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RESUMO

Anténio Rodrigues, Jesimiel Glaycon. Preparacdo e caracterizacdo de sistemas
hibridos para biocélulas enzimaticas operando com etilenoglicol/O». 2021. 96 p.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Departamento de Quimica, Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo

Preto, 2021.

Este trabalho descreve a investigacao de sistemas hibridos para o desenvolvimento
de uma biocélula a combustivel etilenoglicol/O2 visando a oxidacdo completa do
combustivel. Os catalisadores de nanoparticulas de PtesSnhss depositadas sobre
nanotubos de carbono de parede mdltiplas (MWCNTs-PtssSnss) e 4-amino-TEMPO
(TEMPO-NH2) demostraram atividade eletrocatalitica para a oxidagao do etilenoglicol
(EG) com um pico de oxidag&o bem definido. A enzima oxalato oxidase (OxOx) obtida
pela Ceriporiopsis subvermispora foi empregada como catalisador na quebra da
ligacdo C-C do substrato. As voltametrias ciclicas do sistema hibrido MWCNTs-
PtesSnss+Ox0x, na presenca de EG apresentaram uma corrente 1,6 maior em relagédo
a densidade de corrente observada para 0 MWCNTSs-PtesSnass; ja TEMPO-NH2+Ox0Ox
foi em média 1,23 maior quando comparada com o TEMPO-NH2. Analises
voltamétricas, cronoamperométricas e de eletrélises demonstraram que a OxOx ndo
oxida diretamente o EG. Foram realizados estudos cronoamperométricos do EG e dos
subprodutos de oxidacéo (glicoaldeido (GAIld), &cido férmico (AF), acido glicolico (AG),
acido glioxilico (AGO) e acido oxalico (AO)) no sistema MWCNTs-PtesSnss+OxOx e
MWCNTs-PtesSnss em um potencial fixo de 0,9 V vs Ag/ AgCl. O sistema hibrido
apresentou corrente superior para todos os substratos analisados. O sistema TEMPO-
NH2+OxOx e TEMPO-NH: apos inje¢des sucessivas de EG em um potencial fixo de
0,75 V vs Ag/AgCl, mostraram um aumento médio de 14% na presenca da enzima
OxOx. A eletrdlise de longo prazo em um potencial de 0,5 V vs Ag/AgCl para o
MWCNTs-PtesSnss+OxOx gerou uma densidade de corrente 65% maior em
comparacao com o sistema contendo apenas MWCNTs-PtssSnazs; € as eletrolises em
0,75 V vs Ag/AgCIl do TEMPO-NH2+OxOx gerou uma densidade de corrente 58%



maior em comparag¢ao com o sistema contendo apenas TEMPO-NH2. Os resultados
obtidos pela técnica de CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) para o
MWCNTSs-PtesSnszs+OxOx e TEMPO-NH2+OxOx mostraram a formagédo de COgz,
confirmando a coleta de todos os 10 elétrons do EG. Eletrdlises com os subprodutos
de oxidacdo do EG e ensaios com a OxOx, possibilitaram ser proposto um provavel
mecanismo de oxidacdo para ambos os sistemas hibridos. MWCNTs-PtssShss+Ox0Ox
atingiu 930 + 85 pA cm, 332 + 28 yW cm? e VCA (tenséao de circuito aberto) de 0,643
+ 0,020 V, todos superiores ao sistema simples em 38,3% para a densidade de e
poténcia, 28% para a densidade de corrente, e 18% para o VCA.

Palavras chaves: Biocélula a combustivel enzimética. Biocélula hibrida. Etilenoglicol.
Oxalato oxidase. TEMPO-NH2. Nanocatalisadores. MWCNTSs.



ABSTRACT

Anténio Rodrigues, Jesimiel Glaycon. Preparation and characterization of hybrid
systems for enzymatic biocells operating with ethylene glycol/O2. 2021. 96 p.
Dissertation (Masters in Chemistry) — Department of Chemistry, Faculty of Philosophy,
Sciences and Letters at Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

This work describes the investigation of hybrid systems for the development of an
ethylene glycol/O2 biofuel cell aiming at the complete oxidation of the fuel. The
catalysts of PtesSnss nanoparticles deposited on multi-walled carbon nanotubes
(MWCNTs-PtesSnzs) and  4-amino-TEMPO (TEMPO-NH2) catalysts showed
electrocatalytic activity for the oxidation of ethylene glycol (EG) with a well-defined
oxidation peak. The oxalate oxidase (OxOx) enzyme obtained by Ceriporiopsis
subvermispora was employed to break the C-C bond of the substrate. Cyclic
voltammetric curves of the hybrid system in the presence of ethylene glycol of the
MWCNTSs-PtesSnss+OxOx system showed a current 1.6 higher than the current density
observed in the absence of the enzyme MWCNTs-PtesSnass, whereas the current of
TEMPO-NH2+OxOx was on average 1.23 higher when compared to TEMPO-NH2.
Cyclic voltammetric, chronoamperometric, and electrolysis reveals that OxOx does not
oxidize directly the EG. Chronoamperometric assays of EG and its oxidation
byproducts (GAId, FA, AG, AGO, and AO) for MWCNTs-PtssSn3s+OxOx and
MWCNTSs-PtesSnss at a fixed potential of 0.9 V vs Ag / AgCl, showed that the hybrid
system presented a higher current for all analyzed substrates. And the
chronoamperometric curves for TEMPO-NH2+OxOx and TEMPO-NH2, after
successive injections of EG at a fixed potential of 0.75 V vs Ag / AgCl, showed that in
the system in the presence of OxOx there is an average increase of 14% in current
density relative to the system in its absence. Long-term electrolysis at a potential of
0.5V vs Ag/AgClI for MWCNTs-PtssSnss+OxOx generated a 65% higher current density
compared to the system containing only MWCNTSs-PtesSnss; the 0.75 V vs Ag/AgCI
electrolysis of TEMPO-NH2+OxOx generated a 58% higher current density compared
to the system containing only TEMPO-NH2. The results obtained by the HPLC (High
performance liquid chromatograph) technique for MWCNTSs-PtesSnss+OxOx and
TEMPO-NH2+OxOx showed the formation of CO2, confirming the collection of all 10



EG electrons. Electrolysis with EG oxidation by-products and assays with OxOx, made
it possible to propose a probable oxidation mechanism for both hybrid systems.
MWCNTs-PtssSnas+OxOx reached 930 + 85 pA cm?, 332 + 28 yW cm™ and OCV
(open circuit voltage) of 0.643 = 0.020 V, 38.3% superior to the simple system for
power density, 28% for current density, and 18% for the OCV.

Keywords: Enzymatic biofuel cell. Hybrid biofuel cell. Ethylene glycol. Oxalate oxidase.
TEMPO-NH2. Nanocatalysts. MWCNTSs.
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1. INTRODUCAO

1.1. DEMANDA ENERGETICA E FONTES ALTERNATIVAS

Os impactos dos seres humanos na Terra sdo evidentes pelas mudancas
climaticas ocorridas ao longo do tempo [1]. Estima-se que a temperatura deva
ultrapassar a marca de 1,5 °C acima dos niveis pré-industriais em meados de 2030
[2]. A necessidade de mudancas € necesséaria para que possamos garantir um
ambiente habitavel para as futuras geracbes. Sendo assim, é de urgéncia a
implementacéo de novas legislacdes e producdo de energia mais sustentavel [3].

Em 2015 a ONU (Organizacdo das nacfes unidas) estabeleceu 17 objetivos de
desenvolvimento sustentavel (ODS) para 2030. Dentre eles o objetivo de nimero 7
que é “Garantir 0 acesso a energia acessivel, confiavel, sustentavel e moderna para
todos” [4]. A energia para todos ainda € algo distante, pois se continuarmos com o
mesmo ritmo de investimento em estrutura, até 2030 teremos ainda 620 milhdes de
pessoas sem acesso a energia elétrica [4]. E a energia elétrica sustentavel € um outro
desafio a parte, pois 0 consumo energético humano é majoritariamente baseado em
combustiveis fésseis, 0 qual corresponde a cerca de 80% da matriz energética
mundial [5]. Esta alta contribuicdo esta atrelada ao custo, densidade energética, atual
disponibilidade, cadeia de producao, armazenamento e transporte ja estruturado. As
reservas finitas e a producédo de gases do efeito estufa sédo algumas das grandes
desvantagens do uso de combustiveis fosseis nos dias de hoje, o que gera a
necessidade do desenvolvimento e aprimoramento de formas sustentaveis de
obtencao de energia. Fontes alternativas como a energia solar [6], edlica [7], hidraulica
[8], biomassa [9] e células a combustivel [10] sdo promissoras para atender a esta
demanda. O Brasil tem se destacado pela producgéo de energia hidraulica, edlica, solar
e da biomassa, que juntas séo fonte de 82,9% da energia elétrica utilizada em nosso
territdrio, como segue o grafico do balan¢o energético nacional de 2019 (Figura 1)
[11].



Figura 1 - Fonte da oferta interna de energia elétrica no Brasil em 2019.
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Fonte: adaptado de Balango energético 2020 [11].

Dentre estas fontes alternativas, uma que ainda ndo tem o seu potencial
completamente explorado, sdo as células a combustiveis. As células a combustivel
séo dispositivos capazes de converter a energia quimica em eletricidade através das
reacOes eletroquimicas de oxidagcdo de um combustivel.

Os combustiveis geralmente usados sdo o hidrogénio [12] e alcoois de cadeia
curta como metanol [13], etanol [14] e glicerol [15]. Entretanto, acucares como glicose
[16] podem ser utilizados, j& que o fator limitante € a molécula ser capaz de sofrer
oxidag&o no sistema. Esses combustiveis sdo oxidados no compartimento anddico e
o elétron gerado é transferido através de um circuito externo até o lado catédico, onde
reage com um oxidante, geralmente oxigénio, tendo como resultado trabalho elétrico.
Ambas as rea¢Oes ocorrem simultaneamente. A Figura 2 apresenta um esquema
representativo do funcionamento de uma célula a combustivel alimentada com

hidrogénio.



Figura 2: Esquema representativo do funcionamento de uma célula a combustivel H2/O2.
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Fonte: adaptado de Villullas et al. [17].

As células a combustiveis tradicionais (utilizam catalisadores metalicos) sao
classificadas de acordo com o eletrdlito [10] e também pela temperatura de operacéo
[18]. No geral, apresentam Otima eficiéncia energética e geram altas taxas de
poténcia. Entretanto, alguns fatores limitam sua aplicacdo, um deles é a melhor
disponibilidade do uso do hidrogénio, que € o combustivel que gera os melhores
resultados, mas sua producdo e distribuicdo precisam se tornar comercialmente
atrativa e livres do combustivel fossil [19]. Também ha o alto custo dos catalisadores
metdlicos (baseados em Pt e Ru principalmente), o envenenamento do catalisador, a
passivacado dos eletrodos e a incapacidade de oxidar produtos mais complexos,
principalmente na clivagem da ligacdo carbono-carbono de seus substratos, que

impede a oxidacdo completa do combustivel [20].

1.2. BIOCELULAS A COMBUSTIVEL

Além das células a combustiveis baseadas em catalisadores metélicos existem
as biocélulas, que utilizam como catalisadores enzimas, micro-organismos e
organelas na conversdo de energia quimica para elétrica [21] em substituicdo aos
catalisadores metdlicos. Ou seja, a conversdo da energia quimica para elétrica

envolve algum tipo de caminho biolégico [22].



Da primeira célula a combustivel desenvolvida por Humphrey Davy em 1802,
uma célula simples que gerava descargas mensuraveis [23], mais de um século se
passou até que Potter em 1911 demonstrasse a producdo de energia alimentando
uma cultura de Saccharomyces cerevisiae e outras bactérias com acgucar de cana e
glicose [24]. Décadas mais tardes, com a Guerra Fria e a corrida espacial, nas
décadas de 50 e 60, a NASA (do inglés National Aeronautics and Space
Administration) buscava maneiras de tratar residuos gerados pelas espagonaves e
seres humanos, e ao mesmo tempo, gerar energia [22]. Em 1964, Yahiro et al.
reportaram o funcionamento das primeiras biocélulas a combustivel enzimatica, em
gue a producdo de energia era gerada pelo uso da glicose oxidase (GOx) e a D-
aminoéacido oxidase para catalisar oxidac&o da glicose e D-alanina respectivamente
[25].

Apesar destes avancos, as pesquisas com biocélulas ndo tiveram um
crescimento expressivo, apenas no final dos anos 90 que o interesse foi novamente
despertado pelos pesquisadores. A Figura 3 mostra um crescimento significativo das

publica¢des cientificas sobre biocélulas apos os anos 2000.

Figura 3: Pesquisa bibliografica conduzida utilizando o termo “biofuel cell”. a) Numero de publicacdes
na base de dados do Web of Science. b) Namero de publica¢des na base de dados do Science direct.

c) Paises de origem das publicacdes. Pesquisa realizada em agosto de 2021.
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O aumento nas publicagdes pode ser explicado pelas melhorias tecnoldgicas
na area de nanomateriais, imobilizacdo de biomoléculas, engenharia molecular [26] e
a urgéncia de se encontrar fontes alternativas de geracéo de energia. Entretanto, nao
podemos ter a ideia errbnea de que as biocélulas serdo a fonte de energia do futuro,
gue irdo substituir os combustiveis fOsseis nos carros e suprirdo a demanda
energética de uma casa. Os estudos dos grupos de pesquisa ao redor do globo tém
se direcionado para aplicacdes de dispositivos que demandam baixa poténcia [27],
sensores autoalimentaveis [28], dispositivos implantaveis [29] ou vestiveis [30] como
lentes de contato (com possiveis aplicagdes militares futuras) [30,31], reldgios [32] e
marca passo [33].

Além das possiveis aplicacfes praticas das biocélulas, as pesquisas sao
impulsionadas pelas vantagens delas frente as células a combustiveis tradicionais. Os
catalisadores utilizados s@o renovaveis (enzimas ou micro-organismos), ou seja,
podem ser facilmente produzidos, ndo sendo necessario depender de reservas finitas.
Além disso, outras vantagens incluem; operar em temperaturas e pHs alternativos,
nao sendo necessario pHs extremos e altas temperaturas como na maioria das células
a combustiveis tradicionais; e a vasta variedade de microrganismos e enzimas,

permitem a diversificacao de aplicacoes.

1.2.2. Biocélulas a combustivel enzimaticas

Os dois principais tipo de biocélulas sdo as que empregam enzimas e as que
utilizam microrganismos. As biocélulas microbioldgicas ou microbiana (MFC, do inglés
microbial fuel cell) utilizam bactérias como catalisadores na oxidacdo de compostos
organicos [34] ou inorganicos [35] para a geracao de energia.

As biocélulas enziméticas (EBFC, do inglés enzimatic biofuel cell) utilizam
enzimas para catalisar reacdes redox com o objetivo de gerar energia. Devido a vasta
variedade de enzimas disponiveis as aplicacfes se estendem desde a reducao de
oxigénio [36], até a oxidac&o de alcoois [37—-39], sulfitos [40], acidos organicos [41],
acucares [42,43] e o hidrogénio [44,45]. A Figura 4 apresenta um esquema
representativo do funcionamento de uma EBFC, nela o combustivel € oxidado no
compartimento anddico, em seguida os elétrons gerados sao transferidos através de

um circuito externo até o lado catddico onde reage com um oxidante.



Figura 4 - Representacao de uma biocélula.
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Fonte: adaptado de XIAO et al. [46].

As enzimas apresentam a vantagem da sua alta especificidade, que diminui a
necessidade de purificacdo do combustivel, a possibilidade de ndo utilizar membranas
separadoras [45,47], além de ser um catalisador renovavel, possivel de ser cultivado
em laboratério sem a necessidade de depender de reservas metalicas finitas. Além
disso, o0 seu tamanho nanomeétrico possibilita uma maior eficiéncia volumétrica frente
aos microrganismos das MFC [47]. Também ha a possibilidade de aplicacfes in vivo
[27,48], entretanto é necessario aprimoramento da biocompatibilidade dos
componentes.

Resumidamente, as EBFC proporcionam meios de se obter energia limpa e
renovavel em pressado ambiente, pHs e temperaturas alternativas de trabalho, e assim,
tem atraido o interesse de diversos grupos de pesquisa devido ao seu alto potencial
tecnolégico [27,46,49]. Entretanto, a energia produzida pelas EBFC é menor que as
das células a combustiveis metélicas [46], além de ndo possuir a capacidade de ser
operada durante anos como as MFC [50]. Sendo assim, existem topicos a serem

aprimorados e estudados.



1.2.2. Cascata enziméaticas em biocélulas a combustiveis

Um dos tépicos mais importantes no desenvolvimento de uma EBFC é a
densidade de corrente e de poténcia, os valores obtidos precisam ser maiores para
tornar viavel uma aplicagcdo comercial. Uma das maneiras que este aumento pode ser
obtido é através da utilizac&o total da energia disponivel no combustivel, isto €, obter
todos os elétrons possiveis da reacao quimica. Uma célula a combustivel de etanol
20% (m/m) oxidando o etanol até &cido acético (n =4) apresenta uma densidade de
poténcia de 363 W h Lt muito inferior ao valor teérico maximo de 5442 W h L caso
0s 12 elétrons fossem transferidos [51]. Portanto, tendo em vista a alta seletividade
da maioria das enzimas, normalmente deve-se empregar mais de um catalisador
biol6gico para se atingir a oxidacdo completa do combustivel.

