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RESUMO

A oxidagdo de alcoois para a obtengao de produtos de maior valor agregado € um processo ja
consolidado na industria. Nesse contexto, a oxidagdo do glicerol para a obtencdo de glicerol
carbonato torna-se uma estratégia particularmente interessante, pois utiliza um subproduto
industrial para gerar uma molécula simples, porém versatil, com aplicagdes em diferentes
processos voltados a producdo de compostos refinados. O glicerol carbonato apresenta
caracteristicas favoraveis, como atoxicidade, biodegradabilidade e solubilidade em 4gua, o que
o torna um produto promissor. Essas propriedades justificam seu crescente destaque na
literatura cientifica e técnica, tanto como intermedidrio em aplicagdes na sua forma original
quanto como substrato para transformagdes quimicas com o objetivo de funcionalizagdo,
ampliando ainda mais seu potencial de uso. Tendo em vista isso, o estudo de otimiza¢ao de um
processo biocatalitico para a conversdo do glicerol carbonato para o 4cido 2-oxo-1,3-dioxolano-
4-carboxilico, composto que pode ser utilizado na produgdo de polimeros livres de isocianatos,
produtos farmacéuticos, aminas, entre outros. A oxidagao do grupo funcional alcool do glicerol
carbonato ao correspondente acido carboxilico foi promovida por meio de um sistema oxidativo
lacase-mediador, composto pela enzima lacase proveniente do fungo Trametes versicolor e pelo
mediador redox TEMPO (radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxila). No estudo, foram
avaliados os efeitos de diferentes parametros reacionais, como a composi¢ao ¢ o pH da solucao
tampao, temperatura, tempo de reacdo, necessidade de oxigénio, redug¢do no uso de reagentes e
purificacdo da sintese enzimdtica. O sistema biocatalitico proposto mostrou-se altamente
eficiente, resultando em uma conversao do glicerol carbonato superior a 99% em éacido 2-oxo-
1,3-dioxolano-4-carboxilico. Dessa forma, este trabalho propde uma rota biocatalitica
promissora para a producao desse composto, refor¢cando a viabilidade de processos enzimaticos
sustentaveis na valorizagdao de subprodutos industriais.

Palavras-chave: alcool; biocatalise; glicerol carbonato; lacase; oxidacao.



ABSTRACT

The oxidation of alcohols to obtain higher-value products is a well-established industrial
process. In this context, oxidizing glycerol to produce glycerol carbonate is an interesting
strategy because it uses an industrial byproduct to create a simple but versatile molecule with
applications in processes that produce refined compounds. Glycerol carbonate is a promising
product due to its favorable characteristics, such as non-toxicity, biodegradability, and solubility
in water. These properties explain why it is becoming more prominent in scientific and technical
literature. It is used as an intermediate in applications in its original form and as a substrate for
chemical transformations to functionalize it, which expands its potential use. Given this, this
study focuses on optimizing the biocatalytic conversion of glycerol carbonate into 2-oxo-1,3-
dioxolane-4-carboxylic acid. This compound can be used to produce isocyanate-free polymers,
pharmaceutical products, and amines, among other products. The oxidation of the alcohol
functional group of glycerol carbonate to the corresponding carboxylic acid was promoted by
a laccase-mediator oxidative system, composed of the laccase enzyme from Trametes
versicolor and the redox mediator TEMPO (2,2,6,6-tetramethylpiperidyl-1-oxyl radical). The
reaction parameters, including buffer composition and pH, reaction temperature, reaction time,
oxygen requirement, reduction in the amount of reagents, and product purification protocols,
were evaluated. The proposed biocatalytic system demonstrated high efficiency, converting
99% of glycerol carbonate to 2-oxo-1,3-dioxolane-4-carboxylic acid. Thus, this work proposes
a promising biocatalytic route for producing 2-oxo-1,3-dioxolane-4-carboxylic acid, which
reinforces the viability of sustainable enzymatic processes for valorizing industrial by-products.

Keywords: alcohol; biocatalysis; glycerol carbonate; laccase; oxidation.
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1. INTRODUCAO

As reagdes de oxidagao desempenham um papel fundamental na quimica organica
sintética, sendo amplamente empregadas na industria para a producdo de compostos nas
mais diferentes areas de aplicacdo. A oxidacdo de alcoois primdarios e secundarios destaca-
se pela sua utilidade em obter aldeidos e acidos carboxilicos, no caso de serem utilizados
alcoois primarios como substratos, ou cetonas, quando siao empregados alcoois
secundarios, e assim preparar compostos intermedidrios ou produtos finais contendo estes
grupos funcionais. No entanto, os processos oxidativos tradicionais apresentam impactos
ambientais e riscos a saide humana, principalmente por utilizarem regentes que contém
elementos como cromo e o manganés. Os residuos gerados a partir dos processos classicos
de oxidagdo demandam tratamentos complexos antes do descarte, além de exigir cuidados
no manuseio para garantir a seguranca das pessoas envolvidas.

Visando minimizar esses problemas, a busca por metodologias verdes de oxidacao
tem ganhado destaque. Essas abordagens podem envolver o uso de oxigénio molecular,
metais nobres e, especialmente, a biocatalise, que emprega enzimas capazes de promover
reacgoes sob condi¢des brandas, como temperatura ambiente e pressao atmosférica. Embora
j& bem estabelecida no dambito da pesquisa académica, a biocatalise vem ampliando espaco
na industria e assim se consolidando como uma alternativa promissora por oferecer
processos mais limpos e sustentaveis.

Dentre as diferentes enzimas pertencentes a classe das oxidorredutases, as lacases
sd0 enzimas que naturalmente promovem a oxidagdo de compostos fenolicos. Porém,
outras classes de compostos podem ser empregadas como substratos quando houver
presente no sistema um mediador redox, formando assim o sistema lacase-mediador redox.

Por outro lado, considerando a crescente preocupacdo com o desenvolvimento de
processos industriais sustentaveis, o aproveitamento de subprodutos gerados em outros
processos produtivos constitui uma estratégia chave para a sustentabilidade. Nesse
contexto, o glicerol destaca-se como uma fonte promissora de carbono derivado de
biomassa, o que devido as suas caracteristicas estruturais € possivel uma variabilidade de
transformagdes quimicas e bioquimicas, permitindo a obtencdo de moléculas de maior
valor agregado. Um derivado relevante do glicerol ¢ o glicerol carbonato, que tem sido

utilizado como agente umectante em cosméticos, precursor na sintese de poliuretanos
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verdes e como intermediario na producao de compostos finos, como ésteres, além de sua
aplicacdo em formulagdes de vernizes e tintas.

O glicerol carbonato ¢ uma molécula estruturalmente simples, mas que apresenta
grande potencial para modificagdes quimicas, permitindo a obtengdo de estruturas mais
complexas e funcionalizadas, ampliando seu campo de aplicacdo em diferentes setores
industriais.

Neste sentido, os produtos de oxidacao do glicerol carbonato, seja o aldeido ou o
acido carboxilico correspondente, possuem escassos relatos na literatura cientifica, sendo
que o acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico possui principalmente relatos em
documentos de patentes, em que ¢ descrito como intermediario na produgdo de
hidroxiuretanos e como grupo terminal para o bloqueio de aminas. Estes documentos
relatam de forma pouco clara a metodologia de sintese do acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-
carboxilico, e ndo ha descricao de dados sobre pureza, rendimentos, ¢ nem mesmo dados
para as caracterizagdes estruturais ou fisico-quimicas. Desta forma, este estudo explora o
emprego de um sistema oxidativo lacase-mediador redox como uma estratégia
biotecnologica para a produgdo do &cido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico a partir do

glicerol carbonato.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Preparar o acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico a partir da oxidagdo quimio-
enzimatica do glicerol carbonato empregando um sistema lacase-TEMPO para aplicagao

industrial.

2.2. Objetivos especificos

a) Sintetizar o 4cido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico a partir da oxidacdo do glicerol
carbonato por meio do sistema lacase-mediador redox, constituido pela lacase comercial
de Trametes versicolor e o mediador redox TEMPO;

b) investigar o efeito das condigdes reacionais, solu¢do tampao, pH, temperatura e tempo
na conversao, seletividade e rendimento;

¢) recuperar do meio reacional o produto acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico com

elevada pureza;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo, sera apresentado o estado da arte relacionado a oxidagao de alcoois a
acidos carboxilicos, com énfase nos processos biocataliticos mediados por enzimas do tipo
lacase, bem como suas aplicacdes em metodologias alternativas voltadas a sintese de
produtos de alto valor agregado. Serdo também discutidos os avancos nos estudos
envolvendo reagdes com glicerol carbonato, destacando seu uso para obtengdo de outras

moléculas de interesse industrial, com potencial aplicagdo em diversos setores.

3.1. Oxidacao de alcoois para obten¢io de produtos para uso na industria

A reagdo de oxidagao de alcoois ocupa um papel relevante na industria quimica,
especialmente em setores como o farmacéutico e de especialidades quimicas. A oxidacao
de alcoois primérios pode resultar na formagao de aldeidos ou de 4cidos carboxilicos, sendo
esse resultado dependente do agente oxidante empregado e das condi¢des reacionais. Por
sua vez, alcoois secundarios, quando submetidos a processos de oxidacao, sao convertidos
em cetonas. Ja os alcoois tercidrios nao sofrem oxidagdo, uma vez que ndo possuem
hidrogénio ligado ao carbono que sustenta o grupo hidroxila, o que impede a quebra da
ligagdo C-H necessaria para a formagao de produtos oxidados (Zorzanelli e Muri, 2015).

Dentre os métodos classicos de oxidacdo, destacam-se aqueles que utilizam
compostos a base de cromo, conhecidos por sua elevada eficiéncia como agentes oxidantes.
O trioxido de cromo (CrO:s), na presenca de acido sulfurico diluido em acetona, da origem

ao acido cromico, formando o chamado reagente de Jones (Figura 1).

(0]
Cr03
P N N N /\/\/\/\)J\ + Cry(S0y4)3
OH HZSO4, Hzo OH
Decan-1-ol Acetona

Acido decanoico

Figura 1. Esquema da reagdo de alcool com reagente de Jones.

Este reagente ¢ amplamente empregado devido ao seu baixo custo e alta eficacia na
oxidagdo de alcoois. Na presenca desse sistema, por exemplo, alcoois primarios sao
convertidos diretamente em acidos carboxilicos (Zorzanelli e Muri, 2015).

Além disso, o trioxido de cromo ¢ usado na sintese de outros reagentes cromados,

como o clorocromato de piridinio (PCC) e o dicromato de piridinio (PDC), ambos
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largamente utilizados em processos de oxidagdo seletiva. O PCC atua de forma eficiente

em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) na oxidacdo de alcoois, conforme

Figura 2.
H;C
3¢ OH HyC O = |
=
HsC @ ® HaC N -
~ TA_ - = 3 + CrO3 + N%
Qigjt& tOONT OGN cenop2sc ¢ Cl
I o H
H
% 0
Testosterona Clorocromato de piridinio 4-androstenediona
(PCC)

Figura 2. Esquema da reagdo de alcool com o reagente PCC.

Ja 0 PDC ¢ obtido pela reacdo de trioxido de cromo com piridina em meio aquoso
a cerca de 30 °C. Quando empregado em meio organico, como diclorometano, o PDC
promove a oxidacdo Figura 3, oferecendo uma alternativa eficiente e seletiva aos métodos

tradicionais (Zorzanelli e Muri, 2015).

CH, CH; O
=
PDC H - |
NP + CrOj; + N% -
OH CH,Cl,, 25 °C | Cl
| 2024 h H
3,7-dimetiloct-6-en-1-ol 3,7-dimetiloct-6-enal

Figura 3. Esquema da reagdo de alcool com reagente PDC.

Outro grupo de agentes oxidantes amplamente utilizado em processos de oxidagao
organica sdao compostos derivados de manganés, como o permanganato de potéassio
(KMnO.4) e o didéxido de manganés (MnO:) (Figura 4). Embora esses reagentes apresentem
eficiéncia na oxidagao de alcoois, seu uso também acarreta a geragdo de residuos contendo
manganés. Adicionalmente, destaca-se o dimetilsulfoxido como agente oxidante, que, em
presenca de cloreto de oxalila a temperaturas baixas (-78 °C) produz o ion sulfonio. Este,
reage com alcoois, promovendo sua oxidacao e levando a formacao de aldeidos ou cetonas

(Zorzanelli e Muri, 2015).
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(0] 0]
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Acido 2-(3-hidroxi-4-(hidroximetil) ACid0_4-(1 -.carbol)fietil)-Z-
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50%

Figura 4. Esquema da reagdo de dlcool com didxido de manganés

Outro oxidante relevante ¢ o reagente a base de iodo chamado de periodinano de
Dess-Martin (DMP). Este oxidante promove a oxidacdo de alcoois em diclorometano ou
cloroféormio a temperatura ambiente (25 °C), apesar de ser menos toxico se comparado aos
demais oxidantes citados, o 4cido 2-iodoxibenzoico que € o reagente necessario para o
preparado do DMP ¢ potencialmente explosivo quando submetido a impacto ou
aquecimento, inibindo o seu uso em escala industrial (Zhdankin et al, 2005).

