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RESUMO
Catalisadores enzimaticos desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de
diversos processos industriais, tendo gerado resultados promissores particularmente na area de
energias renovaveis. Entretanto, um dos problemas associados ao emprego de enzimas livres ¢
a manutencdo de sua estabilidade no meio reacional e a sua dificuldade de recuperacdo do meio
reacional, limitando suas reutilizagdes e aumentando os custos do processo. Diante deste
quadro, neste trabalho, um bioconjugado suporte/enzima foi desenvolvido a partir da ligagado
quimica, por reagdo "click" de cicloadicdo alcino/azida catalisada por cobre (CuAAC), da
enzima lipase a um suporte celuldésico modificado. No contexto da celulose, que ndo possui
naturalmente os grupos compativeis a esta reacdo “click”, adotou-se a sintese do tosilato de
celulose (MCC-Tos) e sua subsequente transformacao em azido celulose (MCC-Az). Para tanto,
as variaveis reacionais tempo, temperatura e razao molar cloreto de p-toluenossulfonila:unidade
de anidroglicose (Tos:UAG) para a sintese do MCC-Tos em fase heterogénea foram otimizadas
por planejamento experimental por matriz Doehlert. Deste planejamento, observou-se que as
variaveis mais significativas foram a razdo molar (RM) e o tempo reacional. Entdo, foi
produzido o derivado MCC-Tos em condi¢des otimizadas extrapoladas (MCC-Otm), a saber de
30°C, 144 he RM 10:1 (Tos:UAG), cujo grau de substituicao (GS) foi de 1,72. MCC-Tos Otm
foi utilizado como precursor na sintese da MCC-Az. Andlises estruturais por espectroscopia de
infravermelho (FTIR), andlise termogravimétrica (TGA) e ressonancia magnética nuclear de
Carbono-13 no estado s6lido (RMN 3C-CP/MAS), difratogramas de raios-X (DRX) e analises
de area superficial especifica e porosidade (ASAP) confirmaram a obtengao desses derivados,
evidenciando uma reducdo na cristalinidade (de cerca de 20%) e aumento na area superficial
especifica da MCC-Az (de 0,924 para 52,995 m? g”!, em relagio a MCC). Quanto a insergdo do
grupo propargil na lipase de Candida antarctica B (CalB), formando a CalB-Prop, as técnicas
espectroscopicas de FTIR, UV-vis e de fluorescéncia evidenciaram uma mudanga
conformacional da enzima apo6s a modificagcdo, mas que nao se estenderam a alteragdes em sua
forma ativa. Na imobiliza¢ao da CalB-Prop no suporte MCC-Az, as técnicas espectroscopicas
indicaram a ligagdo por reagdo CuAAC, com uma nova mudanca conformacional na enzima
que refletiu também em alteragdes na sua forma ativa. A eficiéncia de incorporagao (%EI) da
CalB foi estimada em 24,63%, indicando uma imobilizagao covalente pela reducao de 19,54%
na intensidade da banda de FTIR da azida. Mesmo com essa baixa %EI, o bioconjugado MCC-
CalB apresentou um atividade enzimadtica especifica (AEE) em rea¢do com p-nitrofenil

palmitato igual a 84,87 LU g!'. Os resultados sugerem a eficiéncia da sintese dos derivados



celuldsicos e do bioconjugado propostos, abrindo caminho para avaliagdes cinéticas, atividade

enzimatica e reuso em reagoes de transesterificagdo com 6leos vegetais.

Palavras-chave: reagdo “click” CuAAC, tosilato de celulose, azido celulose, CalB, imobilizagao

de enzimas



ABSTRACT

Enzymatic catalysts play a fundamental role in the development of various industrial processes,
having generated promising results, particularly in the field of renewable energy. However, one
of the problems associated with the use of free enzymes is keeping their stability in the reaction
medium and the difficulty of recovering them, therefore, limiting their reuse and increasing
process costs. In this context, a support/enzyme bioconjugate was developed in this work
through the chemical binding, using a click reaction of alkyne/azide cycloaddition catalyzed by
copper (CuAAC), of the lipase enzyme to a modified cellulose support. In the context of
cellulose, which does not naturally possess groups compatible with this click reaction, the
synthesis of cellulose tosylate (MCC-Tos) was adopted, followed by its subsequent
transformation into azide cellulose (MCC-Az). For this purpose, the reaction variables such as
time, temperature, and molar ratio of p-toluenesulfonyl chloride to anhydroglucose unit
(Tos:UAG) for the synthesis of MCC-Tos in a heterogeneous phase were optimized using
experimental design by Doehlert matrix. From this design, it was observed that the most
significant variables were the molar ratio (RM) and the reaction time. Thus, the MCC-Tos
derivative was produced under extrapolated optimized conditions (MCC-Otm), namely at
30 °C, 144 h, and MR 10:1 (Tos:AGU), with a degree of substitution (GS) of 1.72. MCC-Tos
Otm was used as a precursor in the synthesis of MCC-Az Otm. Structural analyses using
infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analysis (TGA), solid-state '*C nuclear
magnetic resonance (RMN *C-CP/MAS), X-ray diffractograms (DRX), and surface area and
porosity analysis (ASAP) confirmed the obtainment of these derivatives, showing a reduction
in crystallinity (by approximately 20%) and an increase in the surface area of MCC-Az (from
0.924 to 52.995 m? g”!, compared to MCC). Regarding the insertion of the propargyl group into
the Candida antarctica B lipase (CalB), forming the CalB-Prop, spectroscopic techniques such
as FTIR, UV-vis, and fluorescence revealed a conformational change in the enzyme after
modification, but without extending to changes in its active form. In the immobilization of
CalB-Prop on the MCC-Az support, spectroscopic techniques indicated binding through
CuAAC reaction, with a new conformational change in the enzyme that also reflected changes
in its active form. The incorporation efficiency (%EI) of CalB was estimated at 24.63%,
indicating a covalent immobilization confirmed by a reduction in the intensity of the azide band
by 19.54%. Despite this low %EI, the MCC-CalB bioconjugate showed a specific enzymatic
activity (AEE) in the reaction with p-nitrophenyl palmitate equal to 84.87 LU g!. The results

suggest the efficiency of the proposed cellulose derivatives and bioconjugate synthesis, paving



the way for kinetic evaluations, enzymatic activity, and reuse in transesterification reactions

with vegetable oils.

Keywords: CuAAC click reaction, cellulose tosylate, azide cellulose, CalB, enzyme

immobilization.
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Capitulo 1 — Estudo de Derivados Celulosicos para Aplicacées
em Reacées do Tipo “Click”

1.1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Dentre os polimeros naturais, a celulose se destaca como o mais abundante, podendo
ser extraida a partir de uma ampla variedade de plantas, incluindo madeiras e residuos
agroindustriais, como casca do grao de soja, carogo de manga, bagaco de cana-de-agucar,
sabugo e palha de milho (IORIS, 2021; MOREIRA, 2010). Estes ultimos ja tiveram seu
potencial para extracdo de celulose bem estabelecido inclusive por um grupo de pesquisa
parceiro, o Grupo de Reciclagem de Polimeros do IQ-UFU (CRUZ et al., 2011; RODRIGUES
FILHO et al., 2011; SILVERIO et al., 2013; VIEIRA et al., 2009). E possivel obter a celulose
também de algas, de tunicados (animais marinhos) e de microrganismos, como algumas
espécies de bactérias. A bactéria Gluconacetobacter xylinus, se destaca na producao da também
chamada celulose bacteriana e ¢ objeto de estudos dos grupos parceiros: Grupo de Quimica
Medicinal e Medicina Regenerativa e do Grupo de Pesquisa em Biopolimeros ¢ Biomateriais,
ambos situados na UNIARA (Centro Universitario de Araraquara) (PINTO et al., 2015).

Cada fonte de materiais celulosicos confere especificidades a celulose. A depender da
fonte, a celulose pode apresentar diferentes graus de polimerizagao (tipicamente de 800—10 000
para o algodao e plantas fibrosas, como bagaco de cana-de-actcar, palha de milho e bambu)
(KLEMM et al., 2005); pode ter a presenca ou auséncia de ligninas (a celulose bacteriana, por
exemplo, ndo possui ligninas) (SWINGLER et al., 2021); pode variar na presenca € na
quantidade de hemiceluloses. Portanto, as caracteristicas e composi¢des dos materiais
celulodsicos vao variar de acordo com a fonte da qual a celulose for extraida e encontrardo as
mais diversas aplicacdes. Dentre elas, mas ndo limitadas a estas, estdo: como filmes de barreira
de transporte de gases; como filmes antimicrobianos; como filmes transparentes; displays
flexiveis; implantes biomédicos; em aplicagdes farmacéuticas como sistemas de entrega de
farmacos; membranas de separacdo em hemodialise; polimeros eletroativos; entre outras
(MOON et al., 2011; PAIXAO et al, 2021; REIS et al., 2020; RIBEIRO et al., 2021;
RODRIGUES FILHO et al., 2011). Essas possibilidades de aplicagdes sdo alternativas viaveis
para a gera¢do de produtos de alto valor agregado a partir da biomassa de residuos
agroindustriais, produzidos em altissima escala no mundo (estimado em 911 milhdes de
toneladas somente de residuos advindos da agricultura, globalmente, em 2023 (SARAVANAN

et al., 2023), diminuindo a dependéncia de produtos oriundos do petroleo e seus derivados.
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Dentre os fatores que tornam viaveis este amplo nimero de aplicagdes da celulose estido
suas propriedades unicas como baixo custo de obtencdo, renovabilidade, biodegradabilidade e
biocompatibilidade, com cadeias altamente lineares, alto modulo eléastico e forca especifica
(MOREIRA, 2010; NONGBE et al., 2018; SILVERIO et al., 2013). Essas propriedades em
parte se devem a composi¢do da sua unidade monomérica (a celobiose) que ¢ formada pela
ligacdo de duas moléculas de glicose através de ligagdes glicosidicas do tipo ligacao  — 1,4
(apresentada na Figura 1.1a). A presenca das hidroxilas nesta estrutura, conferem a este
polimero uma alta superficie funcional e hidrofilica (TINGAUT; HAUERT; ZIMMERMANN,
2011). Estas hidroxilas podem formar ligacdes de hidrogénio tanto intra como intercadeia,
como representadas na Figura 1.1b. por duas propostas (I e II) sugeridas por Nishiyama e
colaboradores (2008), em que a sequéncia de atomos doadores-aceptores-doadores ¢ indicada

pelas setas (NISHIYAMA et al., 2008).

Figura 1. 1 — (a) Representa¢do da cadeia da celulose e de sua unidade monomérica, a celobiose, (b)
representagdo das ligacoes de hidrogénio inter (tracejado grosso) e intracadeia (tracejado fino) das
unidades de glicose em que a seta indica a dire¢do do doador-aceptor-doador de acordo com as
propostas I e I1.

grupo ndo-redutor celobiose grupo redutor

(b-D)

(b-11)

OH

Fonte: adaptado das referéncias (MOON et al., 2011; NISHIYAMA et al., 2008).
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Porém, estas propriedades inerentes desta estrutura altamente linear e repleta de ligagdes
de hidrogénio inter e intracadeia tornam a celulose insoluvel em 4gua e em muitos solventes
organicos, se constituindo em um desafio para reacdes que visem sua funcionalizagdo

(BIYOGO et al., 2020; KLEMM et al., 2005).

1.1.1 Sintese de Derivados Celulosicos

Para modificagdao quimica da celulose duas rotas principais podem ser utilizadas: a rota
em fase homogénea e a rota em fase heterogénea. Na rota em fase homogénea, a celulose ¢
solubilizada e se encontra na mesma fase que os reagentes. Ja na rota em fase heterogénea, a
celulose permanece em estado s6lido e os reagentes em fase liquida, o que permite a
manuten¢do das estruturas originais das fibras celuldsicas (NONGBE et al., 2018). As reagdes
de funcionalizagdo produzem os chamados derivados celuldsicos e s3o uma alternativa para
ampliar ainda mais o uso da celulose. Estas modificagdes quimicas sdo reagcdes que ocorrem
nos grupos hidroxila da celulose e permitem alterar suas propriedades mecanicas como
resisténcia e flexibilidade, além de poder diminuir a hidrofilicidade do material (MOON ef al.,
2011).

Por conseguinte, a modificagdo quimica da celulose tem papel relevante no
desenvolvimento da quimica sustentavel, uma vez que muitos dos derivados produzidos tem
conseguido substituir, em certos niveis, materiais produzidos a partir de derivados do petroleo,
em questdo de melhora de capacidades de formagao de filme, baixos coeficientes de expansao
térmica, biodegradabilidade, entre outros (JIANG; NGAI, 2022; SHAGHALEH; XU; WANG,
2018). E também, uma rota versatil para produgdo de materiais com as mais diversas
propriedades e estruturas devido a funcionalidade quimica das hidroxilas que, nas abordagens
tradicionais e mais extensivamente investigadas, passam por reacdes de esterificacdo e
eterificacdo para producdo de alguns tipos de derivados celuldsicos (FILPPONEN;
ARGYROPOULOS, 2010; ZHAO et al., 2010).

Dentre as reagdes de funcionalizagdo tradicionais da celulose podem ser produzidos
varios derivados celul6sicos, dos quais se destacam: a nitrocelulose; a trimetilsilil-celulose; o
sulfato de celulose; o acetato de celulose; a hidroxipropilmetilcelulose; a metilcelulose; o
acetato butirato de celulose; a carboximetilcelulose; a aminocelulose; o tosilato de celulose,
entre outros, produzidos a partir de varias rotas de reagdes (Figura 1.2) (KLEMM et al., 2005;
MOON et al., 2011).
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Porém, estas reagdes de funcionalizagdo frequentemente exigem condigdes reacionais
de temperaturas elevadas (podendo passar de 80 °C), tempo prolongado de reacdo (algumas
podem levar dias), auséncia de oxigénio, uso de quantidade relativamente alta de solventes
organicos, entre outros fatores, que diminuem o apelo sustentavel dos derivados celuldsicos.
Além destes, deve ser considerado a existéncia de diferentes reatividades entre as hidroxilas
presentes na estrutura celuldsica que levam a formagdo de um derivado em certo grau de
substitui¢do, preferencialmente (KLEMM et al., 2005; KLEMM; PHILIP; et al., 1998; MOON
etal.,2011; RAHN et al., 1996).

Figura 1. 2 — Modificagoes quimicas mais comuns da celulose (do topo superior direito) por reagoes
com: isocianatos; haletos de dacidos carboxilicos; dcido sulfurico, epoxidos, anidridos de dcidos;
oxidagdo do hipoclorito mediada por radical 2,2,6,6-tetrametil-piperidinil-1-oxil (TEMPO); dcidos
acéticos halogenados; e clorosilanos.
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Fonte: adaptado da referéncia (MOON et al., 2011).

Sendo assim, a hidroxila priméria do C6 (altamente acessivel) e a hidroxila secundaria
do C2 (proxima da funcdo acetal) se destacam como as mais reativas, nesta ordem, e, portanto,

dificultam a producao de um derivado trissubstituido (com todos trés hidrogénios das hidroxilas



25

de uma unidade glicosidica substituidas por grupos de interesse) que ira requerer condigdes
experimentais apropriadas, normalmente com excesso de reagente, para que seja garantida a
reacdo completa. Uma técnica muito empregada para auxiliar no controle do grau de
substitui¢do na sintese de um derivado celulosico ¢ a utilizagcao de grupos protetores, também
denominada sintese regiosseletiva. Estes grupos recebem esta denominagao por se ligarem aos
grupos hidroxilas de maior reatividade em uma determinada reagdo e, assim, favorecem uma
reacao de substituicdo com o grupo de interesse nestas hidroxilas. Recebem esta denominagao
também, por compelirem um grupo substituinte de interesse a ser inserido nas hidroxilas menos
reativas, uma vez que as hidroxilas mais reativas estdo ligadas a esses grupos protetores

(HAMDAOUTI et al., 2020; KLEMM et al., 2005; ZHAO et al., 2010).

1.1.1.1 Producao do Tosilato de Celulose como Precursor de Outros Derivados Celul6sicos

A sintese de ésteres de acidos organossulfonicos (sulfonatos) ocorre por esterificacao
dos grupos hidroxila da celulose com os correspondentes cloretos ou anidridos de acido
sulfonico. Esta reacao ¢ uma maneira eficaz de se produzir derivados celuldsicos que possam
ser utilizados como precursores de outros derivados. Os sulfonatos de celulose possuem grupos
que podem agir tanto como grupos protetores como bons grupos de saida, a depender das
reacoes utilizadas, e criam viabilidade para sintese de uma ampla gama de produtos
substituidos, que ndo estariam disponiveis através dos métodos convencionais de “quimica O”
da celulose (ou seja, ataque do atomo O doador dos grupos hidroxila aos eletrofilos) (GERICKE
et al., 2012). Além disso, os proprios sulfonatos de celulose também sdao materiais com
propriedades interessantes com varias possibilidades de aplicacdes. Os derivados sulfonatos de
celulose mais frequentemente sintetizados e utilizados s@o: os p-toluenossulfonatos (tosilatos);
seguidos pelos metanossulfonatos (mesilatos); os p-bromobenzenossulfonatos (brosilatos); e
trifluorometanossulfonatos (triflatos) (KLEMM et al., 2005; MCCORMICK; DAWSEY;
NEWMAN, 1990; RAHN et al., 1996).

Dentre estes, o éster celulosico do acido p-toluenossulfonico, chamado tosilato de
celulose, se destaca como um interessante intermedidrio na quimica da celulose, uma vez que
seu grupo tosila € um excelente grupo abandonador. Quando esse grupo € incorporado a
estrutura da celulose, ele possibilita a realizacdo de reagdes Sn2 e, consequentemente, a
substitui¢do do grupo tosila por outro ligante qualquer contendo um atomo nucleofilico (por
exemplo, haletos, azidas ou aminas) produzindo os derivados deoxicelulose correspondentes

(GERICKE et al., 2012; GRANSTROM et al., 2008; HAMDAOUI et al., 2020; PEREIRA,
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2019). Também possui um grau de substitui¢do (GS) bem definido e controlado pela razao
molar entre agente derivatizante e unidade de anidroglicose (UAG) (LIEBERT; HANSCH;
HEINZE, 2006).

O tosilato de celulose pode ser preparado em fase homogénea, pela dissolucao da
celulose em meio de dimetilacetamida/cloreto de litio (DMACc/LiCl) e subsequente reagdo
empregando-se cloreto de p-toluenossulfonila, como agente esterificante, apresentando curto
tempo de reagdo (tipicamente 24 h) e com temperaturas baixas temperaturas reacionais
requeridas (tipicamente 2 a 10 °C), com elevados GS (até 2,3) (KLEMM et al., 2005). Porém,
como o mecanismo dessa reacdo em presenca de DMAc ¢ do tipo Vilsmeier-Haack, ha
exigéncia da utiliza¢do de bases organicas fortes como a trietilamina (pKa = 10,65) para que
seja garantida a formagdo de espécies imina tosiladas. Estas sdo atacadas pelas hidroxilas da
celulose, formando o tosilato de celulose. Bases organicas mais fracas como a piridina (pKa =
5,25) ou N,N-dimetilanilina (pKa = 5,15) formam um intermedidrio iminio que favorece a
formagao de subprodutos como o deoxicloro celulose (FERREIRA, 2018; MCCORMICK;
DAWSEY; NEWMAN, 1990; PETZOLD-WELCKE; MICHAELIS; HEINZE, 2009).

Em fase heterogénea, a sintese do tosilato de celulose pode manter a cristalinidade e a
estrutura original fibrosa da celulose, porém requer algumas condigdes reacionais especificas.
A celulose precisa ser pré-ativada pela adigdo de um agente capaz de diminuir as interagdes
intracadeias, como a DMAc, e mantida em meio desidratante para evitar a absor¢do de agua.
Além disso, durante a reacdo, a utilizacdo de um agente de intumescimento, como a piridina,
maiores razdes molares (RM) de cloreto de p-toluenossulfonila:unidade de anidroglicose
(Tos:UAG) e maiores tempo reacionais (mais de 74 h), sdo necessarias para garantir GS
comparaveis as reacdes em fase homogénea (HEUSER; HEATH; SHOCKLEY, 1950;
MCCORMICK; DAWSEY; NEWMAN, 1990). Um esquema do mecanismo de reacdo de

tosilacdo da celulose em fase heterogénea esta representado na Figura 1.3.

Figura 1. 3 — Mecanismo reacional da sintese do tosilato de celulose em fase heterogénea.
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A reagdo de tosilacdo da celulose ndo ¢ estritamente regiosseletiva, uma vez que esta
tem maiores taxas de esterificacdo nas hidroxilas do C6, em relagdo as do C2 e C3, seguindo a
ordem de reatividade das hidroxilas da celulose. Em condigdes reacionais de fase heterogénea,
as velocidades relativas de reagdo sao tais (5,8 vezes mais para C6 do que para C2) que ndo ¢
possivel substituir hidroxilas primarias por grupos tosila sem substituir também um certo
nimero de grupos hidroxila secunddrias. Além disso, parece ndo haver uma diferenga
significativa na velocidade de reagdo entre os dois grupos hidroxila secundarios (C2 e C3 na
unidade de anidroglicose) (HEUSER; HEATH; SHOCKLEY, 1950).

A Figura 1.4 apresenta alguns exemplos de utilizagcdo do tosilato de celulose como
precursor de alguns derivados celulésicos, em (a) como grupo protetor pela inviabilizagdo da
inser¢do de outros grupos na posicao C6 da celulose, e (b) como grupo abandonador, para

inser¢do de grupos de interesse na posicao C6.

Figura 1. 4 — Reagoes de derivatizagdo da celulose a partir do tosilato de celulose em (a) o grupo tosila
agindo como grupo protetor e (b) como grupo abandonador.
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Ainda sobre a substituicdo nucleofilica em tosilatos de celulose, Granstrom e
colaboradores (2008) observaram que, para tosilatos com GS maior que um, ha limitacdo

estérica que favorece a substitui¢do nucleofilica no C6 em detrimento dos grupos tosila nas
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posicdes C2 e C3. A extensdo desta limitagdo também dependerd da nucleofilicidade do
reagente utilizado (GERICKE et al., 2012; GRANSTROM et al., 2008).

Neste trabalho o tosilato de celulose foi utilizado como portador de um bom grupo
abandonador, de forma a agir como um precursor para inser¢ao do grupo nucleofilico da azida
e consequente formacdo da azido celulose. Um esquema da reagdo de formagdo da azido

celulose a partir do tosilato de celulose esta representado na Figura 1.5.

Figura 1. 5 — Esquema da reagdo de formacgdo da azido celulose utilizando como precursor o tosilato
de celulose, ambos com GS = 1.
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Fonte: adaptado da referéncia (LIEBERT; HANSCH; HEINZE, 20006).

1.1.2 “Click-Chemistry”

Dentro do contexto das modificagdes da celulose e na linha de producdo de uma ampla
variedade de derivados celulosicos com propriedades mecanicas e fisicas adequadas as
demandas atuais, uma alternativa aos métodos tradicionais de modificagdo que se tém
desenvolvido bastante € o conceito de “click-chemistry”. Reagdes desse tipo se destacam como
ferramentas viaveis para producdo de novos derivados e produtos a base de celulose, com
funcionalidades desejadas e em condi¢cOes reacionais mais brandas (BINDER;
SACHSENHOFER, 2008; TINGAUT; HAUERT; ZIMMERMANN, 2011; XU; WU; DONG,
2020).

O conceito de “click-chemistry” foi criado e desenvolvido por Kolb e colaboradores
(2001) e pode ser definido como um grupo de reacdes modulares, de amplo escopo, que
alcangam altos rendimentos, geram subprodutos seguros ambientalmente e que podem ser
facilmente removidos, além de poderem ser estereoespecificos (mas ndo necessariamente
enantiosseletivos) (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001). As caracteristicas requeridas para a
classificagdo de uma reacdo como ‘“click-chemistry” incluem ainda condigdes de reacgdo
simples (idealmente, o processo ndo deve ser sensivel a presenga de oxigénio ou agua),

reagentes e substratos prontamente disponiveis, auséncia de uso de solventes ou, se ainda
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necessario, que seja um solvente menos toéxico (como a agua) ou facilmente removivel, e
isolamento simples do produto (HEIN; LIU; WANG, 2008; ROSTOVTSEV et al., 2002). A
purificagdo, se necessario, nao deve exigir métodos cromatograficos, mas processos como
cristalizacdo ou destilagdo. O produto deve, ainda, ser estavel sob condi¢des fisiologicas
(HEIN; LIU; WANG, 2008). Tais reagdes também prosseguem rapidamente até a conclusdo e
tendem a ser altamente seletivos para um unico produto (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001).

Originalmente, as reacoes “click-chemistry” foram planejadas para ajudar a simplificar
e acelerar o desenvolvimento de novos medicamentos pela utilizagdo de reagdes confidveis e
escalondveis. Sua abordagem consiste, basicamente, em mimetizar as condi¢des em que a
natureza cria liga¢des intermoleculares através da formacao de ligagcdes carbono-heterodtomo
e heteroatomo-heteroatomo, como na formag¢do dos metabolitos primarios, por exemplo
(BARROW et al., 2019; KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001).

Para a formacdo das ligagdes carbono-heterodtomo, as primeiras reagdes “click-
chemistry” se valeram de alteragdes/adaptagdes de algumas classes de transformagdes quimicas
jé reconhecidas. Entre elas estdo:

e Reagdes de cicloadicao de espécies insaturadas, especialmente reacdes de
cicloadicao 1,3-dipolar, mas também as reagdes do tipo Diels-Alder;

e Quimica de substituicao nucleofilica, especialmente as reagdes de abertura de
anel de eletrofilos heterociclicos como os epoxidos, aziridinas, ions aziridinios
e ions episulfonio;

e (Quimica carbonilica do tipo “ndo-aldol”, como as de formacdo da ureia,
tioureia, aromaticos heterociclicos, éteres de oxima, hidrazonas e amidas;

e Adicdes a ligagdes multiplas carbono-carbono, particularmente casos
oxidativos como epoxidacao, di-hidroxilacdo, aziridinacdo e adi¢cdo de haleto
de sulfenila, mas também adi¢des de Michael de reagentes Nu-H (KOLB;
FINN; SHARPLESS, 2001).

Assim, dentre as principais reagdes do tipo “click-chemistry” podem ser citadas:
CuAAC (cicloadicao alcino/azida catalisada por cobre, do inglés “copper catalyzed
alkyne/azide cycloaddition”); cicloadi¢ao livre de metal [34+2]; SPAAC (do inglés, “strain-
promoted azide—alkyne cycloaddition”); reagdes Diels—Alder; “click” oxima; reacdes de
adicao de Michael; reagdes Tiol-Michael; reacdes Tiol-Eno; reagdes Tiol-Ino; reagdes de
metatese cruzada em olefinas; e reagdes de troca enxofre(VI)-fluoreto (CASTRO;

RODRIGUEZ; ALBERICIO, 2016; DONG et al., 2018; MENG; EDGAR, 2016).



30

Com todas estas caracteristicas atrativas, as reagdes “click-chemistry” ndo se limitaram
ao campo farmacéutico, mas expandiram-se para basicamente cada canto das ciéncias
moleculares (BARROW et al., 2019). Aplicagdes na ciéncia de polimeros, especialmente
polissacarideos como a celulose, quitina, alginato, dextranas, acido hialuronico, entre outros,
permitiram ndo s6 contornar as limitagdes das rotas sintéticas convencionais, mas também
sintetizar moléculas com diversos grupos funcionais. Além disso, pos-funcionalizagdo de
polimeros, producdo de compositos, sistemas carreadores de farmacos, membranas
hidrofobicas, suporte para imobilizagao de enzimas com aplicagdo em catalise e/ou sensores
bioldgicos, modulagdes de ligagdes intercruzadas entre polimeros, estdo também entre as
muitas aplicagdes que as reagdes “click” se destacam (HEIN; LIU; WANG, 2008; LIEBERT;
HANSCH; HEINZE, 2006; MENG; EDGAR, 2016; NAVARRO et al., 2015; NEGISHI et al.,
2011).

