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RESUMO - Este trabalho consiste em avaliar as melhores condi¢gdes do processo
enzimatico de descoloracdo do azul de metileno, utilizando a ferramenta estatistica, no
estudo da reacdo entre a enzima Horseradish peroxidase (HRP) e o perdxido de
hidrogénio. Foram realizados trés delineamentos de dois niveis para a obtencdo das
condicGes 6timas da reacdo. A andlise dos resultados possibilitou observar uma correlagdo
inversa entre o percentual de remocdo de cor e a concentragdo de perdxido de hidrogénio
utilizada, isto é, um melhor desempenho na descoloracdo do azul de metileno ao se reduzir
a concentracdo de peroxido até 5,0 mg/L. Foi verificado um percentual de descoloracédo de
23 % com uma concentracdo de perdxido de hidrogénio igual a 5 mg/L, atividade inicial da
enzima igual a 20 U/mL no tratamento de 15 mg de corante/L em meio aquoso. O modelo
matematico prevé, nestas condi¢Bes, uma remocdo maxima de 21,3%. Para nivel de
significancia de 95% todos os efeitos e 0 modelo foram relevantes estatisticamente.

1. INTRODUCAO

Os processos industriais téxteis possuem uma necessidade impar de tratamento de seus
efluentes, pois cerca de 20 % da matéria-prima processada no tingimento de tecidos é perdida na
forma de efluente (Barreto et al. 2011). Diversos processos oxidativos surgem para solucionar
esta caracteristica da indudstria téxtil, dentre 0s processos estdo 0s processos oxidativos utilizando
enzimas.

A enzima Horseradish Peroxidase (HRP) é capaz de reagir com o perdxido de hidrogénio
formando um composto intermediario (HRP-1) que ataca compostos aromaticos produzindo
radicais e outro composto intermediario (HRP-II), também capaz de gerar radical, conforme
modelo citado por Wu et al. (1997) e apresentado pelas trés rea¢des abaixo:

HRP + H,0, > HRP — I + H,0
HRP — I + AH, > HRP — Il + « AH + H,0
HRP — Il + AH, —» HRP + o AH + H,0
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As principais variaveis que influenciam nas reacfes com a enzima HRP em qualquer
processo enzimatico sdo o pH do meio e a temperatura. O pH apresenta maior influéncia no grau
de ionizacdo dos grupamentos existentes na enzima ou até mesmo no seu centro catalitico; esta
influéncia ndo se d& somente na enzima, mas o proprio substrato pode ser afetado pela
concentracdo de jons H. Elliott (2005) afirma que em uma reacdo bioquimica, a temperatura
pode atuar de duas formas distintas: favorecendo a cinética da reagdo (comprovado pela equacéo
de Arrhenius) e, no caso particular de reacbes enzimaticas, existe um limite no qual a
temperatura comeca a ser prejudicial a reacdo, levando a deshaturacdo da enzima e, portanto,
acarretando perda no poder catalitico da enzima Conn (1976).

O objetivo deste trabalho € avaliar as melhores condi¢bes do processo enzimatico de
descoloracdo do azul de metileno (AM), utilizando ferramenta estatistica, no estudo da reacao
entre a enzima horseradish peroxidase (HRP) e o perdxido de hidrogénio.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. AENZIMA

A Horseradish peroxidase (HRP) utilizada neste trabalho foi cedida pela Toyobo do
Brasil. A HRP ¢é classificada como uma enzima oxirredutase, que na presenca de peroxido de
hidrogénio é capaz de gerar compostos reativos de oxigénio, classificados como oxidantes fortes
apresentando potencial de oxidacdo de até 2,42 V, sdo capazes de oxidar varias substancias
organicas recalcitrantes (Gardingo, 2010).

2.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A partir dos melhores resultados de pH e temperatura na descoloracdo do corante azul de
metileno (VETEC), obtidos pelos autores em trabalhos anteriores, foram realizados
experimentos utilizando metodologia estatistica aplicando planejamento experimental de dois
niveis. A sequéncia de experimentos realizados visa identificar os efeitos da concentragdo do
corante azul de metileno (AM), da concentragdo de perdxido de hidrogénio ([H.O;]) e da
atividade inicial da enzima (HRP) na remocéo de cor do azul de metileno.

