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(57) Resumo: BIOANODO PARA BIOCELULAS A COMBUSTIVEL
ETANOL/O2 E PROCESSO PARA PREPARAR O MESMO. Nesta
invencdo, foi preparado e caracterizado um novo bioanodo para
biocélulas a combustivel etanol/O2 utilizando-se o dendrimero PAMAM
para imobilizacdo da enzima ADH sobre superficie difusora de tecido
de carbono. Os bioanodos foram preparados utilizando-se a técnica de
adsorcdo passiva enzima/dendrimero em um suporte de fibra de
carbono (HT1400W, ELAT® GDL - BASF) de 1cm? utilizando-se o
corante verde de metileno como eletrocatalisador para a espécie
NADH. As medidas de densidade de poténcia foram realizadas em
uma célula de dois compartimentos separadas por uma membrana
Nafion®. Apo6s a imobilizacdo, o sistema empregado provou ser
estavel e com densidade de poténcia gerada comparavel aos demais
bioanodos existentes no mercado. Os resultados obtidos mostram que
o dendrimero PAMAM é um material muito atrativo para imobilizagdo
de enzimas e com grande potencial para aplicagdo em dispositivos
comerciais.
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BIOANODO PARA BIOCELULAS A COMBUSTIVEL ETANOL/O, E PROCESSO
PARA PREPARAR O MESMO

CAMPO DA INVENCAO

Esta invencdo se refere em geral a preparagdo de bicanodos para uso em
biocélulas a combustivel de etanol/O, e, em particular, a um bioanodo no qual € aplicada
a imobilizagdo da enzima &alcool desidrogenase (ADH) empregando o dendrimero de
poliamidoamina (PAMAM) sobre superficie difusora de tecido de carbono.

FUNDAMENTOS DA INVENGAO

Fatores principalmente econdmicos e ambientais forcam a demanda por
processos cada vez mais “limpos” e eficientes para a producédo de energia. Nesse sentido
observa-se um aumento continuo nas pesquisas em todo o mundo na busca por fontes
alternativas de energia.

O documento PCT/US2005/001827, publicado em 13/10/2005, “Microfluidic biofuel
cell”, trata de células a biocombustivel microfluidicas compreendendo um bioanodo e/ou
um biocatodo formadas usando principios microfluidicos e litografia suave. As enzimas
usadas nas reag¢des redox no bioanodo e/ou no biocatodo sao estabilizadas em uma
eétruturé micelar ou micelar invertida. A célula a biocombustivel € usada para produzir
altas densidades de poténcia. O referido documento revela imobilizacdo de enzima
(él‘cool desidrogenase entre elas) em bioanodo e biocatodo, porém, os materiais
preferidos para a imobilizagdo. da enzima sao diferentes do material usado na presente
invencéo.

Ha no estado da técnica algumas publicagdes sobre aplicagdo de dendrimero,
porém, nessas publicagdes a enzima é imobilizada sobre ouro e na presente invencéo a
enzima e o dendrimero PAMAM estao suportados sobre suporte de carbono acrescido de
um filme organico formado a partir do corante verde de metileno. Esta formagéo € inédita.

O documento US 6.531.239, publicado em 11/03/2003, “Biological fuel cell and
methods”, trata de uma célula a combustivel que tem um anodo e um catodo com enzima
de anodo. disposta no anodo-e enzima de catodo disposta no catodo. O anodo é
configurado e disposto para eletro-oxidar um redutor de anodo na presenga da enzima de
anodo. Da mesma maneira, o catodo & configurado e disposto para eletroreduzir um.
oxidante de catodo na presenca da enzima de catodo. Além disso, o hidrogel redox do
anodo pode ser disposto no anodo para transmitir uma corrente entre o anodo e a enzima
de anodo e o hidrogel redox do catodo pode ser disposto no catodo para transmitir uma
corrente entre o catodo e a enzima do catodo. Este documento revela especificamente
outros materiais e sistemas para efetuar a imobilizacao da eﬁzima (que pode ser alcool

desidrogenase).
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OBJETO DA INVENGAO

E um objetivo da presente invengdo proporcionar um novo bicanodo para
biocélulas a combustivel etanol/O,, cujo bioanodo utiliza o dendrimero PAMAM para
imobilizar a enzima alcool desidrogenase (ADH) sobre superficie difusora de tecido de
carbono.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 é uma representagcdo esquematica de uma biocélula a combustivel
primaria.

