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RESUMO 

O presente estudo foi focado na imobilização da peroxidase extraída do rabanete 
e purificada através de uma metodologia baseada em um sistema aquoso bifásico. 
A determinação da atividade enzimática foi realizada empregando um teste 
espectrofotométrico baseado na oxidação do guaiacol em tetraguaiacol, 
revelando um valor de 1,133 U. Como suporte para a imobilização da enzima, 
empregou-se celulose bacteriana obtida a partir de Kombucha, uma bebida 
gaseificada obtida a partir da fermentação de chá verde que contém bactérias 
capazes de produzir celulose na forma de películas. A enzima foi imobilizada pelo 
método de adsorção física utilizando a celulose bacteriana purificada, sem 
modificações químicas e imobilizada por ligação covalente onde a celulose foi 
submetida a oxidação para formação de grupos aldeído, por periodato de sódio 
(NaIO4) em diferentes tempos e concentrações do oxidante, visando a 
imobilização da enzima através da base de Schiff. A determinação do teor de 
aldeído mostrou que a celulose bacteriana oxidada por periodato 4% no tempo de 
1h com maior grau de oxidação (0,327mmol). As membranas resultantes foram 
caracterizadas por análise termogravimétrica (TG), microscopia eletrônica de 
varredura (MEV), infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e 
adsorção/dessorção de N2, com determinação da área superficial, volume dos 
microporos e distribuição do tamanho e diâmetros dos poros. As membranas 
contendo a peroxidase também foram submetidas à determinação da atividade 
enzimática e determinação de proteína, observando-se que não houveram 
diferenças estatisticamente significativas entre as atividades de todas as 
amostras. De acordo os resultados obtidos nas caracterizações, a peroxidase 
imobilizada por adsorção física e imobilizada por celulose bacteriana oxidada por 
periodato de sódio 4% no tempo de 1h, foram escolhidos para testes de 
descoloração das soluções dos corantes catiônicos azul de metileno, violeta cristal 
e rodamina 6G e do corante aniônico índigo sintético. A descoloração das 
soluções foi acompanhada por espectrofotômetro UV/VIS. A solução do corante 
que apresentou maior grau de descoloração 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 sódio 4% no tempo de 1h. Portanto os resultados 
indicam que a peroxidase do rabanete imobilizada tem potencial para 
descoloração de corantes e que o desempenho de descoloração da enzima 
imobilizada por adsorção física ou ligação covalente foram similares. 

Palavras chaves: peroxidase; imobilização; corantes; celulose bacteriana e 
descoloração. 

  



 
 

 

 

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 
(NaIO4) 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 INTRODUÇÃO 

A indústria têxtil tem potencial de despejar uma alta concentração de corantes 

nos recursos hídricos, cuja remoção pode ser desafiadora na medida em que tais 

corantes são resistentes aos tratamentos convencionais como filtração, precipitação, 

e adsorção [1,2]. Os corantes mais amplamente utilizados, que são geralmente 

sintéticos, quando descartados nos rios e lagos, não só causam poluição visual, mas 

podem também trazer efeitos indesejáveis na fauna e na flora, pois são tóxicos e 

mutagênicos [3]. 

A resistência de diversos corantes aos tratamentos de remediação, bem como 

suas implicações ambientais, faz com que se busquem soluções para resolver essa 

problemática. Neste contexto, o tratamento enzimático vem ganhando espaço, pois 

as enzimas apresentam funções catalíticas, adaptabilidade e alta seletividade ao 

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

A peroxidase pertence à classe das enzimas oxidorredutases, que catalisam 

oxidações de diversos compostos orgânicos e redução de peróxido [5]. Esse tipo de 

enzima pode ser obtido de fontes vegetais e animais, sendo a vegetal a maior fonte 

de extração. Das fontes vegetais a mais conhecida e geralmente utilizada é a 

peroxidase da raiz forte (peroxidase do rábano), porém outras fontes vegetais 

economicamente mais viáveis foram descobertas e estão sendo utilizadas para 

extração da enzima [6]. 

Entre as fontes vegetais alternativas pode-se destacar o rabanete, vegetal 

pertencente à família Brassicaceae e que tem a presença dessa enzima. Ao comparar 

as sequencias de aminoácidos primários da peroxidase do rabanete com o rábano, 

fonte mais utilizada quando se fala da extração da enzima, o rabanete apresenta 70% 

de similaridade [7]. 

A necessidade da obtenção desta enzima purificada por metodologias que 

sejam rápidas, versáteis e economicamente viáveis, trouxe um destaque para os 

sistemas aquosos bifásicos (SABs). SABs são amplamente utilizados na extração de 

enzimas, devido à extração cinética rápida para separação, operação fácil e flexível 

para lidar com as separações em larga escala, baixo custo e versatilidade no tipo de 

solvente para formação do sistema [8]. 
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Quando a enzima é extraída da fonte desejada e purificada, esta se apresenta 

em sua forma livre, a qual apresenta alguns desafios relacionados à sua aplicação na 

degradação da cor em águas contaminadas por corantes. Um exemplo disso é a 

necessidade de manter as reações estáveis e favoráveis para obter o máximo 

desempenho catalítico e possibilitar a reutilização. Esses desafios tornam o custo do 

processo de utilização da enzima economicamente alto [9].  

A imobilização enzimática é uma maneira de minimizar esses desafios, pois, 

fornece ao catalisador uma melhor estabilidade, possibilita melhor desempenho da 

atividade catalítica e evita a desnaturação, bem como minimiza os problemas de 

inibição. Dessa maneira, diferentes técnicas podem ser usadas para a imobilização 

da enzima, como por exemplo, adsorção física e ligação covalente que são técnicas 

consolidadas [10].  

Para que a imobilização da enzima seja realizada é necessário que se escolha 

um suporte adequado. Os suportes podem ser orgânicos naturais (incluindo celulose, 

quitosana, alginato, entre outros), orgânicos sintéticos (incluindo propileno, resinas 

polivinilicas e poliamidas) ou inorgânicos (como sílica, argila e óxidos metálicos) 

[9,10]. Neste contexto, um suporte orgânico já utilizado na imobilização da peroxidase 

do rábano é a celulose [11]. 

A celulose é um suporte muito interessante por ser um polímero renovável e de 

grande abundância na Terra, distribuindo-se amplamente nas paredes celulares das 

plantas, em organismos marinhos e até mesmo produzidas por biossíntese microbiana 

(algas, fungos, bactérias) [12]. Dessas fontes alternativas de produção de celulose, a 

de origem bacteriana vem ganhando destaque, pois sua estrutura não está combinada 

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

Portanto, nesta pesquisa a enzima peroxidase foi extraída do rabanete e 

purificada através do sistema aquoso bifásico constituído por polietilenoglicol e cloreto 

de potássio (KCl). Com a enzima extraída e purificada, passou-se para etapa de 

imobilização, utilizando como suporte a celulose bacteriana e duas técnicas de 

imobilização: adsorção física e por ligação covalente. Após essas etapas a peroxidase 

livre, a celulose bacteriana pura e a enzima peroxidase imobilizada no suporte de 

celulose bacteriana -tanto por adsorção quanto por ligação covalente- foram aplicadas 

na descoloração dos corantes, azul de metileno, índigo sintético, violeta cristal e 
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rodamina 6G. Os desempenhos foram comparados em termos das porcentagens de 

descoloração após 24 horas de contato. 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Peroxidase (PO) 

As enzimas são proteínas que atuam como catalisadores. Elas apresentam um 

alto grau de seletividade em relação a seu respectivo substrato, atuando em 

condições brandas de temperatura e pH. Além disso, por apresentarem funções 

catalíticas, aceleram as reações químicas sem afetar a constante de equilíbrio, 

diminuindo a energia de ativação da reação, para que ela aconteça de forma mais 

rápida [14].  

Dentro desta perspectiva a peroxidase (PO) tem ganhado grande destaque. É 

uma enzima que pertence à classe oxidorredutase e utiliza ampla variedade de 

compostos como doadores e aceitadores de hidrogênio. Em outras palavras, a 

peroxidase catalisa reações de oxidações e reduções, contudo, para que a PO 

(peroxidase) consiga catalisar essas reações, ela precisa do cofator peróxido de 

hidrogênio.  

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 funções fisiológicas 

como cicatrização de feridas, proteção contra estresse oxidativo, defesa contra o 

ataque patogênico, entre outros [17]. 

Dentre as peroxidases, a mais comum é a que apresenta o grupo heme. A 

heme-peroxidase é um tipo essencial de oxidorredutase que possui o átomo de ferro 

centralizado no grupo porfirina IX, ilustrado na Figura 1 [18]. Elas podem ser de origem 

animal e não-animal. As de origem não-animal são classificadas em I, II e III. A classe 

I inclui a peroxidase do pigmento, peroxidase ascorbata e a bacteriana. Na classe II 

são encontradas principalmente as peroxidases secretadas por fungos, peroxidase 

lignina, peroxidase manganês e a peroxidase versátil [18,19]. 
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Figura 1. Estrutura química da Heme peroxidase 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Quando se fala da classe III têm-se as peroxidases secretadas das plantas. Elas têm 

um papel preponderante no processo fisiológico das plantas como proteção das 

células contra o estresse oxidativo, formação da lignina e suberina, reticulação de 

componentes da parede celular, cicatrização de feridas e defesa contra patógenos ou 

insetos. Esse tipo de classe teve sua primeira caracterização através da raiz do rábano 

e posteriormente, diferentes POs foram isoladas, purificadas e caracterizadas a partir 

de diversas fontes vegetais. Algumas fontes de origem vegetal da peroxidase classe 

III são mostradas na Figura 2 [20]
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Figura 2. Diversas fontes vegetais de peroxidase. 

 

Fonte: Autoria própria. 

2.2 Clico Catalítico da Heme-Peroxidase  

O ciclo catalítico da peroxidase é um processo redox que ocorre em três etapas, 

uma etapa de oxidação e duas etapas de redução, ilustrados na Figura 3. Através do 

ciclo catalítico, nota-se a dependência da peroxidase em relação ao peróxido de 

hidrogênio (H2O2). A primeira etapa consiste na formação do composto I, o 

intermediário oxiferril [+.O=Fe (IV)], produzido pela ação do H2O2 sobre a peroxidase 

no seu estado fundamental [Fe (III)], pela oxidação de dois elétrons, em que um dos 

oxigênios presentes no peróxido sai em forma de água o outro fica aprisionado no 

grupo heme da enzima. O composto I formado é posteriormente reduzido e resulta no 

composto II que é restabelecido ao estado original [Fe (III)], quando ganha um dos 

elétrons do substrato redutor [21].
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Figura 3. Ciclo catalítico da heme-peroxidase. 

 

Fonte: Adaptado [22]. 