Apesar da elevada eficiéncia dos métodos oxidativos convencionais, esses
processos apresentam limitagdes significativas sob os aspectos ambiental e de seguranca.
A principal preocupacdo esta associada a geragdo de residuos contendo metais pesados,
como cromo € manganés, ambos de elevada toxicidade, cuja disposi¢do inadequada pode
resultar em sérios impactos ambientais (Tromp et al., 2010). Esses residuos demandam
tratamentos especificos antes do descarte, a fim de evitar a contaminacao de ecossistemas.
Além dos danos ambientais, destaca-se o risco ocupacional relacionado a exposicao a esses
compostos, que podem ocasionar diversos problemas de saude, incluindo bronquite,
dermatites e, em casos de exposicdo cronica ou em concentragdoes elevadas, o
desenvolvimento de neoplasias malignas. Nesse contexto, torna-se importante a busca por
alternativas que possibilitem a substituicao de reagentes toxicos por sistemas mais seguros
e ambientalmente compativeis, representando, assim, um dos principais desafios no
desenvolvimento de metodologias sustentaveis para a sintese de compostos organicos
(Zorzanelli e Muri, 2015).

Com a crescente preocupacao do impacto dos processos quimicos no ambiente € no
desenvolvimento social, pesquisadores na academia e na industria tém-se dedicado no

desenvolvimento de métodos oxidativos que estejam alinhados aos conceitos da Quimica
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Verde, visando por exemplo, a redu¢ao na geragao residuos, € o uso de reagentes atoxicos
(Hirano; Miyamoto; Ohta, 2008).

Tais principios tém origem nos fundamentos estabelecidos por Paul Anastas e John
C. Warner, que, em 1998, publicaram a obra Green Chemistry: Theory and Practice, na
qual propuseram diretrizes essenciais para orientar a pratica da quimica no sentido de
reduzir os impactos ambientais (Anastas; Warner, 1998). Esses principios servem como
base para o desenvolvimento de processos e produtos mais seguros, eficientes e
sustentaveis, alinhando a atividade quimica as demandas de preservagdo ambiental e
protecdo da satide humana (Sheldon, 2024).

Dentre os métodos considerados verdes para a oxidagao de alcoois, temos aquelas
com o uso do radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxila, comumente representado pela
sigla TEMPO. Nesse sistema, o agente ativo responsavel pela oxidagdo do alcool € o cation
oxoamonio, gerado a partir do TEMPO (Figura 5). Este c4tion apresenta a capacidade de
ser regenerado por meio da acdo de outros agentes oxidantes presentes no meio reacional,
como o clorito de so6dio (NaClOz2) ou o acido tricloroisocianurico (TCCA). Dessa forma, o
TEMPO atua de maneira catalitica no processo, sendo continuamente reciclado ao longo
da reacdo, o que contribui para a reducdo do consumo de reagentes e da geracdo de

residuos, alinhando-se aos principios da Quimica Verde (Zorzanelli e Muri, 2015).

0}

NN o TEMPO /\/\)J\OH
NaOCl; NaClO, ,
Hexan-1-ol 3.4h Acido hexanoico

Figura 5. Esquema da reacao de alcool com reagente TEMPO

3.2. Enzimas como biocatalisadores: avancos historicos e aplica¢des na industria

As enzimas sdo macromoléculas vitais para a manutencdo da vida atuando como
catalisadores bioldgicos (biocatalisadores) e assim promovendo inumeras reagdes
bioquimicas. Ainda que os processos biotecnologicos que utilizam enzimas sejam
utilizados ha muitos anos, como por exemplo a produgdo de alimentos e bebidas por meio
da fermentacdo, foi em 1833 que foi descrita a primeira enzima, na época denominada
diastase, e que hoje sabe-se se tratava de uma amilase. Mais tarde, em 1903, Henry

Drysdale Dakin isolou um extrato enzimatico do figado de porco e demonstrou que as
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enzimas presentes nesse extrato eram capazes de atuar mesmo fora de um organismo vivo,
hidrolisando moléculas de ésteres em acidos graxos e alcool. Esse trabalho foi um avango
na bioquimica porque mostrou que as enzimas ndo so6 eram especificas em suas reagdes,
mas também podiam ser utilizadas para fins sintéticos (Dakin, 1903).

Anos depois, em 1913, Otto Rohm utilizou a enzima comercial, tripsina, do
pancreas animal para uso como detergente (Al-Ghanayem e Joseph, 2020). Outro marco
importante na historia das enzimas ocorreu em 1936, quando Ernest Alexander Sym relatou
um experimento sobre a reacdo de esterificagdo de acidos carboxilicos utilizando esterases
extraidas do pancreas suino. Ele observou que essas enzimas nao eram inativadas na
presenca de solventes como acetona, benzeno e tetracloreto de carbono, demonstrando
resisténcia, versatilidade e um rendimento superior em comparagao aos sistemas aquosos
(Sym, 1936). Na década de 1960, proteases e amilases comegaram a ser introduzidas como
aditivos em detergentes para remog¢ao de manchas de proteinas. Desde entdo as enzimas
vém sendo estudadas e aprimoradas para os mais diversos setores da industria, como na
engenharia genética, medicina, farmacéutica, combustiveis, etc. (Al-Ghanayem e Joseph,
2020).

Um exemplo mais recente de aplicacdo comercial da biocatalise foi a substitui¢ao
de rota quimica para a producdo de ésteres emolientes (substancias com propriedades de
amaciar/suavizar a pele), técnica desenvolvida pela multinacional sediada na Alemanha
Evonik, especialista em produtos quimicos finos. A producdo passou a ser realizada com
enzima lipase CAL-B que inicialmente apresentava um custo elevado se comparado com
0 processo convencional, porém o processo quimico era realizado em temperatura superior
a 180 °C o que ocasionava a formagdo de diversos subprodutos com caracteristicas
desagradéaveis para o mercado, exigindo gastos com purificacdo para remocao de odor e
cor. Com o processo catalisado por lipase, o produto ¢ obtido a temperaturas mais baixas,

entre 60 °C e 80 °C, sem a formagdo de residuos, o que o torna mais vantajoso (Wu et al.,

2021).

3.3. Aplicacdo de enzimas lacases na oxidacao de alcoois

As enzimas lacases fazem parte da classe das oxidorredutases (EC 1.10.3.2), e sdo
definidas de acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular

(IUBMB) como benzenodiol: oxigénio oxidorredutases e estdo presentes em varios
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organismos como plantas, fungos e bactérias. Embora a classificacio EC (Enzyme
Comission) define que o substrato padrao ¢ o benzenodiol, estas enzimas atuam na
oxidacao de diversos compostos fendlicos e ndo fendlicos (IUBMB, 2025).

A primeira descri¢do de uma lacase ocorreu em 1883, no Japao, pelo pesquisador
Hikorokuro Yoshida (Yoshida, 1883), ao analisar a composicao da seiva da arvore de laca
chinesa (7Toxicodendron vernicifluum, que na €poca era descrita como Rhus vernicifera).
Mais tarde, entre 1894 e 1896, o pesquisador francés Gabriel Bertrand aprofundou os
estudos sobre as lacases, definindo melhor sua classificagdo como oxidase. Em seu estudo,
ele relatou que a seiva, inicialmente incolor ou levemente amarelada da arvore japonesa,
se tornava escura (Figura 6) ndo apenas devido a exposi¢do ao ar, mas também pela acdo
de uma diastase, que chamou de lacase. Neste experimento, também observou que a seiva
nao se alterava quando mantido em frascos fechados por tempos prolongados, no entanto,
quando em contato com o ar, se oxidava rapidamente formando um filme de cor preta e
intensa, insoluvel em solventes, explicando sua alta demanda no extremo oriente como

verniz brilhante de alta resisténcia. (Wisniak, 2014).
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Figura 6. Fotografia do caule da arvore de laca chinesa (Rhus vernicifera), mostrando a
seiva escurecida pela acdo das lacases.

Além de serem observadas nas seivas, as lacases ja foram relatadas na oxidagao de
diversos substratos como aminas aromaticas e alifaticas, aldeidos e alcoois. Devido as suas
condi¢cdes brandas de trabalho em relacdo a temperatura e ao pH, as lacases podem ser
aplicadas em diversos setores, como as industrias alimenticia e téxtil, nas quais sdo

aplicadas na reducao de oxigénio para producdao de cerveja aumentando a validade do
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produto e no branqueamento de fibras, respectivamente (Marino et al., 2022). Bassanini e?
al. (2021) também destaca o importante papel das lacases na industria de polpa de celulose,
especificamente na deslignificagdo de fibras lenhosas. A ampla aplicabilidade das lacases
as torna uma ferramenta sustentavel e "verde" para diversos processos industriais.

As lacases sdao enzimas glicoproteicas e monoméricas, com massas molares que
podem variar de 50 a 130 kDa, em que a por¢ao formada de carboidratos tem a funcao de
contribuir para a estabilidade destas enzimas (LI ef al., 2024). Estas enzimas fazem parte
do grupo de enzimas conhecidas como azul multicobre oxidases, por serem enzimas que
oxidam os substratos pela transferéncia de um tnico elétron. O estado de oxidagao da lacase
¢ restaurado com a participacdo de oxigénio molecular como aceptor final de elétrons,
produzindo somente agua como subproduto da reagdo. Assim, o ciclo catalitico (Figura 7)
¢ finalizado com a reducdo de uma molécula de oxigénio produzindo duas moléculas de
agua, bem como a oxidacdo de quatro moléculas do substrato, resultando em quatro

radicais.
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Figura 7. Representacdo simplificada do mecanismo de oxidagdo da hidroquinona por uma
lacase com a conversdo do oxigénio em agua.

A estrutura cristalina completa da lacase de T. versicolor, contendo todos os cobres,
cadeia polipeptidica e sete porcdes de carboidratos foi apresentada por Piontek e
colaboradores (2002), do Instituto de Bioquimica da Suica, e depositada no banco de dados
de proteinas e codificada como 1GYC (10.2210/pdb1GYC/pdb). A partir da estrutura
cristalina pode-se estipular o mecanismo enzimatico por tras da oxidagao.

A Figura 8 demonstra o modelo molecular gerado a partir da estrutura cristalina
1GYC, com o foco no modelo molecular do sitio catalitico, em que estdo dispostos os 4
atomos de cobre. O Cu-1 ¢ cercado por uma molécula de cisteina e duas histidinas como

ligantes, a quarta posi¢@o pode ser variavel, sendo algumas vezes a metionina. A coloracdo
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azul da enzima, com absor¢ao de banda a 614 nm, ¢ devido a ligagao covalente do cobre
com a cisteina, sendo esse o sitio responsavel pela oxidagdo do substrato.

O elétron abstraido do substrato ¢ transferido do Cu-1 e enviado para os cobres do
tipo T2 (Cu-4) e T3 (Cu-2 e Cu3), onde o oxigénio molecular ¢ reduzido a agua. O cobre
T2 (Cu-4), ¢ coordenado por duas histidinas € uma molécula de agua, ¢ um sitio em
ressonancia de elétrons paramagnéticos. Por possuir propriedades paramagnéticas, também
¢ caracterizado pela sua fraca absor¢do no espectro visivel. Os cobres T3 (Cu-2 e Cu-3),
sdo ligados a trés histidinas, com absor¢ao de banda UV em 330 nm e fazem parte do centro
binuclear da enzima, que, diferente do Cu-4, ndo existe ressonancia magnética devido a
jungdo antiferromagnética dos dois ions de cobre, mediada pelo grupo hidroxila. (Bassanini

etal., 2021; Lin et al., 2023).
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Figura 8. Modelo molecular tridimensional da estrutura cristalina da lacase de T versicolor,
gerada a partir do modelo 1GYC (https://www.rcsb.org/structure/1gyc) e enfoque no
modelo molecular do sitio catalitico com a disposi¢do dos cobres do tipo T1, T2 e T3.

Nas reacdes em que o substrato a ser oxidado tem um potencial redox superior ao
da lacase ou o substrato ¢ muito volumoso, ¢ necessaria a presenca de um mediador
quimico de baixa massa molecular para facilitar as reagdes oxidativas. Assim, esse
mediador reage primeiramente com a lacase, formando um reagente oxidativo
intermediario que em seguida oxida o substrato alvo, como demonstrado na Figura 9

(Bourbonnais e Paice, 1990).
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2 H0 / lacase (0x) [Cull] 4 mediador (red) / 4 Substrato (0x)
0, \\ X 4 mediador (ox) X 4 Substrato (red)

lacase (red) [Cul]
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Figura 9. Esquema simplificado dos ciclos quimio-biocataliticos do sistema lacase —
mediador redox.

Dessa forma, o sistema lacase—mediador redox (SLM) viabiliza a oxidagdo de
compostos nao fenolicos. Nesse sistema, a lacase oxida primeiro o mediador, formando um
radical livre. Esse radical reage rapidamente com o substrato, mesmo quando seu potencial
redox (Eo) ¢ mais alto que o da lacase. A escolha de um mediador adequado deve considerar
que este ndo deve inibir a acdo da enzima (Lin et al., 2023).

Apesar de frequentemente requererem mediadores, as lacases apresentam a
vantagem de ndo demandar quantidades estequiométricas desses compostos nem a
necessidade de regenerd-los por reagdes externas, como ocorre com muitos cofatores
utilizados por outras oxidorredutases. Essa caracteristica permite processos mais simples e
econdmicos, sendo uma das principais razdes para o amplo uso industrial das lacases,
especialmente em aplicacdes como biorremediagdo, branqueamento de celulose e
modifica¢do de compostos fenodlicos (Bourbonnais; Paice, 1990).

Quando necessario, as moléculas mediadoras empregadas juntamente com as
lacases podem ser naturais ou ndo-naturais, como os exemplos apresentados na Figura 10
(Marino et al., 2022). Os mediadores ndo-naturais sao os mais utilizados nas rea¢des devido
a sua alta eficiéncia e disponibilidade comercial.