A Figura 2 é uma representagdo da arquitetura utilizada na preparagdo do
bicanodo da presente invencgao.

A Figura 3 é uma representacao da cela utilizada para as medidas de densidade
de poténcia da biocélula da presente invengao.

DESCRICAO DETALHADA

A presente invengdo sera agora descrita em detalhes com referéncias as figuras
em anexo sem, contudo, limitar a presente invencdo ao que € revelado no presente
relatorio.

As células a combustivel biolégicas, ou biocélulas a combustivel, sdo definidas
como células a combustivel nas quais a atividade da célula (ou parte dela) se deve a
atuacdo de uma catalise enzimatica. Também é possivel definir as biocélulas a
combustivel como um sistema capaz de transformar diretamente energia quimica em
elétrica por meio de_reagdes que envolvem etapas .bioquimicas.[Palmore et.al.,..1998]..-
Basicamente, o funcionamento de uma célula a combustivel envolve reacdes de oxidagao
de um combustivel no anodo e redugdo no catodo as quais promovem, entdo, como
consequéncia da liberagdo de elétrons provenientes da oxidagdo, um fluxo de elétrons
até o catodo por um circuito externo que resulta, entdo, em trabalho elétrico.

Na Figura 1 é apresentado o funcionamento basico de uma biocélula a

combustivel primaria ou direta; similar a uma célula a combustivel do tipo membrana de

troca de protons (PEM). Neste tipo de célula, os biocatalisadores s&o envolvidos

diretamente nas reagdes de oxidagdo e reducio para gerar eletricidade. O combustivel
CO ¢é oxidado enzimaticamente no anodo (A) produzindo prétons e elétrons, enquanto
que no catodo (C) outra enzima reduz o oxidante (geraimente O), o produto formado
reage com os prétons e elétrons gerando agua.

Alternativamente as células que utilizam catali$adores metalicos, as biocélulas a
combustivel possuem a grande vantagem de operar em temperaturas mais brandas (20 a
40°C). Essa € uma grande vantagem frente as células a combustivel tradicionais que

operam em temperaturas superiores a no minimo 80°C. Estas propriedades fazem com
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que as biocélulas a combustivel sejam cada vez mais objeto de estudo para aplicagao
onde a obtencdo de temperaturas elevadas é dificil. Além disso, enzimas s&o bastante
especificas e catalisam diferentes tipos de reagdes e portanto, € possivel a utilizagcao de
diversos tipos de combustiveis podemos citar entre eles: alcoois, agticares, acido lactico, A
glicerol etc.

Fator chave nas biocélulas a combustivel sdo as transferéncias de elétrons entre
o sitio reativo da enzima e a superficie do eletrodo. O ponto fundamental para a eficiéncia
ou ndo de uma biocélula a combustivel esta ligado a velocidade da transferéncia de
elétrons, sendo que o melhor desempenho das biocélulas a combustivel dependera da
facilidade desta transferéncia.

Um dos maiores obstaculos para se obter uma biocélula a combustivel eficiente é
a estabilidade que é medida pelo tempo de vida dos bioanodos. Sendo assim, a busca
por metodologias de imobilizacdo que aumentem a estabilidade dos bioanodos & de
grande interesse de diversos pesquisadores.

A imobilizagdo da enzima com a membrana polimérica na superficie do eletrodo
tem por objetivo aumentar o tempo de vida da enzima, além de obter uma camada
mecanica e quimicamente estavel sem formar uma regido capacitiva na superficie do
eletrodo. Para se obter uma maior estabilidade € de crucial importancia que seja
garantido um ambiente adequado para que a enzima resista as mudancgas bruscas de
temperatura, pH e composicdo da solugdo, as quais frequentemente desnaturam ou
inativam as mesmas.