2.3 Rabanete 

O rabanete é uma hortaliça de produção anual e pode ser cultivada em climas 

temperados e tropicais. Sua produção mundial chega a cerca de 7 milhões de 

toneladas por ano, sendo uma das hortaliças mais cultivadas do mundo, com 

destaque para o leste da Ásia como o principal produtor [23,24]. Essa produção está 

ligada à sua importância econômica, pois é uma fonte rica em minerais, como ferro, 

potássio, cálcio, magnésio e fosforo. Além disso, possui fibras dietéticas, gorduras, 

carboidratos, proteínas, vitaminas hidrossolúveis, entre outros. Sendo assim, o 
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consumo desse vegetal é de grande relevância para saúde, 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 coloração e suas formas. Dentre essas 

características o rabanete que apresenta coloração vermelha, devido à presença de 

antocianinas, é o mais comumente conhecido e utilizado, além disso, o rabanete 

vermelho possui alta concentração de ácido ascórbico, principalmente quando 

comparado com os rabanetes de outras cores [26]. 

 

O rabanete mostrado na Figura 5 é um vegetal de crescimento rápido, baixo 

custo e alto rendimento [26,27]. Além disso, apresenta sequências de aminoácidos 

primários com 70% de similaridade com a peroxidase extraída da raiz forte, que é a 

fonte mais conhecida de extração desta enzima [27–29]. Portanto, esse vegetal 

pertencente à família Brassicaceae, é um caminho muito interessante para obtenção 

da peroxidase.

Figura 4. Fluxograma das características que os rabanetes podem apresentar. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 5. Rabanetes dos quais foram extraídos a peroxidase. 

 

Fonte: Autoria própria. 

2.4 Sistema aquoso bifásico 

Quando a enzima é extraída de uma fonte vegetal, o processo em princípio não 

propicia sua obtenção na forma pura, pois há outras substâncias presentes no vegetal 

que são extraídas juntamente com a enzima. Desta forma, o sistema aquoso bifásico 

(SAB) tem como objetivo separar ao máximo a peroxidase das substâncias 

indesejadas que podem interferir na aplicação escolhida.  

O SAB é uma técnica de extração líquido-líquido, pois ocorre a formação de 

duas fases aquosas imiscíveis, 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 

o sistema deve estar em uma determinada temperatura, concentração e pH [31,32]. 

Essa técnica tem sido bastante aplicada na recuperação e purificação de diversos 

compostos, tais como proteínas, células, antibióticos, ácidos nucléicos e enzimas [32]. 

A purificação e extração de enzimas por sistemas aquosos bifásicos 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 recuperação e 

separação da biomolécula, baixo custo, viabilidade para operação contínua, alto teor 
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de água (70% - 90%) e baixa tensão interfacial, que acarreta numa conservação da 

estrutura e funcionalidade das biomoléculas [34].  

No SAB o perfil de separação vai depender de diversas interações físico-

químicas entre o biomaterial e os compostos que formam as fases. As interações são 

forças de van der Waals, ligação hidrogênio, interações eletrostáticas, efeitos 

estéricos, hidrofobicidade, interações de afinidade bioespecíficas, bem como efeitos 

conformacionais entre os componentes de fase e as substâncias, contribuindo assim 

para separação da substância [35].  

A mistura das fases imiscíveis, para formação do sistema aquoso bifásico pode 

ser formado a partir de um sistema polímero/sal, no qual ocorre a salinização do 

polímero com sais solúveis em água [34]. A solução salina presente no sistema é 

responsável pela formação do SAB, pois gera ambiente cosmotrópico (o sal interage 

mais fortemente com as moléculas de água do que as próprias moléculas de água 

entre si, ocasionando a quebra das ligações hidrogênio entre as moléculas de água) 

[34–36].  

O sistema formado a partir do polímero/sal possui alta força iônica que pode 

ser considerada uma desvantagem, mas é muito eficiente na extração e separação 

de espécies com grandes diferenças de polaridade [34–36]. Os sais utilizados para 

formação de fase podem ser inorgânicos (sulfato, fosfato, carbonato, hidróxido e 

cloreto) ou sais orgânicos (citrato, tartarato e acetato) [34–36]. Em relação, aos 

polímeros utilizados podem ser copolímero de óxido de etileno e óxido de propileno 

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

O SAB já é uma metodologia de purificação utilizada com sucesso na enzima 

peroxidase extraída do rabanete. Por exemplo, em um teste com sete polímeros (PEG 

400, 1000, 1500, 4000, 6000, 8000, e 20000 g/mol), com sal de sulfato de amônio 

(20% m/m), líquido iônico prótico 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 purificação (FP) de 2,54 

vezes [38]. Também tal sistema de purificação foi utilizado na concentração da 

peroxidase do farelo do arroz em que sistema SABs era composto por 15% de peso 

do polímero de PEG 1500, 14% em peso de cloreto de sódio em pH 8, tendo um fator 

de purificação de 2,7 [39]. 
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Além da peroxidase o SAB também foi utilizado na purificação da bromelaína, 

fazendo uma análise da purificação com diferentes polímeros (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 

bromelaína particionasse da fase superior tendo o melhor fator de purificação (FP) de 

7 [40]. Portanto, torna-se muito atrativo a geração do SAB polímero/sal para a 

purificação de enzimas, em destaque a peroxidase extraída do rabanete. 

2.5 Imobilização enzimática  

Como já mencionado, após a extração a partir da fonte original, as enzimas são 

obtidas na sua forma livre. Porém, numa escala industrial, as enzimas na forma livre 

expõem algumas limitações, como custos de operação e sua estabilidade [41]. 

Além disso, alguns subprodutos da extração podem inibir a ação enzimática 

[41]. Os inibidores podem agir de diferentes formas, sendo que um tipo comum é a 

inibição reversível, também conhecida como inibição competitiva [41,42]. Esse tipo de 

inibidor compete com o substrato para se ligar ao sítio ativo da enzima, impedindo o 

substrato de se ligar à enzima. Também, pode acontecer um tipo raro de inibição que 

é a não competitiva, a qual ocorre mudanças conformacionais no sítio ativo da enzima, 

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

Existem maneiras de contornar as limitações abordadas acima que podem ser 

aplicadas juntas ou separadamente. A maneira “invasiva” é aquela na qual a enzima 

tem suas propriedades alteradas através da engenharia genética; de maneira 

“excludente”, que é a seleção de novas enzimas e melhores. Adicionalmente, tem-se 

a “melhoria externa”, que está relacionada à melhoria em relação à otimização do 

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

O processo de imobilização é um método que vem sendo usando comumente 

na busca da superação das limitações das enzimas livres, visto que, as enzimas 

imobilizadas podem trazer benefícios como a redução a suscetibilidade à 

contaminação microbiana, a inativação da enzima [42]. Além da melhora na 

estabilidade, observa-se também um aprimoramento na capacidade de reutilização 

da enzima [43]. As características das enzimas livres e imobilizadas são mostradas 

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

Características 

Enzimas livres Enzimas imobilizadas 

Baixa estabilidade operacional 
Maior estabilidade em termos de 

temperatura e pH 

Incapacidade de recuperação e 

reutilização da enzima 

Facilita a separação e reutilização da 

enzima 

Propicias a ação de inibidor Redução de ação de inibidor 

Alto custo e baixa eficiência 
Diminuição nos custos e melhor 

eficiência. 

Fonte: adaptado [42,43] 

 

A imobilização enzimática é um processo no qual a enzima liga-se fisicamente 

ou quimicamente a um determinado substrato mantendo sua atividade catalítica. 

Como resultado, o material de suporte para imobilização a ser escolhido é de grande 

importância, pois os métodos de interação entre o suporte e a enzima podem ser 

físicos (como adsorção, encapsulamento e aprisionamento) ou químicos (como 

ligação covalente e ligação cruzada ou reticulação) [44].  

Dentre esses métodos destacam-se a adsorção física e a ligação covalente, a 

serem abordados neste trabalho. A principal diferença entre eles é que o de adsorção 

física não é necessário que o suporte passe por uma modificação química, ao 

contrário do método por ligação covalente, que requer esse processo de modificação. 

Logo, qualquer uma das técnicas escolhidas tem o objetivo da reutilização e melhoria 

da estabilidade, principalmente para a redução de custos em relação à escala 

industrial [44].  

2.6 Método de imobilização por adsorção física 

O método de imobilização por adsorção física tem alguns benefícios, como o 

baixo custo, facilidade de preparação e nenhuma restrição de transferência de massa. 

É um tipo de imobilização rápida, fácil de executar e é um processo de imobilização 
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reversível, no qual não tem a necessidade de aditivos químicos e não causa alteração 

ou destruição da conformação dos sítios ativos da enzima [45]. As enzimas são 

imobilizadas no suporte por meio de ligações fracas através de interação física como 

Van der Waals, interações hidrofóbicas, ligação hidrogênio e atração eletrostática. O 

método de adsorção física está ilustrado na Figura 6 [46]. 

 

Figura 6. Interação da enzima com o suporte por meio de adsorção física. 

 

Fonte: adaptado [41]. 

 

Os materiais porosos orgânicos e inorgânicos como caulinita, diatomita, carvão 

ativado, vidro poroso, bentonita, sílica gel e celulose, são suportes utilizados na 

imobilização de enzimas pelo método de adsorção física. Além disso, nanomateriais 

de carbono, incluindo grafeno, nanotubos de carbono, carbono nanoporoso e 

fulerenos, são também suportes imobilizadores [47]. 

O processo de adsorção física é simples, porque ocorre em apenas duas 

etapas. Na primeira etapa ocorre a difusão da enzima através da superfície do suporte 

e, em seguida, adsorção ao suporte [48]. Contudo, é interessante salientar que esse 

tipo de imobilização é suscetível frente a mudanças na força iônica do meio, pH, 

temperatura, vazão do reator, agitação e colisões de partículas, podendo ocorrer 

mudanças na interação entre a enzima e o suporte, causando lixiviação das enzimas 

[48,49]. 
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Neste contexto, diversas pesquisas foram realizadas em relação à imobilização 

de enzimas pelo método de adsorção física utilizando celulose bacteriana como 

suporte. Por exemplo, deste suporte foi empregado com resultados promissores para 

a imobilização de enzimas como lizosima [50], lacase utilizando nanocelulose 

bacteriana [51], de lipase [52], de peroxidase do rábano de raiz forte utilizando 

celulose bacteriana pura e a celulose bacteriana com grupos aminos [53]. Nesta 

perspectiva, existem vários trabalhos relacionados a imobilização de enzima em 

busca de melhorias nas limitações das enzimas na forma livre. 

2.7 Método de imobilização por ligação covalente  

Por ser considerado um tipo de ligação forte que proporciona alta estabilidade 

e alta fixação, o método de imobilização por ligação covalente (Figura 7) torna-se um 

método interessante, principalmente no ponto de vista industrial [54]. É amplamente 

usado quando se fala em tratamento de água residual, capaz de prevenir dessorção 

e desnaturação da enzima [55], além de ser aplicado em processos contínuos e 

descontínuos [56].  

Figura 7. Interação da enzima com o suporte por meio de ligação covalente. 

 

Fonte: adaptado [41]. 

 

O processo de imobilização por ligação covalente deve acontecer em 

condições consideradas brandas e, para que isso aconteça, o suporte deve 

apresentar uma alta concentração de grupos reativos, sendo os materiais mais 

comuns os polissacarídeos, como agarose, dextrano, amido e celulose [57]. No 



14 
 

 

entanto, apesar do suporte apresentar grupos reativos, este ainda passa por uma 

etapa de modificação química, antes da imobilização [58]. 