O primeiro mediador sintético relatado em um sistema lacase de 7. versicolor —
mediador para a oxidagdo da lignina foi o 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-sulfonato),
mais conhecido pela sigla sua sigla ABTS. Outro mediador ndo natural empregado ¢ o
1-hidroxibenzotriazol (HBT), o qual é empregado em processos de oxidacao da lignina e
no branqueamento de polpa de celulose. J& para a oxidacdo de alcoois primarios, o
mediador radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxila (TEMPO) € o mais aplicado (Mani et
al., 2018).
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A) Mediadores redox de origem natural

0] 0] o
H3;CO
H H;CO H S 3 N-"oH
OH
HO HO HO
OCH,4 OCHj, OCH,4
vanilina siringaldeido acido cinamico acido sinapinico
B) Mediadores redox de origem nao-natural
N
MY )
_ S _ ,
038 N—<Nj©/ N\ l}l
K OH (0N
2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-sulfonato 1-hidroxibenzotriazol 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxila

(ABTS) (HBT) TEMPO

Figura 10. Moléculas naturais (A) e ndo naturais (B) frequentemente empregadas como
mediadores redox nos sistemas oxidativos lacase — mediador.

Para o mecanismo quimio-enzimatico do sistema lacase — TEMPO para a oxidacao
de alcoois primarios (Figura 11), propde-se que a enzima inicialmente oxida o mediador
TEMPO, pela captura de um unico elétron formando a espécie ativa que € o cation
oxamdnio (TEMPO™). O TEMPO" atua como espécie eletrofilica, interagindo com o alcool
(substrato) levando a formacao do intermediario I. O equilibrio 4cido-base do sistema leva
a formagdo do intermediario II, no qual ocorre a abstracao do hidrogénio na posi¢ao-a (Ha)
ao grupo hidroxila do alcool. Esta abstracdo deve ocorrer por uma espécie com carater
basico presente no meio reacional. A abstracdo do Ha leva a formagdo do aldeido, o
principal produto do sistema quimio-enzimatico, e a formacdo da terceira espécie de tempo
envolvida no ciclo catalitico que ¢ a hidroxilamina (2,2,6,6-tetrametilpeperidin-1-ol). Esta

espécie ¢ regenerada pela lacase ao TEMPO (Tromp et al., 2010).

Figura 11. Mecanismo quimio-biocatalitico de oxidag@o de alcoois primarios pelo sistema
lacase — TEMPO.

Os aldeidos sdo em geral o principal produto do sistema lacase — TEMPO. No
entanto, quando ¢ observada a oxidacdo de alcoois diretamente a acidos carboxilicos,
propde-se uma oxidacdo em duas etapas (Galletti et al., 2014). Primeiro o 4lcool ¢ oxidado

ao aldeido correspondente (Figura 12), e se este tiver uma 6tima solubilidade em agua,
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favorecera o equilibrio da hidratagdo do aldeido formando um diol geminal, sendo entdao

substrato no ciclo quimio-enzimatico formando o 4cido carboxilico.

lacase

j\ H,0 HO. OH TEMPO j\
R H R><H H,0, O, R OH
aldeido diol geminal acido carboxilico

Figura 12. Oxidacao de aldeidos aos correspondentes alcoois.

Um exemplo recente envolvendo sistema lacase-mediador redox, foi publicado por
Silva et al., (2020) para a oxidagdo do alcool propargilico visando a obten¢do de inonas,
compostos que possuem uma ligacdo tripla carbono-carbono diretamente ligada a um grupo
carbonila de uma cetona sao realizados com uso estequiométricos por métodos de excesso
de oxidantes, como, cromo, manganés ¢ iodo. Nesse contexto, o trabalho propde o estudo
de obtencdo de inonas a partir da oxidacdo mediada por lacase/TEMPO de 1-fenilpropan-
2-ol. Os autores avaliaram as reagdes em solugdes tampao citrato, acetato, citrato/fosfato
tamponadas em pH 5,0 e solu¢do de HCI (pH 5,0). Paralelamente, foram avaliadas as fontes
de oxigénio sob pressao atmosférica e borbulhando O» diretamente na reagdo. Concluiram
que conversdes de 93% foram obtidas em solu¢dao de HCI (pH 6,0) a 30 °C, 12,5 mM de
TEMPO e 4 mg de lacase. Outro fator considerado importante foi o uso do borbulhamento
de O, para reagdes realizadas em solucdes tamponadas, nas quais apresentaram
rendimentos proximos de 80% para tampao citrato e citrato/fosfato.

Utilizando alcool benzilico como substrato, lacase de 7. versicolor e TEMPO como
mediador em tampao acetato (pH 4,5, 100 mmol L"), em frascos abertos e ar atmosférico
obteve-se como produto o benzaldeido. Entretanto, quando a reag¢do foi submetida em
frascos fechados com borbulhamento de O; observou-se a formacgao do acido benzoico. O
uso de tampao auxilia na manutencdo do pH evitando a decomposi¢cdo do mediador e
também a desnaturacao da enzima (Galletti et al., 2014).

Conforme o estudo de Barreca et al. (2004) para a avaliagcdo da oxidag¢ado de alcoois,
foi utilizada uma solucao tampao de citrato de s6dio a 100 mmol L™ e pH 5,0 nas reagdes
enzimaticas. Marino ef al. (2022) também demonstrou a oxidac¢ao de alcool benzilico em
benzaldeido com lacase, utilizando as mesmas condigdes de pH e concentragdo de tampao

citrato. Liebminger; Siebenhofer e Guebitz (2009) avaliaram a oxidacdo de glicerol em
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compostos de maior valor agregado, utilizando uma solugdo tampao acetato a
100 mmol L' e pH 4,5.

Essa diversidade nas condi¢gdes experimentais, como a varia¢ao do tipo de tampao
e pH, destaca a versatilidade das lacases em atuar em diferentes processos oxidativos,
adaptando-se aos substratos e condi¢des especificas para otimizacdo da atividade
enzimatica.

O trabalho de Cheng et al., (2021) apresenta um estudo de otimizagao de solventes
com o objetivo de viabilizar a oxidagdo de dlcoois primarios a acidos carboxilicos
utilizando o sistema lacase-TEMPO. Assim como outros autores citados, os pesquisadores
buscam uma alternativa a oxidagdo convencional de alcoois que normalmente emprega
reagentes toxicos, como compostos de cromo e manganés. A oxidagdo de dalcoois
geralmente fornece a produgdo de aldeidos ¢ o estudo compreende uma avaliagdo de
diferentes solventes e pH que favorecam a obtencdo do produto &cido 2,5-
furanodicarboxilico a partir do alcool 5-hidroximetilfurfural através de uma oxidagao
quimio-enzimatica envolvendo enzima lacase e mediador TEMPO.

O estudo avaliou a oxidagao em diferentes solu¢des tampao acetato, citrato e fosfato
e identificou que as melhores conversdes para a obtengao de 4cido 2,5-furanodicarboxilico
foram alcangadas em tampao citrato. Esse desempenho se mostrou superior aos obtidos nas
condi¢des com tampdes acetato e fosfato, corroborando os dados relatados em outros
trabalhos da literatura. Considerando uma conversao inicial de aproximadamente 60% em
solucao tampao citrato (pH 6,0, 50 mmol L), a oxidacdo foi posteriormente investigada
utilizando-se o mesmo tampdo em diferentes concentracdes, variando de 50 a
400 mmol L™'. Nessa avaliacdo, foram obtidos rendimentos entre 76% e 82% para
concentragdes na faixa de 100 a 300 mmol L™, apds 24 horas de reagdo. Esses resultados
permitem concluir que a capacidade tamponante exerce um papel fundamental no aumento
do rendimento da conversao de alcoois a acidos carboxilicos, uma vez que contribui para
a estabilidade do pH do meio reacional, favorecendo tanto a manutenc¢ao do ion oxoamdnio
— responsavel pela mediagdao da oxidagdo catalisada pela enzima — quanto a hidratacao
do grupo aldeido.

Este tltimo fator ¢ essencial, pois, para que o aldeido seja eficientemente oxidado
a acido carboxilico, ele precisa estar na sua forma hidratada, isto €, como hidrato geminal.
Isso ocorre quando a 4gua se adiciona ao grupo carbonila (C=0) do aldeido, formando um

geminal diol (um composto com dois grupos —OH no mesmo carbono). Nesse processo, a
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molécula de dgua ataca o carbono eletrofilico da carbonila, resultando na abertura da
ligagdo dupla e na formacao do diol (Cheng et al., 2021). Dessa forma, os resultados
demonstram que o tampao citrato se mostrou particularmente eficiente para essa conversao,
ndo apenas pela sua adequada capacidade de manutencdo do pH, mas também em fornecer
um ambiente favoravel a estabilidade do mediador TEMPO e a hidratacdo do grupo
aldeido. Esses fatores, em conjunto, foram determinantes para viabilizar a oxidagao
completa do alcool primario ao acido carboxilico de forma mais eficiente e com maiores
rendimentos (Cheng et al., 2021)

Buscando alternativas para aplicagcdo de subprodutos em conjunto com a
sustentabilidade e valorizacdo comercial, diversas pesquisas envolvem a oxidagdo de
substratos mediado por enzimas. Transformar subprodutos em suprimentos uteis de valor
agregado para o mercado atrai a aten¢do de pesquisadores (Liebminger et al., 2009).

A oxidagao de alcoois primarios em acidos carboxilicos € essencial em sintese
organica. No entanto, essa transformacdo geralmente acontece via catalisador quimico
como permanganato ou cromato, oxidantes fortes, toxicos e onerosos. A biocatalise surge
como uma aplicacdo verde e sustentavel. No estudo, os autores demonstraram a oxidagao
de alcoois e aldeidos primarios mediada por lacase/TEMPO em acidos carboxilicos, em
especial o 2,5-furanodicarboxilico, produto aplicado na industria de polimeros a partir do

5-hidroximetilfurfural (Figura 13) (Cheng et al., 2021).

0] HO
/ \ Lacase T. versicolor (1 mg mL™") / \ OH
(o) > (0]
HO H TEMPO (6 mmol L) o (0]
~ . -1 N
5-HMF Tampdo citrato (200 mmol L™, pH 6,0) Acido furan-2,5-dicarboxilico
O, 150 rpm, 30 °C, 24 h
(30 mmol L")

Figura 13. Esquema da oxidacdo do 5-hidroximetilfurfural para obtencdo do
2,5-furanodicarboxilico

O estudo de Tang et al. (2022) apresenta a aplicagdo de lacase na oxidagao de acidos
fenolicos para o aprimoramento de embalagens a base de colageno. O desenvolvimento de
filmes de embalagens de alimentos biodegradéaveis tem atraido atengdo de pesquisadores,
e o colageno, por ser um biomaterial versatil, possui diversas aplicagdes, como em
alimentos, cosméticos, industrias quimica e farmacéutica. No entanto, apesar de ser

excelente substrato, o colageno apresenta limitagdes, como falta de atividade antioxidante
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e microbiana, baixa resisténcia mecanica e termoestabilidade. Para mitigar essas
limitagdes, os autores adicionaram a filmes de coldgeno, acidos fenolicos oxidados por
enzimas lacase. Esta aplicacdo trouxe melhoras significativas aos filmes, incluido reducao
da permeabilidade ao vapor de 4gua, melhoras nas propriedades mecanicas. Além disso, os
filmes modificados com 4&cidos fendlicos oxidados apresentaram boas capacidades

antioxidantes e antimicrobianas, concluiram os autores.

3.4. Obtencio e aplicaciao do glicerol carbonato

O glicerol carbonato, ou 4-hidroximetil-1,3-dioxolan-2-ona (CAS 931-40-8), ¢ um
liquido incolor, ndo téxico, com baixa inflamabilidade e volatilidade, biodegradavel e
soluvel em dgua e em alcoois como o metanol e etanol.

Os processos de sintese do glicerol carbonato (Figura 14) podem ser realizados por
rota direta, como a rea¢do de carboxilacdo oxidativa do glicerol, com monoxido de
carbono, ou de forma indireta, que sdo os casos das reacdes de fosgenacao, glicerdlise e

transesterificagdo do glicerol (Kaur e Ali, 2020; Ochoa-Gémez et al., 2012).
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Figura 14. Rotas para obteng¢ao do glicerol carbonato a partir do glicerol.

De acordo com Jitjamnong et al. (2023), muitos desses processos foram
industrializados, mas alguns apresentam desvantagens significativas, como € o caso das
técnicas de fosgenacdo, carboxilacdo oxidativa e glicerolise. Os processos com uso de
reagente fosgénio e monoxido de carbono apresentam elevada toxicidade, os quais
requerem rigorosos controles de seguranca. O processo de glicerolise, que emprega ureia
em quantidade equimolares como fonte do grupo carbonila (C=0), leva a formagao de
amonia como coproduto, que precisa ser cuidadosamente removida devido a toxicidade.
Além disso, esses processos requerem temperaturas mais elevadas, entre 130-150 °C, o que
as tornaram processos descontinuados (Inrirai et al., 2024).

A rota direta pela reacao do glicerol com CO; parece ser a escolha mais adequada,
j& que ambos sdo produtos renovaveis e com baixo custo. No entanto, em razao da alta
estabilidade do CO», os valores de conversao sao baixos, ndo ultrapassando 32%, conforme

citado por Ochoa-Goémez et al. (2012).
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Outra rota indireta e muito utilizada atualmente ¢ a transesterificacio com
carbonados organicos, sendo o dimetilcarbonato (DMC) o mais comumente utilizado. O
DMC pode ser considerado uma substancia que apresenta baixo impacto ambiental, ndo-
toxica e biodegradavel, como representado na Figura 15. Outros carbonatos organicos
também podem ser empregados, como o carbonato de dietila (DEC), o carbonato de etileno
(EC) e o carbonato de propileno (EC), porém este ultimo tem seu uso limitado devido seu

alto ponto de ebuli¢do (Inrirai et al., 2024).