A escolha adequada do processo de imobilizagdo empregado no ancoramento da
enzima na superficie do eletrodo € de grande importancia, pois afeta diretamente o tempo
de vida da enzima imobilizada [Jungbae et al., 2006]. Diversas técnicas de imobilizagéo
enzimatica vém sendo utilizadas na literatura. Dentre elas, destaca-se a membrana
Nafion® tratada com brometo de tetrabutilaménio [Akers et al., 2005]; utilizagao de
polimeros redox [Heller, A., 1992], encapsulamento dentro de uma matriz sol-gel [Lim et
al., 2007}, entre outras. '

Diversos s3o os atrativos quanto ao uso das biocélulas a combustivel, seja
atuando em métodos de bioremediacdo [Kim et al., 2009], sensores de demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) [Heller, A., 1992], além do grande potencial de uso como
bateria. Diversos trabalhos visam tanto o uso in vivo destas células (para um futuro uso
em sensores para diabetes, aparelho marca passo etc.) além de aplicagbes ex vivo (que
mostram grande potencial para num futuro proximo talvez até substituir baterias de baixa
poténcia utilizadas em equipamentos eletronicos, como os aparelhos celulares).

Os principais desafios a serem vencidos no desenvolvimento das biocélulas a
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combustivel que utilizam a catalise enzimatica, para uma futura utilizagdo comercial,
estdo relacionados ao tempo de vida e custo dessas enzimas além dos problemas
relacionados a transferéncia de elétrons entre sitio ativo e a superficie do eletrodo.

O dendrimero PAMAM representa uma classe de polimeros monodispersos
ramificados, que possuem grande uniformidade, estreita distribuicdo de peso molecular e
uma superficie terminal altamente funcionalizada. Devido a suas caracteristicas
estruturais e de adsorgéo, este material tem sido explorado na producgao de filmes em
multicamadas, utilizados como sensores na deteccdo de diferentes compostos (Tomalia
et al., 1990).

Na presente invengao, foi preparado e caracterizado um novo bioanodo para
biocélulas a combustivel etanol/O, utilizando-se o dendrimero PAMAM para imobilizagao
da enzima ADH em tecido de carbono.

Procedimento de preparacao dos bioanodos.

Os bioanodos foram preparados utilizando-se a técnica de adsorgdo passiva
enzima/dendrimero em um suporte de fibra de carbono, SC (HT1400W, ELAT® GDL -
BASF) de 1 cm? utilizando-se o corante verde de metileno (VM) como eletrocatalisador
para a espécie NADH. Inicialmente, foram realizados estudos de cinética enzimatica da
enzima imobilizada no bioanodo e a seguir, os ensaios de poténcia foram realizados em
uma célula de dois compartimentos separadas por uma membrana Nafion®.

Apds a imobilizagio, o sistema empregado provou ser estavel e com densidade
de poténcia gerada comparavel aos demais bioanodos . existentes. no mercado...Os
resultados obtidos mostram que o dendrimero PAMAM é um material muito atrativo para
imobilizagdo de enzimas e com grande potencial para aplicagdo em dispositivos
comerciais.

O processo para se obter a presente invengdo é realizado em duas etapas.
Inicialmente, anterior a imobilizagdo enzimatica, um fiime estavel de verde de metileno é
polimerizado na superficie do suporte de carbono submetendo o eletrodo a 12 ciclos
voltamétricos no “intervalo de’ -0,3 a +1,3 V tendo como referéncia eletrodo de
prata/cloreto de prata, a 50 mV s (-0,3 a +1,3 V vs Ag/AgCl, a 50 mV s') em uma solugio
contendo verde de metileno 4 10 mol L™, nitrato de sédio 0,1 mol L™ e tetraborato de
sodio anidro 102 mol L. Uma vez finalizada a eletropolimerizagédo, os eletrodos s&o
lavados com agua deionizada, secos em N, e deixados por 24 horas em dessecador.

