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RESUMO

Titulo: “Utilizacdo do material hibrido orgdnico-inorgénico celulose-oxido de titanio
para a imobilizag5o de alguns catalisadores”

Autor: Silvio Luis Pereira Dias
Orientador: Prof. Dr. Yoshitaka Gushikem

Palavras chave: celulose, 6xido de titanio, oxigénio dissolvido, azul de metileno,

planejamento fatorial, oxidag&o enantiosseletiva

No presente trabalho a celulose foi modificada com o oxido de titénio {IV) e
utilizada como matriz para a realizagido de dois estudos eletroquimicos & um
estudo biocatalitico. Primeiramente, a hematoporfirina IX e a protoporfirina IX
foram imobilizadas sobre o suporte sélido com posterior metalagéo por Co (ll).
Estes dois materiais apresentaram a capacidade de eletrocatalisar a redugao de
oxigénio dissolvido a um potencial de — 0,15V e - 0,20 V vs ECS em pH 7,0,
respectivamente. Os potenciais de reducéo do 0. permaneceram constantes entre
pH 3,0 e 7,0, enquanto que os estudos utilizando-se eletrodo de disco rotatdrio
indicaram que o material Cel/TiO2/CoHMP é mais eficiente catalisador do que o
material CelfTiO./CoPP para a redugdo de oxigénio dissolvido.

No segundo estudo, o azul de metileno foi imobilizado sobre os materiais
Cel/TiO, e Cel/TiO»/HPO, e foram investigadas as propriedades eletroquimicas e 0
comportamento do corante como mediador de elétrons. O sistema eletrédico
quimicamente modificado foi estudado realizando-se um planejamento fatorial de

dois niveis e trés variaveis. As observagdes experimentais e a anélise de dados
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indicaram que o fator pH é uma variavel inerte e n&o esta envolvido em qualquer
efeito importante. O uso de uma solugéo de NaCl 0,5 mol L' com uma superficie
de celulose modificada Cel/Ti(MBPQ4) em ambos os valores de pH 4,0 ou 7,0 sdo
as condi¢bes otimas para este sistema.

A imobilizagdo do fungo Aspergillus terreus CCT 3320 sobre o material
Celulose/TiO, focou a preparagio de compostos sulfoxidos com alto teor de
excesso enantiomerico, ee > 95 %, através da oxida¢do enantiosseletiva de
sulfetos. As células imobilizadas foram observadas por MEV indicando uma boa
aderéncia do fungo sobre o suporte sdlido. O rendimento do sulfoxido e o excesso
enantiomerico indicaram que as células imobilizadas mantém atividade por pelo
menos 90 dias, com resultados compardveis com os obtidos com células do

microrganismo nao imobilizado.



ABSTRACT

Title: “Utilization of organic-inorganic hybrid material of cellulose and titanium
oxide for the immobilization of some catalysts”

Author: Silvio Luis Pereira Dias
Promotor: Prof. Dr. Yoshitaka Gushikem

Key words: cellulose, titanium oxide, dissclved oxygen, methylene blue, factorial

design, enantiosselective oxidation

In the present work cellulose-modified titanium oxide (1V) was prepared and
used as a matrix for two electrochemical studies and one biocatalitic study. First,
hematoporphyrin IX and protoporphyrin IX were immobilized on the solid support
with subsequent metallation by Co (I}). These materials showed their
electrocatalyst capacity of dissolved oxygen reduction at a potential of - 0.5V
and - 0.20 V vs SCE at pH 7.0, respectively. The Oz reduction potentials remained
constant between pH 3.0 and 7.0 and studies with rotating disk electrode indicated
that CelfTiO,/CoHMP material is more efficient catalyst than Cel/TiO/CoPP
material for dissolved oxygen reduction.

in the second study, methylene blue was immobilized on Cel/TiO, and
CellTiO./HPQ, materials. The electrochemical properties and behavior of the dye
as electron mediator were investigated. The chemically modified electrode system
was evaluated using a factorial design with three variables in two levels. The

experimental results and the analysis of the data indicated that pH is an inert



variable and is not involved in any important effect. Use a 0.5 mol L™ NaCl solution
with the modified cellulose Cel/Ti(MBPOQ,) at both pH 4.0 or 7.0 were the best
conditions for this system.

The immobilization of the Aspergillus terreus CCT 3320 fungi on the
Cel/TiO, focused on the preparation of sulfoxide compounds with a high
enantiomeric excess, ee > 95%, through the enantiosselective oxidation of sulfides.
The immobilized cells were observed by MEV, indicating a good adherence of the
fungus on the solid support. The sulfoxide yield and the enantiomeric excess
indicated that the immobilized cells maintained their activity for at least 90 days,
with results comparable to those obtained with non-immobilized microorganisms

cells.
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1. INTRODUGAO

1.1. Materiais hibridos orgénicos e inorganicos

A civilizagdo contemporanea experimentou simultaneamente duas
importantes revolugdes a partir da 2° Guerra Mundial, uma envolvendo o
desenvolvimento da informatica e outra o desenvolvimento da ciéncia dos
materiais. Durante a década de 40, os polimeros sintéticos passaram a ser
desenvolvidos com o objetivo de substituir os materiais tradicionalmente usados e
também para novos tipos de aplicagdo, como por exemplo, a substituigdo na
industria elétrica de isolantes a base de papel por polimeros plésticos [1]. No
decorrer da década de 70 foi observada uma desaceleracdo da produgao
comercial de novos polimeros sintéticos, acompanhada de um aumento acentuado
no numero de técnicas de modificagdo de polimeros ja existentes. Este processo
foi decorrente do alto custo envolvido na produgio de novos polimeros tendo em
vista a necessidade de investimentos no desenvolvimento de sistemas de
polimerizagédo e em equipamentos especiais [2].

O desenvolvimento da industria de polimeros proporcionou uma retomada
de interesse pelo estudo de materiais hibridos orgénico-inorganicos. A
possibilidade de combinar as propriedades de compostos organicos e inorganicos
em um unico material com propriedades unicas e performances especificas € um
velho desafio que teve inicio com o comego da era industrial. Alguns dos mais
velhos e famosos materiais hibridos organico-inorganicos sdo oriundos da
indastria de tintas, onde pigmentos inorganicos, como TiO,, sao suspensos em

misturas organicas como solventes e surfactantes [3]. Cargas (*fillers”) ou agentes
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modificadores inorgénicos como argilas, talcos e oxidos em geral, tdm sido
adicionados aos polimeros para melhorar algumas propriedades, como por
exempilo, resisténcia mecanica e estabilidade térmica, bem como para introduzir
cor [4,5].

O conceito de hibrido orgénico-inorganico é reiativamente recente, surgido
em 1994 para atender as exigéncias encontradas no desenvolvimento de
materiais mais sofisticados. Na literatura atual ainda ocorre alguma discordancia
entre os termos compdsito e hibrido orgénico-inorgénico, sendo que a diferenca
fundamental entre um e o outro esta relacionada com a dimens&o da dispersdo
[6]. Usualmente os compositos sdo materiais heterogéneos, consistindo de uma
ou mais fases descontinuas (mais fortes e duras denominadas de materiais de
reforgo), embebidas ou dispersas em uma fase continua (matriz), como por
exemplo, a dispers@o na forma particulada de um material inorganico como a silica
em uma matriz de um polimero organico, enquanto gue os materiais hibridos sdo
homogéneos, como por exemplo, a formacdo de materiais de vidros
transparentes, a partir da mistura de polimeros organicos e materiais inorganicos
[6].

O termo compésito ou material compdsito é bastante abrangente e
complexo, tendo sua origem na palavra inglesa “composite materials”, que foi
usada para definir a conjugacdo de materiais para alcangar as propriedades
desejadas no produto final, sendo, portanto, utilizada como sinénimo de material
conjugado. Embora existam varias definigbes na literatura com diferentes
interpretagbes, pode-se defini-lo como sendo todo o material obtido por dispersio,

mistura fisica ou reagdo quimica entre dois ou mais materiais distintos € com



Introdugéo

propriedades fisicas diferentes para a obtencdo de um novo material que
apresente propriedades notadamente diferentes das propriedades dos materiais
constituintes, podendo ser esta dispersdo ou mistura inclusive macroscopica, e
que, por ser um material multifasico, exibe uma proporgao significativa das
propriedades das fases constituintes [7}.

Desta forma, a classificagdo de um material como compésito & muitas
vezes baseada em algumas caracteristicas como a forma de uma das fases, se
fibrosa ou laminar, na fragdo de volume de uma das fases = 10%, ou quando
alguma propriedade como elasticidade de um dos constituintes € > 5 vezes em
relagdo a do outro [8]. Um novo termo denominado de biocompdsito passou
também a ser empregado na literatura a partir de 1989 para definir os novos
materiais em que pelo menos uma das fases & originaria de fontes biologicas
renovaveis [9].

Nos materiais hibridos, a dispersdo ou mistura dos componentes ocorre de
forma homogénea e ao nivel molecular, com tamanhos de fases varando de
escala nanométrica & micrométrica, resultando em um material com um tamanho
reduzido das fases, o que justifica o interesse na obtencdo de materiais hibridos
com alto grau de dispersdo e homogeneidade [3]. As propriedades finais de um
material hibrido sdo determinadas predominantemente em fun¢do da natureza da
interface intema entre as fases organica-inorganica, a qual tem sido empregada
para classificar estes materiais em duas classes distintas [10): classe 1 — aquela
em que os componentes organico e inorganico estdo homogeneamente dispersos,

existindo apenas ligages fracas entre eles, como ligagdes de hidrogénio, forgas
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de Van der Waals, interac';:ﬁes hidrofilicas e hidrofobicas; classe 2 — aquela em
que 0s componentes organico e inorgénico estdo fortemente ligados através de
ligagBes quimicas covalentes ou idnicas. Porém, além da natureza das interagbes
quimicas na interface do material hibrido, variagies nas suas propriedades dos
materiais hibridos também sdo determinadas em fungdo das contribuicdes
individuais de cada componente expressas pela natureza quimica das fases
organica e inorganica e pelo tamanho ou dimensdes destas mesmas fases, com
consequente aiteragdo no comportamento térmico do hibrido, na reologia, na
estabilidade e na morfologia do material. Sendo assim, a escolha dos
componentes organico e inorgénico toma-se essencial para a definicdo das

propriedades do material hibrido final [3).

1.2. Celulose

A celulose constitui-se no biopolimero mais abundante e renovavel
existente na natureza, sendo também encontrada em bactérias, fungos e em
animais marinhos. A celulose é definida como um polimero linear de composigéo
quimica (CeH100s)n, cuja molécula primaria chamada celobiose consiste na unido
de dois mondmeros ligados através de ligagSes glicosidicas B(1-4), apresenta alta
massa molecular e grau de polimerizagéo variando entre 2000 a 15000 unidades
de D-glicose conforme a sua origem, cujas cadeias poliméricas agregadas
paralelamente resultam em regies cristalinas ordenadas e regibes amorfas

desordenadas [11-13].
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R = CHOH In

Figura 1. Formula estrutural da unidade de repeticdo basica da celulose

denominada de celobiose.

Na parede celular das plantas a celulose é depositada em camadas
denominadas de fibrilas embebidas em polimeros mais amorfos, 0s quais incluem
polissacarideos neutros e acidos, glicoproteinas e substdncias aromaticas
adesivas, resultando em um material compodsito semipermeavel bastante
complexo. A fibrila tipica da celulose pode ser idealizada como um cabo no qual
as fibras longitudinais tém como fungdo primordial servir de reforgo estrutural a
parede celular. A biossintese ou biogenesis da celulose se constitui em um
processo altamente ordenado e estruturado, como conseqiéncia de uma série
complexa de eventos, 0s quais devem ocorrer para gerar uma estrutura na forma
de uma fita alongada, submicroscopica, semicristalina e termodinamicamente
estavel. A bactéria Acetobacter xylinum gram-negativa ainda € considerada como
o sistema modelo para o estudo da biossintese da celulose, onde apenas uma
Unica célula do microrganismo polimeriza ao redor de 200.000 moléculas de

glicose por segundo [13].
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Embora a complexidade intrinseca envolvida no entendimento e controle
da biomontagem da celulose, o processo segue por etapas seqlenciais de
polimerizagdo,  cristalizagdo e extrusdo, catalisadas por enzimas
macromoleculares complexas denominadas de celulose sintase, cuja unidade
morfolégica estrutural @ conhecida por complexos terminais lineares ou
hexagonais ou simplesmente pelo termo inglés “rosette TC". Estas reacgdes
enzimaticas complexas afetam o tamanho ou grau de polimerizacéo, a forma e a
estrutura cristalina da celulose produzida. Um modelo proposto recentemente para
explicar o mecanismo de polimerizagdo derivado de um algoritmo genético
considera que sdo necessdrias duas moléculas substratos doadoras de
UDP-glicose e de pelo menos trés sitios cataliticos para iniciar 0 processo no
citoplasma celular e adicionar a unidade de celobiose produzida a cadeia de

crescimento, conforme esta representada simplificadamente abaixo [11,12]:

UDP-glicose + UDP-glicose ————— glicose-glicose + 2 UDP

onde UDP significa Uridina-5"-difosfoglicose

A celulose foi um dos primeiros polimeros naturais a atrair o interesse para
a preparacdo de materiais hibridos, desde que estes materiais apresentam
algumas vantagens frente a outros materiais, tais como baixo custo, razoavel
porosidade, facilidade de manuseio, biodegradabilidade devido a microrganismos
presentes no solo, cupins ou enzimas presentes no estdmago de ruminantes,

estabilidade em uma extensa faixa de pH (3-13), capacidade de resistir a lavagem
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alcalina, e razoavel estabilidade térmica ao redor de 100 °C [14]. A matriz do
biopolimero oferece outras vantagens como boa resisténcia mecénica, quimica e
razoavel area superficial, permitindo que sua superficie possa ser modificada
através e processos quimicos relativamente simples e de baixo custo. Assim,
maiores quantidades de quelantes, catalisadores ou mediadores podem ser
incorporados, ou mesmo, sua capacidade de troca ifnica pode ser aumentada
através da introdug@o de grupos carboxilicos, fosfatos ou sulfatos. A celulose
apresenta também uma alta capacidade de intumescimento que desfavorece, por
exemplo, a sua utilizagdo na preparacéo de fases estacionarias [14].

