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RESUMO

O presente estudo foi focado na imobilizacdo da peroxidase extraida do rabanete
e purificada através de uma metodologia baseada em um sistema aquoso bifasico.
A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada empregando um teste
espectrofotométrico baseado na oxidacdo do guaiacol em tetraguaiacol,
revelando um valor de 1,133 U. Como suporte para a imobilizacdo da enzima,
empregou-se celulose bacteriana obtida a partir de Kombucha, uma bebida
gaseificada obtida a partir da fermentacdo de cha verde que contém bactérias
capazes de produzir celulose na forma de peliculas. A enzima foi imobilizada pelo
método de adsorcdo fisica utilizando a celulose bacteriana purificada, sem
modificacdes quimicas e imobilizada por ligacdo covalente onde a celulose foi
submetida a oxidacao para formacéo de grupos aldeido, por periodato de sddio
(NalO4) em diferentes tempos e concentragdes do oxidante, visando a
imobilizacdo da enzima através da base de Schiff. A determinacdo do teor de
aldeido mostrou que a celulose bacteriana oxidada por periodato 4% no tempo de
1h com maior grau de oxidacao (0,327mmol). As membranas resultantes foram
caracterizadas por andlise termogravimétrica (TG), microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e
adsorcao/dessorcdo de N2, com determinacdo da &rea superficial, volume dos
microporos e distribuicdo do tamanho e didmetros dos poros. As membranas
contendo a peroxidase também foram submetidas a determinacdo da atividade
enzimatica e determinacdo de proteina, observando-se que ndo houveram
diferencas estatisticamente significativas entre as atividades de todas as
amostras. De acordo os resultados obtidos nas caracterizacdes, a peroxidase
imobilizada por adsorcao fisica e imobilizada por celulose bacteriana oxidada por
periodato de sédio 4% no tempo de 1h, foram escolhidos para testes de
descoloracao das solugdes dos corantes catidnicos azul de metileno, violeta cristal
e rodamina 6G e do corante anionico indigo sintético. A descoloracdo das
solugdes foi acompanhada por espectrofotdmetro UV/VIS. A solucdo do corante
que apresentou maior grau de descoloracdo foi o violeta de cristal, sendo
respectivamente de 91,53% para a peroxidase imobilizada pela celulose
bacteriana pura e 91,18% para a peroxidase imobilizada pela celulose bacteriana
oxidada por periodato de sodio 4% no tempo de 1lh. Portanto os resultados
indicam que a peroxidase do rabanete imobilizada tem potencial para
descoloracdo de corantes e que o desempenho de descoloracdo da enzima
imobilizada por adsorc¢éo fisica ou ligagéo covalente foram similares.

Palavras chaves: peroxidase; imobilizagcdo; corantes; celulose bacteriana e
descoloracéao.



ABSTRACT

The present study was focused on the immobilization of peroxidase extracted from
radish and purified through a methodology based on a two-phase aqueous system.
The determination of enzymatic activity was carried out using a spectrophotometric
test based on the oxidation of guaiacol in tetraguaiacol, revealing a value of 1.133 U.
As a support for the immobilization of the enzyme, bacterial cellulose obtained from
Kombucha, a carbonated drink obtained from from the fermentation of green tea that
contains bacteria capable of producing cellulose in the form of films. The enzyme was
immobilized by the physical adsorption method using purified bacterial cellulose,
without chemical modifications and immobilized by covalent bonding where the
cellulose was subjected to oxidation to form aldehyde groups, by sodium periodate
(NalO4) at different times and concentrations of the oxidant, aiming at immobilizing the
enzyme through Schiff base. The determination of the aldehyde content showed that
bacterial cellulose was oxidized by 4% periodate time the 1h with a higher degree of
oxidation (0.327mmol). The resulting membranes were characterized by
thermogravimetric analysis (TG), scanning electron microscopy (SEM), Fourier
transform infrared (FTIR) and N2 adsorption/desorption, with determination of surface
area, micropore volume and size distribution and diameters of the pores. The
membranes containing peroxidase were also subjected to determination of enzymatic
activity and protein determination, observing that there were no statistically significant
differences between the activities of all samples. According to the results obtained in
the characterizations, peroxidase immobilized by physical adsorption and immobilized
by bacterial cellulose oxidized by 4% sodium periodate time the 1h were chosen for
discoloration tests of solutions of the cationic dyes methylene blue, crystal violet and
rhodamine 6G and the anionic dye synthetic indigo. The discoloration of the solutions
was monitored by a UV/VIS spectrophotometer. The dye solution that showed the
highest degree of discoloration was crystal violet, being respectively 91.53% for
peroxidase immobilized by pure bacterial cellulose and 91.18% for peroxidase
immobilized by bacterial cellulose oxidized by 4% sodium periodate time the 1 hour.
Therefore, the results indicate that immobilized radish peroxidase has the potential for
dye decolorization and that the decolorization performance of the enzyme immobilized
by physical adsorption or covalent bodwas similar.

Keywords: peroxidase; immobilization; dyes; bacterial cellulose and decolorization.
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1 INTRODUCAO

A industria téxtil tem potencial de despejar uma alta concentragdo de corantes
nos recursos hidricos, cuja remocao pode ser desafiadora na medida em que tais
corantes sao resistentes aos tratamentos convencionais como filtracdo, precipitacéo,
e adsorcao [1,2]. Os corantes mais amplamente utilizados, que sdo geralmente
sintéticos, quando descartados nos rios e lagos, ndo sé causam polui¢cdo visual, mas
podem também trazer efeitos indesejaveis na fauna e na flora, pois séo téxicos e

mutagénicos [3].

A resisténcia de diversos corantes aos tratamentos de remediacédo, bem como
suas implicacbes ambientais, faz com que se busquem solucfes para resolver essa
problematica. Neste contexto, o tratamento enzimatico vem ganhando espaco, pois
as enzimas apresentam funcdes cataliticas, adaptabilidade e alta seletividade ao

substrato, tendo a enzima peroxidase como destaque [4] no presente trabalho.

A peroxidase pertence a classe das enzimas oxidorredutases, que catalisam
oxidacOes de diversos compostos organicos e reducdo de peroéxido [5]. Esse tipo de
enzima pode ser obtido de fontes vegetais e animais, sendo a vegetal a maior fonte
de extracdo. Das fontes vegetais a mais conhecida e geralmente utilizada é a
peroxidase da raiz forte (peroxidase do rabano), porém outras fontes vegetais
economicamente mais viaveis foram descobertas e estdo sendo utilizadas para

extracdo da enzima [6].

Entre as fontes vegetais alternativas pode-se destacar o rabanete, vegetal
pertencente a familia Brassicaceae e que tem a presenca dessa enzima. Ao comparar
as sequencias de aminoacidos primarios da peroxidase do rabanete com o rabano,
fonte mais utilizada quando se fala da extracdo da enzima, o rabanete apresenta 70%

de similaridade [7].

A necessidade da obtencédo desta enzima purificada por metodologias que
sejam rapidas, versateis e economicamente viaveis, trouxe um destaque para 0s
sistemas aquosos bifasicos (SABs). SABs sdo amplamente utilizados na extracdo de
enzimas, devido a extracao cinética rapida para separacao, operacao facil e flexivel
para lidar com as separacdes em larga escala, baixo custo e versatilidade no tipo de

solvente para formacao do sistema [8].



Quando a enzima é extraida da fonte desejada e purificada, esta se apresenta
em sua forma livre, a qual apresenta alguns desafios relacionados a sua aplicacéo na
degradacdo da cor em aguas contaminadas por corantes. Um exemplo disso € a
necessidade de manter as reacfes estaveis e favoraveis para obter o maximo
desempenho catalitico e possibilitar a reutilizacdo. Esses desafios tornam o custo do

processo de utilizacdo da enzima economicamente alto [9].

A imobilizacdo enzimatica € uma maneira de minimizar esses desafios, pois,
fornece ao catalisador uma melhor estabilidade, possibilita melhor desempenho da
atividade catalitica e evita a desnaturacdo, bem como minimiza os problemas de
inibicdo. Dessa maneira, diferentes técnicas podem ser usadas para a imobilizacdo
da enzima, como por exemplo, adsorcao fisica e ligacdo covalente que sdo técnicas

consolidadas [10].

Para que a imobilizacdo da enzima seja realizada é necessario que se escolha
um suporte adequado. Os suportes podem ser organicos naturais (incluindo celulose,
quitosana, alginato, entre outros), organicos sintéticos (incluindo propileno, resinas
polivinilicas e poliamidas) ou inorganicos (como silica, argila e 6xidos metélicos)
[9,10]. Neste contexto, um suporte organico ja utilizado na imobilizacao da peroxidase

do rabano € a celulose [11].

A celulose € um suporte muito interessante por ser um polimero renovavel e de
grande abundancia na Terra, distribuindo-se amplamente nas paredes celulares das
plantas, em organismos marinhos e até mesmo produzidas por biossintese microbiana
(algas, fungos, bactérias) [12]. Dessas fontes alternativas de producédo de celulose, a
de origem bacteriana vem ganhando destaque, pois sua estrutura ndo esta combinada

com a lignina e a hemicelulose como acontece na celulose vegetal [13].

Portanto, nesta pesquisa a enzima peroxidase foi extraida do rabanete e
purificada através do sistema aquoso bifasico constituido por polietilenoglicol e cloreto
de potassio (KCIl). Com a enzima extraida e purificada, passou-se para etapa de
imobilizacdo, utilizando como suporte a celulose bacteriana e duas técnicas de
imobilizacdo: adsorcao fisica e por ligacdo covalente. Apos essas etapas a peroxidase
livre, a celulose bacteriana pura e a enzima peroxidase imobilizada no suporte de
celulose bacteriana -tanto por adsorgéo quanto por ligagéo covalente- foram aplicadas

na descoloragdo dos corantes, azul de metileno, indigo sintético, violeta cristal e



rodamina 6G. Os desempenhos foram comparados em termos das porcentagens de

descoloracéo apos 24 horas de contato.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Peroxidase (PO)

As enzimas sao proteinas que atuam como catalisadores. Elas apresentam um
alto grau de seletividade em relacdo a seu respectivo substrato, atuando em
condi¢cdes brandas de temperatura e pH. Além disso, por apresentarem funcgdes
cataliticas, aceleram as reag¢fes quimicas sem afetar a constante de equilibrio,
diminuindo a energia de ativacdo da reacao, para que ela aconteca de forma mais
rapida [14].

Dentro desta perspectiva a peroxidase (PO) tem ganhado grande destaque. E
uma enzima que pertence a classe oxidorredutase e utiliza ampla variedade de
compostos como doadores e aceitadores de hidrogénio. Em outras palavras, a
peroxidase catalisa reacdes de oxidacdes e reducgbes, contudo, para que a PO
(peroxidase) consiga catalisar essas reacdes, ela precisa do cofator peréxido de

hidrogénio.

A PO é um tipo de enzima que pode ser encontrada em animais, bactérias,
fungos e plantas [15,16]. Em destaque, nas plantas ela apresenta fun¢des fisioldgicas
como cicatrizacdo de feridas, protecdo contra estresse oxidativo, defesa contra o

ataque patogénico, entre outros [17].

Dentre as peroxidases, a mais comum € a que apresenta o grupo heme. A
heme-peroxidase € um tipo essencial de oxidorredutase que possui o atomo de ferro
centralizado no grupo porfirina IX, ilustrado na Figura 1 [18]. Elas podem ser de origem
animal e ndo-animal. As de origem ndo-animal sdo classificadas em I, Il e Ill. A classe
I inclui a peroxidase do pigmento, peroxidase ascorbata e a bacteriana. Na classe Il
sao encontradas principalmente as peroxidases secretadas por fungos, peroxidase

lignina, peroxidase manganés e a peroxidase versatil [18,19].



Figura 1. Estrutura quimica da Heme peroxidase

Fonte: Autoria propria.

Quando se fala da classe Ill tém-se as peroxidases secretadas das plantas. Elas tém
um papel preponderante no processo fisiolégico das plantas como protecdo das
células contra o estresse oxidativo, formacéo da lignina e suberina, reticulacdo de
componentes da parede celular, cicatrizacéo de feridas e defesa contra patégenos ou
insetos. Esse tipo de classe teve sua primeira caracterizacao através da raiz do rdbano
e posteriormente, diferentes POs foram isoladas, purificadas e caracterizadas a partir
de diversas fontes vegetais. Algumas fontes de origem vegetal da peroxidase classe

Il sdo mostradas na Figura 2 [20]



Figura 2. Diversas fontes vegetais de peroxidase.
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Fonte: Autoria prépria.