A primeira EBFC aplicando uma cascata enzimatica para a completa oxidacao
de um Aalcool foi realizada por Palmore et al. [52] onde aplicaram um conjunto de
enzimas contendo alcool desidrogenase (ADH), aldeido desidrogenase (AldH) e a
formato desidrogenase (FoDH) em solugéo, e com sucesso oxidaram completamente
0 metanol. Vérios trabalhos posteriores foram realizados, muitos deles utilizando os
rotas metabdlicas de compostos para propor a cascata enzimatica [46,49].

Xu et al. prepararam uma biocélula utilizando 6 enzimas: glicose
desidrogenase, gluconato 2-desidrogenase, aldolase, ADH, AldH e oxalato oxidase,
as quais foram empregadas para realizar a oxidacdo completa da glicose e obter os
24 elétrons possiveis [53]. Obteve-se um valor de 6,74 + 1,43 uyW cm? e 31,5 £ 6,5
MA cm2, um aumento de 46,8 e 33,9 vezes na densidade de poténcia e corrente
respectivamente em relacéo ao sistema com 2 enzimas. Em 2017, Wu et al. utilizaram
nanodots de carbono como matriz de imobilizacdo da lacase no biocatodo e uma
cascata enzimatica no bioanodo contendo ADH, AldH e FoDH, com objetivo de oxidar
por completo o metanol [37]. O bioanodo também foi revestido com azul de metileno
polimerizado para atuar como eletrocatalisador na oxidacdo de NADH para NAD* e
diminuir o sobrepotencial de oxidacdo. Esta EBFC atingiu um potencial de circuito
aberto (PCA) de 0,71 + 0,02 V e uma densidade de poténcia de 68,7 + 0,4 uyW cm™.

J& Sokic-Lazic et al., em 2011, aplicaram um conjunto de 8 enzimas (piruvato
desidrogenase, citrato sintase, aconitase, isocitrato desidrogenase, a-cetoglutarato
desidrogenase, succinil CoA sintetase, fumarase e malato desidrogenase) para

realizar a oxidacdo completa do lactato [54]. Relataram um valor de densidade de



corrente de 3,32 + 0,11 mA cm™ e de poténcia de 827 + 21 yW cm?, valores 21 e 18
vezes superior ao do eletrodo com apenas uma unica enzima. Em 2008, o0 mesmo
grupo ja havia replicado o ciclo do acido citrico para obter a oxidacdo completa do
etanol pela imobilizagdo de 10 enzimas sobre um eletrodo, os valores de densidade
de poténcia e corrente foram 9 e 10 vezes superiores ao do eletrodo com apenas uma
enzima [38]. Entretanto, este aumento foi inferior ao esperado, o qual foi atribuido a
inibicdo de enzimas da cascata pelos produtos intermediarios formados durante a
oxidacgao progressiva do etanol.

As cascatas enzimaticas geram um aumento na energia obtida, pois possibilita
uma oxidacdo maior do combustivel, aumentando os valores de densidade de
corrente e poténcia. Porém, ndo é facil encontrar biocatalisadores compativeis para
todas as etapas, a estabilidade é determinada pela enzima mais instavel, enzimas
podem diferir nos pHs 6timos de atuacdo; a expansdo no numero dos componentes
torna o processo mais complexo e mais caro, e 0 aumento da densidade energética
pode ser menor que o tedrico esperado [46]. Estudos realizados por Neto et al.
revelaram que o aumento da quantidade de enzima imobilizada na superficie do
eletrodo leva a uma diminuicdo na estabilidade o sistema [39]. Neste estudo, os
autores utilizaram o LPEI (polimero linear de etileno imina) como matriz de
imobilizacdo e o EGDGE (etilenoglicol diglicidil éter) como um agente crosslinking,
sobre o qual foi imobilizado e estudado enzimas para que obtivesse a oxidacao
completa do etanol. A partir de 3 enzimas o0s autores relataram a perda da atividade
catalitica, a qual pode ser atribuida ao impedimento estérico, a0 aumento da
quantidade de material sobre o eletrodo e a pouca robustez do filme. Todos esses
obstaculos dificultam a chegada dos substratos aos sitios cataliticos da enzima e

causam a instabilidade do material com os incrementos de enzima.

1.2.3. Sistemas hibridos em biocélulas a combustivel

A utilizacdo de sistemas hibridos, que combinam as vantagens de uma
oxidacdo enzimatica com um outro catalisador, organico ou inorganico, pode
contornar os problemas de estabilidade na imobilizacdo de um numero grande de
enzimas. Todavia, deve-se destacar que uma EBFC hibrida é diferente de uma EBFC
gue utiliza mediadores eletrdnicos nao bioldgicos como organometalicos e corantes.

Em uma EBFC hibrida temos enzima(s) e catalisador(es) néo biologico(s) trabalhando



em conjunto na oxidacdo/redugdo ou gerando um combustivel que seja
oxidado/reduzido pelo outro catalisador (cascata). Entretanto, ha sistemas que o
catalisador abidtico apenas melhora caracteristicas como a area do eletrodo e a
condutividade, ndo atuando em cascata com a enzima.

Devido ao desafio de adequar as condicbes otimas de atividade de dois
catalisadores, a maioria dos trabalhos de biocélulas hibridas ndo atuam em cascata.
Além disso, boa partes desses trabalhos s&o aplicados a glicose [42,55-60],
particularmente pela possibilidade de sua aplicagdo in vivo, permitindo um maior
avanco nas pesquisas com este combustivel. Kwon et al. aplicaram fibras de algodao
modificadas com ouro em conjunto com a GOXx, as fibras metalicas aumentaram a
condutividade entre a enzima e o eletrodo [60]. Foi obtido um valor de 3,7 mW cm™
sem a necessidade de mediadores redox, sendo este o maior valor de densidade de
poténcia reportado para um biocélula glicose/O. até o momento. Outro trabalho
interessante foi o de Dector et al., no qual foi utilizado como bioanodo hibrido a
combinacdo da GOx com carbono Vulcan, MWCNT e glutaraldeido (GA), e como
catodo um eletrodo de Pt/C [57]. A biocélula microfluidica operada com 5 mmol L de
glicose no sangue humano apresentou tensao de circuito aberto (VCA) de 0,52 V e
densidade de poténcia de 0,20 mW cm (em 0,38 V) e 1,1 mA cm™ de densidade de
corrente.

Para outros combustiveis, os trabalhos ndo séo tdo abundantes, mas existem
varios exemplos de destaque. Para a oxidacdo de hidrogénio, Gentil et al.
incorporaram 0 aminodcido arginina no complexo de niquel bis-difosfina
(INi"(P€Y2NA93)2]7*), imobilizando-o sobre nanotubos de carbono modificados por
grupos de acido naftoicos [61]. Este sistema se mostrou ativo para a oxidacédo de H2
no pH entre 0,3-9. A combinacao do sistema hibrido com um biocatodo de bilirrubina
oxidase de Myrothecium verrucaria (MvBOD) atingiu uma poténcia aproximada de 2
mW cm2 em tampéo fosfato pH 5 a 25°C e um VCA de 1,0 V. Notavelmente, este é o
maior valor de poténcia reportado até o momento para uma biocélula de hidrogénio.

Ja os trabalhos de EBFC empregando cascata enzimatica hibrida sdo escassos
na literatura, apesar do seu potencial de gerar valores altos de poténcia e corrente. A
maioria dos trabalhos focam no etanol e glicerol [62—-68], que sdo duas moléculas com
alta densidade energética onde, em baixas temperaturas, os catalisadores metélicos
falham em quebrar a ligacdo C-C [62,69]. O glicerol € um subproduto da producédo do

biodiesel, e apresenta a possiblidade de gerar produtos de oxidagcdo com alto valor
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agregado [70]. Ja o etanol € um alcool de alta densidade energética, que possui uma
cadeia de producdo e distribuicdo bem segmentada no Brasil [71].

Um trabalho muito importante para o desenvolvimento de biocélulas hibridas
gue operam com &lcoois foi o de Hickey et al. que aplicaram o catalisador organico
TEMPO-NH2 em conjunto com a enzima OxOx para oxidar completamente o glicerol
[66]. A formacdo de CO: foi comprovada pelas andlises de RMN®C. Um passo
importante deste trabalho, foi juntar dois catalisadores distintos em condi¢cdes que
ambos fossem ativos; uma enzima promiscua (OxOx) [72], que reage com alguns
compostos carboxilicos além do seu substrato especifico (oxalato) [73—-76] junto com
um catalisador organico que oxida alcoois para aldeidos e &cidos carboxilicos, mas
nao cliva a ligagdo C-C. A aplicacdo em conjunto desses catalisadores, permitiu, com
sucesso, a elaboracdo de uma cascata hibrida que possibilitou a oxidacdo completa
do glicerol.

Em seguida, foi reportado sistemas com metodologia semelhante, destaca-se
os trabalhos reportados por Franco et al. que, com sucesso, conseguiram oxidar
completamente o lactato [77] e o etanol [68] em sistemas aplicando o hibrido TEMPO-
NH2 em conjunto com a oxalato descarboxilase (OxDc). Em outro trabalho foi utilizado
0 pireno-TEMPO, imobilizado junto com nanotubos de carbono de parede mdltiplas
funcionalizados com grupos carboxilicos (MWCNTs-COOH), em conjunto com a OxDc
para a oxidacdo completa do etanol [67]. Além disso, este sistema € extremamente
estavel, pois ap6s 10h de eletrdlise a 0,8 V vs ECS em tampao citrato-fosfato, pH 5,2
a densidade de poténcia caiu apenas 13% em comparacao ao eletrodo antes do
experimento.

Para oxidar completamente o combustivel em cascatas hibridas ndo é
necessario a utilizacdo de varias enzimas, nem condicbes extremas de pH e
temperatura das células a combustiveis com catalisadores metélicos. Isto evita os
problemas de estabilidade enfrentados pelas cascatas enziméticas, e as condi¢cfes
de operacdes dos catalisadores metalicos, possibilitando a oxidacdo completa em um
sistema com menos componentes e em condi¢cdes brandas. A Tabela 1 contém um
resumo de trabalhos da literatura que aplicaram cascatas hibridas no desenvolvimento

de biocélulas.
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Tabela 1: Sistemas com cascata hibrida em biocélulas a combustivel.

Sistema Combustivel VCA Poténcia Imax Ref.
V) (WA cm?) (WA cm?)
GA/AUNPs/CNFs Glicose * 91,4 304 [56]
TEMPO-NH2+Ox0x Glicerol * * 875 [66]
TEMPO-NH2+0OxDc Glicerol * * * [63]
MWCNT/TEMPO- Glicerol * * 1300 [64]
LPEI/OxDc
MG/MWCNTs/TEMPO- Etanol 0.649 378,2 1087 [62]
LPEI/ADH+AIdDH+NAD*
MWCNT-COOH/TEMPO- Etanol 0.492 302,5 821,1 [65]
LPEI/OxOx
MWCNT-COOH/Pireno- Etanol 0.598 388 690 [67]
TEMPO/OxDc
TEMPO-NH2/OxDc Etanol 0.468 78 353 [68]
TEMPO-NH2/OxDc Lactato * * 23000 [77]

*valor ndo relatado

Resumidamente, a construgcdo das biocélulas hibridas busca agregar a
caracteristicas da enzima com algum outro componente, que possa aumentar a
condutividade, estabilidade e a area do eletrodo, mas principalmente aumentar a
quantidade de energia obtida. E uma area em expansdo de grande potencial, que
pode ajudar a enfrentar os desafios no desenvolvimento de biocélulas e até mesmo

das células a combustiveis tradicionais.
1.3 ENZIMA OXALATO OXIDASE: OxOx
Descoberta por Houget et al. [78] em 1927, a OxOx de classificacdo enzimatica

EC 1.2.3.4, catalisa a reacdo de oxidacdo do oxalato para CO2 reduzindo oxigénio

para peroxido de hidrogénio [79] (Figura 5).
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Figura 5: Reacédo catalisada pela OxOx.
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Fonte: Moussatche et al. [73].

Enzimas que degradam oxalato possuem diversas aplicacfes, entre elas: na
industria de papel e biorremediacédo de residuos industrias [80,81], na producéo de
plantas transgénicas [82], em ensaios clinicos de determinacdo de oxalato na urina
[83] e sangue [84]. A OxOx ja foi detectada no trigo [78,85], milho, aveia, arroz e
centeio [86], sorgo [74], beterraba [87], morango [88], cevada [89,90], bactérias [91],
fungos [75] e em tecidos de plantas [92]. Nas plantas, uma das suas funcdes € no
mecanismo de defesa contra fitopatégenos que liberam oxalato, no qual o H20:2
formado pode servir como um fungicida ou como molécula sinalizadora para o sistema
de defesa [86,93]. As mais exploradas e melhores caracterizadas na literaturas séo
as OxOx da farinha de trigo e cevada [79,85,93,94].

A OxOx de Ceriporiopsis subvermispora foi primeiramente identificada por
Aguilar et al. [75]. Neste fungo, basidiomiceto ligninolitico, é proposto que a OxOx é
transportada para o espaco periplasmatico, no qual ela oxida o acido oxalico liberado
durante o crescimento do fungo, com o objetivo de prover tracos de peroxido
hidrogénio para as peroxidases de manganés [75,95,96]. Estas peroxidases sao
importantes para o desenvolvimento do fungo, pois catalisam a oxidacdo de Mn?* para
Mn3*, os quais podem oxidar residuos fendlicos presentes na lignina [75].

O ponto isoelétrico da OxOx de Ceriporiopsis subvermispora € de 4,2, tendo
pH de 3,5 e 45 °C como condi¢Oes ideais de atividade [75]. Este pH 6timo é 0 mesmo
encontrado para OxOx extraida da cevada [76] e proximo ao de pH 5,0 e 40 °C
reportado para a enzima extraida das folhas de sorgo [74]. Sua massa molecular
descrita na literatura é 65,5 kDa para a subunidade e de 400 kDa para a estrutura
proteica como um todo da enzima nativa [75]. Mas também ja foi reportado o valor de

66 kDa para a proteina purificada [73].
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Apesar de ndo termos uma descri¢cao estrutural detalhada da OxOx [73], foi
determinado por dados sequenciais e modelagem que ela é considerada a primeira
enzima identificada que contem manganés e catalisa a oxidacéo de oxalato [73,97,98].
Além disso, ela apresenta um codigo sequéncia 49% semelhante a OxDc microbiana
[97]. Andloga a OxOx, a OxDc catalisa a quebra a ligacdo C-C do oxalato, entretanto
formando CO:2 e formato, em uma reacdo que ndo ha uma oxidagdo ou reducdo
resultante [99]. Elas podem apresentar parte da atividade semelhante uma das outras,
ou seja, a OxOx pode se comportar em partes como a OxDc e vice-versa [73,97,100].

O mecanismo da OxOx ndo foi elucidado, porém investigacdes com técnicas
de espectroscopia UV-vis, estudos de spin trapping e estudos estruturais de OxOx de
cevada, propuseram um provavel mecanismo [79,93,99,101]. Nestes estudos, o
oxalato se liga diretamente ao Mn(ll), seguido da oxidacao para Mn(lll) e a formacéao
de uma espécie radicalar intermediaria, em seguida ocorre uma transferéncia
reversivel de elétrons acoplada aos prétons que facilita a descarboxilacdo para

produzir um radical formil ligado ao manganés, como apresentado na Figura 6.

Figura 6: Proposta de mecanismo da oxidag&o de oxalato pela OxOx
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Fonte: Adaptado de Moussatche et al. [73].

A OxOx é considerada uma enzima promiscua [72], isto se deve a sua
caracteristica de reagir com outros substratos além do seu principal. Ja foi relatado na
literatura a capacidade da OxOx em reagir com acido carboxilicos simples como &acido
oxalico, acido glioxilico, acido maleico [91] e acido mesoxalico [51]. No entanto, ela

nao é capaz de reagir e oxidar alcoois como etanol [65] e glicerol [66].
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Para atingir a completa oxidagdo de &lcoois um outro catalisador deve ser
utilizado em conjunto. Esta estratégia foi utilizada por Franco et al. que desenvolveram
um bioanodo hibrido com o catalisador organico TEMPO modificado com o
polietilienoimina linear (TEMPO-LPEI) em conjunto com a OxOx e MWCNTs-COOH,
no qual foi possivel oxidar o etanol a CO:2 e coletar 12 elétrons por molécula [65]. O
sistema MWCNT-COOH/TEMPO-LPEI/OxOx demonstrou o efeito sinérgico dos
componentes, gerando, nos experimentos de eletrolise, uma corrente 3 e 2,5 vezes
maior que os sistemas MWCNT-COOH/LPEI/OxOx e MWCNT-COOH/TEMPO-
LPEI/BSA respectivamente. A aplicacdo da OxOx € necesséria para que a ligacao C-
C seja clivada, sem ela o sistema apenas com o catalisador TEMPO-LPEI nédo
conseguiria oxidar por completo o etanol, impossibilitando a coleta dos 12 elétrons.
Outros trabalhos utilizando a propriedade de clivar ligacdes C-C da OxOx e a da OxDc,
foram descritos na literatura para o glicerol [63,64,66], etanol [62,67,68] e lactato [77],
no quais foi possivel oxidar por completo estas moléculas ao trabalhar em conjunto
com catalisadores organicos.

