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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo avaliar a acdo de espécies reativas do oxigénio.
Para avaliar a geracdo das espécies reativas do oxigénio foi utilizado dois
processos: um processo quimico e um processo enzimatico. O processo quimico
utilizou a mistura entre o peroxido de hidrogénio e o hipoclorito de sodio e o
processo enzimatico utilizou a enzima Horseradish peroxidase (HRP) juntamente
com o peréxido de hidrogénio. Para avaliar o poder oxidante destes processos foi
utilizado o corante basico azul de metileno. Os parametros cinéticos Ky, € Vpyax foram
determinados em relacdo ao perdxido de hidrogénio na auséncia do azul de metileno
e na presenca do azul de metileno. Os parametros cinéticos K, € Vnax para o
corante foram respectivamente também foram determinados. Foram realizados trés
delineamentos de dois niveis para a obtencdo das condicbes Otimas da reacdo
enzimatica. A andlise dos resultados possibilitou observar que a relacdo molar
AM/H,0; e a relacdo H,O,/HRP séo relevantes para a remocéo de cor. Foi verificado
um percentual de descoloracédo de até 82,4 % com uma concentracdo de peroxido
de hidrogénio igual a 68,0 mg/L, atividade inicial da enzima igual a 30,0 U/mL no
tratamento de 15,0 mg de corante/L em meio aquoso. Em relacdo a quantidade
utilizada de peroxido de hidrogénio e a eficiéncia do processo de descoloracao, o
processo enzimatico se mostrou mais econdémico e eficiente que o processo quimico
nas condi¢cdes estudadas. Foi comprovada a presenca de espécies reativas de
oxigénio na forma de oxigénio singlete pela reacdo redox entre a enzima HRP e o
peréxido de hidrogénio. A existéncia desta espécie reativa depende diretamente da
concentracéo de peroxido de hidrogénio no meio reacional.

Palavras-Chave: Oxigénio Singlete; Horseradish peroxidase; Azul de Metileno; Oxidagéo
Avancada
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This paper aims to assess the effect of reactive oxygen species. Two processes were
used to assess the generation of reactive oxygen species: a chemical and an
enzymatic process. The chemical process is the mixture of hydrogen peroxide and
sodium hypochlorite and the enzymatic process is the enzyme Horseradish
peroxidase (HRP) with hydrogen peroxide. A basic methylene blue dye was used to
assess the oxidizing power. The kinetic parameters K, and Vnax were determined
with relation to the hydrogen peroxide in the absence of methylene blue and in the
presence of methylene blue. The kinetic parameters K, and Vnax for dye were also
determined, respectively. Three designs of two levels in order to obtain the optimal
conditions for the enzyme reaction were performed. The analysis of results shows
the molar ratio AM/H,0, and the ratio H,O,/HRP are relevant for the color removal. A
destaining percentage of 82.4% with a hydrogen peroxide concentration of 68.0 mg/L
and the same initial enzyme activity of 30.0 U/mL in the treatment of 15.0 mg of
dye/L in agueous media was noted. Comparing the amount of hydrogen peroxide
used and the efficiency of destaining process, the enzymatic process was more
economical and efficient than the chemical process according to the conditions
studied. The presence of reactive oxygen species in the form of singlet oxygen in the
redox reaction between HRP enzyme and hydrogen peroxide was proved. The
existence of this reactive species depends directly on the hydrogen peroxide
concentration in the reaction media.

Keywords: Singlet oxygen; Horseradish peroxidase; Methylene Blue; Advanced
oxidation
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1. Introducao

Nas Gltimas décadas, as reservas de &gua com qualidade estdo cada vez mais
escassas, pois os despejos de efluentes estdo acima da capacidade de carga assimilével dos
corpos receptores, gerando assim um acimulo de carga organica e um desequilibrio da flora
e fauna, principalmente nas regifes onde ha uma alta densidade populacional. Isso provoca
um efeito negativo entre disponibilidade qualitativa e a quantitativa dos recursos hidricos
naturais presentes nestas regides (AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2013).

A necessidade da indUstria por dgua acarreta um aumento de captacdo de dgua dos
corpos hidricos, que por sua vez estdo no limite maximo da capacidade de outorgas. Com
isso a industria ndo tendo o recurso natural disponivel precisa realizar relso dos seus
proprios efluentes ou ainda adquirir &gua proveniente de estaces de tratamentos bioldgicos
de esgotos para utilizar em seus processos (PETRUS e SOARES, 2013).

Diante do cenéario onde a préatica de relso se faz necessario, existe a necessidade de
remo¢do de substancias recalcitrantes ou mesmo toxicas que ndo Sao comuns as aguas
naturais, substancias estas sintetizadas e normalmente utilizada pelas indudstrias. Com isso,
varias tecnologias surgem para o reaproveitamento e reso de efluente nas diversas etapas

do processo, principalmente nos sistemas de resfriamento.



Dentro deste contexto, a geracdo de espécies reativas de oxigénio que apresentam
elevados potenciais de oxidacdo pode ser uma alternativa para a oxidacdo de substancias
recalcitrantes presentes nos efluentes para adequacdo ao reuso. Uma das espécies de
oxigénio reativo seria 0 oxigénio singlete que pode ser gerado por processos quimico e
enzimatico. O oxigénio singlete € o oxigénio em um estado ndo-estavel do oxigénio
fundamental, obtido através de transferéncia de elétrons e energia para o oXxigénio
fundamental (O,).

