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APRESENTAÇÃO

A obra “Ciências Exatas e da Terra e a Dimensão Adquirida através da Evolução 
Tecnológica vol. 2” aborda uma publicação da Atena Editora, apresenta, em seus 28 
capítulos, conhecimentos tecnológicos e aplicados as Ciências Exatas e da Terra.

Este volume dedicado à Ciência Exatas e da Terra traz uma variedade de artigos 
que mostram a evolução tecnológica que vem acontecendo nestas duas ciências, e 
como isso tem impactado a vários setores produtivos e de pesquisas. São abordados 
temas relacionados com a produção de conhecimento na área da matemática, 
química do solo, computação, geoprocessamento de dados, biodigestores, educação 
ambiental, manejo da água, entre outros temas. Estas aplicações visam contribuir no 
aumento do conhecimento gerado por instituições públicas e privadas no país. 

Aos autores dos diversos capítulos, pela dedicação e esforços sem limites, que 
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avanços científicos e tecnológicos nas 
Ciências Exatas e da Terra, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes 
e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a área da Física, 
Matemática, e na Agronomia e, assim, contribuir na procura de novas pesquisas e 
tecnologias que possam solucionar os problemas que enfrentamos no dia a dia.

Jorge González Aguilera
Alan Mario Zuffo
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CAPÍTULO 22

SUPORTES HÍBRIDOS DE SÍLICA-
MONOSSACARÍDEOS: MATERIAIS POTENCIAIS 

PARA IMOBILIZAÇÃO DE PEROXIDASE RAP - 
TOYOBO

Ivan Martins Barreto
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, 

Programa de Pós-Graduação em Química. 
Campus Jequié. Jequié, Bahia.

Maria Antônia Carvalho Lima Jesus
Instituto Federal de Educação, Ciência e 

Tecnologia Baiano. Campus Serrinha. Serrinha, 
Bahia.

Djalma Menezes De Oliveira
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, 

Departamento de Química. Campus Jequié. 
Jequié, Bahia.

Ronaldo Costa Santos
Universidade Federal da Bahia, Escola 

Politécnica. Salvador, Bahia.
Universidade Salvador, Departamento de 

Engenharia - Laboratório de Catálise e Meio 
Ambiente. Salvador, Bahia. 

Instituto Brasileiro de Tecnologia e Regulação. 
Salvador, Bahia.

Alini Tinoco Fricks
Universidade Tiradentes, Instituto de Tecnologia e 

Pesquisa. Aracaju, Sergipe.

Heiddy Márquez Alvarez
Universidade Estadual de Feira de Santana, 
Departamento de Ciências Exatas. Feira de 

Santana, Bahia.

RESUMO: A imobilização de enzimas em 
suportes híbridos (SH), orgânico e inorgânico, 
tem despertado grande interesse, pois 

melhora as características do novo material 
quando comparadas a seus componentes 
separadamente. Neste trabalho foram produzidos 
quatro SH que apresentam em sua composição 
sílica e monossacarídeos (glicose ou frutose), 
em quantidades variáveis. A obtenção dos SH 
seguiu a metodologia de síntese de suportes de 
sílica mesoporosas Santa Bárbara Amorfo – 15 
(SBA-15) com modificações. Foram produzidos 
quatro SH utilizando inicialmente 1,0 ou 0,5 g 
de aditivo orgânico, cuja massa final ficou em 
torno de 1,8 g de SH. A síntese do material com 
a frutose gerou um suporte escuro que pode 
ser decorrente da polimerização do mesmo. 
O monossacarídeo residual foi determinado 
pelo método Lane e Eynon. No trabalho foi 
verificado que ao diminuir a quantidade de 
monossacarídeo presente no SH, houve também 
a diminuição do percentual de açúcar residual, 
contudo não houve variações significativas na 
massa final de SH. A peroxidase de rabanete 
(RAP) foi imobilizada por adsorção física nos 
SH obtidos, no pH 7,0 e temperatura de 30°C. 
A maior eficiência de imobilização se obteve 
para um carregamento de 3 mg de HRP / g de 
suporte. Os maiores valores de eficiência de 
imobilização 97,66% e 97,46% foram obtidos 
para os suportes GA (glicose 1,0 g) e FA (frutose 
1,0 g), respectivamente. 
PALAVRAS-CHAVE: imobilização; peroxidase; 
suporte híbrido; monossacarídeos.
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ABSTRACT: The immobilization of enzymes in hybrid supports (SH), organic and 
inorganic, has aroused great interest, because it improves the characteristics of the 
new material when compared to its separate components. In this work four SHs were 
produced, which presented in their composition silica and monosaccharides (glucose 
or fructose), in varying amounts. The obtaining of HS followed the methodology of 
synthesis of mesosporous silica supports Santa Bárbara Amorfo - 15 (SBA - 15) with 
modifications. Four SH were produced using initially 1.0 or 0.5 g of organic additive, 
whose final mass was around 1.8 g SH. The synthesis of the material with the fructose 
generated a dark support which may be due to the/its polymerization. The residual 
monosaccharide was determined by the Lane and Eynon method. In the work, it was 
verified that when decreasing the amount of monosaccharide present in the SH, there 
was also a decrease in the percentage of residual sugar, however there were no 
significant variations in the final mass of SH. Radish peroxidase (RAP) was immobilized 
by physical adsorption on SH obtained at pH 7.0 and temperature of 30 ° C. The 
highest immobilization efficiency was obtained with a loading of 3 mg HRP / g carrier. 
The highest immobilization efficiency values 97.66% and 97.46% were obtained for GA 
(glucose 1.0 g) and FA (fructose 1.0 g), respectively.
KEYWORDS: immobilization; peroxidase; hybrid support; monosaccharides.