A enzima OxOx, devido a sua propriedade de reagir com acidos carboxilicos
simples, possui grande potencial de ser aplicada em sistemas hibridos de biocélulas
a combustiveis. Entretanto, € necessario a escolha de catalisadores que possam
trabalhar na mesma faixa de pH que a enzima, e se esses catalisadores formem

subprodutos acidos a partir do combustivel, para posterior atuacdo da OxOx.

1.4. CATALISADOR TEMPO E SEUS DERIVADOS

Muitas das enzimas utilizadas nos estudos de desenvolvimento de biocélulas
sao limitadas pela sua estabilidade, elevada especificidade do substrato e diferentes
condicGes operacionais (pH, temperatura e eletrélitos). Por outro lado, catalisadores
organicos, tais como N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPQO) ndo possuem esta
especificidade, tendo como funcdo a oxidacdo de uma ampla gama de grupos
funcionais contendo oxigénio, nitrogénio e enxofre [66], tais como alcoois e aldeidos
[102] e na oxidacdo de aminas para aldeidos, cetonas ou nitrilas [103] a temperatura
ambiente.

TEMPO e seus derivados sdo amplamente usados em sinteses por serem
econdmicos, seguros [104] e capazes de realizar oxidacdes especificas ajustando-se

as condi¢gOes reacionais [105]. A sua utilizagdo como catalisador de reacdes de
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oxidacao é vantajosa, pois os métodos tradicionais utilizam reagentes toxicos ou que
geram residuos toxicos, como 0s meétodos baseados em crémio, didxido de
manganés, dimetil sulfoxido, 6xido de prata e periodanos [106—109]. Além desta
funcéo cléssica, eles possuem aplicacbes no desenvolvimento de baterias [110] e
células solares [111].

O mecanismo na oxidacdo de um substrato se baseia na formacao do cation
oxoamonio a partir do radical nitroxil (I), que pode ocorrer com a adicdo de um oxidante
ao meio reacional ou eletroquimicamente [112]. Este ion tem a atividade oxidante para
alcoois primarios, e quando ele age o oxoamdnio (I) reduz para a forma hidroxilamina
(111), a qual pode ir para uma segunda oxidacao e regenerar o cation oxiamonium. Esta
segunda oxidacdo pode ocorrer quando a hidroxilamina € oxidada pelo radical
oxiamonium presente na solugdo, pela acdo de um outro oxidante ou
eletroquimicamente [112-115]. A Figura 7 esquematiza 0 mecanismo de agédo do
TEMPO.

Figura 7 - Mecanismo de agdo do TEMPO. I- radical nitroxil. 1I- cation oxoamdnio. Ill- hidroxilamina
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Fonte: Adaptado de Bragd et al. [116].

A modificacdo do TEMPO permite ajustar as propriedades para a aplicacdo
desejada. Um desses derivados o TEMPO-NH:z , apresenta uma propriedade interessante
de ser ativo em condi¢Bes acidas, como estudado por Hickey et al. [66]. Esta caracteristica
permite usar o TEMPO-NH2 em conjunto das enzimas OxOx ou OxDc que atuam em pH

acidos. Desta forma é possivel propor sistemas hibridos que compensem as limitagdes
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individuais, combinando as vantagens de enzimas capazes de quebrar eficientemente as
ligacbes C-C aliada aos catalisadores organicos. Tem-se como exemplos os trabalhos
desenvolvidos por Franco et al. [68,77] e Hickey et al. [66] que aplicaram o TEMPO-NH:2
em conjunto com a OxOx para obter a oxidagdo completa do etanol, lactato e glicerol.

1.5 NANOTUBOS DE CARBONO, DERIVADOS E
ELETROCATALISADORES

O carbono € um dos elementos mais importantes do planeta e comp&em tantos
compostos que tém um ramo da quimica dedicado apenas para eles, a Quimica
Organica. Este elemento pode se ligar entre si formando al6tropos, o0s quais
apresentam propriedades distintas [117], sendo eles o diamante, grafite, grafeno e
fulerenos, dentro deste Ultimo temos os nanotubos de carbono.

Os nanotubos de carbono tiveram sua descoberta atribuida a Lijima em 1991
[118]. Podendo ser divididos em dois tipos: os de paredes simples (SWCNT, do inglés
single wall carbon nanotubes) e os de paredes mdultiplas (MWCNTs, do inglés
multiwalled carbono nanotube) [119] (Figura 8). Podemos considerar o0 SWCNTs
como uma folha de grafite enrolada formando um cilindro, e os MWCNTs um conjunto
destas folhas enroladas organizadas de forma concéntricas interagindo por forcas de
van der Waals [120]. Os nanotubos podem ter diferentes diametros, quiralidade e
tamanho [121]. A folha de grafeno € composta por atomos de carbono ligados entre si
em ligacGes covalentes com configuracdo sp? formando um arranjo hexagonal. O
didmetro do SWCNT varia de aproximadamente 0,4 nm até valores superiores 3 nm

e para os MWCNTSs este valor varia de aproximadamente 1,4 até 100 nm [122].
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Figura 8 - Nanotubos de carbono. a) SWCNTs. b) MWCNTS.

MWCNT

Fonte: adaptado de Vidu et al. [123].

MWCNTs exibem grande &area de superficie especifica [124], alta resisténcia
mecanica, podendo ser condutor ou semicondutor [120], alta condutividade térmica
[125], excelente biocompatibilidade e propriedades anti-incrustantes [126,127]. A

Tabela 2 resume algumas das propriedades fisicas dos nanotubos.

Tabela 2: Propriedades fisicas dos MWCNTs e SWCNTSs.

Propriedade SWCNTs MWCNTSs
Densidade (g cm®) 0.8 1.8
Condutividade elétrica (S cm™) 10%-10° 103-10°
Mobilidade elétrica (cm? V! s?) ~10° 10°-10°
Condutividade térmica (W mK™) 6000 2000
Estabilidade termica no ar (°C) >600 >600

Fonte: adaptado de Ma et al. [128].

Os MWCNTs possuem aplicagcbes em diversas areas, na eletroquimica se
destacam a sua utilizacdo em sensores [129,130], capacitores [131,132], baterias
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[133,134], células a combustiveis [135,136], biocélulas a combustiveis microbianas
[137,138], biocélulas a combustiveis enzimaticas [26,42] e no preparo de

catalisadores em geral [139,140].

No campo da bioeletroquimica, MWCNTSs provaram ter boa capacidade de se
comunicar eletricamente com muitas enzimas [26,141]. Nas biocélulas a combustivel
melhoraram o desempenho tanto do bioanodo como do biocatodo, aumentam a area
superficial e a condutividade. Além disso, eles facilitam a transferéncia eletrénica, pois
0 seu pequeno didmetro permite maior aproximag¢ao com os sitios ativos das enzimas
[121].

O aumento do namero de publicacbes envolvendo CNTs em biocélulas nos
anos de 2004 a 2009 foi um dos tépicos discutidos por Cosnier et al. [26]. A Figura 9
mostra este crescimento atualizado até o ano de 2021 através de uma pesquisa no

banco de dados do Science Direct.

Figura 9 - Pesquisa bibliografica conduzida no Science Direct utilizando o termo “biofuel cell”
(vermelho), “biofuel cel/lCNT” (verde) e “biofuel cellMWCNT” (azul). Pesquisa realizada em agosto de
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Fonte: autoria prépria.

Nanocatalisadores baseados em Pt sdo popularmente aplicados na
eletroxidacdo de alcoois, principalmente em razdo da sua atividade catalitica em
baixas temperaturas [142]. Entretanto, apresentam a desvantagem do alto custo,
reservas finitas e perda de atividade pelo envenenamento por espécie que adsorvem

sobre a Pt [70]. Sendo assim, o desenvolvimento de catalisadores agregando a Pt
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Com um ou mais metais, se tornou uma alternativa para diminuir o custo e enfrentar a
perda de atividade [142].

O catalisador bimetalico PtSn € uma dessas possiveis combinacdes que podem
ser aplicadas na oxidacao de alcoois [143-145]. Para a oxidacao do etilenoglicol as
nanoparticulas de PtSn ja foram preparadas por diferentes metodologias e razbes
molares, sendo depositadas sobre Carbon Vulcan XC72R [145-150]. Em 2017
Krzysztof Miecznikowski utilizou MWCNTs modificado com oxido de tungsténio (WO3)
como suporte para nanoparticulas de PtSn [151]. Em eletrélito 0,5 mol L't H2SO4 foi
possivel atingir uma densidade de corrente 79,8 mA cm e 20,5 mW cm de poténcia.
Além disso, foi identificado por Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier a formagéo de COo..

A utilizacdo de MWCNTs como suporte de nanocatalisadores é bastante
interessante e ja é explorada nos estudos de células a combustivel tradicionais [152—
154]. A unido destes nanocatalisadores com biomoléculas, pode permitir o
desenvolvimento mais aprimorado de EBFC, devido a um possivel efeito sinérgico
destes componentes. Neto et al. observaram uma melhora significativa ao aplicarem
MWCNTs-Au no desenvolvimento de biocélulas a combustivel de etanol [155] e
glicose [42]. A construgcdo C/MWCNTs-Au/ADH atingiu valor de 0,61 £ 0,05V e 155 +
11 mW cm?, ja a construcdo C/MWCNTs-Au/GOx/pollipirol-ferroceno/ os valores de
647 + 18 mV e 190 + 11 mW cm™2.

1.6 ETILENO GLICOL E BIOCELULAS A COMBUSTIVEIS

O EG é um combustivel com uma alta densidade energética (5,3 kWh kg™)
[156], apresenta ponto de ebulicdo alto (197 °C) quando comparado com metanol
(64,7 °C) e etanol (78,2 °C). Ele é utilizado em fluidos anticongelantes, dleo de freios,
tintas, plasticos e como solvente [157]. Ele é toxico para os seres humanos, sendo
metabolizado no figado, gerando metabdlitos que podem afetar 6rgaos e o sistema
nervoso central [158-160]. O EG é um combustivel amplamente estudado nas células
a combustiveis tradicionais [153,154], porém, apenas um unico trabalho empregando
esse combustivel nos estudos de biocélula enzimatica foi reportado até o momento.
Falase et al. imobilizaram ADH em um filme eletropolimerizado de verde de metileno
(PVM), juntamente com MWCNTs e PtRu nanoestruturado [161]. A densidade de
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corrente para oxidacdo de EG na presenca de nanoparticulas de ruténio (PVM-PtRu-
ADH) foi 1,2 vezes maior em comparacdo com o sistema PVM-ADH. Uma
possibilidade de aplicacéo futura seria o preparo de um sensor auto alimentavel que
fosse movido pelo EG e detectasse a presenca dele. Portanto, a investigacéo de EG
em EBFC é de extremo interesse e promissora, ja que os trabalhos nesta area sao

€SCassos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é o desenvolvimento de sistemas hibridos para
aplicacdo em biocélulas a combustivel visando a obtencéo da oxidacdo completa da
molécula de EG através de uma cascata catalitica. Foram investigados dois sistemas:
C/MWCNTSs-PtesSnss/OxOx,EG//C/Pt,02 e C/ITEMPO-NH2,0xOx,EG//C/Pt,02. Como

objetivo especifico, destaca-se:

e Preparar e caracterizar os sistemas hibridos (MWCNTs-metal+OxOx) e
(TEMPO-NH2+Ox0Ox) na presenga e auséncia de enzima,;

e Analisar a oxidacdo do EG nos dois sistemas acima na presenca e auséncia
da enzima OxOx, objetivando verificar a atividade catalitica e os subprodutos
de oxidacéo formados;

e Analisar a oxida¢cao dos subprodutos identificados na oxida¢do do EG nos dois

sistemas hibridos e propor um provavel mecanismo catalitico.
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3. METODOLOGIA

3.1. MATERIAIS

Enzimas de restricdo Xbal e Xhol, vetor pPICZaA da Invitrogen. Extrato de
levedura, peptona, agar, zeocina, glicose, sulfato de amonio, base de nitrogénio para
leveduras com sulfato de amoénio, biotina, HRP (peroxidase de rabano), indicador de
oxidacdo ABTS (2,2'-Azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) sal diamdnio,
acetato de sodio, acido fosforico, BSA (Albumina de soro bovino, do inglés bovine
serum albumin) glicerol, Nafion® 5%, brometo de tetra-n-butilambénio (TBAB),
propilenoglicol, SnClz, H2PtCle.6H20, H2SO4, NaOH 50-52%, TEMPO-NH2 (4-Amino-
2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil), glicoaldeido, acido glicélico, acido glioxilico e acido
oxalico e Na2COs da Sigma-Aldrich. Glicerol, acido acético e etanol 95% da Labsynth.
Oxalato de sodio, etanol HPLC, citrato de sodio, HAuCls, Isopropanol HPLC, éter
diglicidilico de etilenoglicol (EGDE), HCl e acido citrico da Merck. Coomasie Blue G250
da BioRad. Nitrogénio gasoso comercial 4.0 99,99% da Air Liquide.

MWCNTs (OD < 8 nm, ID = 2-5 nm, OL = 10 - 30 mm) foram adquiridos da
Cheap Tubes. As solucdes tampdo de acido citrico-fosfato 150 mM (pH = 5,5) e
acetato 50 mM de pH 4,0 foram preparadas dissolvendo as quantidades apropriadas
de sais em &gua ultrapura. Todas as solu¢des foram preparadas com agua de alta

pureza de um sistema Millipore Milli-Q.

3.2. METODOS

3.2.1. Expressao e obtencdo da enzima OxOx

A OxOx (E.C. 1.2.3.4) foi obtida previamente pelo nosso grupo de pesquisa
[65], através da expressao do seu gene clonado no vetor pPICZaA como descrito por
Moussatche et al. [73]. No qual a sequéncia codificadora para a OxOx da
Ceriporiopsis subvermispora foi amplificada por PCR (reacdo em cadeia da
polimerase, do inglés polymerase chain reaction). O produto da PCR foi digerido com

as enzimas de restricdo Xbal e Xhol e clonado no vetor pPICZaA (Invitrogen). Em
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seguida, o vetor foi introduzido na Pichia pastoris KM71H pela técnica de
eletroporacdo como descrito no manual da Invitrogen [162].

Realizou-se primeiro o cultivo da Pichia pastori KM71H em placas de Petri
(Figura 10) utilizando o meio de cultivo YPD (abreviado do inglés, Yeast extract —
Peptone — Dextrose). O YPD foi preparado em uma solugéo contendo 1% de extrato
de levedura, 2% de peptona, 2% agar e 50 ug mL* de zeocina, sendo em seguida
levada a autoclave junto com as ponteiras, micropipetas e tubos a serem utilizados
posteriormente. Separadamente, autoclavou-se uma solugao de glicose 20% para ser
adicionada ao meio até atingir uma concentracdo de 2%. Realizou-se o repique da
Pichia pastoris KM71H para as placas apds o meio ja ter se solidificado, armazenando-
as por 24h em uma estufa a 28°C. A selecdo das mutantes que receberam o vetor é

feita pela resisténcia a zeocina presente no meio.

Figura 10 - Placa de cultivo da Pichia pastori KM71H utilizando como meio o YPD.

Fonte: autoria prépria.

O segundo cultivo foi realizado em meio minimo tamponado (MMT) o qual é
composto por 100 mmol L de sulfato de aménio pH 6, 1,34% base de nitrogénio para
leveduras com sulfato de amonio, 4.10° % de biotina e 1% de glicerol. Foi preparado
200 mL desta solugdo em um erlenmeyer, transferiu-se parte da coldnia cultivada nas
placas de Petri selecionadas pela zeocina e manteve-se durante 24h em uma
Incubadora Shaker a 29°C e 200 rpm. O glicerol neste meio tem funcéo de ser alimento
das células para o seu crescimento.

Em seguida, as células cultivadas foram precipitadas por centrifugacdo e

transferidas para um meio de mesma composi¢cdo, no qual foi adicionado 0,5% de
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metanol. Manteve-se o erlenmeyer contendo o meio em uma Incubadora Shaker a
29°C e 200 rpm e repetiu-se esta adicdo de 0,5% de metanol por mais dois dias a
cada 24h. A adicdo de metanol tem a funcdo de induzir a secrecdo da OxOx
expressada pela Pichia pastori KM71H ao meio extra celular. Apés os trés dias de
inducédo, a solugéo foi centrifugada em tubos tipo Falcon para a obtencdo do
sobrenadante, no qual a enzima esta presente.

