos e anticorpos (Winkler; Schrittwieser; Kroutil, 2021).

As enzimas sdo catalisadores naturais e biodegradaveis presentes em todas
as areas da vida. Elas sdo capazes de realizar reag6es mantendo alta seletividade em
condigcbes muito mais brandas do que as convencionais (France; Lewis; Martinez,
2023). Isso as torna candidatas perfeitas para o planejamento de rotas mais verdes,
estando em concordancia com 10 dos 12 principios, sendo que os outros dois sao
mais voltados para os produtos do que para o planejamento reacional (Sheldon, 2024).

Para auxiliar a comunicacéo e tipagem de enzimas foi necessaria a criagdo de
um cédigo de identificacdo simples e rapido capaz de diferenciar as diversas reacdes
enzimaticas catalisadas de forma rapida. Para isso, foi criado Enzyme Comission
Number ou EC, um cédigo que possibilita informar qual a enzima esta sendo discutida,
sua reacdo geral e quaisquer detalhes pertinentes sobre seu mecanismo catalitico
usando apenas quatro digitos (Liu et al., 2025). Dessa forma, esse cédigo € um grande
facilitador na identificacdo de enzimas e pode auxiliar na busca por candidatas com
potencial de catalisar a oxifuncionalizacdo de carbonos néao ativados, diminuindo
drasticamente o escopo de enzimas que seriam necessarias analisar.

O primeiro digito simboliza a principal classe a qual a enzima pertence, dando
uma nocao geral da sua reacao, se ela é uma hidrolise ou oxirreducdo por exemplo.
O segundo, descreve o composto ou grupo funcional envolvido, como alcoois, ésteres
e outros. O terceiro, serve para especificar mais a fundo a reagdo com informacgdes
importantes, como por exemplo citando se ha a necessidade de um cofator ou onde a
reacao ira ocorrer. O quarto e ultimo informa qual substrato é naturalmente usado por
elas, sendo util para distinguir duas enzimas que catalisam reacfes de forma muito
parecida.

As oxidorredutases sao uma classe de enzimas responsaveis pela catalise de
reacOes de transferéncia de elétrons entre um doador e aceptor de elétrons
(Cardenas-Moreno et al., 2023). Dentre elas, as monooxigenases do citocromo P450
e as peroxigenases nao especificas (UPO) vém se destacando na funcionalizacéo
biocatalitica de carbonos ndo ativados por sua alta seletividade, estabilidade e
promiscuidade. Contudo, suas diferencas ficam claras ja ao analisar seus EC'’s,
1.14.13.X e 1.11.2.1 respectivamente. Essas diferencas serdo abordadas mais

profundamente a seguir.
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1.2.1 Monooxigenases do citocromo P450

As monooxigenases do citocromo P450 (P450s ou CYP) sdo enzimas
conhecidas e estudadas ha décadas (Urlacher; Girhard, 2012). Elas sdo encontradas
em diversos organismos e sdo pertencentes a superfamilia do citocromo P450 (P450s
ou CYP) com um grupo prostético heme caracteristico (Dinis et al., 2019). Esse
complexo com um Fe(lll) (Figura 4) é essencial para o mecanismo de oxidacdo dessas
enzimas, haja vista que é por meio dele que ocorre a formacéo do intermediario com

um oxigénio molecular (O2) (Zhang et al., 2020).

Figura 4- Representacdo da enzima monooxigenase do citocromo P450 e o seu grupo heme

Fonte: Figura adaptada de Robb et al., 2018

7z

Contudo, para que esse intermediario Fe-O seja formado é necessaria a
ativacao do centro metélico do grupo heme pela reducao do Fe(lll) com o NAD(P)H,
passando para o estado ferroso (Fe(ll)), sé entdo pode haver a formacao do complexo
Fe-O (Mokhosoev et al., 2024; Xu; Hilberath; Hollmann, 2023). Isso torna o processo
oxidativo das monooxigenases do citocromo P450 dependente do cofator NAD(P)H,
0 que é uma enorme desvantagem para processos enzimaticos em larga escala por
conta do seu alto valor. Por esse motivo, apesar dessas enzimas terem dominado o
campo da pesquisa para otimizacdo de processos oxidativos de carbonos néo
ativados por muitos anos, fica clara a necessidade de um novo biocatalisador
autossustentavel, promiscuo e estavel, aumentando significativamente sua

aplicabilidade industrial.
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1.2.2 Peroxigenases

Uma nova enzima produzida pelo fungo Agrocybe aegerita, também conhecido
como Pioppino foi descoberta em 2004 por Ullrich René e colaboradores. Esse fungo
normalmente pode ser encontrado em regides de clima temperado nos troncos e
cascas de diversas arvores, sendo ele o responsavel pela decomposicdo de madeira
(René et al., 2004). Inicialmente, esse catalisador foi classificado como uma
haloperoxidase, devido a sua descoberta capacidade de halogenar compostos
organicos (René et al., 2004).

No entanto, estudos posteriores deixaram claro que sua principal caracteristica
e reacdo catalisada naturalmente era uma ampla gama de reacdes de oxidacdo
utilizando exclusivamente peroxido de hidrogénio como agente oxidante (Hilberath et
al., 2023). Dessa forma, a enzima passou a ser reconhecida como uma peroxigenase
inespecifica com o EC 1.11.2.1 (Ebner et al., 2023).

Isso significa que ela catalisa reacfes de oxidorreducdo, incorporando
diretamente um atomo de oxigénio ao substrato vindo de um peroxido aceptor de
elétrons (Figura 5). O termo “inespecifica” de seu nome serve para representar a
ampla gama de substratos aos quais a enzima pode oxidar, demonstrando sua alta
promiscuidade catalitica, uma caracteristica muito desejada industrialmente

(Leveson-Gower; Mayer; Roelfes, 2019).

Figura 5- Reacao de oxidacdo de carbonos néo ativados catalisada por UPO

OH 0O

Rl Rll

Fonte: Autor

Ainda ndo ha total consenso sobre o mecanismo dessa reacdo entre 0s
pesquisadores da area. Contudo, € possivel dizer que a reacao provavelmente ocorre
basicamente em duas etapas: a Etapa Preparatéria e a Etapa Oxidativa (Figura 6). Na
primeira metade do ciclo o Fe(lll) do grupo heme estabilisado pelo residuo de Cys36

se liga ao peroxido de hidrogénio (H202), que entdo rompe a ligacdo entre os dois
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oxigénios, com o auxilio do residuo de Glul196, formando o Composto 1 (Cpdl),
essencial para o processo de oxidacdo. Entdo se déa inicio a Metade Oxidativa do
processo, na qual o Cpdl abstrai um proton do susbtrato, acarretando na formacgéo
do Composto 2 (Cpd2) protonado. Por fim, o produto final oxidado é obtido através de
um mecanismo de rebote de oxigénio (Costa; Liang, 2023).

Figura 6- Ciclo catalitico da UPO
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Fonte: Figura adaptada de Costa; Liang, 2023.
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Assim, é possivel perceber que apesar de possuirem 0 mesmo grupo prostético
heme (Figura 7) que as P450s, as UPOs ndo necessitam de cofatores para catalisar
as reacoes de oxidacédo, fazendo uso somente do peréxido de hidrogénio (H202), na

qual o oxigénio ja esta pré-reduzido em seu mecanismo catalitico (Minch et al., 2023).

Figura 7- Representagdo da enzima AaeUPO e o seu grupo heme

Fonte: Figura adaptada de Ramirez-Escudero et al., 2018

Contudo, a utilizacdo de enzimas livres apresenta problemas intrinsecos de
remediacdo, reutilizacdo e estabilidade dos catalisadores. Para resolver essas
dificuldades a principal estratégia empregada atualmente € a imobilizacdo enzimatica
(Maghraby et al., 2023).