Portanto esta tese tem como objetivo avaliar eficiéncia de espécies oxidantes geradas
a partir de dois processos distintos: um processo quimico que utiliza a mistura de perdxido
de hidrogénio com hipoclorito de sédio e outro processo enzimatico que utiliza a mistura da
enzima horseradish peroxidase com o peroxido de hidrogénio. O corante azul de metileno
sera usado para avaliar a eficiéncia da geracdo de espécies oxidantes

Inicialmente uma descricdo dos objetivos (gerais e especificos) é apresentada no
Capitulo 2. No Capitulo 3 é apresentada uma revisdo bibliogréafica sobre a tecnologia
proposta. No Capitulo 4 é abordada a metodologia adotada para atingir os objetivos e,
finalmente no Capitulo 5 sdo apresentados os resultados e discussdes gerados neste trabalho.
O Capitulo 6 contém as conclus@es do trabalho seguido do Capitulo 7 com as sugestdes para
futuros trabalhos e, finalmente o Capitulo 8 é dedicado as referéncias bibliograficas. Apos
este capitulo sdo apresentados os apéndices como complemento dos resultados numéricos

deste trabalho.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo avaliar a agdo das espécies reativas do oxigénio e
identificar pelo menos uma espécie reativa do oxigénio, conhecido como oxigénio singlete

em sistemas enzimaticos.

2.2. Objetivos especificos

e Auvaliar os pardmetros que influenciam na geracdo das espécies reativas de oxigénio, via
rota quimica e encontrar as melhores condi¢des na descoloragdo do corante;

e Verificar os principais parametros que influenciam a descoloracdo do corante via rota
enzimatica;

e Identificar e medir a concentracdo de oxigénio singlete gerada na rota enzimatica;

e Comparar as condicdes de geracdo e de remogdo de cor do corante gerado por via

quimica e via enzimatica;



3. Revisdo Bibliografica

3.1. Os corantes

Os corantes sdo substancias quimicas de estrutura complexa contendo anéis
aromaticos e radicais com certo grau de insaturacdo e ainda, um grupo cromdéforo e um
grupo auxocromo. O grupo cromoéforo € aquele que vai conferir cor ao corante e possuli
algum radical quimico como: nitroso; nitro; azo; etileno; carbonila; carbono-nitrogénio e
enxofre. O grupo auxocromo tem usualmente a funcdo da categorizacdo do corante e esta
relacionada com a capacidade de fixacdo em funcdo das fibras especificas e possui radicais
como: amina; hidroxila; carboxila e sulfénico (SHREVE e BRINK JUNIOR, 1977).

Os despejos industriais da industria téxtil contendo este tipo de molécula séo gerados
principalmente na etapa de tingimento. O tingimento é uma etapa destinada a colorir
uniformemente os materiais téxteis. Nessa etapa deve-se considerar o material a tingir, 0
tipo de corante e a utilizacdo de produtos auxiliares (&cidos, bases, sais, etc). Os efluentes
gerados na operacdo de tingimento apresentam elevada DQO, alta condutividade, elevada
coloracdo, grande quantidade de sélidos suspensos e grande variacdo de temperatura
(BRAILE e CAVALCANTI, 1979). As caracteristicas das moléculas de corante corroboram
com a recalcitrancia dos efluentes gerados na indUstria téxtil.

No Brasil, 20% dos corantes consumidos na industria téxtil sdo descartados como
efluente e a principal fonte desta perda corresponde a fixacdo incompleta dos corantes a
fibra durante o processo de tingimento (DALLAGO et al, 2005). A resolucdo ndmero
357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece um limite
méaximo de cor para rios de classe 2, 3 e 4. O que comprova a necessidade de tratamento

deste efluente antes do seu descarte.



3.1.1. Classificagdo de Corantes

Os corantes estdo divididos em varias classes (ou categorias), e estdo diretamente
relacionadas aos grupos cromoforos dos corantes. Dentre essas classes estdo 0s corantes
4cidos, basicos, dispersos, diretos, ao enxofre e os reativos (ARAUJO, 2008). Um dos
corantes do tipo bésico, é 0 objeto de estudo desta tese, possui dois grupamentos amino e
dois anéis aromaticos separados por heterodtomos de nitrogénio e enxofre. O corante azul

de metileno (AM) (C.I. 52015) pode ser observado na Figura 3.1.

N
<

~
(CH3)oN gif N(CHg)z

Figura 3.1 - Estrutura molecular do corante azul de metileno
Fonte: Merck Chemical (2013)
O azul de metileno € um corante catidnico, e possui uma variedade de aplicagdes,
sendo utilizado no tingimento de algodao, Ias, papel e tinturas temporarias para cabelos. A
exposicdo aguda pode causar efeitos prejudiciais a saide como aumento do batimento
cardiaco, dor de cabeca intensa, nduseas, vomitos, diarreia e necrose do tecido humano. Seu
aquecimento pode gerar 6xido de enxofre e dxido nitrico, além de causar efeitos tdxicos em
organismos aquaticos e na qualidade da agua. O inverso do logaritmo decimal da constante
de acidez (pKj) do grupamento amina é 5,6 e Possui uma concentracgdo letal, por via oral em

ratazanas de 1.180 mg/Kg. (POGGERE et al, 2011; OLIVEIRA et al 2013; MERCK, 2013).



O AM é também utilizado como indicador de oxi-reducdo. Em ambiente oxidante o
AM possui uma coloracdo azul e em ambientes redutores, o0 AM fica incolor. E um corante
citologico utilizado em diversos testes como o “teste de gram” (DIAS et al, 2006;
FIGUEIRA, 2012).