A modificação química que o suporte irá sofrer antes da etapa de imobilização, 

ocorrer por meio de reações de ativação. Essas reações de ativação 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 reação de 

ativação é a oxidação da celulose com periodato de sódio [58,59]. 

A celulose que pode ser de origem vegetal ou bacteriana apresenta na sua 

superfície grupos hidroxilas que interagem entre si por forças de Van der Waals e isso 

permite sua modificação por várias reações, dentre as quais a oxidação por periodato 

de sódio. Esse tipo de oxidação regiosseletiva é um processo em que ocorre a 

clivagem nas hidroxilas vicinais do carbono 2 e 3 da D-glucopiranose, acontecendo a 

inserção dos grupos aldeídos nesses carbonos ao longo da cadeia polimérica. O 

suporte após esse processo de modificação passa a ser chamado de 2,3 dialdeído 

celulose [59]. 

O processo de oxidação realizado como ativação na metodologia de ligação 

covalente é de extrema importância, pois, esses aldeídos introduzidos no suporte são 

grupos funcionais mais ativos para interação com a enzima no processo de 

imobilização, [58,59]. Além disso, esses grupos aldeídos vão permitir a ligação com 

os grupos aminas (-NH2) presente nos aminoácidos, ou seja, a enzima se ligará a 

celulose modificada através N terminal, formando ligação imina (-C=NR) como é 

instável, ocorre um rearranjo formando uma amina mais estável [59]. 

A reação entre os grupos aldeídos formados na celulose oxidada com os 

grupos aminas presente na enzima, é um tipo de reação química conhecida como 

base de Schiff. O mecanismo de oxidação da celulose e imobilização da enzima pela 

base de Schiff são mostrados na Figura 8. Essa abordagem utilizando a imobilização 

por ligação covalente pode ocorrer por outros tipos de reações químicas como a 

diazotação, amidação, alquilação e disulfeto de tiol, ligação pepetídica [59]. 
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Figura 8. Esquema de reação de oxidação seletiva do periodato de sódio, seguida 
da reação da base de Schiff. 

 

Fonte: Autoria própria. 

2.8 Celulose  

A celulose é um biopolímero natural que foi descoberto e separado da 

biomassa lignocelulósica em 1838 por Anselme Payene após um tratamento com 

ácido nítrico e, desde então, é utilizada como fonte de energia, material de construção 

de vestuário, entre outros [60]. É curioso ressaltar que o termo celulose surgiu após 

sua descoberta, em 1939 [61]. A celulose natural advém frequentemente do algodão, 

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

A sua estrutura linear consiste de unidades de D-glucopiranose (C6H12O6) 

interconectadas com ligações β–1,4–glicosídicas, na qual cada unidade de glicose 

possui hidroxilas ligadas capazes de formar ligações hidrogênio. Estas ligações são 

de grande importância no empacotamento do cristal e no manuseio das propriedades 

físico-químicas da celulose, como mostrado na Figura 9. A celulose é formada por 

múltiplas cadeias unidas por ligação hidrogênio e forças 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. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Além disso, a celulose pode se dividir em tipo I e tipo II, sendo que a do tipo I 

tem dois polimorfos Iβ e Iα, os quais existem lado a lado em proporções diferentes. 

Quando se aborda a celulose, Iα tem sistema cristalino triclínico e a Iβ tem sistema 

cristalino monoclínico de cadeia dupla. Já a celulose do tipo II tem que passar por um 

processo de regeneração ou maceração para que o tipo I se converta em celulose do 

tipo II, em um processo irreversível [64]. 

A Figura 10 revela as microfribrilas da celulose. Sua cadeia molecular é dividida 

em regiões altamente ordenadas e compactas conhecidas como regiões cristalinas e 

também apresenta regiões desordenadas, com emaranhados aleatórios conhecidos 

como regiões amorfas, dando uma característica de um material semicristalino [65]. 

Dependendo do material natural escolhido para o processo de extração, a 

cristalinidade pode variar de 70% a 40%. Um fator significativo é que a região amorfa 

é menos densa quando comparada com a região cristalina, logo a região amorfa é a 

mais acessível a produtos químicos para ser modificado [65].
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Figura 10. Regiões amorfas e cristalinas das microfibilas de celulose. 

 

Fonte: Adaptado [66]. 

2.9 Celulose bacteriana 

A celulose bacteriana (CB), quando descoberta em 1886, foi descrita como 

“uma espécie de pele úmida, inchada, gelatinosa e escorregadia” [66]. Em 1931, 45 

anos depois de sua descoberta, Hilbert e Barsa fizeram um estudo sobre a 

composição química e estrutural da CB, e concluíram ser idêntica à da celulose 

vegetal do tipo I [67]. A celulose do tipo I tem dois polimorfos de celulose Iα e Iβ, sendo 

que Iα é o principal componente da CB, considerando assim, um alomorfo alfa [68].  

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 

diferença entre essas bactérias diretamente relacionada ao rendimento [69]. Dentre 

essas bactérias, a Komagataeibacter Xylinus é a que apresenta maior rendimento, 

podendo produzir celulose em níveis comerciais, polimerizando cerca de 200.000 

moléculas de glicose de cadeia β–1,4–glucano [70].  
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Em relação ao processo de produção da celulose bacteriana (CB), um dos mais 

conhecidos e utilizados é o método de cultura estática, que requer tempos de cultivo 

que variam 5 a 20 dias, ou seja, até que a celulose preencha toda a superfície do 

recipiente escolhido para o processo como mostrado na Figura 11. A CB produzida 

neste método é composta por 99% de água e 1% de celulose, sendo importante 

salientar que a produção da Komagataeibacter Xylinus está diretamente relacionada 

a área da superfície do líquido [71]. 

Figura 11. Síntese da celulose bacteriana pelo método de cultura estática. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

No cultivo da celulose bacteriana, deve-se empregar um meio contento fontes 

de carbono e nitrogênio. Essas fontes podem ser adquiridas através de meios 

alternativos, como por exemplo, tecido de algodão, bagaço de cana-de-açúcar, casca 

do arroz, funcionando também como uma estratégia de remediação ambiental. Além 

disso, outros meios alternativos utilizados envolvem a produção através da 

fermentação de chá preto ou verde [71]. 

A CB assim como a celulose vegetal apresenta uma estrutura com regiões 

cristalinas e regiões amorfas, caracterizando assim como um material semicristalino. 

Essa característica permite modificações químicas deste material, como por exemplo, 

uma oxidação com periodato de sódio, que transforma grupos hidroxilas em grupos 

aldeídos que são mais reativos, tornando esse material interessante para imobilização 

de enzima por ligação covalente [72]. 
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Além disso, a CB também apresenta área superficial relativamente elevada e 

porosidade tornando esse material um suporte muito interessante para o processo de 

imobilização por adsorção física [72]. Nesta perspectiva de propriedades a CB que é 

uma material biodegradável apresenta capacidades de absorção, propriedades 

mecânicas e alto grau de polimerização [73]. 

Apesar de ser abordado por autores que a CB tem estrutura idêntica à celulose 

vegetal, ela apresenta uma estrutura tridimensional única e uma nanomorfologia não 

encontrada na celulose vegetal responsável pelas suas propriedades físicas e 

químicas, comportamento mecânico e não alergênico [74]. No entanto, o que também 

torna esse material muito interessante e preferível em relação a celulose vegetal é 

que, quando sintetizada, a sua estrutura não está ligada a lignina e a hemicelulose, 

ao contrário do que acontece na celulose vegetal, eliminando a necessidade de um 

processamento para separar essas sustâncias [75]. 

2.10 Kombucha 

A produção de materiais por um processo verde, ou seja, sem causar danos ao 

ambiente, é um caminho de pesquisa crescente e promissor. A celulose bacteriana, 

biomassa de grande potencial, produzida por bactérias, é um exemplo de biomaterial 

que apresenta como característica a ausência de impurezas. A kombucha (KC) é uma 

fonte interessante quando se fala em produção de celulose através de bactérias, a 

chamada celulose bacteriana (CB). 

A kombucha é um tipo de chá, cujo sabor é descrito como levemente ácido, e 

refrescante e levemente carbonatada. Na sua composição existem vários ácidos 

orgânicos, 14 aminoácidos, vitaminas e algumas enzimas hidrolíticas e, além disso, 

por apresentar baixo teor alcóolico, pode ser um substituto para espumantes e 

refrigerantes, pois possui um alto teor de carbonação [76]. Essas diversas 

características que KC apresenta está diretamente relacionada com a sua produção 

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

O processo de fermentação para a produção da KC consiste tradicionalmente 

na utilização de fontes de nitrogênio, que pode ser o chá verde ou preto, com presença 

de açúcar. No chá açucarado é adicionada uma cultura simbiótica de leveduras e 

bactérias denominada SCOBY (do acrônimo em inglês Symbiotic Culture of Bacteria 
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and Yeast). Após essa adição, o chá passa pelo processo de fermentação 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 estão acomodadas na matriz 

do SCOBY [77]. O KC que é a fonte nitrogênio estimula as leveduras e bactérias 

presentes no SCOBY, desta forma as leveduras presentes utilizaram a sacarose, que 

é uma fonte de carbono, hidrolisando-a por invertase em glicose e frutose, 

transformando-a em etanol. O etanol produzido é oxidado pelas bactérias acéticas em 

ácido acético. À medida que o processo acontece, novas camadas são formadas no 

biofilme iniciador, que assume a forma do recipiente o qual o chá foi preparado e 

deixado para a fermentação [78]. 

No consórcio simbiótico várias leveduras e bactérias acéticas estão envolvidas. 

Porém, quando se busca uma parte central para o crescimento deste consórcio, estão 

envolvidas as leveduras conhecidas como Dekkera e Pichia e as bactérias acéticas 

do gênero Komagataeibacter e gluconobacter. Essas bactérias, destacando 

Komagataeibacter, são responsáveis pela formação das camadas do biofilme, devido 

à polimerização da glicose de cadeia β–1,4–glucano, que está presente, porque o 

açúcar é adicionado na preparação do chá [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 indústria têxtil, 

necessitando de uma demanda maior de corantes. Essa demanda levou ao 

surgimento de corantes de origem sintética que ocorreu 1856 quando William Perkin 

criou o corante sintético mauveína [80]. Esse marco permitiu que as roupas fossem 

tingidas com cores mais fortes e vivas e de forma mais rápida, em busca de suprir a 

demanda populacional [81]. 

Os corantes sintéticos atualmente são formados por dois grupos: os 

cromóforos, que são responsáveis pela cor dos corantes, e os grupos auxocromos, 

que retiram e doam elétrons e provocam a intensificação das cores, associados aos 

cromóforos. É mostrado na Figura 12 exemplos desses grupos [82,83]. Eles também 
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apresentam outras classificações de acordo com os métodos que vão ser aplicados, 

tais como corantes reativos, ácidos, básicos, diretos, dispersos e de à cuba [83]. 