Posteriormente, a imobilizacdo enzimatica é realizada mediante adsorgao passiva
da solucéo enzima/dendrimero. As solugoes ADH/PAMAM (SAP) foram preparadas na
razio 1:2 em meio de 1.9 mmol L' de NAD*, mantendo o volume final em 600 pL em

tampao fosfato 100 mmol L™ (pH 7,2). Apés homogeneizagao, 50 uL desta solugéo foram
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adicionados direta;nente na éuper%icie do suporte, mantendo a quantidade de enzima em
28 U, seguido de secagem por 24 h. A Figura 2 apresenta a estrutura final do bioanodo
preparado. ‘

As medidas de densidade de péténcié do bioanodo B da presente invengéo' foram
realizadas em uma célula de dois compartimentos contendo solu¢cdo S separadas por
uma membrana Nafion®, NF, similar a descrita por Moehlenbrock and Minteer, 2008. Uma
membrana de difusdo gasosa SC (ELAT) composta de 20% Pt em C (E-TEK) prensada a
quente foi utilizada como material catédico, sendo mantido em contato direto com o ar A
(Figura 3).

As concentragdes da espécie NAD' e o combustivel etanol foram mantidas em 1,9
mmol L', e 100 mmol L' para um volume final de solugdo de 10 mL em meio de tamp&o
fosfato. Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente (25 + 1 °C) em um
potenciostato/galvanostato modelo 273A — PAR. Os valores de potencial de circuito
aberto (PCA) foram medidos por 1 hora e os voltamogramas lineares foram feitos a 1 mV
s”, a partir destes dados foram obtidos os valores de densidade de poténcia.

Para avaliar a estabilidade dos bioanodos preparados, foram feitas medidas de
densidade de poténcia por um periodo de 90 dias, utilizando-se a mesma amostra de
bioanodo. Os eletrodos foram mantidos refrigerados em solugéo tampao por.um periodo
de pelo menos 1 semana antes de outro teste. Para avaliar a estabilidade dos bioanodos
preparados em experimentos de cronoamperometria, foram realizadas eletrélises
aplicando-se 0,3 V (préximo ao potencial de oxidagao da espécie NAD') durante 14 h.

Fator critico para uma boa eficiéncia das biocélulas a combustivel &€ a densidade
de poténcia, a qual & obtida pela poténcia gerada em fungcédo da area do eletrodo ou
volume da célula (P../A). Nesse sentido, a melhor maneira de comparar o invento obtido
com resultados ja apresentados na literatura € a comparagdo entre os valores de
densidade de poténcia obtidos. A Tabela 1 apresenta os mais recentes resultados em
termos de densidade de poténcia obtidos na literatura [Aquino Neto, et al.; 2010].

Tabela 1: Resumo dos Ultimos resultados obtidos em biocélulas a combustivel

enzimaticas
Metodologia de P gerada/ o
= “Substrato “Sistema’enzimatico Referéncia
imobilizagdo mW cm2
Alcool
Membrana Nafion® Topcagic e
Etanol/O2 desidrogenase/bilirrubina 0,46
modificada Minteer, 2006
oxidase
Matriz sol-gel/ nanotubo de Glicose oxidase e bilirrubina
Glicose/O2 0,12 Lim et al., 2007

C oxidase
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Klotzbach et al.,
Quitosana modificada Glicose Glicose desidrogenase 0,035
2008
Glutaraldeido Etanol Quino-hemoproteina- Alcool  0,0015 Ramanavicius et
desidrogenase al., 2008
Membrana Nafion® Enzimas desidrogenases em Sokic-Lazic and
Etanol 1,01
modificada cascata Minteer, 2008
Glicose desidrogenase Habrioux et al.,
Filme de polipirrol Glicose/O2 0,042
Nlacase 2008
Membrana Nafion® Enzimas desidrogenase em Sokic-Lazic e
Piruvato 0,93
modificada cascata Minteer, 2009
Glicose desidrogenase/
Sal de poliacrilato de sodio  Glicose/O2 1,45 Sakai et al., 2009
Bilirrubina oxidase
Polimero condutor / 3- Glicose oxidase/ Bilirrubina Kuwahara et al.,
Glicose/O2 0,156
metiltiofeno oxidase 2009
Celulose em matriz de D-frutose desidrogenase/ )
Frutose/ Oz 0,12 Wu'etal., 2009
nanotubo de C Bilirrubina oxidase
Eletrodo do tipo Miyake et al.,
Glicose Glicose desidrogenase 0,052
“Ketjenblack” . . . 2009
Pirroquinolina em eletrodos
v Lactato Lactato desidrogenase 0,14 Lee et al., 2009
de ouro :
Nanoparticulas de silicone  Glicose Glicose desidrogenase ... .0,0037 .Choi et al., 2009
. Presente
Dendrimero PAMAM Etanol Alcool desidrogenase 0,28
invencao
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REIVINDICAGOES