OH O 2
Base >\\
+ (0] + 2 CH5;0H
Ho._L_ on g o :
glicerol dimetil carbonato glicerol carbonato
(DMC)
:' Outros carbonatos empregados como substittutos do DMC .
1 O !
: o) |
9 SR
: PS N 0" o !
! /\o o/\ o O !
! / .
i dietil carbonato carbonato de etileno  carbonato de propileno |

Figura 15. Reacdo de transesterificagdo do glicerol com dimetilcarbonato promovida por
base para a obten¢ao do glicerol carbonato.

A reacdo de transesterificacdo, em geral, ocorre na presenca de catalisadores
alcalinos, como o NaOH, KOH e K»COs3, que atuam em uma catilise homogénea. No
entanto, o uso destes catalisadores apresenta a desvantagem de ndo serem recuperaveis e
reutilizaveis. Em contraste, catalisadores heterogéneos, como 6xidos de metais alcalinos e
alcalinos terrosos, hidrotalcita e metais de transi¢do suportados em 6xidos, sdo preferidos
devido a sua facil remoc¢do do meio reacional, que pode ser realizada por métodos como
filtragdo, centrifugagdo ou separacao magnética (Pattanaik et al., 2021).

Segundo Ochoa-Gomez et al. (2012) a obtengdo de glicerol carbonato a partir do
glicerol e carbonato de etileno utilizando, 6xido de aluminio ou célcio como catalisadores,
¢ realizada com temperaturas inferiores a 35 °C, alcangando uma conversao de 98%. Para
a reacdo utilizando dimetilcarbonato € necessaria temperatura superior a 80 °C, porém essa
diferenca se iguala na etapa de separagdo por destilagdo, em que o carbonato de etileno
necessita de uma temperatura elevada, visto que seu ponto de ebulicio ¢ 248 °C,

diferentemente do dimetilcarbonato, de 90 °C.
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A biocatalise também ja foi empregada como estratégia sintética para a obtencao
do glicerol carbonato. A lipase B de Candida antarctica e a versdao suportada, a
Novozyme 435, se destacaram dentre outras lipases como biocatalisadores na
transesterificagdo do glicerol com DMC, chegando a valores de conversao de 90% quando
a reacdo foi conduzida sem a adi¢do de um solvente, e até 100% de conversdao quando
tetraidrofurano (THF) foi empregado como cossolvente (Ochoa-Gomez et al., 2012).

A versatilidade em se obter glicerol carbonato atrai atencdo pelas diversas
possibilidades de aplica¢do industrial no desenvolvimento de produtos, como exemplo,
Galletti et al, (2022) mencionam algumas dessas aplicacdes, incluindo seu uso em
polimeros, produtos farmacéuticos, como transportador de solucdao eletrolitica para
baterias, e como agente umectante na linha cosmética. Outras aplicagdes mais especificas,
como a preparagdo de poliéster, policarbonatos, poliuretanos, adesivos, revestimentos e
lubrificantes sao destacadas por Pattanaik et al., (2021). De acordo com Kaur e Ali, (2020)
o glicerol carbonato pode ser aplicado como solvente, ingrediente eletrolitico, percursor
para sintese de detergente e intermedidrio para sintese de polimeros e resinas. Essas
caracteristicas fazem do glicerol carbonato um composto promissor em diversas industrias,

desde a quimica até a eletronica, devido a sua natureza multifuncional.

3.5. Sintese e aplica¢des do acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico

O 4cido 2-ox0-1,3-dioxolano-4-carboxilico (AODC) que ¢ o produto da oxidacao
do glicerol carbonato, possui at¢ o momento poucas citacdes na literatura cientifica e
técnica. Uma busca pela molécula na base de dados CAS Scifinder (American Chemical
Society, 2024), leva ao resultado de 27 registros. Dentre os resultados, 26 sao referentes a
documentos de patentes, sendo que muitos sdo pedidos registrados pela mesma empresa
em diferentes escritérios e paises diferentes, e apenas um resultado referente a artigo
cientifico, o qual esta redigido na lingua chinesa (Gu et al., 2012). Nesta publicacdo, o
acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico ¢ empregado como um modificador da superficie
de nanoparticulas de silica.

Com base na tradugdo do procedimento, interpretou-se que para a oxidacao foi
realizada empregado um excesso de permanganato de potassio (KMnOs) (Figura 16), que
foi adicionado lentamente na solug¢do aquosa do glicerol carbonato, acompanhando o

desaparecimento da cor roxa que € caracteristica de uma solugdo de KMnQOs. Sem relatar o
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tempo necessario para a oxidagao, os autores descrevem que ao ndo ser mais observado o
desaparecimento da cor, o excesso do oxidante deve ser reduzido com sulfito de sodio
(Na2S03) e posteriormente a solugdo filtrada. A solugdo ¢ entdo acidificada com solugao
de acido cloridrico e a 4gua é removida, formando um sélido branco. Uma descri¢do na
sequéncia instrui que acetonitrila deve ser adicionada ao so6lido e a mistura agitada por
24 h. Apds, deve ser realizada a filtragdo e o solvente do filtrado evaporado levando ao
acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico. No entanto, no artigo ndo hd mencdo sobre
conversao do glicerol carbonato ou rendimento do produto, bem como qualquer informacao
sobre a caracterizacdo quimica.

o o)

>¥0 1. KMnOyaq) (10g, 2,5 equiv) >¥o

O\)\/ g O
OH 2. Na,SO; \/\\fo
glicerol carbonato 3. HCl(aq)

OH
3g (0,025 mol) 4. CH3CN
acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico
(AODC)

Figura 16. Sintese quimica do 4cido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico empregando
permanganato de potéssio.

Na patente de aplicagdo US2015/0353521A1 (Wolfle et al., 2015), intitulada 2-oxo-
1,3-dioxolane-4-carboxamide building blocks, their preparation and use, o 4cido 2-oxo-
1,3-dioxolano-4-carboxilico ¢ utilizado como um material de partida para o preparo de
mondmeros a serem empregados como uma versdo nao-isocianato para o preparo de
poliuretanos. Como mencionado na patente, ha uma busca pela substitui¢do de isocianatos
como mondmeros de poliuretanos devido a sua toxicidade. Derivados de glicerol, como o
glicerol carbonato modificados emergem como uma alternativa promissora para a produgao
desses polimeros.

O método descrito da patente ¢ uma adaptacdo do método desenvolvido por De
Luca et al. (2003). Neste trabalho, os autores propdem o emprego do radical
2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxil (TEMPO) como agente de oxidacdo de uma variedade de
alcoois primdrios e secundarios aos respectivos acidos carboxilicos. A regeneracdo do

TEMPO ¢ promovida pelo acido 1,3,5-tricloroisociantrico (Figura 17).
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Figura 17. Sintese quimica do acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico empregando o
sistema oxidante TEMPO - TCCA.

De acordo com a patente o acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico ¢ obtido com
97% de rendimento e sdo apresentados os dados espectrais d¢ RMN de 'H e *C. Desta
forma, no contexto que se apresenta das possibilidades de aplicagdo do 4cido 2-oxo-1,3-
dioxolano-4-carboxilico na industria quimica e visando o uso da biocatalise como
ferramenta sintética que estd alinhada aos principios da quimica verde e do
desenvolvimento sustentavel, vislumbramos que a enzima lacase, reconhecida pelo seu
poder catalitico na oxidacdo de alcoois pode promover nas condi¢des adequadas a

transformagao do glicerol carbonato ao acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais
4.1.1. Reagentes, solventes e outros materiais

Os reagentes acido citrico (99,5%, Sigma Aldrich), citrato de sodio (99%, Sigma
Aldrich), radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxila (TEMPO) (99%, Sigma-Aldrich) e
silica gel 60 A (230—-400 mesh, tamanho de particula de 40—63 um) foram utilizados sem
prévia purificagdo. O glicerol carbonato, empregado como substrato, foi sintetizado
empregando o método descrito na se¢do 4.2.2. A agua ultrapura do tipo I que foi utilizada
para a preparagdo das solugdes tampao e como eluente nas andlises por CLAE foi obtida
em sistema Milli-Q®. A enzima lacase de Trametes versicolor foi obtida comercialmente
(>0,5 U/mg, Sigma Aldrich) e mantida a 4 °C. A atividade enzimatica foi avaliada

previamente aos experimentos de acordo com o procedimento descrito na se¢ao 4.2.5.

4.2. Meétodos
4.2.1. Instrumentagdo analitica

Os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN de 'H e '*C) foram
registrados em um Espectrometro Bruker®, modelo Fourier 300, de campo magnético de
9,4 Tesla, que opera a 300,18 MHz para o nucleo de 'H e 75,48 MHz para o nticleo de *C.
Para a aquisi¢do, as amostras foram analisadas em tubos de 5 mm, na temperatura de 300
K, no solvente deuterado apropriado.

Os espectros de massas de alta resolugdo (EMAR) foram obtidos em um
espectrometro Bruker® (Daltonics), equipado com fonte de ionizagdo por electrospray
(QToF-ESI), operando no modo negativo, para a confirmacdo dos produtos obtidos nas

reacdes quimica e enzimatica.

4.2.2. Sintese do glicerol carbonato

Em um frasco de fundo redondo, munido de agitacdo magnética e condensador de
refluxo foram adicionados 1,842 g (20 mmol) de glicerol, 5,0 mL (6,400g, 70 mmol, 3,5
equiv) de dimetil carbonato e 0,074 g (4% m/m) de CaO. A mistura foi aquecida a 95 °C
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por 135 minutos. Apos, a mistura foi filtrada e o s6lido remanescente lavado com etanol
(20 mL). O solvente foi removido sob pressdao reduzida em um evaporador rotativo. O
produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica utilizando como eluente uma
mistura de acetato de etila e hexano, na proporg¢ao de 7:3. O glicerol carbonado foi obtido
como um liquido incolor, com 83% de rendimento (1,960 g).

RMN de 'H (300 MHz, DMSO0-d6) & (ppm): 5,31 (t,J=7 Hz, 1H), 4,79 (ddd, J = 10,5; 7,
3,5 Hz, 1H), 4,48 (t, /= 10,5 Hz, 1H), 4,28 (dd, J = 10,5, 7 Hz, 1H), 3,67 (ddd, J = 14, 7;
3,5 Hz, 1H), 3,53-3,46 (m, 1H).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-d6) 6 (ppm): 155,7; 77,4; 66,3; 61,01.

4.2.3. Sintese quimica para obtenc¢ao do acido 2-oxo0-1,3-dioxolano-4-carboxilico

O acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico foi sintetizado de acordo com a
metodologia descrita na patente US 2025/0353521 A1 (Wdlfle et al., 2015) com algumas
modifica¢des. Em um frasco de fundo redondo, mantido sob banho de gelo e agitagdo,
foram adicionados 0,590 g (5 mmol) de glicerol carbonato, 25 mL de acetona, 15 mL de
uma solugdo aquosa com 15% (m/v) de NaHCO3, 0,100 g (1 mmol, 0,2 equiv) de NaBr,
0,08 g (0,1 mmol 0,02 equiv) de TEMPO e, por fim, foi em porcdes 2,687 g (86% de
pureza, 10 mmol, 2,0 equiv) de acido tricloisocianurico (TCCA). Apos a adigdo de todos
os componentes, o banho de gelo foi removido e a mistura reacional deixada para atingir a
temperatura ambiente, mantendo a agitacao por 24 h. Ao final das 24 h, os solventes foram
evaporados sob pressao reduzida e ao residuo foi adicionado 40 mL de metanol e a mistura
mantida sob agitacao por 20 min. O sélido suspenso, formado na solu¢do metanolica, foi
removido por centrifugagdao a 5000 rpm, por 10 min. O sobrenadante foi separado por
decantagao, filtrado e o solvente removido sob pressao reduzida. O produto foi purificado
por cromatografia em coluna de silica, e as fragdes cromatograficas acompanhadas por
cromatografia em camada delgada (CCD). Inicialmente a coluna foi eluida com 60 mL de
uma mistura de etanol e acetato de etila (1:9), seguido de 50 mL da mesma mistura de
solventes na propor¢do 2:8 e por fim eluida com apenas etanol. O solvente foi evaporado
sob pressao reduzida, e o produto obtido como um sélido ceroso com 25% de rendimento

(0,168 g).



36

RMN de 'H (300 MHz, D,0) & (ppm): 5,08 (dd, 2J=9,37 Hz, °J = 6,43 Hz, 1H), 4,76 (dd,
2J=9,37 Hz, *J = 8,56 Hz, 1 H), 4,45 (dd, °J = 8,56 Hz, °J = 6,43 Hz, 1H).

RMN de 3C (75 MHz, D>0) & (ppm): 172,1; 157,5; 74,3; 68,9.

EMAR [ESI (-)]: Calculado para C4H30s, [M-H]: 130,9975, encontrado 130,9973.

4.2.4. Preparo das solugdes tampao para sintese enzimatica

As solugdes tampao de acetato de sodio, citrato de sodio, fosfato de sédio, fosfato
de potassio e citrato-fosfato foram preparadas em baldes volumétricos de 100 mL,
conforme procedimentos descritos em Morita e Assungao (2007). Para o preparo das
solugdes tampao, os reagentes foram solubilizados em agua ultrapura tipo 1 e o valor do
pH foi aferido em pHmetro de bancada (Digimed, modelo DM 22), sendo que, quando
necessario o valor de pH foi ajustado com solu¢des de NaOH (100 mmol L™"). As solucdes

tampdo foram armazenadas em frasco ambar e acondicionadas sob refrigeragao.