1.1.3 Reacao “click” CuAAC

Dentre as rea¢des “click-chemistry”, a reagao “click” CuAAC esta entre os métodos
mais eficazes de sintese e tem recebido muita atengdo em diversas areas da quimica. Esta reacao
¢ definida como uma reacdo do tipo Huisgen 1,3-dipolar de cicloadi¢ao catalisada por Cu(l) e
foi desenvolvida pioneiramente por Sharpless e colaboradores (KOLB; FINN; SHARPLESS,
2001). Nesta reacdo, a utilizagdo dos grupos reacionais azida e alcino, que dao nome a esta
reagdo e sao estaveis a uma ampla variedade de grupos funcionais, solventes e aditivos, permite
a CuAAC a jungao de dois blocos ortogonais em ligacao sobre condigdes reacionais brandas
para formagdo de anéis triazdlicos (ATILLA; KISKAN; YAGCI, 2016). Devido a natureza
altamente energética desses dois grupos funcionais, as reagdes CuAAC normalmente procedem
muito rapidamente e apresentam uma seletividade sem precedentes, mesmo em meio reacionais
complexos (XU; WU; DONG, 2020).

Sua natureza altamente energética, por sua vez, se deve a reagdo de ligacao azida-alcino
ser muito exotérmica, apresentando uma variacao de entalpia padrao de formagao (AfH®) entre
-50 e -65 kcal mol™!'. Porém, a alta barreira proporcionada pela energia de ativagdo (cerca de
25 kcal mol™! para a reagdo da metil azida e propino, por exemplo) resulta em uma velocidade
de reagdo extremamente baixa e a reagentes inativados. Como preconizado pela equagdo de
Arrhenius (Equagdo 1), nestas condigdes, um aumento na temperatura ndo alteraria
consideravelmente a velocidade da reacdo, devido ao valor relativamente elevado da Ea. Além

disso, como os niveis de energia dos orbitais HOMO-LUMO para ambos azida e alcino sdo de
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similar magnitude, uma mistura de regioisdmeros 1,2,3-triazol ¢ produzido sob condi¢des de

elevada temperatura (COURA, 2015; HEIN; FOKIN, 2010).

_Ea

k = Aerr Equacdo (1)

A utilizagdo de cobre como catalisador, altera dramaticamente o mecanismo e o produto
da reagdo, convertendo-o em uma sequéncia discreta de passos que culminam na formagao
preferencial de um tnico produto: o anel 1,4-triazolico. O mecanismo atualmente aceito para a
reacdo “click” CuAAC esta representado na Figura 1.6 (HEIN; FOKIN, 2010; NEUMANN et
al.,2019).

Figura 1. 6 — Detalhes do mecanismo da reagdo “click” CuAAC atualmente aceita.

Ry————H

~ =

T E
+ Ry—N,
R; E Rq N Ry
6 N LN
v
N

Fonte: adaptado das referéncias (MELDAL; TORNQE, 2008; NEUMANN et al., 2019).

Os detalhes do mecanismo de reacdo CuAAC da Figura 1.6, sdo descritos aqui: (1)
inicialmente ¢ formado um n-complexo entre o Cu(I) e o substrato alcino; (2) abaixando o valor
de pKa do acetileto a 9,8 e favorecendo a formacao do Cu(I)-acetileto mesmo na auséncia de
uma base; em seguida, (3) a forma¢ao de um complexo dinuclear/trinuclear com o grupo azida

coordenado leva a pré-orientagdao dos grupos funcionais reativos; (4) formando um anel de seis
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membros pelo ataque nucleofilico da azida, e introduzindo a primeira ligagcdo covalente C-N;
com a formagao da segunda ligacdo C-N, o produto 1,2,3-triazol desejado ¢ formado (5); que
por sua vez gera o exclusivo 1,4-regioisdmero apos anexacao do eletréfilo (6) (MELDAL;
TORNOE, 2008; NEUMANN et al., 2019).

Esta reacdo CuAAC, quando comparada ao processo térmico, aumenta em um fator de
107 a velocidade da reagdo, tornando-a rapida em baixas temperaturas (25 a 0 °C). Outras
vantagens apresentadas pela reacdo CuAAC incluem alta regiosseletividade; nao ¢ afetada por
impedimento estérico ou propriedades eletronicas das moléculas ligadas aos grupos azida e
alcino; pode ser realizada em solventes aproticos e proticos, como a dgua; nao sdo afetadas por
muitos grupos funcionais organicos ou inorganicos, eliminando a necessidade de quimica de
grupos protetores (COURA, 2015; NEUMANN ef al., 2020).

Além das vantagens mencionadas, o anel heterociclico 1,2,3-triazolico apresenta alta
estabilidade quimica (inerte a muitas condigdes hidroliticas, oxidantes e redutivas, mesmo a
altas temperaturas), forte momento dipolo, caracteristica aromatica ¢ capacidade de aceitar
ligagdes de hidrogénio. Portanto, ela pode interagir de diversas formas com moléculas
bioldgicas, e também servir como um substituinte da ligagdo amida em algumas circunstancias
(HEIN; FOKIN, 2010). Assim, estas reagdes abrem novos horizontes para a sintese modular
em praticamente qualquer meio reacional com grande confiabilidade (XU; WU; DONG, 2020).

Dentre suas aplicagdes, mas nao limitadas as descritas, incluem-se: aplicacao
extremamente eficiente para formagdo de bioconjugados (sistemas de polimeros ligados a
proteinas/enzimas), como para instalagdo de sondas para proteinas de interesse; nas ciéncias de
materiais, na pos-modificagdo de superficies e cadeias poliméricas, funcionalizagdao polimérica
e jun¢do de dois blocos para formar um polimero em blocos. Entretanto, no que se refere a
quimica polimérica convencional, um fator limitante da aplica¢do das reagoes CuAAC ¢ a
disponibilidade de grupos azida e/ou alcinos. Esta limita¢do, porém, ¢ facilmente contornada
pela adicdo de etapas prévias de modificagdo dos polimeros, ou de monomeros (antes das

reacoes de polimerizagdo) para insercao dos grupos azida ou alcinos (XU; WU; DONG, 2020).

1.1.4 Aplicacdes das reacdes “click-chemistry” para polissacarideos

Inimeros autores ja descobriram as vantagens das reagdes “click” para aplicagdo em
polissacarideos, especialmente a celulose e seus derivados, conforme pode ser visto na
Figura 1.7, por uma busca na plataforma WebScience de publicagdes que utilizaram as

palavras-chave “Cellulose click-chemistry”.
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Figura 1. 7 — Total de publicagdes na plataforma WebScience por ano utilizando como palavras-chave
"Cellulose Click-chemistry".

50+
45
40
35
30+
25+

20

T T T
% > 2 ) 9 3 2 S %
% B % Hh % % % % % % % % % % %% B R

Fonte: “Cellulose click-chemistry”. Acesso em: 26 de novembro de 2023. Disponivel em:
https://www.webofscience.com/wos/woscc/analyze-results/de477¢c15-7685-4c1c-b42e-ad8eeObScftc-
b7ef7454.

Nota-se que s6 levaram quatro anos desde as definigdes e fundamentos das reacgdes
“click chemistry”, em 2001, para que surgissem os primeiros trabalhos com aplica¢des voltadas
a celulose. Desde entdo, o interesse pela utilizagdo dessas rotas sintéticas inovadoras so
aumentou, publicando-se uma média de 40 artigos por ano nos ultimos seis anos
(Figura 1.7).

Alguns exemplos dos trabalhos nessa area que podem ser citados sdo: a amino
funcionalizacdo das nanofibras de celulose (NFC) utilizando a reagdo “click” CuAAC em
condig¢des aquosas pela eterificacao da 1-azido-2,3-epoxipropano em mistura de solu¢ao aquosa
alcalina/isopropanol a temperatura ambiente (PAHIMANOLIS ef al., 2011); a obtencdo de
fibras de celulose alquiladas (ACFs) (DING et al., 2017); a biofuncionalizagdo das nanofibras
de acetato de celulose por reagdo SuFEx (TINGAUT; HAUERT; ZIMMERMANN, 2011);
formacgdo de nanomateriais “nanoplatelet gel like” a partir de nanocristais de celulose (CNC)
via radical 2,2,6,6-tetrametil-piperidinil-1-oxil (TEMPO)-mediada oxidagdao e reagdo “click”
CuAAC (FILPPONEN; ARGYROPOULOS, 2010); sintese de dendrimeros, filmes finos,
hidrogéis, polimeros com ligacdes cruzadas e céapsulas para liberagdo de farmacos
funcionalizadas por reagdo “click” do tipo Tiol-Eno (TINGAUT; HAUERT; ZIMMERMANN,
2011). Tanto esta singela lista, como a Tabela 1.1, tem como objetivo citar alguns trabalho que

estdo mais préximos com a proposta em desenvolvimento neste trabalho.
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Tabela 1. 1 — Exemplos de alguns trabalhos utilizando as reagoes “click” para modificagdo da celulose.

Tipo de
Fonte de Celulose Rota Observacoes Referéncia
“Click”

(LIEBERT;
Uma das primeiras sinteses por CuAAC realizada. Azido celulose
Celulose microcristalina (MCC) = Homogénea CuAAC o . ; HANSCH; HEINZE,
foi ligada a varias moléculas pequenas contendo alcinos. 2006)

(KROUIT; BRAS;

MCC Heterogénea CuAAC Inseriu grupos alcinos na MCC por reagdo com acido undecinoico
BELGACEM, 2008)

Tecidos de algodio (< 90% Tecido foi reagido com trifenilfosfina, tetrabrometo de carbono e,
ecidos de algodao (< (}

celulose) Heterogénea CuAAC apos aquecimento, adi¢do de azida sddica para reacdo com uma | (RINGOT et al., 2009)
porfirina acetilénica de efeito bactericida.
Azido-celulose (produzida a partir do tosilato de celulose) foi
MCC Homogénea CuAAC utilizada para ligagdo cruzada com poli(N-isopropilacrilamida) (ZHANG et al., 2009)

para formar um hidrogel termossensivel.
Precursores foram produzidos a partir de TEMPO-oxidagao das (FILPPONEN;
Nanocristais de celulose (CNC) = Homogénea CuAAC CNC:s para depois haver inser¢do dos grupos azida e alcino, em ARGYROPOULOS,
materiais distintos. 2010)

Produziu azido celulose por reacdo com azida epdxidos em temp. (PAHIMANOLIS et
Nanofibras de celulose (NFC) Heterogénea CuAAC

ambiente, por 24 h e ligou a moléculas contendo alcinos. al.,2011)
(TINGAUT;
_ 1? vez que utilizaram alcoxi-silanos com fotoquimica. Produziram HAUERT;
Microfibras de celulose (MFC) = Heterogénea  Tiol-Eno -
celulose com grupos terminais alcenos. ZIMMERMANN,

2011)
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Produziu azido celulose a partir da Br-Celulose e ligou com varios (NEGISHI et al.,
MCC Homogénea CuAAC ) _ o
oligossacarideos alcino-terminais. 2011)
Azido-Celulose (produzida do tosilato de celulose) foi reagida
CNC Heterogénea CuAAC i ; . (FEESE et al., 2011)
com uma alcino porfirinico para agdo fotobactericida.
Sintetizou a propargil celulose (celulose terminada com alcino) e
Celulose extraida do bambu Homogénea CuAAC fez areacdo “click” para liga-la a uma quitosana azida (PENG et al., 2012)
funcionalizada por reag@o com o acido 4-azidobenzoico.
- _ _ (PIERRE-ANTOINE;
Produziu ligagdes cruzadas entre cadeias celuldsicas através da
MCC Homogénea CuAAC i _ ; FRANCOIS;
reagdo “click” entre azido-celulose e propargil celulose.
RACHIDA, 2012)
Fez a reagdo com micelas de f-caseina contendo grupos acetilenos (KARAASLAN;
CNC Heterogénea CuAAC . )
para ligacdo a azido-CNC. GAO; KADLA, 2013)
O grupo alceno foi introduzido pela reagao da CNC com o 10-
CNC Heterogénea = Tiol-Eno  undecenoila. Reagdo usou lampada UV em 350 nm para promover | (ROSILO et al., 2013)
a ligacdo com o grupo tiol de interesse.
Produziu celulose com alceno terminal por insercao de grupo
maleimida (porém, nesta etapa ocorre uma reagdo Diels-Alder), (NAVARRO et al.,
NFC Heterogénea | Tiol-Eno _ .
para ligacdo covalente com o grupo tiol da sonda fluorescente 7- 2015)
mercapto-4-metilcoumarina.
Substituicdo de mais de 80% dos grupos OH por alcinos. Usou
- ) o (CHEN, Jun et al.,
CNC Heterogénea CuAAC como reagente o anidrido butandico 4-o0x0-4-(prop-2-in-1-iloxi)

(sintetizado previamente pelo grupo de pesquisa).

2015)
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) ) ) (HETTEGGER et al.,
Celulose bacteriana Heterogénea CuAAC celulose bacteriana sem necessidade de seca-la previamente e, 2015)
assim, adicionar o grupo azida.
Azido-Celulose (produzida do tosilato de celulose) foi utilizada
CNC Heterogénea CuAAC ; (COURA, 2015)
para acoplar moléculas com ag@o antitumoral.
Produziu azido-celulose (a partir do precursor CNCs-Br) para
CNC Heterogénea CuAAC reagir com policaprolactona diol modificada para conter o grupo (ZHOU et al., 2018)
alcino.
Produziu azido-celulose (a partir do tosilato de celulose) para
; ; . ; (NONGBE et al.,
Celulose do papel Heterogénea CuAAC hidrofobizagdo da superficie do papel por ligagao de moléculas de 2018)
colesterol.
Reagiu celulose com anidrido metacrilico para inser¢do do grupo
_ _ _ ) N (AALBERS et al.,
CNC Heterogénea | Tiol-Eno metacrilato e ligou varios grupos contendo tidis para aumento da 2019)
hidrofobicidade do material.
CuAACe ) . » ;
Faz modificagdo das fibras com azida (utilizando o tosilato de
Fibras de celulose Heterogénea  abertura de ; _ ; (SUN et al., 2020)
~ celulose como precursor) e insere epoxi contendo grupos alcinos.
anel epoxi
Utiliza como reagente o acido 4-pentenodico para modificar a
CNC Heterogénea | Tiol-Eno CNC. Insere PEG para formar hidrogel por troca de solvente pela (ZHOU et al., 2020)
acao de um fotoiniciador.
Parte de um precursor biciclononino-celulose e coloca [3-
Kimwipe®paper Heterogénea SPAAC (BIYOGO et al., 2020)

ciclodextrina para futuro uso em retirada de organofosfatos
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Tecido de algodao Heterogénea Tiol-Eno polimeriza¢ao foi iniciada por luz UV (365 nm) na presenca de (CHEN et al., 2020)
2,2-dimetoxi-2 fenil acetofenona (DMPA) como fotoiniciador.
. Inserc¢do de grupos vinil na superficie dos CNC e ligagdo “click”
CNC Heterogénea  Tiol-Eno o (CHEN et al., 2022)
com borrachas contendo os grupos tidis.
Tiol- Formacdo de um éster acrilico de acetato de celulose e .
Acetato de celulose Homogénea ) ) . ) o (ROHRL et al., 2023)
Michael imobiliza¢do de inimeras moléculas contendo grupos tiois.
; ; Introdugdo de anéis aromaticos conjugados e ligagdes vinil para
Hidroxilo- ; :
Polpa celulésica Kraft Heterogénea . formag@o de ligagdes cruzadas para melhoria da protecao do (LIetal., 2024)
no

material final a radiacdo UV.
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1.1.4.1 Utilizacao do Tosilato de Celulose como precursor da Azido Celulose

Uma limitagdo da celulose para utilizacdo em reagdes “click” ¢ que, como discutido,
ela também nao apresenta grupos azida/alcino naturalmente em sua superficie. Uma alternativa
viavel ¢, como abordado no item 1.1.1.1 e nos exemplos da Tabela 1.1, a utilizagdo de um
precursor que contenha um bom grupo de saida (como o grupo tosila) para ser submetido a uma
reacdo de substituicdo nucleofilica para introdu¢ao dos grupos azido (COURA, 2015;
NONGBE et al., 2018; PIERRE-ANTOINE; FRANCOIS; RACHIDA, 2012). Um esquema do

mecanismo da reagdo de azidagdo a partir do tosilato de celulose ¢ apresentada na Figura 1.8.

Figura 1. 8 — Mecanismo para a sintese da azido celulose (MCC-Az) em DMSO a partir do MCC-Tos
com GS = 1.
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Fonte: adaptado de (NONGBE et al., 2018).

O produto dessa reagdo, chamado azido celulose, permite que este material seja aplicado
na sintese de um vasto numero de derivados celuldsicos pela inser¢do de inumeros grupos pela
reacdo CuAAC (alguns exemplos estao na Tabela 1.1). Além do mais, estes grupos azido podem
ser reduzidos a amino pela utilizacdo do LiAlH4, dependendo da aplicacdo desejada (GERICKE
et al.,2012; HEINZE; RAHN, 1997).

Dessa forma, a estratégia adotada neste trabalho também se baseou na produgdo do
derivado tosilato de celulose em rota heterogénea para aplicacdo como precursor em reagao de
substituicdo nucleofilica pelo grupo azida. Assim, intentou-se manter parte da estrutura
celulosica preservada durante as etapas reacionais. Ineditamente, o material azido celulose
(MCC-Az) foi estudado como suporte para imobiliza¢do covalente, por reagao “click” CuAAC,
de um biocatalisador do tipo lipase e, para tanto, este ultimo teve de ser modificado para

inser¢do do grupo alcino terminal em um dos seus residuos de aminoécidos.
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1.2 Utilizacao de Catalisadores Enzimaticos

Enzimas s3o definidas como biocatalisadores estereoespecificos que diminuem as
barreiras de energia de ativacao de reagdes bioquimicas e, portanto, aumentam eficientemente
as taxas de reagoes (CAKMAKCI; YUCE-DURSUN; DEMIR, 2017). Estes catalisadores
enzimaticos desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de diversos processos
industriais, como na produ¢do de medicamentos, energia, remediacdo ambiental,
desenvolvimento de biossensores e sintese de biocombustiveis (CAKMAKCI; YUCE-
DURSUN; DEMIR, 2017; CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018; KALITA; BARUAH, 2020).
A importancia desses biocatalisadores em muitas reagdes quimicas decorre de sua eficiéncia,
geralmente em condi¢gdes de reacdo brandas, com seletividade excepcional para produtos e
baixa toxicidade ambiental (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018).

Porém, apesar de reduzirem os requisitos energéticos, mitigarem a geragao de residuos
e simplificarem as rotas de producao, os catalisadores enzimaticos também apresentam algumas
desvantagens (DI COSIMO et al., 2013). Essas biomoléculas sdo dificeis de isolar e purificar
e, quando usadas livres (sem serem imobilizadas em algum suporte), sdo sensiveis a pequenas
alteracdes do meio reacional, se desnaturando a relativamente baixas temperaturas (menores
que 45 °C), além de dificeis de separar de reagdes em fase homogénea (JESIONOWSKI;
ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014; SHARIFI et al., 2018). Assim, a imobilizagdo enzimatica
surge como uma alternativa eficiente para ampliar sua vida util, aumentando sua estabilidade e
reutilizacdo, além de facilitarem sua remocdo de meios reacionais, portanto, facilitando a

purificacao dos produtos (CAKMAKCI; YUCE-DURSUN; DEMIR, 2017).

1.2.1 Imobilizacio Enzimatica

A imobilizagdo enzimatica consiste no processo de fixagdo da enzima a um suporte
solido (por exemplo, nanoparticulas inorgéanicas, materiais poliméricos, metais), tornando-as
mais resistentes a diferentes condigdes e meio reacionais e permitindo sua recuperagdo e reuso
(SU et al., 2017). Diferentes técnicas sao utilizadas para a imobiliza¢gdo enzimatica, incluindo
ligacdo covalente ou adsorcdo ao suporte, aprisionamento fisico em redes poliméricas e
encapsulamento (MATEO et al., 2007). Exemplos destas técnicas de imobilizagdao enzimatica

sdo apresentadas na Figura 1.9.
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Figura 1. 9— Representagdo das trés tecnicas mais comumente utilizadas para imobilizag¢do enzimatica:
(a) adsorgao fisica, (b) encapsulamento; e (c) ligacdo covalente ou liga¢do cruzada.

Ligacdo
covalente

Material
polimérico

S S
U U
P P
O L0)
R R
T T
E E

Fonte: adaptado da referéncia (MOHAMAD et al., 2015).

Dessa forma, o design dos experimentos de imobilizagdo e a escolha do suporte
adequado sao fatores limitantes para garantir melhorias no desempenho do biocatalisador € em
sua estabilidade térmica, de pH e solvente. O design correto também evita perdas na atividade
enzimdtica apds a imobilizacdo devido & mudanca conformacional da enzima, limitagdo da
transferéncia de massa e desprendimento da enzima dos suportes (MATEO et al., 2007;
SHARIFI et al., 2018, 2019; SU et al., 2017).

Por exemplo, em um trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, Silva e colaboradores
(2017) realizaram a imobilizacdo da fosfolipase (Lecitase Ultra) em triacetato de celulose, por
adsorgao fisica, visando a aplicagdo deste material a reagdes de produgdo de biodiesel (SILVA
etal.,2017). Ap6s 60 minutos de contato enzima-polimero, os autores obtiveram uma eficiéncia
de imobilizacio de 97,1% e atividade enzimética de 975,8 U g!. A producio de ésteres
metilicos por reagdo de transesterificacdo do 6leo de soja resultou em 43,8%. No entanto, no
estudo dos ciclos de reutilizagdo, foi observada uma diminui¢do significativa na atividade
enzimatica que os autores consideraram estar relacionada a dessor¢dao da enzima do suporte.
Portanto, neste trabalho, o tipo de imobiliza¢ao por ligagdo covalente foi priorizado de forma a

evitar a liberacdo da enzima e aumentar a estabilidade enzima/suporte.
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1.2.2 Imobilizacdo Enzimatica por Ligacoes Covalentes

Existem duas estratégias principais para a liga¢ao covalente ou conjugagao de polimeros
a biomoléculas (como as proteinas e enzimas):
1. A “grafting to” — que consiste na realizacdo de uma etapa de sintese do polimero
separada da etapa de modificacdo da biomolécula. Esta estratégia requer a
insercdo de um grupo funcional a biomolécula que seja compativel com o
polimero, antes da conjugagao polimero-biomolécula;
2. A “grafting from” — que consiste na inser¢ao de um iniciador de polimerizagao
ou um agente de transferéncia de cadeia na biomolécula, de forma com que o
polimero seja formado in situ (WRIGHT; PAGE; KONKOLEWICZ, 2019).

Estas duas estratégias estdo representadas na Figural.10.

Figura 1. 10— Estratégias (a) “grafting to” e (b) "grafting from” para formagdo do conjugado proteina-
polimero.
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Fonte: adaptado da referéncia (WRIGHT; PAGE; KONKOLEWICZ, 2019).

A estratégia “grafting to” apresenta algumas vantagens para a execu¢ao deste trabalho,
que incluem, mas ndo se limitam: a possibilidade de utilizagdo de solventes organicos, altas
temperaturas, entre outras condi¢gdes reacionais que seriam prejudiciais para a biomolécula; a
possibilidade de realizag¢do de todas as caracteriza¢des do material polimérico produzido antes
da inser¢do da biomolécula; a possibilidade de alterar as condi¢des de sintese polimérica e
otimiza-las antes de efetivamente imobilizar a biomolécula (LI et al., 2010).

Entretanto, a utilizagdo da estratégia “grafting to” traz alguns requerimentos que

precisam ser atendidos, entre eles, a inser¢do de um grupo funcional modificador na
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biomolécula e de um grupo compativel no polimero para que ocorra a bioconjugagdo. Tém-se
ainda, a dificuldade de separagdo de componentes macromoleculares nao-reagidos do
bioconjugado desejado (MESSINA et al., 2020, OBERMEYER; OLSEN, 2015; WRIGHT;
PAGE; KONKOLEWICZ, 2019).

Nesse contexto, as ja citadas vantagens das reacdes ‘“click chemistry” as tornam
ferramentas interessantes para a imobilizacdo enzimdtica e, portanto, neste trabalho serd
investigada a utilizacdo da MCC-Az como suporte para a formagao do bioconjugado. Com o
grupo azida inserido no material polimérico, cabera inserir o grupo propargil na biomolécula
de interesse para que a reacdo “click” CuAAC e, consequentemente a imobiliza¢do enzimatica,

seja efetivamente completada.

1.2.3 Lipase de Candida antarctica B (CalB)

A enzima CalB ¢ classificada como um tipo de lipase (EC 3.1.1.3 — do inglés, “Enzyme
Comission Number ) reconhecida por sua capacidade de hidrolisar os triglicerideos de acidos
graxos, diacilglicer6is, monoacilglicerois e glicerois (AYBASTIER; DEMIR, 2014). O uso
industrial das lipases como catalizadores industriais € uma promissora alternativa aquelas
usadas na industria quimica convencional (TAN et al., 2010) e algumas caracteristicas que a
diferenciam das demais, incluem: a presenca de uma “tampa” sobre o sitio ativo menor do que
as demais, diminuindo a exigéncia de ativagdo interfacial; e capacidade de ser adsorvida em
superficies hidrofobicas, o que significa que ela permanece classificada como uma enzima
interfacial (LUAN; ZHOU, 2017; ORTIZ et al., 2019).

Nesse sentido, a imobilizacdo de CalB em diferentes suportes e a producao de estruturas
como agregados enzima-polimero ¢ mais simples do que a utilizagdo de outras lipases, pois ndo
possui forte tendéncia a formar agregados diméricos (UPPENBERG et al., 1994). Além disso,
a imobilizacdo pode melhorar a estabilidade desses sistemas em solventes organicos, um
aspecto necessario para manter ou aumentar a atividade enzimatica (TANG et al., 2006;
WRIGHT; PAGE; KONKOLEWICZ, 2019). Dessa forma, a CalB foi selecionada como
biomolécula de interesse para ser investigada na imobilizacdo covalente por reacdo “click”
CuAAC ao suporte celuldésico MCC-Az.

Porém, para acomodar a estratégia “grafting to” pensada para este trabalho, a CalB
necessita passar por uma reagao de modificagdo para inser¢do de um grupo propargil. Sendo
assim, reacdes de modificagdo sitio-especifica sdo eficientes meios de se modificar uma enzima

sem a necessidade de purificagdes exaustivas ou de aparatos para cultivo de biomoléculas
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geneticamente modificadas para a expressdo de aminodcidos ndo-candnicos (FILICE et al.,
2011).

Reacgdes sitio-especificas que visem modificar a regido N-terminal de enzimas
apresentam ainda outras vantagens, como: a modificagdo de aminoacidos em regido afastada
do sitio ativo, dessa forma preservando sua estrutura; ¢ uma regido da enzima comumente
exposta a solvente; também ¢ uma regido carregada em pH fisiolégico; e apresenta a
possibilidade de aumentar a estabilidade térmica da enzima modificada (DEMPSEY et al.,
2018; INOUE; ONODA; HAYASHI, 2019; MARTOS-MALDONADO et al., 2018; ROSEN;
FRANCIS, 2017; XIAO; TOLBERT, 2009). Dentre estas reacdes, as reagoes de acilacao dos
aminoacidos da regido N-terminal se destacam por ser uma rota reacional mais simples e eficaz
que se constitui na rea¢do de aminoécidos ativos com um éster de N-hidroxisuccinimida (NHS)
contendo um grupo quimico de interesse. Esta reacdo possui moderada seletividade em pH 7,0
aos aminodcidos dessa regido e, consequentemente, sua modificacdo quimica se da pela
formagao de ligacdes amida entre os aminoacidos e o éster contendo o modificador (CHAN et
al.,2012; FILICE et al., 2011).