A reatividade quimica da celulose é determinada em grande extenséo pela
estrutura supramolecular de seu estado sélido definitivamente estabelecida e
aceita na década de 30, com base nas pesquisas de Haworth e nas evidéncias
cinéticas de Freudenberg sobre a identificagdo das ligagdes glicosidicas B-1,4 na
celulose com mais de 99% de certeza [15,16].

A celulose contém 31,48 % em massa de grupos hidroxilas, os quais podem
sofrer reagOes de adigdo, substituicdo e oxidagdo. Como resultado do efeito
indutivo dos substituintes vizinhos, a acidez e a tendéncia para a dissociagdo
diminuem na ordem HO2>HO3>HOB6, mas dependendo do meio reacional, acido
ou alcalino, esta ordem pode ser medificada. Embora os grupos hidroxilas sejam
ativos, eles podem ndo estar inteiramente acessiveis para reagdes quimicas,
mesmo que 0s grupos localizados em regides amorfas apresentem maior

acessibilidade que os grupos localizados em regides cristalinas.
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As interacdes entre as cadeias de celulose dentro de uma microfibrila sao
usualmente atribuidas a ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Contudo,
este tipo de proposigao parece ser um fator minoritario na interagdo. Nos modelos
mais recentes, somente uma ligagdo de hidrogénio intermolecular por glicose é
prevista, sendo que a maior parte da energia de estabilizagdo tem a sua origem
em forcas de Van der Waals, agregando as cadeias moleculares em arranjos

geomeétricos perfeitos [13, 17,18).

1.3. Materiais hibridos de celulose com 6xidos metélicos

A preparagdo de oxidos metalicos dispersos como monocamadas ou como
agregados isolados sobre a superficie da celulose tém sido uma area de crescente
interesse nos ultimos anos, devido a possibilidade destes grupamentos hidroxilas
superficiais, -OH, reagirem com haletos e alcoxidos metalicos [19]. A metodologia
experimental do processo de revestimento da celulose com éxidos metalicos pode
variar dependendo da forma de celulose desejada. A partir do polimero acetilado
pode-se obter a celulose modificada com éxidos metalicos na forma de fibras ou
membranas, ou por modificagéo superficial direta nas fibras de celulose a partir da
sua forma em pod utilizando o precursor em solvente aquoso ou nao-aquoso
[20-22).

Para preparar membranas, acetato de celulose € normalmente utilizado por
ser muito soluvel em solventes organicos comuns como acetona [23-25]. No
polimero acetilado solubilizado, as particulas dos 6xidos s&o aprisionadas dentro
da estrutura polimeérica e protegidas contra o lixiviamento a partir da matriz quando

imersas em um solvente. Utilizando a espectroscopia dispersiva de elétrons no
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mapeamento de fraturas de membranas, tem-se observado que estas membranas
de acetato de celulose ndo apresentam a ocorréncia de separagao de fases, mas
sim, de uma dispersdo homogénea das particulas dos oxidos metalicos no interior
da matriz [26].

Embora as fibras de celulose sejam consideradas relativamente inertes,
seus grupos hidroxilas superficiais podem reagir de acordo com a seguinte rea¢ao:

mCelOH + MX (CelO)mMXem + MHX

onde MX, € um composto ativo do metal (haleto metalico, por exemplo) e CelOH
corresponde aos grupos hidroxilas.

Uma hidrolise cuidadosa leva a formagdo de uma monocamada do 6xido,
na qual os metais estdo presos a superficie através da ligagdo CelO-M. A reagao

de hidrolise esta mostrada abaixo:

(CelO)mMXn.m + (N-mM)HO (CelO)mM(OH)nm + (-m)HX

Nos éxidos metalicos, MOy, altamente dispersos como monocamadas finas
sobre a superficie da celulose {denominados para simplificagdo de Cel/MxOy), a
mobilidade dos Oxidos ancorados é restrita, resultando em Oxidos metalicos
coordenativamente insaturados (sitios acidos de Lewis), além de sitios acidos de
Brénsted. A presenca de sitios acidos de Lewis e Brpnsted no 6xido incorporado

foi determinada utilizando piridina como sonda molecular em um estudo criterioso
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destes materiais hibn'do's a base de celulose e acetato de celulose modificados
com diferentes quantidades do oxido de nidbio [26,27]. Estes sitios acidos de
Bronsted originam-se dos grupos MOH ou CelOH, sendo o dltimo devido aos
grupos CelOH que nao reagiram.

No presente estudo foi utilizado o 6xido de titanio, TiO2, que caracteriza-se
por ser um solido branco, estavel ao ar e insoltivel em agua, sendo geralmente
empregado em inGmeras aplicagdes, tais como catalise, equipamentos
eletrocrémicos, equipamentos optoeletrdnicos, agente assistente de combustao,
fotocatalisadores, entre outras [28-32).

Recentemente, foram descritas a preparacdo e a caracterizacdo do oxido
de titanio (IV) imobilizado sobre a superficie de celulose visando estudar o grau de
cristalinidade e a estrutura morfolégica do material preparado [33]. Os resultados
obtidos através da determinag@o experimental da area superficial pelo método
BET e pelo método da difragio de raios-X, em amostras de celulose pura € em
quatro materiais de celuiose modificada com TiO, contendo 1,2; 7,0; 10,0 e
16,0 % m/m de oxido imobilizado indicaram uma relagio existente entre o
aumento da quantidade de titanio imobilizado e os valores crescentes das areas
superficiais, sendo estas observacgSes atribuidas ao carater mais poroso e amorfo
da estrutura do oxido disperso sobre a celulose. Estes resultados foram
concordantes com os valores de cristalinidade obtidos por difragdo de raios-X,
onde foi observada uma sensivel redugéo do grau de cristalinidade dos materiais
celulose-6xido de titanio com mais de 7,0 % m/m de éxido de titanio depositado.

Os estudos sobre a morfologia do material Cel/TiO, examinada por MEV e

o grau de dispersdo do dxido metalico por EDS-RX permitiram verificar que o

10
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material hibrido ¢ fibroso, rugoso, com formas retorcidas e de tamanhos variados.
Concomitantemente, as micrografias dos quatro materiais Cel/TiC; revelaram a
formacdo de uma camada de Oxido de titanio que se extende por toda a superficie
da celulose, com aumento gradativo da espessura a partir do material Cel/TiO;

com 7,0 % de oxido incorporado.

1.4. Imobilizagao de catalisadores

A incorporagao de catalisadores ou biocatalisadores em materiais supories
insoluveis em agua sao métodos de imobilizagdo antigos e bem conhecidos. Estes
meétodos normalmente envolvemn a adsorgio fisica ou quimica do catalisador ou
biocatalisador sobre a superficie do material suporte. A escolha do processo de
imobilizagdo pode afetar a atividade catalitica da espécie ativa, catalisador ou
biocatalisador, fazendo variar as condi¢des da etapa de catalise como velocidade
da reagdo, mecanismo da reagdo, pH otimo de resposta, sensibilidade e
seletividade [34].

E sempre desejavel que a imobilizagdo da espécie catalitica ocorra de tal
forma que a espécie ativa se encontre em contato intimo com o material suporte,
sem ocorrer perda ou diminuigdo da atividade, proporcionando assim, facil difusao
dos substratos e produtos até a superficie catalitica. Portanto, € de fundamental
importancia a escolha do material suporte e do processo de imobilizagao para se
possibilitar vantagens como aumento da seletividade ou sensibilidade,
minimizacdo de interferéncias, reutilizagdo do material, baixo cusio e maior

estabilidade adquirida em fun¢do do material suporte [34].

11
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Em particular, a modificagio intencional das propriedades superficiais de
materiais suportes ou de eletrodos pela imobilizagdo de espécies quimicas ativas,
tem permitido o desenvolvimento de novos sensores e biossensores com uma
variedade de recursos importantes para serem aplicados em analises
eletroanaliticas tais como eletrocatdlise, prevengdo de envenenamento da
superficie, a seletividade e a pré-concentragdo, oferecendo assim, maiores
recursos para as técnicas eletroanaliticas e permmitindo o desenvolvimento de
novos sensores mais seletivos [35-36].

A imobilizagéo de catalisadores sobre a superficie de materiais suportes ou
de eletrodos pode facilitar a transferéncia de elétrons favorecendo o processo
redox, fazendo com que o potencial de oxidagao ou redugdo seja deslocado para
valores menos extremos e muitas vezes promovendo um aumento do sinal
amperomeétrico [37].

Os primeiros estudos envolvendo a modificagdo da superficie de eletrodos
tidos como inertes tais como ouro, platina, carbono, sobre os quais foram
depositados éxidos e polimeros, conferiram a estes novas propriedades cataliticas
[38].

Dentre as possibilidades de modificagbes de eletrodos com catalisadores
sd@o utilizados filmes poliméricos, metais eletrodepositados, oxidos metalicos,
compostos organometalicos como metalo ftalocianinas, metaloporfirinas, ferroceno,
espécies organicas adsorvidas como quinonas e seus derivados,
tetracianoquinodimetano, DNA, enzimas, anticorpos e uma variedade de outras

espécies. Estas modificagbes podem ser por adsorgdo, ligagdo covalente,

12
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recobrimento com membranas permeaveis, eletropolimerizagdo ou por formagéao
de materiais compositos [39].

No processo de modificagdo por formagdo de materiais compésitos é
utiizado carbono em pé, originando os eletrodos de pasta de carbono (EPC)
[40-42]. Estes eletrodos séo obtidos a partir da mistura do grafite na forma de po
com um agente agiutinante que promove a formagdo da pasta. O agente
aglutinante € um liquido orgénico (dleo) constituido de hidrocarbonetos nao
condutores (nujol, parafina ou silicone). O liquido orgénico deve ser eletroinativo,
quimicamente inerte, imiscivel em contato com solugbes aquosas, pouco volatil,
livre de impurezas eletroativas, tendo como fungdo dar consisténcia a pasta de
carbono, preencher as cavidades entre as particulas de grafite, isolar o grafite do
contato com as solugbes aquosas e agir como um meio para encapsular diferentes
compostos [43].

Os EPCs preparados a base de pasta de carbono apresentam certas
vantagens como versatilidade, baixa corrente de fundo, baixo ruido, baixo custo,
ampla faixa de potencial de trabalho, superficie faciimente renovavel, possibilidade
de miniaturizagdo, além de permitirem uma facil incorporagdo de suportes e
mediadores que aumentam a variedade de aplicagbes, superando problemas
como a baixa reprodutibilidade e baixa resisténcia a solventes orgénicos. Devido a
essas propriedades, os eletrodos & base de pasta de carbono apresentam um
extensivo uso em eletroanalise [43-46].

Contudo, algumas desvantagens podem ser encontradas quando s&o
utilizados eletrodos de pasta de carbono tais como, instabilidade quando

submetidos a um longo periodo de uso, presenga de solventes orgénicos na
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solugéo, ou quando utilizados em condigdes hidrodinamicas. Um outro aspecto a
considerar é que, em geral, os eletrodos de pasta de carbono sdo caracterizados
peia falta de reprodutibilidade, devido a variagdes na composicao da pasta. Na
maioria dos casos, o grafite e aglutinante s@o misturados manualmente
fomecendo muitas vezes um material ndo homogéneo, podendo ser dificil
reproduzir as pastas [44,47]. O emprego dos materiais hibridos a base de celulose
em eletrodos modificados somente foi possivel devido ao desenvolvimento dos
eletrodos a base de carbono [48].

Por outro fado, a busca pelo aprimoramento do desempenho de
biocatalisadores imobilizados tem incentivado o desenvolvimento dos mais
diversos tipos de processos biocataliticos. Em geral, estes metodologias de
imobilizacdo de biocatalisadores sdo classificadas em trés grandes categorias:
ligagao ao suporte sdlido, reticulagéo por ligagao cruzada, e aprisionamento {49].
O processo de aprisionamento em fibras consiste normalmente em submeter o
suporte as celulas microbianas em suspensdo aquosa sob suave agitacao, com
uma posterior filtragem para eliminar as células nao aderidas. Numerosos
materiais organicos e inorganicos tém sido utilizados como substratos podendo
ser citados o carvéo ativo, 6xidos metalicos como aluminio, titénio e zircénio,
terras diatomaceas, vidro porosc e resinas sintéticas [50,51]. Por exemplo,
asbestos tém sido utilizados com sucesso para a adesdo de Saccharomyces
cerevisiae para a produgdo em escalas de gramas de alcoois a partir de cetonas
[52].

Neste contexto, os materiais hibridos a base de celulose tem atraide um

crescente interesse como materiais suportes para a imobilizagdo de espécies
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catalisadoras desde de que, o carater anfotero de muitos 6xidos imobilizados na
superficie da celulose tem permitido a imobilizacdo de varias espécies quimicas,
acidas ou basicas, resultando em uma ampla aplicaggo destes materiais. Materiais
hibridos a base de Cel/M,O, onde M = ZrV, NbY, Sb", SbY e Ti¥, tém sido
preparados na forma de fibras ou membranas e largamente utilizados em
processos de separacdao [53-55], imobilizacdo de enzimas [23,24,53,56-58],
preparo de membranas semipermeaveis [22], e como suporte de espécies

quimicas eletroativas para uso como sensores eletroquimicos [59].
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral demonstrar que o material hibrido
orgénico-inorganico celulose-oxido de titanio, Cel/TiO,, pode ser utilizado como
um eficiente suporte solido para a imobilizacdo de alguns catalisadores.

Especificamente, o material Cel/TiO; foi utilizado como material suporte
para a imobilizaggo de trés catalisadores diferentes. No primeiro estudo, duas
porfirinas denominadas de hematoporfirina IX e protoporfirina |1X foram
imobilizadas sobre a superficie do suporte Cel/TiO; e posteriormente, metaladas
com ions cobalto (ll) resultando nos materiais Cel/TiO./HMPCo e Cel/TiO./PPCo.
Com os dois materiais obtidos foram preparados eletrodos de pasta de carbono e
foram realizados estudos comparativos sobre a eficiéncia dos compostos
imobilizados de catalisar a redugao do oxigénio dissolvido.