Com as caracteristicas de apresentar cadeias de dificil degradacéo (anéis aromaticos)
e possuir diversas aplicacdes industriais, o corante azul de metileno torna-se um modelo de

contaminante recalcitrante gerado pela industria téxtil que pode simular um efluente real.

3.2. Oxigénio Singlete

O oxigénio singlete possui duas principais caracteristicas: a de oxidar substancias
recalcitrantes e apresentar propriedades biocidas. O oxigénio singlete é o oxigénio em um
estado ndo-estavel do oxigénio fundamental, obtido por meio de transferéncia de elétrons e
energia para o oxigénio fundamental (O,).

O oxigénio em seu estado fundamental (O,) contém dois elétrons em seu orbital de
maior energia. Ao absorver energia, este orbital passa a ter dois estados energéticos ndo
fundamentais e, portanto mais reativos que o oxigénio em seu estado fundamental, sendo
estes chamados de oxigénio singlete (ATKINS, 2004).

Considerando o estado fundamental do oxigénio como referéncia (Figura 3.2 (a)), 0s
dois estados gerados a partir da absorcdo de energia apresentam 37,5 Kcal/mol (Figura 3.2
(b)) e 22,5 Kcal/mol (Figura 3.2 (c)), sendo esta Ultima a forma mais estavel do oxigénio
singlete e a de menor energia. Sua estabilidade depende diretamente da polaridade do
solvente em que se encontra (MACHADO et al, 1994 e MARTINEZ et al, 2000). Na
representacdo grafica do oxigénio singlete demonstrada na Figura 3.2 € possivel observar o
orbital molecular mais energético do oxigénio (orbital “p”) em seu estado fundamental
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(Figura 3.2 (a)) e em seu estado excitado mais estavel (Figura 3.2 (c)) sendo este chamado
de oxigénio singlete. E observada também a presenca de um orbital molecular sem elétrons,
0 que proporciona o carater oxidante do oxigénio singlete. Além de ser um oxidante,
estudos afirmam o carater biocida do oxigénio singlete, sendo capaz de atuar na parede
celular e atingir todas as organelas, através de oxidacao, do interior de bactérias (NAKANO

et al, 1998b).

37,5 Kcal/mol 22,5 Kcal/mol
(a) (b) (€)

Figura 3.2 - Orbital molecular “p” do oxigénio em seu estado fundamental (a) e de seus
respectivos estados excitados (b) e (c). Baseado em Martinez et al, 2000.

Portanto 0 oxigénio singlete (*0, ) pode ser obtido a partir de uma fonte de
oxigénio no estado fundamental sendo excitado por uma fonte de energia externa (radiagéo
UV, enzimas, etc), podendo ser catalisada por metais (cobre, molibdénio, prata) ou ametais
(cloretos, brometos). O oxigénio singlete é altamente reativo e oxida varias fungdes
organicas ricas em elétrons com sulfetos, aminas e fenois. As possiveis fontes de oxigénio
para a geragdo de oxigénio singlete sdo o peroxido de hidrogénio, os endoperdxidos —
hidrocarbonetos que contém em sua molécula o superoxido que por quebra de ligacdo pode
gerar oxigénio fundamental —; ar atmosférico, oxigénio puro e oxidos metalicos como o

oxido de titdnio (MACHADO et al, 1994; NAKANO et al, 1998a; NAKANO et al, 1998b;
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KONAKA et al, 1999; MARTINEZ et al, 2000; TOKUNAGA et al, 2005; ORELLANA et
al, 2006; SONG et al, 2007). A Figura 3.3 ilustra as diversas formas de obtencdo do

oxigénio singlete.

Endoperoxidos
H,0,
\ Energia
1
A —s| FONtede 10,
02 =
/ BrO" Enzimas
: - MoO,”
Oxidos (TiO,) Clo 4
2+
UV (solar, artif.)

Figura 3.3 - Métodos de obtengdo do oxigénio singlete. Elaboracdo prépria

Conforme ja mencionado, o oxigénio singlete é um possivel agente oxidante devido
a sua estrutura eletronica com “vacdncias” de elétrons em seu orbital “p”, 0 que o torna
bastante reativo, com potencial de oxidacdo padrdo de 2,42 volts, sendo portanto, uma
alternativa para a degradacdo de substancias recalcitrantes, por exemplo, os corantes.
Quando comparado com outros oxidantes (Tabela 3.1), o oxigénio singlete possui grandes
possibilidades de mineralizar substancias recalcitrantes a degradacdo biologica

(GARDINGO, 2010).



Tabela 3.1 Principais oxidantes existentes e seus respectivos potenciais de oxidacao

Oxidante Potencial de Oxidacéao (\Volts)
F, 3,06
*OH 2,80
'0, 2,42
O3 2,07
H,0, 1,77
HCIO 1,49
Cl, 1,39

Fonte: ECKENFELDER, 1992

3.3. Estabilidade do 102

O tempo médio de vida do oxigénio singlete € diretamente proporcional a polaridade
do solvente onde ocorre a reacdo, e quanto mais apolar for o solvente, maior serd a
estabilidade (tempo médio de vida) do oxigénio singlete (KREITNER et al, 1993;
MACHADO et al, 1994). Por outro lado, a velocidade das reacdes quimicas envolvendo o
oxigénio singlete se da em uma relacdo inversa, ou seja, enquanto a estabilidade é
favorecida por solventes apolares, a cinética de reacdo é desfavorecida em solventes
apolares (NAKANO et al, 1998a), sendo, portanto, uma boa opc¢do para o tratamento de
efluentes industriais ja que se apresentam em meio aquoso. A Tabela 3.2 mostra valores do

tempo de vida do oxigénio singlete em solventes de diferentes polaridades.

