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RESUMO

Anténio Rodrigues, Jesimiel Glaycon. Preparacdo e caracterizacdo de sistemas
hibridos para biocélulas enzimaticas operando com etilenoglicol/O,. 2021. 110
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 1,2 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 (FA), acido glicdlico (GA),
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-PtesSn3s+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-PtesSnss+OxOx e TEMPO-NHz + OxOx mostraram a formagéo de COg,
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-PtesShss + OxOx
atingiu 930 + 85 pA cm, 332 + 28 yW cm? e VCA (tensédo 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/O». 2021. 110 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 1.2 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/AgCl
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.



1. INTRODUCAO

1.1. DEMANDA ENERGETICA E FONTES ALTERNATIVAS

Os impactos dos seres humanos na Terra sdo evidentes pelas mudancgas
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 € necessaria 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 nacdes unidas) estabeleceu 17 metas de
desenvolvimento sustentavel para 2030. Dentre elas, a demanda de uma energia
limpa acessivel [4]. Entretanto, 0 consumo energético humano é majoritariamente
baseado em combustiveis fosseis, 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 producéo, armazenamento e transporte ja
estruturado. As reservas finitas e a producdo de gases do efeito estufa sdo algumas
das grandes desvantagens do uso de combustiveis fésseis 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 producédo de energia hidraulica, edlica e da
biomassa, que juntas sdo fonte de 82,9% da energia elétrica utilizada em nosso
territério, como segue o grafico do balanco 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.

o
. J
- +
Ho = 2e~ e <= 0,
oH" 0
— > — 2
H, <= ':D'
anodo eletrélito catodo
H, -2 H*+2¢é % 0,+2H*+2é - H,0

Fonte: adaptado de Villullas et al. [17].

As células a combustiveis tradicionais (utilizam catalisadores metélicos) sdo
classificadas de acordo com o eletrdlito [10] e também pela temperatura de operacéao
[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 catalizadores 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 acucar 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 espaconaves 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 [31], relogios [32] e marca passo [33].

Além das possiveis aplicacGes praticas das biocélulas, as pesquisas sao
impulsionadas pelas vantagens delas frente as células a combustiveis tradicionais. Os
catalisadores utilizados sdo 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 séo as que empregam enzimas e as que
utilizam microrganismos. As biocélulas microbiolégicas 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 enzimaticy 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 reducdo de
oxigénio [36], até a oxidac&do 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 é 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 pressdo 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 reacdao 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
os 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 oxidagéo
de um alcool 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 solug&o, 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 eletrocatalizador 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 pyW 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 étimos de atuacdo; a expansdo no nimero dos componentes
torna o processo mais complexo e mais caro, e 0 aumento da densidade energética
pode ser menor que o teorico esperado [46[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 os 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 conduc¢des 6timas 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 gluteraldeido (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]™*), imobilizando-o sobre nanotubos de carbono modificados por
grupos de acido naftoicos [61]. Este sistema se mostrou ativo para a oxidacédo de H2
nos pHs entre 0,3-9. A combinacéo 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 apesenta a possiblidade de gerar produtos de oxidacdo com alto valor



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.



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 reacao de oxidacéo do oxalato para CO2 reduzido oxigénio para

peréxido de hidrogénio [79] (Figura 5).



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].



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].



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: e coletar 12 elétrons por molécula [65[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. CATALIZADOR 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
condicBGes operacionais (pH, temperatura e eletrdlitos). 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¢cdes reacionais [105]. A oxidacao seletiva € uma grande vantagem, pois 0s



métodos tracionais utilizam reagentes toxicos ou que geram residuos téxicos, como
0s métodos baseados em créomio, dioxido de manganés, dimetil sulfoxido, 6xido de
prata e periodanos [106—109]. Além desta fungéo classica, eles possuem aplicacdes
no desenvolvimento de baterias [110] e células solares [111].