O segundo estudo envolveu a imobilizagdo do corante azul de metileno na
superficie de dois materiais suportes, Cel/TiO; e Cel/Ti(HPQ,), resultando nos
materiais Cel/TIOMB e Cel/Ti(MBPO,). Com os dois materiais obtidos foram
preparados eletrodos de pasta de carbono e a eficacia da imobilizagdo foi
estudada através da otimizagdo das propriedades eletroquimicas do azul de
metileno adsorvido nos dois materiais por aplicagdo de um planejamento fatorial
completo 2°,

No terceiro estudo, o suporte sélido Cel/TiO, foi utilizado para imobilizar o
biocatalisador Aspergillus terreus CCT 3320. A capacidade catalitica do
microrganismo imobilizado de produzir suiféxidos quirais por oxidagao enzimatica

de um sulfeto pré-quiral, foi comparada com a do microrganismo nao imobilizado.
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3. SENSOR ELETROQUIMICO PARA OXIGENIO DISSOLVIDO

3.1. Introdugédo

As porfirinas correspondem a uma importante e extensa classe de
compostos macrociclicos que ocorrem naturalmente desempenhando um
importante papel no metabolismo dos organismos vivos [60].

S80 moléculas aitamente conjugadas, constituidas por quatro aneéis
pirrélicos, unidos por quatro grupos insaturados =CH- denominados de pontes de
metina, e que possuem normalmente 22 eiétrons x. O nucleo da porfirina é
constituido de um ligante tetradentado, no qual o espago disponivel para um metal
se coordenar tem um didmetro maximo de aproximadamente 3,7 A, conforme

Figura 2 [60,61].

Figura 2. Estrutura basica das porfirinas (porfina).

Quando a coordenacéc ocorre, dois protons sdo removidos dos atomos de
nitrogénios pirrdlicos, deixando duas cargas negativas. O ane! porfirinico € um

sistema bastante estavel que apresenta um carater aromatico. Um aspecto
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interessante da quimica' das porfirinas esta relacionado com a sua versatilidade e
capacidade de coordenagdo. Por exemplo, 0s complexos de porfirina com ions
metalicos de transigdo sdo muito estaveis, apresentando uma constante de
estabilidade para a tetrafenilporfirina, ZnTPP, igual a 102°[61].

Quase todos os metais formam complexos 1:1 embora os complexos de
Na, K, Li sejam 2:1 no qual os atomos metélicos s&o incorporados ligeiramente
acima e abaixo do plano do macrociclico porfirinico. Quando ions metalicos
divalentes como o Co(ll), Ni(ll), Cu(ll} sdo complexados, o quelato
tetracoordenado resultante ndo apresenta carga residual. Os complexos de
porfirinas metaladas (metaloporfirinas) t&m sido extensivamente estudados
visando o entendimento da formagéo biossintética e da atividade biolégica dos
compostos naturais. As metaloporfirinas desenvolvem um papel fundamental em
atividades bioldgicas como, por exemplo, o processo da fotossintese envolvendo
compostos de magnésio na sintese da clorofila, o transporte de oxigénio através
de complexos de ferro nas hemoproteinas e hemoglobinas e a estocagem de
energia através de complexos de cobalto na vitamina B12. Também, estd bem
estabelecido que os macrociclicos porfirinicos sdo reagentes cromogénicos
altamente sensiveis. Porfirinas e metaloporfirinas geralmente exibem um espectro
bem caracteristico e intensas bandas de adsorgdo na regido do UV-Visivel devido
ao seu sistema n altamente conjugado. Uma intensa banda de adsorgio é
encontrada na regido do UV compreendida entre 390 e 425 nm (se a porfirina é B
ou meso substituida), denominada de banda B ou Soret (referente a transicdo

aly - eg), cujo coeficiente de absortividade molar é da ordem de

18



Sensor elefroquimico para oxigénio dissolvido

’

10° L mof’ cm™ e na regido compreendida entre 480 e 700 nm, s&o observadas
quatro bandas para as porfirinas de base livre (ndo metaladas), denominadas de
bandas Q (referentes a transi¢do a2, — ey do anel porfirinico), com coeficiente de
absortividade molar da ordem de 10* L mof' cm™ [62,63]). Estas bandas sdo
permitidas por simetria Dhn. De acordo com a literatura, a coordenagdo de um
metal ao anel porfirinico substituindo os dois protons dos atomos de nitrogénios
pirrélicos, faz com que haja um aumento da simetria de Dy, para Dap. Tal aumento
de simetria leva a uma diminuigdo no nimero de bandas Q do espectro [62,63).

O desenvolvimento de novos materiais catalisadores para a eletrorredugéo
de oxigénio dissolvido em solugdo aquosa tem-se constitui em um campo de
intensa investigagdo em diversas areas. Em particular, na érea de eletroquimica,
as metaloporfirinas adsorvidas em superficies de grafite, carbono vitreo e em
outros eletrodos inertes tém sido utilizadas como eletrocatalisadores para a
redugdc ou oxidagao eletroquimica de uma grande variedade de moléculas tais
como para a redugao de oxigénio, peroxido de hidrogénio, ions sulfeto e nitrito e
para oxida¢do de ciclohexano e hidrazina. O estudo das porfirinas de cobalic
adsorvidas em eletrodos de grafite realizado especiaimente por Anson e
colaboradores tem demonstrado que a posi¢cdo e as espécies dos grupos
substituintes do anel afetam de maneira significativa a atividade eletrocatalitica
das porfirinas metaladas [64-69].

Na maioria dos casos, porfirinas de cobalto mononucleares com
substituintes meso no anel porfirinico catalisam somente a redugdo de O; a H.O2

[69], enquantc que porfirinas de cobalto, sem substituintes meso ou como
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pequenos grupos nesta' posi¢édo, apresentam atividade catalitica através da
reducéo de O; a Hz0, porém com a formag&o de perdxido de hidrogénio como um
produto intermedidrio [67,68]. Comportamento simifar, porém menos eficiente, é
observado também para as porfirinas de cobalto mononucieares contendo
substituintes nas posigdes B-pirrdlicas do anel [69].

A reducdo direta do O a H20 (sem passar por H202) € normalmente
catalisada por porfirinas de cobalto diméricas (cofaciais, pouco espacadas)
{70-73] e por pbrﬁrinas de cobalto multinucleares [66,74], ambas adsorvidas em
eletrodo de grafite pirolitico. De fato, tem-se observado que a redugdo de oxigénio
via quatro elétrons somente é catalisada por porfirinas diméricas, quando o
material do eletrodo é grafite pirolitico (EGP), sendo que do contrario, uma
reducdo via dois elétrons é observada [75). Neste trabalho, foi investigada a
eficiéncia catalitica de duas porfirinas imobilizadas no suporte Cel/TiO,, contendo
substituintes pirrdlicos no anel, hematoporfirina IX e protoporfirina IX, para
elefrorreduzir o oxigénio dissolvido. Para tanto, os dois catalisadores porfirinicos
metalados com cobalto (H) imobilizados no suporte foram incorporados em

eletrodos de pasta de carbono.
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3.2. EXPERIMENTAL

3.2.1. Materiais

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico. A agua utilizada
na preparacao das solugfes foi desionizada a partir do sistema de purificacao de
agua Milli-Q da Millipore (Bedford, MA, USA) que produz agua com resistividade
de 18 MQcm. As fibras de celulose, Fluka, sdo de originarias do algodao,
possuindo comprimentos na faixa de 0,02 a 0,15 mm. O butdxido de titanio IV,
CH3(CHz)sCH3, Synth, foi utilizado como solvente para a suspensao das fibras de
celulose. A hematoporfirina 1X, acido 8,13-bis(1-hidroxietil)-3,7,12,17-tetrametil-
21H-23H-porfina-2,18-dipropidnico (designada como HHMP) e a protoporfirina 1X,
dcido 8,13 —divinil— 3, 7, 12, 17 — tetrametil-21H-23H - porfina-2,18 - dipropidnico
(designada como H;PP)} ambas da Aldrich, foram utilizadas neste estudo. O
CoClz.6H,O, Vetec 98 %, foi utilizado no processo de metalagdo das duas
porfirinas. O KCI, Ecibra 99,5 %, foi utilizado como eletrlito suporte. O aicool
etilico absoluto, etanol, CH;CH>OH, Synth 99,5 %, foi utilizado para preparar as

solugdes das duas porfirinas e do cloreto de cobalto ().

3.2.2. Preparagdo da matriz Cel/TiO:

O material Cel/TiO; foi preparado através da reacdo de uma solugdo de
butoxido de titanio IV com fibras de celulose suspensas em heptano anidro. Cerca
de 10,0 g de fibras de celulose foram suspensos sob agitagdo em 250 mL de

heptano. A esta suspensido foram adicionados 7 mL de butdxido de titénio {V. A
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preparagéo foi realizada com agitagdo mecanica constante por 1 h, em atmosfera
de nitrogénio seco e a temperatura ambiente. A amostra foi, entdo, totalmente
seca em linha de vacuo de 107 torr por 5 h. Em seguida, o material seco foi
submetido a uma atmosfera de aménia gasosa por 10 min, seguido de lavagem
com agua desionizada e, finaimente, foi filtrado sob vacuo. Finalmente, o material
Cel/TiO, foi seco em estufa a 60 °C por 1 h [22,27,56,57,59]. A reacdc de

preparagéo do material Cel/TiO2 pode ser representada pelas seguintes equacbes:

n CelOH + Ti(OC 4Hs)s (CelO}TI(OC4Ho)an + N CsHeOH

(CelOTi(OCaHo)sn + (4-n) HO —— (CelO)aTi(OH)an + (4-n) CaHeOH

3.2.3. Imobilizagdo e metalagZo das porfirinas sobre a matriz Cel/TiO;

Uma massa de 30,0 mg de cada porfirina (1,0 mmol) foi dissolvida em
25 mL de solugao etandlica e, em cada solucgéo, foi adicionado aproximadamente
1,0 g de CelTiO;. A mistura foi agitada mecanicamente durante 4 h e,
posteriormente, o sdlido resultante foi filtrado e lavado com etanol até que o
filtrado estivesse claro para assegurar que toda a porfirina ndo imobilizada fosse
removida. O material resultante foi seco em estufa a 60 °C por 30 min. Os
materiais foram designados de Cel/TiOx/H:HMP e Cel/TiO/HzPP. As porfirinas
imobilizadas foram metaladas por adigdo de aproximadamente 1,0 g de
Cel/TiO2/HzHMP ou Cel/TiO./HzPP em 50 mL de solugio etandlica de CoChk.6H,0
1,0 x 10®* mol L*. A mistura foi agitada mecanicamente por 2 h e deixada em

repouso por uma noite. Posteriormente, os dois maiteriais Cel/TiO»/CoHMP e
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1]

Cel/TiOz/CoPP foram filtrados e lavados diversas vezes com etanol para
assegurar que todo o cobaito livre fosse eliminado. Os materiais resultantes foram

secos em estufa a 60°C por 30 min.

3.2.4. Anadlise gravimétrica e analise elementar

A quantidade de Oxido metalico incorporado na matriz de celulose foi
determinada em ftriplicata por analise gravimétrica onde a queima do material
ocorreu a 900 °C por 3 h e posterior pesagem do residuo como TiO.. O resultado

obtido foi de 12,4 % de TiOz0u 1,6 = 0,1 mmol g*'de Ti.

As quantidades de porfirinas imobilizadas nos materiais Cel/TiOx/HHMP e
CelfTiO/H,PP foram determinadas em replicata por analise elementar de

nitrogénio, resultando em 240 + 21 umol g' de HoHMP e 150 + 12 umol g’ de

H.PP.

3.2.5. Determinagao da quantidade de cobalto incorporado na estrutura das
porfirinas

A quantidade de metal incorporado na estrutura das porfirinas foi
determinada por ICP/OES. O equipamento utilizado foi um Espectrométro de
emissdo optica com fonte de plasma indutivamente acoplado ICP-OES Optima
3000DV - Perkin Elmer.

Foi preparada uma curva analitica de calibragdo utilizando-se solugbes
padrdo na faixa de 50 mg L' a 50,0 mg L' de Co (i) em solugdo de

HNOs 0,1 mol L.
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A abertura das an';ostras (CellTiO2/CoHMP e Cel/TiO-/CoPP) foi realizada
em triplicata através da digestdo a quente em acido nitrico concentrado. Apos a
digestdo, a amostra foi recolhida em um baldo volumétrico de 100 mL e o volume
completado com agua desionizada. A quantidade do metal cobalto imobilizado nos
materiais Cel/TiO/CoHMP e Cel/TiO2/CoPP resultou em 89,0 = 2,2 pumol gle

65,0 + 0.9 pmol g, respectivamente.

3.2.6. Medidas eletroquimicas

Os eletrodos de pasta de carbono dos materiais, Cel/TiO/CoHMP e
Cel/TiO2/CoPP, foram preparados pela mistura de grafite de grau analitico (Fluka,
grau 99,9 %) com as matrizes de Cel/TiO/CoHMP e Cel/TiO/CoPP, na proporgéo
1:1 (m / m) utilizando uma gota de 6leo mineral (Nujol), resultando em uma massa
de pasta homogénea de aproximadamente 20 mg. A pasta foi colocada dentro de
uma cavidade na extremidade de um tubo de vidro cuja profundidade € de 0,2 cm
e que possui intemamente um disco de platina, selada para contato elétrico, com

3 mm de diamétro interno, conforme esta representado na Figura 3.
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fio da cobre

tobo de vidio

fio de platina
placa de platina

pasta de grafile

Figura 3. Esquema do eletrodo de pasta de carbono.

A pasta de carbono contendo o material preparado foi utilizada como
eletrodo de trabalho, um fio de platina como contra-eletrodo e eletrodo calomelano
saturado (ECS) como eletrodo de referéncia, conforme esta representado na
Figura 4.