Tabela 3.2 - Estabilidade (tempo de vida) do oxigénio singlete em solventes

Solvente Tempo de meia vida (us)
Agua 3a5'
Metanol 5a11"
Cloroférmio 60"
Alifaticos e Aromaticos 20-30™
Tetra Cloreto de Carbono 900 — 26.000™

Fontes: | - Machado et al, 1994.
Il - Nakano et al, 1998a.
Il — Kreitner, 1993




Na Tabela 3.3 podem ser observados valores das constantes de velocidade de

formacéo de oxigénio singlete gerado pela degradacéo de endoperdxidos.

Tabela 3.3 - Constante de velocidade na formacédo do oxigénio singlete com diferentes
solventes

Solvente Constante cinética (10 s™)
Agua (pH = 7,2) 4,16
Agua (pH = 4,5) 4,65
Metanol 1,64
Cloroférmio 1,55

Fonte: Nakano et al, 1998a.

Quanto maior o tempo de vida do oxigénio singlete, maior facilidade de sua
deteccdo. O oxigénio singlete pode ser detectado através de espectroscopia e por reacdes de
formacdo de cristais. Duas moléculas de oxigénio singlete reagem entre si e retornam a
oxigénio no estado fundamental, ao retornar a este estado sdo capazes de emitir energia na
regido de absorcdo do vermelho do espectro visivel (DURAN et al,1979; TSUKAGOSHI et
al, 2009). Uma molécula de oxigénio singlete libera energia ao retornar ao estado
fundamental, é possivel detectar esta energia através da emissdo em 1270nm (DI MASCIO
et al, 2003; SONG et al, 2011; CORREA et al, 2012). O oxigénio singlete também ser
determinado por espectroscopia de ressonancia de spin (TAKAYAMA et al, 2001; YUAN
et al, 2007). Ao reagir com o dimetilfurano o oxigénio singlete forma um cristal que tem seu
ponto de fusdo na faixa de 75-76°C, sendo possivel determinar qualitativamente o oxigénio

singlete no sistema (KREITNER et al, 1993; KREITNER et al, 1996).
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3.4. Geragdo do Oxigénio Singlete

Pode-se destacar uma grande variedade de processos de geracao de oxigénio singlete

e estes processos podem ser divididos em trés grandes grupos:

3.4.1. Produgdo em organismos vivos (via do metabolismo celular)

Os neutrofilos, células especializadas pertencentes ao sistema imunoldgico,
produzem o oxigénio singlete através de uma enzima contida em granulos em seu
citoplasma. Esses granulos sdo ricos na enzima mieloperoxidase (MPO). A producdo de
oxigénio singlete se da na fagocitose das células, agindo assim como um mecanismo de

defesa das células (KAKINUMA et al, 1998).

3.4.2. Produgdo com reagentes quimicos auxiliados por enzimas (rotas

bioquimicas)

As enzimas peroxidases na presenca de ions cloretos e peroxido de hidrogénio séo
capazes de transformar (oxidar) os ions cloretos em hipoclorito, que tem caracteristicas
bactericidas e € um intermediario de reacdo de formacao do oxigénio singlete, pois quando
em contato com alguma fonte de oxigénio (o préprio peréxido de hidrogénio) € capaz de
produzir oxigénio singlete e regenerar os ions cloretos como podemos observar nas reaces
3.1 e 3.2. Nakano et al (1998b) sugerem ainda que os ions cloro também podem ser
substituidos por ions bromo ou ainda mais genericamente pelos halogénios (PIATT et al,

1977; DURAN et al, 1979; KAKINUMA et al, 1998).
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peroxidase

0, + (I ——— H,0 + OCI™ (3.1)

H,0, + CI0O~ - H,0+ CI- + 'O, (3.2)

3.4.3. Producdo por reagentes quimicos (rotas quimicas)

Uma das rotas para a producdo de oxigénio singlete é por meio da combinagdo de
dois reagentes quimicos o hipoclorito de sodio e o peroxido de hidrogénio, representada
pela Reagdo 3.2 (COTTON e WILKINSON, 1978; TSUKAGOSHI et al, 2009). Esta
reacao pode ainda ser catalisada por metais como cobre, paladio ou ruténio (TOKUNAGA
et al, 2005; YUAN et al, 2006).

Diversos trabalhos descrevem o poder oxidante do oxigénio singlete na degradacéo
de substancias recalcitrantes por via quimica (reacéo 3.2). Teixeira et al (2012) estudaram a
remocao de substancia surfactante numa faixa de meio alcalino (6,0 a 8,0) e obteve 95% de
remocao desta substancia utilizando uma dosagem 5 vezes a quantidade estequiométrica
para 0 oxigénio singlete, em pH igual a 6. Teixeira et al (2013) estudaram a oxidacdo de
cianeto, e observaram que a cinética de oxidacdo de cianeto pelo oxigénio singlete por via
quimica ndo € de primeira ordem, sugerindo assim que a reacdo de geracdo de oxigénio
singlete seja realizada em vaérias etapas com diversos intermediarios de reacdo. Os autores
obtiveram 99,8% de remocdo de cianeto em meio alcalino utilizando a mistura de 2 mols de

perdxido de hidrogénio e 2 mols de hipoclorito de sédio.
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3.5. Remogado de Cor do Azul de Metileno por Via Quimica

A reacdo de oxidacdo do azul de metileno pelo oxigénio singlete gerado por via
quimica ocorre conforme a reacdo 3.3. O azul de metileno também pode reagir com o
peréxido de hidrogénio segundo a reacdo 3.4 (SALEM e EL-MAAZAWI, 2000) e uma
terceira reacdo que pode ocorrer seria entre o0 azul de metileno e o hipoclorito de sodio (na

sua forma de &cido hipocloroso) representada pela reagéo 3.5.