1.3 Imobilizacdo enziméatica

A imobilizacdo enzimatica € uma estratégia muito utilizada industrialmente como
uma solugdo sustentavel, econdmica e facilmente escalonavel para problemas
classicos da catalise homogénea (Mirsalami; Mirsalami; Ghodousian, 2024). Nela as
enzimas sao fixadas a um suporte sélido ou confinadas em uma matriz, de modo que
continuem funcionais, mas possuam maior estabilidade térmica e a solventes
organicos e maior facilidade de recuperacdo do biocatalisador. Tornando-se um
catalisador heterogéneo e facilitando a sua recuperacdo do meio reacional e até

mesmo de reuso em Vvarios ciclos (Robescu; Bavaro, 2025).
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Atualmente, vérias técnicas de imobilizacdo enziméatica sdo conhecidas
(Maghraby et al., 2023) (Figura 8). No entanto, dentre elas os métodos fisicos, que
envolvem interac6es nao covalentes para fixar as enzimas, e 0s métodos quimicos,
como a ligacéo covalente e a reticulacao, estdo entre os mais utilizados (Patti et al.,
2025).

Figura 8 - Tipos de imobilizacdo enzimatica
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Fonte: Figura adaptada de Maghraby et al., 2023

A seguir algumas definicbes das principais técnicas de imobilizagdo atuais,
segundo Maghraby et al., seréo discutidas mais a fundo.

1. Adsorgédo: um processo reversivel, simples e de baixo custo no qual uma enzima
é fisicamente adsorvida a um suporte sélido, como por exemplo resinas de troca
ibnica, carvao ativado e alumina, por meio de intera¢des intermoleculares, como
forcas de Van der Waals e ligacfes de hidrogénio. No entanto, essa fraca interacéo
gera uma chance de perda de atividade da enzima pela sua separac¢édo do suporte,
dificultando a reutilizagdo do biocatalisador.

2. Ligagao ionica: também é um método reversivel e econdmico baseado na atragéo

entre cargas opostas na superficie da enzima e no suporte. Essa ligacdo pode ser
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desfeita por meio de mudancas de temperatura ou forga ibnica da solugao, como

nos fendbmenos de salting out. Porém, essa técnica pode induzir mudancas

estruturais na enzima, afetando negativamente sua atividade ou até levando a

desnaturacao devido a carga necessaria do suporte.

3. Aprisionamento: consiste em prender uma enzima dentro de uma matriz
polimérica ou estrutura porosa, sem ligacdo direta entre o biocatalisador e o
suporte. Ela é considerada irreversivel, suporta alta carga enzimatica, possui boa
estabilidade mecanica e pouca separagéo da enzima. Um fator muito importante é
0 controle do tamanho dos poros da matriz, que deve permitir a passagem do
substrato e produtos sem que a enzima escape. Entre as suas limitacdes estao
aquelas relacionadas aos poros da matriz, sendo elas a possivel dificuldade de
difusdo dos reagentes e perda da enzima.

4. Encapsulamento: € uma técnica bem semelhante ao aprisionamento, com a
diferenca de que, neste caso, a enzima é confinada por membranas ou paredes
semipermeaveis, ndo permitindo a difusdo da enzima dentro da encapsulacao.
Essa restricdo de mobilidade dentro das capsulas aumenta a interface superficial
entre a enzima e substrato, favorecendo a cinética da reacao.

Seguindo os principios da Quimica Verde, o planejamento de rotas sintéticas
menos nocivas para 0 meio ambiente e a vida humana ndo deve se concentrar
somente nos catalisadores usados, mas também na matriz de imobilizacao,
principalmente para processos voltados para as industrias farmacéuticas e

alimenticias, nas quais meios de imobilizac&o toxicos podem ter efeitos devastadores.

1.3.1 Alginato

O alginato é um biopolimero natural que se destaca na imobilizagdo enziméatica
devido a sua alta biocompatibilidade, baixo custo, facilidade de manipulacdo e acima
de tudo por néo ser toxico aos seres humanos e facilmente biodegradado (Teng et al.,
2021). Ele pode ser extraido de algas marrons capazes de produzir polissacarideos
lineares feitos de ligacdes 1-4 entre os acidos manurdnico e L-gulurénico (Figura 9)
(Vatanpour et al., 2022).
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Figura 9- Estrutura do alginato de sédio
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Fonte: Figura adaptada de Vatanpour et al., 2022
Porém, o alginato por si s6 ndo € capaz de formar matrizes tridimensionais para

imobilizacdo, para isso é feito um processo de encapsulamento por gelificacdo
ianotrépica. Esse processo € feito pingando uma solugéo de alginato e enzima através
de uma seringa numa solucdo de um céation bivalente, normalmente ions Ca?*. Nesse
momento ocorre a troca dos ions Na* presentes em sua estrutura pelos cations Ca?*
da solucédo, promovendo a formacdo de varias ligacbes cruzadas, ou crosslinking
como é normalmente chamado (Weng et al., 2023). Dessa forma, a antiga estrutura
linear é transformada em uma matriz tridimensional e altamente porosa com carater
hidrofilico, tornando-se uma facilitadora para difusdo de substratos em meio aquoso.

Dado a inativacdo intrinseca das enzimas UPO perante o uso de maiores
concentracfes de perdxido de hidrogénio (H202), a imobilizacdo em alginato vem
ganhando alta relevancia como uma alternativa eficiente e sustentavel para contornar
essa baixa estabilidade (Hobisch et al., 2021). A estrutura criada pela matriz de
alginato forma uma barreira protetora, além de auxiliar na recuperacao e reutilizacédo
do biocatalisador (Hobisch et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar e desenvolver protocolos de estabilizacao
enzimatica, tendo como principal estratégia a imobilizacdo de enzimas classe das
peroxigenases nao especificas (EC 1.11.2.1), com destaque para a enzima originaria
do fungo Agrocybe aegerita (AaeUPO). A proposta visou a otimizacdo da oxidacéo
catalitica do etilbenzeno, com foco na obtencao sustentavel de compostos benzilicos
oxidados. Todas as etapas do estudo foram planejadas de forma a manter plena
consonancia com os 12 Principios da Quimica Verde, contribuindo para o
desenvolvimento de rotas sintéticas mais seguras, eficientes e ambientalmente

responsaveis.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

A enzima peroxigenase ndo especifica de Agrocybe aegerita (AaeUPO) na
forma de po liofilizado de liquido de fermentacdo usada durante todo esse projeto foi
gentilmente fornecida pelo Professor Dr Aitao Li da Escola de Ciéncias da Vida da
Universidade de Hubei em Wuhan, China.

Os reagentes NBD (1,2-(metilenodioxi)-4-nitrobenzeno) (98,0%), ABTS (sal
diaménico(2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) (298,0%), agua ultra
pura, 1-feniletanol (98,0%), etilbenzeno (99,8%) e alginato de sédio foram adquiridos
junto a empresa Sigma-Aldrich®. O Tris (Hidroximetil) Aminometano (grau P.A.),
acetonitrila (grau P.A.), fosfato de sédio bibasico anidro (grau P.A.), cloreto de calcio
anidro dessecante (grau P.A.) e acetato de etila (grau P.A.) foram adquiridos junto a
empresa Neon®. O peréxido de hidrogénio (50% 200V) e sulfato de sédio anidro (grau
P.A.) foram adquiridos junto & empresa Exodo Cientifica®. O fosfato de sodio
monobasico monohidratato (grau P.A.) e &cido citrico anidro (grau P.A.) foram
adquiridos junto a empresa Synth®.