Os estudos voltamétricos e amperométricos foram realizados em um
potenciostato-galvanostato da Autolab modelo PGSTAT 20 interfaciado a um
microcomputador para controle do potencial, aquisi¢do e tratamento dos dados. A
concentracao de oxigénio dissolvido foi monitorada em um sistema fechado (cela
eletroquimica de trabalho) contendo 20 mL de solugdo de KCl 1,0 mol L' em

pH 6,0, imersa em banho termostatizado a 25,0 £ 0,2 °C, utilizando um eletrodo de

Clark 208-OXM Radiometer. A concentragdo de O, gerada a partir de um cilindro
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de oxigénio, foi controlada purgando-se argbnio puro na cela eietroquimica de
trabalho.

aheirodo de trabalho
(elatrodo de pasta da carhono)

eletrodo de refeéncia 1 /
{aletrodo da calomalans satunio}\ ——contra eletrodo de platina

Cala de vidro——

Figura 4. Esquema da cela eletroquimica utilizada.

Para os estudos envolvendo o eletrodo de disco rotatério (Figura 5), a pasta
de carbono contendo os materiais foi colocada na extremidade do eletrodo de
disco rotatorio, dentro de uma cavidade com 1 mm de profundidade e uma area de
0,28 cm?, em contato com a superficie de grafite. As velocidades de rotagao foram
variadas entre 4 e 1600 rpm. Os experimentos foram realizados com um

potenciostato/galvanostato da Autolab modelo PGSTAT 20, acoplado a um

acessorio para disco rotatério (EG & G) PAR modelo 616.
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Estrutura PR

de teflon
| Cavidade de grafite com
1 mm de profundidade

Figura 5. Esquema do eletrodo de disco rotatorio

3.2.7. Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

A celulose pura na forma de pd, bem como o material Cel/TiO, foram
depositados sobre uma fita de carbono condutora de dupla fice aderida a um
porta-amostras de latdo. As amostras foram recobertas com um filme condutor de
ouro em um metalizador Balzer, modelo MED 020. As micrografias obtidas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) foram feitas em um microscopio
eletronico de varredura JEOL, modelo JXA 840A, equipado com microssonda de

energia dispersiva (EDS) TRACOR Northem.

3.2.8. Espectrofotometria de Reflectincia Difusa

Os espectros de U\-/-Visivel dos materiais solidos Cel/TiO/H;HMP,
Cel/TiO/H2PP, Cel/TiOy/CoHMP e CelTiO/CoPP foram obtidos pela técnica de
espectrofotometria de reflectancia difusa no equipamento Spectrophotometer

Varian Cary 5G UV-Vis NIR. O acessorio utilizado para realizar as medi¢cbes de

27



Sensor eletroquimico para oxigénio dissoivido

’

refiectancia ou transmitancia dos materiais porfirinicos foi uma esfera de
integragé@o cujo didmetro possui 110 mm. Devida a sua geometria, o dispositivo
apresenta uma aita eficiéncia para coletar a luz espalhada refletida ou transmitida
pela superficie dos materiais sélidos. Como as medigbes de reflectancia ou
transmitdncia de um material sdo determinagbes relativas, foi utilizado como

material de referéncia neste trabalho o suporte sélido Cel/T i0,.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Dispersao de TiO, na superficie de celulose

A morfologia da celulose pura e do material hibrido Cel/T i0; foi avaliada
através da microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e as imagens sdo
apresentadas nas Figuras 6a, 6b e 6c, respectivamente. A uniformidade da
disperséo das particulas de TiO, pode ser observada através do mapeamento por
energia dispersiva (EDS) do titanio. A imagem do material Cel/TiO, (Figura 6¢)
indica que o filme de TiO; esta altamente disperso sobre a superficie da fibra mas
de forma heterogénea, conforme pode ser verificado na Figura 6b. As linhas de
emissOes utilizadas foram de Ti ko = 5,52 keV e Ti K3 = 4,93 keV. A andlise de
EDS (espectroscopia dispersiva de elétrons) mostrou um valor médio para os
elementos, C =48 % e Ti = 7 % de atomos na superficie. Alguns particulados de
aglomerados brancos, como indicado pelos circulos na Figura 6b, sdo devido ao
TiO; e podem ser detectados na superficie modificada. Entretanto, como estes

particulados ocorrem como ilhas isoladas, isso ndo impede a adsorcdo de
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moléculas de porfirina. A Tabela 1 resume os resultados da analise EDS realizada
ao longo da superficie Cel/TiO, em ordem para obter os valores médios de atomos

deCeTi.

Figura 6. Microscopia eletronica de varredura (10000X) a) da fibra de celulose

pura; b) do material Cel/TiO; (10000X) e ¢) mapeamento do elemento Ti (1500X).
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Tabela 1. Anélise de EDS do material Cel/TiO,

Amostragem imagem? atomo Atomo  proporgio
EDS C (%) Ti (%) TiC
Média em toda a superficie 500x 48 7 0,14
No aglomerado (circulo) 10.000x 38 19 0,50

3 ampliacdo da imagem de EDS

3.3.2. Adsorgdo e posterior metalagido das porfirinas na Cel/TiO:

O espectro de absorgéo eletronico da hematoporfirina IX nao metalada no

suporte, Cel/TiOy/H;HMP (Figura 7.1a) apresenta 4 bandas Q em 504, 537,570 e

620 nm. Apds a metalagdo com Co?*, resultando em Cel/TiO,/CoHMP, ocorre

uma mudanca no espectro (Figura 7.1b) e duas bandas Q sdo observadas, em

531 e 562 nm. A diminuigdo no numero de bandas é resultado da metalagao do

anel porfirinico cuja simetria local aumenta de Dy, para D4n [76,77].

Um comportamento similar foi observado para o sistema da protoporfirina

IX. Para a protoporfirina 1X ndo metalada, Cel/TiO2/H,PP (Figura 7.2a), 4 bandas

Q séo observadas em 506, 540, 577 e 631 nm e para a protoporfirina IX metalada

CellTiO2/CoPP (Figura 7.2b), em 534 e 565 nm.
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Figura 7. Espectros de UV-Visivel da (1) hematoporfirina e (2) protoporfirina:
a) imobilizada e ndo-metalada sobre Cel/TiO; de simetria Dz e b) imobilizada e
metalada sobre Cel/TiO2 de simetria Dan.
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A hematoporfirina IX e a protoporfirina IX possuem grupos carboxilicos que
podem ligar-se aos sitios na superficie do TiO,, presumivelmente através de uma
ligagao quimica tal como Ti(-OOC-),, imobilizando fortemente a molécula organica
a superficie de uma forma similar a imobilizagdo do complexo porfirinico de
cobalto sobre Nb2,Os disperso na membrana de acetato de celulose [26] e a
imobilizagéo do acido ascorbico sobre o Nb,Os [78,79]. O processo de metalagio
das porfirinas imobilizadas ocorre com a saida de dois hidrogénios dos nitrogénios
pirrdlicos e a entrada posterior do ion metalico no centro da porfirina conforme a

Figura 8.

R CHy R CH,
HC R HsC R
2+
+Co
HiC CH3 ——» HC CH3
-2H
CH CH
2\ y 2 CHZ\ /CH;;
JCH2 HC CHa HC
= C\ /C= o] = C\ c=0
0\ /Q O\ O/
Ti 'r,/
AR ARAASANARNRAAASAARARS TSR A SNAANNUAN VAN WA S
Superficie da celdose Superficie da celuose
OH H

R= —CI:H—CHa , Hematoporfirina [X; —Ic=cH2, Protoporfirina LX
Figura 8. Estrutura da hematoporfirina 1X e da protoporfirina 1X imobilizadas na

matriz Cel/TiO2 e o processo de metalagdo.
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3.3.3. Eletrorredugao do oxigénio dissolvido

As Figuras 9a e 8b mostram as curvas de voltametria ciclica obtidas usando
eletrodos de pasta de carbono preparados com as porfirinas nao-metaladas
Cel/TiO2/HzHMP e CellTiOx/H,PP. As medigGes foram realizadas em pH 6,0 com
concentragdes de oxigénio dissolvido de 9,5 mg L' e nenhuma definigio de pico
foi observada na regifio de potencial negativo estudado para a eletroredugéo do
oxigénio dissolvido para ambas porfirinas nao-metaladas. Por outro lado, a
eletrorredugéo do oxigénio dissolvido na superficie do grafite em eletrodo de pasta
de carbono (KC! 0,5 mol L™, pH 6,0) ocorre ao redor de - 0,5 V vs ECS [80].

Diferentemente, apos a metalacdo e sob condigbes similares, dois
potenciais de pico catddico irreversiveis sdo observados em potenciais mais
positivos, -0,15 e -0,20 V vs ECS para Cel/TiO/CoHMP e Cel/TiO./CoPP,
respectivamente (Figura 9¢c e 9d). Isto € uma indicagdo de que a redugédo do &
nos eletrodos modificados € resultado da metalacdo de ambas porfirinas,
capacitando-as a eletrocatalisar a redugédo do O; em potenciais aproximadamente

300 a 350 mV vs ECS mais positivos do que com as porfirinas ndo metaladas.
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Figura 9. Voltamogramas ciclicos para (a) Cel/TiOx/H,HMP, [05] =9,5mg L™";
(b) CelTiO/HPP, [02] = 9,6 mg L™; (€) Cel/TiO,/CoHMP, [02] =9,3mg L™;
(d) Cel/TiO2/CoPP, [O2] = 9,2 mg L™". Medigdes em KCI 1,0 mol L', velocidade de

varredura de 20 mV s™'.

Para efeitos de comparagdo, a Tabela 2 apresenta alguns eletrodos de
pasta de carbono recentemente desenvolvidos a partir da imobilizagdo de
catalisadores porfirinicos metalados com cobalto em diferentes materiais suportes.
Constata-se que os valores de potenciais de pico catddico encontrados no
presente trabalho s&o concordantes com os valores citados na literatura
apresentando-se deslocados para regides mais positivas, sendo este resultado de
grande importancia pratica, pois minimiza o efeito de espécies interferentes que
sao normalmente reduzidas em potenciais mais negativos. Um outro aspecto

vantajoso decorrente do deslocamento observado do potencial de pico catddico é
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0 aumento d‘a seletividade do sensor eletroquimico com relagdo ao oxigénio
dissolvido. Embora o eletrodo de Clark seja o dispositivo mais utilizado para
medi¢Ses diretas de oxigénio dissolvido com a aplicagdo de baixos potenciais

(-0,60 V vs Ag/AgC! ou -0,55 V vs ECS), ha necessidade da utilizacdo de uma
membrana semipermeavel para evitar a interferéncia de outras espécies presentes
no meio. Assim, o desenvolvimento de novos materiais € um assunto de grande
interesse para a preparagdo e aplicacdo de novos dispositivos na determinacéo

especifica de oxigénio dissolvido em ambientes aquosos.
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Tabela 2. Aplicagbes de eletrodos de pasta de carbono modificados com

diferentes materiais suportes no estudo sobre a reducio catodica do oxigénio

dissolvido
Material modificado Meio de detecgao -Epc vSs ECS | Referéncia
(pH e concentragéo) (mV)
Cel/TiO2/CoHMP KCI (pH 6,0, 1,0 moi L) 150 Presente
Cel/TiOz/CoPP KCl (pH 6,0, 1,0 mol L) 200 trabalho
SiNb/CoHMP KCI (pH 6,8, 1,0 mol L) 180 81,82
SiNb/CoPP KCI (pH 6,8, 1,0 mol L™") 160
SiTiP/CoTmPyP KCI (pH 6,8, 1,0 mol L™ 220 83,84
SiTi/CoHMP KCI (pH 6,8, 1,0 mol L") 180
Acel/Nbz0s/CoHMP | KClI(pH 1,0, 1,0 mol L) 390 59

Materiais modificados:

SiNb/CoHMP: SiO,/MNb;Os/Cobalto{ll)hematoporfirina 1X;

SiNb/CoPP: SiO,/Nb,Os/Cobalto(li)protoporfirina IX;

SiTiP/CoTmPyP: SiO,/TiOffosfato/Cobalto(ll)tetrametilpiridilporfirina;

SiTi/CoHMP: SiO/TiO>/Cobalto(Il)hematoporfirina 1X;

Acel/Nb20s/CoHMP: Acetato de celulose/Nb2Os/Cobalto(ll)hematoporfirina 1X
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1

O potencial de redugao do oxigénio em um eletrodo de carbono modificado
com complexos porfirinicos pode ser consideraveimente afetado por mudangas no
pH da solugéo em potenciais que variam entre -0,2 a -0,4 V vs ECS [66,71,85,86].
Entretanto, no presente caso, os potenciais de pico para Cel/TiO/CoHMP e
CellTiO,/CoPP, no intervalo de pH entre 3,0 ® 7,0, permanecem pratlcamente
constantes ao redor de — 0,15 e =~ 0,20 V, permitindc que o processo seja

independente do pH até 3,0 (Tabela 3).

Tabela 3. Dependéncia do potencial de redug@o do pico catddico, Epe, em fungéo

do pH da solucao

-Ep./mVvsECS
Ph Cel/TiO,/CoHMP CellTiO,/CoPP
7 151 207
6 146 205
5 153 205
4 148 207
3 134 202

Condigbes: Cel/TiO2/CoHMP, [O2] = 9.7 mg L'; Cel/TiO2/CoPP, [O,] = 9.5 mg L’

em KCl 1,0 mol L', velocidade de varredura de 20 mv s™.

As medicOes nao foram estendidas abaixo de pH 3,0 devido a uma perda
de definicdo dos voltamogramas para uma mesma concentra¢gdo de oxigénio,
concomitante com uma diminuigaco significativa das correntes de pico catodico.
Abaixo deste pH, tal comportamento pode ser atribuido a protonacdo do TiO; na

superficie da matriz, resultando nas espécies =TiOH2" cujo ponto isoelétrico se
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encontra entre 3,4 e 40 levando posteriormente a lixiviagdo das espécies
suportadas sobre a superficie da celulose [87).

Desde que as espécies eletroativas podem ser lixiviadas da superficie do
eletrodo durante varios ciclos de redugdo-oxidagdo, foi medida a resposta do
eletrodo para o oxigénio dissolvido em 10,0 mg L™ na solugdo de eletrélito suporte
de KCI 1,0 mol L™*. O potencial foi varrido entre 0,2 e — 0,5 V com uma velocidade
de varredura de 20 mV s'. A Tabela 4 mostra que por volta de 160 ciclos as
correntes de pico catdédico permaneceram praticamente constantes para ambos
complexos porfirinicos. A lixiviagao das espécies eletroativas ndo foi observada
mesmo quando o eletrodo foi exposto por longos periodos de tempo ao eletrélito
suporte sob varios ciclos redox, indicando que os eletrodos apresentam uma boa

estabilidade, como € mostrado na Tabela 4 [88].