A enzima obtida foi concentrada utilizando o equipamento Labscale™ TFF
System da Millipore em um processo de ultrafiltracdo utilizando como membrana um
cartucho Biomax 5 50 cm?, o qual reteve em seu filtro proteinas com tamanho
superiores a 5 kDa. Este experimento foi realizado em uma camara fria, sendo o
equipamento resfriado por cerca de 1h antes de comecar a filtracdo, para diminuir a

possibilidade de desnaturacdo das proteinas.
3.2.2. Atividade enzimética

Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados de forma semelhante ao
descrito por Requena e Bornemann [163]. A formacdo de H20:2 pela OxOx foi
analisada através do acoplamento da reacdo com a enzima HRP, mediada pelo
indicador de oxidacdo ABTS. Em um volume final de 1 mL foi preparada uma solucéo
com 50 pumol L* de ABTS, 25 U de HRP, 5 mmol L de oxalato de sédio e 10 L da
solucdo enziméatica, em tampao acetato pH 4,0. Monitorou-se a absorbancia em 650
nm, banda de absorcdo caracteristica da oxidacdo do ABTS, a qual possui um
coeficiente de absortividade molar de 10.000 L mol* cm™. Para estes experimentos,
utilizou-se o espectrofotdmetro modelo Cary 60 UV-Vis da Agilent Technologies e uma
cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6tico.

Calculou-se a velocidade determinando-se o coeficiente angular da curva nos
primeiros minutos da reacdo, quando o grafico de absorbancia versus o tempo
apresentava um comportamento linear. Aplicou-se a formula descrita na Equacéo 1
para o célculo da atividade em U mL:.

a.10°Veypeta

Atividade enzimatica = (1)
EVEnzima

a= coeficiente angular da curva de absorbancia versus o tempo (Abs min-t);
Veubeta= VOlume final da solugéo na cubeta (mL);

Venzima= vVolume de enzima adicionado no ensaio (mL);
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e= coeficiente de absortividade molar 10.000 L mol* cm™.

Realizou-se de forma semelhante os ensaios aplicando como substrato os
produtos de oxidacdo do EG: glicoaldeido, acido glicélico, &cido glioxilico e acido
oxalico.

A guantidade de proteina foi determinada por uma curva de Bradford [164]. Este
ensaio consiste na formacao do complexo da proteina analisada com a Coomasie
Blue G250, gerando um aumento de absorbancia em 595 nm que pode ser aferido e
correlacionado com a concentragao.

A curva analitica e a analise da amostra foram realizadas em uma microplaca
de 96 pocos. Para o preparo do reagente Coomasie Blue G250, 100 mg foi dissolvido
em 50 mL de etanol 95% e 100 mL de acido fosférico 85% (m/v), sendo em seguida
diluido para 1 L. Esta solugédo deve ser filtrada em papel Whatman sempre que for
utilizada. Além disso, preparou-se uma solucdo de BSA 0,2 mg mL?1. A Tabela 3

contém o protocolo e preparo das solucdes, as analises forma realizadas em triplicata.

Tabela 3: Protocolo da quantificacéo proteica pelo método de Bradford.

Poco H20 (uL) BSA 0,2 mg BSA (ug) Reagente de
mLt (uL) Bradford
1 30 0 170
2 27 3 0,6 170
3 25 5 1 170
4 20 10 2 170
5 15 15 3 170
6 10 20 4 170
7 0 30 5 170
Tampéo 30* 0 170
Amostra 30* 0 170

*Foi adicionado 30 L do tampéao e da amostra ao invés de H20

Apos a andlise das atividades enzimaticas das oito colbnias selecionadas, a
gue apresentou maior atividade foi repicada em uma solucéo de glicerol e armazenada
em -80°C. A pureza desta enzima obtida foi verificada por SDS-PAGE. No qual 200
UL da solugdo enzimatica foi adicionada em um tubo Eppendorf® contendo 600 pL de

acetona. Manteve-se em banho de gelo por 15 min e realizou-se a precipitacédo
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centrifugando por 20 min a 14000 rpm. Descartou-se 0 sobrenadante e deixou o
precipitado secar. Adicionou-se apos seco 30 pL da solucdo tampéo tris 0,25 mmol
Lt pH 5,75 suplementada com glicerol 10% (m/v), SDS 8% (m/v), B-mercaptoetanol
20% (m/v) e azul de bromofenol (2 mg/L). Foi esquentado os Eppendorf® a 100 °C por
5 minutos. Com o gel feito anteriormente, analisou-se o tampao, o marcador e as
amostras, em uma corrida de 90 min, aplicando-se 180 V. A analise foi realizada com
uma solucao tampao tris 20 mmol pH 8,3, suplementada com 192 mmol glicina e 0,1%
SDS. A investigacdo das bandas foi feita por coloracéo de prata e Coomasie Blue
G250.

3.2.3. Sintese das nanoparticulas Pt:Sn

MWCNTSs-Pt7sSnzs (razédo molar Pt:Sn) foi preparada anteriormente em nosso
grupo de pesquisa como descrito na literatura [165,166]. Resumidamente, 30 mL de
propilenoglicol (atuando como agente redutor), 1,14 mL de SnCl2 (0,025 mol L?), 1,11
mL de H2PtCls.6H20 (0,077 M) e 46,6 mg de acetato de sédio (atuando como agente
estabilizador) foram adicionados em um béquer de 250 mL, mantidos sob agitacao
intensa por 5 minutos em banho ultrassbnico até se obter uma suspensao
homogénea. A razdo metal:C foi mantida em 40% (m/m) adicionando MWCNTSs (cerca
de 30 mg), previamente funcionalizado. Para a funcionalizacdo, 1,0 g de MWCNTSs foi
refluxado com 65% (m/m) HNOs por 5 horas. Manteve-se a solugéo sob agitagdo em
ultrassom por 30 min, até a obtencdo de uma suspensao homogénea. Apoés, a mistura
foi levada a um microondas comum (Panasonic NN-ST568WRU, 2450 Hz, 800 W) na
poténcia maxima por 2 min. A suspensao foi filtrada usando uma membrana de PTFE
de 0,2 um e lavada com etanol e acetona. O produto sélido foi seco em estufa a 120
°C por 2 h, sob atmosfera de N2 (fluxo de gas 0,5 L min?).

JA para o catalisador MWCNTs-Pt o mesmo procedimento descrito foi
realizado, neste caso misturando 30 mL de propilenoglicol, 1,32 mL de H2PtCls.6H20
0,077 M e 41,8 mg de acetato de sodio. A Figura 11 mostra os catalisadores obtidos

armazenados em tubos
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Figura 11 - Eletrocatalisadores metéalicos obtidos. Da esquerda para a direita MWCNTs-Pt;5Sn2s, e
MWCNTSs-Pt.

PESm Pt

Fonte: autoria prépria.

3.2.4. Caracterizagcéo do catalisador

A composicdo dos catalisadores foi analisada anteriormente em nosso
laboratério [167] por espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDX) em
um microscopio Leica da Zeiss LEO modelo SEM acoplado a um Oxford 7060 modulo
de andlise. Os padrdes de difracédo foram obtidos em um difratometro de raio-X (D5005
Siemens) operando com radiagdo de Cu Ka (A = 1.5406 A) gerada em 40 kV e 40 mA.
Os seguintes parametros foram mantidos constantes durante as andlises: faixa 26 =
20°-90°, step = 0.03° s, e tempo total de andlise = 1,97 h. As medidas do tamanho
do cristalito (D), o grau de formacéo de liga do material binario e o tratamento do DRX

foram feitos como descrito por Palma et al [143].
3.2.5. Preparo do sistema inorgéanico

Para os catalisadores metalicos, preparou-se uma tinta catalitica, através da
dispersdo das nanoparticulas metélicas (PtSn e Pt) depositadas em MWCNTSs.
Adicionou-se 2 mg dos catalisadores em um tubo Eppendorf® de 2 mL com 95 pL de
isopropanol (Sigma-Aldrich) e 5 pL de Nafion® 5% (Sigma-Aldrich) ndo modificado.
Este tubo foi submetido por irradiagcdo de ultrassom por 30 min ou até completa
formacédo de uma tinta homogénea, sendo adicionado gelo no banho regularmente
para evitar o aquecimento.

Um disco de carbono vitreo com diametro de 7 mm foi polido antes dos
experimentos eletroquimicos com alumina 1 um, 0,3 um e 0,05 um. Adicionou-se 20

UL das solucbes de catalisadores metalicos sobre o eletrodo previamente limpo
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(Figura 12-a), o eletrodo foi mantido no dessecador por 2h, antes das medidas

eletroquimicas.

Figura 12 - Eletrodos utilizados nos ensaios eletroquimicos. a) Eletrodo carbono vitreo 7 mm de

diametro. b) Papel de carbono area 1 cm?.
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Fonte: autoria propria.

Para os procedimentos de eletrolise, o suporte utilizado foi o papel de carbono
Toray® (fibra de carbono, TGP-H-060 Fuel Cell Earth, Stoneham, MA) com area de 1
cm? (Figura 12-b). 50 L da tinta catalitica metalica foi adicionado sobre a superficie
do papel de carbono. Semelhante ao suporte de carbono vitreo, estes eletrodos foram
mantidos no dessecador por pelo menos 2h. Para os ensaios de sistema hibrido a

solucéo foi suplementada com 0,03 U mL* de OxOx.

3.2.6. Preparo do sistema orgéanico

Para os ensaios eletroquimicos do sistema organico, foi utilizado um sistema
homogéneo, com todos os catalisadores em solucéo. A concentracdo do TEMPO-NH:2
foi de 5 mmol L, semelhante a reportada anteriormente [63,66,68,77], e 0,03 U mL™*
de OxOx. Aplicou-se como eletrodo de trabalho o carbono vitreo de 7 mm (Figura 12-
a) para os ensaios de voltametria e cronoamperometria, ou um suporte de papel de
carbono de 1 cm? (Figura 12-b) para as eletrélises. Estes eletrodos ndo sofreram
modificacdes. Todos o0s experimentos eletroquimicos foram realizados em tampéao
citrato-fosfato 150 mmol L pH 5,5.
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3.2.7. Voltametrias ciclicas

A caracterizacao voltamétrica dos diferentes tipos de eletrodos e sistemas foi
realizada em uma cela eletroquimica de compartimento Unico (Figura 13). Utilizou-se
o eletrodo de Ag/AgCl, KCI (sat) como referéncia, um fio de platina platinizada em
espiral (10 cm) como eletrodo auxiliar e o eletrodo de trabalho conforme descrito

anteriormente.

Figura 13 - Célula eletroquimica utilizada nas analises de voltametria ciclica e cronoamperometria.

Fonte: autoria propria.

Nos ensaios preliminares com os eletrocatalisadores metalicos, varreu-se o
potencial de -0,4 até 0,8 V vs Ag/AgCI, KCI (sat) a uma velocidade de varredura de 30
mV s! em um potenciostato da AutoLab Methrom PGSTAT 204, variando-se a
concentracdo de EG de 0-200 mmol L1. Em ensaios subsequentes, a janela de
varredura foi modificada para 0-1,0 V e 0-1,2 V vs Ag/AgCl, KCI (sat), com velocidade
de 10 mV s. Analisou-se o comportamento voltamétrico do EG para os diferentes
sistemas propostos, também para os provaveis produtos de oxidacdo formados
(glicoaldeido, acido glicolico, acido glioxilico e acido oxalico).
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3.2.8. Teste de poténcia

Os testes eletroquimicos de semi biocélula a combustivel foram realizados em
uma célula eletroquimica de dois compartimentos (Figura 14) separada por uma
membrana de Nafion®, similar a descrita por Moehlenbrock e Minteer [47]. Uma
membrana de difusdo gasosa contendo 20% de platina, prensado a quente na
membrana trocadora de prétons (Nafion® 212) (130 °C, presséo de 12,5 kgf cm por
120 s). A célula, quando ndo estava em uso, era mantida em &cido sulfarico
concentrado em seu compartimento anddico para preservar a hidratacdo da
membrana de Nafion®.

Antes das analises, o compartimento anddico da célula foi lavado com agua
ultrapura com subsequente adicdo de solucéo tampéo citrato-fosfato 150 mmol L pH

5,5 e mantido em repouso de 1h. ApGs esse procedimento, a solucao era descartada.

Figura 14 - Esquema representativo da célula eletroquimica para os testes de poténcia.

Bioanodo

Potenciostato

+
Etanol ou etileno glicol
]
k-_!
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Catodo /

O
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Fonte: Adaptado de Moehlenbrock e Minteer [47].

O compartimento catddico foi mantido em contato direto com o ar e 0 anddico
foi preenchido com 10 mL de tampéo citrato-fosfato 150 mmol L* (pH = 5,5), a
concentracéo de 0,03 U mL* de OxOx e 100 mmol L' EG para o experimento na
presenca do combustivel. Aferiu-se a VCA por cerca de 30 min ou até a estabilizacéo
da voltagem da célula. Em seguida, realizou-se uma varredura do VCA até 0 V a uma

velocidade de 1 mV s e foi calculado a densidade de poténcia.
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3.2.9. Titulagc&o cronoamperométrica (TCA)

As curvas de TCA para o EG, acido glicdlico, acido glioxilico e acido oxalico,
foram realizadas em uma célula de compartimento Unico (Figura 14) conforme descrita
no item 3.2.7. Os potenciais investigados era fungcdo das condi¢cdes experimentais e
foram mantidos fixos em 0,5; 0,75 ou 0,9 V vs Ag/AgCI, KCI (sat). Inicialmente,
realizou-se a cronoamperometria apenas na presenca de eletrolito de suporte (ES)
por 3 min. Logo apéds, foram realizadas adi¢cdes sucessivas dos substratos variando a
concentracédo de 0-200 mmol L, o intervalo entre as inje¢oes foi de 120s.

3.2.10. Eletrolise

As eletrolises foram realizadas em uma célula com dois compartimentos
separados por uma membrana Nafion® prensada a um catodo de difusdo gasosa
contendo 20% de platina (AGELAT/BASF) (Figura 15). Manteve-se o compartimento
catédico em contato direto com o ar. Para preservar a hidratacdo da membrana de
Nafion®, qguando ndo estava em uso, o compartimento anédico foi mantido em acido

sulfdrico concentrado.

Figura 15 - Célula eletroquimica de trés compartimentos utilizada nos experimentos de eletrolise.

Fonte: autoria propria.

Ao iniciar os procedimentos, o compartimento anddico da célula foi lavado com
agua ultrapura, com subsequente adi¢cdo de solugédo tampéao citrato-fosfato 150 mmol

Lt pH 5,5 e repouso de 1h. Apds esse procedimento, a mesma foi descartada e uma
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solugédo contendo tampéo citrato-fosfato na presenca de 100 mmol L de EG foi
adicionada.

Aplicou-se um potencial de 0,5 (MWCNTs-PtesSnss € MWCNTS-PtesSnss+OxOXx)
ou 0,75 V (TEMPO-NHz2 e TEMPO-NH2+0OxOx) vs Ag/AgCl, KCI (sat) durante 72h,
coletando-se no tempo inicial e a cada 1h (até 12 horas) aliquotas de 50 pL, as quais
foram analisadas por um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-
UV/RID) Foram coletadas aliquotas nos tempos de 0-12-24-48 e 72h. Nestas,
imediatamente, foi adicionado o0 mesmo volume de uma solugéo de NaOH 0,5 mol
L1, preparada a partir da diluicdo de uma solucdo padrdo da Sigma Aldrich de 50%
(m/m); em seguida, a mistura foi filtrada com um filtro PTFE 0,45 um. Este
procedimento tem o objetivo de converter o CO2 presente para Na:COs e permitir a
deteccao pelo detector de indice de refracéo (RID).

Para obter mais informacdes sobre o mecanismo de oxidacdo do EG foi realizada
a eletrélise de alguns subprodutos: &cido glicdlico, acido glioxilico, acido formico, acido
oxdlico e glicoaldeido. Os ensaios foram realizados a potencial fixo, empregando
MWCNTSs-PtesSnss (0,500 V vs Ag/AgCI, KCI (sat)) na presenca e auséncia de OxOx
(0,03U mL*) e TEMPO-NH2 (0,750 V vs Ag/AgCl, KCI (sat)) por 12h. Foram coletadas
amostras para analise por CLAE-UV/RID no final da eletrélise. Além disso, um ensaio
puramente enzimatico empregando 100 mmol L desses produtos na presenca de
0,03 U mL* de OxOx em um tempo total de reacdo de 24h; de forma semelhante,
foram coletadas amostras para analise por CLAE-UV/RID apés este periodo. O
volume total da solucdo contendo o eletrélito suporte foi de 5 mL e o sistema foi

mantido fechado.