4.2.5. Medida da atividade enzimatica da lacase comercial de Trametes versicolor

O ensaio de atividade enzimdtica foi realizado a partir da técnica de
espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), em um
espectrofotometro Thermo Scientific, modelo Genesys 150, empregando o substrato
siringaldazina. Inicialmente, foram preparadas as solu¢des de tampao de fosfato de potassio
100 mmol L (pH 6,5), solu¢do de siringaldazina (0,216 mmol L") e uma solucdo da
lacase de T. versicolor na concentragio de 14 mg mL™!, cuja concentragio foi definida a
partir do método descrito pelo fabricante. Em uma cubeta de quartzo com caminho 6tico
de 1,0 cm, contendo uma barra magnética de 5x2 mm, foram adicionados 2,20 mL da
solucdo tampao fosfato de potassio e 0,3 mL da solugdo de siringaldazina. A cubeta foi
acondicionada no modulo Peltier (modelo 840-306600), em temperatura de 30 °C e 100%
de agitacdo. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL da solu¢do de lacase e imediatamente
iniciou-se o registro da absorbancia no comprimento de onda de 530 nm, por um periodo
de 2 minutos. Os ensaios foram realizados em triplicata e o valor para a atividade

enzimatica foi obtida a partir da Equagao 1.
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Atividade (U) = (A:‘be) x 106 (1)
Onde:
AAbs: Inclinagdo da curva obtida por regressao linear a partir da absorbancia versus tempo.

&: Absortividade molar da siringaldazina (65000 L mol! cm™);

[: Caminho 6ptico (cm).

A atividade especifica, a qual corresponde a atividade enzimatica (U) por unidade

de massa (mg) foi determinada empregando a Equagao 2.

Atividade (U mg~1) = Atividade (U) :
vidade Lo me ) = facase (mg mL~1) @

Onde:
Atividade (U): Atividade enzimética obtida no ensaio em U mL™.

Lacase (mg mL™): concentragio da solucio de lacase no ensaio de atividade em mg mL™.

Por defini¢do, uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a quantidade
de enzima que converte 1 umol do substrato por minuto, nas condi¢des estabelecidas no

ensaio.

4.2.6. Procedimentos experimentais de otimizagdo para a sintese quimio-enzimatica do

acido 2-o0xo-1,3-dioxolano-4-carboxilico

Todas as reagdes de otimizagdo das condicdes reacionais de conversdao do glicerol
carbonato ao acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico foram realizadas em um agitador
termostatizado (banho seco) Kasvi, modelo K80200, empregando vials tipo headspace,
com volume de 20 mL. Como procedimento geral, foi adotado as seguintes condi¢des: no
vial foram adicionados 0,05 g (0,42 mmol) de glicerol carbonato, 0,023 g (0,15 mmol, 0.35
equiv) de TEMPO e 0,007 g (9 U) da lacase comercial de 7. versicolor. Em seguida, foi
adicionado 5 mL da solugdo tampao. Os vials foram selados e uma atmosfera de oxigénio
foi estabelecida com a adi¢do de uma linha de gas oxigénio acondicionado em uma bexiga
inflavel. O sistema foi mantido sob agitagao em 500 rpm, nas condi¢des de temperatura e

tempo de reacdo estipulados nos estudos de otimizagao.
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Todas as condigdes de reacao foram realizadas em triplicata e a conversdao do
glicerol carbonato foi acompanhada pela analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE), nas condicdes descritas a seguir.

4.2.7. Determinagao da conversao do glicerol carbonato por cromatografia liquida de

alta eficiéncia

A conversdo do glicerol carbonato foi determinada a partir de uma curva analitica
gerada a partir da relacdo entre 10 diferentes concentragcdes do glicerol carbonato e as
respectivas areas dos picos cromatograficos correspondentes. A partir de uma solugdo mae
de 20,0 g L', foram preparadas de forma seriada mais 9 dilui¢des, sendo estas: 0,5; 1,0;
2,0;4,0; 6,0; 8,0; 10,0 e 12,0 € 16,0 g L. Todas as dilui¢des foram preparadas em triplicata.
As analises foram realizadas em um cromatografo Shimadzu, modelo LC-20AD equipado
com detector de indice de refracdo (RID-20A). As seguintes condi¢cdes de andlise foram
estabelecidas:  coluna cromatografica Phenomenex, modelo Rezex® RHM-
monossacarideo (300 mm x 7,8 mm, tamanho de particula de 8 pum,), temperatura da
coluna a 75 °C, fase mdvel composta por uma solucdo aquosa de H>SO4 5 mmol L™, fluxo
constante de 0,6 mL min™' e volume de injegdo de 10 uL.

A linearidade foi determinada a partir do coeficiente de determinacdo (R?)
calculado, e os limites de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD) foram determinados de

acordo com as Equagdo 3 e 4, respectivamente.

10 X §
Lo 10> 3)
I
33 X 5§
LD = —— ¥
IC

Onde:
§: média do desvio padrao do intercepto com eixo Y obtido a partir da curva analitica;

IC: coeficiente angular (inclina¢io) da curva analitica.
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4.2.8. Escalonamento da sintese quimio-enzimdatica do acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-

carboxilico

Em um frasco de fundo redondo, munido de agita¢cdo magnética, e mantido a 30 °C
por meio de um banho seco com temperatura controlada eletronicamente, foram
adicionados 0,5 g (2,2 mmol) de glicerol carbonato, 50 mL de solu¢do tampao citrato
(100 mmol L™, pH 5,0), 0,2 g (1,5 mmol) de TEMPO e 0,07 g (90 U) da lacase comercial
de T versicolor. O sistema foi fechado e, por meio de uma bexiga inflavel e uma agulha,
foi estabelecida no sistema uma atmosfera enriquecida com géas oxigénio. O sistema foi
mantido sob agitacdo a 30 °C, por 24 h. Apos, a mistura reacional foi extraida com
cicloexano (5 x 10 mL) para a remo¢ao do TEMPO e a posteriormente a 4gua foi evaporada
sob pressao reduzida. O so6lido remanescente foi purificado por cromatografia em coluna
de silica utilizando como eluente 40 mL de uma mistura de 20% etanol em acetato de etila,
seguido de 50 mL de uma mistura de 60% de etanol em acetato de etila. A elui¢ao do
produto foi acompanhada por cromatografia em camada delgada, utilizando como eluente
uma mistura de 60% de etanol em acetato de etila. O solvente foi removido sob pressao
reduzida e o residuo de solvente removido sob alto vacuo. O produto purificado foi obtido
como um so6lido incolor, higroscdpico, e com 66% de rendimento (0,368 g).

RMN de 'H (300 MHz, D,0) & (ppm): 5,08 (dd, 2/=9,37 Hz, °J = 6,43 Hz, 1H), 4,76 (dd,
2J=9,37 Hz, >*J=8,56 Hz, 1 H), 4,45 (dd, °J = 8,56 Hz, 3J = 6,43 Hz, 1H).

RMN de *C (75 MHz, D;0) & (ppm): 172,1; 157,5; 74,3; 68.9.

EMAR [ESI (-)]: Calculado para C4H30s, [M-H]™: 130,9975, encontrado 130,9973.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Sintese do substrato glicerol carbonato a partir de glicerol

O glicerol carbono foi preparado a partir da reagdo de transesterificacdo do glicerol
com o dimetil carbonato, empregando o CaO (4% m/m) como catalisador (Figura 18). As
condi¢gdes reacionais foram empregadas com base em um estudo em andamento no
laboratorio, com base em um delineamento experimental, os quais ainda nao estdo
publicados. O glicerol carbonato foi obtido com um rendimento de 95% apo6s a purificagdo
por coluna cromatografica. A estrutura molecular foi confirmada por RMN de 'H e *C e
EMAR. A pureza do produto foi avaliada por CLAE, onde foi observada a auséncia de
glicerol. O glicerol carbonato obtido foi entdo empregado como padrdo analitico e substrato

nos estudos subsequentes.

0]
OH o CaO (4% m/m) >\\0

+ - O + 2 CH3;O0H
Ho\)\/OH \OJ\O/ 95 °C, 135 min \)\/OH

95%

Figura 18. Sintese de glicerol carbonato a partir do glicerol e dimetil carbonato.

5.2. Sintese do padrio do acido 2-0xo0-1,3-dioxolano-4-carboxilico

Conforme discutido na secdo 3.5, o acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico
apresenta poucos relatos na literatura, sendo que os dois documentos encontrados ndo
detalham a extragdo e a purificagdo do 4cido. No entanto, empregou-se a o procedimento
reportado na patente US 2015/0353521A1, considerando que este apresenta um
procedimento experimental com um melhor detalhamento, e porque também ¢ citado que
o procedimento adotado ¢ uma modificagao do procedimento reportado por De Luca ef al.,
(2003). Ainda, a patente reporta dados espectrais de RMN de 'H e 1*C.

Na publicacdo de 2003, os autores empregam um sistema oxidativo constituido do
TEMPO, acido tricloroisuciantrico (TCCA) e NaBr, em uma mistura de acetona e solugao
aquosa de NaHCOs3 (15%) com solvente. Neste trabalho ndo sdo empregados como
substratos o glicerol, ou derivados do glicerol como o solketal ou até mesmo o glicerol

carbonato.
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O procedimento apresentado na patente utiliza os mesmos reagentes € nas mesmas
proporg¢des. No entanto, a etapa final de finalizacao (quenching) da reagdo e a extragao sao
modificados, fazendo uso de uma etapa de refluxo do produto com o solvente cloroférmio.
O proposito desta etapa ndo ¢ mencionado pelos autores da patente.

Desta forma, foram realizadas algumas tentativas da sintese do acido 2-oxo-1,3-
dioxolano-4-carboxilico, em que o procedimento experimental otimizado ¢ ilustrado na
Figura 19, e detalhado nos materiais e métodos, se¢do 4.2.3. A etapa de refluxo com
cloroférmio ndo se mostrou necessaria, € o produto foi obtido como um so6lido ceroso com

rendimento de 25%.

TCCA (2 equiv) (o)
(o) TEMPO (0,02 equiv) >\\
% NaBr (0.2 equiv) 0
(o} ? t g o\)\fo
acetona
\)\/OH sol. aquosa NaHCO3 (15%)
0°C-ta.,24h OH
| o i
ooyt S
: NN N :
Bl ghael O !
: 0 |
! TCCA TEMPO |

Figura 19. Equacdo quimica para a sintese do padrao do acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-
carboxilico

Inicialmente foi realizada uma analise por EMAR para confirmar a presenga do
acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico. Como pode ser observado no espectro de massas
demonstrado na Figura 20A, o produto desejado foi identificado no modo negativo, como
molécula desprotonada [M-H]", com m/z de 130,9973. A massa detectada, bem como o
perfil isotdpico € correspondente a massa exata calculada para formula elementar C4H30s
[M-H]", bem como o perfil isotopico esperado (Figura 20B). Na mesma andlise, foi
também observada a m/z de 262,9977, a qual corresponde ao respectivo dimero
desprotonado [2M-H]", cuja massa registrada esta de acordo com a massa exata calculada

para a formula elementar CsH7O10 [2M-H], que € 263,0034.
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Intens. KP-29_modo negativo.d: -MS, 0.0-2.0min #2-120 -
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Figura 20. (A) espectro de massas da reacdo de sintese do acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-
carboxilico e (B) comparagdo entre o pico registrado para (acima) o espectro simulado
(abaixo) para a férmula elementar C4H305 [M-H]".

A anélise por CLAE revelou um pico intenso com tempo de retengdo (7r) de 11,1
min o qual a este foi atribuido o 4cido, como demonstrado na Figura 21. No tr de 17,6 min
¢ observado o pico cromatografico referente ao glicerol carbonato, o qual pode ser
comparado com o perfil cromatografico deste reagente quando puro. A boa separagado entre
os picos do substrato e do produto sdo importantes para uma adequada avaliagdo da

conversao.
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Figura 21. Cromatograma obtido da analise do produto da reagdo de sintese do acido 2-
oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico e cromatograma do glicerol carbonato.

5.3. Estudo delinearidade para curva analitica na avalia¢iao da conversao de glicerol

carbonato por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Com os perfis cromatograficos estabelecidos para o substrato e para o produto, foi
definido que o consumo do glicerol carbonato na reagao seria utilizado com fator resposta
para determinar a conversdo. Para o acompanhamento das conversoes por CLAE foi
construida uma curva analitica com dez diferentes concentracdes de glicerol carbonato,
sendo estas: 0,5; 1;2; 4; 6; 8; 10; 12; 16 e 20 g L. As solugdes foram preparadas a partir
de uma solugdo mie de glicerol carbonato de concentracdo de 20 g L', e a concentragdes

subsequentes a partir da diluicdo seriada. Foi utilizado o detector de indice de refragdo uma
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vez que tanto o substrato, quanto o produto ndo possuem grupos cromoéforos e, portanto,
nao absorvem com intensidade no espectro do ultravioleta.

A Figura 22A apresenta graficamente a sobreposi¢do dos picos cromatograficos
obtidos a partir das analises das 10 diferentes concentracdes de glicerol carbonato.
Observa-se que o pico correspondente ao glicerol carbonato ¢ detectado com #r 17,6
minutos, e a sobreposi¢cdo dos picos revela que independente da concentragdo analisada ha
uma resolucao cromatografica adequada e consisténcia na retencao do analito. Os picos sdo
simétricos e centrados, o que sdo desejaveis para uma analise precisa. Ja o grafico mostrado
na Figura 22B apresenta a curva analitica plotada a partir da média das areas para analises

em triplicata.