Tabela 4. Nimero de ciclos contra a corrente de pico catodico

Material Nimero de ciclos -lpc / pA
Cel/TiO,/CoHMP 20 24
160 22
CelfTiO/CoPP 20 52
160 50

CondigBes: Cel/TiOz/CoHMP, [O,] = 9.5 mg L; Cel/TiO2/CoPP, [O2] = 10,0 mg L™,

em KCI 1,0 mol L™ e pH 6,0 e velocidade de varredura de 20 mV s™.
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Constru;ndo o grafico das correntes de pico catédico, . versus v (Figura
10), em que v € a velocidade de varredura, uma correlagao linear foi obtida para
ambos os sistemas, Cel/TiO,/CoPP e Cel/TiO/CoHMP. Este resultado € muito
similar aqueles onde as reagdes ocorridas s8o controladas por processos de
difuséo das espécies [89,90]. A comparagdo das retas ajustadas para os dois
sistemas estudados, possibilita verificar a maior inclinagdo da reta e os maiores
valores de corrente de pico catédicos obtidos para o sistema Cel/TiO,/CoPP. Isso
€ uma indicagdo de que o sistema Cel/TiO/CoPP é mais eficiente para catalisar a
reducéo do O; na superficie do eletrodo, embora este apresente uma menor
quantidade de incorporada no suporie Ce/TiO; e possivelmente, uma menor
quantidade de sitios ativos na superficie do suporte. A maior quantidade de
HMPCo imobilizada no suporte Cel/TiO,, resuitando provavelmente em um maior
numero de sitios eletroativos do complexo porfirinico, deve ser a causa
responsavel pelo deslocamento de 50 mV do pico catddico para potenciais mais
positivos, aumentando a seletividade do sistema Cel/TiO,/CoHMP para o oxigénio

dissolvido.
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Figura 10. Corrente de pico de redugéo catodico em fungdo da velocidade de
varredura: (s) Cel/TiO»/CoHMP, [0 = 9,5 mg L% () CelTi@CoPP,

[O2] = 9,7 mg L™*. Condigdes: KCI 1,0 mol L' e pH 6,0.

3.3.4. Aplicacdao como sensor para oxigénio dissolvido

Com o proposito de verificar a potencialidade de uso destes eletrodos como
sensores para oxigénio dissolvido, foram obtidos voltamogramas em KCI
1,0 mol L' contendo oxigénio em varias concentragdes, medidas com eletrodo de
Clark. Inicialmente, a solucdo do eletrdlitc suporte foi borbulhada com argdnio,
seguido de adigbes controladas de oxigénioc na solucdo conforme esta
representado na Figura 11. Construindo-se o gréfico das correntes de pico
catédico contra as concentragbes de Q (inserido na Figura 11), uma resposta
linear foi obtida entre 0,6 e 8,2 mg L' para Cel/TiO./CoHMP, ajustada pela
equacao: In/UA = 2,15 (10,02) + 2,72 (£0,01) [OC] (r= 0,999, n =13} eentre 0.9 e

9,8 mg L' para Cel/TiO./CoPP, ajustada pela equagdo: Ic/pA = 7,11 (£0,02) +
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5,42 @0,01) [Oz] (r = 0,998, n = 8). Estes resultados também demonstram que

ambos os sensores eletroquimicos bastante seletivos para o oxigénio dissolvido.

024 6 810
{C,i/ppm

. — 04 02 00 02 04
04 02 00 02 04 E/V
E/V

Figura 11. Voltamogramas ciclicos para Cel/TiO2/CoHMP (1) e Cel/TiO»/CoPP {2)
em varias concentragbes de oxigénio dissolvido. Rguras inseridas: grafico das
correntes de pico catddico contra as concentragdes de O:. Condigdes: KCI

1,0 mol L™, pH 6,0 e velocidade de varredura 20 mV s™.
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Para os expen'me.ntos de cronoamperometria, o potenciat foi fixado em
um valor mais negativo tanto para a Cel/TiOx/CoOHMP como para a
Cel/TiO2/CoPP, respectivamente em, - 0,18 V e - 0,22 V, com o intuito de garantir
que todo o oxigénio dissolvido presente na superficie dos eletrodos fosse
eletrorreduzido. Os cronoamperogramas obtidos para a Cel/TiO./CoHMP e
Cel/TiO,/CoPP estéo ilustrados na Figura 12, tdo bem como os respectivos
graficos das intensidades de corrente contra as concentragdes de O (inseridos na
Figura 12). Uma correlagéo linear foi obtida para ambos os eletrodos, segundo as
equagdes: /LA = - 0,12 £0,02) + 0,66 ¢0,02) [O7] (r = 0,999, n = 7) para
Cel/TiO2/CoHMP e le/pA = - 0,11 (& 0,02) + 0,74 &0,02) [O2] (r= 0,999, n =7)
para Cel/TiO./CoPP. A resposta dos dois sensores foi muito rapida, alcangando 95
% de sua resposta maxima em cerca de 1,0 s, tempo que pode ser considerado
bastante curto considerando que os eletrodos sao preparados a base de pasta de

carbono.
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Figura 12. Cronoamperogramas para Cel/TiO/CoHMP, Ep. = - 0,18 V (1) e
Cel/TiO2/CoPP, Ep. =- 0,22 V (2) em vérias concentragdes de oxigénio dissolvido.

Figuras inseridas: grafico das correntes de pico catddico contra as concentragdes
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de O,. Condigdes: KCI 1,0 mol L™, pH 6,0.
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3.3.5. Estudos com e{et'rodo de disco rotatério

Estudos com eletrodos de disco rotatorio sdo realizados com o intuito de se
determinar o mecanismo da redug¢do do oxigénio em tais eletrodos, sendo que
normalmente sédo utilizados eletrodos sdlidos, e, mais recentemente, também tém
sido realizados com eletrodos de pasta de carbono [81-84,91].

A redugado de oxigénio dissolvido com porfirinas metalicas pode ocorrer via
dois mecanismos distintos: um envolvendo dois elétrons que leva a formagao de
H202, ou outro que envolve quatro elétrons e que leva a formag&o de moiéculas de
HO [92], enquanto que um mecanismo envolvendo um elétron é
termodinamicamente desfavoravel [93,94].

Em sistemas hidrodinamicos, onde ha conjuntamente a convecg@io e a
difusd@o, o transporte para a superficie do eletrodo é aumentado pela convecgéio
forgada resultando em um aumento do fluxo de espécies para um ponto
correspondendo a espessura da camada de difusdo do eletrodo. Neste trabalho
nao foi calculado o numero de elétrons envolvidos no mecanismo de redugdo do
oxigénio dissolvido, pois haveria a necessidade de se fazer uma investigagdo mais
detalhada dos dois sistemas estudados, Cel/TiO.CoHMP e Cel/TiO.CoPP.
Entretanto foi realizado um estudo com o objetivo de determinar qual dos dois
sistemas € mais eficiente para transferir elétrons. Assim, fazendo-se a varredura
do potencial em diferentes velocidades de rotagdo para ambos eletrodos
modificados, a uma velocidade de varredura de 20 mV s', foi observado um
aumento nas correntes de pico catodico com relagdo a velocidade de rotagao até
1225 rpm para a Cel/TiO./CoHMP e de até 100 rpm para a Cel/TiOx/CoPP, em

uma concentragdo de O fixada em 6,0 mg L' em pH 7,0. O grafico de Levich
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(lvs ®"3) par:a\ o eletrodo Cel/TiO2/HMPCo (Figura 13A) apresentou um desvio da
linearidade somente em altas velocidades de rotagdo, o que pode sugerir a
ocorréncia de uma etapa quimica independente do potencial como fator limitante
da corrente, precedendo a etapa de redugdo do oxigénio. Por outro lado, o
eletrodo Cel/TiO,/PPCo apresentou um desvio da linearidade em velocidades
baixas de rotagdo, o que pode ser um indicativo da maior influéncia da etapa
cinética na transferéncia de carga durante a redugéo do oxigénio neste eletrodo.

A corrente limite de difusao, L), € dada pela equagéo de Levich[89,90]:
Ly = 0,620nFAD? w2y %[0,

onde v € a viscosidade cinematica da solugéo igual a 0,01 cm s™'; w & a velocidade
de rotagdo e D & o coeficiente de difusdo igual a 1,8 x 10° cm? s™'  [65,75]. Na
equacgio de Levich, ndo esta representada a contribuigdo cinética, ja que em um
processo global de eletrodo existem dois tipos de contribuigbes, transporte de
massa e transferéncia de carga (e”), que em conjunto alteram o comportamento
dos sistemas eletroguimicos. Construindo o grafico de Koutecky-Levich, 1/i
versus 1/iw'?, para Cel/TiO/CoHMP e Cel/TiO,/CoPP, conforme & mostrado na
Figura 13, pode-se obter os valores das inclinacbes das retas experimentais. O
resultado obtido para o material Cel/TiO2/CoHMP apresentaram uma inclinag&o da
curva experimental de Bexp = 0,54 € para Cel/TiO»/CoPP onde Bex, = 0,26. O valor
de Bcac para o material Cel/TiC2/CoHMP, indica claramente que este sistema

apresenta uma maior eficiéncia para transferir elétrons durante o processo de
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reduc@o do oxigénio dissolvido, isto &, a cinética de transferéncia de elétrons deste

sistema € mais rapida do que Cel/TiOz/CoPP.
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Figura 13. (A) Grafico de Levich e (B) Koutecky-Levich para Cel/TiOx/CoHMP.
Condigdes: [02] = 6,0 mg L™, KCI 1,0 mol L', pH 7,0 e velocidade de varredura de

20mvs.

3.4. CONCLUSOES

As imagens de microscopia de varredura eletrdnica da Cel/TiO, mostraram
que o TiO; se encontra heterogénea mas altamente disperso na superficie da
matriz. A hematoporfirina IX e a protoporfiina IX foram eficientemente
imobilizadas na superficie da matriz Cel/TiO,, provaveimente devido ligagao entre
0s grupos carboxilicos das porfirinas e os sitios do oxido de titdnio, resultando em
um alto grau de aderéncia na superficie e, por consegqiiéncia, em complexos

porfirinicos eletroativos altamente dispersos na matriz. Esta é uma importante
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caracteristica do material, desde que, devido a formacéo desta ligagédo, estes
materiais ndo sédo faciimente lixiviados a partir da superficie da matriz durante
varios ciclos de redugdo-oxidagdo. Como as metaloporfirinas estdo ligadas na
superficie, a eletrorredugéo do O- dissolvido na superficie dos eletrodos ocorre em
potenciais mais positivos comparados com a redugio na superficie do eletrodo de
grafite. A resposta linear da intensidade de corrente de pico em funcéo das
concentragbes de oxigénio dissolvido, demonstra que os materiais s&o
potenciaimente uteis para aplicagies como sensores para a determinagdo de

oxigénio dissolvido.
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4. OTIMIZAGAO DAS PROPRIEDADES REDOX DO AZUL DE METILENO
ADSORVIDO POR APLICAGCAO DE UM PLANEJAMENTO FATORIAL

4.1. INTRODUGAO

O azul de metileno (MB™) & um corante catiénico da classe das fenctiazinas
descoberto por Caro em 1876 e que, inicialmente, ganhou prestigic como um
corante citologico e como indicador de oxido-reducgao [95,96].

O composto €& muito importante em processos fotodindmicos,
principalmente o da geragcdo de oxigénio singleto [97] e, devido as suas
propriedades fotoquimicas, pesquisas tém sido desenvolvidas visando a sua
aplicagdo na inativagéo de bactérias e virus [98], utilizagdo do corante em células
fotogalvanicas [99,100] e na area de eletrodos modificados [101-103]. Estas
uitimas aplicagbes demonstram a importancia de um conhecimento detalhado a
respeito das propriedades redox do corante. O azul de metileno sofre uma
reducdo de dois elétrons em solugdo aquosa. Essa redugdo procede via um
mecanismo eletroquimico-quimico-eletroquimico, onde ocorrem duas sucessivas
transferéncias de um elétron, com uma rapida protonagac interposta entre elas
[104,108]. Os estudos classicos das propriedades redox e acido-base do sistema
MB*/LMB, onde MB" é a forma oxidada de coloracdo azul e a LMB é a forma
reduzida incolor do corante denominada de leucometileno, foram conduzidos por
Clark, Cohen e Gibbs [96].

As propriedades eletroquimicas do azul de metileno sdo muito bem
conhecidas em solugcgo aquosa onde o potencial formal do indicador redox se

encontra na faixa de — 0,1 a — 0,4 V vs ECS em meio de pH 4 a 11 [102]. Este
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potencial redox é muito préximo dos potenciais redox da maioria das biomolécuias
e eletrodos modificados quimicamente baseados neste corante como um sisterna
mediador de elétrons pode ser de grande interesse no desenvolvimento de
biossensores [101-103,106]. A otimizagdo da transferéncia de elétrons entre o azul
de metileno e o eletrodo pode ser muito importante no desenvolvimento novos de
biossensores. Neste sentido, os planejamentos estatisticos de experimentos sao
uma ferramenta de grande utilidade na pesquisa cientifica, pois fomecem com
uma menor quantidade de experimentos uma maior quantidade de informagoes e
de indica¢Bes sobre a influéncia das varidveis e principalmente das implicagdes de
suas interagbes sobre a variavel dependente de estudo [107]. Segundo
Montgomery, um planejamentc de experimentos consiste em testes que
investigam um processo produtivo ou um determinado sistema, onde s&o
alteradas as variaveis de entrada e observadas as respostas obtidas, com o
objetivo de determinar as variaveis que mais influenciam o resultado de um
determinado processo. Esta metodologia, além de ser mais racional, possibilita
economia de tempo, material e recursos quando comparada a experimentos feitos
por tentativa [108]. Com o0 desenvolvimento dos recursos computacionais que
também se tornaram mais acessiveis, os métodos estatisticos de planejamento
experimental e sistemas de otimizagéo, tais como planejamento fatorial e anélise
da superficie de resposta, passaram a ser amplamente utilizados [109-114].