3.2.11. Analises por CLAE-UV/RID

As andlises das amostras das eletrélises e ensaios enzimaticos descritos no topico
anterior, foram realizadas em um cromatografo (Shimadzu, modelo LC-10AT)
equipado com duas bombas e um injetor automatico (volume de inje¢do de 20 pL)
acoplado a um sistema duplo de deteccao on-line com ultravioleta (UV) e refracéo
(RID-10). A coluna utilizada foi uma Aminex® HPX-87H (300x7,8 mm) e a fase mével
empregada foi H2SO4 3,33 mM em uma vazédo constante de 0,6 mL min?t. Os
detectores foram o de UV (210 nm) e detector de indice de refracéo (RID). Os produtos

formados foram identificados pela comparagédo com o tempo de retencao obtido pelas
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andlises de padrdes das possiveis substancias formadas. Ja a quantificagfes foram
feitas pela elaboracdo de curvas padrdes, na qual foi injetado em triplicata o EG (1-
100 mmol L?), Na2COs (0,25-30 mmol L?), acido oxalico (0,4-20 mmol L), acido
glicélico, acido férmico, acido glioxilico e glicoaldeido de (1-30 mmol L?). Para o
célculo foi aplicado a area dos picos identificados na curva padrdo do produto

correspondente.
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4.1. ATIVIDADE DA OxOx
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A OxOx (E.C. 1.2.3.4) obtida ficou armazenada no freezer (-80°C), sendo

assim, é de extrema importancia verificar a atividade enzimatica antes do seu uso. A

atividade enzimatica é dada por unidade (U), foi proposta em 1964, definida como a

guantidade de enzima que catalisa a conversao de 1 pmol de substrato por minuto

nas condicdes experimentais aplicadas [168]. A catalise da OxOx na oxidacdo do

acido oxalico produz peroxido de hidrogénio (H202) [73], o qual oxida o ABTS na

presenca da HRP [163], como segue na Figura 16.
Figura 16 - Esquema da afericdo da atividade enzimética da OxOXx.
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Fonte: autoria prépria.

Monitorando-se a absorbancia em 650 nm, é possivel obter-se a curva da

Figura 17, que correlaciona a absorbancia neste comprimento de onda com o tempo.
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Figura 17 - Absorbancia em 650 nm em relacdo ao tempo, nos ensaios de atividade enzimética da
OxOx em tampéo &cido acético 40 mM pH 4,0.
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Fonte: autoria prépria.

Para o calculo da atividade, calculou-se o coeficiente angular da parte linear da
curva apresentada na Figura 17 e aplicou-se a Equacédo 1. A necessidade de se
calcular o coeficiente linear nesta faixa € para garantir que estamos utilizando dados
da enzima em suas condicdes de estado estacionario, ou seja, quando a concentracao
do produto é muito inferior ao substrato. Os dados das replicatas estdo contidos na
Tabela 4.

Para o calculo da atividade especifica (U mg), que correlaciona a atividade
com a quantidade de proteina, foi realizado o método de quantificacdo proteica pela
curva de Bradford [164]. Este ensaio se baseia na formacéo do complexo da proteina
analisada com a Coomasie Blue G250, gerando um aumento de absorbancia em 595
nm que pode ser aferido e correlacionado com a concentragdo. A Figura 18 contém a

curva de Bradford obtida.
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Figura 18 - Curva de quantificacdo de proteina (0-5 pg) realizada pelo método de Bradford.
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Fonte: autoria propria.
Tabela 4: Atividade enzimatica da OxOx.

Coeficiente angular UmL? Umg?
0,40938 4,0938 511,725
0,39444 3,9444 493,050
0,39478 3,9478 493,475

Média 3,9953 499,417

Os resultados da Tabela 4, demonstram que a enzima esta ativa e que o seu
preparo e armazenamento permitiram a manutencao da atividade. Além disso o valor
médio de 3,995 + 0,070 U mL* e 499,4 + 8,7 U mg? sdo superiores ao relatado
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa [65] e por outros trabalhos da literatura
[73,169]. Também foi aplicado o mesmo ensaio para os possiveis subprodutos de

oxidacdo do EG, os valores médios sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Atividade enzimética da enzima OxOx para diferentes substratos.

Substrato UmL? U mg?
Glicoaldeido 0 0
Ac. Glicolico 0 0
Ac. Glioxilico 0 0

Ac. Oxalico 3,948 4395
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A OxOx é considerada uma enzima promiscua [72], ou seja, ela pode catalisar
reacfes além das do seu substrato caracteristico. Na literatura ja foi relatado a
capacidade da OxOx de oxidar acidos carboxilicos simples como acido oxalico, acido
glioxilico, acido maleico [91] e &cido mesoxalico [51]. Analisando os resultados da
Tabela 5, esperava-se atividade catalitica na oxidacao do acido glioxilico pela OxOXx.
Entretanto, a atividade relativa em comparacéo ao substrato especifico € de 3,7% [91].
O aumento do tempo de monitoramento poderia permitir a determinacao da atividade
da OxOx na oxidag&o do &cido glioxilico.

Para explicar a oxidag&o do acido oxalico deve se atentar que no pH do ensaio
(4,0), no qual o acido oxalico estd majoritariamente em sua forma desprotonada.

Gerando assim uma atividade semelhante ao substrato original oxalato.

4.2. CARACTERIZACAO FiSICA DAS NANOPARTICULAS
METALICAS

Através das andlises de EDX determinou-se a composicdo das MWCNTs-PtSn
gue apresentaram uma razdao molar de Pt:Sn de PtesSnss. A Figura 19 apresenta os

padrbes de difracdes de raio-X para MWCNTs-PtesSnass.

Figure 19 - Padrdes de DRX dos catalisadores (A) MWCNTs-Pte (B) MWCNTSs-PtssSnas.
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Fonte: Antonio et al. [167].
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Analisando a Figura 19, pode ser atribuido o pico em 26 =25° ao plano
cristalografico do suporte de carbono (002). J& os picos detectados para ambas as
composicdes foram caracteristicos da estrutura cristalina da platina cubica de face
centrada (CFC) (grupo espacial Fm-3m) e referem-se aos planos de reflexado (111),
(200), (220), (311) e (222) indicados pelas linhas tracejadas vermelhas. Através do
plano (220) foi obtido o tamanho médio do cristalito das nanoparticulas sintetizadas
de 3,4 nm.

Comparando-se o DRX do catalisador MWCNTSs-Pt (linha preta) com os picos
de difragao 26 de MWCNTs-PtssSnss (linha azul) hé a indicagdo que os atomos de Sn
foram incorporados na estrutura de Pt (JCPDS # 00-004-0802), levando a uma
modificacdo no parametro de rede de célula unitaria (a = 3,96800 A) em comparacéo
com Pt puro (a = 3,91455 A). Outra indicac&o da incorporacéo de Sn na estrutura do
catalisador € obtida calculando o grau de liga usando a lei de Vegard [143]. Para as
MWCNTSs-PtesSnss observa-se a formagao de 7,9% de liga PtSn, esta mudanca pode
melhorar a atividade eletroquimica do catalisador na oxidacdo de pequenas moléculas
[170-172].

4.3. OXIDACAO DO EG NO SISTEMA HIBRIDO METALICO -
MWCNTSs-PtesSnass

A primeira caracterizacao eletroquimica realizada foi a voltametria ciclica, na qual
buscou-se avaliar a presenca de picos de oxidacao e a modificacdo do voltamograma
com a presenca EG. A Figura 20 mostra os voltamogramas dos eletrodos preparados

com as nanoparticulas de Pt e PtesSnss depositadas sobre MWCNTS.
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Figura 20 - Curvas voltamétricas na presenca (linha sélida) e auséncia (linhas tracejadas) de EG (100
mmol L) em MWCNTSs-Pt (linha preta) e MWCNTs-PtssSnss (linha vermelha). ES= tampao fosfato-
citrato 150 mmol L%, pH 5,5, v = 30 mVs™.
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Fonte: autoria prépria.

Analisando a Figura 20 é possivel verificar que na auséncia de EG ha um
pequeno pico de adsorcado/dessor¢cdao de H: para ambos os catalisadores.
Comparando-se com voltamogramas obtidos em meios &cidos, o pico de H2 € menor
em pHs neutros [165]. Além disso, na presenca de Sn observa-se, um ligeiro
alargamento da regido da dupla camada elétrica (-0,2-0,2 V vs Ag/AgCl) nos
voltamogramas do ES. Na presenca de EG um pico de oxidacdo bem definido é
observado na regido de 0,4 V vs Ag/AgCl para MWCNTSs-PtesSnas.

A introducéo de Sn deslocou o potencial inicial de oxidacdo do EG em 50 mV
para valores menos positivos. Isto era esperado, ja que 0 Sn € conhecido por seu bom
desempenho como cocatalisador de nanoparticulas de Pt durante a oxidacdo de
alcoois [173]. O Sn modifica a estrutura eletrbnica de MWCNTs-Pt,
consequentemente, altera a forca de adsorcdo dos produtos formados nos sitios
ativos de Pt e dessa forma, promove a oxidacdo do EG em potenciais menos positivos
[173]. Resultados semelhantes sdo observados em catalisadores bimetélicos, devido
ao efeito bifuncional, o qual foi descrito por Watanable et al. [174]. Neste efeito, a

adicao de metais menos nobres que a platina, mas com capacidade de adsorcao de
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espécies oxigenadas pela ativacdo da agua, melhoram a eficiéncia catalitica da
oxidacao de alcoois, devido a transferéncia destas espécies oxigenadas adsorvidas
para uma molécula organica adsorvida no sitio de platina vizinho. Consequentemente,
a oxidacao do combustivel ocorre em sobrepotencial menos positivo que a Pt pura.

A Figura 21 mostra as curvas de TCA obtidas para os catalisadores MWCNTs-
Pt e MWCNTs-PtesSnas.

Figura 21 - TCA do EG para anodo de MWCNTSs-Pt (linha preta), MWCNTs-PtssSnss (linha vermelha)
e o0 experimento de controle (eletrodo de carbono vitreo na auséncia de nanoparticulas - linha tracejada
cinza). E= 0,5 V vs Ag/AgCl, ES= tamp&o fosfato-citrato 150 mmol L1, pH 5,5, adigdes sucessivas de

20 mmol L't EG em intervalos de 120s.
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Fonte: autoria prépria.
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De forma semelhante a voltametria ciclica, a TCA apresentou aumentos
sucessivos de corrente com a adi¢cdo de substrato no meio como pode ser observado
na Figura 21. A Figura 22 correlaciona a corrente da TCA com a concentracao de EG
no meio, embora MWCNTs-Pt e MWCNTSs-PtssSnss fornegcam a mesma magnitude de
corrente, o pico de oxidag&o desloca para valores menos negativos (Figura 20). O
eletrodo MWCNTs-PtesSnss apresenta um decréscimo da corrente ligeiramente
menor, indicando menor envenenamento em comparacdo ao MWCNTs-Pt. Em
concentragdes intermediarias de EG, a corrente diminuiu mais abruptamente para
MWCNTs-Pt do que para MWCNTs-PtesSnss. Este resultado indicou que os sitios

ativos se tornam mais fortemente bloqueados na auséncia de Sn a medida que a
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oxidagao prossegue. Sendo assim, o catalisador MWCNTSs-PtesSnss foi escolhido para

ser utilizado na parte seguinte deste trabalho.

Figura 22 - Corrente ao final do ciclo (120 s) da TCA do EG para anodo de MWCNTs-Pt (circulo preto),
MWCNTSs-PtssSnss (quadrado vermelho) e o experimento de controle (eletrodo de carbono vitreo na
auséncia de nanoparticulas - triangulo cinza). Eap= 0,5 V vs Ag/AgCI, ES= tampao fosfato-citrato 150

mmol L%, pH 5,5, adicGes sucessivas de 20 mmol L EG.

| (mA cm? mgPt™)

[Etilenoglicol] (mmol L)

Fonte: autoria prépria.

Com as MWCNTs-PtesSnss apresentando atividade eletrocatalitica para a
oxidacdo do EG, € necessario avaliar se o sistema hibrido tem o mesmo

comportamento. A Figura 23 apresenta as curvas voltamétricas para o eletrodo

MWCNTs-PtssSnss na presencga e auséncia da OxOx.
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Figura 23 - Voltametrias ciclicas do sistema hibrido metalico (MWCNTs-PtssSnas +Ox0x). (a) Curvas
voltamétricas; a linha sdlida refere-se a presenca de EG; as linhas tracejadas referem-se a auséncia
de EG; ES= tampao fosfato-citrato 150 mmol L, v = 10 mV s, [EG] = 100 mmol L, [OxOx] = 0,03 U
mL™. (b) corrente de pico do EG na presenca de MWCNTSs-PtesSnas+OxOx (azul / circulo), MWCNTSs-
PtssSnzs (vermelho / quadrado) ou OxOx pura (eletrodo de carbono vitreo na presenca de 0,03 U mL!
OxOx - verde / circulo); Epico= 0,5 V vs Ag/AgCI.
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Fonte: autoria prépria.

Na auséncia do EG, a adicdo da OxOx aumenta a corrente capacitiva,
indicando que ocorrem modificacdes na dupla camada com a adicdo do biomaterial
na solucéo. O pico de oxidacdo do EG deslocou 40 mV para valores mais positivos na
presenca da OxOx em comparacao ao sistema apenas com as MWCNTSs-PtssSnass.

Analisando a Figura 23-b observa-se uma correlacao direta entre a corrente de
pico oxidacdo e a concentracdo de EG para ambos os sistemas até 100 mmol L. Na
gual em média, as densidades de corrente obtidas na presenca de OxOx foram 1,6
vezes maiores do que as densidades de corrente observadas para MWCNTSs-PtssSnas.
Em concentraces mais altas, a densidade de corrente permaneceu semelhante para
ambos os sistemas.

A atividade catalitica gerada pelo sistema hibrido MWCNTs-PtesSnzs+OxOx
assemelhou-se aos resultados relatados por Falase et al. [161], que relataram um
aumento de cerca de 1,2 na densidade de corrente de oxidagdo de EG na presencga
de PtRu-ADH, indicando o efeito benéfico do sistema hibrido.

A Figura 23-b contém os ensaios apenas na presenca da OxOx (eletrodo de
carbono vitreo na presenca de OxOx- verde / circulo). Nele € possivel verificar que a
enzima nao oxida o EG diretamente, confirmando resultados anteriores descritos na

literatura para o glicerol [66] e etanol [65], provando que para a quebra da ligagao C-
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C na catalise enzimética € necessario a oxidagcdo anterior do alcool. A Figura 24

contém os voltamogramas da OxOx em diferentes concentracfes de EG.

Figura 24 - Curvas voltamétricas do ensaio enzimatico (0,03 U mL™ OxOx) em eletrodo de carbono

vitreo com diferentes concentractes de EG. ES= tampé&o fosfato-citrato 150 mmol L%, v =10 mV s,
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Fonte: autoria prépria.

Para elucidar como a OxOx atua nas etapas do ciclo catabdlico de oxida¢ao do
sistema hibrido, foram realizadas curvas cronoamperométricas para 0s sistemas
MWCNTs-PtesSnss e MWCNTSs-PtesSnss+OxOx com adi¢cdes sucessivas de EG e seus
produtos de oxidacéo (acido oxalico, acido glicélico e &cido glioxilico) em um potencial
fixo de 0,9 V vs Ag/AgCI (Figura 25).
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Figura 25 - Ensaios cronoamperométricos realizados na presenca de MWCNTSs-PtssSnzs+Ox0Ox (linha
azul), MWCNTs-PtesSnss (linha vermelha) e experimento controle (eletrodo de carbono vitreo no
eletrélito - linha tracejada cinza). AdicGes sucessivas de 20 mmol L de (a) etilenoglicol, (b) acido
glicdlico, (c) acido glioxilico e (d) &cido oxalico em um potencial de oxidacao fixo (0,900 V vs Ag/AgCl).

EG. ES= tampdo fosfato-citrato 150 mmol L, [OxOx] = 0.03 U mL™.
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Fonte: autoria propria.

Quando os experimentos foram realizados na presenca de MWCNTs-
PtesSn3s+OxOx, houve aumento da corrente para todos os compostos analisados,
incluindo o EG (Figura 25-a) em comparacéo ao sistema contendo apenas MWCNTs-
PtesSnss. Esse resultado pode ser explicado pela acdo da OxOx nos produtos de
oxidacdo formados. A atividade da OxOx em relacdo aos glioxilico e oxalico ja foi
descrita como resultante da capacidade da OxOx de catalisar a oxidacdo desses
compostos [72,79,91]. Assim, o aumento da corrente para EG na presenca de
MWCNTs-PtesSnss+OxOx pode ser atribuido a uma reagdo em cadeia com o0s
produtos gerados no eletrodo MWCNTSs-PtesSnss (acidos glicolico, glioxilico e oxalico).

Comparando-se com o relatado anteriormente por Franco et al. para uma

biocélula de etanol [65], onde tanto o catalisador organico (TEMPO-LPEI) com a
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enzima foram imobilizadas sobre o eletrodo; no sistema em estudo a OxOx esta em
solucéo, e o produto gerado pela MWCNTs-PtesSnss deve se difundir da interfase do
eletrodo para reagir com a enzima. A necessidade do transporte do substrato até a
enzima, explica a baixa atividade catalitica apresentadas na Figura 23. O mesmo
comportamento ocorreu nas voltametrias ciclicas com os subprodutos de oxidacao,
como mostra a Figura A5 do apéndice B.