2.2 Clico Catalitico da Heme-Peroxidase

O ciclo catalitico da peroxidase é um processo redox que ocorre em trés etapas,
uma etapa de oxidacdo e duas etapas de reducéo, ilustrados na Figura 3. Através do
ciclo catalitico, nota-se a dependéncia da peroxidase em relacdo ao peroxido de
hidrogénio (H202). A primeira etapa consiste na formagdo do composto I, o
intermediario oxiferril [*-O=Fe (IV)], produzido pela acdo do H202 sobre a peroxidase
no seu estado fundamental [Fe (lIl)], pela oxidacao de dois elétrons, em que um dos
oxigénios presentes no peréxido sai em forma de agua o outro fica aprisionado no
grupo heme da enzima. O composto | formado é posteriormente reduzido e resulta no
composto Il que é restabelecido ao estado original [Fe (ll)], guando ganha um dos

elétrons do substrato redutor [21].



Figura 3. Ciclo catalitico da heme-peroxidase.
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Fonte: Adaptado [22].

2.3 Rabanete

O rabanete € uma hortalica de producéo anual e pode ser cultivada em climas
temperados e tropicais. Sua producdo mundial chega a cerca de 7 milhdes de
toneladas por ano, sendo uma das hortalicas mais cultivadas do mundo, com
destaque para o leste da Asia como o principal produtor [23,24]. Essa produco esta
ligada a sua importancia econémica, pois € uma fonte rica em minerais, como ferro,
potassio, calcio, magnésio e fosforo. Além disso, possui fibras dietéticas, gorduras,

carboidratos, proteinas, vitaminas hidrossolaveis, entre outros. Sendo assim, o



consumo desse vegetal € de grande relevancia para saude, pois apresenta diversos
nutrientes [25,26].

O fluxograma representado na Figura 4 descreve os tipos de rabanete, de
acordo com a morfologia das folhas, a coloracdo e suas formas. Dentre essas
caracteristicas o rabanete que apresenta colora¢do vermelha, devido a presenca de
antocianinas, € o mais comumente conhecido e utilizado, além disso, o rabanete
vermelho possui alta concentracdo de acido ascorbico, principalmente quando

comparado com os rabanetes de outras cores [26].

Figura 4. Fluxograma das caracteristicas que os rabanetes podem apresentar.
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Fonte: Autoria prépria.

O rabanete mostrado na Figura 5 é um vegetal de crescimento rapido, baixo
custo e alto rendimento [26,27]. Além disso, apresenta sequéncias de aminoacidos
primarios com 70% de similaridade com a peroxidase extraida da raiz forte, que é a
fonte mais conhecida de extracdo desta enzima [27-29]. Portanto, esse vegetal
pertencente a familia Brassicaceae, € um caminho muito interessante para obtencéo

da peroxidase.



Figura 5. Rabanetes dos quais foram extraidos a peroxidase.

Fonte: Autoria prépria.

2.4 Sistema aquoso bifasico

Quando a enzima é extraida de uma fonte vegetal, o processo em principio nao
propicia sua obtencao na forma pura, pois ha outras substancias presentes no vegetal
que sdo extraidas juntamente com a enzima. Desta forma, o sistema aquoso bifasico
(SAB) tem como objetivo separar a0 maximo a peroxidase das substancias

indesejadas que podem interferir na aplicacdo escolhida.

O SAB é uma técnica de extracdo liquido-liquido, pois ocorre a formagéo de
duas fases aquosas imisciveis, ou seja, com polaridades e densidades diferentes [30].
Tais fases se separam espontaneamente em fase superior e inferior, de modo que
cada uma é enriquecida com os componentes formadores de fase, considerando que
o0 sistema deve estar em uma determinada temperatura, concentragdo e pH [31,32].
Essa técnica tem sido bastante aplicada na recuperacéo e purificacdo de diversos

compostos, tais como proteinas, células, antibiéticos, acidos nucléicos e enzimas [32].

A purificacdo e extracdo de enzimas por sistemas aquosos bifasicos é um
processo que tem sido amplamente utilizado nos dias de hoje [33]. Isso se deve a
algumas vantagens que esses sistemas apresentam, como a recuperagao e

separacdo da biomolécula, baixo custo, viabilidade para operagéo continua, alto teor



de 4gua (70% - 90%) e baixa tensao interfacial, que acarreta numa conservacéo da

estrutura e funcionalidade das biomoléculas [34].

No SAB o perfil de separacdo vai depender de diversas interacdes fisico-
quimicas entre o biomaterial e os compostos que formam as fases. As intera¢des séo
forcas de van der Waals, ligagdo hidrogénio, interacdes eletrostaticas, efeitos
estéricos, hidrofobicidade, interacdes de afinidade bioespecificas, bem como efeitos
conformacionais entre os componentes de fase e as substancias, contribuindo assim

para separacdo da substancia [35].

A mistura das fases imisciveis, para formacéo do sistema aquoso bifasico pode
ser formado a partir de um sistema polimero/sal, no qual ocorre a salinizagdo do
polimero com sais solUveis em agua [34]. A solucdo salina presente no sistema é
responsavel pela formacao do SAB, pois gera ambiente cosmotropico (o sal interage
mais fortemente com as moléculas de agua do que as préprias moléculas de agua
entre si, ocasionando a quebra das ligac6es hidrogénio entre as moléculas de agua)
[34-36].

O sistema formado a partir do polimero/sal possui alta forca ibnica que pode
ser considerada uma desvantagem, mas é muito eficiente na extracdo e separacao
de espécies com grandes diferencas de polaridade [34—36]. Os sais utilizados para
formacdo de fase podem ser inorganicos (sulfato, fosfato, carbonato, hidréxido e
cloreto) ou sais organicos (citrato, tartarato e acetato) [34—36]. Em relacdo, aos
polimeros utilizados podem ser copolimero de 6xido de etileno e éxido de propileno

(OEOP), polietilenoglicol (PEG), poliacrilatos e dextrano [37].

O SAB ja é uma metodologia de purificacdo utilizada com sucesso na enzima
peroxidase extraida do rabanete. Por exemplo, em um teste com sete polimeros (PEG
400, 1000, 1500, 4000, 6000, 8000, e 20000 g/mol), com sal de sulfato de amdnio
(20% m/m), liquido idnico protico como adjuvante (5% m/m) e extrato de rabanete
bruto (60% m/m). Verificou-se que o extrato de rabanete migrou completamente para
fase superior em PEG 400, tendo um aumento do fator de purificacdo (FP) de 2,54
vezes [38]. Também tal sistema de purificacdo foi utilizado na concentracdo da
peroxidase do farelo do arroz em que sistema SABs era composto por 15% de peso
do polimero de PEG 1500, 14% em peso de cloreto de sddio em pH 8, tendo um fator

de purificacao de 2,7 [39].
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Além da peroxidase o SAB também foi utilizado na purificacdo da bromelaina,
fazendo uma analise da purificacdo com diferentes polimeros (PEG 4000, 6000 e 8000
g/mol) e sal fosfato, com peso total para cada amostra de 10 g em pH 7,5. Neste
contexto, em PEG 4000, por ter menor comprimento de cadeia, permitiu que a
bromelaina particionasse da fase superior tendo o melhor fator de purificacéo (FP) de
7 [40]. Portanto, torna-se muito atrativo a geracdo do SAB polimero/sal para a

purificacdo de enzimas, em destaque a peroxidase extraida do rabanete.

2.5 Imobilizagc&o enzimatica

Como ja mencionado, apds a extracdo a partir da fonte original, as enzimas sao
obtidas na sua forma livre. Porém, numa escala industrial, as enzimas na forma livre

expdem algumas limitacdes, como custos de operacéo e sua estabilidade [41].

Além disso, alguns subprodutos da extracdo podem inibir a acdo enzimatica
[41]. Os inibidores podem agir de diferentes formas, sendo que um tipo comum € a
inibicdo reversivel, também conhecida como inibicdo competitiva [41,42]. Esse tipo de
inibidor compete com o substrato para se ligar ao sitio ativo da enzima, impedindo o
substrato de se ligar a enzima. Também, pode acontecer um tipo raro de inibicdo que
€ a ndo competitiva, a qual ocorre mudancas conformacionais no sitio ativo da enzima,

impendido a enzima de se ligar ao substrato [42].

Existem maneiras de contornar as limitacbes abordadas acima que podem ser
aplicadas juntas ou separadamente. A maneira “invasiva” € aquela na qual a enzima
tem suas propriedades alteradas através da engenharia genética;, de maneira
“excludente”, que é a selecao de novas enzimas e melhores. Adicionalmente, tem-se
a “melhoria externa”, que esta relacionada a melhoria em relagdo a otimizacdo do

processo da enzima, como exemplo, o processo de imobilizacao [41].

O processo de imobilizagdo é um método que vem sendo usando comumente
na busca da superagcdo das limitacdes das enzimas livres, visto que, as enzimas
imobilizadas podem trazer beneficios como a redugdo a suscetibilidade a
contaminagdo microbiana, a inativagdo da enzima [42]. Além da melhora na
estabilidade, observa-se também um aprimoramento na capacidade de reutilizacdo
da enzima [43]. As caracteristicas das enzimas livres e imobilizadas sdo mostradas

na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas das enzimas livres e imobilizadas.

Caracteristicas

Enzimas livres Enzimas imobilizadas

_ - _ Maior estabilidade em termos de
Baixa estabilidade operacional
temperatura e pH

Incapacidade de recuperacao e Facilita a separacao e reutilizacdo da
reutilizacdo da enzima enzima
Propicias a acao de inibidor Reducéo de acao de inibidor

_ . Diminuigc&o nos custos e melhor
Alto custo e baixa eficiéncia .
eficiéncia.

Fonte: adaptado [42,43]

A imobilizacdo enzimatica € um processo no qual a enzima liga-se fisicamente
ou quimicamente a um determinado substrato mantendo sua atividade catalitica.
Como resultado, o material de suporte para imobilizacéo a ser escolhido é de grande
importancia, pois os métodos de interacdo entre o0 suporte e a enzima podem ser
fisicos (como adsorcdo, encapsulamento e aprisionamento) ou quimicos (como

ligacdo covalente e ligacado cruzada ou reticulacéo) [44].

Dentre esses métodos destacam-se a adsorcao fisica e a ligacdo covalente, a
serem abordados neste trabalho. A principal diferenca entre eles € que o de adsorcéo
fisica ndo € necessario que o suporte passe por uma modificacdo quimica, ao
contrario do método por ligacdo covalente, que requer esse processo de modificacao.
Logo, qualquer uma das técnicas escolhidas tem o objetivo da reutilizacdo e melhoria

da estabilidade, principalmente para a reducdo de custos em relagdo a escala
industrial [44].

2.6 Método de imobilizag&o por adsorcéo fisica

O método de imobilizacao por adsorcéo fisica tem alguns beneficios, como o
baixo custo, facilidade de preparacéo e nenhuma restricdo de transferéncia de massa.

E um tipo de imobilizac&o rapida, facil de executar e € um processo de imobilizacdo
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reversivel, no qual ndo tem a necessidade de aditivos quimicos e ndo causa alteracao
ou destruicdo da conformacdo dos sitios ativos da enzima [45]. As enzimas s&o
imobilizadas no suporte por meio de ligagfes fracas através de interacdo fisica como
Van der Waals, intera¢gBes hidrofobicas, ligacao hidrogénio e atracdo eletrostatica. O

meétodo de adsorc¢ao fisica esta ilustrado na Figura 6 [46].

Figura 6. Interacdo da enzima com o suporte por meio de adsorcéo fisica.

Enzima

Fonte: adaptado [41].

Os materiais porosos organicos e inorganicos como caulinita, diatomita, carvao
ativado, vidro poroso, bentonita, silica gel e celulose, sdo suportes utilizados na
imobilizacdo de enzimas pelo método de adsorcéo fisica. Além disso, nanomateriais
de carbono, incluindo grafeno, nanotubos de carbono, carbono nanoporoso e

fulerenos, sdo também suportes imobilizadores [47].

O processo de adsor¢do fisica € simples, porque ocorre em apenas duas
etapas. Na primeira etapa ocorre a difusdo da enzima através da superficie do suporte
e, em seguida, adsorcdo ao suporte [48]. Contudo, é interessante salientar que esse
tipo de imobilizacdo é suscetivel frente a mudancas na for¢a ibnica do meio, pH,
temperatura, vazado do reator, agitacdo e colisdes de particulas, podendo ocorrer
mudancas na interacdo entre a enzima e o suporte, causando lixiviagdo das enzimas
[48,49].
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Neste contexto, diversas pesquisas foram realizadas em relagcéo a imobilizacao
de enzimas pelo método de adsorcéo fisica utilizando celulose bacteriana como
suporte. Por exemplo, deste suporte foi empregado com resultados promissores para
a imobilizacdo de enzimas como lizosima [50], lacase utilizando nanocelulose
bacteriana [51], de lipase [52], de peroxidase do rabano de raiz forte utilizando
celulose bacteriana pura e a celulose bacteriana com grupos aminos [53]. Nesta
perspectiva, existem varios trabalhos relacionados a imobilizacdo de enzima em

busca de melhorias nas limitagcdes das enzimas na forma livre.