Um planejamento experimental deve passar por varias etapas, sendo uma
exploratdria, uma de refinamento e outra de analise estatistica dos resultados
finais. Na fase exploratéria pode-se empregar planejamentos fatoriais de dois

niveis, 0os quais permitem avaliar quantitativamente a influéncia de uma ou mais
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variaveis sobre uma res'posta de interesse, bem como suas possiveis interagdes,
com a execucdo de um numero minimo de experimentos. Planejamentos deste
tipo s@o de grande utilidade em investigagbes preliminares, quando se deseja
saber se determinados fatores tém ou ndo influéncia sobre a resposta, e nédo se
esta preocupado ainda com uma descrigdo muito rigorosa dessa influéncia. Sao
planejamentos de facil execucdo e podem ser ampliados para formar um
planejamento mais sofisticado quando se deseja conhecer melhor a relagéo
funcional existente entre a resposta e os fatores {115].

Para executar um planejamento fatorial & necessario, em primeiro lugar,
especificar os fatores e os niveis que serdo estudados bem como selecionar a
variavel resposta. Os fatores, isto é, as variaveis controladas pelo pesquisador,
tanto podem ser qualitativas como quantitativas. Os niveis sio os valores dos
fatores que serdo empregados nos experimentos. Para estudar o efeito de
quaiquer fator sobre a resposta € preciso fazé-lo variar e observar a influéncia
dessa variagdo no resultado. Isso implica a realizacdo de ensaios em pelo menos
dois niveis desse fator. Desta forma, a execugdo de um planejamento fatorial em
que todas as variaweis sdo estudadas em apenas dois niveis para K fatores
(K variaveis controladas) sera necessario a realizacido de 2 x 2 x ...x 2 =
ensaios diferentes, sendo denominado por isso de planejamento fatorial 2.

Tendo selecionado as varidveis importantes, os ensaios delineados por
uma matriz de experimentos sao executados e os registros das respostas, para
todas as possiveis combinagdes dos niveis e fatores, efetuados. Os resultados
obtidos no planejamento séo interpretados a partir do calculo dos efeitos dos

fatores isolados (efeitos principais} e dos efeitos de interagdo entre os fatores.
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Tanto os efeitos principais quanto os efeitos de interagdo séo calculados a partir
de todas as respostas observadas. A existéncia de um efeito de interagéo
significativo indica que estes valores devem ser interpretados conjuntamente.
Finalmente, os efeitos calculados podem ser melhor visualizados e interpretados
como contrastes geomeétricos, pela construgéo de um diagrama contendo as

respostas médias em todas as combinagGes de niveis das variaveis.

4.2. EXPERIMENTAL
4.2.1. Materiais

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico. A agua utilizada
na preparacao das solugbes foi desionizada a partir do sistema de purificacéo de
agua Milli-Q da Millipore (Bedford, MA, USA) que produz agua com resistividade
de 18 MQcm. O corante azul de metileno, C16H1sN3SCIL.3H0, Aldrich, foi utilizado
como mediador de elétrons. O &cido fosforico, HaPQO,4, Nuclear 85 %, para a

fosfatagdo do material Cel/TiO,.

4.2.2. Preparagido da matriz Cel/TiO;

Conforme descrito no item 3.2.2.

4.2.3. Imobiliza¢do do fosfato na matriz Cel/TiO;
A imobilizagdo do fosfato foi realizada reagindo 1,0 g de Cel/TiO> com
50 mL de solugdo tampao de fosfato 1,0 mol L™, pH 4,0 a 25 °C, seguindo-se a

agitagao da mistura por 30 min. O sdlido resultante foi filtrado, lavado varias vezes
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com agua desionizada e. seco na estufa a 60 °C por 2 h. A quantidade de fosforo
adsorvido na matriz de Cel/TiO; foi determinado em triplicata por espectroscopia
de fiuorescéncia de raios-X de energia dispersiva (EDXRF) resultando em
0,15 £ 0,02 mmol g'. Considerando que a quantidade de TiO, na matriz é
0,96 + 0,03 mmol g, a relagdo molar resultante é praticamente igual a Ti/P = 6,4,
o que indica um elevado nimero de sitios acidos de Bronsted na superficie da
celulose. Portanto, pode-se assumir que todo o fosfato que reage com TiO; em
pH 4,0 esta presente como espécies HPO,? [116, 117]. Este material foi entdio

designado como Cel/Ti(HPQOy).

4.2.4. Imobilizacdo do corante azul de metileno nas matrizes Cel/TiO; e
Cel/Ti(HPOq)

Em 25 mL de solugdo aquosa de azu! de metileno, 1,0 x 103 mol L' em
pH 6,0, foram adicionados separadamente 0,5 g de CelfTiO, e 0,5 g de
Cel/Ti(HPO4). A mistura foi agitada por 30 min e o sélido resultante foi filirado,
lavado varias vezes com agua desionizada e seco em estufa por 30 min a 60 °C. A
quantidade de azul de metileno imobilizado no suporte foi determinada por analise
elementar baseada no elemento nitrogénio (N). Ambos materiais resultaram em

um produto final de coloragdo azul e foram designados de Cel/TiOMB e

Cel/Ti(MBPO,).
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4.2.5. Medidas eletroquimicas
A preparagéo dos eletrodos de pasta de carbono dos materiais (Cel/TiO;,
Cel/Ti(HPQy4), Cel/TIOMB, CelTi(MBPOy) e o desenvolvimento dos estudos

voltameétricos foram realizados conforme descrito no item 3.2.6.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A imobilizagdo do azul de metileno na Cel/TiO; e Cel/Ti(HPO;) foi realizada
em pH 6,0, portanto, a forma de azul de metileno imobilizado é MB*. A estrutura

do azul de metileno em diferentes valores de pH é mostrada na Figura 14.

(CH;L, N i S i ;I(CHg)z
N

2e + 2[‘I+ . 2e” + 1H+
(pH <V (MB') (oH >5.6)

H
I+
(CH3,N $ N-CH; -H (CH; N s N(CHz)
N eee
X - )
H (pKa=5.6) H
(Lewco-MB)

Figura 14. Esquema do comportamento do azul de metileno em diferentes valores

de pH.
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A imobilizagdo da forma oxidada do azul de metileno na superficie dos
materiais Cel/TiO; e Cel/Ti(HPO,) ocorre por reagio de troca ibnica, e pode
visuaimente ser observada pela coloragdo azul assumida por ambos os materiais,

sendo representada pelas seguintes equagdes:
CelTiOH + MB* 5 Cel/TiOMB + H*
Cel/Ti(HPO,) + MB* 5 Cel/Ti(MBPO,) + H*

A quantidade de azul de metileno (MB") adsorvido na Cel/TiO, e
Cel/Ti(HPO,4) foi determinada por andlise elementar C, H, N, resultando em
167t6umolg'e 173+ 6 p mol g™, respectivamente.

As Figuras 15a e 15b mostram os voltamogramas ciclicos para a Cel/TiO; e
Cel/TIOMB e as Figuras 16a e 16b mostram os voltamogramas ciclicos para
Cel/Ti(HPO,) e Cel/T{MBPQ,). Os potenciais médios, Em [Em = (Epa + Epc)/2], em
que Epa e Epc 880 0s potenciais de pico anddico e catddico respectivamente foram
— 201 mV para Cel/TIOMB e — 124 mV para Cel/Ti{(MBPQy). A diferenca de 77 mV
pode ser atribuida a interagdo entre o corante e a superficie, desde que a
densidade eletrbnica na superficie do material Cel/Ti{MBPQO,) deve ser mais alta
devido a capacidade dos grupos fosfatos de estabilizar o estado reduzido do
corante, mudando o potencial médio para valores mais positivos. Esta mudanga

do potencial médio para valores mais positivos sugere que ¢ corante apresenta

uma alta interagao com a matriz fosfatada [112].
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos do eletrodo de pasta de carbono com

a) Cel/TiO; e b) Cel/TIOMB, obtidos em solugdo de NaCl 0,5 mo! L', pH 7,0 e

velocidade de varredura de 20 mV s™'.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos do eletrodoc de pasta de carbono com
a) CelTi(HPQ,) e Cel/Ti(MBPQ,), obtidos em solugio de NaCl 0,5 mol L™, pH 7,0
e velocidade de varredura de 20 mV's™.
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A quantidade de s'itios ativos de corante presente na superficie do eletrodo,
I} expresso como mol por unidade de érea, pode ser calculado aplicando a
equagao:
I'=Q/(nFA),
em que Q é a carga obtida a partir do calculo da area integrada sob pico anddico,
F é constante de Faraday, n = 2 é o ndmero de elétrons envolvidos e A é a area
do eletrodo. Os valores obtidos foram 6,1x10® e 2,6x10® mol cm? para os
materiais, Cel/TIOMB e CelTi(MBPQ,), respectivamente, resultando que as
intensidades de corrente para o material Cel/TIOMB sdo mais altas do gque para
o material Cel/((MBPQ,). Este resultado demonstra que mesmo imobilizando
quantidades equivalentes de azul de metileno sobre a superficie dos materiais
CelfTiO, e CelTi(HPO4) necessariamente ndo é obtido quantidades equivalentes
de sitios eletroativos na superficie dos materiais.
Os voltamogramas ciclicos foram obtidos a uma velocidade de varredura de
20 mV s', pois nesta velocidade de varredura, a razic de corrente | balle | €
aproximadamente igual & unidade, como mostrado na Tabela 5. Esta é uma

importante caracteristica para os sistemas reversiveis.
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Tabela 5. Dependéncia da velocidade de varredura com a resposta da razdo de

corrente, utilizando eletrodo de pasta de carbono modificado com Cel/TIOMB e

CelTi(MBPO,).
Vimvs' Vpallpe T
= Cel/TIOMB Cel/Ti(MBPO,)
5 1,127 1,098
10 1,080 1,036
20 1,000 0,932
30 0,936 0,917
50 0,832 0,877
70 0,793 0,857
100 0,763 0,840

* Os valores de razéo de corrente foram obtidos em solugéo de NaCl 0,5 mol L' e

pH7,0.

Neste estudo, um planejamento fatorial completo com trés variaveis e dois
niveis foi utilizado com o objetivo de determinar a importéncia dos fatores, tipo de
superficie de celulose modificada, concentragéo do eletrdlito e pH na otimizagao
do processo redox do azul de metileno adsorvido na superficie de celulose
modificada. As definigées dos fatores e niveis usados no planejamento fatorial séo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Fatores, niveis, valores de resposta para a separagéo de pico e razio

de corrente para o planejamento fatorial 23.

Experimentos Fatores AE/mV 1igallpc |
1 2 3
1 - - - 318 0.418
2 + - - 203 0.885
3 - + - 313 0.443
4 + + - 203 0.932
5 - - + 277 0.731
6 + - + 126 1.020
7 - + + 273 0.676
8 + + + 126 1.000
(-) (+)
Fatores: 1—[NaCl]/mol L™ 0,1 0,5
2-pH 4,0 7,0
3 —Celulose modificada CelTiOMB Cel/Ti(MBPQO,)

A Tabela 6 também mostra os resultados do planejamento fatorial 2° para o
sistema. Os fatores escolhidos para o procedimento de otimizagdo sdo aqueles
que podem afetar a reversibilidade de transferéncia de elétrons tais como,
concentragdo do eletrolito, pH e tipo de matriz suporte para imobilizar o mediador.
Duas propriedades foram estudadas: a separacdo do potencial de pico, AE,,
[AEp = Epa - Epc], @ @ razéo de comente | /pa/le | (onde fa € /e S80 as intensidades
de comente anddica e catddica, respectivamente). Os parametros foram
analisados usando o programa FATORIAL [118], o qual calcula os valores dos

efeitos principais e de interagéo, e que séo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Efeitos principais, interagbes, e valores de erro padrao para ©

planejamento fatorial 23.

AE [ Mv Hpa ! Ipe
Média 230,0+ 0,8 0,76+ 0,01
Efeitos principais

1 -131,0+ 1,6° 0,39+0,02°

2 -2,31:16 -0,01 £ 0,02

3 -59,0+£ 1,6 0,19+ 0,02

Interacoes de dois fatores

12 2316 0,01+0,02

13 -18,3+ 1,6 -0,09 £ 0,02

23 03+1,6 -0,04 + 0,02

Interagdes trés fatores

123 -0,3+1,6 -0,01 £ 0,02

a — intervalo de confianga com 95% de £ 4,4

b — intervalo de confianga com 95% de £ 0,06

Para ambas as respostas, a separagéo de pico, AE, e a razéo de corrente,
I Iha/loc 1, Os efeitos principais relacionados a concentragéo do eletrdlito e o tipo de
superficie de celulose modificada, tdo bem como, seus efeitos de interagéo tém
valores absolutos altos. O pH néo esta envolvido em qualquer efeito importante.
Desde que o pH é uma varidvel inerte, o planejamento fatorial 23 para cada
resposta pode ser tratado como um planejamento fatorial 2 para a concentragao

do eletrdlito e o tipo de superficie de celulose.
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Assim, os experimentos 1 e 3 na Tabela 6 podem ser tratados como um

experimento em duplicata desde que o nivel pH ndo afeta AE, e | I/l |. Cada par
de resuitados, 318 e 313 mV para AE; e 0,418 e 0,443 para | la/lc |, podem ser

usados como uma estimativa do erro experimental para estas duas respostas.
Outras estimativas de erro podem ser obtidas usando os resultados das corridas
2e4,5e7 e 6 e 8. Agruando os resultados, sdo obtidas as estimativas do erro

experimental do processo + 2,3 mV e 0,028 para as respostas de AE; e | ha/lc |,

respectivamente. As variagbes ocorridas nas respostas da concentragcdo do
eletrélito e na superficie da celulose modificada devidos as mudancas de niveis
s80 superiores a 110 mV e a 40 mV, respectivamente.

Erros padréo e incertezas com intervalo de confianga de 95 % para os
valores dos efeitos, propagados a partir da estimativa do erro estdo incluidos na
Tabela 7. A comparag¢do dos valores dos efeitos com seus erros e incertezas
mostram que somente os efeitos da concentragéo do eletrdlito e a superficie de
celulose bem como as suas interagdes séo significativos.