C16H1gN3SCL+°1/, 10, - 16 €O, + 6 H,0 + 3HNO; + H,S0, + HCL  (3.3)

C16H1gN3SClL+ 51 HCIO > 16 CO, + 6 H,0 + 3HNO3 + H,S0, + 52 HCl (3.5)

Né&o foi encontrado na literatura nenhum trabalho de degradacéo do azul de metileno
por oxigénio singlete utilizando a via quimica (peréxido de hidrogénio e hipoclorito de
sodio) e nenhum trabalho utilizando hipoclorito de sédio, referente a Reagdo 3.5, foi

encontrado.

3.6. Varidveis que influenciam a Geragdo do Oxigénio Singlete em Sistemas

Quimicos

Uma variavel importante e que esta diretamente relacionada com o poder oxidante
do oxigénio singlete é o pH. Nao existe na literatura um consenso para um valor 6timo de
pH na geracdo do oxigénio singlete, mas de modo geral em sistemas que utilizam enzimas

(sistemas biologicos) para catalisar as reacGes que geram o oxigénio singlete, o pH utilizado
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€ menor que 7,0 enquanto que reacGes que nao utilizam sistemas biologicos, ou seja, em
sistemas quimicos o pH utilizado é maior que 7,0.

O aumento e a diminuicdo do pH de um meio reacional esta diretamente relacionado
a concentracdo de fons H*. A equagdo que correlaciona a concentracio de uma dada
substancia e/ou um fon (como é o caso dos ions H*) com o seu potencial de oxidagdo ¢ a
equacdo de Nernst, visto na Equacdo 3.1 para temperatura de 25°C. Nesta equacdo a

concentracdo hidrogenionica influencia as reacdes de oxi-reducdo (GENTIL,1994).

0,0591 Concentracio de Oxidante

* log (3.1)

Concentracio do Redutor

E=E°’-

Onde:

E — Potencial observado

E® — Potencial padrio

n —numero de elétrons envolvidos

J& a concentracdo de perdxido de hidrogénio, estd diretamente relacionada a
disponibilidade de oxigénio em seu estado fundamental e por consequéncia, aos
intermediarios de reacdo para a formacao do oxigénio singlete, que sdo: Radical Hidroxila
(HOe); Anion Peroxidrila (HO;); Anion Radical Superdxido (05°) (MACHADO et al,
1994).

No caso do anion radical superoxido, existe divergéncia entre alguns autores sobre o
aspecto deste anion atuar efetivamente como um intermediario na reacdo de producdo de
oxigénio singlete. Konaka et al (1999) quando estudaram a reacdo de oxigénio singlete
utilizando radiacdo UV catalisada com oxido de titanio sugeriram um possivel caminho de
reacdo para se chegar no oxigénio singlete, através da formacdo do éanion radical
superdxido. Yuan et al (2006) estudaram a geracdo do oxigénio singlete a partir da oxidagéo

de &cido ascorbico catalisado por ions cobre e afirmaram que a oxidagdo do &cido ascérbico
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produz o anion superoxido. Porém, seus resultados mostram que ao adicionar um supressor
do anion (a enzima superédxido dismutase - SOD) a rea¢do nédo é inibida, demostrando que
este ion ndo faz parte do meio reacional estudado pelos autores.

A concentracdo de hipoclorito de sddio a ser adicionada esta intimamente ligada a
concentracdo do peroxido de hidrogénio, jA& que em uma reacdo de oxi-reducdo, a
quantidade de elétrons que sera transferida do agente oxidante (peréxido de hidrogénio) esta
diretamente ligada a concentracdo do agente redutor (hipoclorito de sodio). Portanto, o
procedimento usual para a determinacdo da concentracdo Otima do hipoclorito de sédio é
por meio da relacdo massica ou molar com o perdéxido de hidrogénio (TEIXEIRA et al,

2012).

3.7. Variaveis que Influenciam na Oxidagdo Enzimdtica

As principais variaveis que influenciam a producdo das espécies reativas do oxigénio
via rota enzimética sdo as mesmas variaveis que afetam o desempenho de uma enzima em
qualquer processo enzimatico, ou seja, 0 pH do meio e a temperatura.

O pH apresenta maior influéncia no grau de ionizagcdo dos grupamentos existentes na
enzima ou até mesmo no seu centro catalitico. A concentracdo de fons H* pode influenciar
também na acdo efetiva do substrato. O pH pode influenciar os sistemas enzima-substrato e
as enzimas, de forma individualizadas, €, portanto, para cada caso, o efeito do pH devera ser
estudado de forma isolada (ELLIOTT, 2005). Guerrero et al (2008) estudaram a remogéo de
compostos fendlicos com a peroxidase oriunda do nabo e encontraram melhor resultado em
pH igual a 6,0; j& Husain e Matto (2009) estudaram a enzima extraida do nabo na
descoloracdo de corantes diretos verificaram que no pH igual a 5,0 obtiveram maior
remocao de cor. Para a enzima peroxidase tendo como fonte a raiz forte, tanto Alemzadeh et
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al (2009) na remocao de fenol, quanto De Souza et al (2007) na remocéo de cor em corantes
téxteis, encontraram o mesmo valor de pH 6timo para suas reacdes e igual a 7,0. Portanto, é
importante a avaliacdo do parametro pH em cada sistema enzima-substrato e para enzimas
de diferentes fontes.