A) B)
——05g.L" 221
7000 - 1‘03‘[1 20 4
6000 4 —20gL" 87
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% 5000 - 6.0gL" o 14
= 80gL’ 2 5]
T 4000 10,0g.L" =
ke - 12,0gL" @ ]
& 0g. @
& 3000 - 160gL" S
£ ——200gL" £ B
2000 - 8 4
2,
1000 . y= 12,4172x-0,0318
] R2=0,9999
0 T T | 24

10 15 20 25 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18
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Figura 22. (A) sobreposi¢do dos cromatogramas registrados para as dez concentragdes de
glicerol carbonato e (B) curva analitica gerada a partir das concentracdes analisadas e
relacionadas a area correspondente aos picos cromatograficos.

Definir a linearidade de um método analitico ¢ demonstrar que os resultados obtidos
sdo proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado. A linearidade ¢ uma determinagao do ajuste por regressao linear e avaliagao
do perfil grafico dos residuos da regressao (INMETRO, 2020). O coeficiente de
determinagdo (R?) calculado foi de 0,9999, sendo assim superior a 0,9945, o qual ¢ o
indicativo da qualidade da curva analitica. Dessa forma, a linearidade obtida indica que o
modelo explica 99,99% da variabilidade dos dados de resposta ao redor de sua média,

estando acima do critério estabelecido no documento orientativo para validacao de métodos
(INMETRO, 2020).
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A Tabela 1 apresenta a comparagao entre os valores das concentragdes estipuladas
e a concentragao resultante do modelo gerado a partir da curva analitica, resultando desta
forma os residuos. A analise dos residuos mostra que estes seguem uma ordem aleatoria,

indicando a auséncia de erros sistematicos e tendéncias.

Tabela 1. Dados obtidos na determinagdo da linearidade do método de quantificagao de
glicerol carbonato

Concentracao estipuladas Concentraciao Residuos
para as solugdes (g L) experimental (g L)

0,5 0,4787 0,0213
1,0 1,0149 -0,0149
2,0 2,0801 -0,0801
4,0 3,9323 0,0677
6,0 5,9482 0,0518
8,0 8,0036 -0,0036
10,0 10,0016 -0,0016
12,0 12,0270 -0,0270
16,0 16,0565 -0,0565
20,0 19,9573 0,0427

Na Figura 23, estao plotados os residuos gerados, permitindo observar graficamente
que ndo existem tendéncias entre os valores, o que confirma que o modelo ¢ adequado para

o método (INMETRO, 2020).

0,10
0,05 + =

0,00 - . =

Residuo
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-0,10

T T T
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Concentragao (g.L™")

Figura 23. Grafico da relagdo entre residuo em fung¢do da concentragdao de glicerol
carbonato obtidos pela curva de calibragao.
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A avaliagdo da linearidade, um dos critérios estabelecidos por guias de validacao
de métodos analiticos, ¢ fundamental para o método definido na quantificagao da conversao
do glicerol carbonato no produto de interesse. Essa verificagdo garante que a resposta do
detector seja proporcional a concentracdo do analito dentro de uma faixa especifica,

assegurando a confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados obtidos.

5.3.1. Estudo de limite de quantificacao (LQ) e detec¢ao (LD) para a técnica por HPLC

O limite de quantificagdo ¢ a menor concentragdo do analito que pode ser
determinada com precisdo ¢ exatidao ¢ o limite de deteccdo ¢ a menor concentragao do
analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. A quantificagdo de
baixos niveis do analito na amostra, requer a necessidade em identificar a menor
concentragdo que pode ser detectada pelo método (INMETRO, 2020).

Os limites de quantificacao e deteccao foram determinados a partir da estimativa da
curva analitica, utilizando a média das inclinagdes e interceptos obtidos a partir das
equacdes das retas. A Tabela 2 apresenta os dados obtidos em triplicata para as areas das

dos picos cromatograficos correspondentes as 10 concentragdes preparadas.

Tabela 2. Dados para obtencdo do limite de quantifica¢do e detecgao de glicerol carbonato

Concentracio estipuladas Area das curvas
para as solucbes (g L) Curva 1 Curva 2 Curva 3
0,5 4585 4340 4056
1,0 9230 8583 8133
2,0 17136 16840 17733
4,0 32369 32017 32109
6,0 48278 48501 48464
8,0 65351 64840 64751
10,0 81462 80519 81278
12,0 97906 96740 97590
16,0 129989 129246 130440
20,0 161251 161160 161588
Inclinacio 8051,9 8039,8 8089,6
Intercepto 743,02 362,33 301,64
Desvio padrao intercepto 239,24
Média Inclinagao 8060,43
LQ (L™ 0,30
LD (gL 0,10
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O LQ foi determinado a partir da estimativa da curva analitica, utilizando a média
das inclinagdes e interceptos obtidos a partir das equacdes das retas, sendo encontrado um
LQ de 0,30 g L!. J4 o LD, obtido pelo emprego da Equagdo 4, resultou em uma
concentracdo de 0,10 g L'!. Esse valor representa o menor nivel detectavel pelo método,
embora sem a garantia de uma quantifica¢ao precisa. Dessa forma, os valores obtidos para
LD e LQ confirmam que o método desenvolvido apresenta sensibilidade adequada para a

detecgdo e quantificacdo do analito nas condi¢gdes propostas.

5.4. Avaliacao da atividade enzimatica da lacase comercial de 7. versicolor

A atividade enzimatica foi determinada conforme a metodologia fornecida pelo
fabricante (Sigma-Aldrich - Lote: BCCK0654) e detalhada na segdo 4.2.5. A atividade da
lacase comercial de 7. versicolor foi medida espectroscopicamente a partir da taxa de
consumo do substrato siringaldazina nos minutos iniciais do experimento. Este consumo
do substrato ¢ medido a partir do produto de oxidagdo, o tetrametoxi-azo-
bismetilenoquinona (TMAMQ) o qual possui absor¢do em 530 nm, como mostrado na

equagdo quimica na Figura 24A.

A OCH; OCH3
OH Q

H3CO S| lacase comercial de T. versicolor H-C0 N_ =
’ NS OGHj3 3 ZON* OCH;

tampéo fosfato (pH 6,5, 100 mmel L)
HO 30 °C, 2 min o
OCH, OCH3;

siringaldazina tetrametoxi-azo-bismetilenoquinona
(TMAMQ)
(absorbancia em 530 nm)
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Figura 24. (A) equacdo quimica para a reagdo de oxidagdo da siringaldazina pela lacase de
T. versicolor com a formacdao do produto tetrametoxi-azo-bismetilenoquinona e, (B)
grafico resultante da absorbancia em 530 nm fung¢do do tempo.
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A atividade enzimatica foi determinada com base na lei de Lambert-Beer com a
medi¢ao direta do incremento da absorbancia em 530 nm. A variacdo da absorbancia na
faixa linear da curva por unidade de tempo (AA min!) é correspondente a varia¢io na taxa
de formacao do produto de oxidagdo da siringaldazina. Esses dados de absorbancia foram
posteriormente aplicados nas Equagdes 1 e 2 para calcular a atividade enzimaética e a
atividade especifica da lacase.

A equagdo utilizada considera a mudanca de absorbancia por unidade de tempo
(AA min!) o coeficiente de extingdo molar do substrato siringaldazina, e outros fatores
como o volume da solugdo e a concentracdo de enzima na amostra. Assim, a atividade
enzimatica determinada para a enzima comercial de 7. versicolor, nas condi¢des
estabelecidas no ensaio, foi de 18,71 U mL™! (Equacdo 1). J4 a atividade especifica foi
determinada como sendo de 1,34 U mg !, conforme a Equacdo 2, o qual estad de acordo

com a atividade informada pelo fabricante que ¢ de 1,4 U mg .

1,216
65000%x1

Atividade (U) = ( ) x 106 = 18,71 U mL"! (1)

18,71 UmL™?
14 mgmL~1

Atividade (Umg™?) = = 1,34 Umg! ()

5.5. Estudos de otimizacido das condi¢cdes reacionais para a conversiao do glicerol

carbonato ao acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico

5.5.1. Efeito da natureza da solu¢do tampao na conversao do glicerol carbonato ao acido

2-0x0-1,3-dioxolano-4-carboxilico

Os trabalhos que descrevem a oxidacdo de alcoois pela lacase de T. versicolor
auxiliada por mediadores redox demostram que a enzima possui as melhores atividades em
solugdo tampao como o acetato e citrato, e especialmente nas faixas de pH que vao de 3,5
as,s.

Tomando como base as condi¢des experimentais definidas no trabalho de Cheng
et al., (2021), foi definido como ponto de partida para a otimizacdo da reacdo a
concentragdo de 10 g L™! para o glicerol carbonato e um volume total de reagdo de 5 mL.

Desta forma, foram empregados 0,05 g (0,42 mmol, 84 mmol L) de glicerol carbonato,
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0,023 g (0,15 mmol, 30 mmol L) do mediador redox TEMPO e 7 mg (9 U) da lacase
comercial de 7. versicolor (7 mg, 9 U). Todos os ensaios de otimiza¢do foram realizados
em vials selados de 20 mL, do tipo headspace, e agitados a 500 rpm e aquecidos a 30 °C,
por 24 h, em agitador orbital termostatizado, como mostrado na Figura 25. Para estes
ensaios foi estabelecida uma atmosfera rica em oxigénio fornecido por uma bexiga inflavel
com gas oxigénio e distribuida por meio de um ramal e inserida nos vials através de

agulhas.

o lacase comercial de T. versicolor (9U) %o
%o TEMPO (0,35 equiv), O, 0
o > o
\/K/OH solugdo tampao (pH 4,5, 100 mmol L")
glicerol carbonato 30 °C, 500 rpm, 24 h OH
10g L AODC
B

Figura 25. (A) equagdo quimica para a reagao de conversao do glicerol ao acido 2-oxo-1,3-
dioxolano-4-carboxilico com as condigdes estipuladas para avaliagdo do feito da solugdo
tampao e, (B) sistema utilizado para o estudo das reacdes enzimaticas. No detalhe ¢

mostrado os vials com as rea¢des de oxidagdo biocatalisadas ap6s 24 h.

O gréfico apresentado na Figura 26 mostra os resultados obtidos quando foram
avaliados o efeito dos tampdes acetato de sddio, citrato de sodio, citrato-fosfato, fosfato de

sodio e fosfato de potassio. Todas as solu¢des tampao foram preparadas na concentragao
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de 100 mmol L' e pH 4,5. Também foi avaliado o efeito de apenas 4gua como meio
reacional.

Como pode ser observado, em todos os ensaios houve conversdo do glicerol
carbonato, sendo que nas condi¢des em que foram empregados os tampdes acetato de soédio
e citrato de sodio foram observadas as maiores conversdes, com 70% e 82%,
respectivamente. Nas demais condi¢des, as conversdes ficaram entre 36% e 43%. Até
mesmo quando apenas agua foi utilizada como meio, foi observado o consumo do glicerol

carbonado, com 41% de conversao.

Conversio de glicerol carbonato (%)

Soluciio tampdo

Figura 26. Efeito da natureza da solugdo tampao na conversao de glicerol carbonato.

Os resultados obtidos no estudo da reacdo enzimatica, utilizando diferentes
solucdes tampao e agua, estdo em concordancia com a literatura, indicando que as melhores
conversoes foram alcancadas nas condigdes com tampao acetato e citrato. Conforme
reportado por Liebminger et al. (2009) e por Cheng et al. (2021), a oxidagdo de alcoois
mediada por lacase apresentam desempenho superior quando conduzida nesses dois

sistemas tampao.
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Ao analisar o cromatograma da reagdo empregando a solugdo tampao acetato de
sodio (Figura 27), observa-se o pico referente ao dcido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico,
com tr de 11,1 min, em concordancia com o #r para o produto obtido via sintese nao
enzimatica (Figura 21), e o pico correspondente ao glicerol carbonato que ndo foi
consumido, com fr de 17,6 min. O pico com #r de 15,8 min corresponde ao tampao acetato,

o qual foi identificado por comparagado da analise cromatografica da solugdo tampao pura.

_ a) Acido 2-0x0-1.3-dioxolano-4-carboxilico (rR: 11.1 min)
3000 a b) Tampdo acetato (rg: 15.8 min)
| c) Glicerol carbonato (tg: 17.6 min)
2500
= 2000
A
P - b
< 1500 -
@
= 4
=
= 1000 +
500 c
0
T T T T T T T T 1

-5 0 ] 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (min)

Figura 27. Cromatograma resultante da analise da reacdo de oxidacdo quimio-enzimatica
do glicerol carbonato em solug¢io tampdo acetato de sédio (pH 4,5, 100 mmol L),

Para a reagdo conduzida em tampao citrato, a analise cromatografica mostrada na
Figura 28, revela que o pico referente a solugdo tampao possui 7z de 9,3 min, o qual também
foi atribuido por comparagao da andlise cromatografica da solugdo tampao pura. No #r de
11,1 min observa-se o pico correspondente ao acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico e

por fim o pico da eluig¢do do glicerol carbonato com #r de 17,6 min.
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] a) Tampdo dtrato (ig: 9.3 min)
20000 - a b) Acido 2-0x0-1_3-dioxolano4-carboxilico (i'R: 11,1 min)
c) Glicerol carbonato (rR: 17.6 min)
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Figura 28. Cromatograma resultante da analise da reacdo de oxidacdo quimio-enzimatica
do glicerol carbonato em solugio tampdo citrato de sodio (pH 4,5, 100 mmol L1).