Na Tabela 6 pode ser observado que a separag@o de pico, AE,, diminui
com o aumento da concentracdo do eletrdlito suporte. Isto &€ consistente com o
valor do efeito principal negativo na Tabela 7 para esta concentragdo. Este
comportamento pode ser atribuido ao transporte de massa desde que com o
aumento da concentracdo do eletrdlito suporte & esperado que o processo de
transferéncia de elétrons seja mais eficiente, favorecendo um aumento na razao
de corrente € uma menor separagao entre os potenciais de pico. Também na

Tabela 6 os valores de separagdo de pico sdo menores para a superficie de
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CelT i(MBPO.;; do que para a superficie de Cel/TIOMB. Isto corresponde ao efeito
principal negativo na Tabela 7 para o fator celulose modificada. Este processo é
favorecido pela menor resisténcia apresentada pelo Cel/Ti{MBPQy), que favorece
sistemas redox mais reversiveis [88, 119].

A maior magnitude absoluta na Tabela 7 ocorre para o efeito principal da
concentracdo do eletrélito suporte, sendo aproximadamente duas vezes o valor
obtido para a matriz de celulose modificada. A interac&o binaria entre estes dois
fatores apresenta um efeito combinado, isto é, a separagdo de pico torna-se
menor quando ambos os fatores, concentracdo do eletrdlito suporte e tipo de
superficie de celulose modificada sdo variados para os seus niveis mais altos,
simultaneamente.

Comparando os pares de corridas que diferem no sinal do fator 3, corridas
1eb, 2e6 3e7 4e 8, pode ser observada uma tendéncia importante na
separagédo do pico, AE,, que é dependente do tipo de superficie de ceiulose
modificada. O valor absoluto da separagdo do pico diminui aproximadamente
40 mV quando a concentraggo do eletrélito suporte é 0,1 mol L™ e a superficie de
celulose modificada varia a partir Cel/TIOMB para Cel/Ti(MBPQ,), sendo isto
independente do valor do pH. Comportamento similar é também observado
quando a concentragio do eletrdlito & 0,5 mol L', exceto que ocorre uma
diminuigéo de 77 mV na separagéo do pico. Esta diminuicdo ao redor de 37 mV
(duas vezes no valor absoluto do efeito de interagdo) para os dois materiais é
independente do pH e pode ser atribuido a forte interagdo do corante com a

superficie do material Cel/Ti{MBPO,). Em ambos materiais Cel/TIOMB para
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CelTi(MBPQ4), ndo ocorre lixiviagdo do corante da superficie nestes
experimentos, independente se o pH é 4,0 ou 7,0.

Os resultados obtidos para a razdo de corrente | La/lc | sd@0 similares
aqueles obtidos para a separagdo de pico. Somente os efeitos principais da
concentragéo do eletrolito suporte e da superficie de celulose modificada e o efeito
de interacdo binaria envolvendo estes dois fatores influenciam a resposta da razao
| hoo/ o | significativamente. Os valores absolutos obtidos para os efeitos principais
da concentragé@o do eletrdlito suporte também sfo aproximadamente duas vezes
maior que para a superficie de celulose, ao passo que os efeitos de interagao sio
muitos menores que os efeitos principais.

A observagéo do diagrama do planejamento fatorial na Figura 17 confirma
este simples comportamento para os valores de AE; e | Lafle I. O valor do efeito
negativo — 131,0 mV indica que todos os valores de AE, para a concentragdo de
NaCl 0,1 mol L™ (face do lado esquerdo do cubo) sdo 100 e 150 mV mais altos
que os correspondentes valores em 0,5 mol L (face do lado direito do cubo).

Analogamente, o valor do efeito da concentracgéo é positivo, + 0,39, e isto é
conseqgliéncia do fato que as relacdes na face do cubo 0,1 mol L' sdo todos
menores ao redor de 0,3 a 0,5 que seus correspondentes valores na face
0,5 mol L™. Argumentos similares usando as faces da anterior e posterior do cubo,
para as superficies Cel/TIOMB para Cel/Ti(MBPO,) respectivamente, podem ser
usadas para obter uma interpretagéo fisica do efeito principal da superficie para

AE e 1 lpallpe L
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A andlise dos valores das espostas € facilitada usando o diagrama do
planejamento fatorial na Figura 17. Se somente a separagdo do pico é
considerado, a melhor série de condigoes a partir do estudo fatorial & + - + (NaCl
0,5 mol L', pH 4,0, CelT(MBPOy) e + + + (NaCl 0,5 mol L, pH 7,0,
Cel/Ti(MBPQy)), mostrando que o fator pH n&o afeta o AE,. Valores de | /paflpc |
proximos da unidade s&o também encontrados para esta mesma série. Portanto,
estas condigbes sao recomendadas como aquelas que devem ser usadas para

obter um comportamento mais reversivel para estes eletrodos.

?d-.'.

pH

0.1 0,5
[NaCl]/ mol L™

Figura 17 - Diagrama do planejamento fatorial 2* para os valores de resposta

correspondentes a separacao de pico (tipo arial) e razdes de corrente (tipo italico).
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4.4. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a aplicagdo de um método estatistico pode
proporcionar um modo eficiente de extrair informagdes relevantes de um
ptanejamento experimental envolvendo o corante azul de metileno (MB)
imobilizado na superficie de celulose modificada para ofimizagdo das
caracteristicas de reversibilidade do mediador adsorvido. O planejamento fatorial
completo permitiu uma investigacdo simultanea de trés fatores selecionados
executando somente oito experimentos. Desde que o planejamento experimental
mostrou que o pH néo influencia a reversibilidade de transferéncia de elétrons, os
ermros experimentais podem ser determinados sem a realizacdo de experimentos
em replicata. Deste modo, o planejamento fatorial multivariado é mais econdmico
que procedimentos univariados. Somente a concentragdo do eletrélito e o tipo de
superficie de celulose modificada sao importantes para este sistema eletrodo
quimicamente modificado. As observacbes experimentais e a analise de dados
indicam que uma solugdo NaCl 0,5 mol L', a superficie de celulose modificada
CellTi(MBPOs) em ambos pH 4,0 ou 7,0 s&o as condicdes 6timas para este

sistema.
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5. EFEITO DA IMOBILIZAGAO DO FUNGO ASPERGILLUS TERREUS

CCT 3320 EM CELULOSEITIO; NA OXIDAGAO DE SULFETO PRO-QUIRAL

5.1. INTRODUGAO

O fungo Aspergillus terreus é classificado como pertencente ao género
Aspergillus, com ocorréncia em zonas tropicais e temperadas e com ampla
distribuicdo geografica em diferentes solos. Um dos lugares mais comuns de ser
encontrado é na raiz das plantas (rizosfera), sendo também encontrado na batata,
algodéo e juta, isolado a partir do ar e da poeira caseira. As coldnias de
Aspergillus terreus em meio de agar Czapek alcangam um didmetro 3,4 a 4,0 cm
em 10 dias de incubagéo, a temperatura de 25 °C. Em meio de agar com extrato
de malte crescem rapidamente e esporulam mais densamente. O intervalo de
temperatura de crescimento varia de 10 a 48 °C, com um ponto 6timo de
crescimento em 28 °C. A cor das colbnias varia entre o amarelo e 0 marrom, mas
escurece com o tempo.

O microrganismo pode ser encontrado como um parasita no ouvido
humano, é capaz de atacar as unhas e pele humana, sendo também encontrado
nos puimodes de pequenos mamiferos. O fungo Aspergillus terreus produz o acido
itacdnico e a mevinolina, que é capaz de abaixar o nivel de colesterol no sangue,
sendo esta droga o primeiro composto desta espécie a ser aprovado pelo
U. S. Food and Drug Administration (FDA). A mevinolina € vendida sob o nome
comercial de Mevacor ou Lovastatin [120].

A quimica organica moderna esta predominantemente fundamentada em

métodos sintéticos altamente seletivos, especialmente os enantiosseletivos, os
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quais dependem de rea'gentes ou catalisadores quirais. Conseqiientemente,
busca-se o0 aprimoramento do desempenho dos catalisadores, imitando a natureza
ou fazendo com que os organismos naturais e suas enzimas transformem,
enantiosseletivamente, substratos que ndo s3o naturais para o meio bioguimico.
Os estudos cientificos das biotransformagdes tiveram seu inicio na primeira
metade do século XIX, podendo-se citar a lista de processos cataliticos feita por
Berzelius em 1838 [50].

Em anos recentes, a oxidagiio enantiosseletiva de sulfetos pro-quirais
através de métodos biocataliticos tem despertado consideravel interesse, com o
objetivo de produzir sulféxidos quirais, os quais sdo ferramentas Uteis em sinteses
orgénicas para a formacdo de ligagbes carbono-heteroatomo e carbono-carbono
assimétricos [121-125]. Apesar das metodologias descritas na literatura para a
sintese de sulfoxidos quirais, poucas mostram a utilizagdo de microrganismos
[126,127].

A tendéncia atual na industria de quimica fina & a de substituir os métodos
organicos sintéticos por altemativas cataliticas que evitem reagentes perigosos e
que produzam compostos enantiomericamente puros. Métodos biocataliticos ou
reagbes baseadas em enzimas certamente preenchem a maioria destes
requisitos. Atualmente, a biocatdlise {(aplicagio de enzimas em sinteses)
representa uma alternativa viavel em sintese orgéanica para a chamada “quimica
ecologicamente correta” (green chemistry), principalmente para o controle
ambiental. A aplicacdo de enzimas em sintese permite reages com alta quimio-,
regio-, diastereo e enantiosseletividade, tormnando as biotransformagbes

recomendadas na obtenc@o de compostos enantiomericamente puros [128].
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Outras vantagens das reacgOes catalisadas por enzimas séo as condigBes brandas
das reagGes, como temperatura abaixo de 40 °C, pH proximo do neutro, pressao
normal € meio aquoso, cujas condi¢cdes evitam a decomposi¢do de substratos e a
epimerizacao de centros esterogénicos. Neste contexto, 0s microrganismos sido
vantajosos, pois apresentam um sistema multienzimatico de facil formacgao [129].

A metodologia envolvida no uso de enzimas isoladas ou células
microbianas inteiras, ambas ativas, emprega células em crescimento, em repouso
ou imobilizadas. Quando em repouso, os problemas associados com cofatores
sdo evitados, mas cuidados devem ser tomados na manutengao dos
microrganismos e quanto a reprodutibilidade da reacgdo. Quando reagdes em
escala de gramas séo o objetivo, 0 uso de grandes reatores de fermentagéo nem
sempre € 0 mais adequado. Desta forma, a imobilizagao de células microbianas
inteiras tém-se apresentado como uma alternativa para resolver estes problemas,
permitindo varios meses de estocagem e desta forma comportando-se como um
reagente de bancada [51]. Os microrganismos quando imobilizados apresentam
outras vantagens como processamento através de regime multienzimatico, maior
densidade celular por litro do meio reacional, possibilidade de operagdo em
sistemas continuos com maior controle sobre a permanéncia dentro do reator,
maior porcentagem de conversdo, menor tempo reacional, maior controle do
crescimento dos microrganismos, dentre outros.

O crescente interesse na aplicagdo de sulféxidos quirais em sinteses
assimétricas requer sua preparagio em grande escala, a qual pode ser obtida por
oxidagdo enzimatica enantiosseletiva de sulfetos pré-quirais. A preparacao de

sulfoxidos quirais por biotransformagéo usando células microbianas inteiras de
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Aspergillus terreus CCT 3320 imobilizadas na Celulose/TiO:, pode possibilitar a
utilizagdo destes suportes depois da estocagem sem que ocorra uma diminuicdo
significativa da atividade catalitica do microrganismo produzindo assim, sulféxidos

com altos excessos enantioméricos, ee > 95 %.

5.2. EXPERIMENTAL
5.2.1. Materiais

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico. A agua utilizada
na preparagao das solugdes foi desionizada a partir do sistema de purificagdo de
agua Milli-Q da Millipore (Bedford, MA, USA) que produz agua com resistividade
de 18 MQcm. Os seguintes reagentes foram utilizados neste estudo: o composto
3-clorobenzenotiol, CICsHsSH 97 %, para a sintese do aril alquil tioéter; lodeto de
etila, CH3CHal, Aldrich 89 %; Trietilamina, (C2Hs)s, Merck 99,5 %; Diclorometano,
CH2Cl;, Synth 99,5 %; KoCOs, Carlo Erba, 99 %; NaySO; anidro, Vetec, 99 %;
Hexano, CH3(CH;)4CHa, grau HPLC 100 %; CH3COOQOCH,CHs, Allkimia destilado.
Para a preparacdo da solugdo tamp&o foram utilizados os sais de Na;HPOQ.,

Synth, 99 % e KH2POq4, Merck, 99,5 % ,

5.2.2. Preparagéo da matriz Cel/TiO:

Conforme descrito no item 3.2.2.
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5.2.3. Condigées de crescimento para as culturas de microrganismos

As células do microrganismo Aspergilfus terreus CCT 3320 foram obtidas a
partir da Colegao de Culturas da Fundagéo Tropical “André Toselio”. As células do
fungo foram crescidas a 28 °C em frascos de agitagéo de cultura (erflenmeyers de
500 mL) contendo 100 mL de extrato de malte Merck a 2 % por 72 h. As células
foram colhidas por filtragdo e lavadas duas vezes com tampao fosfato (Na;HPO, e
KH2PQs, pH 7.0, 0,1 mol L'). O material estéril foi usado para realizar os

experimentos e 0s microrganismos foram manipulados em capela de fluxo laminar.

5.2.4. Imobilizagao no suporte de Cel/TiO;

As células do microrganismo Aspergillus terreus CCT 3320 foram crescidas
como previamente descrito. As células foram colhidas por filtragdo e ressuspensas
em tampéao fosfato (Na:HPOs e KH2PO4, pH 7,0, 256 mL) em erienmeyers de
125 mL, no qual Cel/TiO; foi adicionado. As proporgbes relativas entre Cel/TiOs:
Aspergillus terreus CCT 3320 foram 1 : 1 e 1 : 2 (g/g). As misturas foram agitadas
adicionalmente por 24 h a 120 rpm e 28 °C. As células do fingo imobilizadas
foram colhidas por filtragdo e estocadas em frascos plasticos no refrigerador a

5°C.