 

Figura 12. Exemplo de grupos cromóforos e auxocromo. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Além do método de classificações de acordo com sua aplicação, os corantes 

também podem ser classificados, como aniônicos, catiônicos e não-aniônicos. Os 

corantes classificados como diretos, ácidos e reativos são tipo aniônicos, ou seja, 

possuem seus ânions ativos, os básicos que são tipo catiônicos possuem seu cátion 

ativo e ele é o responsável pela cor desses corantes, e os dispersivos são tipo não-

iônicos [84]. 

2.11 Peroxidase imobilizada na descoloração de corantes 

A descoloração de corantes por meio degradação catalisada por enzimas 

imobilizadas, vem sendo amplamente estudada nas últimas décadas. Neste contexto, 

a peroxidase é um exemplo de enzima que vem atraindo atenção neste campo de 

pesquisa. pois é uma biomolécula de fácil acesso, encontrado em diversos tipos de 

vegetais e extraído usando o sistema aquoso de duas fases. Dentre as 

oxidorredutases, a peroxidase é 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 adsorção física na superfície de fibras eletrofiadas de poliamida 6. 

Após isso, foi aplicada na descoloração dos corantes preto reativo 5 e verde malaquita 

com eficiências de descoloração de 83% e 95% respectivamente [85]. Ela também foi 

imobilizada através agregados enzimáticos reticulados a base de peroxidase, que foi 

utilizada na descoloração do corante índigo e rodamina 6G. Esse mecanismo 

apresentou uma eficiência de descoloração respectivamente de 84,35% e 73,60% 

[86].   

Além disso, a peroxidase de raiz forte também foi utilizada na descoloração do 

azul de bromofenol, onde essa enzima foi aminada e imobilizada por celulose oxidada 

para formação de grupos aldeídos, ligando-se covalentemente por formação de base 

de Schiff. Essa enzima imobilizada por esse mecanismo teve um desempenho de 

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

Desta forma, como vários corantes com diversas especificidades são 

descartados em águas residuais. A imobilização da peroxidase no estudo de 

descoloração de corantes se torna, muito atrativo. Logo, o presente trabalho utilizará 

a peroxidase extraída do rabanete e imobilizada por celulose bacteriana oxidada e 

pura, como o material que auxilie no processo de descoloração de corantes que são 

descartados diariamente nos recursos hídricos.  

3 OBJETIVOS 

 3.1 Objetivo Geral 

Imobilizar peroxidase do rabanete em suporte de celulose bacteriana para 

investigação do processo de descoloração. 

 3.2 Objetivo Específico 

• Obter Celulose bacteriana através da Kombucha; 

• Extrair e purificar a enzima peroxidase do rabanete; 

• Imobilizar a peroxidase do rabanete por adsorção física e ligação 

covalente; 

• Determinar o teor de oxidação da celulose bacteriana; 
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• Caracterizar a celulose bacteriana pura, oxidada e após a imobilização 

da peroxidase por microscopia eletrônica de varredura (MEV), infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR), análise termogravimétrica (TG) e Brunauer, Emmett, 

Teller (BET). 

• Determinar atividade enzimática da peroxidase livre e imobilizada pela 

CB;  

• Determinar quantidade de proteína presente na peroxidase extraída do 

rabanete e após a imobilização; 

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

processo descoloração.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Reagentes 

Os reagentes hidróxido de sódio (Vetec), hipoclorito de sódio (Perfyl Tech), 

Enzima Horseradish Peroxidase HRP comercial (P8375 Type VI, CAS: 9003-99-0, 

Sigma), fosfato de sódio dibásico (ACS Cientifica), fosfato de sódio monobásico (ACS 

Cientifica), PEG 4000 (Synth), cloreto de potássio (Dinâmica), guaiacol (ACS 

Cientifica), peróxido de hidrogênio (ACS Cientifica), álcool etílico (ACS Cientifica), 

brometo de potássio (Dinâmica), periodato de sódio (Dinâmica), cloridrato de 

hidroxilamina (Synth), corante sintético índigo (Reagen), rodamina 6G (Sigma), violeta 

cristal (Reagen), Azul de metileno (Neon) foram utilizados sem a realização de etapas 

de purificação. Outros materiais foram adquiridos no comércio local, incluindo 

Kombucha engarrafada, chá verde e açúcar de diversos fabricantes. Amostras de 

rabanete foram adquiridas em feiras e mercados locais. 

4.2 Síntese da celulose bacteriana (CB). 

A síntese da CB consistiu inicialmente na preparação do chá verde açucarado. 

Nesta preparação, utilizou-se 1000 mL de água contendo 400 g de açúcar e aquecido 

até 100 °C. Quando chegou a temperatura desejada e todo açúcar estava dissolvido 

a solução foi retirada da chapa aquecedora e 9 g de chá verde foi adicionado, 

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

Após o chá atingir a temperatura ambiente, o chá verde foi separado em duas 

porções de 500 mL, as quais foram misturadas com 500 mL do Kombucha, que tinha 

a presença da bactéria Komagataeibacter Xylinus responsável pela produção da CB. 

Essa solução foi deixada em repouso por 20 dias obtendo-se o biofilme em conjunto 

com a fase líquida, que pode ser usada como pré-inóculo para cultivos subsequentes. 

O processo de síntese é mostrado na Figura 13. 
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Figura 13. Ilustração do passo a passo para a obtenção da celulose bacteriana, 
através da fermentação do chá verde e como ela se apresenta depois da purificação. 

 

Fonte: Autoria própria. 

4.3 Purificação da celulose bacteriana  

A purificação da CB consistiu em imergir a película de CB em 50 mL de solução 

1 mol/L de hidróxido de sódio (NaOH) a 90 °C por 1 hora. Após este tratamento, a 

película foi removida da solução e lavada 6 vezes com porções de 500 mL de água 

destilada e seca superficialmente com lenço de papel Kleenex. Essa etapa de 

purificação alcalina foi realizada duas vezes [88].  

Após essa etapa de purificação com NaOH para a retirada de taninos e 

polifenóis presente na película, realizou-se a etapa de clareamento. Na etapa de 

clareamento a película foi imersa em 50 mL de solução de hipoclorito de sódio 1,5% 

a temperatura ambiente e mantida por 2 horas. Finalmente, removeu-se a película 

desta solução, lavou-se 6 vezes com porções de 500 mL de água destilada e secou-

se superficialmente com lenço Kleenex, armazenando-se a 4 °C. Depois de toda essa 
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etapa de purificação CB, a água foi removida pelo método de liofilização. A CB não-

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

 

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

  

Não-purificada Purificada 

Fonte: Autoria própria. 

4.4 Extração da peroxidase do Rabanete 

A extração da enzima peroxidase presente no rabanete foi realizada utilizando 

tampão fosfato pH 7. Para a preparação do tampão, prepararam-se duas soluções de 

fosfato, uma dibásica e outra monobásica. Pesou-se 87,090 g de fosfato de sódio 

dibásico (K2HPO4) e dissolveu-o em 500 mL de água destilada e 68,044 g de fosfato 

de sódio monobásico (KH2PO4), que foram dissolvidos em 500 mL de água destilada.  

Na preparação de 500 mL do tampão pH 7, 307,5 mL de K2HPO4 e 192,5 mL 

de KH2PO4 foram adicionados em um balão volumétrico de 500 mL, homogeneizando-

se a solução. 

Após a preparação do tampão, se iniciou a extração da peroxidase do rabanete.  

Em um liquidificador, Philips Walita de 250 W de potência, adicionou-se 250 g de 
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rabanete descascado e cortado em cubos, juntamente com 500 mL de tampão fosfato 

pH 7, triturando-se a mistura por 3 min. Depois da etapa de trituração, o triturado foi 

filtrado em 4 camadas de gaze e o líquido filtrado foi centrifugado por 15 min em 3900 

rpm em centrífuga Quimis. É ilustrado na Figura 15 as etapas de purificação. 

Figura 15. Ilustração do passo a passo para extração da peroxidase do rabanete. 

 

Fonte: Autoria própria. 

4.5 Purificação da peroxidase extraída do rabanete 

A purificação da enzima foi realizada utilizando o sistema aquoso bifásico 

(SAB), composto por uma mistura polímero/sal, para obtenção da peroxidase 

purificada e livre. Para isso, pesou-se 0,7 g do polímero PEG 4000 e 0,08 g do sal de 

cloreto de potássio (KCl), adicionando-os em um balão volumétrico de 10 mL diluindo-

os com tampão fosfato pH 7. 

Após a diluição o SAB foi misturado ao extrato de rabanete em diferentes 

proporções volumétricas. Nesta etapa, extrato de rabanete (ER) e sistema aquosos 

bifásico (SAB), respectivamente, foram misturados nas proporções de 8 mL:2 mL; 6 

mL:4 mL; 4 mL:6 mL e 2 mL:8 mL, para otimizar a razão volumétrica mais eficiente 

para a partição da enzima, depois foram agitados e centrifugados a 3000 rpm por 10 

minutos.  
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Após centrifugação duas fases aquosas com interface nítida foram formadas. 

O que apresentou interface com maior nitidez foi na proporção de 2 mL de extrato de 

rabanete (ER) com 8 mL de SAB, sendo o sistema escolhido para purificação. A etapa 

de purificação está representada na Figura 16. As fases separadas superior e inferior, 

foram testadas frente a oxidação do guaiacol para determinação da atividade 

enzimática. 

Figura 16. Purificação da peroxidase extraída do rabanete, pelo sistema aquoso 
bifásico. 

 

Fonte: Autoria própria. 

4.6 Atividade Enzimática da peroxidase do rabanete. 

Atividade enzimática foi determinada pela mudança na absorbância a 470 nm, 

devido à formação do produto de oxidação do guaiacol em tetraguaiacol. A referência 

a ser usada como meio em que o analito está ausente, chamada usualmente de 

“branco”, foi preparada adicionando-se em uma cubeta 2,79 mL do tampão fosfato 

com 0,1 mL de guaiacol 100 mM e 0,1 mL de H2O2 2,0 mM a temperatura ambiente 

de 25 °C, acompanhando-se a variação de absorbância 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 H2O2 2,0 mM à temperatura ambiente e depois 

acompanhou-se a variação de absorbância durante 5 min [89]. 

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

se a Lei de Beer, descrita na equação 1 para encontrar a concentração em mol/L de 
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tetraguaiacol. A concentração foi aplicada na equação 2 para encontrar a quantidade 

de matéria de tetraguaiacol. Por fim, tendo a quantidade de matéria do tretaguaiacol 

formado na reação química, considera-se que 1 unidade de enzima fornece 1 µmol de 

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

𝐴 = 𝜀 ⋅ 𝑙 ⋅ 𝐶                                                                                                                  (1) 

C =
𝑛

𝜈
                                                                                                                           (2) 

A = absorbância  

ε = absortividade molar 

𝑙 = espessura da amostra  

C = concentração da amostra (mol/L) 

n = quantidade da matéria 

v = volume 

4.7 Oxidação da Celulose Bacteriana  

A oxidação CB foi realizada com periodato de sódio (NaIO4). Para isto, as 

membranas foram cortadas em pequenos pedaços quadrados de aproximadamente 

0,5x0,5 cm e imersas em solução de periodato de sódio. Foram avaliadas as 

condições de concentração e tempo de oxidante. As membranas de celulose foram 

imersas em solução oxidante de 2% e 4% m/m. Em seguida as soluções foram 

envolvidas em papel alumínio para evitar a exposição 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 IO4
- e de Na+ foram removidos por repetidas lavagens com 

etanol e com água deionizada [59]. 