2.7 Método de imobilizacéo por ligacdo covalente

Por ser considerado um tipo de ligacao forte que proporciona alta estabilidade
e alta fixacdo, o método de imobilizacédo por ligacdo covalente (Figura 7) torna-se um
método interessante, principalmente no ponto de vista industrial [54]. E amplamente
usado quando se fala em tratamento de agua residual, capaz de prevenir dessorcao
e desnaturacdo da enzima [55], além de ser aplicado em processos continuos e

descontinuos [56].

Figura 7. Interacdo da enzima com o suporte por meio de ligacdo covalente.

Ligacao

covalente

Fonte: adaptado [41].

O processo de imobilizagcdo por ligagdo covalente deve acontecer em
condigbes consideradas brandas e, para que isso aconteca, 0 suporte deve
apresentar uma alta concentracdo de grupos reativos, sendo 0s materiais mais

comuns o0s polissacarideos, como agarose, dextrano, amido e celulose [57]. No
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entanto, apesar do suporte apresentar grupos reativos, este ainda passa por uma

etapa de modificacdo quimica, antes da imobilizacéo [58].

A modificacdo quimica que o suporte ira sofrer antes da etapa de imobilizacao,
ocorrer por meio de reacdes de ativacao. Essas reag0es de ativagcdo tem o objetivo
de formar grupos funcionais mais ativos no suporte, para que possam interagir mais
fortemente com a enzima que se deseja imobilizar. Um exemplo, de uma reacao de

ativacao é a oxidacao da celulose com periodato de sédio [58,59].

A celulose que pode ser de origem vegetal ou bacteriana apresenta na sua
superficie grupos hidroxilas que interagem entre si por forcas de Van der Waals e isso
permite sua modificacdo por varias reacdes, dentre as quais a oxidacao por periodato
de sbdio. Esse tipo de oxidacdo regiosseletiva € um processo em que ocorre a
clivagem nas hidroxilas vicinais do carbono 2 e 3 da D-glucopiranose, acontecendo a
insercdo dos grupos aldeidos nesses carbonos ao longo da cadeia polimérica. O
suporte apés esse processo de modificacdo passa a ser chamado de 2,3 dialdeido

celulose [59].

O processo de oxidacao realizado como ativacdo na metodologia de ligacao
covalente é de extrema importancia, pois, esses aldeidos introduzidos no suporte séo
grupos funcionais mais ativos para interacdo com a enzima no processo de
imobilizacéo, [58,59]. Além disso, esses grupos aldeidos vao permitir a ligacdo com
0s grupos aminas (-NH2) presente nos aminodacidos, ou seja, a enzima se ligara a
celulose modificada através N terminal, formando ligacdo imina (-C=NR) como é

instavel, ocorre um rearranjo formando uma amina mais estavel [59].

A reacdo entre os grupos aldeidos formados na celulose oxidada com os
grupos aminas presente na enzima, € um tipo de reacdo quimica conhecida como
base de Schiff. O mecanismo de oxidagéo da celulose e imobilizagdo da enzima pela
base de Schiff sdo mostrados na Figura 8. Essa abordagem utilizando a imobilizacao
por ligacdo covalente pode ocorrer por outros tipos de reacbes quimicas como a

diazotacdo, amidacéo, alquilagéo e disulfeto de tiol, ligacdo pepetidica [59].
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Figura 8. Esquema de reacéo de oxidacao seletiva do periodato de sodio, seguida
da reacgéo da base de Schiff.
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Fonte: Autoria propria.

2.8 Celulose

A celulose € um biopolimero natural que foi descoberto e separado da
biomassa lignoceluldésica em 1838 por Anselme Payene apds um tratamento com
acido nitrico e, desde entéo, € utilizada como fonte de energia, material de construcao
de vestuario, entre outros [60]. E curioso ressaltar que o termo celulose surgiu apos
sua descoberta, em 1939 [61]. A celulose natural advém frequentemente do algodéo,

madeira, bambu, rami, juta, linho e bactérias [61,62].

A sua estrutura linear consiste de unidades de D-glucopiranose (CsH1206)
interconectadas com ligagdes B—1,4—glicosidicas, na qual cada unidade de glicose
possui hidroxilas ligadas capazes de formar ligagdes hidrogénio. Estas ligacbes sdo
de grande importancia no empacotamento do cristal e no manuseio das propriedades
fisico-quimicas da celulose, como mostrado na Figura 9. A celulose é formada por
multiplas cadeias unidas por ligacao hidrogénio e forcas de Van der Waals, no qual o

comprimento da cadeia polimérica da celulose depende da fonte escolhida [63].
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Figura 9.Estrutura da celulose.
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Fonte: Autoria propria.

Além disso, a celulose pode se dividir em tipo | e tipo Il, sendo que a do tipo |
tem dois polimorfos Ig e la, 0S quais existem lado a lado em proporcdes diferentes.
Quando se aborda a celulose, |« tem sistema cristalino triclinico e a Ig tem sistema
cristalino monoclinico de cadeia dupla. J& a celulose do tipo Il tem que passar por um
processo de regeneracao ou maceracao para que o tipo | se converta em celulose do
tipo Il, em um processo irreversivel [64].

A Figura 10 revela as microfribrilas da celulose. Sua cadeia molecular € dividida
em regides altamente ordenadas e compactas conhecidas como regides cristalinas e
também apresenta regides desordenadas, com emaranhados aleatorios conhecidos
como regifes amorfas, dando uma caracteristica de um material semicristalino [65].
Dependendo do material natural escolhido para o processo de extracdo, a
cristalinidade pode variar de 70% a 40%. Um fator significativo é que a regido amorfa
€ menos densa quando comparada com a regidao cristalina, logo a regido amorfa é a

mais acessivel a produtos quimicos para ser modificado [65].
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Figura 10. RegiGes amorfas e cristalinas das microfibilas de celulose.
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Fonte: Adaptado [66].

2.9 Celulose bacteriana

A celulose bacteriana (CB), quando descoberta em 1886, foi descrita como
“‘uma espécie de pele umida, inchada, gelatinosa e escorregadia” [66]. Em 1931, 45
anos depois de sua descoberta, Hilbert e Barsa fizeram um estudo sobre a
composi¢do quimica e estrutural da CB, e concluiram ser idéntica a da celulose
vegetal do tipo | [67]. A celulose do tipo | tem dois polimorfos de celulose lqa € Ig, sendo

que la € 0 principal componente da CB, considerando assim, um alomorfo alfa [68].

7

A celulose bacterina também é chamada de celulose microbiana, por ser
produzida por meio de bactérias, incluindo Komagataeibacter, Agrobacteruim,
Rhizobium, Aerobacter, Sarcina, Azobacter, Peseudomas e Alcaligenas, sendo a
diferenca entre essas bactérias diretamente relacionada ao rendimento [69]. Dentre
essas bactérias, a Komagataeibacter Xylinus € a que apresenta maior rendimento,
podendo produzir celulose em niveis comerciais, polimerizando cerca de 200.000

moléculas de glicose de cadeia 3—1,4—glucano [70].
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Em relacdo ao processo de producao da celulose bacteriana (CB), um dos mais
conhecidos e utilizados é o método de cultura estatica, que requer tempos de cultivo
que variam 5 a 20 dias, ou seja, até que a celulose preencha toda a superficie do
recipiente escolhido para o processo como mostrado na Figura 11. A CB produzida
neste método é composta por 99% de agua e 1% de celulose, sendo importante
salientar que a producédo da Komagataeibacter Xylinus esta diretamente relacionada

a area da superficie do liquido [71].

Figura 11. Sintese da celulose bacteriana pelo método de cultura estatica.
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Fonte: Autoria prépria.

No cultivo da celulose bacteriana, deve-se empregar um meio contento fontes
de carbono e nitrogénio. Essas fontes podem ser adquiridas através de meios
alternativos, como por exemplo, tecido de algodao, bagaco de cana-de-acucar, casca
do arroz, funcionando também como uma estratégia de remediacdo ambiental. Além
disso, outros meios alternativos utilizados envolvem a producdo através da

fermentacao de cha preto ou verde [71].

A CB assim como a celulose vegetal apresenta uma estrutura com regides
cristalinas e regides amorfas, caracterizando assim como um material semicristalino.
Essa caracteristica permite modificacdes quimicas deste material, como por exemplo,
uma oxidacdo com periodato de sddio, que transforma grupos hidroxilas em grupos
aldeidos que sao mais reativos, tornando esse material interessante para imobilizacéo

de enzima por ligacao covalente [72].
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Além disso, a CB também apresenta area superficial relativamente elevada e
porosidade tornando esse material um suporte muito interessante para o processo de
imobilizacéo por adsor¢éo fisica [72]. Nesta perspectiva de propriedades a CB que é
uma material biodegradavel apresenta capacidades de absorcdo, propriedades

mecanicas e alto grau de polimerizacéo [73].

Apesar de ser abordado por autores que a CB tem estrutura idéntica a celulose
vegetal, ela apresenta uma estrutura tridimensional Gnica e uma nanomorfologia nédo
encontrada na celulose vegetal responsavel pelas suas propriedades fisicas e
quimicas, comportamento mecanico e ndo alergénico [74]. No entanto, o que também
torna esse material muito interessante e preferivel em relacdo a celulose vegetal é
qgue, quando sintetizada, a sua estrutura ndo esta ligada a lignina e a hemicelulose,
ao contrario do que acontece na celulose vegetal, eliminando a necessidade de um

processamento para separar essas sustancias [75].

2.10 Kombucha

A producao de materiais por um processo verde, ou seja, sem causar danos ao
ambiente, € um caminho de pesquisa crescente e promissor. A celulose bacteriana,
biomassa de grande potencial, produzida por bactérias, € um exemplo de biomaterial
gue apresenta como caracteristica a auséncia de impurezas. A kombucha (KC) € uma
fonte interessante quando se fala em producdo de celulose através de bactérias, a

chamada celulose bacteriana (CB).

A kombucha é um tipo de chd, cujo sabor é descrito como levemente acido, e
refrescante e levemente carbonatada. Na sua composicdo existem varios acidos
organicos, 14 aminoacidos, vitaminas e algumas enzimas hidroliticas e, além disso,
por apresentar baixo teor alcéolico, pode ser um substituto para espumantes e
refrigerantes, pois possui um alto teor de carbonacdo [76]. Essas diversas
caracteristicas que KC apresenta esta diretamente relacionada com a sua producéo

gue ocorre através de um processo fermentativo que tem duracdo de 7 a 20 dias [77]

O processo de fermentacéo para a producdo da KC consiste tradicionalmente
na utilizacéo de fontes de nitrogénio, que pode ser o ch& verde ou preto, com presenca
de acucar. No ché acucarado é adicionada uma cultura simbidtica de leveduras e

bactérias denominada SCOBY (do acrénimo em inglés Symbiotic Culture of Bacteria
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and Yeast). Apés essa adicdo, o cha passa pelo processo de fermentacéo produzindo
assim a KC [77].

O SCOBY é um biofilme de celulose bacteriana utilizado como iniciador do
processo fermentativo, ou seja, as bactérias e leveduras estdo acomodadas na matriz
do SCOBY [77]. O KC que é a fonte nitrogénio estimula as leveduras e bactérias
presentes no SCOBY, desta forma as leveduras presentes utilizaram a sacarose, que
€ uma fonte de carbono, hidrolisando-a por invertase em glicose e frutose,
transformando-a em etanol. O etanol produzido € oxidado pelas bactérias acéticas em
acido acético. A medida que o processo acontece, novas camadas s&o formadas no
biofilme iniciador, que assume a forma do recipiente o qual o cha foi preparado e

deixado para a fermentacéao [78].

No consadrcio simbiotico varias leveduras e bactérias acéticas estdo envolvidas.
Porém, quando se busca uma parte central para o crescimento deste consércio, estdo
envolvidas as leveduras conhecidas como Dekkera e Pichia e as bactérias acéticas
do género Komagataeibacter e gluconobacter. Essas bactérias, destacando
Komagataeibacter, séo responsaveis pela formacéo das camadas do biofilme, devido
a polimerizacdo da glicose de cadeia p—1,4—glucano, que esta presente, porque 0

acucar é adicionado na preparacao do cha [79].

2.11 Corantes

A cor sempre teve um papel fundamental em diversas culturas dos seres
humanos no mundo. Porém, o crescimento populacional acarretou também em
crescimento e desenvolvimento industrial, principalmente da indastria téxtil,
necessitando de uma demanda maior de corantes. Essa demanda levou ao
surgimento de corantes de origem sintética que ocorreu 1856 quando William Perkin
criou o0 corante sintético mauveina [80]. Esse marco permitiu que as roupas fossem
tingidas com cores mais fortes e vivas e de forma mais rapida, em busca de suprir a

demanda populacional [81].