A maior conversao obtida com o tampao citrato vai ao encontro com os resultados
encontrados no estudo de Cheng et al.,, (2021), que avaliaram a conversdo do
5-hidroximetilfurfural (5-HMF) ao respectivo 2,5-acido furanodicarboxilico (FDCA) na
presenca da lacase de T versicolor e TEMPO. Os autores descreveram que o tampao citrato
foi o melhor entre os tampdes avaliados, alcangando conversoes entre 76% e 82%.

A capacidade tamponante do meio reacional ¢ um fator relevante para o sistema, e
que certamente exerce papel fundamental na conversdao. O produto da reag¢do ¢ um acido
carboxilico que ao ser formado vai promover a redu¢ao do pH do meio reacional. Dados
na literatura descrevem que a lacase de 7. versicolor possui maior atividade na faixa de pH
entre 3,5 e 5,5. Assim, a regeneracdo do ion oxoamoénio, o qual é essencial para a
continuidade do ciclo quimio-enzimatico, ¢ afetada. Além disso, de acordo com a discussao
feita por Cheng et al., (2021), a solucdo tampao citrato se destaca ndao apenas pela
manuten¢ao do pH, mas também por favorecer a hidratacdo do grupo aldeido para
conversao ao acido carboxilico, quando comparada as demais solugdes tampdo avaliadas.

Com base nos resultados de conversdo obtidos entre a solugdo tampao citrato e a
solucao tampao acetato, ambas foram utilizadas na continuidade dos estudos de otimizacao

reacional.
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5.5.2. Efeito do pH e da concentragdo da solucao tampao acetato na conversdo do glicerol

carbonato ao acido 2-oxo0-1,3-dioxolano-4-carboxilico

Embora tenha sido alcancado um valor de conversdo maior quando empregado o
tampao citrato, o uso do tampdo acetato possui vantagens de operacionalizacdo do
processo, principalmente quanto as etapas finais de purificagdo. Desta forma, foram
avaliados em triplicata se ajustes no valor de pH e na concentra¢do da solugdo tampao
proporcionariam o aumento da conversao (Figura 29A). Desta forma, inicialmente
manteve-se a concentracao do tampao acetato em 100 mmol L' e avaliou-se o efeito do
pH, investigando os seguintes valores: 4,0; 4,5; 5,0 e 5,5. Neste conjunto de ensaios
observou-se que a conversao do glicerol carbonato em pH 4,5 foi mantida, com um valor
de 71,59% =+ 1,45. Ao reduzir o pH para 4,0, observa-se um decréscimo na conversao para
60% =+ 0,55. No entanto, quando as reagdes sdo conduzidas em valores de pH de 5,0 ¢ 5,5,
observou-se um acréscimo na conversdo para 81,25% + 0,40 e 81,64% =+ 0,13,
respectivamente (Figura 29B). Importante salientar que nestes ensaios nao foram
observados nas analises cromatograficas nenhum outro sinal além daqueles observados

para o produto, tampao acetato e glicerol carbonato.

(o]
A 0 lacase comercial de T. versicolor (9U) % o
}‘0 TEMPO (0,35 equiv), O . (o] o
o\,/l\/OH tampao acetato (pH, mmol L)
30 °C, 500 rpm, 24 h OH

glicerol carbonato

10gL AODC

C 100
8125%+ 040 8164%=+013 80 4

81,25% 20,40
78,25% 20,14

80 4 75,65% £ 0,42
THABKLOTI o a s g

50,01% = 0,55

Conversio de glicerol carbonato (%0)
Conversio de glicerol carbonato (%)
5]

!

pH 4.0 pH45 pHE.0 pH 8.5 50 mmol L™ 100 mmaol ' 200 mmol L™ 300 mmol L 400 mmol L

Tampio acetato (100 mmulL'l) Tampio acetato (pH 5,0)

Figura 29. Avaliag¢do do efeito do pH (B) e da concentragdo (C) do tampao acetato na
conversao do glicerol carbonado ao acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico.
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Considerando que tanto no pH 5,0, quanto no pH 5,5, obteve-se praticamente o
mesmo valor de conversao, decidiu-se manter o pH de 5,0 para entdo avaliar o efeito da
concentragdo do tampdo acetato. Além da concentragdo de 100 mmol L', foram avaliadas
as concentracdes de 50, 200, 300 e 400 mmol L™!. Conforme a Figura 29C, tem-se que a
concentragio de 100 mmol L' foi a que proporcionou o melhor resultado, com
81,25% + 0,4 de conversao. Resultado esse esta de acordo com o resultado obtido no
conjunto de ensaios anteriores. Em todas as demais concentragdes avaliadas observa-se um

decréscimo na conversdo para uma faixa entre 71% e 78%.

5.5.3. Efeito da concentragdo de mediador redox e da lacase na conversdo do glicerol

carbonato ao acido 2-ox0-1,3-dioxolano-4-carboxilico.

Como as tentativas de ajustar o pH e a concentragdao do pH ndo levaram a valores
acima de 82% na conversao do glicerol carbonato, foram conduzidos novos experimentos
com o objetivo de avaliar o efeito da quantidade do TEMPO e da lacase, bem como o tempo
de reagao.

Como pode ser observado na Tabela 3 (entrada 1), mesmo dobrando a quantidade
de lacase de 9 U para 18 U ndo foi observado incremento na conversao, € sim um pequeno
decréscimo para 77,33%. Mantendo as mesmas condigdes, mas estendendo o tempo
reacional para 48 h (entrada 2) também nao levou a um aumento da conversao, ficando em
79%. Ao se manter a quantidade de lacase em 9 U e dobrando a quantidade de TEMPO
(entradas 3 e 4), foi observado um incremento na conversao apenas quando a reacao
ocorreu por 48 h, chegando a 87,53%.

Os resultados obtidos com estes experimentos sugerem que ha uma limitagdo no

desempenho catalitico sob as condi¢des da reagcdo em solugdo tampao acetato.
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Tabela 3. Efeitos do tempo reacional e das quantidades de lacase e TEMPO na conversao

do glicerol carbonato ao acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico.

(o)
o lacase comercial de T. versicolor (U) >\\0
%0 TEMPO (equiv), O, o
- o
O\)\/OH tampao acetato (pH 5,0, 100 mmol L'1) \)\f
30 °C, 500 rpm, 24 h OH

glicerol carbonato

10gL AODC

Entrada Tempo (h) Lacase (U) TEMPO (mmol L") Conversao (%)

A* 24 9 30 81,25+ 0,40
1 24 18 30 77,33 £ 0,00
2 48 18 30 79,00 + 0,19
3 24 9 60 77,71 £ 0,00
4 48 9 60 87,53 £ 0,07

A*: Condigdes iniciais da sintese enzimatica.

5.5.4. Efeito do pH e da concentrac¢do da solugdo tampao citrato na conversao do glicerol

carbonato ao acido 2-oxo0-1,3-dioxolano-4-carboxilico

Diante da conversdo de 82,47% obtida com o uso de tampao citrato de sodio,
investigou-se a influéncia do pH e da concentragdo molar desse tampao na conversao do
glicerol carbonato. Inicialmente, mantendo a concentracdo da solugdo tampao citrato em
100 mmol L', foram avaliados os valores de pH 4,0; 5,0; 5,5 ¢ 6,0.

Como apresentado na Figura 30, ao reduzir o pH para 4,0 observa-se uma queda no
valor da conversao para 67,07% £0,49. No entanto, nos pH de 5,0 e 5,5 a conversao alcanga
99%. No cromatograma apresentado na Figura 31, que representa umas das reacdes
realizadas no pH 5,0, ndo € possivel mensurar uma area para o pico referente ao glicerol
carbonato dentro do limite de deteccio de 0,30 g L™!. Também nio foram observados outros
picos cromatograficos, o que sugere que a seletividade para o produto se mantém elevada.

As condig¢des reacionais no pH 6,0, ndo se mostraram favoraveis, e o resultado da

conversao foi de 66,35% +1,44.

o
0 lacase comercial de T. versicolor (9U) >\\0
>¥0 TEMPO (0,35 equiv), O, 0 o
O\)\/OH tamp3o citrato (pH, 100 mmol L)
30 °C, 500 rpm, 24 h OH

glicerol carbonato

10gL AODC
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99% + 0,00 99% + 0,00

100 ~

80

67,07% + 0,49 66,35% * 1,44

60

40

20

Conversio de glicerol carbonato (%)

pH 4,0 pH 5,0 pH 5,5 pH 6,0

Tampio citrato (100 mmol L)

Figura 30. Efeito do pH do meio reacional constituido de tampao citrato de sédio na
conversao do glicerol carbonato ao acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico em tampao
citrato de sédio.

20000 + a
| a) Tampio citrato (7g: 9.3 min)
_ b) Acido 2-0x0-1,3-dioxolano-4-carboxilico (fg: 11.1 min)
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Figura 31. Cromatograma resultante da analise da reacdo de oxidagdo quimio-enzimatica
do glicerol carbonato em solugio tampdo citrato de sodio (pH 5,0, 100 mmol L).

Mesmo que a conversdo maxima de 99% tenha sido alcangada, buscou-se entender
o efeito da concentragdo da solugdo tampao. Para isso, foi estabelecido o pH 5,0 e avaliados
as seguintes concentragdes: 20, 50, 100, 200, 300 e 400 mmol L™'. Como pode ser

observado no gréfico a seguir (Figura 32), a conversdo de 99% foi mantida em todas as
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concentragdes superiores a 100 mmol L™!. Porém, ao reduzir a concentragio do tampio
para 50 mmol L', observou-se um decréscimo na conversido para 89,76%=0,68. Uma
reducdo mais expressiva foi notada ao reduzir a concentragao para 20 mmol L™, sendo

alcancada uma conversao de 70,27 % +1,04.

100 4 99% + 0,00 99% 0,00 99% * 0,00 99% 0,00

89,76% % 0,6
80

70,27% +1,0
60 +

40

20 H

Conversao de glicerol carbonato (%)

20 mmol L™ 50 mmol L™ 100 mmol L™ 200 mmol L™ 300 mmol L™ 400 mmol L™

Tampao citrato (pH 5,0)

Figura 32. Efeito da concentracdo da solugdo tampao citrato de sddio na conversdo do
glicerol carbonato

Como ja foi discutido anteriormente, a solugdo tampao possui um papel importante
nas reagdes biocataliticas envolvendo lacases, pois mantem o pH 6timo para a atividade
enzimatica, o qual para a lacase esta entre 3,5 ¢ 5,5. Uma vez que o produto da reagdo ¢
um &cido carboxilico, a formacao deste acido ao longo da reacdo tende a reduzir o pH no
meio. Uma menor concentragdo do tampao ndo permite a manutencao do pH, e desta forma

a queda do pH pode reduzir a atividade enzimadtica, levando a redugdo da conversao.

5.5.5. Efeito de temperatura na conversao de glicerol carbonato ao longo do periodo de
24 h

Para compreender o efeito da temperatura reacional no sistema quimio-enzimatico
e, também, avaliar a conversdao ao longo do tempo, propds-se experimentos que foram

conduzidos nas temperaturas de 30°C, 40°C e 50 °C. Aliquotas foram removidas das
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reagdes e tempo pré-determinados para a medida da conversdao. Os resultados destes
experimentos estdo apresentados na Figura 33.

Quando as reacdes sao conduzidas a 30 °C, o qual foi a temperatura estipulada para
todos os ensaios prévios para a otimizacao, observa-se um aumento gradual na conversao,
atingindo o valor méximo de 99% em 24 h. Na temperatura de 40 °C, observa-se que os
valores de conversao sao bem superiores as reagoes em 30 °C, nas aliquotas analisadas em
1 h, 3 h, e 6 h, 0 que sugere uma maior atividade do sistema lacase-TEMPO. No entanto,
as aliquotas analisadas com 15 h de reagdo apresentaram valores de conversao similares as
aliquotas analisadas no mesmo periodo para as reacdes conduzidas a 30 °C. Porém, os
valores da conversao medidos com 15 h sdo praticamente os mesmos medidos nas aliquotas
com 24 h de reacdo, sendo 89% + 0,1 o valor maximo de conversao.

Para as reacdes realizadas a 50 °C, observa-se um perfil similar as reagdes em 40 °C.

Porém, com valores de conversdo inferiores, chegando a uma conversdo maxima de

72,77%+0,1 em 24 h.

100 .
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Figura 33. Efeito da temperatura e do tempo na conversdo do glicerol carbonato no acido
2-0x0-1,3-dioxolano-4-carboxilico.

De acordo com o estudo de Liebminger, Siebenhofer e Guebitz (2009), a oxidacao
do glicerol utilizando o sistema lacase/TEMPO foi realizada com sucesso a temperatura

ambiente (25 °C), resultando em produtos como acido glicérico, gliceraldeido, acido
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tartronico e acido mesoxalico, apds 24 horas de reagao. Por outro lado, Cheng et al. (2021)
demonstraram que, ao utilizar o mesmo sistema lacase/TEMPO em solu¢ao tampao citrato
a 30 °C, foi possivel alcangar alto rendimento na oxidacao de hidroximetilfurfural, gerando
o0 acido 2,5-furanodicarboxilico de forma eficiente. O estudo de Kurniawati; Nicell, (2008)
de caracterizagdo de lacase para a transformacao de fenol também encontrou boa
estabilidade e transformacgao em condigdes acidas € em temperatura de 30 °C e inativagao
com temperatura de 60 °C, com isto pode-se explicar o resultado encontrado para a
conversao de glicerol carbonato, no qual em 24 h a conversao superior a 99% aconteceu

em pH 5,0 e 30°C.