3.2  Analises cromatogréficas

3.2.1 Gas Chromatography — Flame lonization Detector — GC-FID

As analises foram feitas por meio de cromatografia gasosa com detector por
ionizacdo em chama (GC-FID — Gas Chromatography - Flame lonization Detector) em
um cromatégrafo gasoso de modelo GC-2010 Plus da marca Shimadzu® com injetor
automatico modelo AOC-20i acoplado a um detector por ionizacdo em chama junto
ao Milagre Lab (Instituto de Quimica, UNESP Araraquara). A coluna usada foi a HP-
5MS Ul (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym, 5%-difenil, 95%-dimetilpolisiloxano) da marca
Agilent®. O cromatégrafo operou com um fluxo de gas H2 constante de 1,22 mL min.
As temperaturas do injetor e detector foram 260°C e 280°C respectivamente. O
volume de injecdo da amostra foi de 1,0 uL com uma concentragao aproximada de 0,5
a 1,0 mg mL?, em modo spit (100:1). A temperatura programada foi de 3 minutos a
80°C, seguida de uma rampa de aquecimento de 80°C a 280°C a 30°C min! e mantido
em 280°C durante 5 minutos (Método A)
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As conversdes foram calculadas usando as &reas relativas de cada composto

no espectro segundo a equacéo 1:

+100 (1)

C(%) = [ Area do produto ]

(Area do susbtrato+Area do produto)

3.2.2 Gas Chromatography — Mass Spectrometry — GC-MS

As andlises foram feitas por meio de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS Gas Chromatography — Mass Spectrometry) junto
ao Laboratorio Multiusuario | de Analises Quimicas do Instituto de Quimica, UNESP
Araraquara. Foi utilizado um equipamento da marca Agilent® modelo 7890B acoplado
a espectrometro de massas modelo 5977A, com fonte de ionizacao por elétrons a 70
eV e operando na faixa de m/z 40-500. A coluna utilizada foi a HP-5MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 m, 5% fenil-metilsiloxano) da marca Agilent®. O cromatégrafo operou com
um fluxo de gas He constante de 1,00 mL mint. As temperaturas do injetor e da
interface foram 260°C e 280°C respectivamente. O volume de injecdo da amostra foi
de 1,0 uL com uma concentracdo aproximada de 0,5 a 1,0 mg mLt, em modo spit
(100:1). A temperatura programada para o primeiro método foi de 3 minutos a 80°C,
seguida de uma rampa de aquecimento de 80°C a 280°C a 30°C mint e mantido em
280°C durante 5 minutos (Método B). A temperatura programada para o segundo
método foi de 3 minutos a 50°C, seguida de uma rampa de aquecimento de 50°C a
280°C a 30°C min e mantido 280°C durante 5 minutos (Método C).

3.3 Atividade enziméatica

Todas as medidas da atividade enzimatica da enzima AaeUPO foi determinada
usando um espectrofotémetro da marca Bel Engineering® modelo SP 1105 equipado
com uma lampada de tungsténio e cubeta de vidro (45 mm x 12,5 mm x 12,5 mm) com
10 mm de caminho o6ptico e 3,5 mL de volume.

Para todas as medidas o branco foi feito sem a presenca dos agentes
redutores, sendo usado somente a solucdo de enzima e tampao devido a sua
coloracgédo forte e alta absorbancia nas regifes de monitoramento.

As atividades foram calculadas segundo a formula 2:
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_ NViotai-AA103

Venzima.S.T.L

U )

N: Fator de diluicdo da solucdo de enzima;

Viotal: VOlume total da reagéo (mL);

AA: Diferenca de absorbancia da solu¢gdo no comprimento de onda determinado;
Venzima: Volume da solugéo de enzima adicionada (mL);

&: Coeficiente de absorbancia molar no respectivo comprimento de onda (M-icm-?);
T: tempo da reagao (min);

L: didmetro da cubeta (cm).

3.3.1 Atividade enzimética com sal diamdnico(2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) (ABTS)

Figura 10- Esquema da reacao do ABTS com a UPO para atividade enzimatica
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Fonte: Autor

A uma cubeta foram adicionados 2,55 mL de tampao citrato pH 4,4 100 mmol
L1, 150 pL de uma solucdo de enzima (0,03g) em agua ultra e 150 pL de solugédo de
ABTS em acetonitrila (10 mmol L?), e foi medida a absorbancia inicial (Ac). Entdo, a
reacdo foi iniciada com a adi¢do de 150 pL de uma solucdo de H202 (40 mmolL?). A
formacdo do produto (Figura 10) foi determinada monitorando o aumento da
absorbancia em 420 nm durante 1 min com o coeficiente de absorbancia molar 36.000

M-1lcm,
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3.3.2 Atividade enzimética com 1,2-(metilenodiéxi)-4-nitrobenzeno (NBD)

Para determinar a concentracdo enzimatica ideal para a atividade foram
preparadas cinco solu¢des enzima em agua ultra pura com diferentes concentracdes:
30 mg mL?t, 3mg mL?, 0,3 mg mL?, 0,15 mg mL* e 0,03 mg mL™.

A fim de assegurar a homogeneidade da solucdo no espectrofotdmetro, todas
as reacdes foram realizadas em um baldo de fundo redondo de 5 mL sob agitacéo
magnética por um minuto. Ao final do tempo a solugé&o foi transferida para uma cubeta

de vidro para serem feitas as medidas.

Figura 11- Esquema da reacao do NBD com a UPO para atividade enzimética
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Fonte: Autor

Ao balé@o foram adicionados 300 pL de enzima em agua ultra pura, 1,5 mL de
tampéao fosfato (pH 7, 50 mmol L), 870 uL de agua deionizada e 300 pL de solugéo
de NBD em acetonitrila (0,5 mmol L). Entédo, a reacéo foi iniciada com a adicéo de
30 pL de uma solugéo de H202 (0,1 mol L) e foi medida a absorbancia inicial. A
formacdo do produto (Figura 11) foi determinada monitorando o aumento da
absorbancia em 425 nm durante 1 min com o coeficiente de absorbancia molar 9.700
M-icm?,

3.4 Reacdes de Oxidacao Biocataliticas catalisadas por AaeUPO
3.4.1 Procedimentos gerais

O monitoramento das reacdes foi feito em tempo real por GC-FID (Método A)
ou GC-MS (Método B e C) e o preparo das amostras foi realizado por meio de
microextracdes com auxilio de uma centrifuga de bancada. Aliquotas de 100 pL da
reacdo foram transferidas para tubos Eppendorf® contendo 500 pL de acetato de etila
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e 500 uL de agua deionizada, do qual a fase orgéanica foi retirada, seca com sulfato

de sodio anidro e levada para analise.

3.4.2 Primeiro teste da reacao de oxidacao do etilbenzeno com AaeUPO

Figura 12- Primeiro teste da reacdo de oxidacéo do Etilbenzeno com a UPO

OH

O/\ 1 mL tampio fosfato (100 mmol L™, pH 7,00) *

12 pL H,0, 82 mmol L™
imL 30°C, 1h

Fonte: Autor

A um balédo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 1 mL de etilbenzeno
e 1 mL de tampéo fosfato (100 mM, pH 7,00) contendo 3 mg mL"! de biocatalisador.
A reacdo foi iniciada com a adi¢cdo de 12 pL de uma solucédo de H202 82 mmol Lte
mantida a 30 °C em agitacdo magnética vigorosa durante 1 h (Figura 12).

Foram retiradas aliquotas em 20 min e 1 h de reagdo. Nesse momento, ndo

foram detectadas quantidades consideraveis do produto.