Os corantes sintéticos atualmente s&o formados por dois grupos: 0s
cromoforos, que sao responsaveis pela cor dos corantes, € 0S grupos auxocromos,
que retiram e doam elétrons e provocam a intensificagdo das cores, associados aos

cromoforos. E mostrado na Figura 12 exemplos desses grupos [82,83]. Eles também
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apresentam outras classificacfes de acordo com os métodos que vao ser aplicados,

tais como corantes reativos, acidos, basicos, diretos, dispersos e de a cuba [83].

Figura 12. Exemplo de grupos cromoéforos e auxocromo.
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Fonte: Autoria propria.

Além do método de classificagcdes de acordo com sua aplicacdo, os corantes
também podem ser classificados, como anidnicos, catibnicos e nao-aniénicos. Os
corantes classificados como diretos, acidos e reativos sao tipo aniénicos, ou seja,
possuem seus anions ativos, os basicos que sao tipo catidbnicos possuem seu cation
ativo e ele é o responsavel pela cor desses corantes, e os dispersivos séo tipo nao-

iGnicos [84].

2.11 Peroxidase imobilizada na descoloracdo de corantes

A descoloracdo de corantes por meio degradacdo catalisada por enzimas
imobilizadas, vem sendo amplamente estudada nas ultimas décadas. Neste contexto,
a peroxidase € um exemplo de enzima que vem atraindo atencdo neste campo de
pesquisa. pois € uma biomolécula de facil acesso, encontrado em diversos tipos de
vegetais e extraido usando o sistema aquoso de duas fases. Dentre as
oxidorredutases, a peroxidase € a menos estudada quando comparada com a lacase
[85].
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Merecem destaque estudos existentes na literatura, nos quais a enzima foi
imobilizada por adsorcéo fisica na superficie de fibras eletrofiadas de poliamida 6.
Ap6és isso, foi aplicada na descoloracao dos corantes preto reativo 5 e verde malaquita
com eficiéncias de descoloracéo de 83% e 95% respectivamente [85]. Ela também foi
imobilizada através agregados enzimaticos reticulados a base de peroxidase, que foi
utilizada na descoloracdo do corante indigo e rodamina 6G. Esse mecanismo
apresentou uma eficiéncia de descoloragao respectivamente de 84,35% e 73,60%
[86].

Além disso, a peroxidase de raiz forte também foi utilizada na descoloracéo do
azul de bromofenol, onde essa enzima foi aminada e imobilizada por celulose oxidada
para formacao de grupos aldeidos, ligando-se covalentemente por formacéo de base
de Schiff. Essa enzima imobilizada por esse mecanismo teve um desempenho de

100% na descoloracéo do corante azul de bromofenol [87].

Desta forma, como varios corantes com diversas especificidades sao
descartados em &guas residuais. A imobilizacdo da peroxidase no estudo de
descoloracéo de corantes se torna, muito atrativo. Logo, o presente trabalho utilizara
a peroxidase extraida do rabanete e imobilizada por celulose bacteriana oxidada e
pura, como o material que auxilie no processo de descoloragcdo de corantes que sao

descartados diariamente nos recursos hidricos.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Imobilizar peroxidase do rabanete em suporte de celulose bacteriana para

investigacdo do processo de descoloracgao.

3.2 Objetivo Especifico

o Obter Celulose bacteriana através da Kombucha;

o Extrair e purificar a enzima peroxidase do rabanete;

o Imobilizar a peroxidase do rabanete por adsorcdo fisica e ligacao
covalente;

o Determinar o teor de oxidagéo da celulose bacteriana;
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o Caracterizar a celulose bacteriana pura, oxidada e apos a imobilizacédo
da peroxidase por microscopia eletronica de varredura (MEV), infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TG) e Brunauer, Emmett,
Teller (BET).

o Determinar atividade enzimética da peroxidase livre e imobilizada pela
CB;

o Determinar quantidade de proteina presente na peroxidase extraida do
rabanete e apos a imobilizacao;

. Avaliar a peroxidase imobilizada, livre e a celulose bacteriana pura no

processo descoloracgao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Os reagentes hidroxido de sédio (Vetec), hipoclorito de sédio (Perfyl Tech),
Enzima Horseradish Peroxidase HRP comercial (P8375 Type VI, CAS: 9003-99-0,
Sigma), fosfato de sodio dibasico (ACS Cientifica), fosfato de s6dio monobasico (ACS
Cientifica), PEG 4000 (Synth), cloreto de potassio (Dinamica), guaiacol (ACS
Cientifica), peroxido de hidrogénio (ACS Cientifica), alcool etilico (ACS Cientifica),
brometo de potassio (Dindmica), periodato de sédio (Dinamica), cloridrato de
hidroxilamina (Synth), corante sintético indigo (Reagen), rodamina 6G (Sigma), violeta
cristal (Reagen), Azul de metileno (Neon) foram utilizados sem a realizacéo de etapas
de purificacdo. Outros materiais foram adquiridos no comércio local, incluindo
Kombucha engarrafada, chd verde e agucar de diversos fabricantes. Amostras de

rabanete foram adquiridas em feiras e mercados locais.

4.2 Sintese da celulose bacteriana (CB).

A sintese da CB consistiu inicialmente na preparacdo do cha verde agucarado.
Nesta preparacdo, utilizou-se 1000 mL de agua contendo 400 g de aglcar e aquecido
até 100 °C. Quando chegou a temperatura desejada e todo acucar estava dissolvido
a solucao foi retirada da chapa aquecedora e 9 g de cha verde foi adicionado,

deixando-se esfriar até chegar a temperatura ambiente de 25 °C.

ApOs o cha atingir a temperatura ambiente, o cha verde foi separado em duas
porcoes de 500 mL, as quais foram misturadas com 500 mL do Kombucha, que tinha
a presenca da bactéria Komagataeibacter Xylinus responsavel pela producédo da CB.
Essa solugéo foi deixada em repouso por 20 dias obtendo-se o biofiime em conjunto
com a fase liquida, que pode ser usada como pré-indculo para cultivos subsequentes.

O processo de sintese & mostrado na Figura 13.
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Figura 13. llustracdo do passo a passo para a obtencdo da celulose bacteriana,
através da fermentacdo do ch& verde e como ela se apresenta depois da purificacao.
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Fonte: Autoria prépria.

4.3 Purificagdo da celulose bacteriana

A purificacdo da CB consistiu em imergir a pelicula de CB em 50 mL de solugéo
1 mol/L de hidréxido de soédio (NaOH) a 90 °C por 1 hora. Apds este tratamento, a
pelicula foi removida da solucéo e lavada 6 vezes com porcdes de 500 mL de agua
destilada e seca superficialmente com lenco de papel Kleenex. Essa etapa de
purificagéo alcalina foi realizada duas vezes [88].

ApOs essa etapa de purificacdo com NaOH para a retirada de taninos e
polifendis presente na pelicula, realizou-se a etapa de clareamento. Na etapa de
clareamento a pelicula foi imersa em 50 mL de solug&o de hipoclorito de sédio 1,5%
a temperatura ambiente e mantida por 2 horas. Finalmente, removeu-se a pelicula
desta solucéo, lavou-se 6 vezes com porcdes de 500 mL de agua destilada e secou-

se superficialmente com lenco Kleenex, armazenando-se a 4 °C. Depois de toda essa
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etapa de purificacdo CB, a agua foi removida pelo método de liofilizacdo. A CB nao-

purificada e purificada estdo mostradas na Figura 14 [88].

Figura 14. Fotografias da celulose bacteriana, antes da purificacdo e depois da etapa
de purificagao.

N&o-purificada Purificada

Fonte: Autoria prépria.

4.4 Extracdo da peroxidase do Rabanete

A extracdo da enzima peroxidase presente no rabanete foi realizada utilizando
tampéao fosfato pH 7. Para a preparacéo do tamp&o, prepararam-se duas solu¢des de
fosfato, uma dibasica e outra monobésica. Pesou-se 87,090 g de fosfato de sodio
dibasico (K2HPO4) e dissolveu-o em 500 mL de agua destilada e 68,044 g de fosfato

de sédio monobasico (KH2PO4), que foram dissolvidos em 500 mL de agua destilada.

Na preparacdo de 500 mL do tampéo pH 7, 307,5 mL de K2HPO4 e 192,5 mL
de KH2PO4foram adicionados em um baldo volumétrico de 500 mL, homogeneizando-
se a solugéo.

Apbs a preparacao do tampdao, se iniciou a extracéo da peroxidase do rabanete.
Em um liquidificador, Philips Walita de 250 W de poténcia, adicionou-se 250 g de
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rabanete descascado e cortado em cubos, juntamente com 500 mL de tampéo fosfato
pH 7, triturando-se a mistura por 3 min. Depois da etapa de trituracéo, o triturado foi
filtrado em 4 camadas de gaze e o liquido filtrado foi centrifugado por 15 min em 3900

rpm em centrifuga Quimis. E ilustrado na Figura 15 as etapas de purificag&o.

Figura 15. llustracdo do passo a passo para extracdo da peroxidase do rabanete.
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Fonte: Autoria prépria.

4.5 Purificacdo da peroxidase extraida do rabanete

A purificacdo da enzima foi realizada utilizando o sistema aquoso bifasico
(SAB), composto por uma mistura polimero/sal, para obtencdo da peroxidase
purificada e livre. Para isso, pesou-se 0,7 g do polimero PEG 4000 e 0,08 g do sal de
cloreto de potassio (KCI), adicionando-os em um balédo volumétrico de 10 mL diluindo-

0s com tampao fosfato pH 7.

Apés a diluicdo o SAB foi misturado ao extrato de rabanete em diferentes
proporcdes volumétricas. Nesta etapa, extrato de rabanete (ER) e sistema aquosos
bifasico (SAB), respectivamente, foram misturados nas propor¢des de 8 mL:2 mL; 6
mL:4 mL; 4 mL:6 mL e 2 mL:8 mL, para otimizar a razdo volumétrica mais eficiente
para a particao da enzima, depois foram agitados e centrifugados a 3000 rpm por 10

minutos.
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ApoOs centrifugacdo duas fases aquosas com interface nitida foram formadas.
O que apresentou interface com maior nitidez foi na propor¢cao de 2 mL de extrato de
rabanete (ER) com 8 mL de SAB, sendo o sistema escolhido para purificacdo. A etapa
de purificagcdo esta representada na Figura 16. As fases separadas superior e inferior,
foram testadas frente a oxidacdo do guaiacol para determinacdo da atividade

enzimatica.

Figura 16. Purificacdo da peroxidase extraida do rabanete, pelo sistema aquoso
bifasico.
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Fonte: Autoria propria.

4.6 Atividade Enzimética da peroxidase do rabanete.

Atividade enzimética foi determinada pela mudanca na absorbancia a 470 nm,
devido a formacédo do produto de oxidacéo do guaiacol em tetraguaiacol. A referéncia
a ser usada como meio em que o analito esta ausente, chamada usualmente de
“branco”, foi preparada adicionando-se em uma cubeta 2,79 mL do tampéao fosfato
com 0,1 mL de guaiacol 100 mM e 0,1 mL de H202 2,0 mM a temperatura ambiente
de 25 °C, acompanhando-se a variacdo de absorbancia durante 5 min. Nos testes
com enzima, misturou-se na cubeta 2,79 mL da fase a ser testada com 0,1 mL de
guaiacol 100 mM e 0,1 mL de H202 2,0 mM a temperatura ambiente e depois
acompanhou-se a variagéo de absorbancia durante 5 min [89].

Como 1 unidade de enzima fornece 1 umol de tetraguiacol em 1 min, aplicou-

se a Lei de Beer, descrita na equacédo 1 para encontrar a concentragcdo em mol/L de
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tetraguaiacol. A concentracao foi aplicada na equacao 2 para encontrar a quantidade
de matéria de tetraguaiacol. Por fim, tendo a quantidade de matéria do tretaguaiacol
formado na reagdo quimica, considera-se que 1 unidade de enzima fornece 1 pmol de

tetraguaiacol em 1 min e encontra-se a atividade enziméatica.