Foi realizado um total de trés delineamentos de dois niveis para a obtencdo das condicGes
Otimas da reagdo. No primeiro e no segundo delineamento do planejamento experimental foram
investigados somente os efeitos das variaveis independentes e suas respectivas importancias
estatisticas na faixa de estudo. No segundo e terceiro delineamentos, o planejamento foi
realizado com apenas duas variaveis independentes, ja que no primeiro delineamento a variavel
concentracdo de azul de metileno ndo foi significativa na faixa em estudo. No terceiro
delineamento foi possivel chegar a otimizacdo do processo obtendo assim, superficie de resposta
e respectivos efeitos utilizando o programa Statistica®.
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2.3. REACOES ENZIMATICAS

As reacdes foram feitas em tubos de polipropileno com volume reacional de 20,0 mL em
tampé&o de fosfato pH 5,0 e na temperatura de 30,0°C. O sistema reacional foi agitado a uma
velocidade de 200 rpm em shaker “Nova Etica” modelo 430/RDBP e a reagdo tinha duragdo de
60 minutos. A remocdo de cor foi determinada pela diminui¢cdo do pico da absorvancia no
comprimento de onda de 660nm, onde ocorre a maior absorcdo do azul de metileno. A leitura de
absorvancia foi realizada antes e ap6s o término da reacdo, e a resposta da descoloracéo
determinada em porcentagem de cor removida, calculada pela equacéo 1:

M * 100 (Equacdo 1)

Remocio de cor(%) = e

Onde:
Abs; = Absorvancia a 660 nm medida no tempo t = 0 minutos.
Abs; = Absorvancia a 660 nm medida no tempo t = 60 minutos.

Ensaios preliminares realizados pelos autores mostraram que: a partir de 40 mg/L de
peréxido de hidrogénio, a enzima HRP é inibida conforme previsto pela literatura (Wu et al.,
1997; Bhunia et al., 2000; Liu et al., 2006); a partir de 20 mg/L de corante o pico de 660nm nao
€ mais proporcional a cor do corante azul de metileno. A Tabela 1 mostra as concentracfes de
cada delineamento

Tabela 1 — Niveis e concentragfes dos delineamentos realizados na degradacgéo do corante
azul de metileno utilizando HRP e perdxido de hidrogénio

. . Niveis
Delineamentos Parametros 144 X] 0 1 144
o H,0, (mg/L) | - | 10,0 | 250 | 40,0 -
deﬁ;‘gﬁ:g‘;to HRP (U/mL) | - | 50 | 125 | 200 | -
AM (mg/L) - 50 | 10,0 | 15,0 -
H,O, (mg/lL) | - 50 | 150 | 25,0 -
deﬁﬁgg&iﬁm HRP (UmL) | - | 20,0 | 350 | 50,0 -
AM (mg/L) ~ [ 150 | 15,0 | 15,0 -
S— H,0,(mg/L) | 09 | 50 | 150 | 250 | 29,1
delireamento |_HRP (UML) | 19 |50 | 125 | 20,0 | 231
AM (mg/L) -~ | 150 | 150 | 15,0 -

Os célculos das faixas de concentracdo foram realizados de forma que os pontos axiais do
planejamento ndo fossem impossiveis, ou seja, que as concentra¢fes e/ou atividade enzimatica
ndo fossem valores negativos. Para o primeiro delineamento, a concentragdo de corante igual a
20,0 mg/L foi escolhida como ponto axial do nivel superior (+1,68) e para os demais
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delineamentos, as faixas de estudo foram escolhidas a partir dos resultados gerados no primeiro
delineamento.

3. RESULTADOS

3.1. PRIMEIRO DELINEAMENTO

A Figura 1 mostra a superficie gerada no primeiro delineamento para concentracdo de azul
de metileno fixa em 15,0 mg/L. E possivel observar que o perdxido de hidrogénio ndo tem
influéncia na remogdo de cor do azul de metileno na faixa estudada, ja a atividade inicial da
enzima fornece elevados valores de remocdo de cor a partir de 17 U/mL, evidenciando a
necessidade do aumento da atividade inicial da enzima. Na Tabela 2 onde se encontra os valores
dos efeitos de cada varidvel e sua significancia estatistica para o intervalo de confianca de 95%,
nota-se que o aumento da concentracdo de azul de metileno provoca uma queda de cerca de 1%
na descoloracéo.
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Figura 1 — Superficie gerada no primeiro delineamento com [H,O;] = 10,0 mg/L a 40,0 mg/L;

HRP = 5,0 U/mL a 20,0 U/mL; [AM] = 15,0 mg/L em pH = 5,0 e temperatura igual a 30,0°C.
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Tabela 2 — Efeitos das variaveis e significancias estatisticas observados para o intervalo de
confianca de 95%.