Com o objetivo de quantificar e identificar os produtos formados na
eletroxidacéo do EG, eletrélises de 72h, a um potencial constante de 0,5 V vs Ag/AgCl,
para os diferentes sistemas foram realizadas. A Figura 26 contém as curvas
cronoamperomeétricas apos 72 horas tanto para o sistema MWCNTs-PtesSnazs, quanto

para o sistema MWCNTs-PtssSnzs+OxOX.

Figura 26 - Curvas cronoamperomeétricas da oxidagdo do EG (100 mmol L) na presenca de MWCNTs-
PtesSnas+OxOx (linha azul), MWCNTs-PtesSnss (linha vermelha), enzima pura (eletrodo de papel de
carbono na presenca de OxOx - linha verde) e experimento controle (MWCNTSs-PtgsSnzs+OxOx na
presenca de ES - linha cinza tracejada). ES= tampao fosfato-citrato 150 mmol L1, [EG] = 100 mmol
L, Eap = 0,5 V vs Ag/AgCl, [OxOx] = 0,03 U mL™.
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Fonte: autoria prépria.

Como esperado, a densidade de corrente da oxidacdo do EG pelo sistema
MWCNTSs-PtesSnss+OxOx (linha azul) foi maior em comparagéo ao sistema MWCNTSs-

PtesSnss (linha vermelha). Ja para os experimentos apenas na presenca da OxOx, ndo
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houve evidéncia de oxidacdo direta do EG, como ja observado nas voltametrias
ciclicas (Figura 24). A Figura 26 também destaca o aumento da densidade de carga
com MWCNTSs-PtesSnss+Ox0Ox, a qual foi de 65%. Ou seja, o sistema hibrido & mais
ativo na oxidacéo do EG, indicando que a OxOx pode oxidar os produtos formados
pelo MWCNTs-PtssSnss coletando mais elétrons por molécula de combustivel de
partida.

Além disso, para verificar se 0 ES, que contém acido citrico, poderia ser oxidado
durante os experimentos, foi realizado uma eletrolise de controle na auséncia de EG
(linha cinza tracejada). De forma semelhante ao reportado anteriormente [65], a
corrente encontrada foi muito baixa e ndo foi observado produtos de oxidacdo nas
analises de CLAE-UV/RID, mostrando que o ES é inerte e ndo sofre nenhum tipo de
oxidacao pela enzima ou eletrodo.

Amostras foram cuidadosamente coletadas do meio reacional como descrita no
tépico 3.2.10. e analisadas por CLAE-UV/RID. A Figura 27 contém os cromatogramas
para o sistema MWCNTs-PtssShzs e MWCNTs-PtesSnzs+0Ox0x, por RID (Figura 27-a),
por UV-vis (Figura 27-b) e pelas analises na presenca de CO:z (Figura 27-c), no tempo
de O e 12h.

Através da comparacdo com os tempos de eluicdo dos padrdes analiticos
injetados nas mesmas condicdes de analise, foi possivel identificar e quantificar os
intermediarios formados. A Figura 28 mostra a distribuicdo dos produtos identificados
na amostra de 12h para o sistema MWCNTs-PtssSnss € MWCNTSs-Pts5sSnss+OxOX.



47

Figura 27 - Cromatogramas dos produtos formados para a anélise de 12h das eletrélises de EG (100
mmol L) na presenca de MWCNTSs-PtssSnas (A= Oh e B= 12h) e MWCNTSs-PtssSnss+OxOx (C=0h e D=
12h). (a) Detector RID, (b) UV (210 nm) e as (c) analises da presenca de CO,. Coluna Aminex® HPX-
87H (300x7,8 mm), fase movel H2SO4 3,33 mM e temperatura 45°C. Eap= 0,5 V vs Ag/AgCl; ES=
tampao fosfato-citrato 150 mmol L. 1- glicoaldeido, 2- acido glicélico,3- acido glioxilico, 4- acido

féormico e 5-diéxido de carbono.
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Fonte: autoria prépria.
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Figura 28: Distribuicdo dos produtos da oxidagdo do EG (100 mmol L) apds 12h de eletrdlise em
MWCNTs-PtesSnss + OxOx (azul) e MWCNTSs-PtesSnss (vermelho). ES= tampéo fosfato-citrato 150
mmol L1, [OxOx] = 0,03 U mL-1, Eap = 0,5 V versus Ag/AgCl.
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Fonte: autoria prépria.

Para o sistema MWCNTs-PtesSnss foram identificados dois produtos da
eletroxidacdo do EG: glicoaldeido (1,13 + 0,27 mmol L) e acido glicélico (2,60 + 0,20
mmol L?1). Ndo houve evidéncia da quebra da ligacdo C-C ou de outros éacidos
formados neste tempo de andlise. Em contrapartida, o sistema hibrido MWCNTs-
PtesSn3s+OxOx apresentou, apos 12 horas de eletrolise, cinco produtos de
eletroxidacdo do EG. Os produtos majoritarios foram CO2 (3,26 + 0,45 mmol L) e
acido férmico (1,3 £ 0,1 mmol L), demonstrando que a OxOx foi capaz de clivar a
ligacdo C-C dos subprodutos gerados pela eletroxidagéo do EG, e assim, auxiliar na
completa oxidacdo do combustivel ao ser combinada com o sistema MWOCNTs-
PtesSnss. Glicoaldeido (0,65 + 0,01 mmol L?), &cido glicélico (1,28 + 0,38 mmol L) e
tracos de acido glioxilico (10 + 4 pmol L) também foram outros subprodutos
identificados no sistema hibrido. Nao foi identificado a presenca de acido oxalico nas
analises, pois 0 seu pico caracteristico coelui com o pico do &cido citrico do tampéao
impedindo a correta atribuicdo deste subproduto. O pico do pico do etilenoglicol é
detectado pelo RID em cerca de 16,479 min, a Figura A4 contém um cromatograma
de uma andlise de Oh de uma replicata do sistema MWCNTSs-PtssSnss indicando o pico
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do combustivel. No periodo de 12h o pico caracteristico do EG teve uma queda média
de 9,76% para o sistema MWCNTs-PtssSnss e de 8,89% para 0 PtesSnzs+OxOX.

A obtencdo de CO:2 pode ser explicado pela acdo em conjunto do catalisador
metdlico e do catalisador biolégico, os quais quando combinados possibilitam a coleta
de todos os 10 elétrons do EG. Para entender a estabilidade do sistema e verificar as
modificacdes nos produtos detectados, a eletrélise foi prolonga até 72h. A Tabela 6

contém a distribuicdo dos produtos para os tempos de 24, 48 e 72h.

Tabela 6: Distribuicdo dos produtos (mmol L) da oxidac&o do EG (100 mmol L1) apds 24h, 48h e 72h
de eletrdlise. ES= tampéo fosfato-citrato 150 mmol L%, [OxOx]= 0,03 U mL?, Eap= 0,5 V versus Ag/AgCl.

24 48 72
mmol L* Metalico* Hibrido**  Metélico Hibrido Metalico Hibrido
Glicoaldeido 1,42 0,76 = 1,72 + 0,92 + 1,85+ 1,03 %
0,49 0,08 0,53 0,19 0,43 0,27
Ac. glicdlico 4,56 1,96 + 8,9+ 3,05+ 14,14 + 411 +
0,18 0,45 0,67 0,31 0,51 0,49
Ac. glioxilico 0 0,010 + 0,010 + 0,010 0,013 + 0,02 +
0,003 0,005 0,002 0,008 0,001
Ac. férmico 0 1,61+ 0 1,23 + 0 0
0,01 0,02
CO: 0 7,17 + 0 7,13 + 0 4,72 £
2,93 4,93 2,83

*Metdlico: MWCNTs-PtssSnas
**Hibrido: MWCNTSs-PtgsSnss+OxOx

Com o aumento do tempo de eletrdlise ndo ocorreu mudangas extremas nos
produtos detectados, entretanto foi possivel verificar tracos de &cido glioxilico, produto
nao detectavel nos experimentos com MWCNTs-PtesSnss apos 12h. A observagéo de
tracos de acido glioxilico leva-se a conclusdo de que este deve ser oxidado
rapidamente ap6s ser formado. Além disso, o acido férmico formado é consumido,
indicando que o aumento do tempo de reacao da eletrélise permitiu que ele se difunde-
se até o eletrodo de MWCNTs-PtesSnss e fosse oxidado a CO2 como ja descrito
anteriormente por Luo et al. [175] e Stevanovi¢ et al. [176]. Apos 72h o pico
caracteristico do EG teve uma queda média de 33,9% para o sistema MWCNTs-

PtesSnss e de 20,5% para 0 PtesSn3s+OxOXxX.
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Na maioria das vezes, os trabalhos e oxidacdo do EG em catalisadores
metalicos baseados em platina foram realizados em condi¢cdes extremas, em meios
muito acidos ou muito béasicos [153,154]. Estudos baseados em técnicas de
espectroscopia eletroquimica forneceram evidéncias de clivagem da ligacao carbono-
carbono no EG [177]. No entanto, os principais produtos foram os acidos carboxilicos
(acidos oxalico, glioxilico e glicdlico), resultantes da oxidacdo parcial do EG pelos
catalisadores a base de Pt [177,178]. Até 0 momento, apenas um unico trabalho de
EBFC utilizou EG como combustivel [161]. A oxidacao completa na presenca da OxOx
s6 foi reportado para etanol e glicerol, no entanto, os autores empregaram o uso do
catalisador organico TEMPO-NH2[65,66]. A utilizacdo de catalisadores baseados em
platinas em conjunto com enzimas relatado neste trabalho expande a possibilidade de
aplicacdo desta tecnologia para outros combustiveis.

Devido a baixa corrente gerada por sistemas bio-eletroquimicos, comparar 0s
resultados obtidos com técnicas eletroquimicas e experimentos analiticos € dificil.
Entretanto alguns autores tiveram sucesso em oxidar completamente o etanol
[62,65,67], lactato [77] e glicerol [64,66] em sistemas hibridos. No entanto, esta € a
primeira vez que esse tipo de estudo é relatado para o EG.

Para elucidar a rota catalitica de oxidacdo do EG pelo MWCNTs-
PtesSn3s+OxOx e entender o papel de cada catalisador, foi realizado eletrdlises e
ensaios enzimaticos na presenca dos subprodutos como descrito no topico 3.2.10. As
Figuras 29-32 contém as curvas cronoamperométricas das eletrélises e respectivos

cromatogramas das analises por CLAE-UV/RID.
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Figura 29 - Oxidagdo do acido férmico. A) - Corrente versus o tempo durante a eletrolise do &cido
formico no MWCNTs-PtesSnss+OxOx  (linha azul), MWCNTs-PtssSnss (linha vermelha); B) -
Cromatogramas obtidos apos 12h de eletrdlise (Eap= 0,5 V vs Ag/AgCl) do &cido férmico em: A-
MWCNTSs-PtssSnas e B- MWCNTSs-PtesSnss+Ox0Ox. O pico 5 corresponde ao diéxido de carbono.
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Fonte: autoria prépria.

Figura 30: Oxidacdo do &cido glioxilico. A) - Corrente versus o tempo durante a eletrolise do acido
glioxilico no MWCNTs-PtssSnzs+OxOx  (linha azul), MWCNTs-PtesSnss (linha vermelha); B) -
Cromatogramas obtidos apos 12h de eletrdlise (Eap= 0,5 V vs Ag/AgCl) do 4cido glioxilico em: A-
MWCNTs-PtesShss € B- MWCNTSs-PtesSnas+OxOx. Os picos 4 e 5 correspondem ao acido férmico e

diéxido de carbono, respectivamente.
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Fonte: autoria prépria.

Figura 31 - Oxidac&o do &cido glicdlico. A) - Corrente versus o tempo durante a eletrolise do acido
glicdlico no MWCNTs-PtesSnss+OxOx  (linha azul), MWCNTs-PtesSnss (linha vermelha); B) -
Cromatogramas obtidos apds 12h de eletrolise (Eap= 0,5 V vs Ag/AgCI) do &cido glicélico em: A-
MWCNTs-PtesShss e B- MWCNTs-PtssSnss+0OxOx. O pico 3 corresponde ao 4cido glioxilico.
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Fonte: autoria proépria.
Figura 32 - Cromatogramas obtidos para a reacdo do OxOx com os subprodutos da oxidacdo do EG:

A- &cido férmico; B- glicoaldeido; C- acido glicolico; D- acido glioxilico; E- acido oxdlico. Os picos 4 € 5

correspondem ao acido férmico e diéxido de carbono, respectivamente.
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53

De forma semelhante as eletrolises de longa duracdo com o EG, 0s picos
observados foram comparados com os de solucfes padrdoes e os resultados séo

mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Eletrélises (12h — 0,5 V vs Ag/AgCl) e ensaios enzimaticos (24h - 0,03 U mL OxOx) para os
subprodutos (100 mmol L) da oxidagdo do EG em pH 5,5.

Substrato Produto Enzima MWCNTs-PtssSnas MWCNTs-PtssSnss+
(mmol L) (mmol L) OxOx (mmol L?)

GAIld AGO 0 0,009 -
AG 0 34,2 -
CO; 0 0 -
AG AGO 0 13.2 9
AF 0,14 0 0
COs 3,92 0 0

AGO AF 0,21 2,92 4,28

CO» 6,64 10,96 12,12

AF CO; 0 15,47 13,72
AO CO: 8,42 10,82 -

*Acido férmico (AF), Glicoaldeido (GAld), &cido glicdlico (AG), acido glioxilico (AGO), acido oxalico (AO)

Nos ensaios apenas com a OxOx, o Unico produto identificado na presenca de
AO foi o CO2, dado a alta especificidade desta enzima para oxalato [72,73,91]. A
enzima também reagiu com AG e AGO, quebrando a ligagcdo C-C destes acidos e
gerando CO:2 e AF. Entretanto, a OxOx nao reagiu com o AF ou GAIld. Ja foi descrito
na literatura que a OxOx é capaz de reagir com outros acidos, além do seu substrato
caracteristico, como o0 AGO [66], &cido maleico [91] e mesoxalico [51].

Resultado diferente dos ensaios descritos no topico 4.1, no qual néo foi possivel
determinar a atividade da OxOx para o acido glicélico e acido glioxilico. Nestes
experimentos de 24h conseguiu-se verificar a capacidade da OxOx de catalisar a
clivagem da ligacdo C-C do AG e AGO para acido formico e CO2. O aumento do tempo
de reacdo é uma das justificativa deste resultado, além do indicio de que a quebra da
ligacdo C-C do AG e AGO néao deve formar peroxido de hidrogénio no meio, por isso

nao observa-se a oxidacédo do ABTS.
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As eletrélises realizadas com o sistema MWCNTs-PtesSnss na presenca de
GAIld gerou 34,2 mmol L* de AG e tracos de AGO. J4 a eletrélise do AG produziu 13,2
mmol L't de AGO; enquanto o AGO foi eletro-oxidado para CO2 (10,96 mmol L) e AF
(2,92 mmol L1). E por ultimo, o AO gerou 10,82 mmol L* de CO2 apds 12 horas de
eletrélise. A partir destas informagdes € possivel propor um mecanismo de oxidacao

do EG no sistema MWCNTs-PtesSnss+OxOx, como mostra a Figura 33.

Figura 33 - Proposta do mecanismo de oxidacao do EG MWCNTs-PtgsSnss+OxOx. A linha vermelha
representa a oxidagdo mediada apenas por PtssSnss, e a linha preta representa a oxidacéo

bioenzimatica mediada por OxOx.
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Fonte: autoria prépria.

Analisando os resultados da Tabela 7, podemos afirmar que em pH 5,5 e com
o potencial aplicado de 0,5 V vs Ag/AgCI, o eletrodo MWCNTs-PtesSnss oxida o EG
para GAld, AG e AGO. Assim que o AG é formado, este é rapidamente oxidado pela
enzima OxOx para AF e CO2, como indicam as rotas 1 (Figura 33). Ja no caso AGO
este é oxidado, indistintamente, tanto pela enzima OxOx como por via eletroquimica
no eletrodo (rota 2). A alta quantidade formada de CO:2 na presenca de MWCNTs-
PtesSnss+OxOx foi devido a reagdo concomitante de OxOx com GOA e GA, que clivou
as ligagbes C-C, formando AF (6 elétrons) e CO2 (10 elétrons). Ja a oxidacdo do AF
para CO:2 ocorre, exclusivamente, por uma rota eletroquimica pelo MWCNTs-PtssSnass.
A reatividade do AGO com ambos os catalisadores explica a sua baixa detec¢do apos
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a eletrdlise de longa duracédo (Figura 28 e Tabela 6), comprovando que o AGO é
rapidamente oxidado para AF e CO..

Realizou-se experimentos de densidade de poténcia na presenca e auséncia
de EG para os sistemas MWOCNTs-PtesSnss € MWCNTSs-PtesSnss+OxOx como
apresenta a Figura 34.

Figura 34 - Curvas de densidade de poténcia da célula de biocombustivel de EG/O2. A) empregando
o sistema hibrido (MWCNTs-PtssSnss+0Ox0x) (linha azul) e o sistema metalico (MWCNTSs-PtssSnas)
(linha vermelha) (100 mmol L't EG). B) curvas na auséncia de EG (verde - MWCNTSs-PtssSnss; preto -
MWCNTSs-PtssSnzs+0Ox0x). ES= tampao fosfato-citrato 150 mmol L%, v="1 mV s1, [OxOx]= 0,03 U
mL2.
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Fonte: autoria prépria.