1 | 	INTRODUÇÃO

A imobilização de enzimas surge como alternativa à utilização das enzimas 
livres, uma vez que é possível a recuperação e reutilização das mesmas. Os 
materiais híbridos mesoporosos (orgânico e inorgânico) têm sido bastante utilizados 
como suportes no processo de imobilização devido às características atrativas que 
possuem se comparadas aos seus componentes de partida. A síntese destes suportes 
híbridos pode ser realizada através da funcionalização pós-sintética (enxerto), a co-
condensação ou na forma de organosílicas mesoporosas (Adam et al., 2012). O método 
da co-condensação utiliza moléculas orgânicas precursores, agentes modeladores 
para a estrutura do material, sendo este método bastante utilizado para a obtenção 
de suportes híbridos de sílicas mesoporosas. Os materiais híbridos gerados podem 
ser utilizados como suporte na imobilização de enzimas. O processo de imobilização 
pode realizar-se por diferentes técnicas, sendo os métodos de adsorção física e de 
ligação covalente os mais utilizados. Segundo Singh e colaboradores os métodos por 
adsorção física e ligação covalente podem reduzir ou evitar a lixiviação da enzima, 
mas também permite que esta se ligue ao suporte orgânico ou inorgânico através 
de interações covalentes ou não covalentes, podendo ocasionar a diminuição da 
flexibilidade estrutural da enzima e uma maior rigidez da mesma, reduzindo assim 
a possibilidade de desnaturação (Singh et al., 2013). A peroxidase de raiz forte, 
do inglês: horseradish peroxidase   (HRP), apresenta diversificadas aplicações na 
indústria, desde a descoloração de corantes sintéticos até o desenvolvimento de 
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biossensores (Mohamed et al., 2013). Estas possibilidades de aplicação unidas à sua 
elevada atividade, simplicidade na detecção de produtos e relativa estabilidade leva a 
desenvolver novos métodos ou suportes que aumentem a estabilidade desta enzima. 
Diversos suportes inorgânicos de sílicas mesoporosas como, por exemplo, as sílicas 
SBA-15 e MCF já foram utilizados para a imobilização da HRP, com bons resultados 
(Cao et al., 2013). A HRP possui um alto preço no mercado, no entanto a peroxidase de 
rabanete (RAP) (Raphanus sativus) possui estrutura semelhante à HRP podendo ser 
utilizado como alternativa neste trabalho. Até o presente verificou-se que não existem 
relatos na literatura quanto ao uso de suportes híbridos sílica-monossacarídeo na 
imobilização de RAP possibilitando um novo estudo neste assunto. O objetivo deste 
trabalho foi o desenvolvimento de novos materiais híbridos que apresentem em sua 
composição sílica e monossacarídeo (glicose ou frutose), como potenciais suportes 
para a imobilização de peroxidase - RAP por adsorção física.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	MATERIAIS