3.4.3 Teste da reacéo de oxidacao do etilbenzeno com acetonitrila e heptano como

cossolventes

Figura 13- Oxidag&o do Etilbenzeno com acetonitrila como cossolvente

OH

8 mL tampao fosfato (50 mmol L1, pH 7,00)
1 mL MeCN

57 pL H;07 em 1 mL de agua (0,5 mL h™)
125 pl 30°C, 2h

>

Fonte: Autor

A um baldo de fundo redondo de duas bocas foram adicionados 6mg da UPO
em 8mL de tampéo fosfato (50 mmol L1, pH 7,00), entdo uma solucdo de 125 uL de

etilbenzeno em 1 mL de acetonitrila foi adicionada. Foi adicionada uma solugéo de 57
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uL de H202 em 1 mL de &gua deionizada num fluxo de 0,5 mL h* com o auxilio de
uma bomba de seringa da marca kdScientific® modelo KDS 100 Legacy Syringe Pump
com uma seringa de vidro de 5mL da marca Becton Dickson®. A reagéo foi mantida a
30 °C em agitagdo magnética vigorosa durante 2 h (Figura 13).

Foram retiradas aliquotas em 1 e 2 h. Nesse momento, ndo foram detectadas
guantidades consideraveis do produto.

Esse procedimento foi testado outras vezes, uma vez usando 70 mg de enzima
e outra heptano como cossolvente, ndo foram detectadas quantidades consideraveis
de produto nas aliquotas analisadas. Ao final da reac¢éo foi feita uma extracao liquido-
liguido com acetato de etila, a fase organica foi coletada e rotoevaporada em um
rotaevaporador da marca IKA®, modelo IKA RV10. Contudo, ao final ndo foi possivel

recuperar nada no baléo.

3.4.4 Oxidacao do Etilbenzeno com adi¢ao de peroxido manual

Figura 14- Oxida¢éo do Etilbenzeno com 0,34 g de enzima e adi¢cao de peroxido com adicdo manual
e A

ST - OH 0
5%
. +
8,5 mL tampio fosfato (50 mmol L™, pH 8,00)
1,5mL A v
0,357 mL H,0; 50% (51 pL h™") 5.4% 9,9%
v,

84,8% 30°C, 31h

Fonte: Autor

A um baldo de fundo redondo foram adicionados 0,34 g da UPO em dissolvida
em 8,5 mL de tampéo fosfato (50 mmol L, pH 8,00) entdo, 1,5 mL de etilbenzeno
foram adicionados. A reacéo foi iniciada com 51 pL da solucdo estoque de perédxido
de hidrogénio 50%, as subsequentes adicdes foram feitas a cada 1h, amontoando um
total de 7 horas de adicdo com um volume de 0,357 mL de peroxido de hidrogénio
50% no total. A reacado foi mantida a 30 °C em agitacdo magneética vigorosa durante
as 7 h de adi¢cado mais 24 h de reacdao, totalizando 31 h de reacéo (Figura 14).

O monitoramento da reacao foi feito por GC-MS em 12 e 24 h apds o término
da adicdo, nos quais foi detectada uma conversdo total maxima de 15,2%, nédo
havendo aumento entre as analises. Ao final da reag¢éo o meio reacional foi igualmente
dividido entre tubos Falcon contendo acetato de etila e levados a uma centrifuga da
marca Fanem® modelo EXCELSA 1| MODEL 206 BL. Durante 1 min a fase organica
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foi coletada, seca com sulfato de sddio anidro e rotoevaporada em um rotaevaporador
da marca IKA®, modelo IKA RV10. A conversdo em massa recuperada apés a

extracao foi de 11,72%.

3.4.5 Imobilizacdo enzimatica com alginato de sodio

Para a imobilizagdo enzimatica da AaeUPO em esferas de alginato de sodio
foram solubilizados 0,34 g de enzima em 1 mL de &gua ultra-pura, essa solucéo foi
combinada com uma segunda, previamente preparada de 3,125% (m/v) alginato de
sédio em 4 mL agua deionizada, dando uma concentracéo final de 2,5% (m/v). Essa
mistura foi entdo extrudada em solucédo de cloreto de calcio 0,2 mol L** com o auxilio
de uma bomba de seringa da marca kdScientific® modelo KDS 100 Legacy Syringe
Pump com uma seringa de plastico de 10mL da marca Becton Dickson®. Apds o
término da extrusdo da solucdo de enzima em alginato, as esferas formadas foram
mantidas na solucéo de CaClz2 com agitacdo magnética durante 1h. Apés o término da
primeira hora as esferas foram retiradas da solucao, lavadas e transferidas para uma
segunda solucdo de CaClz de mesma concentragdo por mais uma hora. Por ultimo,
as esferas foram filtradas, lavadas e armazenadas na geladeira em tubos Falcon
contendo tampé&o Tris-HCI pH 8,00 50mmol L durante a noite para serem usadas na

manha seguinte.

3.4.6 Oxidacao do Etilbenzeno com AaeUPO imobilizada em alginato

Figura 15- Oxidagéo do Etilbenzeno com AaeUPO imobilizada em alginato

~
. oo OH 0
Lo
UPO imobilizada
+
18,5 mL tamp3o Tris-HCI (50 mmol L, pH 8,00)
1,5mL 0,7 mL H0; 50% (0,1 mL h™") g

30 °C, 24h

\- WV,

Fonte: Autor

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL de duas bocas foram adicionadas

todas as esferas imobilizadas da enzima AaeUPO em alginato de sodio com 18,5 mL
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de tampdo Tris-HCI pH 8,00 50 mmol L1. Em seguida foram adicionados 1,5 mL de
etilbenzeno. Para iniciar a reacao foi adicionado 0,7 mL da solucédo estoque de H20:2
(50%) com um fluxo de 0,1 mL ht e auxilio de uma bomba de seringa da marca
kdScientific® modelo KDS 100 Legacy Syringe Pump com uma seringa de vidro de
5mL da marca Becton Dickson®. A reacgédo foi mantida a 30 °C em agitacdo magnética
vigorosa (Figura 15). A reacdo foi monitorada por GC-MS a cada hora durante 6 h,

nao foi detectada formacao de produtos.

3.4.7 Oxidacgéao do Etilbenzeno com uma soluc¢éo diluida de peréxido de hidrogénio

Figura 16- Oxidacéo do Etilbenzeno com H20: diluido

OH

8,5 mL tampao Tris-HCI (50 mmol L, pH 8,00)

1,5mL 10 mL H,0; 1,25 mol L™ (0,4 mL h™)
30 °C, 24h

28,9% 23,98%

Fonte: Autor

Em um baléo de fundo redondo de 50 mL de duas bocas foram adicionados
0,34 g de enzima em 8,5 mL de tampé&o Tris-HCI pH 8,00 50 mmol L1. Em seguida
foram adicionados 1,5 mL de etilbenzeno. Para iniciar a reagcéo foram adicionados 10
mL de uma solucdo de H202 1,25 mol Lt com um fluxo de 0,4 mL h't com o auxilio de
uma bomba de seringa da marca kdScientific® modelo KDS 100 Legacy Syringe Pump
com uma seringa de vidro de 20 mL da marca Becton Dickson®. A reacéo foi mantida
a 30 °C em agitacdo magnética vigorosa durante 24h (Figura 16). O monitoramento
da reacao foi feito por GC-FID a cada hora, de 1 até 3h, de 18 a 21h e 24h, e foi
detectada uma converséo total maxima de 52,89% em 24h.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade enzimatica

A determinacdo da atividade enzimatica da enzima AaeUPO fornecida pelo
Prof. Dr. Aitao Li em p¢ liofilizado foi feita usando duas metodologias, uma usando o
sal diamoénico 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (Martin-
Diaz et al., 2021) e outra com 1,2-(metilenodioxi)-4-nitrobenzeno (NBD). Em ambos
0s casos foi constatada alta absorcéo pelo extrato enzimético no comprimento de onda
analisado. Sendo assim, 0s brancos reacionais para zerar o equipamento foram feitos
somente com a enzima e tampao.