4.8 Determinação do teor de aldeído 

O teor de oxidação foi determinado por uma metodologia baseada na reação 

quantitativa entre os grupos carbonila e o cloridrato de hidroxilamina. Para a 

determinação, a solução de cloridrato de hidroxilamina 0,2 M teve seu pH ajustado 
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para 3 com adição de hidróxido de sódio (NaOH 0,01 M). Após 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. Após o tempo de reação a 

mistura foi titulada novamente para pH 3 usando uma solução de hidróxido de sódio 

(NaOH 0,01 M). A medição de uma amostra controle foi realizada de forma 

semelhante, porém com a celulose bacteriana não oxidada [90]. O grau de oxidação 

foi determinado a partir da equação 3: 

𝑇𝑒𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑎𝑙𝑑𝑒í𝑑𝑜 =
(𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻− 𝑉𝑏)× 𝐶𝑁𝑎𝑂𝐻

𝑚𝐶𝐵
                                                                         (3) 

Onde VNaOH o volume de hidróxido de sódio e Vb o volume do branco, enquanto 

CNaOH a concentração do NaOH e mCB a massa da amostra de celulose bacteriana 

seca. 

4.9 Imobilização enzimática 

Para o processo de imobilização das enzimas nas membranas de celulose 

bacteriana foram estudas duas metodologias descritas a seguir: 

4.9.1 Adsorção física  

Esta metodologia de imobilização foi realizada com a CB purificada, sem passar 

pelo processo de oxidação, na forma de pequenos quadrados de aproximadamente 

0,5x0,5 cm, previamente liofilizados. Após isso, as peças foram padronizadas com 

massa de 5 mg e foram imersas em volumes de 10 mL de solução do extrato de 

rabanete, após purificação no sistema aquoso bifásico, mantendo-se as membranas 

no extrato por 12 h a temperatura ambiente. Após esse período, as membranas foram 

lavadas com água deionizada e liofilizadas [59] ilustração das nomenclaturas na 

Figura 17. A amostra foi testada frente a oxidação do guaiacol para determinação da 

atividade enzimática. 

Figura 17. Nomenclatura de imobilização da metodologia por adsorção física. 
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4.9.2 Ligação covalente  

Na imobilização por ligação covalente o suporte escolhido deve passar por uma 

modificação química para que os grupos químicos se tornem mais reativos, para o 

processo de imobilização. Logo, as membranas de celulose oxidada foram utilizadas 

para esta metodologia de imobilização. 

As amostras de CB oxidadas já 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 solução do extrato de rabanete previamente 

purificado no sistema aquoso bifásico. As membranas foram mantidas no extrato por 

3 horas sendo, após desse período, lavadas com água deionizada e liofilizadas, 

representação das nomenclaturas na Figura 18. As amostras foram testadas frente a 

oxidação do guaiacol para determinação da atividade enzimática [91]. 
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Figura 18. Nomenclatura de imobilização da metodologia por ligação covalente. 

 

 

 

4.10 Atividade Enzimática enzima imobilizada 

Atividade enzimática foi determinada pela mudança na absorbância a 470 nm, 

devido à formação do produto de oxidação do guaiacol em tetraguaiacol. 

Analogamente ao descrito no item 4.6, o “branco” foi preparado adicionando-se em 

uma cubeta 2,79 mL do tampão fosfato pH 7, 0,1 mL de guaiacol 100 mM, 0,1 mL de 

H2O2 2,0 mM e alguns pedaços de celulose bacteriana pura a temperatura ambiente 

de 25 °C. Acompanhou-se, em seguida, a variação de absorbância durante 5 minutos. 

Nos testes com enzima imobilizada, misturou-se na cubeta 2,79 m L de tampão fosfato 

pH 7 com 0,1 mL de guaiacol 100 mM e 0,1 mL de H2O2 2,0 mM e pedaços das 

amostras imobilizadas a temperatura ambiente e depois acompanhou-se a variação 

de absorbância durante 5 minutos. Os cálculos foram realizados da mesma forma da 

equação 1 e 2 no tópico 4.6. 
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4.11 Determinação da quantidade de proteína imobilizada 

Para determinação de proteína no extrato de rabanete foi feita uma a curva 

padrão utilizando-se a proteína albumina comercial. Desta forma, preparou-se 

inicialmente uma solução estoque de albumina de 0,1 mg/mL. Em seguida foi 

realizada a diluição da solução estoque de albumina para construção dos pontos da 

curva de calibração com concentração 0,01 - 0,1 mg/mL. Das amostras diluídas foram 

pegos uma alíquota 50 µL de cada solução e adicionados em 1250 µL de reagente de 

Bradforf, esperou-se 5 minutos reação e foi realizado a leitura para curva de 

calibração. 

Para a determinação da concentração de peroxidase presente na solução 

purificada do rabanete. A análise foi feita inicialmente para amostra da peroxidase do 

rabanete no estado inicial, antes da imobilização. Logo, pegou-se uma alíquota 50 µL 

de uma solução de 10 mL e foi adicionado em 1250 µL de reagente de Bradford, após 

o tempo de reação a leitura foi realizada. 

As amostras que foram submetidas a imobilização seguiram-se na mesma 

metodologia, foi retirada uma alíquota 50 µL de uma solução de 10 mL da peroxidase 

após a imobilização por ligação covalente (usando 0,3 g de celulose bacteriana 

oxidada para imobilização da peroxidase do rabanete) e da mesma forma para a 

imobilização por adsorção física (usando 0,3 g de celulose bacteriana pura) cada 

alíquota foi adicionada em 1250 µL de reagente de Bradford, após o tempo de reação 

a leitura foi realizada. 

4.12 Descoloração das soluções de corantes com a enzima livre, imobilizada e 

celulose bacteriana pura. 

O experimento foi realizado utilizando quatro corantes distintos (violeta cristal, 

rodamina 6G, índigo sintético e azul de metileno). Inicialmente as soluções dos 

corantes foram preparadas em água deionizada na concentração de 2,5.10-5 mol L-1. 

As amostras de enzima imobilizada pela celulose bacteriana oxidada com periodato 

4% no tempo de 1h (PIMOXCB4%1h), enzima imobilizada por adsorção física 

(PIMAF), celulose bacteriana pura (CBpura) e peroxidase do rabanete livre (PRL) 

foram testadas no processo de descoloração das quatro soluções. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata com 2,5 mL de solução dos corantes, exceto para o PRL 
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que utilizou 100 µL para 2,5 mL de solução dos corantes. Um esquema ilustrativo 

deste experimento é mostrado na Figura 17. 

As amostras ficaram em contato com os corantes por 24 horas a 25ºC e, após 

esse tempo, mediu-se as alterações da absorbância no comprimento de onda de 

máxima absorção de cada corante, em um espectrofotômetro UV/VIS. Os 

comprimentos de onda usados foram: 664 nm para o azul de metileno, 610 nm para o 

índigo sintético, 585 nm para o violeta cristal e 525 nm para a rodamina 6G, também 

representados na Tabela 2. Com os resultados obtidos é possível calcular através da 

equação 4, a eficiência de descoloração para cada mecanismo aplicado. 

𝐸𝐷 (%) = (
𝐴0−𝐴𝐹

𝐴0
) × 100 (4) 

A0= absorbância inicial (antes do corante passar pela etapa de descoloração) 

AF = absorbância final (depois que o corante passar pela etapa de descoloração 

Figura 19. Proporções das amostras da análise de descoloração e tempo de reação. 
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Tabela 2. Características químicas dos corantes. 

 

Corante Classe 
Formula 

química 

Massa 

Molar 

(g/mol) 

ʎmáximo 

Azul de 

metileno 
Catiônico C16H18ClN3S 319,85 664 nm 

Violeta 

cristal 

 

Catiônico 

 

 

C25H30ClN3 408,0 585 nm 

Rodamina 

6G 
Catiônico C28H31N2O3Cl 479.02  525 nm 

Índigo 

sintético 
Aniônico C16H10N2O2 262,27 610 nm 

  

4.13 Técnicas de Caracterização  

4.13.1 Análise Termogravimétrica (TG) 

O comportamento térmico da amostra foi avaliado por análise 

termogravimétrica (TG) utilizando-se um equipamento da Shimadzu modelo TGA-50. 

A análise 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–1, sob 

atmosfera de nitrogênio. A análise foi realizada no Laboratório de Análises Térmicas 

(CLQM-UFS) da Universidade Federal de Sergipe – Campus São Cristóvão. 

4.13.2 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

As características morfológicas e microestruturas das amostras produzidas 

foram determinadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) utilizando um 

microscópio modelo SEM-LV (JSM6510LV), com operação 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 análises foram 

realizadas nos Laboratórios de Microscopia Eletrônica (CMNano - UFS.) da 

Universidade Federal de Sergipe – Campus São Cristóvão. 

4.13.3 Espectroscopia na região do Infravermelho por Transformada de Fourier 

(FTIR) 

Os espectros vibracionais na região do infravermelho para verificar os grupos 

funcionais foram obtidos no estado sólido, a partir de amostras dispersas em pastilhas 

de KBr na região entre 4000 e 400 cm-1 utilizando um espectrômetro de infravermelho 

por transformada de Fourier (FTIR) de marca Shimadzu, modelo IRPrestige-21. As 

análises foram realizadas nos Laboratórios de Química Multiusuários (CLQM-UFS) da 

Universidade Federal de Sergipe – Campus São Cristóvão. 

4.13.4 Espectrofotometria UV/VIS 

O espectrofotômetro UV/VIS da marca Cary, modelo 100 Scan, foi utilizado na 

determinação da atividade enzimática da peroxidase livre e imobilizada. As análises 

foram realizadas nos Laboratórios de Química Multiusuários (CLQM-UFS) da 

Universidade Federal de Sergipe – Campus São Cristóvão. Já para a determinação 

da proteína e a etapa de descoloração de corantes, foram realizados no 

espectrofotômetro UV/VIS da marca Cary, modelo 100 Scan. Essas análises foram 

realizadas no Núcleo de Competência em Petróleo e Gás de Sergipe (NUPEG) da 

Universidade Federal de Sergipe – Campus São Cristóvão. 

4.13.5 Adsorção/dessorção de N2 

As isotermas de adsorção-dessorção de nitrogênio 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 vácuo a temperaturas 77K por 3 horas. As áreas 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 distribuições dos tamanhos e diâmetro de poros foram calculados a 

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

Os próximos subitens serão apresentados os resultados da obtenção da 

peroxidase extraída do rabanete, da celulose bacteriana pura, oxidada e suas 

caracterizações, bem como da imobilização da enzima e respectivas caracterizações. 

Adicionalmente, o potencial da peroxidase do rabanete livre, imobilizado e celulose 

bacteriana pura da descoloração de corantes será apresentado e discutido. 