Desta forma, neste trabalho a enzima lipase de Candida antarctica B (CalB), fornecida
gentilmente pela Novozyme®, foi investigada na formagao de um bioconjugado inédito a partir
de uma estratégia “grafting to” para imobilizagdo covalente por reagdo “click” do tipo CuAAC.
Para tanto, um suporte celulosico contendo um grupo azida foi sintetizado (a MCC-Az) € um
grupo propargilico foi inserido na regido N-Terminal da CalB, por uma reagao sitio-especifica
de acilagdo dos aminoacidos ativos a pH 7, utilizando como reagente um éster propargil-N-
hidroxisuccinimidil (propargil-NHS). Um esquema da reagdo proposta estd apresentado na

Figura 1.11.

Figura 1. 11 — Esquema da sequéncia reacional proposta para inser¢do do grupo propargil a estrutura
da CalB por reagdo de acilagdo com um propargil-NHS.

Fonte: adaptado da referéncia (FILICE et al., 2011)

Espera-se assim que, com a obtengdo desse novo bioconjugado, seja possivel apresentar
uma alternativa promissora e viavel no campo dos catalizadores enzimaticos para futuras

aplicagdes em reacdes de transesterificacdo de dleos vegetais.
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1.2 OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho ¢ sintetizar um bioconjugado composto pela lipase

CalB imobilizada covalentemente a um suporte celuldsico do tipo azido celulose, por meio da

reacdo “click” CuAAC. De forma mais especifica sao objetivos deste trabalho:

i)

vi)

vii)

viii)

Estudar a influéncia das condigdes reacionais tempo, temperatura e razao molar
cloreto de p-toluenossulfonila:unidade de anidroglicose (Tos:UAG) na reagao de
tosilacao da celulose microcristalina (MCC) em rota heterogénea;

Otimizar as condigdes reacionais através da aplicagdo de um planejamento de
experimentos por Matriz Doehlert para produ¢do de MCC-Tos com maior grau de
substitui¢do (GS);

Produzir o MCC-Tos na condi¢do otimizada pelo planejamento experimental;
Sintetizar azido celuloses (MCC-Az) a partir dos tosilatos de celulose produzidos;
Caracterizar os materiais produzidos nas diferentes etapas quanto a: Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR); Analise Termogravimétrica
(TGA); Difragdo de Raios-X (DRX); Area Superficial Especifica ¢ Porosidade
(ASAP); Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Ressonancia Magnética
Nuclear de Carbono-13 no estado s6lido (RMN '*C-CP/MAS);

Modificar a enzima CalB por uma reagao de acilacdo sitio-especifica para inser¢ao
de um grupo propargil em sua regido N-terminal, a ser chamada CalB-Prop;
Utilizar a MCC-Az sintetizada a partir do MCC-Tos otimizado para produg¢ao de um
bioconjugado pela imobilizagdo da CalB-Prop (MCC-CalB) por reacdo “click”
CuAAC;

Caracterizar as enzimas e o bioconjugado por FTIR; Espectroscopia de Absor¢do na
regido do UV-vis e Espectroscopia de Fluorescéncia;

Determinar a eficiéncia de imobilizagdo da CalB no suporte MCC-Az;

Avaliar e comparar a CalB, CalB-Prop ¢ MCC-CalB quanto as suas atividades

enzimaticas especificas.
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Capitulo 2 - Sintese do Tosilato de Celulose e do Azido Celulose
para Emprego em Reacdo “click” do tipo CuAAC

2.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1.1 Materiais e Métodos

Entre os materiais utilizados neste trabalho, os seguintes precisaram de purificacao
adicional: a piridina (Synth®) e o dimetilsulfoxido (Synth®) foram purificados de acordo com
os procedimentos de (ARMAREGO; CHAI 2009; YOSHIKAWA et al, 2010). A agua
utilizada em todos os experimentos foi 4gua de alta pureza (ASTM tipo I, com resistividade >
18,3 MQ cm), obtida a partir de um sistema de ultrapurificagdo Megapurity® (Billerica, MA,
EUA). Os demais reagentes utilizados no procedimento experimental descrito abaixo foram de

pureza analitica e ndo necessitaram qualquer procedimento de purificagdo adicional.
2.1.2 Sintese do Tosilato de Celulose (MCC-Tos) em Fase Heterogénea

Para retirada de excesso de 4gua adsorvida a celulose microcristalina, 1 g (6,17 mmol)
de MCC (Synth®) foi previamente seca em estufa a 110 °C por 1 h, lavada com etanol
(Dinamica®), centrifugada (2500 rpm, 3 min cada ciclo) por 4 vezes e dispersa em 5 mL de
DMAc (marca Acros-Organics®). Entdo, a MCC foi seca em estufaa 110 °C por 20 h (FADAVI
et al., 2019). Em seguida, a MCC foi dispersa em 50 mL de piridina em um baldo de fundo
redondo de 100 mL com duas bocas, sob borbulhamento em atmosfera de argonio (White
Martins®) por 5 min, fechado com septos e deixada sob agitacio magnética “overnight” de
forma a garantir a dispersao adequada do material (COURA, 2015). 3,528 g (18,5 mmol) de
cloreto de p-toluenossulfonila (Tos) (3 mols de Tos por mol de unidade de anidroglicose, 3:1
Tos:UAG), da marca Sigma-Aldrich®, foram dissolvidas em 5 mL de piridina e adicionada gota
a gota, com auxilio de uma seringa hipodérmica com agulha 25x7 mm através do septo, ao
balao (RAHN et al., 1996). A reagao foi mantida a temperatura ambiente (27 °C) por tempos
que variaram entre 24 e 48 h, mantendo-se a agitagdo magnética por todo tempo. O produto foi
transferido para um béquer de 250 mL contendo 150 mL de dgua ultrapura gelada, centrifugado
para retirada do excesso de reagentes e redisperso em uma mistura agua ultrapura:acetona (1:1)
sob agitagdo em vortex por 30 seg e novamente centrifugado (2500 rpm, por 3 min cada ciclo).
Este procedimento foi repetido por outras trés vezes. Entdo, o material foi lavado mais quatro

vezes somente com agua ultrapura, seco em estufa a 60 °C por 20 h e reservado em dessecador.
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A partir deste procedimento, foram testadas também as proporcdes 4:1, 4,5:1 e 5:1 de
Tos:UAG e tempos reacionais que variaram de 24 a 216 h. Estas alteragdes no procedimento
experimental visaram identificar possiveis influéncias da razao reagente:MCC no grau de

substitui¢ao (GS).

2.1.3 Otimizacdo da Sintese do Tosilato de Celulose Empregando Planejamento

Experimental por Matriz Doehlert

Através dos ensaios reacionais descritos no item 2.1.2 foi identificado que algumas
variaveis, como a razao molar (RM) Tos:UAG e o tempo reacional, poderiam influenciar o GS
do material final. Diante de tal possibilidade, escolheu-se utilizar um planejamento
experimental por Matriz Doehlert para avaliar simultaneamente estas variaveis. Este tipo de
planejamento permite priorizar as variaveis consideradas mais importantes no estudo e avaliar
suas interagdes através de um nimero reduzido de experimentos. Pelos estudos prévios do item
2.1.2, a variavel considerada mais relevante foi o tempo (x2) e, portanto, foi avaliada em sete
niveis diferentes. Para identificar a influéncia da varidvel temperatura (xi) em mais niveis
dentro do intervalo de 30 a 90 °C, esta foi avaliada em cinco niveis diferentes e a variavel RM
(x3) foi avaliada em trés niveis. Estas variaveis e os niveis estudados para a otimizagao da reagao

sao apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2. 1 — Codificacdo para as condi¢oes avaliadas para otimizagdo da sintese do tosilato de
celulose.

Variaveis estudadas Niveis
30 45 60 75 90
Temperatura (°C) — x;
-1 -0,5 0 +0,5 +1,0
2 14 26 38 50 62 74
Tempo (h) — x2
-0,866  -0,5774 -0,2887 0 +0,2887  +0,5774 +0,866
3:1 5:1 7:1
Razdo (Tos:UAG) — x;3
-0,8165 0 +0,8165

Fonte: o autor.

Os niveis das variaveis foram codificados para otimizagdo estatistica das condigdes de

reacdo. As formulas para codificacdo sao apresentadas na Equacao 2.

_ (T-60) _ (t-38) __ (RM-5)
1= Xyp = -~ 3=
30 41.570 2.449

(Equacao 2)

Os niveis das varidveis temperatura, tempo de reagdo e razdo Tos:UAG codificados

pelas expressdes na Equacao 2 estdo dispostos na Tabela 2.2.
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Tabela 2. 2 — Matriz Doehlert de experimentos para otimizagdo da sintese do tosilato de celulose.

Exp. Temperatura Tempo Razdo (Tos:UAG)

X1 °C X2 h X3 mol:mol
1 0 60 0 38 0 5:1
2 1 90 0 38 0 5:1
3 0,5 75 0,866 74 0 5:1
4 0,5 75 0,2887 50 0,8165 7:1
5 -1 30 0 38 0 5:1
6 -0,5 45 -0,866 2 0 5:1
7 -0,5 45 -0,2887 26 -0,8165 3:1
8 0,5 75 -0,866 2 0 5:1
9 0,5 75 -0,2887 26 -0,8165 3:1
10 0 60 0,5774 62 -0,8165 3:1
11 -0,5 45 0,866 74 0 5:1
12 -0,5 45 0,2887 50 0,8165 7:1
13 0 60 -0,5774 14 0,8165 7:1
14 0 60 0 38 0 5:1
15 0 60 0 38 0 5:1

Fonte: o autor.

Foi utilizado como fator de resposta, a razdo entre as intensidades das bandas de
absorbancia no FTIR (RB) em 1174 cm™!, atribuida a presenca do grupo tosila ligado a celulose,
e da ligacio C-O-C da celulose em 1056 cm™!, por ser um método rapido e quantitativo da
evolugdo da reagdo de tosilacao da celulose, reconhecido na literatura (RAHN et al., 1996).

O procedimento experimental descrito no item 2.1.2 foi redimensionado para um
volume reacional total de 10 mL de forma a reduzir o consumo de reagentes e a geragao de
residuos. Para tanto, as quantidades dos reagentes foram reduzidas proporcionalmente (cerca
de 0,2 g de MCC (1,23 mmol), 10 mL de piridina para dispersao da MCC e 1 mL para preparo
da solu¢do de Tos, e massa de Tos equivalente 4 RM desejada) e o baldao de 100 mL foi
substituido por um frasco do tipo “vial/” de 20 mL com tampa de rosca e septo de silicone.

As porcentagens de rendimento (%rendimento) destas reacdes foram calculadas
considerando a relagdo entre a massa tedrica de MCC-Tos, esperada para um determinado GS
obtido experimentalmente, e a massa experimental de MCC-Tos (ambas em gramas), conforme

Equacao 3.

Mpycc—Tos Teal
=2 _— x100
mpcc-Tos teorica

Y%rendimento = (Equacao 3)
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2.1.4 Sintese da Azido Celulose (MCC-Az) a partir dos MCC-Tos e MCC-Tos Otm

Para a sintese de MCC-Az, 0,2 g de MCC-Tos (previamente secos em estufa a 60 °C
por 12 h), ou seja 1,23 mmol de UAG, e 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO, marca Synth®)
foram adicionados em um baldo de fundo redondo de 50 mL com duas bocas e deixados sob
agitacdo magnética “overnight”, para auxiliar na dispersao do MCC-Tos, com fluxo constante
de argonio. Em seguida, o baldo foi imerso em um banho de 6leo e 0,272 g (6,47 mmol) de
azida de sodio (NaN3, da marca Dindmica®) (5:1 mol de AGU) dissolvidos em 15 mL de DMSO
foi adicionado gota a gota, mantendo-se o fluxo de argdnio. Apo6s a adi¢do da azida de sédio, a
temperatura do agitador magnético foi ajustada a 70 °C e foi constantemente monitorada, com
auxilio de um termometro imerso no banho de 6leo, por todo o tempo reacional (NEGISHI et
al.,2011). O tempo reacional variou de 24 a 96 h, de acordo com o experimento. Apds o término
da reacdo, a solugdo foi resfriada até a temperatura ambiente e vertida em 200 mL de agua
ultrapura gelada. O material foi lavado com agua ultrapura por 30 seg de agitacdo em vortex e
centrifugacdo (2500 rpm, por 3 min cada ciclo). Este procedimento foi repetido mais 2 vezes
com agua ultrapura, 3 vezes com uma mistura 1:1 de etanol e 4gua ultrapura, e mais 2 vezes
com agua ultrapura. O produto foi seco em estufa a 60 °C e armazenado em dessecador

(KOSCHELLA; HARTLIEB; HEINZE, 2011).

2.1.5 Caracterizacao dos Derivados Celuldsicos Sintetizados

2.1.5.1 Espectroscopia de Absorcio na Regido do Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR)

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho foram obtidos com o objetivo de
avaliar a evolucdo das reagdes de modificagdo quimica pelo aparecimento e/ou
desaparecimento das bandas especificas de cada derivado celulosico produzido e, também, para
avaliagdo do grau de substituicdo dos derivados MCC-Tos pela aplicacdo de uma curva de
calibragdo apresentada no item 2.1.5.3.

Para tanto, em um espectrometro da marca Agilent Technologies, Modelo Cary 630
FTIR, com cristal de diamante e acoplado a um ATR (do inglés “Attenuated Total
Reflectance”), foram coletados os espectros pela realizacdo de 128 varreduras de absorbancia

com resolu¢do de 4 cm™!, no intervalo de 4000 cm™ a 650 cm™!, apés coleta de 128 varreduras
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de “background”. O equipamento utilizado pertence a Rede de Laboratdérios Multiusuarios da
UFU (RELAM)-Ituiutaba.

Para as normalizagdes dos espectros por FTIR, dois métodos foram utilizados: 1) para
os reagentes, o procedimento de normalizacdo adotado consistiu em equivaler a banda com
maior intensidade ao valor de 1 (um) e calcular as intensidades de todas as outras
proporcionalmente; 2) para as amostras de celulose e dos derivados celuldsicos, a banda
considerada maxima (e, portanto, ajustada para o valor de um) foi fixada como a banda em
cerca de 1056 cm’!, atribuida ao estiramento da ligagio C1-O-C5 da estrutura interna da

celulose. Todos esses tratamentos foram realizados em software de tratamento grafico.

2.1.5.2 Analise Termogravimétrica e Termogravimetria Derivada (TGA/DTG)

As estabilidades térmicas dos materiais foram avaliadas em um equipamento da marca
TA Instruments, modelo TGA 55. As amostras, com massa de aproximadamente 5 mg, foram
colocadas em porta amostras de platina de alta pureza e aquecidas de 25 até 600 °C, sob
atmosfera inerte (N2) com fluxo de gas de 60 mL min™! e taxa de aquecimento de 10 °C min™..
As andlises foram realizadas no Laboratério de Equipamentos Multiusudrios do Pontal

(LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

2.1.5.3 Analise Elementar e Calculo do GS da tosilaciao

As massas e as porcentagens de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre, em amostras
MCC-Tos foram determinadas em um Analisador Elementar Flash EA 1112, da marca Thermo
Scientific, por meio da separacdo dos gases formados (cromatografia gasosa) apos a combustao
das amostras e foram analisadas sob a forma de CO2, N2, H>O e H2SO;3, respectivamente. Estes
gases foram arrastados por gas hélio através de uma coluna e detectados por condutividade
térmica. Estas andlises foram realizadas nas Centrais Experimentais Multiusuario da
Universidade Federal do ABC (UFABC).

As amostras de MCC-Tos analisadas foram previamente selecionadas de acordo com os
valores de RB que apresentaram, e suas massas e porcentagens de enxofre (%S) foram
utilizadas para constru¢ao de uma curva de calibragdo, relacionando os GS em fun¢do das RB
(apresentada no item 2.2.1.4), cuja equagdo de ajuste linear foi: GS = (RB —0,14633)/0,48356.

Os GS apresentados em todos os resultados dos MCC-Tos produzidas neste trabalho

foram calculadas por este método.
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2.1.5.4 Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear de Carbono-13 no estado sélido

(RMN 3C-CP/MAS)

As andlises de RMN no Estado Sélido foram efetuadas em um espectrometro Bruker
Avance III HD operado num campo de 7,05 T, utilizando uma sonda CPMAS de dois canais e
rotores zirconia de 4 mm. Os espectros do nucleo de '*C foram obtidos em uma frequéncia de
Larmor de 75,00 MHz, frequéncia de giro de 9000 Hz, com tempo de relaxacao de 1,0 s € um
pulso de 90° de 2,3 us utilizando giro-ao-angulo magico, e polarizagao cruzada com niimero de
scans igual a 4k. Os deslocamentos quimicos foram padronizados de forma indireta através de
uma amostra de glicina, com sinal referente a carbonila em 176,00 ppm em relacdo ao TMS
que € o padrao primdrio. As analises foram, em sua maior parte, realizadas no Laboratério de
Ressondncia Magnética Nuclear no Estado So6lido do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), com o apoio do prof. Dr. Hernane Barud
(UNIARA) e do Dr. Gustavo Senra.

O restante das amostras foi analisado em um espectrometro de mesma marca ¢ modelo,
em colaboragdo com Dr. Anil Mehta no Advanced Magnetic Resonance Imaging and
Spectroscopy (AMRIS) ligado ao National High Magnetic Field Laboratory, situado na
University of Florida em Gainesville, Florida (EUA). Essas andlises foram realizadas com
financiamento aprovado pela National Science Foundation (NSF), nimero P20225, sob a
supervisdo do prof. Dr. Brent Sumerlin, do George & Josephine Butler Polymer Research

Laboratory, Department of Chemistry, University of Florida, Gainesville, Florida (EUA).

2.1.5.5 Analise de Difracao de Raios-X — DRX

Os difratogramas de Raios-X dos materiais produzidos foram obtidos em um
difratdmetro da marca Bruker-AXS D5005 equipado com tubo selado de cobre de 2,2 kW,
empregando-se a radia¢io Ko do Cu (1,5406 A) e filtro de Ni, com 20 no intervalo de 5 a 40°
e varredura continua, com velocidade de 2° min™!, operando a uma poténcia de 40 kV e corrente
de 30 mA. Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Analises Termogravimétricas e de
Difracao de Raios X da Universidade de Sao Paulo, campus Ribeirao Preto.

Os padroes de difracdo obtidos foram utilizados para identificacdo de mudancgas
estruturais nas fases amorfas e cristalinas antes e apds o processamento da celulose. A separacao

dos picos cristalinos e amorfos foi feita pelo método de deconvolugdo usando a fungdo Pseudo-
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Voigtl. Em seguida, as porcentagens de indice de cristalinidade (%IC) foram calculadas

conforme Equacdo 4, descrita abaixo:

Ac

%IC=A

x 100 (Equagao 4)

ctAa

Em que, Ac e Aa sdo as areas dos picos cristalinos e do halo amorfo, respectivamente.

2.1.5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro em uma Metalizadora
para carbono e ouro modelo Quorum QR 150ES e analisadas em um Microscopio Eletronico
de Varredura modelo VEGA3, TESCAN, operando a 20 kV. Os ensaios foram realizados na
Rede de Laboratorios Multiusuarios da UFU (RELAM)-Santa Ménica.

2.1.5.7 Anilises de Area Superficial Especifica e Porosidade (ASAP)

Os materiais celuldsicos foram submetidos a determinagdo da 4rea superficial
especifica, volume e didmetro de poros. Estas medidas foram obtidas através da adsorcao e
dessor¢do de nitrogénio a -195,5 °C. Antes das medidas, as amostras foram desgaseificadas a
90 °C por 24 h sob vacuo. A area superficial especifica foi calculada de acordo com o método
BET (GREGG; SING, 1982) a pressdes relativas (p/po) entre 0,06 e 0,25, na qual p e po sdo,
respectivamente, pressoes de equilibrio e pressdo de saturacao do nitrogénio a -195,5 °C. O
volume total de poros foi determinado pelo método do ponto Unico através da conversdao do
volume de nitrogénio adsorvido na p/po de 0,995 para o volume do adsorbato liquido. O
didmetro médio dos poros foi calculado a partir dos valores de volume total de poros e da area

superficial BET, conforme Equacao 5.
dp =4V,/SBeT (Equagéo 5)
Em que: dp = didmetro médio de poros (nm); V, = volume de poros (cm® g'!) e Sper = 4rea

superficial especifica (m? g'!) obtida pelo método BET.

Para estas medidas foi empregado um analisador de poros e area superficial especifica
ASAP da Micromeritics, modelo 2010 (Norcross, GA, EUA) na Rede de Laboratérios
Multiusuérios da UFU (RELAM)-Ituiutaba.
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Sintese do Tosilato de Celulose

Como dito anteriormente, 0 MCC-Tos foi utilizada neste trabalho como precursor para
producdo da MCC-Az. Desta forma, aproveita-se das vantagens reacionais da produgdo de um
derivado celulosico ja bem estabelecido na literatura e que, com um excelente grupo de saida
como o tosilato, pode permitir uma maior conversao da MCC em MCC-Az. A reacdo de
tosilagdo da celulose em fase heterogénea foi adotada em preferéncia a fase homogénea, uma
vez que esta ndo requer etapas de dissolucdo da MCC e, assim, garante a manutencao da
morfologia e estrutura original da celulose, podendo-se aproveitar estas propriedades para
melhor aplicacdo como suporte na imobiliza¢do de enzimas (SILVA, 2017; SUN et al., 2020).
Dessa forma, diferentes condi¢des reacionais para a tosilacdo em fase heterogénea foram

avaliadas neste trabalho e as caracterizagdes dos materiais estdo discutidas abaixo.

2.2.1.1 Caracterizacio por FTIR do Tosilato de Celulose

A fim de observar o comportamento da reagdo de tosilagdo descrita no item 2.1.2 para
arazdo molar 3:1 (Tos:UAQ), foi retirada uma aliquota do meio reacional com 24 h e encerrada
a reacdo com 48 h. Os espectros de ambos os produtos (MCC-Tos 3:1, 24 e 48 h) estdo
apresentados na Figura 2.1, juntamente aos espectros da MCC e do Tos, para melhor

comparacao das respectivas alteracdes espectrais produzidas pela reagdo de tosilacao.
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Figura 2. 1 — Espectros de FTIR (a) de 4000 a 2000 cm™; (b) de 1670 a 650 cm™ e (c) de 1350 a
1000 cm™. normalizados em relacdo a intensidade da banda em 1056 em™, para as amostras de MCC,
Tos, MCC-Tos (razdo molar 3:1) apos 24 h e 48 h de reacdo de tosilagdo.
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Fonte: o autor.

Dos espectros da Figura 2.1 para a MCC, Tos e MCC-Tos, observa-se bandas intensas
em aproximadamente 3314 cm™ associadas ao estiramento da ligacio O-H da celulose; picos
de média intensidade em 2891 cm™! caracteristicos de estiramento da ligagio Cp3-H; bandas em
aproximadamente 1050 cm™ atribuida ao estiramento assimétrico da ligagdo (C1 — O — C5) e
em 893 cm! atribuida ao estiramento da ligag¢do glicosidica (C1 — O — C4) (COURA, 2015;
FEl et al., 2017; FILHO et al., 2007). J4 as bandas que evidenciam a tosilacdo da celulose se
concentram na regido de identidade e estio entre elas: a banda em cerca de 1190 cm
relacionada ao estiramento do grupo sulfonato (celulose-O-SO2-R), a banda na regido de
1174 cm™! atribuida ao estiramento simétrico do grupo SO e as bandas em 834 ¢ 813 cm’!
atribuidas ao estiramento do anel aromadtico p-substituido e ao estiramento S — O — C do grupo

tosila, respectivamente (GERICKE et al., 2012; O’CONNOR; DUPRE; MCCALL, 1957). A
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auséncia de bandas de formato e posi¢do semelhantes as do espectro da Tos indicou que o
processo de lavagem empregado removeu qualquer reagente que nao tenha sido consumido.

Outras bandas relevantes estdo descritas na Tabela 2.3.

Tabela 2. 3 — Atribui¢oes das principais bandas de absor¢do do espectro na regido do infravermelho
para MCC e MCC-Tos.

Niimero de onda (cm™)  Atribuicées

3314 Estiramento O-H

2891 Estiramento (C-H) de grupos CH, e CH3

1596 Estiramento C=C do anel aromatico

1423 Deformagao assimétrica de CH»

1365 Deformagao simétrica de CH»

1360 Estiramento assimétrico SO,

1190 Estiramento do grupo sulfonato (— O — SO,— R)
1174 Estiramento simétrico SO,

1160 Estiramento C— O

1107 Estiramento assimétrico da ligagdo (C1 — O — C5)
1056 Estiramento simétrico (C1 — O — C5)

1030 Estiramento do grupo C — O da fungéo éter da cadeia celuldsica
893 Estiramento da ligacao glicosidica (C1 — O — C4)
834 Estiramento do anel aromatico p-substituido

813 Estiramento S — O — C do grupo tosila

Fontes: (COURA, 2015; FEI et al., 2017; FILHO et al., 2007; GERICKE et al., 2012; O’CONNOR;
DUPRE; MCCALL, 1957; SHARIFI et al., 2019).

A partir das informagdes obtidas dos espectros da Figura 2.1.b ¢ evidente a modificacao
da MCC pela introdugdo do grupo tosila, com destaque para as bandas em cerca de 1190, 1174,
834 e 813 cm! relacionadas a este grupo. Outro fator relevante observado é o aumento da
intensidade da banda em 1174 cm! do MCC-Tos com 48 h de reacdio em relacdo a de 24 h
(Figura 2.1c). Esta banda relacionada ao estiramento simétrico do grupo SO> € descrita na
literatura como uma banda de intensidade relacionada a inser¢cdo dos grupos tosila,
quantitativamente, e desta forma ela serd utilizada para acompanhamento do progresso da
reagdo (O’CONNOR; DUPRE; MCCALL, 1957).

Para tanto, utilizou-se o método descrito por Rahn e colaboradores (1996), em que faz-
se a razdo entre as absorbancias (sem tratamentos matematicos) da banda em 1174 cm™ do
grupo tosila e da banda em 1056 cm™! da estrutura interna da celulose (C1 — O — C5) e que,
portanto, ndo ¢ alterada durante o processo reacional (FEI et al., 2017; RAHN et al., 1996).
Desta forma, observou-se que a razdo aumentou de 0,37 para 0,40 com o aumento de 24 h de

tempo reacional.
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Assim, ja com indicios de que o tempo reacional poderia ser uma das variaveis a
influenciar o grau de substitui¢do (GS) do derivado celuldsico, foram avaliadas diferentes
razoes molares Tos:UAG (4:1, 4,5:1 e 5:1), mantendo-se as duragdes das reacdes em 24 e 48 h.

Os espectros por FTIR dos materiais produzidos estdo apresentados na Figura 2.2.

Figura 2. 2 — Espectros de FTIR (a) de 4000 a 2000 cm™ e (b) de 1450 a 650 cm™; normalizados em
relacdo a intensidade da banda em 1056 cm™ das amostras de MCC-Tos produzidas a partir das razdes
molares 3:1; 4:1; 4,5:1 e 5:1 (Tos:UAG), apos 24 h e 48 h de reacdo de tosilagdo.