A biocélula hibrida C/MWCNTs-PtesSnss, OxOx,EG//C/Pt,02 apresentou uma
densidade de corrente maxima de 930 + 85 pA cm?, densidade de poténcia maxima
de 332 +28 yW cm2e VCA de 0,643 + 0,020 V. Ja a célula a combustivel C/MWCNTs-
PtesSnss,EG//C/Pt,O2 apresenta valores bem menores, sendo o VCA 0,544 + 0,013V,
densidade de corrente maxima de 726 + 10 pA cm e densidade de poténcia 240 +
17 yW cm™. Ou seja, nas curvas de polarizacdo os valores obtidos pelo sistema
hibrido foram superiores ao sistema metalico. A densidade de corrente 28%, de
poténcia foram 38,3% superiores em média, e o VCA foi 18% maior. Esses resultados
confrmaram o desempenho significativamente aprimorado do MWCNTs-
PtesSn3s+OxOx na coleta de elétrons do EG. A Tabela 8 resume alguns dados de

densidade de poténcia para sistemas hibridos com alcoois de cadeia curta.
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Tabela 8: VCA (V) e densidade de poténcia (uUW cm) para sistemas hibridos.

Sistemas hibridos Combustivel VCA Poténcia Ref.
(mmol L) V) (MW cm™?)
MWCNTSs- PtesSnss+0OxOx EG 0,643 332 Este
trabalho

MG/MWCNTS/TEMPO- EtOH 0,649 378,2 [62]

LPEI/ADH+AIdDH+NAD?*

TEMPO-NH2/OxDc EtOH 0,468 78,0 [68]

MWCNT-COOH/TEMPO- EtOH 0,492 302,5 [65]

LPEI/OxOx

ADH/TiO2NTs-TCPP EtOH 1,13 270 [179]
MWCNTs-COOH-Au/ADH EtOH 0,61 155 [155]

MWCNT-NH2-Au EtOH * 226 [180]

nanoparticles/ADH

poly-(MG-PYR) +  MWCNTs EtOH 0,503 275 [181]

+Nafion + ADH/AIdDH/NAD+

MG+Nafion+ADH /AIdDH/NAD+ EtOH 0,510 390 [182]

MWCNT-COOH/Pireno- EtOH 0,598 388 [67]

TEMPO/OxDc

*Valor ndo informado

Para analisar esses dados, deve-se levar em consideracéo as diferencas nos
parametros  experimentais.  Diferentes = combustiveis, eletrdlitos, células
eletroquimicas, concentracfes de substratos e outros parametros que sao diferentes
entre os trabalhos foram utilizados. Entretanto, os valores obtidos para a biocélula
hibrida com &nodo de MWCNTs-PtesSnss+OxOx estdo na mesma ordem de
magnitude dos maiores valores reportados na literatura. A densidade de poténcia
gerada por um sistema hibrido empregando um catalisador inorganico (MWCNTs-
PtesSnss) em vez de um catalisador organico, como TEMPO [65,66], se mostrou
inovadora e promissora. O ganho energético obtido com MWCNTs-PtesSnzs+Ox0Ox
revelou o excelente comportamento do MWCNTs-PtssSnss associado a via enzimatica,
proporcionando melhor densidade de corrente e densidade de poténcia. O sistema
hibrido MWCNTSs-PtssSn3s+OxOx desenvolvido abre oportunidades para melhorar o
desenvolvimento de biocélulas a combustivel a partir de diferentes tipos de

catalisadores e combustiveis.
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4.4. OXIDACAO DO EG NO SISTEMA HIBRIDO ORGANICO-
TEMPO-NH;

Foram realizados estudos usando como catalisador inicial para oxidagéo do EG
TEMPO-NH2 em solug&o. De forma semelhante ao estudo realizado para o sistema
metalico discutido no topico 4.3, a primeira caracterizacao eletroquimica realizada foi
a voltametria ciclica, na qual buscou-se avaliar a presenca de picos de oxidacdo e a
modificacdo do voltamograma com os incrementos de EG no meio. A Figura 35
contém os voltamogramas dos sistemas TEMPO-NHz e TEMPO-NH2+0OxOx, também

a relacdo da corrente de pico com a concentracdo de EG no meio.

Figura 35 - Voltametrias ciclicas do sistema hibrido organico (TEMPO-NH2+OxOx). (a) Curvas
voltamétricas; a linha sdlida refere-se a presenca de EG; as linhas tracejadas referem-se a auséncia
de EG; ES= tampéo fosfato-citrato 150 mmol L, v = 10 mV s, [EG] = 100 mmol L%, [OxOx] = 0,03 U
mL™. (b) corrente de pico de EG na presenca de TEMPO-NH+OxOx (azul/circulo), TEMPO-NH>
(vermelho/quadrado) ou OxOx pura (eletrodo de carbono vitreo na presenca de 0,03 U mL™* OxOx —
verde/circulo); Epico=0,75 V vs Ag/AgCI
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Fonte: autoria prépria.

Antes da adicdo do EG o voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo
na presenca de TEMPO-NH: apresenta dois picos, similar ao observado
anteriormente na literatura [63]. Estes sao atribuidos aos picos de oxidacéo do radical
nitroxil como descrito por Hickey et al. [115]. O primeiro pico, menos intenso e em 0,6
V, se refere a formacdo da espécie hidroxilamina a partir do radical nitroxil; ja o
segundo pico, em 0,75 V, de maior intensidade, é referente a formacédo do cétion
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oxiamonium, que oxida as moléculas de alcoois primarios pelo mecanismo descrito
na Figura 7.

O TEMPO-NH: apresentou atividade eletrocatalitica para a oxidagédo do EG.
Este resultado era esperado, pois o catalisador TEMPO €& muito reativo com alcoois
primarios [183] e ja demostrou eletrooxidar o etanol [68], glicerol [63] e lactato [77]. Na
presenca de 100 mmol L de EG, a adi¢do da enzima OxOx gerou um ganho de
corrente de cerca de 1,17 vezes no sistema hibrido em comparacdo ao sistema na
sua auséncia. Explorando-se uma faixa de concentragdo de 0-200 mmol L? foi
possivel verificar que a corrente de pico do TEMPO-NH2+OxOx comecga a superar a
do TEMPO-NH2 em concentracdes superiores a 50 mmol L e que este aumento &,
em meédia, 1,23 vezes. Este ganho de corrente € muito proximo ao de 1,2 vezes
relatado por Falase et al. para a oxidagao de EG na presenca de PtRu-ADH [161]. No
entanto, este incremento € inferior ao de 1,6 do sistema metalico investigado no item
4.3. Além disso, h4 um evidente comportamento linear da corrente nesta faixa de
concentracdo, que abre a possibilidade de aplicacdo deste sistema como um sensor
para etileno glicol.

Também foi realizado experimentos de adi¢cdes sucessivas de EG em um
potencial fixo de 0,75 V vs Ag/AgCl como pode ser visto na Figura 36.

Figura 36 - TCA do EG em eletrodo de carbono vitreo na presengca de TEMPO-NH: (linha vermelho-
circulo), TEMPO-NH2+0xOx (linha azul-triangulo) e ES (linha cinza-quadrado). E= 0,75 V vs Ag/AgCl,
ES= tampéo fosfato-citrato 150 mmol L%, pH 5,5, adi¢des sucessivas de 20 mmol L™ EG em intervalos
de 120s.
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Fonte: autoria prépria.
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A Figura 36-b, correlaciona a corrente final da TCA (120 s) com diferentes
concentragbes de EG. Em concentracées superiores a 50 mmol L1, o sistema
TEMPO-NH2+OxOx apresenta um aumento de corrente, em média, 14% superior ao
sistema na auséncia da enzima. Resultado semelhante foi observado na voltametria
ciclica (Figura 35). O baixo ganho de corrente (14 %) frente ao relatado para o sistema
TEMPO-LPEI/OxOx na oxidacdo de etanol [65] pode ser atribuido a ambos
catalisadores (TEMPO-NH2 e OxOx) estarem em solug&o; isso ndo é a condicao ideal
para comunicacao eletronica entre os catalisadores e o eletrodo. Neste caso o cétion
oxiamonium, formado a partir da oxidacéo eletroquimica do TEMPO-NHz, catalisa a
reacdo de oxidacdo do EG e é reduzido para hidroxilamina, a qual precisa se difundir
até o eletrodo para ser oxidada novamente para o cation oxiamonium e transferir os
elétrons para o eletrodo.

Os subprodutos de oxidacdo do EG (GAIld, AG, AGO, AO e AF) também foram
analisados por CA. As curvas cronoamperométricas estdo mostradas na Figura A5 no
apéndice C. A andlise da Figura A5 revelou que nenhum dos substratos avaliados
com o sistema hibrido, TEMPO-NH2+OxOx, apresentam valores superiores aos
obtidos pelo sistema simples contendo apenas TEMPO-NHz. Diferente dos ensaios
croamperometricos com o0 MWCNTs-PtssShss, aqui nds temos um eletrodo de carbono
vitreo, sem nenhum material depositado, isto prejudica a comunicacao eletrénica da
OxOx com eletrodo, impossibilitando a afericdo do aumento de corrente em casos
com periodo muito curto de analise. Como o eletrodo de carbono vitreo ndo é
eletroativo, na regido de potencial investigada, ndo se detecta eletroquimicamente os
eventuais produtos formados.

Com o objetivo de quantificar e identificar os produtos formados da
eletroxidacéo do EG, foi realizado eletrolises de 72h a um potencial constante de 0,75
V vs Ag/AgCl para os sistemas acima. A Figura 37 contém as curvas obtidas em tempo

longo de eletrdlise.
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Figura 37 - Curvas cronoamperométricas da oxidagdo do EG (100 mmol L) na presenca de TEMPO-
NH2+OxOx (linha azul), TEMPO-NH: (linha vermelha), enzima pura (eletrodo de papel de carbono na
presenca de OxOx - linha verde tracejada) e experimento controle (TEMPO-NH2+OxOx na presenca
de ES - linha cinza tracejada). ES= tamp&o fosfato-citrato 150 mmol L. [EG] = 100 mmol L1, Eap =

0,75 V vs Ag/AgCl, [OxOx] = 0,03 U mL™.

Fonte: autoria prépria.

Semelhante ao sistema MWCNTs-PtssSnss+OxOx (Figura 26), a densidade de
corrente da oxidagao do EG pelo sistema TEMPO-NH2+OxOx (linha azul) foi maior
em comparagdo ao sistema TEMPO-NH: (linha vermelha). O aumento de carga
aferido foi de 58%, somente 7% menor que o obtido para o sistema hibrido inorgéanico.
Ou seja, o sistema TEMPO-NH2+OxOx é mais ativo na oxida¢édo do EG que o TEMPO-
NH2, indicando que a OxOx pode oxidar os produtos formados pelo TEMPO-NH:2
coletando mais elétrons por molécula de combustivel de partida.

Para verificar se 0 ES que contém acido citrico poderia ser oxidado durante os
experimentos, realizou-se uma eletrélise de controle na auséncia de EG (Figura 37 /
linha cinza tracejada). De forma semelhante a reportada anteriormente [65] e discutida
para o sistema MWCNTs-PtesSnss+OxOx, a corrente foi muito baixa e ndo foi
encontrado produtos de oxidagcéao nas analises de CLAE-UV/RID.

Como descrito no tépico 3.2.10, as amostras foram cuidadosamente coletadas

do meio reacional e analisadas por CLAE-UV/RID. A Figura 38 contém o0s
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cromatogramas das analises por RID (Figura 38-a), por UV-vis (Figura 38-b) e as

analises da presenca de CO: (Figura 38-c), no tempo de 0 e 12h.

Figura 38 - Cromatogramas dos produtos formados para a analise de 12h das eletrolise de EG (100
mmol L?) na presenca de TEMPO-NHz (A= Oh e B= 12h) e TEMPO-NH2+0OxOx (C=0h e D= 12h). (a)
Detector RID, (b) UV (210 nm) e as (c) andlises da presenca de CO: (c). Coluna Aminex® HPX-87H
(300x7,8 mm), fase movel H2SO4 3,33 mM e temperatura 45°C. Eap= 0,75 V vs AgAgCl; ES= tampéo
fosfato-citrato 150 mmol L. 1- glicoaldeido, 2- acido glicélico, 3- acido glioxilico, 4- &cido férmico e 5-

diéxido de carbono.
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Fonte: autoria prépria.

A identificacdo dos produtos formados foi feita por comparagcdo com os tempos
de eluicdo dos padrdes analiticos injetados nas mesmas condi¢cdes de andlise. A

Figura 39 mostra a distribuicdo dos produtos identificados na amostra de 12h.
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Figura 39 - Distribuicdo dos produtos da oxidagdo do EG (100 mmol L) apés 12h de eletrolise em
TEMPO-NH2+OxOx (azul) e TEMPO-NH2 (vermelho). ES= tampao fosfato-citrato 150 mmol L2, [OxOXx]
=0,03 U mL-1, Eap = 0,75 V versus Ag/AgCl.
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Fonte: autoria prépria.

As eletrélises contendo apenas o catalisador TEMPO-NH: apresentaram, apés
12h trés produtos de oxidacédo do EG: GAId (2,88 + 0,64 mmol L), AG (0,67 + 0,12
mmol L) e AGO (0,081 + 0,02 mmol L1). Nenhum produto proveniente da clivagem
da ligacdo C-C foi detectado. Comparando os produtos formados nas primeiras 12h
de eletrdlise para o sistema MWCNTs-PtesSnss e TEMPO-NH2, € possivel verificar que
0 produto majoritario para o catalisador metalico (MWCNTs-PtssSnss) foi de AG (4
elétrons); jA& ao empregar o catalisador TEMPO-NH2 o GAId (2 elétrons) é o produto
majoritario. A Figura 39 também mostra a deteccdo de pequena quantidade de AGO
(6 elétrons) ja nas primeiras 12h.

As eletrolises de EG, realizadas na presenca da enzima (TEMPO-NH2+0OxOx),
apresentaram os mesmos trés subprodutos de oxidacdo observados no sistema
contendo apenas TEMPO-NHz, porém, neste caso, a concentragéo foi superior: GAld
(5,42 £ 1,09 mmol L), AG (1,14 £ 0,14 mmol L'!) e AGO (0,206 + 0,02 mmol L1). Isto
demonstra a possibilidade da OxOx de alguma forma facilitar o processo catalitico do
TEMPO-NH2. Resultado similar foi observado por Franco et al. que no sistema
MWCNTs/TEMPO-LPEI/ADH nos ensaios de eletrolise a presencga de acido acético
aumentou 20% em comparacdo a auséncia da enzima, demonstrando a influéncia da

enzima no catalisador organico [62]. Além disso, foi detectado AF (0,178 + 0,011 mmol
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L'1) e CO2 (8,768 + 1,339 mmol L), demonstrando que a OxOx cliva a ligacdo C-C
dos acidos gerados na oxidacéo do EG pelo TEMPO-NH2. No periodo de 12h o pico
caracteristico do EG teve uma queda média de 9,8% para o sistema TEMPO-NH: e
de 19,6% para o TEMPO-NH2+OxOx. A agdo conjunta do catalisador organico e
biolégico, possibilita a obtengdo dos 10 elétrons possiveis da oxidagdo do EG e
melhora a acdo do TEMPO-NHo..

Para entender a estabilidade do sistema e verificar as modificacdes nos
produtos detectados, a eletrolise foi prolonga até 72h. A Tabela 9 contém a distribuicéo
dos produtos para os tempos de 24, 48 e 72h.

Tabela 9: Distribui¢do dos produtos (mmol L) da oxidag&o do EG (100 mmol L1) ap6s 24h, 48h e 72h.

24 48 72

mmol L? Organico* Hibrido** Organico Hibrido Organico Hibrido

GAld 3,16 £ 6,34 £ 3,52 7,07 £ 3,88 £ 542 £
1,06 1,16 0,60 0,65 0,49 0,79

AG 1,84 1,75+ 3,99 £ 2,57 6,15 + 3,61+
0,45 0,07 1,04 0,21 1,54 0,28

AGO 0,05 + 0,25 + 0,07 + 0,16 + 0,08 + 0,15 +
0,03 0,01 0,01 0,02 0,01 0,06

AF 0 0,20 £ 0 0,19 £ 0 0,22 £
0,01 0,01 0,04

CO2 0 8,39 + 0 5,76 + 0 5,44 +
2,44 2,59 2,77

*Orgéanico: TEMPO-NH;
**Hibrido: TEMPO-NH,+Ox0x

Ndo houve deteccdo de nenhum produto novo, mesmo apds o aumento do
tempo de eletrolise. Apos 72h o pico caracteristico do EG teve uma queda média de
28,2% para o sistema TEMPO-NH: e de 31,2% para o TEMPO-NH2+OxOx. Para o
CO:2 ocorreu uma queda na quantidade observada. Esta diminuicdo pode estar
relacionada a algum vazamento ou perda para o ambiente durante a coleta das
amostras.