5.1 Atividade enzimática 

A determinação da atividade enzimática para a peroxidase extraída do 

rabanete foi realizada para a enzima antes e após a etapa de purificação, bem como 

para a peroxidase comercial. No extrato de rabanete purificado pelo sistema aquoso 

bifásico a atividade enzimática foi determinada tanto para parte superior, quanto para 

parte inferior. Os resultados da atividade total da enzima encontram-se na Tabela 3. 

 

 

A atividade enzimática 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 enzimática em 

comparação com as demais amostras.  

Como visto na Tabela 3, a maior atividade enzimática para as amostras 

purificadas se deu para a amostra coletada na parte superior do sistema aquoso 

bifásico, sendo um comportamento esperado, visto que, nesse sistema, a parte 

superior é a menos polar, na qual encontra-se o polímero PEG/4000 

(polietilenoglicol/4000). Em contrapartida, a parte inferior é composta pelo sal, que 

Tabela 3. Atividade enzimática da enzima comercial, extraída do rabanete 
purificada por sistema aquoso bifásico. 

Amostra Parâmetros Atividade enzimática (U) 

1 Extrato purificado - superior 1,133 

2 Extrato purificado – inferior 0,242 

3 Enzima comercial  1,874 
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neste caso foi o KCl (cloreto de potássio) além da possibilidade de que as impurezas 

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

Portanto, através destes resultados, pode-se afirmar a presença de enzima 

peroxidase no extrato de rabanete, pois após a etapa de purificação a amostra 1, a 

parte superior do sistema aquoso bifásico apresentou atividade enzimática muito 

parecida com a enzima comercial. Os experimentos seguintes foram realizados com 

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

5.2 Análise termogravimétrica (TG) 

Antes da análise termogravimétrica, a celulose bacteriana (CB) foi submetida 

ao processo de purificação para a retirada de materiais não celulósicos. O processo 

de degradação térmica da CB já foi descrito na literatura e geralmente ocorre em três 

etapas, a desidratação, despolimerização e decomposição de unidades glicosídicas, 

seguida pela formação de resíduos carbonizados [96]. Desta forma, de acordo com a 

Figura 20, ocorre uma perda de massa em temperaturas inferiores a 100 °C, que pode 

ser atribuída a volatilização de água, com posterior remoção de fragmentos 

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

Além da etapa de desidratação na Figura 20, também se observa a etapa de 

despolimerização 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 última 

etapa de degradação em que ocorre decomposição das unidades glicosídicas. Os 

resultados desta análise, mostram que o material sintetizado através do chá 

kombucha, tem um comportamento típico de materiais celulósicos, devido a seu 

padrão de degradação.  [97].  

Portanto como esse material apresenta características celulósicas, torna-se 

interessante para imobilização da peroxidase por adsorção física, devido ao seu 

entrelaçamento de rede. Além disso, como apresenta grupos funcionais assim como 

da celulose vegetal, isto abre a possibilidade de modificações química destes para 

deixá-los mais reativos e se ligarem covalentemente com a peroxidase. 
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5.3 Determinação do teor de oxidação após reação com NaIO4 

Após a reação com NaIO4, o teor de oxidação (TO) foi determinado pelo método 

envolvendo cloridrato de hidroxilamina e os resultados estão apresentados na Tabela 

4. 

 

Tabela 4. Determinação do teor de oxidação de acordo com o tempo e a     
concentração do oxidante. 

Amostras NaIO4 (m/m) Tempo de reação (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 oxidação em função do tempo e da 

concentração (Tabela 4). Quando se observa os resultados levando em conta apenas 

concentração, nota-se que quanto maior a concentração do oxidante, maior foi o TO, 

ou seja, mais grupos OH (hidroxilas) foram convertidos em aldeídos.  

Figura 20. Análise termogravimétrica (TG). 
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Porém quando se faz uma comparação entre as amostras em relação ao tempo 

de oxidação, verifica-se que o teor de oxidação diminuiu com o aumento do tempo, 

para ambas as concentrações. 

 Como será discutido na caracterização por espectroscopia FTIR, a oxidação 

por NaIO4 depende de vários fatores, como concentração do oxidante, tempo e 

temperatura, sendo que tempos mais longos podem favorecer a formação de 

subprodutos [90].  

5.4 Microscopia Eletrônica de Varredura 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi usada para a análise 

morfológica da celulose bacteriana pura, oxidada e depois da imobilização do 

processo de imobilização da enzima peroxidase. Os resultados estão nos tópicos a 

segui: 

5.4.1 Microscopia Eletrônica der Varredura: CB pura  

Figura 21. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) do CB pura. 

 

A morfologia da CB pura é observada na Figura 21. A micrografia da CB pura 

liofilizada expõe pequenas microfibrilas longas formando uma rede compactada e 

entrelaçada. Esse entrelaçamento da rede de nanofibras presentes na CB pode 

 

 

CB 
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fornecer a esse material uma grande área superficial. Além disso, o fato de o material 

apresentar uma característica porosa o transforma em um suporte promissor no 

aprisionamento de moléculas, como a imobilização de enzimas. Dessa forma, devido 

à porosidade presente na estrutura da CB moléculas hóspedes, como enzimas, 

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

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

As micrografias da CB oxidada com periodato de sódio estão ilustradas na 

Figura 22, e incluem CB oxidada com periodato de sódio 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 é parcialmente destruído, devido à oxidação seletiva que acontece no 

C2 e C3 que foi aberta e formou o aldeído. 

Note-se que, mesmo com a modificação química ocasionada pela oxidação do 

periodato de sódio, a estrutura microfibilar da celulose bacteriana oxidada, permanece 

praticamente inalterada em relação àquela da celulose bacteriana pura. Esta é uma 

característica deste tipo de oxidação, que praticamente não altera a estrutura 

microfibilar da celulose [100].
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5.4.3 Microscopia Eletrônica de Varredura: peroxidase imobilizada por CB pura e 

CBOX  

A morfologia da CB após a imobilização da enzima peroxidase extraída do 

rabanete é ilustrada na Figura 23. As morfologias tanto da CB pura usada contendo a 

enzima imobilizada pela metodologia de adsorção física quanto das celuloses 

bacterianas oxidadas (CBOX) usadas como suporte para imobilização pelo método de 

ligação covalente são mostradas nas Figuras 23. 

Todas estas películas apresentaram superfícies irregulares que podem estar 

relacionadas a incorporação da enzima nos suportes. Observa-se a presença de 

estruturas com morfologias de placas, bem como agregados de partículas que não 

foram observados nas amostras antes da imobilização da enzima, por ambas as 

metodologias avaliadas.  

Figura 22. Micrografias das CBOX com NaIO4 2% m/m por 1 hora (CBOX2%1h); 
CBOX com NaIO4 2% m/m por 3 horas (CBOX2%3h); CBOX com NaIO4 4% m/m 
por 1 hora (CBOX4%1h); CBOX com NaIO4 4% m/m 3 horas (CBOX4%3h). 

  

  

CBOX2%1h CBOX2%3h 

CBOX4%1h CBOX4%3h 
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Na amostra PIMCBOX4%1h as superfícies irregulares não são evidenciadas. 

Apesar do não aparecimento dessas superfícies irregulares na região observada, isso 

se deve apenas ao fato de que a enzima pode não estar distribuída homogeneamente 

sobre a superfície da amostra na escala de tamanho observada na técnica. Tal 

consideração é reforçada pelos resultados dos testes de atividade enzimática e 

determinação de proteína realizados. Nesses testes a amostra PIMCBOX4%1h, assim 

como PIMAF, PIMCBOX2%1h, PIMCBOX2%3h, PIMCBOX4%3h, apresentaram 

atividade enzimática e na determinação da proteína, além de ter sido identificada a 

presença da peroxidase extraída do rabanete. Esses resultados estão abordados de 

modo mais detalhado nos tópicos 5.7 e 5.8. 

Figura 23. O MEV das amostras Peroxidase imobilizada CB pura (PIMAF); 

Peroxidase imobilizada CBOX com NaIO4 2% m/m por 1 hora (PIMCBOX2%1h); 

Peroxidase imobilizada CBOX com NaIO4 2% m/m por 3 horas (PIMCBOX2%3h); 

Peroxidase imobilizada CBOX com NaIO4 4% m/m por 1 hora (PIMCBOX4%1h); 

Peroxidase imobilizada CBOX com NaIO4 4% m/m por 3 horas (PIMCBOX4%3h). 

  

  

PIMAF PIMCBOX2%1h 

PIMCBOX2%3h PIMCBOX4%1h 
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5.5 Análises de FTIR para celulose bacteriana pura e oxidada 

Os espectros de FTIR (Figura 24) foram medidos no intuito de avaliar a 

ocorrência da oxidação da celulose bacteriana, verificando possíveis modificações 

químicas na celulose. Outro objetivo foi confirmar a imobilização da enzima por ligação 

covalente e por adsorção física. É possível identificar no espectro da CB pura a banda 

larga em torno de ≈ 3448 cm-1 correspondente a vibração de estiramento –OH, 

seguida da banda em 2900 cm-1, atribuída ao estiramento CH, da banda em 1640 cm-

1 (deformação OH de moléculas de água adsorvidas), além de de bandas em torno de 

1427 cm-1 e em 1160 cm-1, referentes à deformação CH2 e estiramento C-O-C, 

respectivamente [101,102]. 

Após a oxidação da CB, diversas mudanças espectrais são evidentes. A banda 

referente ao estiramento OH se alargou e se tornou assimétrica com intensidades 

elevadas entre 3230 e 3550 cm-1. Na região do estiramento CH, juntamente com a 

intensificação da banda em 2900 cm-1, surge uma nova banda em 2700 cm-1, atribuída 

ao estiramento CH típico de aldeídos, em números de onda mais baixos do que os 

demais grupos CH. A presença desta banda em 2700 cm-1, juntamente com uma 

intensificação da banda em 1426 cm-1 relativa à deformação CH2 sugere fortemente 

a ocorrência de aldeídos, pois grupos CH2 vizinhos a carbonilas frequentemente 

absorvem mais fortemente [103]. 

Com relação à vibração de grupos C=O, na região de números de onda em 

torno de 1720 cm-1 os espectros das amostras oxidadas com NaIO4 (periodato de 

sódio) apresentam sinais quase imperceptíveis, mas que, examinados no conjunto 

PIMCBOX4%3h 
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com os estiramentos CH característicos, podem confirmar a oxidação. Vale destacar 

que tais bandas frequentemente são fracas quando se trata da oxidação de 

polissacarídeos, principalmente no caso de materiais fibrosos em que a oxidação se 

restringe a superfície das fibras [90]. Além disso, a forma de aldeído livre corresponde 

apenas a uma pequena fração tendo em vista a ocorrência de hidratação e de 

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

Figura 24. FTIR da CB pura; das amostras oxidadas: CBOX com NaIO4 2% m/m 
por 1 hora (CBOX2%1h); CBOX com NaIO4 2% m/m por 3 horas (CBOX2%3h); CBOX 
com NaIO4 4% m/m por 1 hora (CBOX4%1h); CBOX com NaIO4 4% m/m 3 horas 
(CBOX4%3h). 
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Figura 25. Reação da oxidação da CB por periodato de sódio, formando dialdéido 
celulose, seguindo das etapas de transformação da fração de aldeído em 
hidratados, hemialdais e hemiacetais. 