Peroxidase (RAP – 60,8 U/mg) foi fornecida pela Toyobo. Tetraetilortosilicato 
(TEOS), ácido clorídrico (HCl, 36%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Hidrogenofosfato 
de sódio (Na2HPO4.2H2O), guaiacol, peróxido de hidrogênio (H2O2) 30 % (solução 
aquosa), glicose (C6H12O6) e frutose (C6H12O6) da Vetec Química Fina Ltda. Tartarato 
duplo de sódio e potássio tetraidratado (KNaC4H4O6·4H2O) da Proquímica Com. 
Repres. Ltda. Hidróxido de sódio (NaOH) da Merck. Sulfato de cobre penta hidratado 
(CuSO4.5H2O) da Synth – Labsynth produtos para laboratório Ltda. Ácido sulfúrico 
concentrado (H2SO4) QEEL – Química Especializada Erich Ltda. Acetato de zinco 
(ZnC4H6O4) da Quimibrás Indústrias Químicas  S/A. Azul de metileno (C16H18N3SCl) 
da Dinâmica Química Contemporânea Ltda. Todos os reagentes utilizados foram de 
grau analítico de pureza. A caracterização dos suportes obtidos foi feita através da 
espectroscopia no infravermelho acoplado a transformada de Fourier (FT-IR) modelo 
Spectrum Two da Perkin Elmer, com detector LiTaO3.

2.2	Síntese de suportes híbridos de sílica e monossacarídeo 

A obtenção dos suportes híbridos foi realizada utilizando a metodologia das 
sílicas SBA-15 e MCF modificada (Chouyyok et al., 2009). Utilizamos a glicose e a 
frutose como o aditivo orgânico (AO) e o tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor 
inorgânico. Para o preparo dos suportes híbridos de sílica SBA-15 modificado, foi 
utilizado 0,5 ou 1,0 g do monossacarídeo, em 30 mL de água destilada e 585 mL de 
ácido clorídrico concentrado (HCl). Em seguida, 5 mL de TEOS foram adicionados à 
solução. A solução foi mantida sob agitação à temperatura ambiente até a completa 
homogeneização. A mistura foi colocada em um sistema reacional com banho de óleo 
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de silicone, acoplado a um condensador de refluxo e permaneceu a 80 °C durante 24 
horas. A mistura obtida ao final do processo foi filtrada e lavada com água destilada 
até o pH neutro. O material sintetizado foi seco à temperatura ambiente por 24 horas 
e armazenado. A quantidade de monossacarídeo que não reagiu foi determinada pelo 
método Lane e Eynon, conforme Tavares et al. (2010), no qual utilizamos o fluído 
oriundo da reação, obtido na filtração do sólido obtido.

2.3	Imobilização da peroxidase por Adsorção física (AF)

A RAP foi imobilizada por adsorção física (AF) em híbridos de sílica SBA-15 
modificada. Em um frasco de vidro de 10 mL foram adicionados 1,0 g de suporte seco 
e 1,0 mL de tampão fosfato (Na2HPO4.2H2O) 100 mM, pH 7,0, mantido sobre agitação. 
O efeito do carregamento da enzima na faixa de 1 - 5 mg de enzima/g de suporte foi 
avaliado para imobilização da RAP nos suportes sintetizados. O sistema foi mantido 
sob agitação de 150 rpm por 3 horas a 30 °C, em seguida, foi armazenado a 4 °C em 
condição estática, durante 24 horas. Finalmente, o biocatalisador foi filtrado e lavado 
com solução tampão fosfato pH 7,0 para retirada de enzimas não adsorvidas até o 
volume de 6,0 mL. O filtrado foi reservado para quantificação da atividade enzimática.

2.4	 Determinação da atividade peroxidásica

A atividade enzimática de RAP foi determinada conforme o método de utilizado 
por Hirata et al. (1998) que é baseado na mudança de absorvância a 470 nm devido 
à formação do produto de oxidação do guaiacol, o tetraguaiacol durante três minutos 
(ε-tetraguaiacol: 26,6 mM-1 cm-1). O ensaio contém 2,75 mL de tampão fosfato de 
sódio 100 mM (pH 7,0); 0,05 mL da solução enzimática, diluída quando necessário, 
em tampão pH 7,0; 0,1 mL de solução de guaiacol 100 mM e 0,1 mL de peróxido de 
hidrogênio (H2O2) 2,0 mM a 25 °C. Uma unidade de enzima (U) foi definida como a 
quantidade de enzima capaz de fornecer 1 μmol de produto em 1 minuto a 25 °C em 
pH 6,0. A eficiência de imobilização (%) e o número de unidades de enzima imobilizada 
(U) foram determinados pela diferença entre número de unidades de atividade 
peroxidásica oferecidas (Uo) e o número de unidades de enzima remanescente no 
filtrado (Uf), conforme a equação abaixo: 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na figura 1 se apresenta a possível reação de obtenção do suporte híbrido TEOS 
e monossacarídeos.
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FIGURA 1. Reação de obtenção do suporte híbrido: A) Glicose como aditivo orgânico. B) 
Frutose como aditivo orgânico.