Em uma reacdo bioquimica, a temperatura pode atuar de duas formas distintas. Pode
favorecer a cinética da reacdo, pois a equacdo de Arrhenius mostra que ao aumentar a
temperatura de uma reacdo quimica e/ou bioquimica, a velocidade da reacdo pode ser
aumentada numa razao exponencial. Ja no caso particular de reacdes enzimaticas, existe um
limite no qual a temperatura comeca a inibir a reacdo enzimatica, por desnaturacdo da
enzima e, portanto, acarretando perda no poder catalitico da enzima como mostrado na
Figura 3.4. A temperatura também apresentara uma faixa 6tima de ac¢do, ndo podendo ser
tdo baixa na qual apresentard uma cinética muito lenta e nem tdo alta para evitar a

desnaturacdo térmica da enzima (CONN e STUMPF, 1976).
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Figura 3.4 - Agdo da temperatura numa reagao enzimatica
Fonte: Conn e Stumpf, 1976.
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3.8. Horseradish peroxidase (HRP)

A horseradish (Armoracia rusticana) € uma erva cultivada em regides temperadas e
sua raizes utilizadas para fins culinarios, porém sao ricas em peroxidase (VEITCH, 2004). A
peroxidase proveniente da horseradish (ou horseradish peroxidase) é classificada como uma
enzima da classe oxidorredutase e, de acordo com a IUBMB a sua referencia é E.C. 1.11.1.7
e possui outros sindnimos relacionados principalmente com a fonte que a gerou (IUBMB,
2011).

O seu desempenho em relacdo ao pH varia de acordo com as condi¢cdes ambientais
em que se encontra e seus substratos, podendo variar de 3 a 10 e 0 seu ponto isoelétrico (PI)
varia de 3,5 a 11, dependendo do meio em que esta inserida. A faixa de temperatura mais
favoravel para a atividade enzimatica vai de 20 a 60 °C. Sua massa molecular pode variar de
27 a 220 KDa (BRENDA, 2011) e possui um atomo de ferro ligado a &tomos de nitrogénio
em seu centro catalitico. (NICELL et al, 1997; WU et al, 1997; BHUNIA et al, 2000;
VEITCH, 2004; LIU et al, 2006).

A HRP reage com o peroxido de hidrogénio formando um composto intermediario
oxidante (HRP-I) que atua na oxidacdo de compostos quimicos (representados por AHy),
produzindo radical livre e outro composto intermediério (HRP-11), também capaz de gerar
radical, conforme modelo citado por (BJORKSTEN, 1968; COURTEIX e BERGEL, 1995)

e apresentado pelas reacdes 3.8, 3,9 e 3.10.

HRP + H,0, > HRP — I + H,0 (3.6)
HRP — 1 + AH, > HRP — Il + « AH + H,0 (3.7)
HRP — I + AH, —» HRP + « AH + H,0 (3.8)
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Na primeira etapa da reacéo, o corre uma reacgdo de oxi-reducdo entre a enzima
HRP e o perdxido de hidrogénio. No centro catalitico da enzima ocorre a oxidagdo. Ao
formar o composto HRP-I da Reac¢éo 3.8 o ferro contido no centro catalitico da enzima HRP
(inicialmente com namero de oxidacdo igual a 3) perde um elétron e fica com o nimero de
oxidacdo igual a 4. O ferro permanece com este estado de oxida¢do no composto HRP-I1I e
retorna ao seu estado de oxidacdo inicial representado na Reacdo 3.10 (SHELDON et al
2001). A HRP, portanto possui dois substratos: o perdxido de hidrogénio que participa na
oxidacdo inicial da enzima e qualquer outra substancia que serd oxidada pela HRP, sendo
esta substancia responsavel pela reducédo do sitio catalitico da HRP e consequente retorno da
enzima ao seu estado de oxidacdo inicial.

Se a concentracdo do peroxido de hidrogénio atingir valores elevados, a enzima HRP
podera perder sua atividade (NICELL et al, 1997; BHUNIA et al, 2000; ONDER et al,
2011). Portanto a avaliacdo da relacdo entre a quantidade de enzima e a concentracdo de
peroxido de hidrogénio é importante para definir em que concentraces a HRP é inibida
pelo agente que oxida seu centro catalitico.

Mano et al (2014) e Pereira et al (2014) mostram que no mecanismo apresentado nas
reacOes 3.8, 3.9 e 3.10 uma das espécies de radical livre produzido pela reacdo entre a
enzima HRP e o peroxido de hidrogénio é o oxigénio singlete, porém ainda ndo se conhece

0 mecanismo desta geragéo.
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3.8.1. Cinética Enzimdtica

Segundo Lehninger (2002), o modelo cinético que se adequa a maioria dos sistemas
enzimaéticos é o de Michaelis-Meten que considera a reacdo entre o substrato [S] e a enzima
[E] passando pela formacdo de um complexo enzima substrato [ES] para posterior formacéo

de produto [P], como apresentado na Reacéo 3.9.

k 1 kz
E+S —ES=E+P (3.9)
-1

A cinética de Michaelis-Menten admite diversas aproximacdes tais como (PINTO e

DE MENEZES, 2009):

e Estado estacionario — O complexo [ES] é consumido e formado na mesma velocidade;

e A velocidade méxima se da quando toda a concentracéo inicial de enzima esta na forma
do complexo [ES];

e A razdo entre a concentracdo inicial de enzima e a concentracdo inicial de substrato
([E]o / [S]o) € baixa, ou seja, considera-se a concentracdo inicial de enzima muito menor
do que a concentracao inicial de substrato.