 

 

Fonte: Adaptado [104].  

5.6 Análises de FTIR para amostras com peroxidase imobilizada 

Após a etapa de imobilização, sugiram algumas bandas diferentes, tanto para 

a amostra obtida por imobilização por adsorção física, quanto para imobilização por 

ligação covalente (Figura 26). O espectro da peroxidase é caracterizado por bandas 

em 3446 cm-1 (estiramento NH e OH), 2965 cm-1 (estiramento CH), 1655 cm-1 

(estiramento COO-), 1439 cm-1 (estiramento COO-), 1248 cm-1 e 1075 cm-1 

(estiramento C-N). No presente caso, as bandas em 1651 e em 1095 cm-1 aparecem 

de forma bastante evidente nos espectros das amostras referentes a imobilização 

covalente, sugerindo a presença da enzima [105]. 

Além disso, a banda em 1651 cm-1 pode envolver contribuições tanto da 

formação de base de Schiff (corresponde ao estiramento C=N) quanto a ligação amida 

I da enzima. Para a amostra referente a imobilização por adsorção física e 

PIMCBOX4%1h, as bandas na região abaixo de 1700 cm-1 se mostram em menores 

números de onda comparadas com as outras, sugerindo a imobilização de uma 
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quantidade menor de enzima. Porém nos testes de atividade enzimática e 

determinação de proteínas todas as amostras na visão geral tiveram valores muitos 

parecidos. Esses resultados são mostrados nos tópicos 5.7 e 5.8.  

Figura 26. FTIR da peroxidase imobilizada celulose bacteriana (CB) pura; imobilizada 
por CBCOX (CB oxidada) na concentração de NaIO4 de 2% durante 1 hora 
(PIMCBOX2%1h); na concentração de NaIO4 de 2% durante 3 horas 
(PIMCBOX2%3h); na concentração de NaIO4 de 4% durante 1 hora (PIMCBOX4%1h) 
e na concentração de NaIO4 de 4% durante 3 horas (PIMCBOX4%3h). 
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5.7 Atividade enzimática após a imobilização da enzima. 

Os valores de atividade enzimática obtidos para as diferentes amostras são 

mostrados na Tabela 5. Pode-se discutir os resultados de duas formas, sendo uma 
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visão geral e uma visão específica. A visão geral mostra que apesar de desvios 

padrões elevados, ou seja, de uma determinada heterogeneidade nos resultados, 

todas essas amostras apresentaram atividade enzimática. Desta forma, todas as 

amostras imobilizaram a enzima tanto a CB que foram oxidadas, quantos a CB pura. 

Portanto, é mostrado neste resultado uma confirmação dos resultados trazidos no 

MEV que apresentou o aparecimento das superfícies irregulares identificando 

incorporação das enzimas e também no FTIR com as modificações nos espectros 

apresentados.  

 

Na visão especifica todas as amostras apresentaram valores de atividade 

enzimática muito parecidas, sem diferenças estatisticamente significativas. Portanto, 

independente do mecanismo de adsorção física ou ligação covalente as amostras de 

CB com a peroxidase imobilizadas tem atividade enzimática parecidas. 

5.8 Determinação da quantidade de proteína imobilizada 

A determinação da quantidade de proteína presente nos suportes forneceu os 

resultados apresentados na Tabela 6. 

 

 

Tabela 5. Resultados da análise de atividade enzimática após a imobilização pelo 
método de adsorção física e ligação covalente da peroxidase extraída do rabanete. 

Amostra Parâmetros 
Atividade enzimática 

(U) 

PIMAF Peroxidase imobilizada adsorção física 0,423 ±0,213 

PIMCBOX2%1h 
Peroxidase imobilizada CBOX com 

NaIO4 2% m/m por 1 hora 
0,197 ±0,083 

PIMCBOX2%3h 
Peroxidase imobilizada CBOX com 

NaIO4 2% m/m por 3 hora 
0,265 ±0,103 

PIMCBOX4%1h 
Peroxidase imobilizada CBOX com 

NaIO4 4% m/m por 1 hora 
0,240 ±0,138 

PIMCBOX4%3h 
Peroxidase imobilizada CBOX com 

NaIO4 4% m/m por 3 hora 
0,196 ±0,089 
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Tabela 6. Concentração da peroxidase do rabanete livre (PRL) e concentração da PR 
nos suportes imobilizadores. 

 

Amostras Parâmetros 
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 
após a 

imobilização 
por 

adsorção 
física 

0,400 0,540 1,80 

PIMCBOX2%1h 

Peroxidase 
após 

imobilização 
com CBOX 
com NaIO4 
2% m/m por 

1 hora 

0,180 0,760 2,53 

PIMCBOX2%3h 

Peroxidase 
após 

imobilização 
com CBOX 
com NaIO4 
2% m/m por 

3 hora 

0,160 0,780 2,60 

PIMCBOX4%1h 

Peroxidase 
após 

imobilização 
com CBOX 
com NaIO4 
4% m/m por 

1 hora 

0,180 0,760 2,53 

PIMCBOX4%3h 

Peroxidase 
após 

imobilização 
com CBOX 
com NaIO4 
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 adsorção física, quanto o de ligação covalente. Essa confirmação já 

vem sendo apresentada, com resultados significativos no MEV com o aparecimento 

de superfícies irregulares, no FTIR com aparecimento de novas bandas após a 

imobilização e no teste de atividade enzimática em que todas as amostras, através 

dessa determinação mostrara que a peroxidase está presente no suporte. 

Além dessa observação, outra muito interessante é que através da 

determinação da proteína, 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 enzimática 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 concentrações diferentes e tempos diferentes não trouxe diferentes resultados de 

imobilização, 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 imobilização por adsorção física. Essa amostra merece destaque pois, 

quando comparada com as amostras que foram oxidadas para imobilizar, o valor de 

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

5.9. Resultados de adsorção/dessorção de N2 

 A técnica de adsorção/dessorção de N2 propiciou a determinação das 

isotermas de adsorção (Figura 27), bem como o cálculo das propriedades texturais, 

mostradas na Tabela 7.
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Figura 27. Gráficos de adsorção-dessorção CBpura, da celulose oxidada com 
periodato de sódio e peroxidase imobilizada. 
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Em termos gerais, todas as isotermas tendem ao tipo IVa, devido à presença 

de histerese, com histerese do tipo H3. Este tipo de histerese não possui patamar no 

limite superior de pressão relativa e é característica de materiais mesoporosos com 

poros em fenda, em concordância 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 têm mais 

afinidade entre si do que com o adsorvente e exibem condensação capilar, o que faz 

com que a dessorção ocorra em valores menores de pressão relativa do que a 

adsorção.  

Para as películas antes da imobilização da peroxidase, a quantidade de gás 

adsorvido aumenta com a oxidação com NaIO4. Tal observação pode indicar que a 

modificação química de grupos hidroxilas, responsáveis pelas interações de 

hidrogênio que tornam as fibrilas fortemente empacotadas, favorece a separação de 

cadeias gerando poros. Vale destacar que o aumento da quantidade adsorvida em 

geral ocorre de modo simultâneo ao aumento da área superficial como mostrado na 

Tabela 7. 

Após a imobilização da peroxidase, todas as películas apresentaram reduções 

significativas nas quantidades de gás adsorvido, o que pode indicar o preenchimento 

de poros pela peroxidase, bem como obstrução da entrada de canais. Um 

alargamento da alça de histerese pode ser observado para várias das amostras após 

a imobilização da peroxidase, especificamente IMAF e as celuloses oxidadas por 3 h. 

Pode-se propor que essa mudança no perfil de histerese resulta de uma contribuição 

de histerese do tipo H4, que pode indicar a presença de poros com formato de garrafa 

tinteiro (gargalo estreito e reservatório alargado). Isso ocorre em amostras após a 

imobilização e pode sugerir estreitamento das entradas dos canais, pela ligação 

preferencial de moléculas de enzima em sítios próximos a entrada, obstruindo o 

preenchimento interno.  
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Tabela 7. Ilustração da classificação das isotermas adsorções/dessorção de N2 e 
histerese, da área superficial e porosidade da CBpura, da celulose bacterianas 
oxidadas por periodato de sódio e das amostras que imobilizaram a peroxidase por 
adsorção física e ligação covalente. 

Amostra Área 

superficial 

(m2/g) 

BET 

Volume 

de 

poros 

(cm3/g) 

DR 

Raio 

de 

poros 

(Å) 

DFT 

Diâmetro 

de poros 

(nm) 

DFT 

Isoterma Histerese 

CB 1,857 0,008351 14,483 2,8966 IV H3 

CBOx 

2% 1h 

7,804 0,022590 13,845 2,769 IV H3 

CBOx 

2% 3h 

8,828 0,020710 24,852 4,9704 IV H3 

CBOx 

4% 1h 

13,828 0,034580 31,123 6,2246 IV H3 

CBOx 

4% 3h 

7,072 0,019430 28,852 5,7704 IV H3 

IMAF 0,838 0,003214 13,845 2,769 IV H3/H4 

IMCBOx 

2% 1h 

0,525 0,002583 15,149 3,0298 IV H3 

IMCBOx 

2% 3h 

0,650 0,003997 15,133 3,0266 IV H3/H4 

IMCBOx 

4% 1h 

1,802 0,004357 13,845 2,769 IV H3 

IMCBOx 

4% 3h 

0,361 0,001984 14,483 2,8966 IV H3/H4 

5.10 Descoloração  

Portanto, a amostras oxidas para imobilização por adsorção física os resultados 

de atividade determinação de proteína e atividade enzimática não tiveram diferenças 

nos valores estatisticamente. Porém no grau de oxidação e nos resultados de 

adsorção/dessorção de N2 a amostras oxidada por periodato 4% 1h (CBOX4%1h) 

apresentaram resultados mais significativos. E na etapa de imobilização na análise 

adsorção/dessorção de N2, segundo a Tabela 2 a amostra utilizando CBOX4%1h para 
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imobilização da peroxidase também apresentou resultados bastante significativos, 

sendo a amostra escolhida para a etapa de descoloração.  

Sendo assim, a análise das soluções dos corantes azul de metileno (AM), 

índigo sintético (IS), violeta cristal (VC) e rodamina 6G (R6G), são submetidos a 

descoloração, com peroxidase do rabanete livre (PRL), com peroxidase do rabanete 

imobilizada por adsorção física (PIMAF) e ligação covalente (PIMCBOX4%1h) e 

celulose bacteriana pura.  O grau de descoloração de cada amostra, estão ilustrados 

na Figura 28 e na Tabela 8. 

Figura 28. Gráfico de descoloração com peroxidase imobilizada por adsorção física 

(PIMAF); peroxidase imobilizada por celulose bacteriana oxidada com periodato de 

sódio 4% m/m no tempo de 1h (PIMCBOX4% 1h); celulose bacteriana pura (CB pura) 

e peroxidase do rabanete livre (PRL). 
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Tabela 8. Descoloração das soluções dos corantes em porcentagem. 