Foram obtidos quatro suportes, utilizando glicose e frutose como precursor 
orgânico, conforme pode ser observado na tabela 1, a seguir:

Monossacarídeo 
(precursor orgânico)

Quantidade de precursor orgânico (g)
1,0 0,5

Glicose
Suporte GA Suporte GB
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Frutose
Suporte FA Suporte FB

TABELA 1: Características físicas dos suportes sintetizados.

A caracterização dos suportes obtidos foi realizada através da espectroscopia do 
infravermelho acoplado a transformada de Fourier (FT-IR), na figura 2.

FIGURA 2. Espectros de infravermelho (FT-IR) dos materiais híbridos: A) Suporte FB (Frutose 
0,5 g). B) Suporte GB (Glicose 0,5 g)

Em ambos os espectros da figura 2, suporte com frutose (FB) e suporte com 
glicose (GB), observa-se bandas atribuídas aos grupamentos hidroxila, estiramento 
(OH) em 3394,6 cm-1 para o suporte com frutose e 3364,5 cm-1 para o suporte com 
glicose. Observam-se também deformações axiais dos grupos CH (Csp

3 - H) em torno 
de 2900 cm-1 e as correspondentes deformações angulares em 1216,8 cm-1 e 1217,3 
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cm-1, respectivamente para o suporte com frutose e o suporte com glicose. Em ambos 
os espectros notamos a presença da banda centrada em 1076,8 cm-1 e 1063,2 cm-

1, respectivamente para o suporte com frutose e o suporte com glicose, atribuída a 
estiramentos das ligações Si-O-Si do grupo siloxano.

A quantificação do açúcar residual presente no filtrado foi realizado através do 
método Lane e Eynon, tabela 2.

 

Suporte AO % de Açúcar redutor Massa de suporte obtida (g)
GA Glicose (1,0 g) 64,7 1,86
FA Frutose (1,0 g) 65,1 1,88
GB Glicose (0,5 g) 50,2 1,86
FB Frutose (0,5 g) 40,9 1,97

TABELA 2. Resultados obtidos na síntese dos suportes híbridos sílica-monossacarídeo.

Na tabela 2 pode se observar a relação da massa de suporte obtida com a 
percentagem de monossacarídeo residual. A quantidade de aditivo orgânico não 
influencia na massa de suporte obtida, no entanto tem forte influencia na quantidade 
de monossacarídeo presente no suporte.

A RAP foi imobilizada por adsorção física (AF) nos suportes híbridos obtidos de 
silicato-monossacarídeo. O efeito do carregamento na imobilização de RAP (1 – 5 mg 
de HRP/g de suporte) em suporte híbrido por AF é mostrado nas Figuras 3 e 4.

FIGURA 3. Eficiência de imobilização no suporte GA e GB, respectivamente.
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Pode-se observar, na figura 3, que o carregamento de 3 mg de HRP/g de suporte 
teve o máximo valor da eficiência de imobilização (GA = 97,66% e GB = 97,34%). Houve 
redução da eficiência de imobilização no carregamento de 5 mg de HRP/g de suporte, 
devido provavelmente à saturação no suporte durante o processo de adsorção física.

FIGURA 4. Eficiência de imobilização no suporte FA e FB, respectivamente.

A figura 4 demonstra que o método de imobilização aplicado usando os suportes 
sintetizados utilizando a frutose como aditivo orgânico, apresentou comportamento 
diferente em relação ao outro suporte analisado. Houve aumento, relativamente 
pequeno, da eficiência de imobilização com o aumento no carregamento no intervalo 
de 1 a 3 mg de HRP/g de suporte, tendo o carregamento de 3 mg de HRP/g de suporte 
o valor máximo (FA = 97,46% e FB = 97,37%).

4 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS

A quantidade de aditivo orgânico utilizado na síntese do suporte híbrido influência 
diretamente na quantidade de monossacarídeos presente no filtrado, contudo não 
influencia na quantidade de suporte obtida, desta forma, é possível usar menores 
quantidades de aditivos orgânicos, a fim de evitar a produção de volumes maiores de 
rejeitos. A eficiência de imobilização da enzima HRP no suporte híbrido mostrou-se 
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satisfatória. Os valores de eficiência mostraram-se crescentes até o limite de saturação 
do suporte. O carregamento de 3 mg de HRP/g suporte foi considerado ideal para 
imobilização do suporte em estudo.
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