——MCC-Tos 5:1 (48h) ~ ——MCC-Tos 4:1 (48h) (a) (b)
——MCC-Tos 5:1 (24h) MCC-Tos 4:1 (24h)
——MCC-Tos 4,5:1 (48h) ——MCC-Tos 3:1 (48h)
——MCC-Tos4,5:1 (24h) ——MCC-Tos 3:1 (24h)

1174

&
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4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700
Numero de Onda (cm'l)

Fonte: o autor.

A partir dos espectros da Figura 2.2a, nota-se que os progressivos aumentos das razdes
molares (Tos:UAG) ndo resultaram em alteracdes significativas na regido de 4000 a
2000 cm!. Porém, dentre as alteragdes espectrais na regido de 1450 a 650 cm™! (Figura 2.2b),
destaca-se a ja mencionada mudanga nas intensidades das bandas em cerca de 1190 e
1174 cm! referente aos grupos sulfonato e tosila, respectivamente, e a banda em 1596 cm’!
atribuida ao estiramento da ligagdo C=C do anel aromatico. Estas mudangas na intensidade de
absorbancia das bandas em 1174 cm™' também foram avaliadas conforme as razdes entre as
bandas (RB) 1174/1056 e estdo apresentadas na Tabela 2.4, juntamente com os valores de GS
calculados (conforme descrito posteriormente no item 2.2.1.4) e as porcentagens de rendimento

(%rendimento), para melhor interpretagao dos resultados.
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Tabela 2. 4 — Calculo das razoes de absorbancia entre as bandas 1174/1056 obtidas por FTIR e dos
GS para as amostras MCC-Tos produzidas a partir das razoes molares 3:1; 4:1; 4,5:1 e 5:1 (Tos:UAG).

Amostras 1174 cm™ 1056 cm™ 1174/1056 GS %rendimento
MCC-Tos 3:1-24h 0,0894 0,2437 0,3670 0,46 --
MCC-Tos 3:1-48h 0,0874 0,2197 0,3979 0,52 69,44
MCC-Tos 4:1-24h 0,0614 0,2233 0,2750 0,27 --
MCC-Tos 4:1-48 h 0,0889 0,2850 0,3120 0,34 79,20

MCC-Tos 4,5:1-24 h 0,1216 0,2849 0,4268 0,58 --
MCC-Tos 4,5:1 -48 h 0,1692 0,3405 0,4969 0,72 60;46
MCC-Tos 5:1-24h 0,0985 0,2292 0,4298 0,59 --
MCC-Tos 5:1-48h 0,1360 0,2678 0,5077 0,75 54,96

Fonte: o autor.

Os resultados da Tabela 2.4 apontam para uma sensivel variagdo de 0,37 para 0,43 nas
RBs quando se aumenta as razdes molares (RM) de 3 para 4,5, no tempo de 24 h. E, apesar da
pequena variagdo nas RB de 0,50 a 0,51 (ou de GS de 0,72 a 0,75, respectivamente) para as RM
de 4,5 a 5, respectivamente, no tempo de 48 h, o aumento nas RBs e dos GS (chegando a 0,75
para a RM 5:1) parece ser dependente de ambas as varidveis tempo e razdo molar dos reagentes.
Essa dependéncia também ¢ observada quando se compara o aumento na RB em 0,03 em
relacdo ao tempo reacional de 24 para 48 h em ambas as amostras MCC-Tos 3 ¢ 4:1, e um
aumento na RB de 0,07 ¢ 0,08 com o aumento do tempo de 24 para 48 h, para as amostras
MCC-Tos 4,5 e 5:1, respectivamente. Porém, nota-se ainda que a RB para 24 e 48 h da MCC-
Tos 4:1, destoa do aumento esperado para o aumento da razdo molar de 3 para 4:1.

Assim, com o objetivo de avaliar a influéncia das varidveis tempo reacional e RM,
otimizar a quantidade de experimentos a serem realizados e verificar a repetibilidade do
método, um planejamento experimental por Matriz Doehlert foi empregado. Dessa forma,
poder-se-ia verificar se os resultados das RBs das amostras MCC-Tos 4:1 e/ou MCC-Tos 3:1
sdo esperados estatisticamente ou se foram produzidos por um erro experimental, sem
necessidade de fazer uma enorme quantidade de experimentos para avaliar cada variavel
independentemente e, ainda, obter um modelo matematico que possa prever a condi¢do
otimizada para a reagdo de tosilagdo da celulose em fase heterogénea.

Além disso, a escassez de trabalhos na literatura que descrevam a otimizagdo da reacao
de tosilacdo em fase heterogénea por planejamento experimental e estatistico também justifica
a realizacdo do Planejamento por Matriz Doehlert. Enquanto que para a tosilagdo da celulose
em fase homogénea, encontram-se trabalhos como o de (HAMDAOUI et al., 2020) que

utilizaram o Box-Behnken Design (BBD) de experimentos, poucos trabalhos na literatura
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descrevem a otimizacdo da reacdo de tosilagdo da celulose em fase heterogénea por qualquer

método de planejamento experimental (NONGBE et al., 2018).

2.2.1.2 Otimizacao da Sintese do Tosilato de Celulose Empregando Planejamento

Experimental por Matriz Doehlert

Para determinar os intervalos inferior e superior da variavel tempo reacional a serem
avaliados no planejamento experimental, foi realizado um experimento de tosilagdo com RM
5:1 por 216 h, com progresso reacional acompanhado pela retirada de aliquotas a cada 24 h e
analisadas por FTIR. Os espectros por FTIR dos materiais produzidos estdo apresentados na
Figura 2.3, com ampliacdo na regido de 1450 a 650 cm™'. As razdes das bandas de absorbancia
estdo transcritas na Tabela 2.5, juntamente aos GS calculados, conforme descrito no item

2.2.14.

Figura 2. 3 — Espectros de FTIR comparativos das amostras de MCC-Tos produzidas a partir da razdo
molar 5:1 (Tos:UAG), entre 24 h e 216 h de reagdo de tosilagdo, na faixa de ampliacdo de 1450 a
650 cm™, normalizados em relacdo a intensidade da banda em 1056 cm™.
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Fonte: o autor.
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Tabela 2. 5 — Calculo das razoes de absorbancia entre as bandas 1174/1056 obtidas por FTIR e dos
GS para MCC-Tos 5:1 (Tos:UAG), com tempo reacional entre 24 ¢ 216 h.

Amostras 1174 cm™ 1056 cm™ 1174/1056 GS
24 h 0,0985 0,2292 0,4298 0,59
48 h 0,1360 0,2678 0,5077 0,75
72 h 0,1502 0,2667 0,5629 0,86
96 h 0,1981 0,3384 0,5854 0,91

120 h 0,1570 0,2623 0,5986 0,93
144 h 0,1823 0,2812 0,6481 1,04
168 h 0,1878 0,2872 0,6540 1,05
192 h 0,1974 0,2935 0,6727 1,09
216 h 0,2004 0,3122 0,6417 1,02

Fonte: o autor.

Observando-se o aumento da intensidade das bandas em 1174 cm™ na Figura 2.3 e das
RBs na Tabela 2.5, nota-se uma influéncia cinética na reac¢do de tosilacao da celulose, como
discutido anteriormente, mas que ¢ reduzida depois de 96 h de reagdo. Este fato pode ser bem
evidenciado pela comparacao dos valores RB e de GS que atingem maximos pouco acima de
0,65 e 1,0, respectivamente, apés 144 h de reacao, se mantendo praticamente constantes até o
fim das 216 h de reagdo avaliadas. Para melhor visualizagdo da relacdo entre as RBs, 0os GS ¢ o

tempo reacional, os dados da Tabela 2.5 foram plotados na Figura 2.4.

Figura 2. 4 — Comportamento das razdes das bandas de absorbdncia 1174/1056 e dos GS calculados
em fungdo do tempo de reacdo de tosilagdo da MCC.
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A partir dos dados da Tabela 2.5 e da Figura 2.4, tornou-se claro que a partir de 72 h o
tempo reacional tem influéncia menos expressiva na intensidade de inser¢ao dos grupos tosila.
Assim, o limite inferior e superior da variavel tempo reacional foram definidos como 2 h e
74 h, respectivamente. Além disso, tempos reacionais maiores que 74 h foram evitados para
ndo prolongar demasiadamente os experimentos do planejamento experimental.

A variavel RM compreendeu o intervalo de 3:1 até 7:1 (Tos:UAG). O nivel 3:1
correspondeu ao menor valor avaliado, uma vez que ele garante que haja o minimo de um mol
de Tos disponivel para reagao por fungao hidroxila disponivel em uma UAG. Para RM maiores
que o nivel 7:1, a limitacdo encontrada foi a baixa solubilidade do Tos no meio reacional, para
as condi¢des experimentais redimensionadas descritas no item 2.1.3.

A ultima variavel adotada para a otimizacao da reagao de tosilagdo da MCC em fase
heterogénea foi a temperatura. Baseando-se em estudos disponiveis na literatura, reacdes de
tosilagdo em fase heterogénea costumam adotar o método proposto por (HONEYMAN, 1947),
em que as temperaturas ndo excedem 100 °C e o tempo reacional também ¢ limitado a 72 h, no
maximo (HEINZE; RAHN, 1997; NONGBE et al., 2018; SUN et al., 2020; TAKAHASHI et
al., 1986). Dessa forma, este trabalho definiu a temperatura superior em 90 °C e a inferior em
30 °C durante a investigagdo da influéncia dessa varidvel nas condi¢des reacionais testadas.

O planejamento estatistico baseado na matriz Doehlert foi adotado por permitir a
avaliacdo simultanea de varias variaveis que podem afetar a reacao de tosilagdo da celulose,
possibilitando a priorizagcdo de varidveis mais importantes no estudo. A varidvel considerada
mais relevante foi o tempo (x2), sendo avaliada em sete niveis diferentes. A varidvel
temperatura (x1) foi avaliada em cinco niveis diferentes de forma a melhor investigar o intervalo
de 30 a 90 °C e a varidvel RM (x3) foi avaliada em trés niveis. Desta forma, foram realizados
15 experimentos combinando diferentes condi¢des das trés varidveis e uma triplicata do ponto
central, de acordo com a matriz de planejamento Doehlert apresentada na Tabela 2.2. Os

espectros por FTIR normalizados para cada experimento estao apresentados na Figura 2.5.
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Figura 2. 5 — Espectros por FTIR normalizados em relacdo a intensidade da banda em 1056 cm™, para
as amostras de MCC-Tos produzidas em cada experimento da Matriz Doehlert, com ampliagdo da

regido de 1250 a 950 cm™.
Exp. 15 Exp. 10 Exp. 5
Exp. 14 Exp.9 Exp. 4
Exp. 13 Exp.8 Exp. 3
Exp. 12 Exp. 7 Exp.2
Exp. 11 Exp. 6 Exp.l

Fonte: o autor.
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Os espectros da Figura 2.5 estdo restritos a faixa de 1250 a 750 cm™ uma vez que, como

os espectros da Figura 2.3, nao houve alteracdes significativas nos espectros na regiao de 4000

a 1250 cm’!. A partir dos espectros por FTIR destas amostras sem normalizacdes, as RBs

1174/1056 cm™! foram calculadas para cada experimento e estdo apresentadas na Tabela 2.6,

juntamente a %rendimento e o GS (cujo célculo ¢ descrito mais a frente no item 2.2.1.4) para

cada reagdo. Os valores de RB calculados foram utilizadas como fator de resposta para o

planejamento pela Matriz Doehlert, por se constituir de um calculo direto das razdes das

intensidades de duas bandas dos espectros de FTIR e por também ser uma medida considerada

quantitativa de determinacio dos grupos tosila (O’CONNOR; DUPRE; MCCALL, 1957).
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Tabela 2. 6 — Razoes das bandas de absorbancia 1174/1056 para os experimentos de otimizagdo da
reacdo de tosilagdo da MCC empregando o planejamento de experimentos pela matriz Doehlert,
Jjuntamente as % de rendimento e os GS calculados.

Exp.  Temperatura Tempo Razdo (Tos:UAG) 1174/1056 GS  %rendimento
X1 °C X2 h X3 mol:mol
1* 0 60 0 38 0 5:1 0,4423 0,61 63,57
2 1 90 0 38 0 5:1 0,4340 0,59 71,07
3 0,5 75 0,866 74 0 5:1 0,4877 0,71 65,94
4 0,5 75 0,2887 50 0,8165 7:1 0,5064 0,74 64,26
5 -1 30 0 38 0 5:1 0,4761 0,68 65,50
6 -0,5 45 -0,866 2 0 5:1 0,3276 0,37 76,33
7 -0,5 45 -0,2887 26 -0,8165 3:1 0,4226 0,57 68,79
8 0,5 75 -0,866 2 0 5:1 0,3541 0,43 72,46
9 0,5 75 -0,2887 26 -0,8165 3:1 0,3023 0,32 77,69
10 0 60 0,5774 62 -0,8165 3:1 0,3846 0,49 60,14
11 -0,5 45 0,866 74 0 5:1 0,5346 0,80 58,70
12 -0,5 45 0,2887 50 0,8165 7:1 0,5294 0,79 64,89
13 0 60 -0,5774 14 0,8165 7:1 0,4416 0,61 70,26
14%* 0 60 0 38 0 5:1 0,4368 0,60 68,28
15% 0 60 0 38 0 5:1 0,4326 0,59 70,77

*Ponto central realizado em triplicata.

Nas condigdes experimentais testadas, as RBs ficaram no intervalo entre 0,3023 e
0,5346 e o desvio padrdo para a triplicata no ponto central foi de 0,0269, com coeficiente de
variagdo de 6,20 %, indicando que o método de sintese apresentou boa repetibilidade. Para os
GS, estes ficaram no intervalo entre 0,32 ¢ 0,80 com um desvio padrao para a triplicata do ponto
central igual a 0,008, corroborando a boa repetibilidade obtida para as RB.

As %rendimento foram todas maiores que 55% e indicam que, mesmo que possam ter
ocorrido perdas de amostras durante os processos de limpeza e secagem das amostras, as
reacOes apresentaram um bom rendimento.

Em seguida, as RB obtidas da Tabela 2.6 foram utilizadas para alimentar o Design-
Expert® software, trial version #13 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, USA) e a relagdo entre
as varidveis RM, tempo e temperatura foi estabelecida definindo um modelo matematico que
permitisse prever as condigdes das varidveis que resultassem na maior eficiéncia da reagdo de
tosilagdo da MCC, a partir da matriz Doehlert. A Tabela 2.7 apresenta os valores dos

coeficientes do modelo matematico obtido.
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Tabela 2. 7 — Coeficientes estimados para o modelo obtido para o planejamento experimental com a
matriz Doehlert e suas significancias estatisticas ao nivel de 95% de probabilidade.

Coeficientes Valor Erro Teste t Valor-p
Constante 0,437 +0,016 28,141 0,0111%
X1 -0,031 +0,013 2,303 0,0695

X2 0,088 +0,013 6,536 0,0012*

X3 0,075 +0,013 5,578 0,0025%*
XX 0,018 + 0,024 0,725 0,5008
X2X2 -0,021 +0,024 0,851 0,4334
X3X3 -0,008 + 0,023 0,359 0,7344
X1X2 -0,042 + 0,031 1,364 0,2308
XiX3 0,074 + 0,035 2,146 0,0846
X2X3 0,024 + 0,035 0,708 0,5103

*Coeficientes estatisticamente significativos do modelo (p < 0,05).

Aplicando um nivel de significincia de 5%, um coeficiente foi considerado
estatisticamente significativo se o valor de p fosse menor que 0,05. Desta forma, a Equacdo 6
que descreve a otimizacdo da reagdo de tosilacdo foi escrita considerando estes parametros

significativos.
RB (u.a.) = 0,437 + 0,088%x, + 0,075%x3 (Equacao 6)

De acordo com o modelo de previsao da reagdo de tosilagdo da Equagdo 6, as variaveis
tempo (x2) e a RM (x3) se mostraram significativas, o que justificou a necessidade do
planejamento experimental para compreensdo da intera¢do entre estas. A validade estatistica
deste modelo pode ser confirmada pela Analise de Variancia (ANOVA), apresentada na

Tabela 2.8.

Tabela 2. 8 — Anadlise de varidncia do modelo quadratico para otimizagdo da reagdo de tosilagdo da
MCC em fase heterogénea.

Soma de Graus de Meédias

Fonte de Variacdo Quadrados Liberdade Quadradas F calculado P
Regressao 0,0633 9 0,007 9,70489 0,01107*
Residuos 0,0036 5 0,0007
Falta de Ajuste 0,0036 3 0,0012 50,3405 0,01954*
Erro Puro 5x10 2 2x10°
Total 0,0669 14
% variagdo explicada 94,5855
% mdx. de variagdo explicdavel 99,9292

*Significativo ao nivel de confianca de 95% (p < 0,05).
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De acordo com a ANOVA da Tabela 2.8, o modelo quadratico da Equagao 6 apresenta-
se bem ajustado aos resultados experimentais de modificagado da MCC por reagdo de tosilagao
em fase heterogénea. Este ajuste pode ser confirmado pela significancia estatistica (p < 0,05),
ao nivel de 95% de probabilidade pelo teste F, do modelo de regressdo. Além disso, apesar de
o modelo apresentar uma falta de ajuste significante, 94,6% das variagdes ocorridas no
experimento podem ser explicadas (R? ajustado) pelo modelo proposto em face dos 99,93% das
variagdes explicaveis (R?). As % de variacdo explicada e % maxima de variacdo explicavel
foram obtidas utilizando planilhas de Excel® para tratamento de dados da Matriz Doehlert
fornecidos por (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

O modelo quadratico proposto ¢ as interagdes entre as variaveis (significativas ou nao)
podem ser mais bem interpretadas a partir dos graficos tridimensionais das superficies de

respostas apresentados nas Figura 2.6-8.

Figura 2. 6 — Mudangas nas superficies de resposta para trés condicoes distintas de x3 (RM): (a) menor,
(b) intermediario; e (c) maior valor de RM investigados no planejamento experimental, em funcdo de
X1 (temperatura) e x; (tempo).
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A Figura 2.7a reforga a afirmagdo de que maiores valores de RB (0,595) sdo alcangados
mesmo com as menores temperaturas avaliadas (30 °C), desde que as maiores RM e tempos
reacionais sejam utilizadas. Nestas condic¢des, fica evidente também que, desde que sejam
mantidos longos tempos reacionais, a RM pode ser alterada para modular valores de RB de
interesse (entre 0,558 e 0,595). Dessa forma, as superficies de respostas ilustram o resultado
estatistico de que a temperatura ndo ¢ uma das variaveis significativas para o aumento da
eficiéncia da reacdo de tosilacdo. De fato, o aumento da temperatura observado nas
Figuras 2.7b e ¢ termina por confinar as variaveis RM e tempo as suas condig¢des ja identificadas
como melhores (maiores RM e tempos reacionais). Pode-se dizer ainda que, o intervalo de
temperatura avaliado neste planejamento foi adequado para a determinacao de sua significancia
estatistica.

Em seguida, a Figura 2.8 apresenta os efeitos nas superficies de resposta para o tempo,

quando sdo variadas a temperatura e a RM.

Figura 2. 8 — Mudancas nas superficies de resposta para trés condigoes distintas de x, (tempo): (a)
menor, (b) intermediario; e (c) maior valor de tempo investigado no planejamento experimental, em
fungdo de x; (temperatura) e x3 (RM).

RB (u.a.)
RB (u.a.)

RB (u.a)
o
w

A: x1(°C)

Fonte: o autor.
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Da Figura 2.28a tem-se que, baixos tempos reacionais (o menor utilizado foi de
2 h) atingem valor de RB entre os menores descritos (0,466), mesmo com a utilizagdo das
maiores RM e maiores temperaturas reacionais. Estes resultados indicam que a cinética da
reacao ¢ lenta e que, mesmo altas temperaturas e excesso de reagentes nao sao capazes de alterar
significativamente a eficiéncia da reacdo quando o tempo reacional ¢ reduzido. Ja as
Figuras 2.8b e ¢ terminam por corroborar as afirmacdes anteriores, mostrando que os maiores
tempos reacionais resultam na maior eficiéncia reacional e ilustrando como o tempo se
comporta como uma das variaveis significativas para a tosilagao heterogénea da MCC.

Dessa forma, pode-se dizer que a maior eficiéncia da tosilagao ¢ encontrada em tempos
reacionais elevados (74 h) e excesso de reagentes (7:1 — Tos:UAGQG), porém ainda esta sujeita a
limitacdes advindas da dificuldade de acessibilidade e/ou disponibilidade dos grupos hidroxila
da celulose em meio heterogéneo. Ainda mais que, como discutido no item 1.1.1.1 da
Introducao, as reagdes de tosilagao nestas condi¢des apresentam uma substitui¢ao preferencial
na posi¢ao do C6, mesmo que sem uma pronunciada regiosseletividade para baixos e médios
valores de GS (KLEMM et al., 1998a, b). Ademais, outros autores também encontraram as
melhores condi¢des reacionais em tempos reacionais tao longos como varios dias e com RM de
até 40:1 (Tos:UAG), alcancando GS de até 1,52 para reagdes heterogéneas (GERICKE et al.,
2012; KNAUS; MAIS; BINDER, 2003).

Ainda sobre as trés varidveis investigadas, pode-se dizer que maiores temperaturas
podem ndo ser significativas para este tipo de reagdo por ndo garantirem um aumento
consideravel na difusdo dos reagentes e seu encontro com as regides mais reativas das UAG.
Dessa forma, temperaturas proximas a ambiente foram definidas como condic¢ao reacional de

tosilacdo para este trabalho.

2.2.1.3 Sintese do Tosilato de Celulose na Condicao Otimizada pelo Planejamento

Experimental por Matriz Doehlert

De posse dos resultados do planejamento experimental, foram definidas como condi¢des
otimizadas para as variaveis avaliadas: o tempo reacional de 74 h; RM de 7:1 (Tos:UAG); e
temperatura de 30 °C. Além das condi¢des otimizadas utilizadas na sintese do MCC-Tos 7:1
(74 h), este trabalho aproveitou-se do fato de que o planejamento experimental por Matriz
Dochlert identifica as varidveis mais significativas e as extrapolou para valores nao
necessariamente dentro dos intervalos avaliados (TEOFILO; FERREIRA, 2006). Assim, foram

testadas duas combinagdes das varidveis otimizadas: aumentando o tempo reacional para 144 h
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(MCC-Tos 7:1 — 144 h) e aumentando a RM para 10:1 (MCC-Tos 10:1 - 144 h). Dentre os
fatores que justificaram a extrapolacdo do tempo reacional para 144 h, consta as observacgdes
de que, apos este tempo, um pseudoequilibrio reacional foi atingido para uma outra condigao
reacional apresentada na Figura 2.4 (sintese do MCC-Tos com RM 5:1 e tempo de até 216 h).

Os espectros por FTIR dos produtos obtidos estdo apresentados na Figura 2.9.

Figura 2. 9 — Espectros de FTIR normalizados em relagdo a intensidade da banda em 1056 cm™ das
amostras de MCC-Tos apos defini¢cdo das condi¢des otimizadas (a) ampliados na faixa de 4000 a
2000 cm™ e (b) de 1670 a 650 cm™.

Tos (@) 1174 g13;  (b)
——MCC-Tos 10:1 (144 h) F
MCC-Tos 7:1 (144 h)
MCC-Tos 7:1 (74 h)

—DMCC

A -M%W
*‘*‘/M

Absorbancia (u.a.)

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1650 1500 1350 1200 1050 900 750

Numero de Onda (cm™)

Fonte: o autor.

Dos espectros da Figura 2.9, alteragdes relevantes podem ser observadas na regido de
ampliacdo entre 1670 e 650 cm™ (Figura 2.9b): uma banda em cerca de 1596 cm™! associada ao
estiramento da ligagdo C=C do anel aromatico se torna mais evidente do que nos espectros das
Figuras 2.1-5; a banda em 1360 cm™ atribuida ao estiramento assimétrico SO, se sobrepde em
intensidade a banda em 1365 cm™ dos grupos CH: da celulose, podendo ser distinguida
claramente; outras bandas caracteristicas do grupo tosila como a banda em 1190 c¢cm’
relacionada ao grupo sulfonato, a banda em 1174 cm™ atribuida ao estiramento simétrico do
grupo SO», em 834 e 813 cm™! atribuidas ao estiramento do anel aromético p-substituido e ao
estiramento S — O — C do grupo tosila, respectivamente, apresentam uma tendéncia de aumento
em suas intensidades, sugerindo que as alteracdes nas condigcdes reacionais conseguiram
aumentar a eficiéncia da reagdo de tosilagio (GERICKE ef al., 2012; O’CONNOR; DUPRE;
MCCALL, 1957).
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Para verificar essa afirmacdo, utilizou-se novamente o método descrito por Rahn e
colaboradores (1996) do célculo das razdes das bandas (sem tratamentos matematicos) em
1056 cm™ e 1174 cm™! (RAHN et al., 1996) e acrescentou-se os GS calculados conforme segue
descrito no item 2.2.1.4. Os respectivos valores de RB e GS calculados estao apresentados na

Tabela 2.9.

Tabela 2. 9 — Cdalculo das razoes de absorbdncia entre as bandas 1174/1056 obtidas por FTIR e do GS
para as amostras produzidas em condigoes otimizadas e de extrapolagdo das otimizagoes.

Amostras 1174 cm™ 1056 cm™ 1174/1056 GS  %rendimento
MCC-Tos 7:1 74 h 0,1328 0,2052 0,6472 1,04 56,17
MCC-Tos 7:1 144 h 0,2268 0,2584 0,8774 1,51 46,75
MCC-Tos 10:1 144 h 0,2406 0,2463 0,9769 1,72 73,65

Fonte: o autor.

O valor de RB igual a 0,6472 para o MCC-Tos 7:1 (74 h) comprova a boa previsibilidade
do planejamento experimental, uma vez que o valor tedrico calculado pela Equagao 6 para estas
condigdes otimizadas ¢ de 0,595 + 0,027. Para as condigdes extrapoladas, as RBs também
apresentaram aumento conforme o tempo reacional e a RM foram aumentados. Este aumento
seguiu o comportamento esperado pela previsao do modelo matematico e suas superficies de
resposta, mesmo que as condigdes reacionais de tempo e RM excedessem os limites
investigados.

Ainda da Tabela 2.9, as RB mostram que o aumento no tempo para as amostras com
mesma RM (7:1) representou um incremento de cerca de 0,2 nos valores de RB e de 0,5 no GS.
Entre as amostras de mesmo tempo reacional (144 h), o aumento nas RM foi responsavel por
um novo incremento de mais cerca de 0,15 nos valores de RB e de 0,2 no GS. Sendo assim, foi
definida como condicdo experimental para produgdo do tosilato de celulose em fase
heterogénea (MCC-Tos Otm): um tempo reacional de 144 h; RM de 10:1 e temperatura de
30 °C. O espectro por FTIR (sem normalizagdo) da amostra MCC-Tos 10:1 144 h, definida
como otimizada, estd apresentado na Figura 2.10 e serda denominada como MCC-Tos Otm no

decorrer do texto.
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Figura 2. 10 — Espectro por FTIR da amostra MCC-Tos Otm.

Absorbancia (u.a.)
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Fonte: o autor.

Da Tabela 2.9 e Figura 2.10, destaca-se que o derivado MCC-Tos Otm apresentou um
GS igual a 1,72 e sera este o derivado utilizado para sintese da MCC-Az Otm e, subsequente,

utilizagdo para os testes de imobilizagdo da enzima lipase CalB.