A=¢e-1-C (1)
C= (2
A = absorbancia

€ = absortividade molar

[ = espessura da amostra

C = concentrag&o da amostra (mol/L)

n = quantidade da matéria

v = volume

4.7 Oxidacao da Celulose Bacteriana

A oxidacdo CB foi realizada com periodato de sddio (NalOa4). Para isto, as
membranas foram cortadas em pequenos pedacos quadrados de aproximadamente
0,5x0,5 cm e imersas em solucdo de periodato de sodio. Foram avaliadas as
condi¢cBes de concentracdo e tempo de oxidante. As membranas de celulose foram
imersas em solucdo oxidante de 2% e 4% m/m. Em seguida as solu¢des foram
envolvidas em papel aluminio para evitar a exposicéo a luminosidade e mantidas por
1 h e 3 h a temperatura ambiente, para obter as celuloses oxidadas (CBOx). Ao final
dos tempos o excesso de 104 e de Na* foram removidos por repetidas lavagens com

etanol e com agua deionizada [59].

4.8 Determinacao do teor de aldeido

O teor de oxidacéo foi determinado por uma metodologia baseada na reacao
guantitativa entre os grupos carbonila e o cloridrato de hidroxilamina. Para a

determinacao, a solucéao de cloridrato de hidroxilamina 0,2 M teve seu pH ajustado
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para 3 com adicado de hidroxido de sodio (NaOH 0,01 M). ApOs essa etapa, pesou-se
0,1 g de cada celulose bacteriana oxidada, misturando-as com 25 mL de cloridrato de
hidroxilamina 0,2 M pH 3. Essas amostras foram agitadas por 24 h, sendo que para
cada amostra os testes foram realizados em duplicata. Apos o tempo de reagédo a
mistura foi titulada novamente para pH 3 usando uma solucéo de hidroxido de sédio
(NaOH 0,01 M). A medicdo de uma amostra controle foi realizada de forma
semelhante, porém com a celulose bacteriana ndo oxidada [90]. O grau de oxidacao
foi determinado a partir da equagao 3:

(VNaOH-Vb)X CNaOH
mCB

Teor de aldeido =

3)

Onde Vnaon 0 volume de hidroxido de sodio e Vb 0 volume do branco, enquanto
CnaoH a concentragdo do NaOH e mcs a massa da amostra de celulose bacteriana

Seca.

4.9 Imobilizagdo enzimética

Para o processo de imobilizagdo das enzimas nas membranas de celulose

bacteriana foram estudas duas metodologias descritas a seguir:

4.9.1 Adsorcéo fisica

Esta metodologia de imobilizacéo foi realizada com a CB purificada, sem passar
pelo processo de oxidacdo, na forma de pequenos quadrados de aproximadamente
0,5x0,5 cm, previamente liofilizados. Apos isso, as pecas foram padronizadas com
massa de 5 mg e foram imersas em volumes de 10 mL de solugédo do extrato de
rabanete, apds purificacdo no sistema aquoso bifasico, mantendo-se as membranas
no extrato por 12 h a temperatura ambiente. Apdos esse periodo, as membranas foram
lavadas com &gua deionizada e liofilizadas [59] ilustracdo das nomenclaturas na
Figura 17. A amostra foi testada frente a oxidagdo do guaiacol para determinacdo da

atividade enzimatica.

Figura 17. Nomenclatura de imobilizagdo da metodologia por adsorcao fisica.
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Celulose bacteriana Peroxidase do Peroxidase imobilizada
(CB) rabanete livre (PRL) por adsorgao fisica

CBpura ==l —=zml> PIMAF

4.9.2 Ligagao covalente

Na imobilizacao por ligacéo covalente o suporte escolhido deve passar por uma
modificacdo quimica para que 0S grupos quimicos se tornem mais reativos, para o
processo de imobilizacdo. Logo, as membranas de celulose oxidada foram utilizadas

para esta metodologia de imobilizacao.

As amostras de CB oxidadas j4 cortadas em pequenos quadrados de
aproximadamente 0,5x0,5 cm e liofilizadas, foram padronizadas com massa de 5 mg
e imersas em volumes de 10 mL de solucédo do extrato de rabanete previamente
purificado no sistema aquoso bifasico. As membranas foram mantidas no extrato por
3 horas sendo, apds desse periodo, lavadas com agua deionizada e liofilizadas,
representagcdo das nomenclaturas na Figura 18. As amostras foram testadas frente a
oxidacao do guaiacol para determinacao da atividade enzimatica [91].



17

Figura 18. Nomenclatura de imobilizacdo da metodologia por ligacdo covalente.

Celulose bacteriana Peroxidase do Peroxidase do rabanete
(CB) oxidadas rabanete livre (PRL) imobilizada por CBOx

<> PIMCBOx2%1h

Peroxidase apds a imobilizagdo com CBOx
com NalO1 2% m/m por 1h

CBOX2%3h —=> ——> PIMCBOx2%3h

CB oxidada com NalOas Peroxidase apds a imobilizagdo com CBOx
2% m/m por 3h com NalOz 2% m/m por 3h

CBOx4%1h ~ ——=> ——> PIMCBOx4%1h

CB oxidada com NalOs Peroxidase apds a imobilizagdo com CBOx
4% m/m por 3h com NalOz2 4% m/m por 1h

CBOx4%3h ——> —"> PIMCBOx4%3h

CB oxidada com NalOs Peroxidase apos a imobilizagdo com CBOx
4% m/m por 3h com NalO2 4% m/m por 3h

CBOx2%1h <>

CB oxidada com NalOa
2% m/m por 1h

4.10 Atividade Enziméatica enzima imobilizada

Atividade enzimética foi determinada pela mudanca na absorbancia a 470 nm,
devido a formacdo do produto de oxidacdo do guaiacol em tetraguaiacol.
Analogamente ao descrito no item 4.6, o “branco” foi preparado adicionando-se em
uma cubeta 2,79 mL do tampao fosfato pH 7, 0,1 mL de guaiacol 100 mM, 0,1 mL de
H202 2,0 mM e alguns pedacos de celulose bacteriana pura a temperatura ambiente
de 25 °C. Acompanhou-se, em seguida, a variacdo de absorbancia durante 5 minutos.
Nos testes com enzima imobilizada, misturou-se na cubeta 2,79 m L de tampé&o fosfato
pH 7 com 0,1 mL de guaiacol 100 mM e 0,1 mL de H202 2,0 mM e pedagos das
amostras imobilizadas a temperatura ambiente e depois acompanhou-se a variagéo
de absorbancia durante 5 minutos. Os calculos foram realizados da mesma forma da

equacao 1 e 2 no topico 4.6.
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4.11 Determinacgao da quantidade de proteina imobilizada

Para determinacdo de proteina no extrato de rabanete foi feita uma a curva
padrdao utilizando-se a proteina albumina comercial. Desta forma, preparou-se
inicialmente uma solugdo estoque de albumina de 0,1 mg/mL. Em seguida foi
realizada a diluicdo da solucao estoque de albumina para constru¢ao dos pontos da
curva de calibracédo com concentracao 0,01 - 0,1 mg/mL. Das amostras diluidas foram
pegos uma aliquota 50 pL de cada solucéo e adicionados em 1250 L de reagente de
Bradforf, esperou-se 5 minutos reacdo e foi realizado a leitura para curva de

calibragao.

Para a determinacdo da concentracdo de peroxidase presente na solucéo
purificada do rabanete. A analise foi feita inicialmente para amostra da peroxidase do
rabanete no estado inicial, antes da imobilizacdo. Logo, pegou-se uma aliquota 50 pL
de uma solucao de 10 mL e foi adicionado em 1250 pL de reagente de Bradford, apos

o tempo de reacao a leitura foi realizada.

As amostras que foram submetidas a imobilizacdo seguiram-se na mesma
metodologia, foi retirada uma aliquota 50 pL de uma solucéo de 10 mL da peroxidase
apos a imobilizacdo por ligacdo covalente (usando 0,3 g de celulose bacteriana
oxidada para imobilizacdo da peroxidase do rabanete) e da mesma forma para a
imobilizacdo por adsor¢ao fisica (usando 0,3 g de celulose bacteriana pura) cada
aliquota foi adicionada em 1250 pL de reagente de Bradford, ap6s o tempo de reacao

a leitura foi realizada.

4.12 Descoloragao das solugdes de corantes com a enzima livre, imobilizada e
celulose bacteriana pura.

O experimento foi realizado utilizando quatro corantes distintos (violeta cristal,
rodamina 6G, indigo sintético e azul de metileno). Inicialmente as solu¢bes dos
corantes foram preparadas em agua deionizada na concentracéo de 2,5.10° mol L.
As amostras de enzima imobilizada pela celulose bacteriana oxidada com periodato
4% no tempo de 1h (PIMOxCB4%1h), enzima imobilizada por adsorgéo fisica
(PIMAF), celulose bacteriana pura (CBpura) e peroxidase do rabanete livre (PRL)
foram testadas no processo de descoloracao das quatro solu¢des. Todos os ensaios

foram realizados em triplicata com 2,5 mL de solu¢do dos corantes, exceto para o PRL
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que utilizou 100 pL para 2,5 mL de solucdo dos corantes. Um esquema ilustrativo

deste experimento € mostrado na Figura 17.

As amostras ficaram em contato com os corantes por 24 horas a 25°C e, apés
esse tempo, mediu-se as alteracdes da absorbancia no comprimento de onda de
maxima absorcdo de cada corante, em um espectrofotometro UV/VIS. Os
comprimentos de onda usados foram: 664 nm para o azul de metileno, 610 nm para o
indigo sintético, 585 nm para o violeta cristal e 525 nm para a rodamina 6G, também
representados na Tabela 2. Com os resultados obtidos € possivel calcular através da

equacdao 4, a eficiéncia de descoloracdo para cada mecanismo aplicado.

Ao—AF

ED (%) = (A—O) x 100 (4)

Ao= absorbancia inicial (antes do corante passar pela etapa de descoloracéo)
Ar = absorbancia final (depois que o corante passar pela etapa de descoloracéo

Figura 19. Proporcfes das amostras da analise de descoloracao e tempo de reacao.

+ 0,03 g de PIMCBOx 4%1h} 100 ul H,0, (3%)

= K05 (37%) )
2,5 mL de corante 0.03g dePIMAF
(2,5.10-*mol/L)

. 0,03gCB Tempo de

g L_ descoloracéo
24 h

2,5mLdecorante _, . 100 ul PRL Y 100 pl H,0, (3%) _|

(2,5.10-°mol/L)
Tubos de ensaio

de 5 mL
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Tabela 2. Caracteristicas quimicas dos corantes.

Formula Massa
Corante Classe L Molar  Amaximo
guimica
(g/mol)
Azulde o isnico  CisHisCINSS 319,85 664 nm
metileno

. Catibnico
Violeta C25H30CIN3 408,0 585nm

cristal
Rodamina s

6G Catibnico C2sH31N203Cl 479.02 525 nm
Indigo —\ ianico CisHioN202 262,27 610 nm
sintético

4.13 Técnicas de Caracterizacao

4.13.1 Analise Termogravimétrica (TG)

O comportamento térmico da amostra foi avaliado por analise
termogravimétrica (TG) utilizando-se um equipamento da Shimadzu modelo TGA-50.
A andlise termogravimétrica foi realizada com massa em torno de 5 mg, na faixa de
temperaturas de 25 a 700 °C e com taxa de aquecimento de 10 °C-min~%, sob
atmosfera de nitrogénio. A analise foi realizada no Laboratério de Analises Térmicas

(CLQM-UFS) da Universidade Federal de Sergipe — Campus Séao Cristovao.

4.13.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As caracteristicas morfoldégicas e microestruturas das amostras produzidas
foram determinadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) utilizando um
microscopio modelo SEM-LV (JSM6510LV), com operacédo 20 kV. As amostras foram

recobertas com ouro para melhor contraste das imagens usando uma
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Metalizadora/Evaporadora da DENTON VACUUM (Desk V). As analises foram
realizadas nos Laboratérios de Microscopia Eletronica (CMNano - UFS.) da

Universidade Federal de Sergipe — Campus Sao Cristovao.

4.13.3 Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho para verificar os grupos
funcionais foram obtidos no estado sélido, a partir de amostras dispersas em pastilhas
de KBr na regido entre 4000 e 400 cm™ utilizando um espectrometro de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR) de marca Shimadzu, modelo IRPrestige-21. As
analises foram realizadas nos Laboratoérios de Quimica Multiusuérios (CLQM-UFS) da
Universidade Federal de Sergipe — Campus Sao Cristovao.

4.13.4 Espectrofotometria UV/VIS

O espectrofotdmetro UV/VIS da marca Cary, modelo 100 Scan, foi utilizado na
determinacao da atividade enzimatica da peroxidase livre e imobilizada. As anélises
foram realizadas nos Laboratérios de Quimica Multiusuarios (CLQM-UFS) da
Universidade Federal de Sergipe — Campus Séo Cristovdo. Ja para a determinacao
da proteina e a etapa de descoloracdo de corantes, foram realizados no
espectrofotometro UV/VIS da marca Cary, modelo 100 Scan. Essas andlises foram
realizadas no Nucleo de Competéncia em Petroleo e Gas de Sergipe (NUPEG) da

Universidade Federal de Sergipe — Campus Sao Cristovao.