Primeiro Delineamento | Segundo Delineamento | Terceiro Delineamento
Variavel . Significancia . Significancia . Significancia
Ssle Estatistica Efeito Estatistica sl Estatistica
AM? -0,87% NSG - - - -
H,0, -4,2% NSG 4,7% NSG -2,4% SG
HRP’ 27,5% SG -8,7% SG 8,0% SG

1 — Azul de Metileno

2 — Atividade inicial da enzima HRP
SG - Significativo

NSG — N&o significativo

Na faixa de concentracéo estudada no primeiro delineamento é possivel observar que tanto
a variavel azul de metileno quanto a variavel peroxido de hidrogénio ndo sdo significativas,
porém foi decidido pelos autores que a concentracdo do corante azul de metileno ndo seria
variada para o segundo delineamento, ja o peréxido de hidrogénio seria necessario variar sua
concentragéo, pois constitui um substrato essencial para o efeito oxidativo da HRP (Nicell et al.
1997). A concentracdo de azul de metileno foi fixada em 15,0 mg/L para o segundo
delineamento e a faixa de concentracdo de perdxido de hidrogénio foi alterada para
concentracdes que fornece melhores remocgbes de cor, que segundo o resultado numérico do
efeito estd numa faixa abaixo da estudada.

3.2. SEGUNDO DELINEAMENTO

A Figura 2 gerada no segundo delineamento mostra que a regido de maior remocao de cor
é a regido de menores concentragdes tanto de perdxido de hidrogénio como de atividade inicial
de enzima HRP. Pode-se afirmar que a descoloracdo do azul de metileno passa por um 6timo,
pois ao aumentar a concentracdo de peroxido de hidrogénio hd um aumento na descoloragéo de
azul de metileno, e ao aumentar a atividade inicial da enzima, a descoloragao do azul de metileno
diminui. Resultados opostos ao encontrado no primeiro delineamento, reforcando a afirmativa da
passagem pelo 6timo da reacéo.
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Figura 2 — Superficie gerada no segundo delineamento com [H,0,] = 5,0 mg/L a 25,0 mg/L;
HRP = 20,0 U/mL a 50,0 U/mL; [AM] = 15,0 mg/L em pH = 5,0 e temperatura igual a 30,0°C.

O ponto 6étimo da reacdo de descoloracdo do azul de metileno utilizando a enzima HRP e
peréxido de hidrogénio esta na faixa de concentracdo de perdxido de hidrogénio utilizada no
segundo delineamento (5,0 a 25,0 mg/L) e na faixa de atividade inicial de enzima utilizada no
primeiro delineamento (5,0 a 20,0 U/mL), formando assim a faixa a ser estudada no terceiro
delineamento. Na Tabela 2 é possivel observar que a concentracdo de perdxido de hidrogénio
ndo é significativa para a faixa estudada neste segundo delineamento.

3.3. TERCEIRO DELINEAMENTO

O terceiro delineamento foi realizado com as faixas de concentracdo de perdxido de
hidrogénio e atividade inicial de enzima definidas no primeiro e segundo delineamento. Os
pontos axiais considerados neste terceiro delineamento possibilitaram avaliar os efeitos de
interacbes entre as variaveis investigadas. A Figura 3 mostra a superficie gerada neste
delineamento, com a curvatura sendo significativa para este intervalo. A Tabela 2 mostra que
todas as interagcdes sdo estatisticamente significativas, com isso € possivel escrever a Equacao 2,
em termos codificados, gerada para a descoloracdo do azul de metileno. Para nivel de
significancia de 95,0% foram significativos os efeitos das concentracbes de perdxido de
hidrogénio (- 2,4%), de enzima (8%), e as interacdes entre perdxido de hidrogénio e enzima (-
2,0%), e o efeito quadratico da enzima (2,1%). O R? do modelo foi de 95,92% que se ajusta ao
modelo quadratico.
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(%) Remocio de cor =
(0,07 — 0,024[H,0,] + 0,08[HRP] + 0,021[HRP]? — 0,017[H,0,] [HRP]) = 100
(Equacéo 2)
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Figura 3 — Superficie gerada no terceiro delineamento com [H,0,] = 5,0 mg/L a 25,0 mg/L; HRP
=5,0 U/mL a 20,0 U/mL; [AM] = 15,0 mg/L em pH = 5,0 e temperatura igual a 30,0°C.

Kariminia e Yousefi (2010), utilizando planejamento fatorial associado a metodologia de
superficie de resposta, estudaram a descoloragao do corante “Orange 7” com peroxidase
proveniente de fungo e encontraram um R? de 97,18%, conseguindo remover até 100% de cor do
corante. J4& Palvannan e Kalaiarasan (2014) utilizaram o planejamento completo fatorial
compdsito central e as superficies de resposta geradas para otimizar a adi¢do de estabilizadores a
HRP na reacéo de degradacao de fenol, obtendo 60% de remocéo.

7. CONCLUSAO

A remocdo de cor do azul de metileno utilizando a enzima HRP e peroxido de hidrogénio
foi de até 23,0 % com uma concentracdo de peroxido de hidrogénio igual a 5,0 mg/L e atividade
inicial da enzima igual a 20,0 U/mL com a concentracdo de corante igual a 15,0 mg/L. O modelo
matematico prevé uma remocao de 21,3% de cor com as mesmas proporcdes. Esta remocéo de
cor € a maxima prevista pelo modelo na faixa estudada.
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