2.2.1.4 Determinacio do GS por Analise Elementar

Tém-se na literatura, alguns exemplos que correlacionam o GS as intensidades de
absorbancia de determinadas bandas ou RB através de uma curva de correlagdo linear, sendo
que, para o tosilato de celulose, Rahn e colaboradores (1996) ja comprovaram a validade deste
método utilizando as RB para a intensidade das absorbancias das bandas em 1174 e 1056 cm’!
(FEI et al., 2017; RAHN et al., 1996). Dessa forma, este trabalho se valeu deste conhecimento
prévio para investigar o estabelecimento de uma reacgao linear entre o GS e as RB calculadas a
partir dos espectros de FTIR das amostras de MCC-Tos produzidas nas etapas anteriores. Estas
amostras foram selecionadas conforme seus valores de RB de forma a garantir uma ampla faixa
de RBs a serem investigadas.

Para determinar o GS, as amostras selecionadas foram caracterizadas por Analise
Elementar e, das porcentagens de enxofre (%S) obtidas para cada amostra, foram calculadas as
respectivas quantidades de enxofre (em massa e em niimero de mol) presentes. Estes, por sua
vez, foram relacionados diretamente ao numero de mol de grupos tosila, uma vez que cada
grupo possui somente um enxofre em sua composicao (Figura 1.3). Assim, foi possivel estimar

0 GS dos derivados tosilatos produzidos conforme dados apresentados na Tabela 2.10.
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Tabela 2. 10 — Valores de GS estimados a partir dos dados de %S obtidos por Andlise Elementar para
amostras MCC-Tos e suas respectivas RB.

Amostras Mamostra (MG) %S ns (umol) RB GS

MCC-Tos 5:1-24 h 2,230 3,055 2,1245 0,4298 0,5951
Exp 13 2,717 2,871 2,4327 0,4416 0,5593

Exp 11 2,814 3,432 3,0119 0,5346 0,6686
MCC-Tos 4,5:1-48h 2,259 3,802 2,6784 0,4969 0,7407
Exp 12 2,584 3,845 3,0985 0,5294 0,7491
MCC-Tos 7:1 74 h 2,443 5,630 4,2968 0,6472 1,099
MCC-Tos 7:1-96h 2,442 6,714 5,1131 0,7486 1,308
MCC-Tos 7:1-144 h 2,771 7,336 6,3399 0,8774 1,429

Fonte: o autor.

A partir dos dados da Tabela 2.10, foi plotado um grafico de GS em funcdo das RB

(Figura 2.11) e determinado seu ajuste linear, descrito pela Equagao 7.

Figura 2. 11 — Grdfico do GS do grupo tosilato em fungdo das razdes de banda 1174/1056.

0,9 I
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Fonte: o autor.

GS = (RB - 0,14633)/0,48356 (Equagdo 7)

r = 0,98 c Rzajust‘: 0,96

Dessa forma, observou-se que o método de determinagdo das RB por FTIR foi
quantitativo para estas analises e pode ser relacionado ao GS do tosilato. Assim, a Equagao 7

foi aplicada neste trabalho em todas as determinac¢des dos GS para o grupo tosilato.
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2.2.2 Sintese da Azido Celulose (MCC-Az)

Como descrito no item 2.2.2, a reagdao de formacdo da MCC-Az empregada neste
trabalho, se baseou na substituicdo nucleofilica do grupo tosila pelo grupo azida, conforme
mecanismo apresentado na Figura 1.8. Os derivados MCC-Az produzidos por essa

metodologia, foram entdo caracterizados conforme descrito abaixo.
2.2.2.1 Caracterizaciao por FTIR da MCC-Az

A fim de investigar o comportamento da reacdo de azida¢do em tosilatos de celulose
com diferentes GS, todas amostras MCC-Tos produzidas em etapa anterior foram submetidas
a azidagdo por reagao com azida sédica em DMSO. Para tanto, os primeiros ensaios de azidagao
foram realizados utilizando como precursores as amostras MCC-Tos 3:1 e 4:1 (48 h). Foi
utilizada uma RM fixa de 5:1 (Az:UAG) e tempos reacionais de 24 e 48 h de reacdo, a 70 °C.

Os produtos foram avaliados por FTIR e os espectros estdo apresentados na Figura 2.12.

Figura 2. 12 — Espectros por FTIR, normalizados em relacdo a intensidade da banda em 1056 cm™, das
amostras azida sodica; MCC; MCC-Tos;, e MCC-Az apos 24 e 48 h de azidagdo dos precursores MCC-
Tos (3:1) e (4:1), (a) ampliados na faixa de 4000 a 2000 cm™ e (b) de 1670 a 650 cm™.

— MCC-Az 3:1 (48h) (a) (b)
MCC-Az 3:1 (24h)

— MCC-Az 4:1 (48h)

— MCC-Az 4:1 (24h)

—MCC-Tos 3:1

—McCC

e Azida Sodica 211 1:

Absorbancia (u.a.)

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 20001650 @ 1500 1350 1200 1050 900 750

Numero de Onda (cm™)
Fonte: o autor.

Para a ampliagdo entre 4000 e 2000 cm™' da Figura 2.12a, os espectros apresentam as
bandas caracteristicas da celulose em aproximadamente 3314 cm™ e 2891 cm, cujas
atribuicdes ja foram discutidas, porém o surgimento da banda em 2111 cm™ atribuida ao
estiramento do grupo azida indica a formagao do produto MCC-Az. A posi¢do desta banda em

2111 cm™ também no espectro da azida sodica é a informagdo mais relevante obtida deste
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espectro. Quanto a ampliagdo de 1650 a 650 cm™ da Figura 2.12b, verifica-se que as bandas
que evidenciam a tosilacio da celulose em cerca de 1190 cm™ - vsmsulfonato, 1174 cm™! -
0simSO2, e em 834 e 813 cm’!, v-anel aromatico p-substituido e vS-O-C, respectivamente, estdo
ausentes nos espectros das MCC-Az. Essas auséncias combinadas ao surgimento da banda
caracteristica do grupo azida, indicam que ambos os precursores MCC-Tos foram convertidos
ao derivado celulésico MCC-Az (GERICKE et al., 2012; O’CONNOR; DUPRE; MCCALL,
1957).

Para os outros precursores MCC-Tos, os ensaios com as reagdes de azidagao foram
continuados somente apds a otimizagao das condigdes experimentais da reacdo de tosilagdo da
MCC em fase heterogénea. Portanto, a MCC-Tos produzida com tempo, temperatura ¢ RM
iguais a 144 h, 30 °C e 7:1 (Tos:UAGQG), respectivamente, (denominada MCC-Tos I daqui em
diante) e a MCC-Tos Otm foram os Unicos precursores continuados nos estudos. Como
discutido anteriormente, estes precursores apresentaram GS igual a 1,51 e 1,72.

A primeira condigdo testada para azidacdo da MCC-Tos ap0ds otimizagdo manteve a RM
de 5:1 (Az:UAQG) e a temperatura de 70 °C, com tempos reacionais avaliados de 48, 72 ¢ 96 h.
Para esta etapa somente a MCC-Tos I foi utilizada como precursor. Os espectros por FTIR dos

produtos em cada tempo reacional estao apresentados na Figura 2.13.

Figura 2. 13 — Espectros por FTIR, normalizados em relacdo a intensidade da banda em 1056 cm™, das
amostras MCC-Az apos 48, 72 e 96 h de azidagdo do precursor MCC-Tos I, com ampliagdo (a) na faixa
de 4000 a 2000 cm™ e (b) de 1670 a 650 cm™.
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——MCC-Az 48 h (Tos I)

2111
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Fonte: o autor.

Um olhar qualitativo para a Figura 2.13a apresenta indicios de que as bandas
correspondentes ao grupo azida em 2111 cm™ aumentaram de intensidade conforme aumenta o
tempo reacional. Como forma de obter um valor quantitativo para este aumento, 0 mesmo

raciocinio do célculo das RB para MCC-Tos foi utilizado aqui: foi calculado a razdo entre as
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absorbancias da banda azida em 2111 cm™ e da banda em 1056 cm™ caracteristica da estrutura
interna da celulose (C1 — O — C5) e que, portanto, ndo ¢ alterada durante o processo reacional
(FEI et al., 2017; RAHN et al., 1996). A Tabela 2.11 apresenta os resultados das RB em
2111/1056 para os espectros da Figura 2.12 e Figura 2.13.

Tabela 2. 11 — Calculo das razées de absorbdncia entre as bandas 2111/1056 obtidas por FTIR para
as amostras MCC-Az produzidas a partir dos precursores MCC-Tos I, 3:1 e 4:1 (Tos:UAG).

Amostras 2111 cm™ 1056 cm™ 2111/1056
MCC-Az - 24 h (3:1) 0,0345 0,2150 0,1605
MCC-Az - 48 h (3:1) 0,0250 0,1224 0,2047
MCC-Az-24 h (4:1) 0,0253 0,1723 0,1471
MCC-Az - 48 h (4:1) 0,0175 0,1204 0,1453

MCC-Az - 48 h (MCC-Tos 1) 0,0512 0,1986 0,2576
MCC-Az - 72 h (MCC-Tos I) 0,0987 0,2863 0,3446
MCC-Az - 96 h (MCC-Tos 1) 0,0628 0,1433 0,4378

Fonte: o autor.

Comparando-se os valores de RB da Tabela 2.11, observa-se que os maiores valores
foram obtidos para o derivado produzido a partir da MCC-Tos I, uma vez que este derivado
também foi o que apresentou o maior GS para o grupo tosila. Este resultado estd de acordo com
o esperado, ja que um maior numero de grupos tosila indica um maior nimero de grupos
suscetiveis a substitui¢do pelo grupo azida. Para as MCC-Az produzidas a partir da MCC-Tos
(4:1), as RB foram as menores e praticamente nao apresentaram diferenga entre os tempos
reacionais, indicando que, como este precursor também apresentou o menor GS de tosilatos
entre os estudados, um tempo de 24 h ja foi suficiente para substituir os grupos tosila
disponiveis. No entanto, para os precursores com mais grupos tosila ficou evidente que tempos
de, ao menos 72 h, seriam requeridos para uma substitui¢do eficiente pelos grupos azida.

Outro fator importante da Figura 2.13b, ¢ a presenca das bandas associadas ao tosilato
de celulose em 834 ¢ 813 cm™!, de v-anel aromatico p-substituido e vS—O-C, respectivamente,
e de um “ombro” em cerca de 1174 cm™! referente ao vsimSO2, na regido de ampliagio de 1650
a 650 cm™. A presenca dessas bandas indica que, apesar dos maiores valores de RB 2111/1056
para as MCC-Az (MCC-Tos Otm), ainda restaram grupos tosila que ndo foram completamente
substituidos por grupos azida, mesmo ap6s 96 h de reacdo. Ensaios com maiores tempos
reacionais que 96 h, retornaram resultados que indicavam que a reagdo de substitui¢do havia

atingido equilibrio.
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Em seguida, propds-se dobrar a RM de 5:1 para 10:1 (AzzUAG) na tentativa de
aumentar a conversao da MCC-Tos a MCC-Az, acompanhando-se as alteracdes das bandas dos
espectros por FTIR. A Figura 2.14 apresenta os espectros das MCC-Az produzidas em tempos

reacionais de 24 a 96 h.

Figura 2. 14 — Espectros por FTIR, normalizados em relagdo a intensidade da banda em 1056 cm™, das
amostras MCC-Az (10:1) apos 24, 48, 72 e 96 h de azidagdo do precursor MCC-Tos I, com ampliagdo
(a) na faixa de 4000 a 2000 cm™ e (b) de 1670 a 650 cm’™.

MCC-Az 96 h 10:1+ 24 h 5:1(Tos I) (a) (b)
—— MCC-Az 96 h 10:1 (Tos I)
MCC-Az 72 h 10:1 (Tos I)
——MCC-Az 48 h 10:1 (Tos I)
——MCC-Az 24 h 10:1 (Tos I)
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Fonte: o autor.

E possivel observar da Figura 2.14a que as bandas em 2111 cm™' aumentam de
intensidade conforme o aumento do tempo reacional, atingindo seu maximo em 72 h. Além
disso, a presenca de bandas referentes ao grupo tosila indicam que o aumento da RM de 5:1
para 10:1 ndo foi suficiente para garantir a total substituicdo dos grupos tosila por grupos azida
(Figura 2.14b). Como o precursor MCC-Tos I € parcialmente solivel em DMSO, admite-se que
nesta etapa de modificacdo da celulose, a azidagcdo ocorre preferencialmente na por¢ao mais
solubilizada do derivado tosilato, o que poderia aumentar a acessibilidade de alguns grupos
tosila preferencialmente a outros. Além disso, como a substitui¢do pelo grupo tosila ndo ocorre
unicamente no C6, grupos tosila ligados aos C2 e C3 também podem apresentar acessibilidade
reduzida (HEUSER; HEATH; SHOCKLEY, 1950). Assim, mesmo um excesso de reagentes,
nestas condigdes reacionais, ndo fora eficaz em garantir a substitui¢ao de todos os grupos tosila.

As RB de 2111/1056 foram calculadas e estdao dispostas na Tabela 2.12.



75

Tabela 2. 12 — Calculo das razées de absorbdncia entre as bandas 2111/1056 obtidas por FTIR para
as amostras MCC-Az (10:1) produzidas a partir do precursor MCC-Tos 1.

Amostras 2111 cm™ 1056 cm™ 2111/1056
MCC-Az - 24 h 0,0752 0,2884 0,2606
MCC-Az - 48 h 0,0628 0,2021 0,3110
MCC-Az-72 h 0,0667 0,1183 0,5633
MCC-Az - 96 h 0,0636 0,1416 0,4492

MCC-Az-96 h+5:124 h 0,0635 0,1338 0,4744

Fonte: o autor.

Analisando os dados da Tabela 2.12, as RB mostram que tempos reacionais maiores que
72 h nao foram mais eficientes na sintese da MCC-Az. Além disso, a adi¢ao de mais um excesso
de reagente na propor¢ao 5:1 (Az:UAG) apds 96 h de reacdo iniciada com a RM 10:1 (Az:UAG)
também nao se mostrou mais eficiente para formagao da MCC-Az. Dessa forma, as condigdes
experimentais para sintese da MCC-Az foram definidas como RM 5:1 (Az:UAG), tempo
reacional de 72 h e temperatura de 70 °C.

Foram produzidos dois materiais nessas condigdes otimizadas: um a partir da
MCC-Tos I (GS=1,51); e um a partir da MCC-Tos Otm (GS=1,72), sendo denominadas MCC-
Az 1 e MCC-Az Otm, respectivamente. Os espectros por FTIR destes materiais estdo
apresentados nas Figuras 2.15 e 2.16 juntamente aos da MCC e do MCC-Tos precursor, para
melhor visualizagdo das alteragdes espectrais promovidas pelas reagdes de tosilagao e azidagao

da celulose.

Figura 2. 15 — Espectros de FTIR comparativos das amostras de MCC, MCC-Tos I e MCC-Az I, com
ampliacdo (a) na faixa de 4000 a 2000 cm™ e (b) de 1670 a 650 cm™, normalizados em relacio a
intensidade da banda em 1056 cm™.
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Fonte: o autor.
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Figura 2. 16 — Espectros de FTIR comparativos das amostras de MCC, MCC-Tos Otm e MCC-Az Otm,
com ampliagdo (a) na faixa de 4000 a 2000 cm™, (b) de 1670 a 650 cm™ e (c) 1250 a 1000 cm™,
normalizados em relacdo a intensidade da banda em 1056 cm™.
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Fonte: o autor.

Em ambas as Figuras 2.15 e Figura 2.16, fica claro as diferencas espectrais com a
diminui¢do de praticamente todas as bandas caracteristicas de MCC-Tos I e Otm nos espectros
das MCC-Az, como discutido anteriormente nos FTIR das outras azido celuloses. Além disso,
a partir das intensidades das absorbancias das bandas em 2111 e 1056 cm™ (0,0468 e 0,0998,
para MCC-AzI; 0,05569 ¢ 0,1198, para MCC-Az Otm, respectivamente) foram obtidos valores
de RB iguais a 0,4688 e 0,4646, para MCC-Az I e MCC-Az Otm, respectivamente, denotando
resultados para a reacao de azidagdo ligeiramente superiores aos das MCC-Az produzidas com
as mesmas RM (5:1, Az:UAG) e proéximo aos encontrados nos experimentos com RM 10:1.

Dessa forma, ambos os materiais MCC-Az I e MCC-Az Otm apresentarem bons
resultados de conversdo dos grupos tosila a grupos azida, e a MCC-Az Otm foi selecionada

como suporte para os testes de imobilizagdo da enzima CalB, indicados no item 3.1.3.

2.2.3 Analise Termogravimétrica e Termogravimetria Derivada (TGA/DTG)

Neste trabalho, os derivados celuldsicos produzidos foram caracterizados quanto a seus
comportamentos térmicos por uma analise combinada de suas curvas térmicas por TGA/DTG.
Estas técnicas sdo de grande relevancia para as caracterizagdes destas, uma vez que permitem
analisar o comportamento térmico dos derivados e associar eventos térmicos caracteristicos de

cada modificacdo (COURA, 2015; HEINZE et al., 1996; SHEN; GU, 2009).
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2.2.3.1 Curvas TGA/DTG para o Tosilato de Celulose

Primeiramente, a fim de conhecer o comportamento térmico do tosilato de celulose, os
derivados MCC-Tos produzidos com RM 3:1; 4:1; 4,5:1 ¢ 5:1 (Tos:UAG) e tempo reacional de
48 h das primeiras condi¢des reacionais investigadas, foram analisadas por TGA/DTG

juntamente com a MCC. Estas curvas TGA/DTG seguem apresentadas na Figura 2.17.

Figura 2. 17 — (a) Curvas TGA e (b) DTG para a MCC; e para os derivados MCC-Tos 3:1; MCC-Tos
4:1; MCC-Tos 4,5:1; e MCC-Tos 5:1 com tempo reacional de 48 h. Taxa de aquecimento de
10 °C min™ e fluxo de N> a 60 cm® min™.
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Fonte: o autor.

Destaca-se das curvas TGA da Figura 2.17a um primeiro evento térmico responsavel
pela perda de massa de até¢ 2,35% (para MCC-Tos 3:1) que ocorre a temperaturas inferiores a
150 °C, provavelmente relacionado a dessor¢ao de d4gua dos materiais celuldsicos. Este evento
apresenta uma tendéncia de diminui¢do na perda de massa conforme as RB do MCC-Tos
aumentam Tabela 2.13 que pode estar relacionado a diminui¢@o da hidrofilicidade do material

com a inser¢ao do grupo tosila (HAMDAOUI et al., 2020; HEINZE et al., 1996).

Tabela 2. 13 — Porcentagens de perda de massa relacionadas a saida de agua (%oP.M. H,O) para a
MCC e os derivados MCC-Tos (3:1), (4:1), (4,5:1) e (5:1).

Amostras %P.M. (H,0) RB GS
McCC 1,80 = ==
MCC-Tos 3:1-48 h 2,35 0,3979 0,52
MCC-Tos 4:1-48 h 1,52 0,3120 0,34
MCC-Tos 4,5:1-48 h 0,90 0,4969 0,72
MCC-Tos 5:1-48h 0,88 0,5077 0,75

Fonte: o autor.
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Em seguida, o segundo e principal evento térmico dos derivados MCC-Tos tem uma
Tonset (temperatura inicial extrapolada do evento) acima de 175 °C e uma perda de massa
(%P.M.) entre 37 e 40%, que esta relacionada a cisdo dos grupos tosila do MCC-Tos e a
formagdo de acido p-toluenossulfonico (HEINZE et al., 1996; JAIN; LAL; BHATNAGAR,
1987, 1986). Ja a MCC, tem uma Tonset para o principal evento térmico em cerca de 309 °C.
Este evento ¢ responsavel pela decomposi¢ao de praticamente todo o material (%P.M. igual a
91 %) e ¢ atribuida a decomposicao das cadeias poliméricas da celulose (MOON et al., 2011).

O terceiro e ultimo evento térmico para os materiais MCC-Tos, se inicia logo apds a
Tendaset (temperatura final extrapolada) do evento principal, entre 196 e 215 °C, e esté associado
a despolimerizacdo das cadeias celuldsicas pela agdo desidratante do acido p-toluenossulfonico
em atmosfera inerte e livre de 4gua. Esta reacdo se inicia durante o segundo evento térmico e,
mais especificamente, ocorre pela rapida protonacdo do oxigénio glicosidico e consequente
ruptura da ligacdo glicosidica, culminando na despolimerizagdo da celulose (HEINZE et al.,
1996). Para a MCC, o terceiro evento térmico também se inicia logo ap6s a Tendset (€M cerca de
343 °C) e, por sua vez, se deve a carbonizagao dos residuos provenientes da decomposi¢ao das
cadeias poliméricas (TEIXEIRA et al., 2010).

As temperaturas Tonset, Tendset foram obtidas pelas intersecgdes de retas tangentes as
linhas de base antes e ap6s determinado evento, definidas em software Trios, versao 5.1.1,
fornecido pela TA Instruments®. As Tmax (temperatura de degradagdo na taxa maxima de perda
de massa) foram obtidas a partir das curvas DTG, sendo iguais ao valor do pico maximo de
determinado evento. Todas estas temperaturas estdo descritas na Tabela 2.14, juntamente com
as perdas de massa associadas ao evento térmico principal para cada um dos materiais

analisados.

Tabela 2. 14 — Dados termogravimétricos obtidos a partir das curvas TGA/DTG para a MCC e os
derivados MCC-Tos (3:1), (4:1), (4,5:1) e (5:1), comparados as RB calculados por FTIR e aos GS.

Amostras Tonset CC)  Tendset (°C) ;l;'g’; %P.M. %residuo RB GS
MccC 309,22 342,86 328,54 91,459 3,865 == =5
MCC-Tos 3:1-48 h 175,83 201,72 191,10 39,951 12,600 03979 0,52
MCC-Tos 4:1-48 h 179,68 215,53 197,29 38,387 25,797 03120 0,34
MCC-Tos 4,5:1-48 h 179,73 197,03 189,41 37,725 22,657  0,4969 0,72
MCC-Tos 5:1-48 h 177,61 196,25 194,15 38,074 21,710  0,5077 0,75

Fonte: o autor.
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A partir dos dados da Figura 2.17a e Tabela 2.14, também fica claro que a presenga de
grupos tosila aceleram a decomposic¢do térmica dos derivados MCC-Tos, uma vez que as Tmax
ficam abaixo de 200 °C (HAMDAOQUI et al., 2020). Quanto a influéncia do nimero de grupos
tosila inseridos, determinados pelas RB 1174/1056 e pelos GS, nao ¢ possivel fazer suposicoes
uma vez que os valores dos dados termogravimétricos calculados sdo todos muito proximos e
uma tendéncia ndo fica clara. Porém, para a Tendset, uma ligeira tendéncia de diminuig¢do da
estabilidade térmica do segundo evento pode estar associada ao aumento da quantidade de acido
p-toluenossulfonico (um forte agente desidratante) formado durante o primeiro evento
(HEINZE et al., 1996).

Em seguida, foram analisadas por TGA/DTG as amostras MCC-Tos produzidas com
RM 5:1 (Tos:UAG) pelos tempos de 24 a 216 h, utilizadas como parametro de determinagdo
dos niveis superiores e inferiores da varidvel tempo no planejamento experimental por Matriz

Doehlert. As curvas TGA/DTG estdo dispostas na Figura 2.18.

Figura 2. 18 — (a) Curvas TGA e (b) DTG para as amostras MCC-Tos (5:1) em tempos reacionais de
24 a 216 h e MCC sem modificacdo. Taxa de aquecimento de 10 °C min™ e fluxo de N> a 60 cm® min™.
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Fonte: o autor.

Inicialmente, duas observacdes importantes podem ser feitas relacionadas as
estabilidades térmicas dos derivados MCC-Tos: estas sdo bem proximas tanto quando se
considera o primeiro evento térmico das curvas TGA da Figura 2.18a, quanto os picos referentes
as Tmax (Figura 2.18b) indicando a formagdo do MCC-Tos; e, que a condi¢cao de tempo reacional
prolongado, a temperatura de 30 °C, ndo prejudicou a estabilidade térmica dos materiais. Os

dados termogravimétricos obtidos para estas curvas TGA/DTG estdo descritos na Tabela 2.15.
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Tabela 2. 15 — Dados termogravimétricos obtidos a partir das curvas TGA/DTG para o MCC-Tos (5:1)
em tempos reacionais de 24 a 216 h, comparados as RB, calculadas a partir do FTIR, e aos GS.

Amostras Tonset °C)  Tentset (°C) z,"‘c) %P.M. %Residuo RB  GS
MCC-Tos 5:1-24h | 176,01 19927 189,07 38904 21209 04298 0.59
MCC-Tos 5:1-48h | 177.61 19625 19415 38074 21710 05077 0.5
MCC-Tos 5:1-72h | 17954 19553 18830 36,048 20,083 05629 0.86
MCC-Tos 5:1-96h | 179,61 19494 18773 34469 19707  0,5854 091
MCC-Tos 5:1-120h | 180,62 193,10 188,13 33362 19470 05986 0,93
MCC-Tos 5:1- 144k | 180,64 192,67 187,00 31,999 14701 06481 1,04
MCC-Tos 5:1-168h | 18136 19323 18890 29.898 19,699  0.6540 1,05
MCC-Tos 5:1-192h | 18194 19305 18890 26453 21,769  0.6727 1,09
MCC-Tos 5:1-216h | 18217 19345 18930 28,086 19566  0.6417 1,02

Fonte: o autor.

Os valores de Tonset confirmam que as alteragdes na estabilidade térmica do materiais
foram pequenas, variando em cerca de 6 °C (Tabela 2.15). Porém, estes valores apresentam
uma leve tendéncia de aumento conforme aumentam os valores das RB (1174/1056) e de GS.
Heinze e colaboradores também observaram este aumento nas temperaturas do primeiro evento
de degradagdo do MCC-Tos e o atribuiram a um aumento da ordem supramolecular, conforme
aumentam a quantidade de grupos tosila inseridos na estrutura celulosica (HEINZE et al.,
1996). A ligeira tendéncia de reducao nos valores de Tenaset at€ 144 h de reagdo, estd associada
a diminuicdo da estabilidade térmica do segundo evento devido ao aumento da quantidade de
acido p-toluenossulfonico produzido (indicado pelo aumento dos GS), como ja discutido. A
%P.M. também tem ligeira queda até 192 h de reagcdo que pode ser atribuida a reducdo da
formacgao de produtos volateis da degradacao das cadeias poliméricas. Isto sugere que, como o
acido p-toluenossulfonico age preferencialmente na despolimerizacdo da cadeia polimérica
(reduzindo a Tendset), 0 aumento de sua produgdo associado a maiores GS leva ndo somente a
diminui¢do das %P.M, mas também a diminui¢cdo da % de residuos a 600 °C (até 144 h)
(HEINZE et al., 1996).

As amostras de MCC-Tos produzidas para cada ponto experimental obtido em
planejamento estatistico por Matriz Doehlert e para os MCC-Tos produzidas em condi¢des
otimizadas também foram analisadas por TGA/DTG e suas respectivas curvas e informagdes
termogravimétricas estdo apresentadas no Anexo 1. Estes resultados apresentaram perfis

semelhantes aos ja discutidos e também indicaram que uma ordem supramolecular pode ter sido
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alcangada nas condi¢des experimentais testadas para os diferentes MCC-Tos, como discutido

anteriormente (HEINZE et al., 1996).

2.2.3.3 Curvas TGA/DTG para a Azido Celulose

Algumas amostras de azido celulose produzidas a partir do precursor MCC-Tos também
foram analisadas por TGA/DTG e seus resultados sao apresentados e discutidos neste item. As
primeiras amostras analisadas, foram as MCC-Az produzidas com 48 h de reacao de azidagao
a partir dos derivados MCC-Tos (3:1) e (4:1), que apresentaram as RB (1174/1056) iguais a
0,3979 e 0,3120, respectivamente, e os GS iguais a 0,52 ¢ 0,34, respectivamente, apos 48 h de
reacdo de tosilagdo. As curvas TGA/DTG estdo apresentadas na Figura 2.21.