Os primeiros testes foram conduzidos com o ABTS, esses testes iniciais
serviram como base para entender a absorbancia da enzima devido a sua forte

coloracéo (Figura 17), levando ao aperfeicoamento das futuras metodologias.

Figura 17- Coloracdo das enzimas a) Solucdes enzimaticas e suas diferentes colorac¢des; b) Enzima
AaeUPO em po liofilizado do extrato enzimatico

A reacéo foi iniciada com a adicdo de 150 pyL de uma solucdo de H20:2 (40
mmolL1). A enzima oxidou o ABTS para ABTS-+ (Figura 18), mudando a coloragéo
da solugdo para um verde-azulado. O avanco da oxidacdo foi monitorado pelo
aumento da absorbancia em 420 nm ao final de 1 minuto. Nesse primeiro momento
foi possivel perceber como a falta de agitacédo na cubeta de vidro gerava uma solucéo
nao homogénea, apresentando diferentes coloracbes em certos pontos, o que afeta
as medidas espectrofotométricas. O valor de U calculado usando a equacao 2 para a
oxidagao do ABTS pela AaeUPO foi 0,210 U.
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Figura 18- Reacao do ABTS com a UPO para atividade enzimética
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Fonte: Autor

As informacdes coletadas foram repassadas para o Prof. Dr. Aitao Li, o qual
enviou um procedimento usando o 1,2-(metilenodioxi)-4-nitrobenzeno (NBD) para
atividade enzimatica e parametros reacionais para a oxidacdo do etilbenzeno com a
AaeUPO.

A reacdo de oxidacdo do NBD foi acompanhada por meio da formacao do
produto 4-nitrocatecol, que apresenta coloracdo amarela distinta e absorbancia em
425 nm (Figura 19). Para assegurar a homogeneidade da coloracdo na cubeta todas
as reacdes foram conduzidas em balbes de fundo redondo sobre uma placa de
agitacdo magnética e posteriormente transferidos para uma cubeta de vidro ao final
de 1 minuto para a analise dos valores de absorbancia, gerando desvios bem menores

do que os observados com o ABTS.

Figura 19- Reag¢édo do NBD com a UPO para atividade enzimatica

OH

NO, OH
NO,

4-nitrocatecol
425 nm

NBD

Fonte: Autor

Seguindo as informacdes coletadas do primeiro teste da atividade, as medidas
com os novos parametros com o NBD foram feitas usando diferentes concentracdes
de enzima. O uso de concentra¢cdes menores provou ser uma otima estratégia contra
o problema da interferéncia nas medidas pela absorbancia da solu¢éo enzimatica. Os

resultados das medidas da atividade enzimatica estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1- Resultados das medidas da atividade enzimatica com o NBD para solu¢des de
concentracao 30mg mL1, 3mg mL* 0,3 mg mL?e 0,15 mg mL*

30 mg mL*! 3 mg mL? 0,3 mg mL? 0,15 mg mL?

A@) A AA A©) A AA A A AA A A AA
0,005 0,069 0,064 | 0,004 0,399 0,395 | 0,013 0,4 0,387 | 0,015 0,386 0,371
0,005 0,068 0,063 0 0,41 0,41 0,013 0,404 0,391 | 0,011 0,413 0,402
0,009 0,067 0,058 | 0,003 0,412 0,409 | 0,012 0,398 0,386 | 0,011 0,388 0,377

Médias Médias Médias Médias
0,006 0,068 0,062 | 0,002 0,407 0,405 | 0,013 0,4007 0,388 | 0,012 0,3957 0,383
Desvio padréao Desvio padréo Desvio padrédo Desvio padréao
0,0023 0,0010 0,0032 | 0,0021 0,0070 0,0084 | 0,0006 0,0031 0,0026 | 0,0023 0,0150 0,0164

Fonte: Autor

A concentracdo de 0,03 mg mL* apresentou um AA muito baixo, por esse
motivo ndo foram feitas mais medidas nesse valor. A concentracéo escolhida para o
célculo da atividade foi a com a solu¢cdo com a segunda menor concentracdo (0,15
mg mL! e fator de diluicdo 200). Nesse valor a interferéncia da coloragédo da enzima
foi bem menor do que a inicial (30 mg mL). O valor encontrado da atividade
enzimatica da AaeUPO para oxidacdo do NBD usando a equacéo 2 foi de 78,97 U.
Usando as informacdes fornecidas pelo Prof. Dr. Aitao Li, esse valor foi convertido em
uma concentracdo enzimatica de 8,77 uM.

4.2  Primeiro teste da reacao de oxidacao do etilbenzeno com AaeUPO

O primeiro teste da reacao de oxidacao do etilbenzeno (Figura 20) foi realizado
sem os valores da atividade enziméatica. Isso foi feito, pois era somente desejado testar
a reatividade da enzima perante o etilbenzeno seguindo algumas metodologias
descritas na literatura. Para isso foi escolhido usar 1 mL de uma solucéo de 30 mg de

enzima em 10 mL de tamp&o, com uma concentracéo enzimatica final de 3 mg mL™.

Figura 20- Reacdo de oxidacéo do etilbenzeno com a AaeUPO e seus produtos esperados

OH 0

Fonte: Autor
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Atualmente, varias metodologias de reacbes de oxidacdo com UPO usam
sistemas 1:1 de etilbenzeno e tamp&o com enzima, fazendo com que o etilbenzeno
seja ndo somente o reagente da reacdo, como também o solvente (Hobisch et al.,
2022). Esse excesso de substrato também € Gtil para evitar a sua diminuicdo no meio
reacional devido a sua alta volatilidade. Por esse motivo foi escolhido conduzir a
reacao inicial em um sistema de escala de bancada contendo 1 mL de substrato e 1
mL da solugcédo enzimatica em tampao.

Outro fator muito importante e estudado é a forma de adi¢do e a concentracao
do perdxido de hidrogénio para tentar minimizar a inativacdo da UPO por influéncia
do agente oxidante H202. Como a estabilidade da enzima utilizada n&o era conhecida
ainda, nesse primeiro momento foi utilizada uma quantidade bem pequena de
peroxido de hidrogénio (12 pL de uma solu¢do 82 mM) adicionada manualmente, a
fim de assegurar que nao houvesse inativagao.

Aliquotas foram coletadas em 20 e 60 minutos, o preparo de amostra para
andlise por GC-FID foi feito por meio de microextracdes em Eppendorf® (Figura 21).
Isso foi efetuado para assegurar que ndo haveria presenca de peroxido residual nas
amostras, o que poderia danificar o equipamento. Nesse momento foi reparada a
tendéncia de formagdo de emulsbes quando a enzima entra em contanto com o
peréxido. Dessa forma, para auxiliar a quebra da emulsdo e garantir uma boa
microextracdo, o Eppendorf® contendo a emulsdo foi levado a uma centrifuga de

bancada por 3 minutos.

Figura 21- Microextracdes feitas em Eppendorf. a) Tubo antes da centrifugacéo; b) Tubo depois da
centrifugacao; c) Centrifuga de balanga utilizada nas microextracdes

Fonte: Autor
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Nesse momento ndo foram detectadas formacéao (Figura 22) de nenhum dos

possiveis produtos de oxidacdo 1-feniletanol e acetofenona (Figura 23 e 24

respectivamente), somente etilbenzeno (Figura 25), por esse motivo a reacdo foi

encerrada em 60 min.