5.2.5. Sintese do aril alquil tioéter: (m-clorofenil-etil-sulfeto) [130]

O composto mclorofenit-etil-sulfeto (aril alquil tioéter) foi preparado em um
frasco de fundo redondo de 50 mL, onde foram adicionados 0,5 mL aril alquil
tiofenol 1 mol L™, 10 =15 mL de CH,Cl, e K;CO3 3 mols L', e posteriormente foi

agitado a 0 °C por 5 min. A esta mistura foram adicionados 2 mols L' de haleto de
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alquila (CHal ou Cl-hCHzl: seguido por adigéo lenta de trietilamina 1 M. As reagbes
se processaram num periodo de 2 h a 4 h e foram acompanhadas por
cromatografia de camada delgada eluida com hexano 100 % e reveladas com
anisaldeido. O produto de reagéo foi extraide com CHxCly (3 x 50 mL), seco com
NazS0, anidro e concentrado sob vacuo em rotaevaporador. A purificagdo do
produto foi realizada por cromatografia em coluna, utilizando como eluente hexano
100%. O produto da reagdo resultou em composto de sulfeto com 90 — 95 % de

rendimento.

SH
K2COs e EtaN, 0 °C SEt

ol

MelouEl, 0 °C

cl rend. 90 % i

Figura 18. Sintese do m-clorofeniletitsulfeto utilizado para a reagdo de

biocatalise.

5.2.6. Atividade enzimatica e monitoragéo

A oxidagdo do composto mclorofeniletil-sulfeto foi realizada em frasco de
125 mL com agitaga@o orbital (120 rpm). Em um frasco de fundo redondo foram
adicionados, tamp&o fosfato pH 7,0 (NazHPOs; e KH2PO,, 0,1 mol L, 25 mL),
células lavadas (1,0 g de peso liquido) e 20 ut do composto m-clorofeniletilsulfeto.
A mistura foi agitada a 28 °C e a reagdo foi monitorada periodicamente. Ao
alcancgar o grau apropriado de converséo (50 %), as células foram separadas por

filtragdo, a solugdo aquosa foi extraida com acetato de etila e a camada orgéanica

70



Aspergillus terreus e a oxidagdo enantiosseletiva

foi seca com Na2SQ4 anidro. O excesso enantiomérico (ee) foi determinado em um
cromatografo HP 5890 CG/FID, utilizando hidrogénio como gas condutor equipado
com uma coluna capilar quiral de silica fundida contendo uma fase estacionaria

heptakis-(2,3-dimetit-6-fenil)-f-ciclodextrina (25 m x 0,20 mm x 0,33 um).

. Q
5 7 O~gt Aspergillus terreus S+\Et

o
o

4 2 CCT 3320
Cl Cl

Figura 19. Reagéo biocatalitica de oxidagdo do sulfeto a sulféxido.

5.2.7. Atividade enzimatica do microrganismo imobilizado na matriz Cel/TiO;

A atividade enzimatica foi monitorada por 3 meses, fazendo-se a
ressuspensao das células imobilizadas no tampao fosfato pH 7,0 (Na:HPO, e
KH2POq4, 0,1 mol L, 25 mL) em erlenmeyers de 125 mlL e adigdo de 20 pl do

composto mclorofenil-etiFsulfeto. O progresso da reagdo foi monitorado a cada
24 h, dtilizando 500 uL de amostra extraida com acetato de etila, seca com
NazxS0,4 anidro, e posterior inje¢do de 1 pL de amostra em um cromatdgrafo
GC/FID equipado com uma coluna capilar quiral de silica fundida contendo uma
fase estacionaria heptakis-(2,3-dimetil-6-fenil}-B-ciciodextrina (25 m x 0,20 mm x

0,33 um).
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’

5.2.8. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Em geral, amostras bioldgicas apresentam detalhes morfoldgicos que
podem entrar em colapso facilmente quando observados por MEV, sendo
portanto, necessario realizar um tratamento quimico na amostra a fim de preservar
a sua estrutura tridimensional. Neste sentido, as amostras do fungo Aspergilius
terreus CCT 3320 nao imobilizado e imobilizado receberam um tratamento
adequado antes de serem observadas no MEV. O tratamento envolve a utilizagdo
do glutaraldeido que tem a fungéo de fixagdo do material bioldgico através dos
seus grupos aldeidicos, bem como o OsO4 também apresenta a mesma fungao
fixagdo do sistema microbiano através de seus sitios ativos superficiais,
resultando assim, em uma rede tridimensional do material a ser observado. A
etapa de secagem ao ponto critico tem por finalidade minimizar a tenséo
superficial do solvente de secagem, no caso o etanol, ja que este soivente poderia
vir a destruir detalhes superficiais ou mesmo causar um colapso das amostras
durante as observac¢des por MEV.

A imobilizagdo das células foi observada por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV). As amostras foram preparadas em 5 etapas:

- fixagdo das amostras por 24 h com glutaraldeido 2,5 %, em tampéao fosfato
Na;HPO,4 0,1 mol L', pH 7,2, seguido por 3 min de centrifugagio e lavagem com
solug&o tampéao de fosfato (2 x 15 min);

- tratamento das amostras com tetréxido de 6smio 1 %, por 1 h a 4 °C, seguido por
3 min de centrifugagdo e lavagem com tampdo fosfato Na,HPO4 0,1 mol L,

pH 7,2 (2 x 15 min);
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- desidratag:éo.com etanol PA (30, 50, 70, 95, 100 %, v/v), permanecendo as
amostras por 20 min em cada uma das solugbes alcoolicas e posterior
centrifugagao por 3 min;

- secagem das amostras em ponto critico utilizando o equipamento BALZER CPD
030. As amostras desidratadas foram embrulhadas em papel fino e imersas em
etanol a 4 °C. Em seguida, o etanol foi trocado por CO; liquido, a temperatura foi
elevada a 40 °C para a eliminacéo de todo CO».

- finalmente, as amostras foram dispersas em uma fita condutora de dupia face
sob um suporte de cobre (stubs) e revestidas com ouro em um equipamento
BALZER MED SCD 050. A metalagio com curo por 3 min resulta em uma camada
de ouro de 10 — 20 nm. A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada

em um modeio JEOL JSM 5800 LV, com voitagem de aceleragéo de 10 kV.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo Aspergillus terreus CCT 3320, isolado a partir da Floresta de Mata
Atlantica (Brasil), foi selecionado a partir de um estudo para avaliagio enzimatica
de microrganismos brasileiros quanto ao potencial de oxidar suifetos pré-quirais a
sulfoxidos quirais [131). O Aspergillus terreus CCT 3320 se caracteriza por ser um
fungo filamentoso, cujas coldnias possuem formas circulares, conforme Figuras
20a e 21a[120].

As fibras de celulose revestidas com um oxido metalico, como por exemplo,
Cel/TiO, constituem-se em um suporte que ainda néo tinha sido testado para a
imobilizagéo de microrganismos. A imobilizagdo de Aspergilius terreus CCT 3320

na Cel/TiO, foi acompanhada por microscopia eletronica de varredura (MEV).
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Como pode ser visualizado na Figuras 20 e 21, o material Cei/TiO; e o fungo
Aspergillus terreus CCT 3320 encontram-se bastante entrelagados, imediatamente
apos a avaliacdo enzimatica (Figura 20b), e mesmo depois de 3 meses de tempo
de estocagem para posterior reavaliagéo enzimatica (Figura 21b).

A Figura 22 apresenta os compostos envolvidos nas reacgdo biocatalitica do
fungo Aspergillus terreus CCT 3320. As andlises cromatograficas foram realizadas
a cada 24 h com o composto m-clorofenit-etil-sulfeto e o Aspergiflus terreus CCT
3320 nao-imobilizado e imobilizado na CelfTiO;, no sentido de obter uma melhor
conversao do sulfeto pré-quiral em sulfdxidos quirais conforme esta representado
nas Figuras 23 e 24. Os resultados obtidos a partir estudo biocatalitico estao
apresentados na Tabela 8. Comparando os resultados obtidos da bioconversao do
sufeto® com os dados obtidos do sulfeto®, verifica-se que tanto a produgéo de
sulféxidos bem como a produgao de suffonas sdo bastante equivalentes, indicando
que a atividade biocatalitica do fungo Aspergillus terreus CCT 3320 manteve-se
praticamente inalterada mesmo imobilizado. O fungo imobilizado (sulfeto®)
apresentou uma alta taxa de converséo do sulfeto pré-quiral ja nas primeiras 24 h,
resultando em uma produgdo média de 80 % em sulféxidos quirais e baixa
produgdo de suifona em torno de 17 %. Um excesso enantiomérico alto foi obtido
também nas primeiras 24 h. Comparando-se agora os resultados da bioconversdo
do sulfeto® com os resultados do sulfeto®, verifica-se que o fungo imobilizado
(sulfeto®) apresentou um leve decréscimo na sua atividade biocatalitica. Embora
ainda ocorra uma alta taxa de converséo do sulfeto pro-quiral ja nas primeiras 24
h, a producdo média de sulféxidos quirais diminui para 69 % enquanto que, a

producéo de sulfona aumenta para um valor médio de aproximadamente 28 %. O
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excesso enantiomérico alto também foi obtido nas primeiras 24 h. Os resultados
obtidos para o sulfeto® sao indicativos que o microrganismo Aspergillus terreus
CCT 3320 imobilizado ainda mantém atividade biocatalitica por pelo menos 90
dias, embora possa ser observavel uma diminuigdo apreciavel da sua capacidade
oxidativa com producgdo de sulfoxidos ficando em torno de 50 %.

Portanto, pode-se concluir que em todos os experimentos os sulfoxidos
foram produzidos com um bom excesso enantiomérico, embora a produgdo de
sulfona tenha ficado um pouco mais alta do que com as células nao imobilizadas

durante a fase de avaliagdo da atividade oxidativa do fungo.

Figura 20. Microscopia eletronica de varredura a) de varias coldnias do fungo
Aspergillus terreus CCT 3320 (100X) e b) do fungo Aspergillus terreus CCT 3320
imobilizado no suporte Cel/TiO, imediatamente depois da avaliacdo enzimatica

(100X).
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Figura 21. Microscopia eletrénica de varredura 3 meses depois de estocagem
a) do fungo Aspergillus terreus CCT 3320 (100X) e b) do fungo Aspergillus terreus

CCT 3320 imobilizado no suporte Cel/TiO2 para reavaliagdo enzimatica (100X).

0
Il g o
Q/S\/ Q/ S ‘\\S\/\/
cl cl il
1) 2) 3)

Figura 22. Compostos envolvidos nas reages de biocatalise (1) m-clorofenil-etil-

sulfeto, (2) m-clorofenil-etitsulféxido e (3) m-clorofenil-etil-sulfona.
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Figuras 23. Cromatogramas obtidos para a reagdo de oxidagdo enzimatica do

tioéter com células do fungo Aspergillus terreus CCT 3320 (a) 24 h de reagéo e

(b) 72 h de reagao.
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Figura 24. Cromatogramas obtidos para a reagdo de oxidagdo enzimatica do
tioéter com células do fungo Aspergillus terreus CCT 3320 imobilizado na Cel/TiO;

(a) 24 h de reagdo e (b) 72 h de reagao.
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Tabela 8. Monitoramento da atividade da oxidagdo do composto m-clorofenil-etil-

sulfeto com Aspergiflus terreus CCT 3320 (AT) suportado em Ceiulose/TiO»

Parametros Sulfeto? SulfetoP
Tempo(h) 24 48 72 96 24 48 72 96
Converséao (%) 88 96 98 - g5 96 100 -
Rendimento do sulfoxido (%) 74 76 74 - 79 79 80 -
Rendimento de sulfona (%) 14 20 24 - 16 17 20 -
ee (%) 88 97 >98 - >98 >98 >98 -
Parametros Sulfeto® Sulfeto®
Tempo(h) 24 48 72 96 24 48 72 96
Converséo (%} 94 100 100 - 94 99 100 -
Rendimento do sulfoxido (%) 78 76 70 - 69 69 69 -
Rendimento de sulfona (%) 16 24 30 - 25 30 31 -
ee (%) >98 - >98 >98 >98 -
Parametros Sulfeto®
Tempo(h) 24 48 72 96
Conversao (%) 66 71 77 82

Rendimento do sulfoxido (%) 51 47 45 49
Rendimento de sulfona (%) 15 24 32 33
ee (%) 73 85 95 >08

excesso enantiomeérico (ee):

@ - Aspergillus terreus CCT 3320 1 g;

®_ Aspergillus terreus CCT 3320 : Cel/TiO: (1g : 1g);

© - Aspergillus terreus CCT 3320 2 g;

d_ Aspergillus terreus CCT 3320 : CellTiO: (2g : 1g);

® — sistema depois de 90 dias de estocagem, Aspergifllus terreus CCT 3320 :
CelTiO; (2g:1g)
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5.4. CONCLUQOES

O fungo Aspergillus terreus CCT 3320 pode ser empregado como
biocatalisador enantiosseletivo para a oxidagdo de sulfetos pro-quirais a sulféxidos
racémicos. Os resultados obtidos indicam que € possivel preparar compostos
quirais enantiopuros a partir do uso de células de Aspergillus terreus CCT 3320
imobilizadas em Cel/TiO, comparadas com os resultados obtidos com células do
fungo nao-imobilizadas. As células imobilizadas na proporgao Aspergillus terreus
CCT 3320 : CelTiO; (1g : 1g) apresentaram um rendimento médio de sulféxidos
em torno de 80 % superior ao rendimento médio obtido pelas células imobilizadas
na proporgdo Aspergillus terreus CCT 3320 : Cel/TiO: (2g : 1g} em torno de 69 %.
As celulas imobilizadas mantém atividade por pelo menos 90 dias.

Contudo, o aumento da producéo de sulfona pela oxidagao do sulfeto com
Aspergillus terreus CCT 3320 imobilizado na Cel/TiOz indicou um aumento da
atividade oxidativa, 0 que n3o & desejavel na presente reagdo, ja que a sulfona

nao apresenta quiralidade.
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