Figura 2. 19 - (a) Curvas TGA e (b) DTG para as amostras de MCC-Az produzidas a partir (a, b) do
MCC-Tos (3:1) e (c,d) do MCC-Tos (4:1). Taxa de aquecimento de 10 °C min' e fluxo de N> a
60 cm’® min™.
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A comparacdo das curvas TGA/DTG da Figura 2.21 corrobora as informagdes obtidas
pelos espectros por FTIR do sucesso na substitui¢do do precursor tosilato pelo grupo azida,
evidente pelas mudangas nos eventos térmicos da MCC-Az. O aumento da estabilidade térmica
entre MCC-Tos e a respectiva MCC-Az (Figura 2.21a-c) esta relacionada a substitui¢ao dos
grupos tosila pelos grupos azida, uma vez que este grupo ndo passa por reagdes provenientes
de decomposicao térmica que possam acelerar a decomposi¢do do derivado celulésico formado,
como ocorre com 0 MCC-Tos e sua formagao de acido p-toluenossulfonico. Quando se compara
as curvas DTG das Figura 2.21b-d, observa-se que as Tmix de ambas MCC-Az se aproximam
da MCC sem modificacoes.

As curvas TGA/DTG da Figura 2.21a,c mostram que ha um evento térmico sutil que
ocorre imediatamente antes do evento térmico principal. Este evento foi aqui denominado,
juntamente com sua Tonset, Tendset, Tmax € %P.M como evento 1 e se torna mais evidente nas
curvas DTG das Figuras 2.21b,d. Na literatura este evento ¢ associado a decomposi¢iao de
grupos azida de cadeias laterais (YANG ef al., 2011). O evento principal foi nomeado como
evento 2 e estd relacionado a decomposicao das cadeias poliméricas principais. As temperaturas
para cada evento térmico das MCC-Az estdo apresentadas na Tabela 2.18, juntamente as

temperaturas dos eventos térmicos dos respectivos precursores.

Tabela 2. 16 — Dados termogravimétricos obtidos a partir das curvas TGA/DTG para as azido celuloses
produzidas dos derivados MCC-Tos (3:1) e (4:1).

Tonsetl Tendsetl Tmax1 Tunset2 Tendsetz Tmax2

Amostras ©C) ©C) ©C) %P.M1 ©C) ©C) ©C) %P.M.2  %residuo
MCC-Az 3:1 225,18 295,75 24538 5,251 295,75 324,25 315,55 59,541 19,415
MCC-Tos 3:1 - - - - 175,83 201,72 191,10 39,951 12,690
MCC-Az 4:1 223,45 281,87 249,24 2,635 281,87 316,09 303,94 66,913 11,725
MCC-Tos 4:1 - - - - 179,68 215,53 197,29 38,387 25,797

Fonte: o autor.

Ao se comparar os valores de Tonset entre as MCC-Az e seus precursores, verifica-se o
aumento na estabilidade térmica citado acima, responsavel por um aumento de mais de 40 °C
da MCC-Az em relagdo ao MCC-Tos (considerou-se aqui o valor da Tonset], j& que apds esta
temperatura, a decomposicao térmica s6 aumenta) e de mais de 100 °C entre as Tmax. Nota-se
também que, embora a MCC-Az apresente maior estabilidade térmica que MCC-Tos, esta ainda

¢ menor que para MCC sem modificagdes. Esse comportamento € atribuido a presenga dos
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grupos azida, que sdo mais energéticos que os grupos hidroxila da celulose pura (FEESE et al.,
2011; TARCHOUN et al., 2020).

Em seguida, foram analisadas as aliquotas de uma reagao de sintese da MCC-Az a partir
do MCC-Tos em condig¢des reacionais otimizadas, em trés tempos diferentes (48, 72 ¢ 96 h)
(Figura 2.22). Estas reagdes também foram acompanhadas por FTIR (Figura 2.13) e
apresentavam bandas referentes a grupos funcionais do tosilato, mesmo ao final do tempo

reacional avaliado.

Figura 2. 20 — (a) Curvas TGA e (b) DTG para as amostras de MCC-Az produzidas a partir do MCC-
Tos com tempos reacionais de 48, 72 e 96 h. Taxa de aquecimento de 10 °C min” e fluxo de N> a
60 cm’® min™.
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Fonte: o autor.

As curvas TGA/DTG para estas amostras MCC-Az da Figura 2.22, apresentam um
perfil térmico caracteristico do derivado azido celulose, como os da Figura 2.21, porém também
apresentam semelhancas ao do seu precursor MCC-Tos (Figura 2.20). Estes resultados
corroboram os resultados obtidos por FTIR, indicando que os grupos tosila ndo foram
totalmente substituidos por grupo azida. Uma parte dos grupos tosila podem ndo ter sido
substituidos por conta da distribui¢do de suas posi¢des entre os C6, C2 e C3 das UAG. Os dados

termogravimétricos extraidos a partir da Figura 2.22 estdo dispostos na Tabela 2.19.
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Tabela 2. 17 — Dados termogravimétricos obtidos a partir das curvas TGA/DTG para as azido celuloses
produzidas do derivado MCC-Tos Otm.

Tonset1 Tendset1 Tmax1 o Tonset2 Tendset2 Tméxz Py o ’
Amostras ©C) ©C) ©C) Yo P.M1 ©C) ©C) ©C) %oP.M.2  %Residuo

MCC-Az Otm 48 h - - - - 230,16 251,02 241,89 32,879 33,583
MCC-Az Otm 72 h | 210,39 245,81 232,47 16,105 245,81 260,90 250,87 16,735 37,416
MCC-Az Otm 96 h | 209,78 247,50 229,30 16,382 247,50 267,29 258,22 21,835 34,526
MCC-Az Otm - - - - 215,62 235,34 229,48 30,501 36,550
MCC-Tos Otm - - - - 182,28 194,97 189,83 27,020 23,066

Fonte: o autor.

Das temperaturas Tonset, Tendset € Tmax da Figura 2.22 e Tabela 2.19 para o segundo evento
térmico, observa-se uma tendéncia de aumento nestas, conforme a reagao prolongou-se, que
pode estar associado ao progresso nas reagdes de substituicdo dos grupos tosila por grupos
azida, culminando no aumento da estabilidade térmica dos produtos MCC-Az. Para as MCC-
Az 72 e 96 h ainda foi possivel distinguir um “ombro” nas curvas DTG da Figura 2.22b que,
como dito acima, pode estar associado a decomposicdo de grupos azida posicionados mais
lateralmente nas cadeias poliméricas. A Figura 2.23 apresenta as curvas TGA/DTG também
para o derivado MCC-Az produzido a partir do MCC-Tos Otm, com tempo reacional de 72 h e

temperatura de 70 °C, que serd utilizado nas etapas posteriores de imobilizacdo enzimatica.

Figura 2. 21 — (a) Curvas TGA e (b) DTG para as amostras de MCC-Az produzidas a partir do MCC-
Tos Otm em condicdes reacionais otimizadas. Taxa de aquecimento de 10 °C min™" e fluxo de N> a
60 cm® min™.
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Fonte: o autor.

As Tmax das Figuras 2.22 e 2.23b e descritas na Tabela 2.19, permitem ainda dizer que,
embora estas sejam maiores do que para o precursor MCC-Tos, ainda sdao menores do que para

os derivados MCC-Az produzidos a partir do MCC-Tos (3:1) e (4:1). Estes resultados,
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combinados as andlises por FTIR indicam que as MCC-Az produzidas a partir de MCC-Tos
com menores RB podem ter substituido completamente ou a maior parte dos grupos tosila.
Porém, apesar de as MCC-Az produzidas a partir do MCC-Tos Otm ainda apresentarem
indicios de presenca de grupos tosila, a utilizacao de um precursor com maior RB pode garantir

a inser¢do de maior quantidade de grupos azida.

2.2.4 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 no Estado Solido (RMN 13C-
CP/MAS)

Um dos desafios para a caracterizacdo dos derivados celuldsicos por RMN de solugdo,
foi encontrar um solvente adequado para esse tipo de analise e que fosse capaz de solubilizar
completamente os materiais celuldsicos de forma a produzir resultados representativos das
amostras, como ¢ necessario para esta técnica (NEHLS et al., 1994). Depois de algumas
tentativas infrutiferas, recorreu-se ao RMN “C-CP/MAS (do inglés, “Solid-state Cross-
Polarization Magic Angle Spinning Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance”), uma vez que
esta técnica pode produzir informagdes similares ao do RMN de solucao, enquanto supre a
necessidade de uma técnica com manuseio mais compativel para amostras de baixa solubilidade
(FOSTON, 2014; NOKAB et al., 2022).

Dessa forma, na Figura 2.24 est4 apresentado o RMN *C-CP/MAS para a amostra de

MCC antes de qualquer modificagdo quimica.

Figura 2. 22 — Espectro dos niicleos de °C da amostra de MCC por RMN C-CP/MAS e estrutura
quimica da UAG.
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Da Figura 2.24 retira-se que, no & 104,2 ppm se encontra o pico relacionado ao C1 que
se trata do carbono anomérico da estrutura celuldsica. Quanto aos carbonos 2, 3 e 5 surgem 3
picos entre 0 74,2 ¢ 70,8 ppm (FOSTON, 2014; LAN et al., 2011). O sinal no 6 88,1 ¢ 83,4 ppm
sao relativos ao C4 e em 6 64,3 e 61,6 ppm estdo os sinais caracteristicos do C6. O surgimento
de dois sinais relacionados aos carbonos C4 e C6 significa que na amostra existe uma mistura
entre as fases cristalina e amorfa da celulose. No resultado obtido, o pico em 6 88,1 ppm ¢
referente a regido cristalina, enquanto a regido amorfa ¢ representada pelo sinal mais alargado
em 0 83,4 ppm para o C4. Analogamente, o C6 cristalino e amorfo aparecem em 0 64,3 e
61,6 ppm, respectivamente (GROSZEWICZ et al., 2020).

Em seguida, foram selecionadas algumas amostras de MCC-Tos de forma com que
representassem uma ampla faixa de GS (de 0,32 a 1,72), a fim de caracterizar as amostras e
avaliar como o aumento no GS poderia alterar os espectros de RMN !*C-CP/MAS. As
informagdes de RB e GS das amostras analisadas estdo descritas na Tabela 2.20 e os respectivos

espectros de RMN *C-CP/MAS estio apresentados na Figura 2.25.

Tabela 2. 18 — Informagées de RB e GS das amostras de MCC-Tos analisadas por RMN " C-CP/MAS.

Amostras RB GS
Exp. 9% 0,3023 0,32

Exp I* 0,4423 0,61

Exp 11* 0,5346 0,80
MCC-Tos 5:1-72h 0,5629 0,91
MCC-Tos 7:1-74 h | 0,6472 1,10
MCC-Tos I 0,8774 1,43
MCC-Tos Otm 0,9769 1,72

*As amostras iniciadas por Exp correspondem aos experimentos do planejamento experimental para a reacao de tosilagao.
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Figura 2. 23 — Espectros dos niicleos de °C das amostras selecionadas de MCC-Tos por RMN *C-

CP/MAS e representagdo de sua estrutura quimica.
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Fonte: o autor.

Nestes espectros da Figura 2.25, além dos sinais caracteristicos da celulose, as amostras
apresentaram picos adicionais em torno de & 145, 129 e 20 ppm referentes aos carbonos
aromaticos presentes nos grupos tosilatos. O sinal em & 145 ppm pode ser assinalado ao carbono
ligado diretamente ao 4&tomo de enxofre, enquanto o ombro observado em torno de 6 135 ppm
corresponde ao carbono ligado ao grupo metil (GERICKE et al., 2012; HAMDAQUI ef al.,
2020). Os demais atomos de carbono do anel aromadtico sdo representados pelo pico em o
129 ppm, ao passo que, em & 20 ppm, € sinalizado o metil ligado ao anel aromatico
(GRANSTROM et al., 2008; GROSZEWICZ et al., 2020). Este resultado indica que a
incorporacdo do tosilato na celulose foi bem-sucedida nestes experimentos e, como 0s sinais
referentes aos tosilatos apresentaram intensidade relativa crescente das amostras em relagdo aos
valores de RB e GS, ¢ possivel inferir que a concentragdo deste grupo € maior conforme estes
valores aumentam. Estes resultados estdo de acordo com as outras caracteriza¢des previamente
apresentadas.

Para as amostras de MCC-Az, foram analisadas as amostras MCC-Az 96 h (Tos 7:1) e
a MCC-Az I (ambas com RB iguais a 0,4492 e 0,4688, respectivamente). Os espectros de RMN
3C-CP/MAS destas amostras estio apresentados na Figura 2.26.
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Figura 2. 24 — Espectros dos niicleos de °C das amostras selecionadas de MCC-Az por RMN C-
CP/MAS e estrutura proposta para o derivado MCC-Az produzido.
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Fonte: o autor.

Assim como os espectros de RMN 3C-CP/MAS apresentados anteriormente, 0s
espectros para as amostras MCC-Az da Figura 2.26 foram muito importantes para confirmar a
obten¢do dos derivados propostos. Neste caso especifico, além dos picos caracteristicos da
celulose, foi possivel identificar a presenga dos picos atribuidos aos grupos tosila e azida. Assim
sendo, a informago mais importante que os espectros de RMN 3C-CP/MAS das MCC-Az traz
¢ a presencga de picos alargados em torno de 6 50 ppm, sinal este referente ao carbono ligado ao
grupo N3, que confirma a presenca do grupo azida no produto e a formacao do derivado MCC-
Az (JOUBERT et al., 2015).

Tém se ainda que a presenca dos picos referentes ao grupo tosila corrobora as bandas
observadas nos espectros de FTIR e os perfis térmicos observados por TGA/DTG, indicando

que houve conversdo dos grupos tosilato a azida, porém que esta conversao nao foi completa.

2.2.5 Caracterizacoes por Difracao de Raios-X (DRX)

A MCC e os derivados MCC-Tos Otm e MCC-Az Otm também foram caracterizados
por DRX e os difratogramas obtidos estdo apresentados nas Figuras 2.27 e 2.28. Nestes
difratogramas, se destacam o perfil de picos caracteristicos de celulose do tipo I (descritos na
Tabela 2.21), podendo ter presenca de celulose do tipo II, para a MCC (FRENCH, 2014;
FRENCH; CINTRON, 2013). Ademais, pode se observar os alargamentos dos picos

caracteristicos da celulose para os derivados produzidos, indicando um aumento na distancia
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interplanar das regides cristalinas, possivelmente associada a insercdo dos grupos tosila e/ou

azida a estrutura da cadeia celuldsica principal (MELO, 2015).

Figura 2. 25 — Deconvolugdo do difratograma de Raios-X obtido para a amostra de MCC.

Intensidade (u.a.)

Fonte: o autor.

Figura 2. 26 — Deconvolugao dos difratogramas de Raios-X obtidos para as amostras (a) de MCC-Tos

Otm e (b) MCC-Az Otm.
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Fonte: o autor.

Tabela 2. 19 — Planos cristalogrdficos e angulos dos polimorfos da celulose Tipo 1.

Plano Cristalogrdfico 20(°)
Indice de Miller

010 1-10 110 1104" 200 004

Celulose I 10,3 14,6 16,6 20,1 22,2 34,3

*Este pico com indice de Miller em 110 corresponde, possivelmente, a celulose de Tipo II.

Fonte: (FRENCH, 2014; FRENCH; CINTRON, 2013)
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Além dos picos descritos na Tabela 2.21, observa-se ainda a presenga de um halo amorfo
centrado em 20 = 21° tanto para a celulose original como para os derivados produzidos. A partir
da determinagdo das areas desses halos amorfos (Aa) e das areas dos picos das regides
cristalinas (Ac) foram calculados os %IC, conforme Equacdo 4, sendo determinados o %IC
para a MCC de 65,88%, de 44,56% para MCC-Tos Otm e de 42,05% para MCC-Az Otm.

Estes %IC mostram que houve uma redu¢do na cristalinidade de cerca de 20% da
celulose original para MCC-Tos que pode estar associada a inser¢ao dos grupos tosila durante
a reacao que usa piridina como meio reacional e agente intumescente, consequentemente,
reduzindo a extensdo da regido cristalina (LABAFZADEH et al., 2012). Para a MCC-Az Otm,

a %IC se mantém proxima ao seu material precursor, MCC-Tos Otm.

2.2.6 Morfologia e Porosidade

2.2.6.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Com o objetivo de verificar as alteracdes nas superficies e nas estruturas dos derivados
celuldsicos ao final de cada etapa de modificacdo quimica, as amostras de MCC, MCC-Tos
Otm e MCC-Az Otm foram também caracterizadas morfologicamente por MEV. As imagens
por MEV estao apresentadas nas Figuras 2.29-31.

Da Figura 2.29, observa-se na ampliagao de 100x que a MCC antes das modificacdes
apresenta formato de granulos com ampla variedade de formas e tamanhos, com uma
distribuicao bem heterogénea. Nas ampliacdes de 1000x, 5000x e 10000x, esses granulos
apresentam superficies que sugerem que sua formagdo se deu pelo acimulo de placas ou
escamas umas sobre as outras, que por sua vez, sao individualmente lisas e continuas.

Ja para 0o MCC-Tos Otm (Figura 2.30), a estrutura dos granulos de MCC aparentam ter
sido pulverizados ou fragmentados, restando poucos granulos com estruturas e tamanhos que
se assemelham aos da celulose original (Figura 2.30a). Quando se aumentam as ampliacdes
para 1000 até¢ 10000x (Figura 2.30d), vé-se que algumas estruturas granulares persistem, mas
em tamanho e formatos bem diferentes da MCC. Nestas ampliagdes, a prevaléncia de estruturas
particuladas e de pequenos granulos se junta a de particulas mais largas e achatadas de varios
tamanhos distintos. Assim, estas imagens por MEV mostram que o processo de modificagdo da
celulose 8 MCC-Tos provoca alteragdes morfoldgicas nos granulos da MCC, diminuindo seus
tamanhos e particulando-os, porém de forma heterogénea como pode ser identificado na ampla

variedade de tamanhos de particulas e granulos.
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Figura 2. 27 — Imagens por MEV obtidas para amostra de MCC antes das reagoes de modificagdo com ampliagoes de 100x (a); (b) 1000x, (c) 5000x e
(d) 10000x
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Fonte: o autor.

Figura 2. 28 — Imagens por MEV obtidas para amostra de MCC-Tos Otm com ampliagdes de 100x (a); (b) 1000x, (c) 5000x e (d) 10000x
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Figura 2. 29 — Imagens por MEV obtidas para amostra de MCC-Az Otm com ampliagcoes de 100x (a); (b) 1000x, (c) 5000x e (d) 10000x
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Nas imagens por MEV para a MCC-Az (Figura 2.31), as particulas e granulos vistos
para os materiais precursores, ddo lugar a enormes placas (cerca de 1000 pm), que por
congregar grande parte do material, s3o em menor quantidade que os granulos. Nas ampliagdes
de 1000x, 5000x e 10000x, nota-se que estas placas tém uma superficie coberta por rugosidades
e cavidades que podem chegar a ordem de 50 pm.

Essas relevantes alteracdes morfologicas (de granulos a grandes placas) podem se
refletir em alteragdes nas areas superficiais disponiveis e, assim, ter influéncia na etapa
posterior de imobilizacdo enzimatica. Por esta razdo, analises de area superficial especifica e

porosidade foram conduzidas e estdo apresentadas no préximo topico.

2.2.6.2 Anilises de Area Superficial Especifica e Porosidade

Como visto pelas imagens por MEV dos materiais celuldsicos, suas morfologias foram
alteradas consideravelmente durante as reagdes de modificagdo até a obtencdo da MCC-Az.
Assim, para alcangar maior entendimento de como essas mudangas microscopicas poderiam
também ter resultado em alteracdo da escala nanométrica, foi utilizado a técnica de adsorc¢ao e
dessor¢do de N> para determinagdo das areas superficiais especificas, volume e diametro de
poros para os materiais MCC, MCC-Tos e MCC-Az. Os resultados dessas andlises estdo

descritos na Tabela 2.22.

Tabela 2. 20 — Area superficial especifica (Sger), volume de poros cumulativo (V) e didmetro de poros
(dp) obtidos pelas isotermas de adsor¢do e dessor¢do de N».

Amostra Sger (m? g7) Ve (em® g™) dp (nm)
MCC 0,9244 0,006080 24,1000
MCC-Tos Otm 8,7955 0,055172 22,4701
MCC-Az Otm 52,9952 0,434689 30,0869

Fonte: o autor.

Da Tabela 2.22, observa-se que as areas superficiais aumentaram conforme ocorreram
as etapas de modificagdo quimica, chegando a um aumento de cerca de cinquenta vezes para a
MCC-Az Otm em relagdo a MCC. Essas diferengas nas areas superficiais indicam que houve
uma alteracdo morfologica também nas escalas nanométricas, evidenciada pelo aumento do
volume de poros com diametros que variaram de 24 a 30 nm. Segundo a classificagdo da
IUPAC, estes valores médios de dp correspondem a materiais mesoporosos (ROUQUEROLT

et al., 1994). Além disso, as pequenas variagdes nos dp acompanhadas pelo aumento de cerca



94

de 10 vezes no volume de poros conforme cada etapa de modificagdo ocorreu, implica num
aumento na quantidade de poros, com os dp citados na Tabela 2.22. O citado aumento no volume
de poros corrobora o aumento observado da area superficial especifica.

Para melhor avaliar os formatos e distribui¢ao de poros nesses materiais, as isotermas
de adsor¢do e dessor¢do de nitrogénio também foram investigadas (Anexo 5), e se observou
que os materiais apresentaram tipos de isotermas que também variaram conforme as
modificagdes quimicas se sucederam. Para MCC, a isoterma apresentou um perfil do Tipo III
atribuida a materiais com baixa porosidade ou constituido majoritariamente de macroporos,
como verificado pelos menores valores de Sger € v, entre os materiais investigados. J& o MCC-
Tos Otm apresentou uma isoterma com histerese do Tipo H4 associada a materiais
majoritariamente constituidos de micro e mesoporosos. Para MCC-Az, a isoterma obtida pode
ser classificada como do Tipo H3 e esta relacionada a materiais compostos de agregados nio-
rigidos de particulas em formatos de placas (THOMMES ef al., 2015). Dessa forma, foi
comprovado que as alteragdes morfologicas durante as reagdes de modificacdo da celulose
ocorreram tanto em escala nanométrica como micrométrica.

Quanto a aplicagao desse material como suporte para imobilizagdo de biomoléculas,
tém-se ainda que, como a 4rea média de uma molécula de lipase é 15,7 nm? (FORESTI et al.,
2010), a area superficial especifica estimada para MCC-Az acomodaria satisfatoriamente uma
monocamada de lipases com cerca de 10'® moléculas de lipase, considerando-se apenas a
questao de disponibilidade de area superficial especifica do suporte polimérico, positivamente

excedendo os requerimentos para a aplicagao desejada do suporte MCC-Az.

2.3 CONCLUSOES

A reagdo de tosilagdo da celulose em fase heterogénea, apesar de ha muito reconhecida
na literatura, se mostrou uma tarefa mais complexa do que somente adaptagdo de metodologias
para obtengdo de materiais eficientemente tosilados. A auséncia de um planejamento
experimental estatistico disponivel na literatura que pudesse descrever as interagdes entre as
varidveis reacionais tempo, temperatura e razdo Tos:UAG e que permitisse determinar as
variaveis mais significativas observadas neste tipo de reacdo, consistiu-se em uma lacuna que
esta tese necessitou suplantar. Para tanto, as reagdes de tosilagdo da MCC foram realizadas
seguindo um planejamento experimental por Matriz Doehlert e as condi¢des reacionais
otimizadas foram: temperatura de 30 °C, tempo reacional de 74 h e razao Tos:UAG de 7:1. A

fim de obter um material com ainda mais grupos tosila e em quantidade suficiente para as
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reacdes das etapas seguintes, condigdes extrapoladas a partir das otimizadas (RM 10:1 e tempo
igual a 144 h) foram utilizadas para obter um material MCC-Tos com GS de 1,72.

A reagdo de azidacao do MCC-Tos se mostrou eficiente na conversao de praticamente
todos os grupos tosila por grupos azida para os derivados MCC-Tos produzidos com menores
GS, como os iguais a 0,75. Porém, para os materiais com maiores GS, os espectros por FTIR e
TGA sugerem que parte dos grupos tosila ainda permaneceram na estrutura da MCC-Az. Esta
hipotese foi confirmada pela presenca de picos caracteristicos do grupo tosila nos espectros de
RMN BC-CP/MAS para a MCC-Az.

As caracterizagdes por FTIR, TGA e RMN 3C-CP/MAS comprovaram as modifica¢des
da celulose para produ¢ao do MCC-Tos e MCC-Az e permitiram acompanhar o progresso das
reacgoes nas diferentes condigdes avaliadas. Além disso, a curva de calibragao obtida por analise
elementar (CHNS) permitiu relacionar o GS as RB calculadas por FTIR, e se provou uma
ferramenta valiosissima para analises e caracterizagdes rapidas do derivados tosilados.

Os difratogramas mostraram que houve uma diminuicdo de cerca de 20% no %IC
conforme a MCC foi convertida em MCC-Tos, e estaa MCC-Az, reduzindo-se de 65,88% para
44,56% no MCC-Tos Otm, e para 42,05% na MCC-Az Otm, atribuida as inser¢cdes dos grupos
tosila e/ou azida e, consequente, altera¢do da organizagdo estrutural do material.

Em escala nanométrica, as andlises de area superficial especifica mostraram um
aumento de cerca de 50 vezes na Sper da MCC para a MCC-Az, indicando que o material possui
superficie disponivel para a imobilizagdo da enzima lipase. Considerando-se ainda o grau de
modificacdo deste material, a MCC-Az tem também grupos azida em quantidade suficiente para
garantir a imobiliza¢do da enzima em toda sua superficie.

Portanto, com o conhecimento das condigdes experimentais e os materiais MCC-Tos
Otm e MCC-Az Otm produzidos com sucesso, MCC-Az Otm foi aplicada na formagao do
bioconjugado com a enzima CalB por reacao “click” CuAAC e esta ¢ a discussao central do

capitulo seguinte.
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Capitulo 3 — Sintese da CalB Propargilica e Imobilizacdo em
Suporte de Azido Celulose pelo Emprego de Reacédo “click” do
tipo CuAAC

3.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1.1 Materiais e Métodos

Alguns materiais ¢ métodos utilizados neste capitulo, estdo descritos a seguir:
membrana de celulose regenerada para tubos de didlise, da marca Sigma-Aldrich®, com
“molecular weight cut-off” (MWCO) de 14000 Da, largura de 76 mm e diametro médio quando
cheio de 49 mm; a agua utilizada em todos os experimentos foi agua de alta pureza (ASTM
tipo I, com resistividade > 18,3 MQ cm), obtida a partir de um sistema de ultrapurificagdo
Megapurity® (Billerica, MA, EUA). A solucdo de Cu®" foi preparada a partir de CuSOs4, da
marca (Synth®).

A forma de preparo da CalB para utilizagdo consistiu, em: certos volumes de extrato
enzimatico da lipase CalB, fornecido gentilmente pela Novozyme®, foram dialisados contra
agua ultrapura por 3 vezes por 12 h e 1 vez por 24 h para retirada de agentes estabilizantes e
conservantes, a solucdo resultante foi entdo liofilizada e a massa de CalB foi pesada e

armazenada a 8 °C, em geladeira, antes de sua utilizacdo em qualquer uma das etapas abaixo.