4.13.5 Adsorcao/dessorcao de N2

As isotermas de adsorcéo-dessorcéo de nitrogénio das membranas de BC, CBOx e
peroxidase imobilizada liofilizadas foram determinadas usando um NOVA 1200.
Quantachrome Instruments, foi utilizado amostras de massa cerca 0,3 g inicialmente
desgaseificadas sob vacuo a temperaturas 77K por 3 horas. As areas superficiais das
amostras foram calculadas a partir do método Brunauer, Emmett e Teller (BET) [92],
os volumes de microporos foram calculados a partir do modelo Dubinin-Radushkevich
(DR) [93], e as distribuicdes dos tamanhos e didmetro de poros foram calculados a

partir do modelo Density Functional Theory (DFT) [94].
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os proximos subitens serdo apresentados os resultados da obtencdo da
peroxidase extraida do rabanete, da celulose bacteriana pura, oxidada e suas
caracterizagOes, bem como da imobilizagdo da enzima e respectivas caracterizagoes.
Adicionalmente, o potencial da peroxidase do rabanete livre, imobilizado e celulose

bacteriana pura da descoloracéo de corantes sera apresentado e discutido.

5.1 Atividade enzimética

A determinacdo da atividade enzimatica para a peroxidase extraida do
rabanete foi realizada para a enzima antes e apés a etapa de purificacdo, bem como
para a peroxidase comercial. No extrato de rabanete purificado pelo sistema aquoso
bifasico a atividade enzimatica foi determinada tanto para parte superior, quanto para
parte inferior. Os resultados da atividade total da enzima encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Atividade enziméatica da enzima comercial, extraida do rabanete
purificada por sistema aquoso bifasico.

Amostra Parametros Atividade enzimatica (U)
1 Extrato purificado - superior 1,133
2 Extrato purificado — inferior 0,242
3 Enzima comercial 1,874

A atividade enzimatica da peroxidase do rabanete purificada, especificamente
a parte superior (amostra 1), apresentou valores semelhantes aos da enzima
comercial (amostra 3). A amostra 2 apresentou a menor atividade enzimatica em

comparacao com as demais amostras.

Como visto na Tabela 3, a maior atividade enzimatica para as amostras
purificadas se deu para a amostra coletada na parte superior do sistema aquoso
bifasico, sendo um comportamento esperado, visto que, nesse sistema, a parte
superior é a menos polar, na qual encontra-se o0 polimero PEG/4000

(polietilenoglicol/4000). Em contrapartida, a parte inferior € composta pelo sal, que
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neste caso foi o KCl (cloreto de potassio) além da possibilidade de que as impurezas

contidas no extrato enzimatico e o sal se concentrem na fase inferior [95].

Portanto, através destes resultados, pode-se afirmar a presenca de enzima
peroxidase no extrato de rabanete, pois apés a etapa de purificacdo a amostra 1, a
parte superior do sistema aquoso bifasico apresentou atividade enzimatica muito
parecida com a enzima comercial. Os experimentos seguintes foram realizados com

amostra 1, tendo a peroxidase rabanete livre (PRL).

5.2 Analise termogravimétrica (TG)

Antes da analise termogravimétrica, a celulose bacteriana (CB) foi submetida
ao processo de purificacdo para a retirada de materiais ndo celulésicos. O processo
de degradacéao térmica da CB ja foi descrito na literatura e geralmente ocorre em trés
etapas, a desidratacdo, despolimerizacdo e decomposi¢do de unidades glicosidicas,
seguida pela formacéo de residuos carbonizados [96]. Desta forma, de acordo com a
Figura 20, ocorre uma perda de massa em temperaturas inferiores a 100 °C, que pode
ser atribuida a volatilizacdo de agua, com posterior remocdo de fragmentos

moleculares como -OH e CH2-OH [97].

Além da etapa de desidratacdo na Figura 20, também se observa a etapa de
despolimerizagcdo que ocorre na faixa de 150 °C a 350°C com a perda de massa quase
completa. A temperaturas mais altas, ou seja, acima de 350°C, é observada a ultima
etapa de degradacdo em que ocorre decomposicao das unidades glicosidicas. Os
resultados desta analise, mostram que o material sintetizado através do cha
kombucha, tem um comportamento tipico de materiais celulésicos, devido a seu

padrao de degradacéo. [97].

Portanto como esse material apresenta caracteristicas celulosicas, torna-se
interessante para imobilizacdo da peroxidase por adsorcdo fisica, devido ao seu
entrelacamento de rede. Além disso, como apresenta grupos funcionais assim como
da celulose vegetal, isto abre a possibilidade de modificacdes quimica destes para

deixa-los mais reativos e se ligarem covalentemente com a peroxidase.
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Figura 20. Andlise termogravimétrica (TG).
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5.3 Determinacéo do teor de oxidacdo apés reacdo com NalOa4

Apbs a reacdo com NalOg, o teor de oxidagao (TO) foi determinado pelo método
envolvendo cloridrato de hidroxilamina e os resultados estao apresentados na Tabela
4.

Tabela 4. Determinacdo do teor de oxidagcdo de acordo com o0 tempo e a
concentracdo do oxidante.

Amostras NalO4 (m/m) Tempo de reacgéo (h) TO (mmol)
CBOx2%1h 2% 1 0,170
CBOx2%3h 2% 3 0,125
CBOx4%1h 4% 1 0,327
CBOx4%3h 4% 3 0,320

No presente trabalho analisou-se a oxidacdo em funcdo do tempo e da
concentragéo (Tabela 4). Quando se observa os resultados levando em conta apenas
concentragéo, nota-se que quanto maior a concentragao do oxidante, maior foi o TO,

ou seja, mais grupos OH (hidroxilas) foram convertidos em aldeidos.
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Porém quando se faz uma comparacgao entre as amostras em relacao ao tempo
de oxidacdo, verifica-se que o teor de oxidacao diminuiu com o aumento do tempo,

para ambas as concentracdes.

Como sera discutido na caracterizagdo por espectroscopia FTIR, a oxidacdo
por NalOs depende de varios fatores, como concentragdo do oxidante, tempo e
temperatura, sendo que tempos mais longos podem favorecer a formacdo de

subprodutos [90].

5.4 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi usada para a andlise
morfolégica da celulose bacteriana pura, oxidada e depois da imobilizacdo do
processo de imobilizacdo da enzima peroxidase. Os resultados estdo nos topicos a

seqgui:

5.4.1 Microscopia Eletronica der Varredura: CB pura
Figura 21. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) do CB pura.
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A morfologia da CB pura é observada na Figura 21. A micrografia da CB pura
liofilizada expde pequenas microfibrilas longas formando uma rede compactada e
entrelacada. Esse entrelacamento da rede de nanofibras presentes na CB pode
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fornecer a esse material uma grande area superficial. Além disso, o fato de o material
apresentar uma caracteristica porosa o transforma em um suporte promissor no
aprisionamento de moléculas, como a imobilizagdo de enzimas. Dessa forma, devido
a porosidade presente na estrutura da CB moléculas hdspedes, como enzimas,

podem difundir facilmente por todo o seu espaco interno [98,99].

5.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura: celulose bacteriana oxidada (CBOX)

As micrografias da CB oxidada com periodato de sodio estdo ilustradas na
Figura 22, e incluem CB oxidada com periodato de sédio 2% m/m por 1 hora
(CBOx2%1h), 2% m/m por 3 horas (CBOx2%3h), 4% m/m por 1 hora (CBOx4%1h) e
4% m/m por 3 horas (CBOx4%3h). A CB tem em sua estrutura um anel de seis
membros que € parcialmente destruido, devido a oxidacéo seletiva que acontece no

C2 e Cs que foi aberta e formou o aldeido.

Note-se que, mesmo com a modificacdo quimica ocasionada pela oxidacédo do
periodato de sddio, a estrutura microfibilar da celulose bacteriana oxidada, permanece
praticamente inalterada em relacdo aquela da celulose bacteriana pura. Esta é uma
caracteristica deste tipo de oxidacdo, que praticamente ndo altera a estrutura

microfibilar da celulose [100].
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Figura 22. Micrografias das CBOx com NalO4 2% m/m por 1 hora (CBOx2%1h);
CBOx com NalO4 2% m/m por 3 horas (CBOx2%3h); CBOx com NalO4 4% m/m
por 1 hora (CBOx4%1h); CBOx com NalO4 4% m/m 3 horas (CBOx4%3h).
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5.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura: peroxidase imobilizada por CB pura e
CBOX

A morfologia da CB ap0s a imobilizagcdo da enzima peroxidase extraida do
rabanete ¢é ilustrada na Figura 23. As morfologias tanto da CB pura usada contendo a
enzima imobilizada pela metodologia de adsorcédo fisica quanto das celuloses
bacterianas oxidadas (CBOx) usadas como suporte para imobilizagdo pelo método de

ligacdo covalente sdo mostradas nas Figuras 23.

Todas estas peliculas apresentaram superficies irregulares que podem estar
relacionadas a incorporacdo da enzima nos suportes. Observa-se a presenca de
estruturas com morfologias de placas, bem como agregados de particulas que nao
foram observados nas amostras antes da imobilizagcdo da enzima, por ambas as

metodologias avaliadas.
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Na amostra PIMCBOx4%1h as superficies irregulares néo sédo evidenciadas.
Apesar do ndo aparecimento dessas superficies irregulares na regido observada, isso
se deve apenas ao fato de que a enzima pode néo estar distribuida homogeneamente
sobre a superficie da amostra na escala de tamanho observada na técnica. Tal
consideracdo é reforcada pelos resultados dos testes de atividade enzimatica e
determinacao de proteina realizados. Nesses testes a amostra PIMCBOx4%1h, assim
como PIMAF, PIMCBOx2%1h, PIMCBOx2%3h, PIMCBOx4%3h, apresentaram
atividade enzimatica e na determinacdo da proteina, além de ter sido identificada a
presenca da peroxidase extraida do rabanete. Esses resultados estdo abordados de

modo mais detalhado nos topicos 5.7 e 5.8.

Figura 23. O MEV das amostras Peroxidase imobilizada CB pura (PIMAF);
Peroxidase imobilizada CBOx com NalO4 2% m/m por 1 hora (PIMCBOx2%21h);
Peroxidase imobilizada CBOx com NalO4 2% m/m por 3 horas (PIMCBOx2%3h);
Peroxidase imobilizada CBOx com NalO4 4% m/m por 1 hora (PIMCBOx4%21h);
Peroxidase imobilizada CBOx com NalO4 4% m/m por 3 horas (PIMCBOx4%3h).
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5.5 Analises de FTIR para celulose bacteriana pura e oxidada

Os espectros de FTIR (Figura 24) foram medidos no intuito de avaliar a
ocorréncia da oxidacdo da celulose bacteriana, verificando possiveis modificacdes
quimicas na celulose. Outro objetivo foi confirmar a imobilizacao da enzima por ligacédo
covalente e por adsorcéo fisica. E possivel identificar no espectro da CB pura a banda
larga em torno de = 3448 cm™ correspondente a vibracdo de estiramento —OH,
seguida da banda em 2900 cm, atribuida ao estiramento CH, da banda em 1640 cm-
! (deformacédo OH de moléculas de agua adsorvidas), além de de bandas em torno de
1427 cm? e em 1160 cm, referentes a deformagdo CH2 e estiramento C-O-C,

respectivamente [101,102].

Apos a oxidacdo da CB, diversas mudangas espectrais séo evidentes. A banda
referente ao estiramento OH se alargou e se tornou assimétrica com intensidades
elevadas entre 3230 e 3550 cm™. Na regido do estiramento CH, juntamente com a
intensificacdo da banda em 2900 cm-?, surge uma nova banda em 2700 cm-?, atribuida
ao estiramento CH tipico de aldeidos, em numeros de onda mais baixos do que os
demais grupos CH. A presenca desta banda em 2700 cm, juntamente com uma
intensificagdo da banda em 1426 cm™ relativa a deformagdo CH2 sugere fortemente
a ocorréncia de aldeidos, pois grupos CH: vizinhos a carbonilas frequentemente

absorvem mais fortemente [103].

Com relacédo a vibracdo de grupos C=0, na regido de numeros de onda em
torno de 1720 cm™ os espectros das amostras oxidadas com NalOs (periodato de

sbédio) apresentam sinais quase imperceptiveis, mas que, examinados no conjunto
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com os estiramentos CH caracteristicos, podem confirmar a oxidacao. Vale destacar
que tais bandas frequentemente sdo fracas quando se trata da oxidacdo de
polissacarideos, principalmente no caso de materiais fiborosos em que a oxidacao se
restringe a superficie das fibras [90]. Além disso, a forma de aldeido livre corresponde
apenas a uma pequena fracdo tendo em vista a ocorréncia de hidratacdo e de

reticulacdo formando hemialdal e hemiacetal, ilustrado na Figura 25 [104].