5.5.6. Efeito da atmosfera enriquecida de oxigénio na conversao do glicerol carbonato

As lacases utilizam Oz como como aceptor final de elétrons para regenerar o estado
redox e, assim, manter o ciclo catalitico (Lin et al., 2023). Dependendo do sistema
reacional, o oxigénio dissolvido no meio ¢ suficiente para manter o ciclo catalitico e
converter de forma adequada o substrato. No entanto, em todos os ensaios de otimizagao
até entdo estudados, foi empregado uma atmosfera enriquecida com O. Desta forma, para
determinar a necessidade ou ndo da atmosfera enriquecida, foi realizado um experimento
na auséncia desta atmosfera. Como resultado, foi medido uma conversagdo de apenas
32,82%, evidenciado a necessidade da atmosfera enriquecida de O no sistema catalitico

em questao (Figura 34).

o lacase comercial de T. versicolor (9U) o)

TEMPO (0,35 equiv) »o
»O ar atmosférico _ (0] o
o >
\)\/OH tampao citrato (pH 5,0, 100 mmol L")

glicerol carbonato 30 °C, 500 rpm, 24 h OH

104 L AODC
conversao: 32,82%

Figura 34. Esquema reacional representado a reagcdo quimio-enzimatica de oxidagdo do
glicerol carbonato na auséncia de uma atmosfera enriquecida de oxigénio.
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5.5.7. Efeito da redu¢ao de TEMPO e lacase na conversdo do glicerol carbonato ao acido

2-0x0-1,3-dioxolano-4-carboxilico

Embora as condi¢des reacionais estivessem estabelecidas para alcangar a uma
excelente conversao de 99%, a reducdo na quantidade de TEMPO e da lacase sdo benéficos,
uma vez que estes sdo reagentes que possuem os maiores valores entre todos os que
compdem o sistema. Desta forma, avaliou-se o impacto na reducao da quantidade destes
reagentes. No entanto, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios ao reduzir tanto a

quantidade de TEMPO, como da lacase, como observado na Tabela 4.

Tabela 4. Efeito da quantidade de lacase e TEMPO na conversao do glicerol carbonato ao
acido 2-o0xo0-1,3-dioxolano-4-carboxilico.

(o)
o lacase comercial de T. versicolor (U) %0
%O TEMPO (equiv), O, o
> (0]
0\/‘\/0H tamp3o citrato (pH 5,0, 100 mmol L") \)\f
30 °C, 500 ,24 h
glicerol carbonato pm OH
AODC

10g L™

Entrada  Lacase (U) TEMPO (mmol L") Conversio (%)

A* 9 30 99
1 9 15 80
2 9 7,5 56
3 6 30 84
4 4 30 79

A*: Condigdes iniciais da sintese quimio-enzimatica.

Quando a concentragio do TEMPO foi reduzida de 30 mmol L™ para 15 mmol L!
(Tabela 4, entrada 1), observa-se ja uma reducdo na conversao, atingindo 80% no periodo
de 24 h. Uma redugao maior de TEMPO, para um quarto da concentragao inicial, impacta
mais ainda a conversao, chegando a apenas 56% nas 24 h (entrada 2).

J& nos experimentos em que foi mantida a quantidade inicial de TEMPO e reduzida
a quantidade de lacase (entradas 3 e 4), observa-se que o impacto na conversao ndo ¢ tao
expressivo. Quando 6 U de lacase foram empregadas, a conversao atingiu 84% nas 24 h.
Ja quando a quantidade foi reduzida para 4 U, a conversao chegou a 79%.

O TEMPO apresenta um papel relevante na etapa de oxidacdo do élcool, e
posteriormente do aldeido formado como intermediario, ao correspondente &cido

carboxilico. No mecanismo do ciclo catalitico fica evidente que o TEMPO atua como um
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intermediario essencial, transferindo elétrons entre a enzima e o substrato, viabilizando a
oxidagdo eficiente do alcool, uma vez que a lacase, por si s6, ndo possui capacidade direta

para oxidar &lcoois primarios na auséncia de um mediador apropriado (Marino et al., 2022).

5.6. Escalonamento da sintese e purificacio do acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-

carboxilico

A partir dos estudos de otimizagdo, o proximo passo foi conduzir a reagdo em uma
escala maior com a finalidade de isolar o produto desejado, o acido 2-oxo-1,3-dioxolano-
4-carboxilico, e assim obter quantidade suficiente para determinar o rendimento e
prosseguir com as caracterizagdes estruturais.

Para isso, foi realizada uma reagdo em uma escala de 10 vezes, mantendo as
concentragdes dos reagentes. A reagdo foi realizada em frasco de fundo redondo, com
agitacdo magnética, e aquecimento por meio de um banho seco com temperatura
controlada, como pode ser visto na imagem do sistema mostrada na Figura 35. O gas
oxigénio foi fornecido por uma bexiga inflavel conectada diretamente ao fraco por meio

de e uma agulha, garantindo assim uma atmosfera enriquecida com O».
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Figura 35. (A) Sistema reacional utilizado para o escalonamento da rea¢do enzimatica e
(B) cromatograma da analise de uma aliquota da reagdo apos 24 h.
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O aumento de escala ndo impactou negativamente o desempenho da reagao, sendo
possivel observar a manutencao tanto da conversao do glicerol carbonato quanto da
seletividade do processo, mesmo ap6s 24 horas de reacio, obtendo-se a conversao superior
a 99% como pode ser observado no cromatograma na Figura 35B.

Esse resultado evidencia a robustez do sistema enzimatico empregado, bem como
a viabilidade da aplicagao desse protocolo em processos em escala maior, sem prejuizo na
eficiéncia da biocatalise.

Quanto a recuperacdo e purificacdo do produto desejado do meio reacional,
encarou-se os desafios relacionados a alta solubilidade do produto em dgua. Além disso, o
acido citrico e os respectivos sais possuem também alta solubilidade em 4gua, o que torna
dificil a separagdo. Algumas tentativas de recuperar o produto foram realizadas, entre elas
a extragdo com solventes organicos e imisciveis em agua. Tanto o uso de acetato de etila,
como cloroféormio, nao resultaram em extragoes efetivas. Em uma outra tentativa, foi
removida toda a 4gua sob pressdo reduzida, e o residuo remanescente foi solubilizado em
metanol. A esta solucdo foi adicionado cloreto de calcio (CaClz) com o intuido de que o
cation calcio formasse um complexo com o citrato, € menos solivel no meio. De fato, a
andlise por RMN de "H mostrou que a quantidade relativa de citrato da amostra foi menor
que nas amostras sem nenhuma purificagao.

A purificacdo por cromatografia em coluna de silica mostrou-se bastante eficiente ao
ser empregado como eluente uma mistura de metanol em cloroférmio (10% v/v), sendo a
eluicdo acompanhada por cromatografia em camada delgada. No entanto, o uso do
cloroférmio para a purificacdo do produto ndo estd estritamente alinhado com o emprego
da biocatalise como um processo com menor impacto ambiental em sintese quimica. Desta
forma, foi avaliado a purificagdo por cromatografia em coluna de silica, utilizando como
eluente os solventes etanol e acetato de etila, o qual também se mostrou bastante eficiente
em separar o produto dos componentes presentes no tampao. Para uma rapida purificacio
utilizando uma coluna de silica curta, com caracteristicas de filtracdo, o TEMPO foi
previamente removido do meio reacional por extracdo com cicloexano. Posteriormente a
agua foi removida sob pressao reduzida, e o residuo submetido a cromatografia em coluna
de silica, utilizando como eluente uma mistura de etanol e acetato de etila. Pela relativa
pureza da amostra bruta, e sendo que a maior impureza esta relacionada a presenca do acido
citrico e dos respectivos sais, a coluna cromatografica foi realizada com o intuito de uma

filtragao. Em um primeiro momento foi empregado como eluente 20% de etanol em acetato
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de etila para remogao de qualquer residuo de glicerol carbonato ou TEMPO. Em seguida,
foi utilizado uma mistura contendo 60% de etanol em acetato de etila, havendo assim a
eluicdo do produto. Nestas condigdes de purificacdo, o produto foi isolado com um
rendimento de 66% (0,368 g).

O cromatograma mostrado na Figura 36, ¢ referente a analise do acido 2-oxo-1,3-
dioxolano-4-carboxilico ap6s o processo de purificagdo em que ¢ observado apenas o pico

com fr de 11,1 min, que ja foi atribuido ao produto.
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Figura 36. Cromatograma do acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico apds o processo de
purificagao.

5.7. Caracterizac¢ao estrutural do acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico

O produto purificado foi entdo analisado por RMN de 'H (Figura 37), utilizando 4gua
deuterada (D20) como solvente. O 4cido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico possui um
centro de quiralidade no carbono vizinho ao grupo acido carboxilico. Desta forma, os
hidrogénios vizinhos ao centro de quiralidade sdao diaterotopicos, e desta forma
magneticamente ndo equivalentes, gerando sinais distintos no espectro. Ao todo sdo
esperados 4 sinais no espectro de RMN de 'H, com integrais relativas de 1 hidrogénio para
cada sinal.

Observando o espectro para o acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico, observa-se

apenas 3 sinais. O sinal referente ao acido carboxilico, ndo esta presente uma vez que ¢
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facilmente dissociado, trocando rapidamente com o deutério do solvente. Em & = 5,08 ppm,
encontra-se um sinal na forma de dupletos, com integral relativa para um hidrogénio (1H),
que foi atribuido ao hidrogénio Ha. O Ha apresenta a constante de acoplamento geminal
2Jia-na de 9,37 Hz e a constante de acoplamento vicinal >Jia.ib de 6,43 Hz. Jano § = 4,76
ppm, proximo ao sinal da agua residual em 6 = 4,79 ppm, encontra-se o sinal atribuido ao
Ha’, também com integral relativa para 1H, e constantes de acoplamento geminal 2Jia-Ha
de 9,37 Hz e constante de acoplamento vicinal *Ji. - de 8,56 Hz. Por fim, o sinal em & =
4,45 ppm, foi atribuido ao hidrogénio Hb, com integral relativa para 1H. Neste sinal,
observa-se as constantes de acoplamento vicinais *Jip-na de 8,56 Hz e a constante *Jip-na

de 6,43 Hz.
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, D>0) do 4cido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-
carboxilico.

Jano espectro de RMN de '*C apresentado na Figura 38, observa-se os quatro sinais
esperados, sendo o sinal em 6 = 172,4 atribuido ao carbono do grupo acido carboxilico, o

sinal em & = 157,5 ppm atribuido ao carbono do grupo carbonato. O sinal em & = 74,3 ¢



65

atribuido ao carbono do centro de quiralidade, e por fim, o sinal em 6 = 68,9 ppm atribuido

ao carbono do grupo CH»
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Figura 38. Espectro de RMN de 3C (75,4 MHz, D,0) do 4cido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-
carboxilico.

As atribuicdes dos sinais em d = 74,3 ppm e 6 = 68,9 ppm pode ser confirmada com
experimento de RMN de *C{H}-APT (Attached Proton Test). No experimento APT, os
sinais para os carbonos dos grupos metino (CH) e metila (CH3) sdo mostrados na fase
positiva, enquanto os carbonos quartendrios (C) e carbonos dos grupos metilenos (CH>)
sdao mostrados na fase negativa.
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Figura 39. Espectro de RMN de '3C{H}-APT (75,4 MHz, D,0) do 4cido 2-oxo-1,3-
dioxolano-4-carboxilico.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi proposta e desenvolvida um método biocatalitico para a sintese
do acido 2-oxo0-1,3-dioxolano-4-carboxilico, a partir da oxidagdo enzimatica do glicerol
carbonato empregando o sistema lacase — mediador redox.

A partir dos estudos de otimizagdo para sistema quimio-enzimatico, foi possivel
determinar as condi¢des mais favoraveis para a conversao do glicerol carbonato ao acido
2-0x0-1,3-dioxolano-4-carboxilico mediada pela lacase comercial de 7. versicolor como
biocatalisador e TEMPO como mediador redox, em um meio constituido de uma solugao
aquosa de tampao de citrato de sddio e sob atmosfera enriquecida com oxigénio.

Nas condigdes otimizadas, a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
mostrou a conversao completa do glicerol carbonato ao respectivo acido. O isolamento do
produto no meio reacional se mostrou um desafio pela alta afinidade com a dgua, assim
como os componentes da solucdo tampao. O acido 2-oxo-1,3-dioxolano-4-carboxilico foi
obtido na sua forma isolada com 66% de rendimento.

Os resultados obtidos com este trabalho reforgam a viabilidade do uso de lacases
como biocatalisadores promissores em reacdes de oxidagdo seletiva, especialmente na
sintese de compostos de alto valor agregado a partir de fontes renovaveis.

Adicionalmente, a utilizacdo de lacases destaca-se por seu carater sustentdvel,
operando sob condi¢des brandas e dispensando o uso de oxidantes quimicos agressivos.
Essa caracteristica posiciona a metodologia em conformidade com os principios da quimica
verde, contribuindo para o avango de rotas sintéticas mais sustentaveis.

Conclui-se, a partir dos resultados obtidos pelo presente trabalho, que a utilizagao
da catalise enzimatica para a obten¢@o do acido 2-oxo-1,3-dioxoladnoo-4-carboxilico por
meio do sistema redox lacase/TEMPO demonstra-se como uma metodologia de alta

eficiéncia.
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