3.1.2 Sintese da CalB Modificada com Grupo Propargilico

Para a reacdo de modificagdo sitio-especifica da lipase CalB, foi transferido para um
frasco do tipo “vial” de 20 mL com tampa de rosca com septo de silicone, 5 mL de uma solugdo
tampdo fosfato 50 mmol L' a pH 7,02. Esta solu¢do foi desaerada por 20 min com fluxo
continuo de argonio (White Martins®). Em seguida, a massa de 0,1 g de CalB liofilizada
(3,1 pmol) foi transferida para a solucao e dispersa por 20 min sob fluxo de argonio e agitagao
magnética constante. Entdo, 2,09 mg (9,3 pmol — 3:1) de propargil-N-hidroxisuccinimidil
(propargil-NHS, marca Sigma-Aldrich®), previamente dissolvidos em dioxano, da marca
Synth® (5 % v/v em relagdo ao volume total reacional) foram transferidos para o meio reacional
com o auxilio de uma seringa hipodérmica de 1 mL com agulha 25x7 mm, e seguiu-se mais
10 min de agitacdo magnética, sob fluxo de argdnio. A reac¢ao foi mantida por 24 h sob agitacao

magnética, a temperatura de 24 °C e, depois transferida para um tubo de didlise e dialisada
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contra 500 mL de agua ultrapura por 3 vezes por 12 h e 1 vez por 24 h. A solucio resultante foi
entdo liofilizada, e a massa de CalB-Prop foi pesada, caracterizada e armazenada a 8 °C, em
geladeira, até o momento de uso. Procedimento adaptado de (FILICE ez al.,2011). Um esquema

geral desta reagdo sera apresentado na Figura 3.2a.

3.1.3 Sintese do Bioconjugado MCC-CalB por reacio CuAAC

Para a sintese do bioconjugado, 2,9 mg de MCC-Az (18,07 umol — 1:1) foi transferido
para um frasco do tipo “vial” de 20 mL, com tampa de rosca com septo de silicone, e disperso
em 5 mL de uma solugio tampao fosfato 50 mmol L™ a pH 7,02. Esta solugdo foi desaerada
por 20 min com fluxo continuo de argdnio, fechada e mantida sob agitagdo magnética
“overnight” para garantir a completa dispersdo da MCC-Az. Em seguida, 6,3 mg de CalB-Prop
(0,189 umol — 0,01:1) foram adicionados a suspensao reacional e desaerados por 20 min com
fluxo de argdnio. Entdo, foram adicionados 40 pL de uma solucdo 0,20 mol L' de Cu®*
(8,04 umol — 0,4:1) e 1 mg de 4cido ascorbico (5 pmol —0,3:1), da marca Vetec®. A reacdo foi
desaerada por mais 20 min com fluxo de argdnio, fechada e mantida por 48 h, sob agitacao
magnética constante e a temperatura de 24 °C.

Ao findar das 48 h, a reagao foi transferida para um tubo de dialise e dialisada contra
500 mL de uma solugdo 0,05 mol L! de etilenodiamina (EDTA), da marca Vetec®, uma vez
por 12 h, para remocao de todo cobre do meio reacional, por 2 vezes contra dgua ultrapura por
12 he 1 vez por 24 h, também com agua ultrapura. A suspensao resultante foi entdo liofilizada,
e o bioconjugado MCC-CalB foi caracterizado e armazenado a 8 °C, em geladeira, até o

momento de uso. Um esquema geral desta reagdo serd apresentado na Figura 3.2b.

3.1.4 Espectroscopia de Ultravioleta — UV-Vis

Os espectros de absorcdo na regido do UV/Vis foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Agilent Technologies, modelo UV-Vis-NIR Cary Series,
pertencente a Rede de Laboratérios Multiusuarios da UFU (RELAM)-Ituiutaba. As amostras
foram submetidas a varredura espectrofotométrica de 800 a 200 nm, utilizando-se cubetas de
quartzo de 1,000 cm de caminho Optico.

Os espectros de absorcao eletronica na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) com
variacdo de temperaturas foram obtidos em um espectrofotdometro SHIMADZU modelo UV-

1800, com controlador de temperatura SHIMADZU modelo TCC-100 (a 14,0; 35,0; e 45,0 +
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0,1 °C), utilizando cubetas de quartzo de 1,000 cm de caminho 6tico, na faixa de 800 a 200 nm.
O espectrofotometro utilizado pertence ao Laboratorio de Compostos Inorganicos (LCI), do
Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU).

3.1.5 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando-se um espectrofotometro da
marca Agilent Technologies, de modelo Cary Eclipse, localizado na Rede de Laboratdrios
Multiusuarios da UFU (RELAM)-Ituiutaba.

As amostras foram excitadas nos comprimentos de onda 228 ¢ 280 nm, ¢ submetidas a
varreduras espectrofotométricas até 800 nm, com janelas de excitagdo e emissdo de 5 ¢ 10 nm,

respectivamente, utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho Optico.

3.1.6 Determinacio das Atividades Enzimaticas

Para a determinagdo da atividade catalitica das enzimas livres (CalB e CalB-Prop) e apods
a formacao do bioconjugado (MCC-CalB), foi adotado o método de hidroélise do p-nitrofenil
palmitato (pNPP) e acompanhada a formacdo do p-nitrofenol (pNP) por espectroscopia na
regido do UV-vis (KORDEL et al., 1991; PENCREAC’H; BARATTI, 1996). A reagao de

hidrélise do pNPP catalisada por enzima esta apresentada na Figura 3.1.

Figura 3. 1 — Reagdo de hidrolise do p-nitrofenil palmitato (pbNPP) catalisada por lipase.
(o]

o (CH2)14CH3 OH

Hidrolise Enzimatica
+ H,0 P HO (CHp)14CHs +

NO, NO;
NP
PNPP PNI

Fonte: adaptado das referéncias (SYEDD-LEON etal.,2020; XIA et al., 2021).

Para tanto, as solugdes do substrato foram preparadas em trés etapas:
1. Solugdo A: 1 mL de uma solugdo de pNPP (8,25 mmol L, 3,1 mg), marca Sigma-
Aldrich®, foi preparada em isopropanol (Dinamica®), sob 3 min de sonicagdo a

temperatura ambiente;
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2. Solugdo B: 10 mL de uma solucdo de tampao fosfato a 50 mmol L™ (pH 7,02), contendo
0,4 %m/v de Triton X-100 e 0,1 %m/v de goma arabica foi preparada por 15 min de
sonicacao a temperatura ambiente;

3. Um volume da solucdo A foi adicionado a nove volumes da solucao B e mantida sob
sonicagdo por 15 min a temperatura ambiente.

Em seguida, uma aliquota de 2,5 mL da solu¢@o da solucdo do substrato foi transferida
para uma cubeta de quartzo e acrescentado 100 pL de uma solugio 1 mg mL™! da enzima ou do
bioconjugado, a temperatura de 24 °C. A solugdo reacional foi monitorada por varreduras de
500 a 200 nm, realizadas a cada 1 min, durante um total de 30 min. Todos os testes foram
realizados em triplicata.

A atividade enzimatica especifica (AEE) foi determinada pela aplicacdo da Equagao 8

(BARON, 2008).

(Coef.ang X VT)

(eaX Menz)

AEE = (Equacao 8)

Em que: Coefayg corresponde ao coeficiente angular obtido da cinética de reacdo
(absorbancia em funcdo do tempo em minutos, em min™); vr: volume total da solugdo apds a
adicao da solugdo enzimatica (em L); &x: coeficiente de extingdo molar do pNPP calculado a
partir de curvas de calibragdo em pH 9,0, para um A =405 nm; men,: massa de enzima adicionada
(em mg).

Para as determinagdes dos €, foram preparadas duas curvas analiticas, sendo uma em
pH 4,01 com A =317 nm e uma em pH 9,0 com um A =405 nm.

Para as determinacdes das AEE em diferentes pH, as solucdes tampao fosfato
50 mmol L' em pH 7,02 foram substituidos por: solugdes tampdo fosfato 50 mmol L' em pH
2,01; solugdes tampdo acetato 50 mmol L' apH 4,01; e solugdes tampao fosfato 50 mmol L
em pH 9,0. Assim, na Equacdo 8, um valor de ¢ calculado pela curva de calibragdo do pNP
(marca Vetec®) a pH 9,0, foi utilizado para os testes com pH 7,02 e pH 9,0; e o outro valor de
&) calculado pela curva de calibragdo a pH 4,01, foi utilizado para os testes com pH 2,01 e pH
4,01.

Para as determinacdes das AEE em diferentes temperaturas, foi utilizado um
espectrofotometro com controle de temperatura (descrito no item 3.1.4) e utilizou-se as
temperaturas 14, 35 e 45 °C.

Neste trabalho, uma unidade enzimética de lipase (LU g, do inglés “lipase unit’) foi

definida como a quantidade de enzima que libera 1 pumol de pNP por minuto, por grama de
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enzima e/ou bioconjugado, nestas condi¢des (KORDEL et al.,, 1991; PENCREAC’H;
BARATTI, 1996).

3.1.7 Calculo da Porcentagem Estimada de Enzima Incorporada (%EI)

A %EI foi determinada por andlise de espetroscopia na regido do UV-vis para uma
suspensdo de bioconjugado 0,15 mg mL™! em 4gua ultrapura (pH 5,95), no comprimento de
onda de 280 nm (SCHMID, 2001). Para tanto, o espectro de varredura foi coletado de 800 a
200 nm ¢ a linha de base ajustada.

Para obten¢do dos valores de concentracdo da CalB, considerou-se a lei de Lambert-
Beer aplicada (Equacao 9).

Abs = g280 X b X Ccap (Equagéo 9)

Em que: Abs corresponde a absorbancia; €80 € o coeficiente de absortividade molar a
280 nm (L mol! cm™); b é o caminho 6ptico, igual a 1 cm; e Ccais é a concentragdo de CalB
(em mol L™). O valor de &80 para a CalB foi determinado a partir da Equacdo 10, descrita
abaixo (SCHMID, 2001):

€280 = 5500 X Nppp + 1490 X npyy + 125 X ngy s (Equagao 10)

Em que: €250 é o coeficiente de absortividade molar a 280 nm (L mol™! cm™); nrrp, nryr €
ncys s40 os numeros de aminodacidos triptofano (cinco), tirosina (nove) e cisteinas (sete)
presentes na CalB (UPPENBERG et al., 1994).

Portanto, para a CalB o valor de €230 calculado foi de 41785 L mol™! cm™.
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o suporte polimérico sintetizado e caracterizado, passou-se para a etapa de
modificagdao quimica da enzima pela inser¢ao de um grupo alcino. Nesta etapa, a enzima lipase
de Candida antarctica B (CalB), fornecida gentilmente pela Novozyme®, foi investigada para
inser¢ao de um grupo alcino na sua regido N-Terminal através de uma reagdo com propargil-
N-hidroxisuccinimidil (propargil-NHS). Um esquema geral dessa reagdo e da proposta de
imobilizacao da CalB na MCC-Az Otm por ligacao covalente, através da reacdo CuAAC, sao

representadas na Figura 3.2.

Figura 3. 2 — Esquema da sequéncia reacional proposta para imobilizacdo da enzima CalB em MCC-
Az: a) inser¢do do grupo propargil a estrutura da CalB; b) ligagdo covalente da enzima CalB a MCC-
Az através da reacdo CuAAC.

CalB Propargil-NHS NHS

-‘.‘r-' \N
o (0]
g = + iy RO 0. +:S> o O
RO 0.

n OR

CalB-Prop N* MCC-Az MCC-CalB

Fonte: o autor.

A reagdo de modificacio de aminodcidos por reacdo com reagentes N-
hidroxisuccinimidil ¢ conhecida da literatura (FILICE et al, 2011), porém a proposta de
utilizagdo desse reagente para inser¢ao de um grupo propargil a enzima CalB ¢ inédita, até onde
este autor foi capaz de perscrutar as bases cientificas (Figura 3.2a). Seu mecanismo se baseia
na reacao de acilagdo dos residuos de aminoacidos da regido N-terminal ativos a pH 7 que, por
estarem na regido terminal da enzima, ndo infeririam riscos de alteragdo direta do sitio ativo da

enzima (ROSEN; FRANCIS, 2017). Dessa forma, a enzima modificada — identificada daqui
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em diante como CalB-Prop — teria agora um grupo capaz de participar da reagao “click” CuAAC

e pode ser imobilizada covalentemente, como proposto pela reagdo da Figura 3.2b.

3.2.1 Caracterizacio por FTIR das Enzimas CalB e CalB-Prop

Apos a reagdo de modificacdo da enzima CalB, sua limpeza e liofilizag¢do, as amostras
de CalB-Prop obtidas foram caracterizadas por FTIR. Também foi coletado ¢ comparado o
espectro por FTIR para a enzima CalB sem modificagdo e liofilizada, ap6s remogao dos
conservantes e estabilizantes do extrato enzimatico enviado pela Novozyme®. Os espectros

FTIR estao apresentados na Figura 3.3.

Figura 3. 3 — Espectros de FTIR normalizados para a CalB liofilizada e para a CalB-Prop (a) na faixa
de 4000 a 650 cm™ e (b) com ampliacdo do intervalo de 1760 a 1490 cm™.

CalB-Prop (a)
CalB

CalB-Prop (b)
CalB

Absorbincia (a.u.)
Absorbincia (a.u.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 1750 1700 1650 1600 1550 1500

Niimero de Onda (cm'l) Niuimero de Onda (cmfl)

Fonte: o autor.

Dos espectros da Figura 3.3a, observa-se a presenca de bandas intensas em 3288 cm’!
para ambas as enzimas caracteristicas da regiio Amida A e uma banda em 3212 cm™! para a
CalB-Prop atribuida ao estiramento da ligagdo N—-H de amida (FORESTI ef al., 2010). Quanto
as mudangas de formato e intensidade das bandas na regido de 3000 a 2880 cm™! para a CalB-
Prop, atribuidas aos estiramentos Csps-H, estas podem estar relacionadas a inser¢ao do grupo
modificador contendo o propargil.

Outras alteragdes relevantes nos espectros da Figura 3.3a, sdo: um deslocamento na
bandas de absor¢io dos grupos C=0 na regio de 1640 cm™' e a mudanga nas suas intensidades
que podem indicar mudancas na conformagao da lipase apds a inser¢cao do grupo modificador

(SOTI et al.,2016; ZNISZCZOL et al., 2016); e as bandas entre 1576—1540 cm™! atribuidas ao
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dobramento simétrico das ligagdes N-H correspondente ao grupo NH3" dos aminoacidos da
chamada regido Amida II (BARTH, 2007). As principais bandas e suas atribui¢des estao

descritas na Tabela 3.1.

Tabela 3. 1 — Atribui¢ées das principais bandas de absor¢do do espectro na regidao do infravermelho
para as enzimas CalB e CalB-Prop.

Niimero de onda (cm™)  Atribuicées

3288 Estiramento N-H da regido Amidas A

3212 Estiramento N-H

2880 Estiramento Csps-H

1725 Estiramento ligagdo C=0 de amidas do acido aspartico
1680-1600 Dobramento N-H de Amidas I

1638 Estiramento C=C da histidina
1550-1500 Dobramento N-H de Amidas II

1440 Estiramento C-N da histina e deformacdo CHj3

1426 Dobramento CH»

1379 Deformagao simétrica CH3

1340 Associado ao triptofano

1229 Dobramento CH, estiramento C-N e dobramento N-H da histidina

1206 Estiramento C-C do triptofano

1054 Estiramentos C-N, dobramentos C-H e C-C do grupo indol do

triptofano

1031 Estiramento C-O da serina

960 Estiramento CO e CC da serina

804 “rocking” do grupo CH»

Fontes: (BARTH, 2007; FORESTI et al., 2010; SOTI et al., 2016; ZNISZCZOL et al., 2016).

De acordo com Foresti e colaboradores (2010), a regido espectral em cerca de
1640 cm™! pode ser utilizada para além de indicar alteragdes conformacionais, mas também para
fornecer informagdes sobre quais alteragdes foram estas (FORESTI et al., 2010). Dessa forma,
foi feito uma ampliacdo dessa regido nos espectros das enzimas, como pode ser visto na
Figura 3.3b, e notou-se que a banda em 1637 cm™! aumenta de intensidade relativa para a CalB-
Prop e que surge uma banda em 1630 cm™', também para a enzima modificada (BARTH, 2007;
FORESTI et al.,, 2010). Estas bandas indicam mudancas conformacionais na estrutura
secundaria da folha-B e folha-f antiparalela para a enzima CalB-Prop, que podem estar
relacionadas @ modificagdo quimica da regido N-terminal promovida pela reagdo com
propargil-NHS (FORESTI et al., 2010).

Em seguida, avaliou-se como estas mudancas conformacionais podem ter afetado as

atividades enzimaticas especificas (AEE), com respeito ao pH e temperatura.
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3.2.2 Determinacio das Atividades Enzimaticas Especificas em diferentes pH

Como variagdes no pH podem ocasionar a alteracdo na ionizagdo dos grupos que
compoe o sitio ativo da enzima e do substrato utilizado, diferentes valores de pH influenciam a
taxa que ocorre a ligacdo do substrato ao sitio ativo e sdo um fator relevante a ser estudado.
Outra questdo importante consiste no fato de que, apesar das alteragdes de pH nao levarem a
mudancgas na estrutura covalente das enzimas (isto €, sua configuracao), estas podem resultar
em mudangas em sua conformacao (ROBINSON, 2015).

Desta forma, nesta etapa foram avaliadas as enzimas CalB e CalB-Prop quanto a
influéncia dos pH 2, 4, 7 ¢ 9 nas respostas de suas atividades enzimaticas. Esta faixa de pH
avaliada buscou compreender o intervalo de pH 5 a 9, considerada a faixa de pH 6timo para a
enzima CalB comercial (NOVOZYMES BIOPHARMA DK A/S, 2016), mas ndo se limitando
a ela e, portanto, expandindo-a para compreender também a regido de pH acido.

Para isso, o método empregado para determinagdo das atividades enzimaticas foi o
acompanhamento da formagdo do p-nitrofenol (pNP) pela reagao de hidrolise enzimatica do p-
nitrofenil palmitato (pNPP), por UV-vis (PENCREAC’H; BARATTIL, 1996). Um esquema
dessa reagdo esta apresentado na Figura 3.1.

Cabe ressaltar que, para utilizacdo desse método de obtengao das atividades enzimaticas
em diferentes valores de pH € necessario considerar que o produto reacional p-nitrofenol (pNP)
tem um pKa de 7,16 (MARTiNEZ; DARDONVILLE, 2013) e, dessa forma, este apresenta
bandas de absorbancia maxima em diferentes comprimentos de onda, sendo 317 nm para pH
acidos e 405 nm para pH alcalinos (Figura 3.4). Portanto, foi necessario considerar esta
informacao para a sele¢do do comprimento de onda a ser monitorado durante os ensaios de

atividade enzimatica.

Figura 3. 4 — Equilibrio de dissociagdo dcida do p-nitrofenol (pNP).

OH o
J— + H
P N
o X o g
PNP na forma protonada PNP na forma desprotonada

absorve em 317 nm absorve em 403 nm

Fonte: adaptado de (SYEDD-LEON etal.,2020; XIA et al., 2021).
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Sendo assim, foram construidas curvas de calibragdo para um padrao de p-nNP em pH
4,01 e em pH 9,0, a partir das diluicdes de uma solugdo estoque preparada previamente. As
faixas de concentragdo de p-nNP avaliadas em cada pH foram determinadas de forma a
compreender os valores de absorbancia minimos e maximos encontrados durante os ensaios de
atividade enzimatica, para ambas as enzimas CalB e CalB-Prop. As curvas de calibracdo estao

apresentadas nas Figuras 3.5 e 3.6.

Figura 3. 5 — (a) Espectros de absorbdancia na regigo UV-vis registrados em tampdo acetato
50 mmol L' (pH 4,01) na presenca de diferentes concentracbes de p-nitrofenol (p-NP):
() 027; (—) 0,54, (—) 21,39; () 42,79; (—) 64,19, (—) 106,96 umol L. (b) Ampliagdo dos
espectros UV-vis com absorbdncia menores que 0,03 u.a. (¢c) Curva de calibra¢do para o pNP
construida a partir das absorbdncias obtidas em (a) no A=317 nm. (d) Ampliacdo da curva de
calibracdo na regido das concentragées de pNP menores que 0,6 umol L.
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Fonte: o autor.

Figura 3. 6 — (a) Espectros de absorbdncia na regido UV-vis registrados em tampdo fosfato
50 mmol L' (pH 9,0) na presenca de diferentes concentracbes de p-nitrofenol (p-NP):
(—) 0,506, (—) 1,012; () 1,517; (—) 2,023; (—) 3,033; () 4,042; (—) 6,058; (—) 8,071 umol L.
(b) Curva de calibrag¢do para o pNP construida a partir das absorbancias obtidas em (a) no A=405 nm.
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Fonte: o autor.
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A Tabela 3.2 apresenta as equagdes reta para o ajuste linear, juntamente com o
coeficiente de correlagdo linear, 7, e o coeficiente de determinacgdo ajustado, R%;ust., obtidos a
partir dos dados das Figuras 3.5 e 3.6. Estas equacdes foram utilizadas para calcular as

concentragdes de pNP obtidas e determinar as atividades enzimaticas, pela utilizagdo também

da Equagdo 8.

Tabela 3. 2 — Equacgoes de reta para o ajuste linear das absorbdncias por concentragdo de pNP, obtidas

por UV-vis.
pH Equacio de Reta r RZ;just.
4,01 Abs (u.a.) = 0,00902 + 0,01032 x Cpnp (umol L) 0,9998 0,9996
9,0 Abs (u.a.) = 0,01999 + 0,02316 x Cpnp (umol L) 0,9986 0,9969

Fonte: o autor.

A partir das curvas de calibragdo foram calculadas as concentragdes de pNP formados
durante 30 min de teste e, considerando a massa de enzima utilizada em cada ensaio, foram
calculadas as atividades enzimaticas especificas (em pmol min™! g ou, LU g'!) em relacio aos

pH testados, como descrito no item 3.1.6. Os ensaios retornaram os resultados apresentados na

Figura 3.7.

Figura 3. 7 — Comportamento das atividades enzimaticas especificas das enzimas CalB e CalB-Prop

em diferentes pH.
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A partir da Figura 3.7, vé-se que o pH alterou significativamente as atividades
enzimaticas especificas (AEE) para ambas as enzimas testadas. Destaca-se que, apesar de os
pH 2,01 e 4,01 estarem fora da faixa de pH considerada como 6tima para a CalB, pelo fabricante
(NOVOZYMES BIOPHARMA DK A/S, 2016), foram os pH acidos que, pela metodologia
utilizada neste trabalho, retornaram os maiores resultados de AEE, chegando a cerca de
175 LU g! para esta enzima. Enquanto isso, em meio alcalino estas atingiram um maximo de
cercade 1,5 LU g'! para a CalB.

Tratando agora das diferengas de AEE entre a CalB e a CalB-Prop, nota-se que para
todo os pH avaliados, os valores de LU g'! foram superiores para a CalB-Prop. Considerando-
se os resultados em meio acido: em pH 2,01 os valores chegam a praticamente dobrar (de 91,34
para 222,38 LU g'!); enquanto para pH 4,01 as AEE quase triplicaram (de 174,56 para 455,05),
sendo este o pH que apresentou a maior AEE para ambas as enzimas.

Mesmo em meio alcalino, as AEE aumentaram para a CalB-Prop em relagdo a CalB:
em pH 7,02, as AEE foram de 1,51 LU g™ para a CalB e de 2,08 LU g! para a CalB-Prop;
enquanto em pH 9,0, as AEE para a CalB foram de 1,63 LU g e de 3,58 LU g! para a CalB-
Prop.

Estas mudancgas nas AEE corroboram as informagdes observadas na espectroscopias por
FTIR de que houve uma mudanga conformacional na CalB-Prop, provavelmente causada pela
inser¢do do grupo propargilico em sua regido N-terminal. Estas alteracdes conformacionais
podem ter modificado a acessibilidade ao sitio ativo pelo substrato, o que aumenta a capacidade

catalitica da enzima (GIRI et al., 2021).

3.2.3 Determinacio das Atividades Enzimaticas Especificas em Diferentes Temperaturas

Para os ensaios de atividade enzimatica em diferentes temperaturas, fixou-se o pH em
4,01, uma vez que neste pH as enzimas apresentaram as maiores AEE. As temperaturas
selecionadas foram de 14, 24, 35 e 45 °C, e foram escolhidas de forma que se avaliasse duas
temperaturas fora da faixa de temperaturas consideradas 6timas pelo fabricante (14 e 24 °C) e
duas dentro dessa faixa (35 e 45 °C), que ¢ considerada de 30 a 60 °C (NOVOZYMES
BIOPHARMA DK A/S, 2016).

De acordo com Robinson (2015), o efeito da temperatura nas atividades enzimaticas ¢
complexo e consiste em duas forcas que agem simultaneamente em dire¢des opostas. Enquanto
o aumento da temperatura causa o aumento da energia cinética das moléculas e, geralmente,

ocasiona o aumento da taxa de reagdo, este aumento de temperatura ¢ acompanhado pela
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progressiva inativagdo das enzimas causada por sua desnaturagdo e se torna mais evidente
conforme maiores temperaturas sdo utilizadas (ROBINSON, 2015).

Tendo isto em mente, optou-se pela realizacdo dos testes com acompanhamento do
progresso reacional por 30 minutos de exposicdo das enzimas a estas condi¢des de pH e
temperatura. Dessa forma, intentou-se avaliar as atividades enzimaticas sem que houvesse
influéncia do processo de desnaturacdo das enzimas. Os testes de AEE nas temperaturas
escolhidas estdo detalhados no item 3.1.6, e forneceram os resultados apresentados na

Figura 3.8.

Figura 3. 8 — Comportamento das atividades enzimaticas especificas das enzimas CalB e CalB-Prop
em diferentes temperaturas.

400
300 |
200 |
100 |

N

1200 |- B caiB

z L B CalB-Prop
'op 1100 [ ca
) r -C IB-Pr
g 1000 F 55 o
_E 200 | 2227 calB-Prop
=) | CalB

E 800 |- E22 calB-Prop
= 700 |

= I

£ 600

g 500}

(=3 L

wn

=

N

=

=

2

N

-

AMITIHHIN
AAASA AN

14 22 35
Temperatura (°C)

=S
h

Fonte: o autor.

As AEE apresentaram um aumento consistente com o aumento nas temperaturas
avaliadas para as duas enzimas, sendo a temperatura de 45 °C a que apresentou as maiores AEE
(Figura 3.8). Além disso, a enzima CalB apresentou a maior atividade em uma temperatura
dentro da faixa otima informada pelo fabricante (NOVOZYMES BIOPHARMA DK A/S,
2016).

Em seguida, destaca-se o aumento de AEE para a CalB-Prop que, como nas variacdes
de pH, foi muito expressivo em relagdo a CalB. Nestes testes, as AEE da CalB-Prop
aumentaram em todas as temperaturas avaliadas, conforme detalhado em comparagao com a
CalB: a 14 °C, a AEE foi de 39,37 LU g para 149,92 LU g!; a 24 °C, o aumento foi de
174,56 LU g™ para 455,05; a 35 °C, o aumento foi de 178,49 LU g™ para 844,67 LU gl; e a
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45 °C, foi de 455,72 LU g para 1114,88 LU g'!. Assim, a temperatura 6tima encontrada para
a CalB-Prop também foi de 45 °C.

A partir dos ensaios de AEE com variagdo de temperatura, pode-se dizer que a
modificagao da CalB realizada neste trabalho, ndo s6 ndo causou prejuizos ao sitio catalitico
como alterou a conformacao espacial da enzima de uma forma que potencializou a sua resposta
catalitica, representando um aumento num fator de 2,45 vezes em sua AEE medida em pH 4,01
e temperatura de 45 °C, em relacao a enzima sem modificagao.