Apesar do aumento da quantidade detectada em comparacgéo a 12h para o AG,
AGO e AF para o TEMPO-NH2+Ox0Ox, eles ndo se acumulam na mesma proporgao

observada que em TEMPO-NHz. Isto se deve a reagcdo da OxOx com o AG e AGO
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como relatada no topico 4.3 e a acdo TEMPO-NH2 sobre o AF como relatada
anteriormente por Hickey et al [66].

Comparando os sistemas TEMPO-NH2+OxOx com 0 MWCNTSs-PtssSnzs+OxOx
no periodo de 72h, observa-se que o TEMPO-NH2+OxOx tem um desempenho
superior frente as eletrélises, gerando maiores densidade de corrente. Além disso, a
carga total durante este periodo é 4 vezes maior se compararmos ambos 0s sistemas
na presenca de OxOx. A quantidade de produtos de oxidacéo detectados reforca os
melhores resultados do TEMPO-NH2+OxOx frente ao MWCNTS-PtssSnss+OxOX,
como pode ser visto na Tabela 10. Este resultado deve ser visto com certa cautela,
tendo em vista que estamos comparando um sistema totalmente homogéneo
(TEMPO-NH2+0Ox0Ox) com um sistema misto (heterogéneo/homogéneo) e desta forma
o sistema de transferéncia de massa sao bem distintos e podem interferir de forma

significativa na eficacia da reacgéo.

Tabela 10: Produtos (mmol L) e carga (Coulombs) apds 72h de eletrdlises para os sistemas MWCNTSs-
PtssSnas+0OxOx (inorganico) e TEMPO-NH2+OxOx (orgéanico).

MWCNTSs-PtssSnss+Ox0Ox TEMPO-NH2+0x0Ox

mmol L? Metalico Hibrido Organico Hibrido
Gald 1,85+0,43 1,03 £ 0,27 3,88+0,49 5,42 +0,79
AG 14,14 + 0,51 4,11 +£0,49 6,15+ 1,54 3,61 +0,28
AGO 0,013 +0,008 0,020 + 0,001 0,08 +0,01 0,15 + 0,06
AF 0 0 0 0,22 +£ 0,04
CO: 0 4,72 £2,83 0 5,44 £ 2,77
Carga/C 8,43+25C 13,97+3,0C 35,49 +£4,01 56,05 + 4,39

A oxidacdo completa em um sistema envolvendo um derivado do catalisador
organico TEMPO em conjunto com uma enzima, ja foi relatada anteriormente na
literatura para etanol [62,65,67,68], glicerol [63,64,66] e lactato [77]. Entretanto, esta
€ a primeira vez que é reportado para o EG, ja que este combustivel normalmente tem
sua aplicacao restrita as células a combustiveis metalicas tradicionais [153,154] e a
sua aplicacdo em EBFC hibridas na literatura foi reportada apenas uma unica vez
[161].

Para elucidar a rota catalitica de oxidacao do EG pelo sistema hibrido TEMPO-

NH2+OxOx foram realizadas eletrélises de longa duracdo dos subprodutos de
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oxidacdo de EG, como descrito no topico 3.2.10, na presenca de TEMPO-NH2. As
Figuras 40 e 41 contém as curvas cronoamperométricas das eletrélises e os

cromatogramas das analises por CLAE-UV/RID.

Figura 40 - Curvas cronoamperométricas da oxidacéo do glicoaldeido (linha roxa), &cido glicélico (linha
laranja), &cido glioxilico (linha verde) e &cido férmico (rosa) na presenca de TEMPO-NH2. ES= tamp&o

fosfato-citrato 150 mmol L. [substratos] = 100 mmol L2, Eap = 0,75 V vs Ag/AgCl.
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Fonte: autoria propria.

Figura 41 - Cromatogramas dos produtos formados para a andalise de 12h da eletroxidacdo de (A)
glicoaldeido, (B) acido glicolico e (C) &cido glioxilico (D) acido férmico na presenca de TEMPO-NH..
Detector (a) RID, (b) UV (210 nm), (c) RID (para amostra acido férmico). Coluna Aminex® HPX-87H
(300x7,8 mm), fase mével H2SO4 3,33 mmol L e temperatura 45°C. Eap= 0,75 V vs Ag/AgCl; ES=

tampao fosfato-citrato 150 mmol L. 1- glicoaldeido, 2- &cido glicélico,3- &cido glioxilico, 5- COx.

12 : ‘ : 9 10 I 12 1 14
Tempo (min) Tempo (min)



66

Intensidade

196 198 200 202 204 206 208 210
Tempo (min)

Fonte: autoria prépria.

De forma semelhante as eletrdlises de longa duracdo com o EG, 0s picos
observados foram comparados com os de solucfes padrdes e os resultados séo

mostrados na Tabela 11.

Tabela 11: Eletrdlises (12h — 0,75 V vs Ag/AgCl) TEMPO-NH: para os subprodutos (100 mmol L) da
oxidag&o do EG em pH 5,5.

Substrato Produto TEMPO-NH2 (mmol L?)
GAld AG 6,56
AGO 0,630
AG AGO 0,90
AGO* Nenhum produto identificado
AF CO; 0,27

TEMPO-NH2 oxida o GAIld formando os produtos de oxidacdo AG (6,56 mmol
L'Y) e AGO (0,630 mmol L1). JA nas eletrélises de AG, detectou-se a formacédo de
AGO (1,77 mmol L1). Na oxidacédo de AGO foi observado na analise de HPLC a queda
do pico caracteristico deste substrato indicando seu consumo. Entretanto, ndo foi
observado a formacao de nenhum produto, provavelmente, o AGO foi oxidado para
AO, o qual co-elui junto com o tampao (citrato), impossibilitando a sua identificacdo e
atribuicdo. Uma observacao que deve ser feita é que ja foi relatado anteriormente a
incapacidade do TEMPO-NH2 em reagir com AO [63].

A Figura 42 mostra o0 mecanismo de oxidagcdo do EG proposto para o sistema
hibrido TEMPO-NH2+OxOx.
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Figura 42 - Proposta do mecanismo de oxidacdo do EG TEMPO-NH2+OxOx. A linha vermelha
representa a oxidacdo mediada apenas por TEMPO-NH2, e a linha azul representa a oxidagéo

enziméatica mediada por OxOx.
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Fonte: autoria prépria.

Os resultados de oxidacdo do EG e seus subprodutos comprovam a rota
proposta na Figura 42. Foi possivel observar que o TEMPO-NH:2 oxida o EG para GAld
(2 elétrons), AG (4 elétrons), AGO (6 elétrons); posteriormente, o GAld formado
também reage com o catalisador organico formando AG (4 elétrons) e AGO (6
elétrons). Os acidos formados também sofrem oxidacdo subsequentes dando origem
a AGO e AO. A enzima OxOx age clivando a ligagcdo C-C do AO e gerando CO2, e
reage com AG e AGO formando AF (6 elétrons) e CO2 (10 elétrons). Ao final, o
TEMPO-NH: oxida o AF para CO2. Esta proposta de mecanismo explica o ganho de
carga observado nas eletrélises do sistema hibrido (Figura 37) e como este sistema
hibrido possibilita a coleta dos 10 elétrons possiveis da oxidacdo do EG.

Em resumo, o sistema TEMPO-NH2+OxOx mostrou ser efetivo na oxidagéo do
EG até CO, semelhante ao relatado anteriormente para o glicerol [66] e etanol [68]
em sistemas hibridos com TEMPO-NH:. Os seus resultados de densidade corrente,

carga e produtos detectados foram superiores aos obtidos para o0 MWCNTs-
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PtesSnzs+OxOx. Além disso o custo e a disponibilidade comercial do TEMPO-NH2,

tornam atrativo a sua utilizacado no desenvolvimento de biocélulas a combustiveis.
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3. CONCLUSOES

A enzima OxOx de Ceriporiopsis subvermispora obtida através da expressao do
vetor em Pichia pastori KM71H gerou uma enzima com atividade superior ao relatado
na literatura. Os eletrocatalisadores de MWCNTs-Pt e MWCNTs-PtesSnss
demostraram atividade eletrocatalitica para a oxidagdo do EG em meio levemente
acido (pH 5,5). Entretanto, o eletrodo contendo MWCNTSs-PtesSnss apresentou um
pico de oxidagcdo em um menor sobrepotencial (50 mV), sendo este o motivo de ter
sido escolhido para a preparacdo de um sistema com a enzima OxOX.

De forma semelhante o catalisador organico TEMPO-NH2 demonstrou atividade
eletrocatalitica para a oxidacdo do EG formando os mesmos produtos observados na
eletroxidacéo eletroquimica pelas MWCNTSs-PtesSnas.

Pela primeira vez foi demonstrado que MWCNTSs-PtssSnss+OxOx e TEMPO-
NH2+OxOx podem ser aplicados na oxidacdo completa do EG (10 elétrons). Os
ensaios de voltametria ciclica dos sistemas hibridos (MWCNTs-PtesSnzs+OxOx e
TEMPO-NH2+OxOx) apresentaram correntes em média 1,6 e 1,2 vezes maiores em
relagdo ao sistema na auséncia da enzima. Também foi elucidado a cascata
eletrocatalitica para a oxidacdo do EG em ambos os sistemas, através do estudo da
rota eletroquimica e enzimatica dos subprodutos de oxidacdo do EG. Foi proposto o
mecanismo de oxidacdo do EG para os dois sistemas. MWCNTs-PtesSnzs e TEMPO-
NH2. Ambos sistemas oxidam EG para GAld, AG e AGO. Entre esses acidos, um
resultado interessante foi observar que MWCNTSs-PtssSnss pode clivar as ligagcbes C-
C de AGO, para fornecer AF e CO2; E também clivar o AO gerando CO2.

A enzima OxOx ndo apenas reage com seu substrato (AO), mas também cliva a
ligagédo C-C de AG e AGO, gerando CO2 e AF. Para 0 MWCNTS-Pts5Snss+OxOx 0
VCA (0,643 + 0,020 V), a densidade de poténcia (332 + 28 yW cm™) e de corrente
(930 + 85 pA cm?) sdo da mesma magnitude dos maiores valores relatados
anteriormente para sistemas hibridos com etanol indicando que pode haver a troca de
substrato mantendo-se a mesma ordem de grandeza de energia gerada.

Este estudo mostrou que a arquitetura bicatalitica MWCNTs-PtssSnss € 0 TEMPO-
NH2 atuam em conjunto com a OxOx, para aumentar a quantidade de energia através

da oxidagao do EG.
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Destaca-se que ambos os sistemas hibridos exibiram altas taxas de atividade
eletrocatalitica utilizando um combustivel raramente relatado na literatura para EBFC.
Este trabalho desempenha um papel importante na implementacdo de fontes
alternativas de conversdo de energia para aplicagBes préticas de longo prazo,
contribuindo para o desenvolvimento de EBFC.
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5. APENDICES

APENDICE A - Material suplementar da analise do sistema MWCNTs-

PtesSnass.

Figura Al: Curvas voltamétricas em diferengas concentracdes de EG com eletrodos modificados por

MWCNTs-Pt. ES= tampéo fosfato-citrato 150 mmol L, pH 5,5, v =30 mV s

| (mA cm™)

04 THo 00 05 o4 08 os
E (V) vs Ag/AgCI

Fonte: autoria proépria.

Figura A2: Curvas voltamétricas em diferengas concentra¢des de EG com eletrodos modificados por

MWCNTs-PtssSnass. ES=  tampdo fosfato-citrato 150 mmol L%, pH 5,5, v=30 mV s

I (mA cm™)

04 D5 006 02 04 08 08
E (V) vs Ag/AgClI

Fonte: autoria prépria.
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Figura A3: Curvas voltamétricas do sistema MWCNTs-PtesShss (linha vermelha), MWCNTSs-PtesSnas
(linha azul) e ES (linha pontilhada cinza) com os subprodutos (20 mmol L) de oxidacdo do EG. a)
Glicoaldeido; b) Acido glicélico; c) Acido glioxilico; d) Acido oxalico. ES= tamp&o fosfato-citrato 150

mmol L%, pH 5,5, v =30 mV s; [OxOx]=0,03 U mL™.
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Fonte: autoria prépria.
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Figura A4: Cromatograma (detector RID) de Oh de EG (100 mmol L) antes da eletrélise com
MWCNTSs-PtssSnss. Coluna Aminex® HPX-87H (300x7,8 mm), fase mével H>SO.4 3,33 mM e temperatura

45°C. ES= tampéo fosfato-citrato 150 mmol L.
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APENDICE B - Material suplementar da anélise do sistema TEMPO-
NH2+OxOx

Figura A5: Ensaios cronoamperométricos realizados na presenga de TEMPO-NH2+OxOx (linha azul)
e TEMPO-NH: (linha vermelha). Adi¢des sucessivas de 4 mmol L &cido glicdlico (a), acido glioxilico
(b), acido oxalico (c) e acido férmico (d) em um potencial de oxidacao fixo (0,750 V vs Ag/AgCI). ES=
tampao fosfato-citrato 150 mmol L, [TEMPO-NH2]= 5 mmol L, [OxOx] = 0,03 U mL™.
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Fonte: autoria prépria.
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Figura A6 - Curvas voltamétricas do sistema TEMPO-NH: (linha vermelha), TEMPO-NH2+0OxOx (linha
azul) e ES (linha pontilhada cinza) com os subprodutos (20 mmol L) de oxidagdo do EG. a)
Glicoaldeido; b) Acido glicélico; c) Acido glioxilico; d) Acido oxalico. ES= tamp&o fosfato-citrato 150
mmol L%, pH 5,5, v =10 mV s%; [TEMPO-NHz]= 5 mmol L; [OxOx]=0,03 U mL™.
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APENDICE C - Divulgaco cientifica oriunda da dissertac&o

- Apresentacdo em congressos:
Nome do evento: 71st Annual Meeting of the International Society of Electrochemistry.
Periodo: 31 de agosto a 4 de setembro de 2020. Local do evento: Online.
Foi apresentado de forma oral pela Professora Dra. Adalgisa Rodrigues de Andrade um
trabalho derivado dos meus resultados do mestrado "Enhanced of ethylene glycol
electrooxidation by hybrid catalytic systems" (autores: Jesimiel G. R. Antdnio, Sidney A. Neto,

Maria de Lourdes T. M. Polizeli, Shelly D. Minter, Jefferson H.Franco , Adalgisa R. de Andrade)

Nome do evento: 239th Electrochemical Society Meeting, realizada de forma virtual, USA,
Periodo: 30 de maio a 3 de junho de 2021. Local do evento: Online

Foi apresentado pela Professora Dra. Adalgisa Rodrigues de Andrade uma palestra, qual teve
parte dos resultados deste mestrado apresentado. Trabalho "Hybrid Electrocatalysts for
Bioelectrooxidation of Small Alcohols: Ethanol and Ethylene Glycol" (autores: Jefferson
Honorio Franco, Jesimiel G. Rodrigues Rodrigues Antbénio, Shelley Minteer, Paula Z. Almeida,

Maria Lourdes T. Moraes Polizeli e Adalgisa Rodrigues De Andrade.

- Trabalho (poster) aceito para congressos futuro:
Nome do evento: XXIII SIBEE - Simposio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica
Periodo: 24 a 26 de novembro de 2021 Local do evento: Online
Trabalho: Oxidacao completa do etilenoglicol em um sistema hibrido (autores: Jesimiel. G. R.
Antonio, Jefferson H. Franco, Paula. Z. Almeida, Maria L. T. M. Polizeli, Adalgisa R. De
Andrade).

- Artigo publicado:
Titulo: Carbon nanotube PtSn nanoparticles for enhanced complete biocatalytic oxidation of
ethylene glycol in biofuel cells (autores: J. G. R. Antonio, J. Honorio Franco, P. Z. Almeida, T.
S. Almeida, M. L. T. M. Polizeli, S. D. Minteer, A. R. De Andrade)
Revista: ACS Materials Au

- Artigo em processo de escrita:
Titulo: Evaluation of TEMPO-NH, and oxalate oxidase enzyme for complete oxidation of
ethylene glycol (autores: Jesimiel. G. R.Antonio, Jefferson H. Franco, Paula. Z. Almeida, Maria
L. T. M. Polizeli, Adalgisa R. De Andrade).

Revista: ChemEletroChem
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APENDICE D - Trabalhos futuros

O presente trabalho gera algumas possibilidades de estudos futuros:

e Estudos computacionais para entender o aumento da atividade do TEMPO-NH; na
presenca da OxOx;

e Imobilizagdo do catalisador TEMPO ou derivado em conjunto com a OxOx. Durante
este mestrado foi tentado utilizar o sistema TEMPO-LPEI+OxOx imobilizado sobre o
eletrodo, de forma semelhante a relatada por Franco et al [65]. Entretanto, o sistema
demonstrou ser instavel na presenca de etilenoglicol, sendo assim descontinuado do
estudo;

¢ Imobilizacdo da OxOx sobre 0 MWCNTs-PtgsShss;

e Troca da OxOx pela OxDc, que demonstrou resultados promissores na literatura para

etanol [68], glicerol [63] e lactato [77], em sistemas hibridos organicos.