Figura 24. FTIR da CB pura; das amostras oxidadas: CBOx com NalO4 2% m/m
por 1 hora (CBOx2%21h); CBOx com NalO4 2% m/m por 3 horas (CBOx2%3h); CBOx
com NalO4 4% m/m por 1 hora (CBOx4%1h); CBOx com NalO4 4% m/m 3 horas
(CBOx4%3h).
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Figura 25. Reacéo da oxidacdo da CB por periodato de sodio, formando dialdéido
celulose, seguindo das etapas de transformacdo da fragdo de aldeido em
hidratados, hemialdais e hemiacetais.
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Fonte: Adaptado [104].

5.6 Andlises de FTIR para amostras com peroxidase imobilizada

ApoOs a etapa de imobilizacdo, sugiram algumas bandas diferentes, tanto para
a amostra obtida por imobilizagdo por adsorcao fisica, quanto para imobilizacdo por
ligacdo covalente (Figura 26). O espectro da peroxidase é caracterizado por bandas
em 3446 cm? (estiramento NH e OH), 2965 cm™ (estiramento CH), 1655 cm
(estiramento COO-), 1439 cm™? (estiramento COO-), 1248 cm? e 1075 cm
(estiramento C-N). No presente caso, as bandas em 1651 e em 1095 cm aparecem
de forma bastante evidente nos espectros das amostras referentes a imobilizacao

covalente, sugerindo a presenca da enzima [105].

Além disso, a banda em 1651 cm™* pode envolver contribuicdes tanto da
formacao de base de Schiff (corresponde ao estiramento C=N) quanto a ligacdo amida
| da enzima. Para a amostra referente a imobilizacdo por adsorcdo fisica e
PIMCBOx4%1h, as bandas na regido abaixo de 1700 cm se mostram em menores

nameros de onda comparadas com as outras, sugerindo a imobilizacdo de uma
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guantidade menor de enzima. Porém nos testes de atividade enzimatica e
determinacao de proteinas todas as amostras na visao geral tiveram valores muitos

parecidos. Esses resultados sdo mostrados nos topicos 5.7 e 5.8.

Figura 26. FTIR da peroxidase imobilizada celulose bacteriana (CB) pura; imobilizada
por CBCOx (CB oxidada) na concentracdo de NalO4 de 2% durante 1 hora
(PIMCBOx2%1h); na concentracdo de NalO4 de 2% durante 3 horas
(PIMCBOx2%3h); na concentracdo de NalO4 de 4% durante 1 hora (PIMCBOx4%1h)
e na concentracao de NalO4 de 4% durante 3 horas (PIMCBOx4%3h).
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5.7 Atividade enzimatica ap0s a imobilizacdo da enzima.

Os valores de atividade enzimatica obtidos para as diferentes amostras sao

mostrados na Tabela 5. Pode-se discutir os resultados de duas formas, sendo uma
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visdo geral e uma visdo especifica. A visdo geral mostra que apesar de desvios
padrées elevados, ou seja, de uma determinada heterogeneidade nos resultados,
todas essas amostras apresentaram atividade enzimética. Desta forma, todas as
amostras imobilizaram a enzima tanto a CB que foram oxidadas, quantos a CB pura.
Portanto, € mostrado neste resultado uma confirmacao dos resultados trazidos no
MEV que apresentou o aparecimento das superficies irregulares identificando
incorporacdo das enzimas e também no FTIR com as modificagbes nos espectros

apresentados.

Tabela 5. Resultados da analise de atividade enzimatica apds a imobilizagéo pelo
meétodo de adsorcao fisica e ligacdo covalente da peroxidase extraida do rabanete.

Amostra Parametros Atividade enzimatica

L)
PIMAF Peroxidase imobilizada adsorcao fisica 0,423 +0,213
PIMCBOx2%1h Perolil‘ffg;ezi;zorgi/'gido"’: fioor; com 0,197 +0,083
PIMCBOx2%3h Perolil‘ffg;ezi;zorgi/'gido"’: gigrz com 0,265 +0,103
PIMCBOx4%1h Perolil‘g%ie ;g;jfrgmdj fﬁoor; com 0,240 +0,138
PIMCBOx4%3h Peroxidase imobilizada CBOx com 0,196 0,089

NalO4 4% m/m por 3 hora

Na visdo especifica todas as amostras apresentaram valores de atividade
enzimatica muito parecidas, sem diferencas estatisticamente significativas. Portanto,
independente do mecanismo de adsorc¢ao fisica ou ligacdo covalente as amostras de

CB com a peroxidase imobilizadas tem atividade enzimética parecidas.

5.8 Determinacdo da quantidade de proteina imobilizada

A determinacdo da quantidade de proteina presente nos suportes forneceu os

resultados apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Concentracdo da peroxidase do rabanete livre (PRL) e concentracao da PR
nos suportes imobilizadores.

Amostras

Parametros

Peroxidase
total (mg)

Peroxidase
imobilizada

(mg)

Peroxidase
imobilizada
por grama de

CB (mg/g)

PRL

Peroxidase
do rabanete
livre

0,940

0,0000

0,0000

PIMAF

Peroxidase
apoés a
imobilizagao
por
adsorgao
fisica

0,400

0,540

1,80

PIMCBOx2%1h

Peroxidase
apos
imobilizacdo
com CBOx
com NalOg4
2% m/m por
1 hora

0,180

0,760

2,53

PIMCBOx2%3h

Peroxidase
apos
imobilizacao
com CBOx
com NalO4
2% m/m por
3 hora

0,160

0,780

2,60

PIMCBOx4%1h

Peroxidase
apos
imobilizacdo
com CBOx
com NalOg4
4% m/m por
1 hora

0,180

0,760

2,53

PIMCBOx4%3h

Peroxidase
apos
imobilizacao
com CBOx
com NalOg4
4% m/m por
3 hora

0,180

0,760

2,53
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Esses resultados apresentados mostram que a enzima foi imobilizada tanto no
mecanismo de adsorcao fisica, quanto o de ligacdo covalente. Essa confirmacéo ja
vem sendo apresentada, com resultados significativos no MEV com o aparecimento
de superficies irregulares, no FTIR com aparecimento de novas bandas apos a
imobilizacdo e no teste de atividade enzimatica em que todas as amostras, atraves

dessa determinacdo mostrara que a peroxidase esta presente no suporte.

Além dessa observacdo, outra muito interessante € que através da
determinacao da proteina, obtendo os valores de (2,60 mg/g) para PIMCBOx2%3h e
(2,53 mg/g) para PIMCBOx2%1h, PIMCBOx4%1h e PIMCBOx4%3h, relata que todas
as amostras imobilizaram, quantidades de peroxidase muito parecidas, assim como
no resultado da atividade enzimatica que as amostras apresentaram resultados bem
similares. Portanto as amostras PIMCBOx2%1h, PIMCBOx2%3h, PIMCBOx4%?1h,
PIMCBOx4%3h, com esses resultados mostram que a celulose bacteriana oxidada
em concentracdes diferentes e tempos diferentes ndo trouxe diferentes resultados de
imobilizacdo, pois todas as amostras imobilizaram quantidades muito similares de

peroxidase.

Também é interessante destacar a amostra PIMAF, na qual utilizada a celulose
bacteriana pura, ou seja, sem oxidar para imobilizar a enzima, sendo assim o
mecanismo de imobilizacédo por adsorc¢éao fisica. Essa amostra merece destaque pois,
guando comparada com as amostras que foram oxidadas para imobilizar, o valor de

proteina presente na amostra PIMAF, foi parecida com as oxidadas.

5.9. Resultados de adsorcao/dessorcédo de N2

A técnica de adsorcdo/dessor¢cdo de N2 propiciou a determinacdo das
isotermas de adsorgdo (Figura 27), bem como o calculo das propriedades texturais,

mostradas na Tabela 7.
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Figura 27. Graficos de adsorcao-dessorcdo CBpura, da celulose oxidada com
periodato de sédio e peroxidase imobilizada.
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Em termos gerais, todas as isotermas tendem ao tipo IVa, devido a presenca
de histerese, com histerese do tipo H3. Este tipo de histerese ndo possui patamar no
limite superior de presséao relativa e é caracteristica de materiais mesoporosos com
poros em fenda, em concordancia com dados da literatura para isotermas de perfis
similares descritas para materiais a base de celulose bacteriana. Segundo a IUPAC,
as isotermas do tipo IVa ocorrem quando as moléculas do adsorbato tém mais
afinidade entre si do que com o adsorvente e exibem condensacéo capilar, o que faz
com que a dessorcdo ocorra em valores menores de pressao relativa do que a
adsorcao.

Para as peliculas antes da imobilizacdo da peroxidase, a quantidade de gas
adsorvido aumenta com a oxidagdo com NalOa. Tal observagéo pode indicar que a
modificacdo quimica de grupos hidroxilas, responsaveis pelas interacfes de
hidrogénio que tornam as fibrilas fortemente empacotadas, favorece a separacao de
cadeias gerando poros. Vale destacar que o aumento da quantidade adsorvida em
geral ocorre de modo simultdneo ao aumento da area superficial como mostrado na
Tabela 7.

Apébs a imobilizacdo da peroxidase, todas as peliculas apresentaram reducdes
significativas nas quantidades de gas adsorvido, o0 que pode indicar o preenchimento
de poros pela peroxidase, bem como obstrucdo da entrada de canais. Um
alargamento da alca de histerese pode ser observado para varias das amostras apos
a imobilizacdo da peroxidase, especificamente IMAF e as celuloses oxidadas por 3 h.
Pode-se propor que essa mudanca no perfil de histerese resulta de uma contribuicéo
de histerese do tipo H4, que pode indicar a presenga de poros com formato de garrafa
tinteiro (gargalo estreito e reservatério alargado). Isso ocorre em amostras apos a
imobilizacdo e pode sugerir estreitamento das entradas dos canais, pela ligacao
preferencial de moléculas de enzima em sitios proximos a entrada, obstruindo o

preenchimento interno.
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Tabela 7. llustracdo da classificacdo das isotermas adsor¢cdes/dessorcdo de Nz e
histerese, da area superficial e porosidade da CBpura, da celulose bacterianas
oxidadas por periodato de sodio e das amostras que imobilizaram a peroxidase por
adsorcao fisica e ligacdo covalente.

Amostra Area Volume Raio Diametro Isoterma Histerese
superficial de de de poros
(m?/g) poros  poros (nm)
3
BET (cm¥g)  (A) DET
DR DFT
CB 1,857 0,008351 14,483 2,8966 v H3
CBOx 7,804 0,022590 13,845 2,769 \Y/ H3
2% 1h
CBOx 8,828 0,020710 24,852 49704 v H3
2% 3h
CBOx 13,828 0,034580 31,123 6,2246 \Y/ H3
4% 1h
CBOx 7,072 0,019430 28,852 5,7704 v H3
4% 3h
IMAF 0,838 0,003214 13,845 2,769 \Y/ H3/H4
IMCBOx 0,525 0,002583 15,149 3,0298 v H3
2% 1h
IMCBOx 0,650 0,003997 15,133 3,0266 v H3/H4
2% 3h
IMCBOx 1,802 0,004357 13,845 2,769 v H3
4% 1h
IMCBOx 0,361 0,001984 14,483 2,8966 v H3/H4
4% 3h

5.10 Descoloracao

Portanto, a amostras oxidas para imobilizacao por adsorcao fisica os resultados
de atividade determinacdo de proteina e atividade enzimatica ndo tiveram diferencas
nos valores estatisticamente. Porém no grau de oxidacdo e nos resultados de
adsorcao/dessorcdo de N2 a amostras oxidada por periodato 4% 1h (CBOx4%21h)
apresentaram resultados mais significativos. E na etapa de imobilizacdo na analise

adsorcdo/dessorgao de Nz, segundo a Tabela 2 a amostra utilizando CBOx4%1h para
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imobilizacdo da peroxidase também apresentou resultados bastante significativos,

sendo a amostra escolhida para a etapa de descoloracéao.

Sendo assim, a andlise das solu¢gbes dos corantes azul de metileno (AM),
indigo sintético (IS), violeta cristal (VC) e rodamina 6G (R6G), sdo submetidos a
descoloracédo, com peroxidase do rabanete livre (PRL), com peroxidase do rabanete
imobilizada por adsorcao fisica (PIMAF) e ligacdo covalente (PIMCBOx4%1h) e
celulose bacteriana pura. O grau de descoloracao de cada amostra, estéo ilustrados
na Figura 28 e na Tabela 8.