Com estas aproximacgdes é possivel escrever a taxa de formacdo do produto [P]

apresentada na Equacéo 3.2:

_ Vinax*[Slo
Ve = K+ 5o (3:2)

Onde:

[S]o — Concentracado Inicial de Substrato

Vmax — Velocidade méxima da reacdo, equivalente ao produto da constante cinética k, e a
concentracgéo inicial de enzima.

Kmn — Constante de afinidade entre a enzima e o substrato, definida na Equacéo 3.3 (a seguir)
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3.3)

Quando existe acdo de inibicdo da enzima e este inibidor de liga ao complexo ES
formando outro complexo intermediario (ES;) temos inibicdo acompetitiva. Este complexo
intermediario ndo é capaz de formar produto. O mecanismo cinético de inibicdo pode sera
representado pela Reacdo 3.10, com acdo de inibicdo no complexo [ES] (PINTO e DE

MENEZES, 2009).

K, k

E+S —— ES—DP E+P

ES;
(3.10)

Onde:
Ks — Constante de equilibrio de formacdo do complexo [ES]
ko — Constante cinética de formagéo do produto [P]

[ES2] — Complexo inibidor

Na Figura 3.5 estd representado o perfil tipico do inverso das concentracBes de
substrato (eixo horizontal) e dos valores de velocidades (eixo vertical) da equacdo de
Michaelis-Menten (Equacdo 3.2) para sistema com inibicdo do tipo acompetitiva por

substrato (TONG et al, 1998; PINTO e MENEZES, 2009).
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Figura 3.5 - Curva tipica do inverso da equacdo de Michaelis-Menten com inibicdo de

acompetitiva por substrato.
Fonte: Pinto e Menezes, 2009

Taylor et al (1994) investigaram a cinética de inativacdo da Horseradish peroxidase
por peroxido de hidrogénio na presenca de fenol. Os autores consideraram que a cinética de

inativacdo da enzima ocorre de acordo com a Equacéo 3.4 (LEVENSPIEL, 1974):

dc,

A = k[C,]" (3.4)

Onde:

ac . ~
—tA = Decaimento da concentracdo de fenol ao longo do tempo.

k = Constante da velocidade da reacéo
Ca = Concentracéo de Fenol
n = pseudo-ordem da reacao

Foi possivel assim, determinar a constante de velocidade da reacdo de inativacdo da
HRP por peroxido de hidrogénio na degradacdo do fenol. No Apéndice 1 encontra-se a

teoria da determinacgédo da constante da velocidade.
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3.8.2. Remocgdo de Substdncias Recalcitrantes Utilizando HRP

A enzima HRP na presenca de peroxido de hidrogénio é capaz de gerar espéecies
reativas de oxigénio como o radical hidroxila (HO+) (COURTEIX e BERGEL, 1995) e o
oxigénio singlete (*0,) (PIATT et al,1977; DURAN et al, 1979; MANO et al, 2014).
Ambas espécies sdo oxidantes fortes e ndo seletivos, podendo reagir com qualquer outra
substancia

Wu et al (1997) afirmaram que uma das barreiras enfrentadas na degradacdo de
substancias recalcitrantes é a grande quantidade de enzima a ser utilizada refletindo nos
custos do processo. Os autores estudaram a degradacdo de fendis e cloro-fendis por HRP,
utilizando aditivos como o polietileno glicol (PEG) e polieletrolitos com o objetivo de
fornecer a enzima uma maior estabilidade. A partir dos resultados foi verificado que:

e Para cada aditivo existe uma condicdo de pH, concentracdo de enzima e razdo
H,O,/contaminante que fornecia a melhor remocéo de fendis;

e O PEG ¢ o aditivo que fornece a melhor estabilidade para a HRP, porém sua eficacia
ndo é significativa, pois altera (aumentando) a dosagem de HRP no sistema;

e Em relacdo a cinética da reacdo enzimatica, os autores relatam que seria uma cinética do
tipo “ping-pong”, que é confirmada também por Tong et al (1998) que estudaram a
cinética de degradacédo de cloro-fendis na auséncia de aditivos.

A HRP sempre foi conhecida por oxidar substancias que tenham em sua estrutura
anéis aromaticos, os quais sdo atacados pelos radicais gerados pela reacdo da HRP com

perdxido de hidrogénio como descrito por Nicell et al (1997).
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Bhunia et al (2000) descreveram pela primeira vez a HRP sendo utilizada na
degradacdo de corantes comerciais e conseguiram uma remocao de até 10% com o corante
Remazol blue e de até 30% com o corante Cristal Violeta. As condi¢des experimentais estao
resumidas na Tabela 3.4. Na revisdo da literatura, os autores sugerem o uso de enzimas em
decorréncia das técnicas convencionais de tratamento bioldgico (anaerobios e aerobios)
gerarem compostos carcinogénicos além da propria recalcitrancia dos corantes.

Forgacs et al (2004) citam que o futuro do tratamento de corantes com
microrganismos pode estar baseado na engenharia genética, para potencializar
caracteristicas dos micro-organismos a fim de produzir enzimas capazes de degradar
corantes e outras substancias recalcitrantes.

Onder et al (2011) estudaram a degradacdo do corante Naphthol blue Black (NBB),
com a HRP, e avaliaram a influéncia do pH e da temperatura na reacdo enzimatica.
Analises de varredura do espectro na faixa do UV, de 200 a 400 nm representavam as
transformaces ocorridas nos anéis aromaticos e na faixa do visivel, de 400 a 700 nm foram
responsaveis pelas transi¢des na ligacdo azo. Para complementar todo o entendimento do
mecanismo de reacdo, foi realizada analise por cromatografia liquida, espectroscopia de
massa e um levantamento cinético de Ky, e Vmax mostrados na Tabela 3.4.