Estudos e caracterizagdes que deem conta do aprofundamento do entendimento de como
a conformacao da CalB-Prop foi alterada, se a posicdo (ou posi¢cdes) em que o(s) grupo(s)
propargilico(s) foi ligado a enzima foi realmente a N-terminal, como pretendido, e de como a
acessibilidade do sitio ativo ¢ modificada, serdo realizadas em futuro proximo.

De toda forma, estes resultados sao muito promissores no que representam os valores
de AEE obtidos, mas também no fato de que a CalB-Prop apresenta agora um grupo capaz de
se ligar covalentemente a um suporte que contenha grupos azidas, através da reagdo “click”
CuAAC. Além dessa reacdo, como citado anteriormente, ser muito eficaz e nao necessitar de
aquecimento ou de processos laboriosos de limpeza e/ou purificacdo, a ligacdo covalente
formada é muito estdvel e dificil de ser rompida, garantindo a imobiliza¢do da enzima
(CASTRO; RODRIGUEZ; ALBERICIO, 2016; KRUPICKA; DOPIERALSKI; MARX,
2017).

Ademais, ¢ sabido que durante o processo de imobilizagdo enzimatica, a perda de
movimentagdo e/ou acomodac¢do da enzima no suporte pode ocasionar redugdo da atividade
enzimatica (DI COSIMO et al., 2013). Dessa forma, o aumento expressivo da AEE da CalB-

Prop pode, de certa forma, compensar redugdes de atividade ocasionadas pela imobilizagao.

3.2.4 Analises por UV-vis e Espectroscopia de Fluorescéncia para as enzimas CalB e CalB-

Prop

A fim de aprofundar a investiga¢do sobre as mudancas conformacionais observadas
pelos espectros de FTIR e pelas AEE, as enzimas CalB e CalB-Prop foram analisadas por
espectroscopia UV-vis e espectroscopia de fluorescéncia e os espectros obtidos estdo

apresentados nas Figura 3.9 e 3.10, respectivamente.
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Figura 3. 9 — Espectros na regido UV-Vis obtidos para as solugdes enzimdticas nas concentragoes
0,42 mg mL”! para CalB, e 0,33 mg mL”! para CalB-Prop.
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Fonte: o autor.

As bandas na regidao de 230 a 300 nm nos espectros de UV-vis de proteinas sdo
comumente atribuidas aos grupos aromaticos das cadeias laterais dos aminodacidos triptofano
(Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe), com uma fraca contribui¢do das ligagdes dissulfeto
préxima a 260 nm (ANTOSIEWICZ; SHUGAR, 2016; SCHMID, 2001). Mais
especificamente, Biter e colaboradores (2019) atribuem a banda em 280 nm ao Trp e uma em
275 nm a Tyr (BITER et al., 2019).

Estas bandas sdo altamente sensiveis a mudancas no ambiente quimico da proteina e,
por isso, mudancas conformacionais devido a modificacdo quimica, alteracdes de pH e
temperatura, além de outros fatores podem alterar o formato e as absorbancias na regido destes
comprimentos de onda (BITER et al., 2019; SANNIGRAHI; DE; CHATTOPADHYAY,
2020). Inclusive, Filice e colaboradores (2011) identificaram alteracdes na banda em 260 nm
para o espectro no UV-vis de uma CalB modificada com grupo dieno, a qual os autores
atribuiram a uma provavel perda de aromaticidade do grupo indol do Trp pela modificagdo
quimica (FILICE et al., 2011).

Dessa forma, ¢ razoavel concluir que as bandas presentes nos espectros UV-vis das
enzimas CalB e CalB-Prop correspondem as absor¢des dos grupos aromaticos dos aminoacidos
triptofano e tirosina e que as alteragdes no formato dessas bandas sugerem uma alteragao
conformacional na enzima CalB-Prop (Figura 3.9). Assim, os espectros UV-vis vém corroborar
a hipotese de que houve mudanga conformacional da CalB-Prop, possivelmente causada pela

inser¢ao do grupo propargil.



111

Quanto aos espectros de fluorescéncia das solugdes das enzimas CalB e CalB-Prop,
estes estdo apresentados a seguir na Figura 3.10. Os resultados mostram os perfis de

fluorescéncia de acordo com o comprimento de onda de excitagdo (Aexc).

Figura 3. 10 — Espectros de fluorescéncia obtidos para as solug¢ées enzimdticas nas concentragoes
0,42 mg mL”! para CalB, e 0,33 mg mL”! para CalB-Prop, excitadas em Aexe= 228 nm e Aexe= 280 nm.
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Para os espectros de fluorescéncia, as solugdes apresentaram dois picos de emissao: um
por volta de 325 nm e um por volta de 626 nm, que aparecem nas mesmas posi¢des tanto quando
0 Aexc € 228 nm, como quando o Aexc € 280 nm (Figura 3.10). Esses picos, como as bandas na
regido UV-vis para proteina, sdo atribuidos a excitagdo dos aminodcidos triptofano e
fenilalanina, que contém grupos aromaticos. Normalmente, também ha a contribui¢do da
fluorescéncia da tirosina para estes picos, mas que € sobreposta pela emissao dominante do
triptofano (ANTOSIEWICZ; SHUGAR, 2016).

Também se observa nos espectros de fluorescéncia da Figura 3.10, que os picos de
emissdo em 325 e 626 nm ndo sofrem alteracdo quando se passa da CalB para a CalB-Prop.
Filice e colaboradores (2014) explicam que esta auséncia de alteragdes, quando acompanhada
por aumento das atividades enzimaticas, significa que as mudancas conformacionais
observadas por outras técnicas, ndo afetaram a forma ativa da enzima (FILICE et al., 2014; XU,
Chao et al., 2021).

Assim, somando-se as evidéncias de mudangas conformacionais observadas nas
espectroscopias de FTIR e UV-vis e o aumento das AEE para a CalB-Prop, a espectroscopia de
fluorescéncia confirma que estas mudancas ndo alteraram a forma ativa da enzima. A

modificacdo quimica da enzima melhorou sua atividade enzimadtica, tornando-a ainda mais
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ativa. Este aspecto ¢ de fundamental importancia quando se considera a producdo do

bioconjugado suporte azido celulésico/enzima.

3.2.5 Caracterizacio por FTIR do Bioconjugado MCC-CalB

ApOs as caracterizagdes da enzima CalB-Prop e avaliacao de seus comportamentos em
diferentes temperaturas e pH, esta foi imobilizada por ligagdao covalente catalisada por cobre
(CuAAC) ao suporte MCC-Az Otm, conforme esquema reacional apresentado na Figura 3.2.
Em seguida, o bioconjugado formado foi dialisado contra uma solugdo 0,5 mol L' de EDTA
uma vez, para remocao de ions cobre residuais, e trés vezes contra dgua ultrapura, seco em
estufa a 40 °C, pesado e armazenado sob a identificagio MCC-CalB. Entao, MCC-CalB foi

caracterizado por FTIR e seus espectros estdo apresentados na Figura 3.11.

Figura 3. 11 — Espectros de FTIR normalizados para a MCC-CalB comparada aos espectros da CalB-

Prop e MCC-Az Otm (a) na faixa de 4000 a 650 cm™ e (b) com ampliagio do intervalo de 1850 a
900 cm™.
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Fonte: o autor.

Quando se compara os espectros da MCC-Az Otm, CalB-Prop e MCC-CalB da
Figura 3.11a, chama atengdo o aparecimento da banda caracteristica do estiramento C=0 dos
grupos amidas em 1640 cm™ e da banda em 1540 cm™! atribuida ao dobramento simétrico das
ligagdes N-H, também de grupo amidas, provenientes da enzima CalB-Prop, no espectro da
MCC-CalB (BARTH, 2007; FORESTI et al., 2010; ZNISZCZOL et al., 2016). Esta alteracao
espectral indica que a enzima foi incorporada com sucesso ao suporte celuldsico. Ademais,
quando se avalia as ampliagdes dos espectros apresentados na Figura 3.11b, observa-se que ha
novamente uma mudanga conformacional na estrutura secundaria da enzima, com suas bandas

caracteristicas na regidio de 1640 cm™ apresentando posi¢des e intensidades relativas
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comparaveis a da CalB antes da modificagdo quimica, sugerindo que houve uma modificagao
conformacional na enzima ap6s a imobilizagdo (SOTI et al., 2016; ZNISZCZOL et al., 2016).
Esta modificagdo indica que a imobilizagdo no suporte altera novamente o perfil
conformacional e pode indicar que ocorreu imobilizagdo por ligacdo covalente e nao por
adsor¢ao fisica.

Além das alteracdes citadas, outra muito relevante para a hipotese de imobilizagio
covalente da enzima veio da comparagdo entre as bandas caracteristicas do grupo azida em
2111 cm™ para a MCC-CalB e para a MCC-Az Otm. Foi feito o calculo das RB entre a banda
em 2111 e a 1056 cm™, como discutido no item 2.2.2.1, tanto para o material celulésico antes
e apos a imobilizacdo da CalB-Prop e os valores encontrados foram de 0,4646 e 0,3738,
respectivamente. Essa redu¢do na RB para o bioconjugado MCC-CalB correspondeu a uma
diminuicdo de 19,54% em relagdo ao do suporte MCC-Az Otm e sugerem que a imobilizacao

da CalB-Prop realmente se deu por ligagdo covalente.

3.2.6 Analises por UV-vis e Espectroscopia de Fluorescéncia para o Bioconjugado MCC-

CalB

Conforme os espectros de FTIR apontaram nova alteragdo conformacional para a
enzima apds a imobilizacdo, seguiu-se as caracterizagdes espectroscopicas do bioconjugado
MCC-CalB pelas espectroscopias na regido UV-vis (Figura 3.12) e espectroscopia de

fluorescéncia (Figura 3.13).

Figura 3. 12— Espectro na regido UV-vis obtido para uma suspensdo do bioconjugado MCC-CalB com

concentragdo 0,15 mg mL™".
1.8

Absorbancia (u.a.)
= = - >
= & o n
1 1 T

=
w
T

200 300 400 500 600 700 800

2

Comprimento de onda (nm)

Fonte: o autor.



114

O espectro na regido UV-vis para o bioconjugado apresentou um alargamento da banda
em 280 nm e o aparecimento de duas novas bandas, uma em 221 nm e uma em 300 nm, que
ndo estavam presentes ou ndo eram tao evidentes nos espectros das enzimas livres (Figura 3.9).
Quanto a banda em 221 nm, bandas na faixa de 180 a 230 nm sao comumente atribuidas as
transi¢cdes m — 1* das ligacdes peptidicas (ANTOSIEWICZ; SHUGAR, 2016).

Jé& as bandas na regido de 230 a 300 nm, como descrito anteriormente, sdo atribuidas aos
grupos aromaticos das cadeias laterais dos aminoécidos triptofano, tirosina e fenilalanina, com
uma fraca contribui¢ao das ligacdes dissulfeto proxima a 260 nm e, portanto, as alteragdes no
formato dessa banda sugerem que a enzima sofreu uma nova mudanga conformacional durante
o processo de imobilizagao (ANTOSIEWICZ; SHUGAR, 2016; SCHMID, 2001).

Assim, o espetro UV-vis para o bioconjugado traz novas evidéncias que corroboram a
hipdtese retirada dos espectros FTIR (Figura 3.11) de que houve uma mudanga conformacional
da enzima apds imobilizagdo. Desse forma, o estudo dos espectros de fluorescéncia foi
realizado no sentido de complementar ¢ melhorar o entendimento sobre essa alteragcdo. Estes

espectros estdo apresentados na Figura 3.13.

Figura 3. 13 — Espectros de fluorescéncia obtidos para uma suspensdo do bioconjugado MCC-CalB
com concentragdo 0,15 mg mL, excitadas em dexe= 228 nm e Aexe= 280 nm.
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Desses espectros de emissao da Figura 3.13 tem-se que, quando comparadas aos picos
das enzimas livres CalB e CalB-Prop (Figura 3.12), os picos de emissdo originados pelos
Aexc €m 228 nm e Aexe €m 280 nm apresentaram deslocamentos para o azul (batocromico) de

cerca de 20 nm (de 325 para 305 e de 626 para 600, nas enzimas livres para a MCC-CalB,
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respectivamente). Esse deslocamentos apontam para a hipdtese de mudanga conformacional da
enzima apos imobilizacao levantada pelas técnicas de FTIR e UV-vis.

Porém, diferente dos espectros de fluorescéncia para as enzimas livres, em que nao
houve deslocamento dos comprimentos de onda de emissdo, para a MCC-CalB a mudanga
conformacional também causou uma alteracdo no microambiente em torno dos grupos
fluorescentes da lipase (JIA et al., 2013; XU, Chao et al., 2021). Estas mudangas podem sugerir
que houve modificagdo na conformacao aberta/fechada da enzima, provavelmente atribuidas a
imobilizacao da enzima (FILICE et al., 2014).

Esta hipotese foi verificada através dos ensaios de AEE e os resultados estdo

apresentados nos proximos topicos.

3.2.7 Determinac¢io da Porcentagem Estimada de Enzima Incorporada

Antes de realizar os testes de AEE, foi estimada a porcentagem de enzima incorporada
(%EI) ao suporte MCC-Az, através do método detalhado no item 3.1.7 (SCHMID, 2001). Por
este método, o valor de €280 nm calculado para a CalB foi aplicado a absorbancia corrigida do
espectro UV-vis da suspensdo do bioconjugado em 280 nm (Figura 3.12), conforme
Equacdo 10. A absorbancia em 280 nm corrigida foi igual a 0,1376.

Apo6s os devidos célculos e considerando as diluigdes utilizadas, a concentracao de
CalB-Prop estimada foi igual a 0,6847 mg mL™'. Uma vez que a massa inicial de CalB-Prop
utilizada para a reacdo de imobilizacdo foi de 2,78 mg (0,01:1, CalB-Prop:UAG) estimou-se a
%EI em 24,63%.

Considerando as andlises morfologicas e de area superficial especifica e porosidade,
além das RB para o grupo azida, sabe-se que o suporte MCC-Az tem superficie e grupos
suficientes para a incorporacdo de toda a CalB-Prop nestas condi¢des por reagio CuAAC.
Portanto, estudos posteriores serdo conduzidos de forma a otimizar a reagdo de imobilizagdo e
melhorar ainda mais as %EI.

A partir da quantidade de CalB-Prop imobilizada e da concentracdo de bioconjugado na
solucdo estoque, 0,94 mg mL!, foi também estimado que a massa de suporte em 1 mL
corresponde a 0,2553 mg. Portanto, como especificamente para esta reacao, a massa inicial de
suporte foi igual a 1,21 mg, pode ser estimado que houve uma perda relativamente alta de
material, dando conta de cerca de 79 %.

Esta perda possivelmente ocorreu nas etapas de transferéncia da reagdo para a dialise,

da retirada da reacdo da dialise, durante os processos de limpeza, e recebera atengao redobrada
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em trabalhos posteriores para que se evite perdas tdo expressivas dos bioconjugados e/ou

suportes.

3.2.8 Determinacio da Atividade Enzimatica do Bioconjugado MCC-CalB

Agora tendo conhecimento da quantidade estimada de CalB-Prop imobilizada na MCC-
Az, foram realizados os ensaios de AEE para o bioconjugado produzido. Para estes testes,
conforme as enzimas livres apresentaram maiores valores de AEE a pH 4,01 e temperatura de
45 °C, estas condigdes foram selecionadas para os testes com o bioconjugado MCC-CalB. Os
detalhes do procedimento utilizado estdo descritos no item 3.1.6, mas consistiu basicamente em
acompanhar a formagao do p-NP durante 30 min de contato do bioconjugado com a solugdo do
substrato, na temperatura determinada. Os resultados de AEE para o bioconjugado e a
comparagdo com os resultados obtidos para as enzimas CalB e CalB-Prop livres estdo

apresentados na Figura 3.14.

Figura 3. 14 — Comportamento das atividades enzimdaticas especificas das enzimas CalB e CalB-Prop
e do bioconjugado MCC-CalB em pH 4,0 e temperatura de 45 °C.

1200 -

[u—y
[
<
<

1000 |
900 |
800 |
700 |
600 |
500 |
400 |
300 |
200 |
100 |

Ativ. Enz. Especifica (LLmmol min! g‘l)

CalB CalB-Prop MCC-CalB
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Quando comparada as AEE para a CalB e CalB-Prop, a MCC-CalB apresentou uma
redugdo de cerca de 5 vezes em relacdo a CalB e de cerca de 13 vezes para CalB-Prop (de
455,72 LU gle de 1114,88 LU g para 84,97 LU g'!, respectivamente).

Esses resultados estdo em acordo com os observados pelas caracterizagdes

espectroscopicas que apontavam uma alteracdo na forma ativa da enzima e que podem estar
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relacionados as mudangas conformacionais desta ap6s a imobiliza¢do no suporte celulésico.
Imobilizagdo esta que as caracterizagdes também sugerem que ocorreu por ligagdo covalente
da enzima ao suporte.

Estas reducdes de atividade enzimatica apds a imobilizacao sdao conhecidas na literatura
e podem ser ocasionadas por uma a reducao da mobilidade e de liberdade conformacional da
enzima (DI COSIMO et al., 2013).

Apesar desta reducao na AEE do bioconjugado para o método de conversao do p-NPP
a p-NP, este bioconjugado pode apresentar resultados melhores frentes a outros substratos, e
estes serdo avaliados em trabalhos futuros. Alguns destes possiveis substratos sdo os 6leos
vegetais, que podem ser empregados em reagdes de transesterificagdo catalisadas por enzimas.
Como a lipase ¢ considerada uma enzima com ativacao interfacial, a utilizagdo de um
bioconjugado composto de um polimero que apresenta certa hidrofilicidade como a MCC-Az,
pode garantir justamente a quantidade de 4gua necessaria as vizinhangas da enzima imobilizada
para sua ativagdo em meios hidrofobicos, como essas reacdes de produgdo de biodiesel.

Outro fator muito relevante ¢ que, como a imobilizagdo da enzima CalB pode ser
comprovada pelos testes de AEE e caracterizagdes espectroscopicas, sua utilizagdo como um
bioconjugado MCC-CalB confere a enzima a capacidade de ser removida apds o término da
reacdo, lavada e reutilizada em vérias reacdes consecutivas. Sendo assim, o nimero de reusos
em que o bioconjugado mantém uma atividade catalitica apropriada, também sera investigado

frente a esses substratos oleaginosos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusao, este estudo alcangou com sucesso os objetivos propostos, evidenciando
avangos significativos na sintese de um bioconjugado inovador para potenciais aplicagdes em
reacdes de transesterificacdo de dleos vegetais. A otimizac¢ao das condigdes reacionais para a
tosilacdo da celulose microcristalina (MCC) em rota heterogénea permitiu a producao eficiente
do tosilato de celulose (MCC-Tos) com um grau de substitui¢ao (GS) substancial (igual a 1,72).
A subsequente sintese da azido celulose (MCC-Az Otm) a partir do MCC-Tos Otm, apresentou
caracteristicas compativeis com sua utilizacdo como suporte para a imobilizagdo covalente da
lipase CalB, resultando no bioconjugado MCC-CalB por meio da reacdo "click" CuAAC.

As caracterizagOes dos materiais produzidos em diferentes etapas, utilizando as técnicas
FTIR, TGA, DRX, ASAP, MEV ¢ RMN '3C-CP/MAS, proporcionaram uma compreensio
detalhada das propriedades estruturais e morfoldgicas. A modificagdo da enzima CalB para a
geracdo da CalB-Prop, seguida pela eficiente imobilizagdo no suporte MCC-Az, foi indicada
pelas técnicas espectroscopicas, demonstrando uma mudanga conformacional na enzima. A
determinagdo da eficiéncia de imobilizagdo do bioconjugado MCC-CalB e a avaliacdao
comparativa das atividades enzimaticas especificas entre CalB, CalB-Prop ¢ MCC-CalB
ofereceram informacdes valiosas para o potencial desse sistema em reagdes cataliticas.

Assim, este estudo proporcionou uma base solida para investigagdes futuras, incluindo
avaliagdes cinéticas, estudos de reuso em reagdes de transesterificagdo com 6leos vegetais e
outras aplicagdes relevantes. O bioconjugado MCC-CalB emerge como uma plataforma
promissora para catalisadores eficazes em processos de sintese sustentdveis e de energias

renovaveis.
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4.1 Trabalhos Futuros

Como perspectivas deste trabalho podem ser citadas as seguintes:

a) Caracterizar a enzima CalB-Prop e o bioconjugado MCC-CalB quanto as suas cinéticas
enzimaticas e estabilidades térmicas, em pH e solventes organicos;

b) Aplicar a MCC-CalB a reagdes de transesterificacdo de 6leos vegetais e determinar sua

atividade enzimatica, rendimento da reagcdo ¢ numero de reusos;
¢) Estudar como o grupo propargilico altera a conformagao da CalB, em que aminoacidos
especificos a reagdo ocorre, e qual conformacao a enzima apresenta apos a imobilizagdo

no suporte polimérico;

d) Escrever e publicar manuscritos advindos desta tese. Entre eles, finalizar o artigo ja
rascunhado intitulado previamente como: “Optimization of the Heterogeneous
Synthesis Conditions for Cellulose Tosylation and Synthesis of a Propargylamine

Cellulosic Derivative”.
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Anexo 1 — Curvas TGA (a, c, e, g, i) e DTG (b, d, f, h, j) para os derivados MCC-Tos produzidos nos
experimentos do planejamento experimental por Matriz Doehlert. Taxa de aquecimento de 10 °C min™

e fluxo de N> a 60 cm’ min™.
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Do Anexo la,c,e,g,i retira-se que as temperaturas Tonset variaram de 174 a 201 °C, Tendset

de 195 a 219 °C, as %P.M. de 27 a 47% e as %residuos a 600 °C variaram de 15 a 25 %. Para

os Anexos 1b,d,f,h,j vem que as Tmax variaram de 187 a 211 °C. Estes valores e perfis das curvas

TGA/DTG confirmam a producdo dos derivados celulésicos MCC-Tos, como visto por FTIR

e pelas comparagdes com dados da literatura para diferentes GS de tosilatos de celulose

(HAMDAOUI et al.,, 2020). Além disso, todos os experimentos apresentaram menor

estabilidade térmica do que a MCC sem modificacao, como esperado. O Anexo 2 traz os valores

dos dados termogravimétricos obtidos para todos os experimentos do planejamento

experimental, com seus respectivos valores de RB (1174/1056) e GS.
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Anexo 2 — Dados termogravimétricos obtidos a partir das curvas TGA/DTG para os derivados MCC-
Tos produzidos nos experimentos do planejamento experimental por Matriz Doehlert, comparados as

RB calculadas a partir do FTIR e aos GS.

Exp. Tonset (°C) Tendset (°C)  Tmix(°C)  %P.M. %Residuo RB GS
% 191,37 206,51 200,58 42,490 15,972 0,4423 0,61
2 201,05 215,35 210,43 44,946 20,032 0,4340 0,59
3 199,72 212,95 208,17 43,338 19,889 0,4877 0,71
4 197,54 210,88 206,32 41,035 19,527 0,5064 0,74
5 178,36 195,67 187,95 37,007 22,846 0,4761 0,68
6 176,03 212,40 199,08 42,555 24,846 0,3276 0,37
7 180,37 203,29 194,06 42,946 22,310 0,4226 0,57
8 174,38 206,70 196,56 42,272 23,694 0,3541 0,43
9 196,96 219,39 210,93 46,903 22,274 0,3023 0,32
10 193,11 210,81 204,23 46,779 20,360 0,3846 0,49
11 187,20 200,97 195,85 37,731 20,708 0,5346 0,80
12 185,63 199,29 193,98 37,755 21,305 0,5294 0,79
13 185,28 202,74 196,14 40,814 21,238 0,4416 0,61
14%* 192,36 208,36 202,29 43,864 20,429 0,4368 0,60
15% 191,11 206,32 200,58 43,312 20,425 0,4326 0,59

Fonte: o autor.

Uma tentativa de identificar relacdes entre os dados termogravimétricos e as RB e/ou

GS ndo permitiu que se observasse comportamento que pudessem ser descritos, como aqueles

parao MCC-Tos (5:1) em que somente variou-se o tempo reacional (Figura 2.18 e Tabela 2.15).

Isto se deve as alteragdes simultaneas em mais de uma variavel (tempo, temperatura e/ou RM)

entre cada experimento do planejamento que, em suma, também devem influenciar o

comportamento térmico do material final, além do que somente a quantidade de grupos tosila

inseridos. Ademais, os valores de RB e GS variaram muito pouco entre si para alguns

experimentos, o que pode ndo resultar em variagao perceptivel nos dados termogravimétricos.

Os produtos MCC-Tos apds a otimizagdo das condi¢des experimentais pelo

planejamento da Matriz Doehlert também foram caracterizados por TGA/DTG e suas curvas

estdo apresentadas no Anexo 3.
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Anexo 3 — (a) Curvas TGA e (b) DTG para as amostras de MCC-Tos apos defini¢do das condigoes
otimizadas. Taxa de aquecimento de 10 °C min™ e fluxo de N> a 60 cm® min™'.
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Fonte: o autor.

As curvas TGA do Anexo 3 mostram que os derivados produzidos na condi¢do
otimizada (MCC-Tos 7:1 — 74 h), nas condi¢des otimizadas extrapoladas de tempo (MCC-Tos
7:1 — 144 h) e de tempo e RM (MCC-Tos 10:1 — 144 h) tem estabilidade térmica semelhante
para o evento térmico principal com Tonset proximas. A discussdo dos outros dados

termogravimétricos, obtidos a partir das curvas TGA/DTG, sera feita a partir do Anexo 4.

Anexo 4 — Dados termogravimétricos obtidos a partir das curvas TGA/DTG para as MCC-Tos
produzidas em condigoes otimizadas, comparados as RB calculadas a partir do FTIR e aos GS.

Amostras Tonset (CC)  Tenaset CC)  Tmax(CC) %P.M. %Residuo RB GS
MCC-Tos 7:1-74 h 181,68 196,09 189,62 29,867 25,324 0,6472 1,04
MCC-Tos 7:1-144 h 181,51 192,37 188,01 22,736 22,852 0,8774 1,51
MCC-Tos 10:1 - 144 h 181,39 189,29 186,80 16,929 21,556 09769 1,72

Fonte: o autor.

Como mais de uma condicao reacional foi alterada entre as trés amostras, foram
comparadas (MCC-Tos 7:1 — 74 h) com (MCC-Tos 7:1 — 144 h) e (MCC-Tos 7:1 — 144 h) e
(MCC-Tos 10:1 — 144 h), em relagdo a Tendset, %P.M. € %residuo. Em cada conjunto de
comparagoes, foi possivel observar o mesmo comportamento de ligeira redu¢do nos valores
destes trés dados termogravimétricos com o aumento da insercdo de grupos tosila (indicado
pelo aumento na RB e nos GS) devido ao aumento na formagao de acido p-toluenossulfonico e
consequente maior despolimerizagdo das cadeias poliméricas, como descrito no item 2.2.3.1.

Porém, valores proximos de Tonset como os obtidos, podem indicar que uma ordem
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supramolecular semelhante pode ter sido alcangada nas condigdes experimentais testadas para
os diferentes MCC-Tos, como discutido anteriormente (HEINZE et al., 1996).

Em seguida, no Anexo 5 estdo apresentadas as isotermas de adsor¢do e dessorgao de
nitrogénio para as amostras MCC, MCC-Tos e MCC-Az, conforme discussao apresentada no

item 2.2.6.2.

Anexo 5 — Isotermas de adsorgdo e dessorcdo de nitrogénio dos materiais celulosicos (a) MCC; (b)
MCC-Tos; e (¢c) MCC-Az.
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