 
Descoloração da cor (%) 

CORANTES PIMAF (%) PIMCBOX4%1H 
(%) 

CBPURA 
(%) 

PRL (%) 

AM - AZUL DE 
METILENO 

41,97 54,56 57,17 18,66 

VC - VIOLETA 
CRISTAL 

91,53 91,18 90,00 90,82 

R6G - 
RODAMINA 

6G 

58,27 61,30 56,52 24,82 

IS- ÍNDIGO 
SINTÉTICO 

5,21 8,306 5,928 17,37 

 

Nota-se que, das quatros soluções dos corantes utilizados para esse teste, os 

que merecem destaques são as soluções contendo AM (C16H18ClN3S), VC 

(C25H30ClN3) e R6G (C28H31N2O3Cl), que foram as que sofreram descoloração mais 

significativas, principalmente para a solução de conrante VC, que apresentou grau de 

descoloração de aproximadamente 90% a 91%. Os resultados ilustrados na Figura 26 

e na Tabela 8. 

As soluções dos corantes AM (C16H18ClN3S), VC (C25H30ClN3) e R6G 

(C28H31N2O3Cl) mencionados acima têm uma característica em comum, todos são 

classificados como catiônicos. Logo apresenta uma alta densidade de cargas positivas 

em sua cadeia. A peroxidase apresenta um ciclo catalítico, que em sua primeira etapa 

ocorre a oxidação de 2 elétrons do grupo protético heme pelo cofator H2O2, gerando 

assim o radical livre oxiferril [.+O=Fe (IV)] [106].  

O radical oxiferril [.+O=Fe (IV)] é um intermediário reativo que funciona como 

substrato para oxidar removendo átomos de hidrogênio [106]. Portanto as soluções 

dos corantes catiônicos, submetidas a descoloração com PIMAF, PIMCBOX4%1h e 

PRL, o radical produzido pelo ciclo catalítico da peroxidase, induz a descoloração 

destas soluções de corantes, através da remoção dos hidrogênios presentes nas 

estruturas dos corantes. Levando assim um maior grau de descoloração destas 

soluções [107]. 

Comparando o grau de descoloração das soluções dos corantes com a enzima 

livre (PRL) e as amostras com a enzima imobilizadas (PIMAF, PIMCBOX4%1h), 
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principalmente para as soluções do AM e R6G é interessante destacar que a enzima 

livre teve menor desempenho nestes corantes. Isto pode estar relacionado a vários 

fatores, desde adsorção 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 química grupos hidroxilas, que vão aumentar o pH, 

favorecendo a fração aniônica da peroxidase, gerando maior potencial para oxidar 

auxiliando na orientação do substrato na interação com o sítio ativo [107]. Além disso, 

o fato de a CB apresentar esses grupos hidroxilas e às pontes hidrogênio na sua 

estrutura, fazem com que esses atuem como locais de adsorção. Portanto os grupos 

OH, atuam como centros de adsorção através da formação de ligações hidrogênio 

com o adsorbato. Justificando assim melhor desempenho das amostras com enzima 

imobilizada em relação a livre [108].  

Nota-se que, a CBpura também foi utilizada para descoloração, e os valores do 

grau de descoloração para as soluções dos corantes catiônicos tiveram desempenho 

muito próximo ao das amostras com a peroxidase imobilizada, isso acontece devido 

aos grupos hidroxilas e as pontes de hidrogênio que vão atuar como locais de 

adsorção, gerando ligações hidrogênio com os corantes catiônicos [108]. 

Nestes experimentos, também foi realizado um teste para solução do corante 

aniônico IS (C16H10N2O2) e as amostras PIMAF, PIMCBOX4%1h, 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 vão aumentar a carga negativa do meio, ou seja, aumentar 

o pH da solução da solução do corante IS (C16H10N2O2). Como é um corante aniônico 

vai favorecer o meio para ele, diminuindo assim eficiência de descoloração [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 fração aniônica da peroxidase, esse fator é favorável 

para soluções dos corantes catiônicos. Pois na fração aniônica, vai liberar íons 

negativos e a fração catiônica íons positivos, como as cargas opostas se atraem há 

um forte interações entre as moléculas e consequentemente a descoloração [107]. 

Porém quando se fala da solução do corante aniônico, favorecer a fração 

aniônica da peroxidase, leva aos desfavorecimentos das interações entre essas 
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moléculas, pois ambas vão liberar íons negativos, cargas iguais se repelem, ou seja, 

interações entre elas desfavorecidas. Logo isso pode ser um fator para que as 

amostras PIMAF e PIMCBOX4%1h não tiveram um bom desempenho de 

descoloração da solução do corante IS (C16H10N2O2) [107]. No caso PRL, por não ter 

presença da celulose bacteriana como imobilizador, apresentou um desempenho de 

descoloração para esta solução melhor do que as amostras em que a enzima estava 

imobilizada PIMAF e PIMCBOX4%1h. 

Vale ressaltar que, descoloração dos corantes contendo apenas a CB pura e 

amostras contendo a enzima imobilizada apresentam valores semelhantes. Porém, o 

processo de descoloração ocorre em metodologias diferentes. A celulose bacteriana 

pura tem grupos químicos em suas superfícies, isso faz com que esse material 

apresente afinidade com contaminantes, como por exemplo os corantes. Desta forma 

como ocorre por adsorção física os pedaços de celulose adicionados no corante vão 

adquirir a coloração [109].  

Nas amostras PIMAF e PIMCBOX4%1h, tem a presença da enzima que tem 

como objetivo conferir a esse material o poder de transformar poluentes para diminuir 

sua toxidade, aumentando sua solubilidade em água permitindo sua posterior 

degradação microbiana. Portanto as amostras contendo a enzima ao entra em 

contanto com a solução de corante, tem como objetivo descolorir por degradação 

[110].  

Com tais informações é possível ter outras observações sobre cada etapa de 

descoloração. CBpura, PIMAF e PIMCBOX4%1h ao entrarem em contato com as 

soluções dos corantes AM (C16H18ClN3S), R6G (C28H31N2O3Cl) e IS (C16H10N2O2) 

adquiriram a cor da solução. Isso revela que CBpura e as amostras contendo a enzima 

imobilizada (PIMAF e PIMCBOX4%1h) adsorveram o corante presente na solução. 

Portanto conclui-se que a enzima imobilizada não atuou de forma significativas nessas 

soluções de corantes. Resultados ilustrados na Figura 29. 

Na solução do corante VC (C25H30ClN3) é possível evidenciar as diferenças 

entre as metodologias de descoloração, para as amostras contendo a enzima 

imobilizada (PIMAF e PIMCBOX4%1h), a solução ficou transparente, e alguns 

pedaços adquiriram a cor da solução indicado descoloração por adsorção e outros 

permaneceram na coloração branca indicando descoloração pelo processo 
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biocatalítico da enzima [111]. Para a CBpura todos os pedaços adquiriram a cor da 

solução, mostrados que a descoloração aconteceu apenas por adsorção.  Portanto na 

solução do corante VC (C25H30ClN3) a enzima imobilizada teve um desempenho 

significativo na descoloração. Resultados ilustrados na Figura 29. 

Figura 29. Ilustração das soluções dos corantes AM, IS, VC e R6G antes e depois 
das metodologias de descoloração. 
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6 CONCLUSÔES 

No trabalho obtiveram-se evidências da extração da peroxidase do rabanete, 

da síntese da celulose bacteriana através do chá kombucha, da oxidação da celulose 

bacteriana e da imobilização da peroxidase do rabanete na celulose bacteriana pura 

por adsorção física, bem como na oxidada por ligação covalente aplicados no 

processo de descoloração dos corantes, tendo as seguintes conclusões: 
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A curva TG, apresentou etapas de decomposição características da celulose 

pura, a abaixo de 100 °C, entre 150 e 350 °C e degradação acima de 350 °C. 

Indicando características celulósicas da película originada através de bactérias e que 

sua purificação foi bem sucedida. A análise de FTIR, possibilitou identificar bandas 

características de material celulósico 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 H3.  

A determinação do teor de aldeídos das celuloses bacterianas oxidadas revelou 

que todas amostras foram oxidadas, porém, em proporções diferentes. Dentre as 

amostras, a que se destaca é a CB oxidada por periodato de sódio 4% m/m por 1 

hora, que apresentou teor de aldeído de 0,327 mmol/g. A análise de FTIR a oxidação 

foi identificada pelo aparecimento de bandas de 2700 cm-1 e 1426 cm-1 características 

de aldeído.  

A morfologia após a oxidação, observada por MEV, praticamente não mostrou 

alteração da estrutura microfibrilar da celulose. Para a análise de BET as isotermas 

tenderam ao tipo IVa e histerese H3. A área superficial e porosidade do material 

aumentaram significativamente após a oxidação, com destaque na amostra de CB 

oxidada por periodato de sódio 4% m/m por 1 hora, que sofreu maiores modificações. 

A peroxidase extraída do rabanete e purificada por sistema aquoso bifásico, 

apresentou atividade enzimática 1,133 (U), tendo um valor próximo ao da enzima 

adquirida comercialmente. A análise de FTIR das amostras obtidas pelas 

metodologias de imobilização por adsorção física e por ligação covalente, sugiram 

bandas em 1951 cm-1 e 1095 cm-1, característica de presença de enzima. 

A peroxidase imobilizada pela CB pura e pelas CB oxidadas apresentou em 

sua morfologia agregados de forma aproximadamente esférica, associando a 

superfícies ligadas as enzimas. A peroxidase imobilizada por CB oxidada por 

periodato de sódio 4% m/m por 1 hora, esses agregados não ficaram evidentes. As 

isotermas BET após imobilização do tipo IVa, porém para as amostras que imobilizou 

a peroxidase por adsorção física e as oxidadas por 3 horas que imobilizou por ligação 

covalente, a histerese passou a ser do tipo H4. 

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

amostras se mostraram ativas, porém sem diferenças estatisticamente significativas 
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entre elas. Para o teste de determinação de proteína todas as amostras apresentaram 

concentração de proteína no suporte imobilizador. 

Nos testes de descoloração destacam-se para CBpura a solução do AM 

(57,17%), PIMCBOX4%1h a solução R6G (61,30%) e PRL para solução IS (17,37%). 

Para o a solução do corante VC, todas as amostras apresentaram descoloração na 

faixa de aproximadamente (90,00%). O que os diferencia é que processo de 

descoloração a CBpura ocorre por adsorção, PIMAF e PIMCBOX4%1h acontece por 

degradação enzimática e adsorção. O presente estudo revelou a eficácia da 

peroxidase do rabanete na descoloração de corantes catiônicos e aniônicos. 

7 PERSPECTIVAS DO TRABALHO 

• Estudo das propriedades fluorescentes dos corantes para todas as condições 

e amostras submetidas a descoloração, a fim de avaliar as diferenças entre a 

descoloração por adsorção e por degradação sobre tais propriedades, de modo 

comparativo com análises por cromatografia líquida acoplada a espectrometria 

de massas (LC-MS); 

• Avaliação do grau de degradação através de análises de demanda química de 

oxigênio; 

• Estudo de otimização da quantidade de enzima imobilizada por ambas as 

metodologias. 
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