O mecanismo na oxidacado de um substrato se baseia na formacg&o 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 primérios, e quando ele age o oxoamonio (ll) reduz para a forma hidroxilamina
(111, a qual pode ir para uma segunda oxidacao e regenerar o cétion oxiamonium. Esta
segunda oxidacdo pode ocorrer quando a hidroxilamina € oxidada pelo radical
oxiamonium presente na solucdo, pela acdo de um outro oxidante ou
eletroquimicamente [112-115]. A Figura 7 esquematiza 0 mecanismo de agédo do

TEMPO.

Figura 7 - Mecanismo de acéo do TEMPO. I- radical nitroxil. ll- cation oxoamonio. 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 condicfes 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 limitacdes

individuais, combinando as vantagens de enzimas capazes de quebrar eficientemente as



ligagbes C-C aliada aos catalisadores orgéanicos. 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 oxidacdo completa do etanol, lactato e glicerol.

1.5 NANOTUBOS DE CARBONO, DERIVADOS E
ELETROCATALISADORES

O carbono é 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, 0s 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 é composta por atomos de carbono ligados entre si
em ligacdes 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].



Figura 8 - Nanotubos de carbono. a) SWCNTs. b) MWCNTSs.

Grafeno
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! s1) ~10° 10°-10°
Condutividade térmica (W mK™1) 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

[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 diametro permite maior aproximacao com os sitios ativos das enzimas
[121].

O aumento do numero de publicagBes 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 cell/lCNT” (verde) e “biofuel cellMWCNT” (azul). Pesquisa realizada em agosto de
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Fonte: autoria propria.

Nanocatalisadores baseados em Pt sdo popularmente aplicados na
eletroxidacdo de &lcoois, 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



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). O EG € 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
0 momento. Falase et al. imobilizaram ADH em um filme eletropolimerizado de verde
de metileno (PVM), juntamente com MWCNTs e PtRu nanoestruturado [157]. A
densidade de corrente para oxidacao de EG na presenca de nanoparticulas de ruténio
(PVM-PtRu-ADH) foi 1,2 vezes maior em comparagdo com o sistema PVM-ADH.



Portanto, a investigacdo de EG em EBFC € de extremo interesse e promissora, ja que

os trabalhos nesta area sdo escassos.



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.



3. CONCLUSOES

A enzima OxOx de Ceriporiopsis subvermispora obtida através da expressédo do
vetor em Pichia pastori KM71H gerou uma enzima com atividade superior ao relatado
na literatura. Os eletrocatalisadores de MWCNTs-Pt e MWCNTSs-PtesSnass
demostraram atividade eletrocatalitica para a oxidacdo do EG em meio levemente
acido (pH 5,5). Entretanto, o eletrodo contendo MWCNTSs-PtssSnss 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
eletroxidacao eletroquimica pelas MWCNTs-PtgsSnass.

Pela primeira vez foi demonstrado que MWCNTs-PtesSnss+tOxOx 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
relacdo 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 oxidacédo do EG. Foi proposto o
mecanismo de oxidacdo do EG para os dois sistema. MWCNTs-PtesSnss e TEMPO-
NH2. Ambos sistemas oxidam EG para GAld, AG e AGO. Entre esses acidos, um
resultado interessante foi observar que MWCNTs-PtssSnss pode clivar as ligagbes C-
C de GOA, para fornecer FA e COz2; E também clivar o AO gerando COx-.

A enzima OxOx ndo apenas reage com seu substrato (AO), mas também cliva a
ligacdo C-C de AG e AGO, gerando CO:2 e AF. Para 0 MWCNTs-Pts5Snh3s+OxOx o
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 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-PtssShss € 0 TEMPO-
NH2 atuam em conjunto com a OxOx, para aumentar a quantidade de energia através

da oxidacéo do EG.



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 praticas de longo prazo,

contribuindo para o desenvolvimento de EBFC.
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