Figura 22- Cromatograma primeiro teste da reagdo de oxidagdo do EB 60 min (Método A)
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Fonte: Autor

Figura 23- Cromatograma 1-feniletanol padrdo (Método A)
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Fonte: Autor

Figura 24- Cromatograma acetofenona padrao (Método A)
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Figura 25- Cromatograma etilbenzeno padréo (Método A)
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Fonte: Autor

4.3 Teste da reacdo de oxidacao do etilbenzeno com acetonitrila e heptano como
cossolventes

Como nao foram detectados valores de conversao no primeiro teste da reacao,
a metodologia de Pogranyi et al., (2024) foi usada como base para elaboragédo de um
novo protocolo mudando parametros como a concentracdo de substrato, solventes,
modo de adicdo de peroxido e concentracdo enzimatica.

Apesar do uso do etilbenzeno como solvente e substrato parecer ter sido uma
Otima alternativa no comeco, talvez sua alta concentracdo nas amostras analisadas
por GC-FID pudesse estar mascarando alguns valores baixos de conversao. Por esse
motivo, foi tomada uma nova abordagem usando uma relacdo molar 1:1 entre o
etilbenzeno em acetonitrila como cossolvente e peréxido de hidrogénio em agua
deionizada.

Seguindo os valores encontrados para a atividade enzimatica da UPO com o
ABTS, uma nova quantidade de enzima foi pesada para a reacdo, sendo usados
somente 6 mg de enzima em 8 mL tampéo fosfato pH 7,00 50 mmol L.

A adicdo manual da quantidade total de peroxido na reagdo mostrou ser uma
estratégia problematica, por poder levar a rapida inativagdo enzimatica em vigor da
concentracgdo inicial relativamente alta de perdxido na solugdo. Para impedir esse
problema, o perdxido de hidrogénio foi lentamente adicionado usando um sistema com

uma bomba de seringa (Figura 26) em um fluxo de 0,5 mL hL.
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Figura 26- Sistema de adigdo de peréxido com bomba de seringa para a reacédo de oxidagdo com
MeCN como cossolvente

Fonte: Autor

As aliquotas retiradas em 1 h e 2h foram preparadas com o auxilio da centrifuga
e levadas para anélise por meio de GC-FID. Em ambas as amostras néo foi detectada

nenhuma formacéo de 1-feniltanol (Figura 23, p.40) e acetofenona (Figura 24, p.40).

Figura 27- Cromatograma da amostra de 2 h da rea¢éo de oxidacdo do EB com 6 mg de AaeUPO

usando acetonitrila como cossolvente (Método A)
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Fonte: Autor
Como néao foi detectada nenhuma conversao, considerou-se que a enzima
poderia ndo ser tdo ativa quanto determinado pelo ensaio de atividade inicial usando
ABTS. Portanto, 0 mesmo procedimento foi testado novamente, dessa vez usando 70
mg da AaeUPO. A formacgao do produto foi monitorada a cada 30 minutos por GC-FID
(Figura 28). Mas ainda sim ndo foram detectadas quantidades consideraveis de 1-

feniletanol.
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Figura 28- Cromatograma da amostra de 1 h da reacdo de oxida¢do do EB com 70 mg de AaeUPO
usando acetonitrila como cossolvente (Método A)
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Fonte: Autor

Ao final dessa reacao foi feita uma extragcéao a fim de determinar se havia algum
rendimento em massa. Contudo, as ja observadas emulsfes nas microextracoes
(Figura 21, p.29) provaram ser um problema novamente em maiores escalas,
formando emulsGes no funil de separacdo (Figura 29), além de necessitar de
guantidades de solvente maiores do que o habitual para ter uma minima separagao

das fases.

Figura 29- Emulsao no funil de separa¢éo da reacéo de oxidacdo do EB usando 70 mg de AaeUPO e
acetonit[ila como cossolvente

i < U/

Fonte: Autor

A extracdo nao foi bem sucedida e nao foi possivel recuperar nenhum
redimento em massa apés a rotoevaporacéao do solvente.

Devido a alta miscibilidade da acetonitrila em agua, o meio reacional ficou
constituido de somente uma fase contento todos os reagentes. Por esse motivo foi

considerada a possibilidade dos produtos da oxidag&o, os quais sdo mais polares do
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gue o etilbenzeno, ficarem retiros na fase aquosa quando feitas as microextragcdes em
Eppendorf®. Por esse motivo foi selecionado um cossolvente imiscivel em agua, o
heptano, criando um sistema reacional bifasico. Para essas reacdes foram usadas as
mesmas condigdes descritas anteriormente. Contudo, ao final das 2 h de reagao néao

foi detectada nenhuma converséao (Figura 30).
Figura 30- Cromatograma da amostra de 2 h da reacdo de oxidacdo do EB com 70 mg de AaeUPO
usando heptano como cossolvente (Método A)
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Fonte: Autor
4.4  Oxidacéao do Etilbenzeno com adicao de peréxido manual

As informac6es coletadas até esse ponto foram todas enviadas ao Prof. Dr.
Aitao Li a fim de esclarecer as duvidas sobre o funcionamento da enzima e receber
orientacdes sobre quais medidas deveriam ser tomadas quanto a atividade enziméatica
€ aos parametros reacionais.

Seguindo a nova metodologia para obtencdo da atividade enzimética usando
NBD, foi determinado que a atividade seria de 78,87 U referente aos 30 mg de enzima
usados. Usando esse novo valor foi calculado a massa de enzima necessaria para a
nova metodologia recebida, a qual pedia 90,9 U mL-. Dessa forma, foi determinado
gue a quantidade de enzima a ser usada nas reac¢des a partir desse ponto seria 0,34
g.

Também seguindo as recomendac¢des do nosso colaborador, as analises
passaram a ser feitas em tempos reacionais bem maiores, sendo retiradas somente
12 h e 24 h apos o final da adicdo do peroxido.

Outra estratégia explorada para ativacao da enzima foi a adicdo do peroxido
durante um periodo de tempo maior para assegurar sua baixa concentracdo em
solugéo durante toda a reacdo. Para isso foi seguido o procedimento enviado pelo
Prof. Dr. Aitao Li com um tempo de adi¢&o total de 7h. Contudo, o fluxo necessario

para fazer a adigdo dos 0,356 mL de peroxido de hidrogénio 50% necessarios, era
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muito pequeno para ser adicionado por meio da bomba de seringa. Por esse motivo,
foi escolhido fazer a adicdo manual em um baldo de uma boca s6 com pequenos
incrementos de 57uL por meio de micropipetas (Figura 31). Logo na primeira adicao
foi possivel perceber a formagao de uma “espuma”, muito parecida com aquela gerada
pelo H202 na liberagcdo de O2, que logo se dissipava. Vale ressaltar também a
mudanca na coloracédo e espessura da solu¢cdo com o avanco da reacdo, a medida
gue eram adicionadas maiores quantidades de peréxido de hidrogénio a solucao ia
ficando cada vez mais turbida e viscosa, apresentando um caréater quase leitoso no
final (Figura 31).

Figura 31- Baldo de reacéo da oxidacéo do EB usando 0,34 g de AaeUPO a) no inicio da reagéo b)
no final da reagéo
e

-
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- v
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Fonte: Autor

A fim de caracterizar os constituintes, as aliquotas retiradas em 12h e 24h ap6s
o término da adicdo do peroxido foram levadas para analise em GC-MS (Figura 32).
Por meio do espectro de massas foi possivel constatar a formacdo de ambos 1-
Feniletanol e Acetofenona ao final das 24h, com uma conversdao total de 15,3%, esse
valor se manteve constante entre as andlises de 12 e 24h, indicando que a conversao
maxima possivel para esse sistema ja havia sido atingida.