1. Bioanodo para biocélulas a combustivel etanol/O, tendo enzima
imobilizada sobre substrato, caracterizado por compreender:

um suporte de carbono tendo na sua superficie um filme estavel eletrocatalisador
e, sobre o referido filme estavel eletrocatalisador, uma camada passiva de enzima/agente
imobilizador.

2. Bioanodo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por o
eletrocatalisador ser o corante verde de metileno.

3. Bioanodo, de acordo com reivindicagdo 1, caracterizado por o agente
imobilizador ser poliamidoamina (PAMAM).

4. Bioanodo, de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado pelo por a
enzima ser alcool desidrogenase imobilizada. |

5. Processo para preparar bioanodo para biocéiulas a combustivel etanol/O,,
caracterizado por compreender as etapas de:

proporcionar um substrato de filme de carbono;

polimerizar um filme estavel de eletrocatalisador na superficie do suporte de filme
de carbono, antes da etapa de imobilizagdo enzimatica, submetendo o suporte de filme
de carbono a ciclos voltamétricos em uma solugao contendo eletrocatalisador;

lavar os anodos com agua deionizada, secar em N, e deixar por 24 horas em um
dessecador, uma vez finalizada a referida etapa de polimerizagao;

realizar a imobilizacdo. enzimatica no. suporte. de..filme. de -carbono .com
eletrocatalisador mediante adsorcdo passiva da solucdo enzima/dendrimero.

6. Processo, de acordo com a feivindicagéo 6, caracterizado por o suporte de
filme de carbono ser submetendo a 12 ciclos voltamétricos no intervalo de -0,3 a +1,3 V
tendo como referéncia eletrodo de prata/cloreto de prata, a 50 mVs.

7. Processo, de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado por a solugdo

contendo eletrocatalisador conter verde de metileno 4 x 10™ mol L™, nitrato de sédio 0,1

“mol L e tetraborato de sédio anidro 102 mol L.

8. Processo, de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado por na adsorgao
passiva a solugdo enzima/dendrimero compreender solugdo de enzima alcool
desidrogenase (ADH)/poliamidoamina (PAMAM) preparada na razédo 1:2 em meio de 1.9
mmol L-1 de NAD+, mantendo o volume final em 600 pL em tampao fosfato 100 mmol L-
1(pH 7,2).
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RESUMO
BIOANODO PARA BIOCELULAS A COMBUSTIVEL ETANOL/O, E PROCESSO
PARA PREPARAR O MESMO

Nesta invengao, foi preparado e caracterizado um novo bioanodo para biocélulas
a combustivel etanol/O, utilizando-se o dendrimero PAMAM para imobilizacdo da enzima
ADH sobre superficie difusora de tecido de carbono. Os bioanodos foram preparados
utilizando-se a técnica de adsorcio passiva enzima/dendrimero em um suporte de fibra
de carbono (HT1400W, ELAT® GDL — BASF) de 1 cm? utilizando-se o corante verde de
metileno como eletrocatalisador para a espécie NADH. As medidas de densidade de
poténcia foram realizadas em uma célula de dois compartimentos separadas por uma
membrana Nafion®. Apds a imobilizagio, o sistema empregado provou ser estavel e com
densidade de poténcia gerada comparavel aos demais bioanodos existentes no mercado.
Os resultados obtidos mostram que o dendrimero PAMAM é um material muito atrativo
para imobilizagdo de enzimas e com grande potencial para aplica¢gdo em dispositivos

comerciais.