Figura 28. Gréfico de descoloracdo com peroxidase imobilizada por adsorcéo fisica
(PIMAF); peroxidase imobilizada por celulose bacteriana oxidada com periodato de
s6dio 4% m/m no tempo de 1h (PIMCBOx4% 1h); celulose bacteriana pura (CB pura)
e peroxidase do rabanete livre (PRL).

B -V - AzuL oE veTiLeno [l ve - vioLETA cRisTAL
B rsc -ropavinaec [l s- inoico sinTETICO

Descoloracao (%)

PIMAF PIMCBOX4%1H CBPURA PRL
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Tabela 8. Descoloracao das solucdes dos corantes em porcentagem.

Descoloragao da cor (%)

CORANTES PIMAF (%) PIMCBOx4%1H CBPurA PRL (%)
(%) (%)
AM - AZUL DE 41,97 54,56 57,17 18,66
METILENO
VC - VIOLETA 91,53 91,18 90,00 90,82
CRISTAL
R6G - 58,27 61,30 56,52 24,82
RODAMINA
6G
IS- INDIGO 5,21 8,306 5,928 17,37
SINTETICO

Nota-se que, das quatros solugdes dos corantes utilizados para esse teste, 0s
que merecem destaques sdo as solugcdes contendo AM (CisHisCIN3S), VC
(C25H30CIN3) e R6G (C28H31N203Cl), que foram as que sofreram descoloragdo mais
significativas, principalmente para a solucéo de conrante VC, que apresentou grau de
descoloracao de aproximadamente 90% a 91%. Os resultados ilustrados na Figura 26
e na Tabela 8.

As solugdes dos corantes AM (Ci6H18CINsS), VC (C2sH30CINs) e R6G
(C28H31N203Cl) mencionados acima tém uma caracteristica em comum, todos séo
classificados como catiénicos. Logo apresenta uma alta densidade de cargas positivas
em sua cadeia. A peroxidase apresenta um ciclo catalitico, que em sua primeira etapa
ocorre a oxidacao de 2 elétrons do grupo protético heme pelo cofator H202, gerando
assim o radical livre oxiferril [*O=Fe (V)] [106].

O radical oxiferril [*O=Fe (IV)] é um intermediario reativo que funciona como
substrato para oxidar removendo &tomos de hidrogénio [106]. Portanto as solucdes
dos corantes catidnicos, submetidas a descoloracdo com PIMAF, PIMCBOx4%1h e
PRL, o radical produzido pelo ciclo catalitico da peroxidase, induz a descoloragao
destas solucbes de corantes, através da remocao dos hidrogénios presentes nas
estruturas dos corantes. Levando assim um maior grau de descoloracdo destas

solugdes [107].

Comparando o grau de descoloragéo das solugdes dos corantes com a enzima
livre (PRL) e as amostras com a enzima imobilizadas (PIMAF, PIMCBOx4%.1h),
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principalmente para as solu¢cdes do AM e R6G ¢é interessante destacar que a enzima
livre teve menor desempenho nestes corantes. Isto pode estar relacionado a varios
fatores, desde adsorcao dos corantes sobre a celulose até aumento da estabilidade e

atividade da enzima imobilizada, comparada com a enzima livre.

A CB tem em sua estrutura quimica grupos hidroxilas, que vdo aumentar o pH,
favorecendo a fracdo anibnica da peroxidase, gerando maior potencial para oxidar
auxiliando na orientacéo do substrato na interacdo com o sitio ativo [107]. Além disso,
o fato de a CB apresentar esses grupos hidroxilas e as pontes hidrogénio na sua
estrutura, fazem com que esses atuem como locais de adsorgéo. Portanto os grupos
OH, atuam como centros de adsorcao através da formacao de ligacdes hidrogénio
com o adsorbato. Justificando assim melhor desempenho das amostras com enzima

imobilizada em relacédo a livre [108].

Nota-se que, a CBpura também foi utilizada para descoloragéo, e os valores do
grau de descoloracao para as solucdes dos corantes cationicos tiveram desempenho
muito proximo ao das amostras com a peroxidase imobilizada, isso acontece devido
aos grupos hidroxilas e as pontes de hidrogénio que vao atuar como locais de

adsorcao, gerando ligacfes hidrogénio com os corantes catidnicos [108].

Nestes experimentos, também foi realizado um teste para solu¢do do corante
aniénico IS (C1eH10N202) e as amostras PIMAF, PIMCBOx4%21h, CBpura tiveram menor
desempenho comparado com a amostra PRL, os resultados ilustrados na Figura 28 e
Tabela 8. Isso pode estar relacionado a CB, apresentar grupos hidroxilas em sua
estrutura. Esses grupos vao aumentar a carga negativa do meio, ou seja, aumentar
0 pH da solucao da solucéo do corante IS (C16H10N202). Como € um corante aniénico

vai favorecer o meio para ele, diminuindo assim eficiéncia de descoloracéo [107,108].

Além disso, o ponto isoelétrico da peroxidase é 4,7 e 5,1, quando se tem um
pH maior que 5 vai favorecer fracdo anidnica da peroxidase, esse fator é favoravel
para solucdes dos corantes catidnicos. Pois na fracdo anibnica, vai liberar ions
negativos e a fracao catidnica ions positivos, como as cargas opostas se atraem ha

um forte interacdes entre as moléculas e consequentemente a descoloracao [107].

Porém quando se fala da solu¢cdo do corante anibnico, favorecer a fracao

anibnica da peroxidase, leva aos desfavorecimentos das interacbes entre essas
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moléculas, pois ambas vao liberar ions negativos, cargas iguais se repelem, ou seja,
interacOes entre elas desfavorecidas. Logo isso pode ser um fator para que as
amostras PIMAF e PIMCBOx4%l1h nao tiveram um bom desempenho de
descoloragao da solugéo do corante IS (Ci6H10N202) [107]. No caso PRL, por néo ter
presenca da celulose bacteriana como imobilizador, apresentou um desempenho de
descoloracéo para esta solucdo melhor do que as amostras em que a enzima estava
imobilizada PIMAF e PIMCBOx4%1h.

Vale ressaltar que, descoloracédo dos corantes contendo apenas a CB pura e
amostras contendo a enzima imobilizada apresentam valores semelhantes. Porém, o
processo de descoloracao ocorre em metodologias diferentes. A celulose bacteriana
pura tem grupos quimicos em suas superficies, isso faz com que esse material
apresente afinidade com contaminantes, como por exemplo os corantes. Desta forma
como ocorre por adsor¢ao fisica os pedacos de celulose adicionados no corante vao

adquirir a coloracéo [109].

Nas amostras PIMAF e PIMCBOx4%1h, tem a presenca da enzima que tem
como objetivo conferir a esse material o poder de transformar poluentes para diminuir
sua toxidade, aumentando sua solubilidade em &agua permitindo sua posterior
degradacdo microbiana. Portanto as amostras contendo a enzima ao entra em
contanto com a solu¢do de corante, tem como objetivo descolorir por degradacao
[110].

Com tais informacdes é possivel ter outras observacdes sobre cada etapa de
descoloracdo. CBpura, PIMAF e PIMCBOx4%1h ao entrarem em contato com as
solugcbes dos corantes AM (C16H18CIN3S), R6G (C2sH31N203Cl) e IS (C16H10N202)
adquiriram a cor da solucgdo. Isso revela que CBpura e as amostras contendo a enzima
imobilizada (PIMAF e PIMCBOx4%21h) adsorveram o0 corante presente na solucao.
Portanto conclui-se que a enzima imobilizada n&o atuou de forma significativas nessas

solugdes de corantes. Resultados ilustrados na Figura 29.

Na solucdo do corante VC (C2sH30CIN3) € possivel evidenciar as diferencas
entre as metodologias de descoloragdo, para as amostras contendo a enzima
imobilizada (PIMAF e PIMCBOx4%1h), a solugédo ficou transparente, e alguns
pedacos adquiriram a cor da solucdo indicado descoloracdo por adsorcao e outros

permaneceram na coloracdo branca indicando descoloracdo pelo processo
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biocatalitico da enzima [111]. Para a CBpura todos os pedacos adquiriram a cor da
solucéo, mostrados que a descoloracdo aconteceu apenas por adsor¢cdo. Portanto na
solugdo do corante VC (C2sH30CIN3) a enzima imobilizada teve um desempenho

significativo na descoloragéo. Resultados ilustrados na Figura 29.

Figura 29. llustracao das soluc¢des dos corantes AM, IS, VC e R6G antes e depois
das metodologias de descoloracéao.

BC PIMAF PIMCBOx4%1h

AM

IS

VvC

R6G

6 CONCLUSOES

No trabalho obtiveram-se evidéncias da extragdo da peroxidase do rabanete,
da sintese da celulose bacteriana através do cha kombucha, da oxidacdo da celulose
bacteriana e da imobilizacdo da peroxidase do rabanete na celulose bacteriana pura
por adsorgdo fisica, bem como na oxidada por ligacdo covalente aplicados no

processo de descoloracédo dos corantes, tendo as seguintes conclusdes:
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A curva TG, apresentou etapas de decomposicao caracteristicas da celulose
pura, a abaixo de 100 °C, entre 150 e 350 °C e degradacdo acima de 350 °C.
Indicando caracteristicas celulésicas da pelicula originada através de bactérias e que
sua purificacdo foi bem sucedida. A analise de FTIR, possibilitou identificar bandas
caracteristicas de material celulésico de CB pura. Nas imagens MEV, sua morfologia
foi observada na forma de pequenas microfibrilas. As isotermas BET tenderam ao tipo

IVa com histerese do tipo Hs.

A determinacao do teor de aldeidos das celuloses bacterianas oxidadas revelou
gue todas amostras foram oxidadas, porém, em propor¢cdes diferentes. Dentre as
amostras, a que se destaca € a CB oxidada por periodato de sddio 4% m/m por 1
hora, que apresentou teor de aldeido de 0,327 mmol/g. A analise de FTIR a oxidacéo
foi identificada pelo aparecimento de bandas de 2700 cm™ e 1426 cm™ caracteristicas

de aldeido.

A morfologia apés a oxidacao, observada por MEV, praticamente ndo mostrou
alteracdo da estrutura microfibrilar da celulose. Para a andlise de BET as isotermas
tenderam ao tipo IVa e histerese Hs. A area superficial e porosidade do material
aumentaram significativamente apés a oxidacdo, com destaque na amostra de CB
oxidada por periodato de sodio 4% m/m por 1 hora, que sofreu maiores modificacdes.

A peroxidase extraida do rabanete e purificada por sistema aquoso bifasico,
apresentou atividade enzimatica 1,133 (U), tendo um valor pr6ximo ao da enzima
adquirida comercialmente. A andlise de FTIR das amostras obtidas pelas
metodologias de imobilizacdo por adsorcao fisica e por ligacdo covalente, sugiram

bandas em 1951 cm e 1095 cm?, caracteristica de presenca de enzima.

A peroxidase imobilizada pela CB pura e pelas CB oxidadas apresentou em
sua morfologia agregados de forma aproximadamente esférica, associando a
superficies ligadas as enzimas. A peroxidase imobilizada por CB oxidada por
periodato de sodio 4% m/m por 1 hora, esses agregados nao ficaram evidentes. As
isotermas BET apo6s imobilizacdo do tipo IVa, porém para as amostras que imobilizou
a peroxidase por adsorcao fisica e as oxidadas por 3 horas que imobilizou por ligagéo

covalente, a histerese passou a ser do tipo Ha.

Os testes de atividade enzimatica todas as amostras revelaram que todas as

amostras se mostraram ativas, porém sem diferencas estatisticamente significativas
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entre elas. Para o teste de determinacao de proteina todas as amostras apresentaram

concentracdo de proteina no suporte imobilizador.

Nos testes de descoloracdo destacam-se para CBpura a solugdo do AM
(57,17%), PIMCBOx4%1h a solucdo R6G (61,30%) e PRL para solugéo IS (17,37%).
Para o a solucédo do corante VC, todas as amostras apresentaram descoloracédo na
faixa de aproximadamente (90,00%). O que os diferencia é que processo de
descoloracao a CBpura ocorre por adsor¢céo, PIMAF e PIMCBOx4%1h acontece por
degradacdo enzimatica e adsorcdo. O presente estudo revelou a eficacia da

peroxidase do rabanete na descoloracdo de corantes catidnicos e aniénicos.

7 PERSPECTIVAS DO TRABALHO

e Estudo das propriedades fluorescentes dos corantes para todas as condicdes
e amostras submetidas a descoloracéo, a fim de avaliar as diferencas entre a
descoloracao por adsorcéo e por degradacao sobre tais propriedades, de modo
comparativo com analises por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (LC-MS);

e Avaliacdo do grau de degradacao através de andlises de demanda quimica de
oxigénio;

e Estudo de otimizacdo da quantidade de enzima imobilizada por ambas as
metodologias.
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