Um fator interessante foi a relacdo encontrada entre a quantidade de 1-
Feniletanol e Acetofenona formados, 5,4 e 9,9% respectivamente. O que indica que
apesar da conversao relativamente baixa o sistema apresentou maiores quantidades
do produto mais oxidado, a acetofenona, demonstrando o quao reativas sédo as
peroxigenases para reacdes de oxidacao.

Para comprovar esses valores decidiu-se fazer uma extragéo liquido-liquido a

fim de isolar os produtos e definir a conversdo em massa. Contudo, as emulsdes
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provaram ser um problema novamente, apresentando dificuldade ainda maior, haja

vista a espessura da solucao.

Figura 32- Resultados das andlises de 24 h por GC-MS usando 0,34 g de AaeUPO e adi¢céo de
peréxido manual a) Cromatograma de 24h; b) espectro de massas destacando do etilbenzeno, 1-
feniletanol e acetofenona e suas respectivas m/z
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Ao ser adicionado o meio reacional ao funil de separacdo com acetato de etila
durante a extracdo, houve a formagao de uma espécie de “gel” (Figura 33). Essa nova
fase dificultou muito a extracdo, ndo sendo mais possivel distinguir se havia fase

aquosa nela retida, ou néao.

Figura 33- Funil de separacdo com a emulsdo e camada de "gel" durante a extracdo da reacdo de
oxidacdo do EB usando 0,34g de AaeUPO

Fonte: Autor

O funil com toda essa solugéo foi deixado decantando no laboratério para ver
se a separacdo das fases poderia acontecer de forma natural. Quando ndo houve
indicios que seria possivel quebrar a emulsdo dessa forma, toda essa solucdo foi
igualmente dividida entre tubos Falcon contendo acetato de etila e levados a uma
centrifuga durante 1 min. A fase organica foi coletada, seca com sulfato de sdédio
anidro e rotoevaporada. A conversdao em massa recuperada apés a extracao foi de
11,72%. Considerando as dificuldades enfrentadas durante o processo de extracao e
possiveis perdas, pode se dizer que os valores de conversdo dados pelo GC-MS e

em massa sao condizentes, comprovando os valores encontrados anteriormente.

4.5 Imobilizacdo enzimatica com alginato de sodio
Apés ser constatada a reatividade da AaeUPO para a oxidagdo do etilbenzeno,
0 processo de downstream demonstrou ser extremamente relevante e um gargalo na

otimizacdo dessas reacdes devido a influéncia do p6 liofilizado da enzima AaeUPO. A
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estratégia escolhida para contorna-lo foi evitar a formacdo de emulsfes através de
protocolos de imobilizacdo enzimatica. Afinal, estando a enzima retida dentro de uma
matriz as chances de formacdo de emulsfes sdo muito menores. Além disso,
estratégias de imobilizagdo também sédo conhecidas por aumentar a estabilidade do
biocatalisador, agindo como uma barreira protetora e possivelmente diminuindo os
efeitos de inativacdo na presenca do peréxido de hidrogénio.

O meio de imobilizacdo escolhido foi o alginato de sédio devido a sua ja
mencionada alta biocompatibilidade, baixo custo, facilidade de manipulagdo e acima
de tudo por néo ser toxico aos seres humanos e facilmente biodegradado.

Um sistema de imobilizac&do por extrusdo (Figura 34) foi montado usando uma
agulha presa a parte interna de uma peca metalica em formato de T (Figura 35). Essa
peca foi entdo conectada a uma seringa de plastico contendo a solucéo de alginato e
enzima. Ao redor da agulha foi passado um fluxo de ar para diminuir o tamanho das

esferas formadas, evitando o seu crescimento devido a tensao superficial.

Figura 34- Representagdo esquematica do sistema de imobilizagdo enzimatica em alginato de sddio
Solucédo de enzima

/ e alginato

H

Agulha —™

Solucdo de cloreto
de calcio

~~

(.....h.]'

Fonte: Autor
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Figura 35- Partes do sistema de imobilizacéo. a) peca metalica em T com a agulha presa; b) visao
interna da peca metalica com agulha; c) sistema de imobilizagdo completo com a solugdo de cloreto
de calcio sob agitacdo magnética

e
> o

b)

Fonte: Autor

A taxa de formacdo das gotas foi controlada por meio do fluxo da bomba de
seringa. Conforme a solucdo de alginato e enzima era extrudada pela seringa o
processo de gelificacdo ocorre instantaneamente quando a solucdo de alginato
gotejada entra em contato com o CaClz. Para garantir a formacao completa da matriz
de alginato e aumentar o seu endurecimento, a solu¢cdo com as esferas foi deixada
sobre agitacdo magnética durante 1 h. Depois, as esferas foram filtradas, lavadas e
transferidas para uma segunda solucdo de CacClz, isso foi feito para retirar qualquer
enzima remanescente na superficie externa das esferas e as tornar ainda mais
resistentes.

Normalmente as esferas feitas com esse procedimento apresentam boa
precisao entre as suas medidas de diametro. Contudo, algumas das esferas formadas
para a enzima AaeUPO apresentaram uma espécie de “cauda” (Figura 36). Isso pode
ter acontecido por conta de diversos fatores, mas o0s principais sao a alta viscosidade
da solucéo de alginato e enzima e uma agitacdo magnética muito forte na solucéo de
CaCla.
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Figura 36- Esferas de alginato contendo a enzima AaeUPO.

Fonte: Autor

Até esse momento o tampao que havia sendo usado nas reacfes era o tampao
fosfato, contudo, o ion fosfato (PO43) é conhecido por sequestrar o ion Ca*? e é
comumente utilizado para reverter processos de imobilizacdo com alginato,
guebrando a estrutura formada pela gelificacdo ionotropica. Por esse motivo foi
necessario fazer a troca do tampéao fosfato pelo tamp&o Tris-HCI pH 8,00 50 mmol L-
1, e testes com esferas de alginato sem enzima incubadas nessa solugéo tampéao por
96 h ndo apresentaram mudancas estruturais. As esferas formadas da imobilizagc&o
da AaeUPO foram entédo levadas a geladeira em tubo Falcon contendo tampao Tris-

HCI pH 8,00 50 mmol L (Figura 37) até serem usadas nas proximas oxidacgoes.

Figura 37- Esferas de AaeUPO em alginato guardadas em tampé&o Tris-HCI pH 8,00 50 mmol L

Fonte: Autor
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4.6 Oxidacao do Etilbenzeno com AaeUPO imobilizada em alginato

As esferas produzidas pela imobilizagdo da AaeUPO em alginato foram usadas
no dia seguinte para a oxidacgéo do etilbenzeno. O volume total ocupado pelas esferas
acabou sendo bem maior do que o somente pelo pé liofilizado da enzima, por esse
motivo o volume total da reacéo teve de ser aumentado para 20 mL, e a quantidade
de tampdo Tris-HCI usada foi 18,5 mL. Para assegurar que a quantidade de peréxido
disponivel para a reacdo continuasse a mesma, o seu volume de adi¢do total foi
aumentado para 0,7 mL, o que possibilitou a adicdo por meio da bomba de seringa
novamente, usando um fluxo de 0,1 mL ht com tempo de adicéo total de 7 horas.

Todavia, conforme 0 progresso da adi¢ao foi avancando a solucéo foi ficando
cada vez mais turbida e espessa, ainda mais do que o observado antes. Essa
mudanca provou ser vinda da degradacdo oxidativa da matriz de alginato pelo
peréxido de hidrogénio, destruindo o meio de imobilizacéo utilizado (Figura 38). Por
esse motivo o monitoramento da reacao foi encerrado em 6 horas e retomado somente
ao final das 24h para ver se haveria alguma conversao, todavia, ndo foram detectados

nenhum valor de converséo durante todo esse tempo.

Figura 38- Baldo com as esferas de AaeUPO em alginato. a) Antes do inicio da adi¢édo do perdxido b)
Durante a adigdo do peréxido; ¢) No final da reacgéo.

Fonte: Autor
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4.7  Oxidacao do Etilbenzeno com uma solugéo diluida de peréxido de hidrogénio

Como a imobilizacdo em alginato acabou ndo sendo compativel com o peroxido
de hidrogénio, foi decidido por enquanto focar os estudos mais na adi¢éo do peréxido
de hidrogénio e um maior numero de analises da conversao.

A primeira medida tomada para minimizar a possibilidade de inativacao
enzimatica pelo peroxido de hidrogénio foi aumentar o tempo de adicdo para 24 h,
diminuindo significativamente os incrementos da sua concentragao no meio reacional.

Adicionalmente, durante a reacdo com as esferas de alginato foi percebido um
acumulo de bolhas na seringa (Figura 39) provavelmente devido a degradacao do
H202 e liberacdo de Oz, isso significa que talvez a concentracdo de peroxido na
solucao fosse bem menor do que a necesséria para completar a rea¢éo, ocasionando

em valores de conversao muito mais baixos.

Figura 39- Seringa de 2dr0 com bolhas vindas da degradacdo do perdxido de hidrogénio

Fonte: Autor

Alguns fatores que podem influenciar na taxa de degradacao do perdxido sao
a concentragdo, exposicao a luz e temperaturas mais altas. Dessa forma, para evitar
a sua degradacéo foi feita sua diluicdo em agua deionizada e a seringa de adi¢éo foi

coberta com papel aluminio (Figura 40).
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‘Figura 40- Seri

nga de vidro com peréxido de hidrogénio diluido envolvida em papel aluminio.
U0

Fonte: Autor

Essa medida provou ser muito eficaz, sendo possivel detectar formacgéo de 1-
feniletanol (Figura 42) logo na primeira hora de adicdo (Figura 43). A conversao total
em 1-feniletanol e acetofenona chegou até mesmo ultrapassar a concentracdo do

reagente etilbenzeno, alcancando um valor maximo de 52,88% em 24 horas (Figura
41 e 44).

Figura 41- Grafico da conversao total pelo tempo reacional da oxidacdo do EB com perdxido de
hidrogénio diluido (Método B)
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Fonte: Autor
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Figura 42- Cromatograma do 1-Feniltanol padrédo (Método B)
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Fonte: Autor

Figura 43- Cromatograma da oxidacao do EB com perdxido de hidrogénio diluido 1h (Método B)
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Fonte: Autor

Figura 44- Cromatograma da oxidacéo do EB com peroxido de hidrogénio diluido 24 h (Método B)
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Fonte: Autor

Um dado muito interessante coletado com essa reacgao foi a medida em tempo
real da proporgédo formada de 1-feniletanol e acetofenona (Figura 45). Através dos
valores estimulados de converséo fica clara a rapida formacdo de 1-feniletanol na
primeira hora de adi¢cdo, sem presenca de acetofenona ainda (Figura 43), seguida da
diminuicdo do 1-feniletanol e aparecimento da acetofenona. Esses dados confirmam
a relacdo entre a formacdo desses dois produtos, na qual o etilbenzeno é

primeiramente oxidado a 1-feniletanol, que sofre processo oxidativo novamente,
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levando a formacédo da acetofenona. Como € possivel perceber na Figura 40 a taxa
de formacéo do 1-feniletanol e acetofenona se manteve constante durante a maior
parte do tempo. No entanto, quando a reacao alcancou 20 h a concentracdo do 1-
feniletanol, a qual até esse momento sempre foi maior do que a da acetofenona,
comecou a diminuir gradativamente. Isso indica que a formagédo da acetofenona
estava sendo mais favorecida em relacao a formacédo de 1-feniletanol, chegando até
guase se igualar em 24 h.

Figura 45- Grafico da converséo do 1-feniletanol e acetofenona pelo tempo reacional usando
perdxido de hidrogénio diluido.
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Fonte: Autor

Como o enfoque desse trabalho era mais voltado para a oxidacéo seletiva de
carbonos nao ativados, a reacao foi encerrada no momento em que essa seletividade
comecou a diminuir no marco de 24 h. Curiosamente esse horario coincide com o final
da adicdo de peroxido de hidrogénio na solucéo, indicando que a reacdo acontece
ativamente durante todo esse periodo e que ao seu final ocorre uma mudanca na
seletividade da reagéo, expandindo ainda mais as informacdes coletadas no topico
4.4, na qual as medidas foram feitas somente ap6s o término da adi¢cdo do peréxido,
e a quantidade de acetofenona em relagéo ao 1-feniletanol era maior (Figura 32, p.
46).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram exploradas diversas condi¢des reacionais para a oxidacao
eficiente e sustentavel de carbonos ndo ativados com peroxignases nao especificas
vinda do fungo Agrocybe aegerita (AaeUPO) usando o etilbenzeno como substrato
modelo em concordancia com os 12 Principios da Quimica Verde.

Por meio dos testes feitos foi possivel comprovar a reatividade da enzima AaeUPO
por meio de estudos da atividade enzimatica e reacdes de oxidacao com o etilbenzeno
como substrato. Essas reagOes foram essenciais para explorar parametros
importantes, como a quantidade de biocatalisador utilizada, quais sistemas de adi¢céo
de peroxido de hidrogénio sdo mais eficazes e sua influéncia na taxa de converséo e
inativacdo da enzima, proporcionando um entendimento muito maior desse
biocatalisador.

Além disso, foi também explorada uma estratégia de estabilizacdo por meio da
imobilizacdo enzimatica, a qual possui potencial de otimizacdo do complicado
processo de downstream. Através desse protocolo foi evidenciada a baixa
estabilidade do alginato de s6dio em meios contendo peroxido de hidrogénio.

Foram também feitos mais estudos sobre a estabilidade do préprio peréxido
adicionado, o qual demonstrou sofrer degradacao se exposto a luz, temperaturas mais
altas e usado em altas concentracdes. O controle do peroxido adicionado as reacées
provou poder aumentar bastante a converséo total, sendo possivel atingir valores de
até 52,88% em 24 h.

Por fim, quando aliquotas de reacao foram retiradas durante o processo de adicéo
de peroxido e analisadas, foi possivel perceber a mudanca de seletividade da enzima
com o avanco da reacdo. Esse dado é de extrema importancia para a elaboracdo de
processos com catalisadores mais verdes, possibilitando o controle da seletividade e
diminuicdo de derivados indesejados.

5.1 Perspectivas futuras
Com base nos resultados obtidos, diversas oportunidades de aprofundamento
e expansao deste trabalho tornam-se evidentes. Como proximos passos, propde-se a
ampliacdo do escopo de substratos, a avaliacdo de diferentes estratégias de
imobilizacdo enzimatica e a otimizagcado dos métodos analiticos empregados.
Adicionalmente, a integracdo com sistemas de geracéao in situ de peroxido de

hidrogénio surge como uma abordagem promissora para mitigar a inativacdo da
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AaeUPO causada pelo acumulo de peroxido em concentracdes superiores as
cataliticas, comumente observado na adi¢do continua via bomba de seringa.

Esse controle mais preciso da concentracdo de peroxido pode permitir estudos
mais aprofundados sobre a seletividade da AaeUPO na oxidagao do etilbenzeno,

particularmente na formacéo seletiva de 1-feniletanol e acetofenona.
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