Ferreira-Leitdo et al (2003) estudaram a degradacdo do azul de metileno na presenca
de dois tipos diferentes de peroxidase: a lignina peroxidase (LiP) e a horseradish peroxidase
(HRP). Os autores observaram que na degradacdo de azul de metileno ha formacdo de
diferentes intermediarios dependendo da relagdo molar AM/H,O, e atingiram uma

degradacéo de até 60 % utilizando relagdes molares AM/H,0, de até 1/40.
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Alguns autores estudaram a inibicdo da HRP durante a reacdo de degradacéo de
substancias recalcitrantes, tanto na degradacéo de fenois quanto na degradacgéo de corantes.
Observaram que a enzima foi inibida por peréxido de hidrogénio, porém nédo reportam a
concentracdo a partir da qual o perdxido de hidrogénio comeca a inibir a atividade
enzimatica (WU et al, 1997; TONG et al, 1998; BHUNIA et al, 2000). E importante avaliar
a inibicdo da HRP nos estudos envolvendo a combinagdo com perdxido de hidrogénio.

Diversos autores (NICELL et al, 1996; TONG, et al, 1998; WU et al, 1999)
observaram que ao degradar fenol na presenca de HRP e peroxido de hidrogénio ha
formacdo de substancias poliméricas insollveis em agua que precipitam assim que sdo
formadas. Por outro lado, Bhunia et al (2000) estudando a degradacdo de corantes nao
conseguiram definir se ocorria exatamente a formacdo do precipitado, pois com alguns
corantes foi observada a formacdo de um precipitado insoltvel e, com outros, a formacéo de
substancias sollveis em &gua, porém incolores. Os autores citam a necessidade de uma
investigacdo mais detalhada para determinar os mecanismos da degradacéo.

Na Tabela 3.4 encontram-se as condi¢des de algumas varidveis avaliadas na
degradacdo de algumas substancias utilizando HRP e perdxido de hidrogénio e suas

constantes cinéticas quando investigadas.
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Tabela 3.4 — Condices das principais variaveis estudadas na degradacdo de substancias

recalcitrantes na presenga de HRP e perdxido de hidrogénio e resultados

Variavel Condicbes Otimo Contaminante Referéncia
pH* 4-10 7 4-clorofenol
pH' 4-10 5 2-clorofenol
[H20,]/poluente’ 0,45a2mM 0,9 mM 2-clorofenol Wu et al, 1997
PEG 0a0,3¢g/L 0,1g/L 4-clorofenol
HRP' 0a0,3 U/ml 0,1 4-clorofenol
[H20,]° 0a3mMm 0,6 MM 4-clorofenol
Km® 21,77 mg/L - fenol Tong et al, 1998
Vmase 5,54 mg/L*min - fenol
pH* 2a8 2,5 Remazol Blue
[H202]/poluente 1,0 molar - Remazol Blue
[H202]/poluente 0,5 molar - Cristal Violeta
K> 0,044 mM - Remazol Blue Bhunia et al 2000
Viax 0,015 mM/min - Remazol Blue
Km’ 0,021 mM - Cristal Violeta
Vinax 0,0028 mM/min - Cristal Violeta
pH® 3a8 6 NBB’
Temperatura’ 25a70°C 30°C NBB
Temperatura® 25a70°C 25a 70°C NBB Onder et al, 2011
Km 39 x 10° mM - NBB
V max 0,227 mM/min - NBB

1 — Na presenca de PEG (Polietileno Glicol);

2 — Concentracdo de HRP = 0,1 U/mL
3 — Concentracdo de HRP = 1,9 U/ml e [H,0,] =2 mM
4 — Concentracdo de HRP = 0,14 U/ml; [H,0,] = 0,2 mM; Concentracdo de corante = 15 mg/L
5-[H,0,] =0,2 mM; pH 2,5
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6 — Concentracdo de HRP = 5,88 U/ml; [H,0,] = 0,3 mM; Concentracéo de corante = 0,6 mM; Temperatura =
40°C

7 — Concentracdo de HRP = 5,88 U/ml; [H,0,] = 0,3 mM; Concentracgéo de corante = 0,6 mM; pH =7,0

8 — Concentracdo de HRP = 5,88 U/ml; [H,0,] = 0,3 mM; Concentracéo de corante = 0,6 mM; pH = 5,0

9 — Naphthol blue Black
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4. Materiais e Métodos

O capitulo de materiais e métodos inicialmente apresenta 0s materiais e métodos
analiticos utilizados nesta tese e, posteriormente, as metodologias utilizadas nos ensaios
experimentais.

Os experimentos seguiram as seguintes etapas:

e Auvaliacdo da concentracdo de peroxido de hidrogénio utilizada na reacdo convencional
de geracdo de oxigénio singlete por via quimica;

e Determinacdo das melhores condicdes de pH e temperatura nas quais a atividade da
enzima HRP apresente maior eficiéncia no processo de remocdo de cor utilizando o
peroxido de hidrogénio;

e Determinacao dos parametros cinéticos (Km € Vmax) nos sistemas “enzima / peréxido de
hidrogénio” na auséncia e na presenca de corante;

e Auvaliacdo da inibicdo da cinética da reacdo de HRP com o perdxido de hidrogénio na
presenca e na auséncia de azul de metileno;

e Avaliacdo das condicBes estequiométricas AM/H,0, e da relacdo substrato-atividade
enzimatica inicial (H,O/HRP dada em mM * mL/U);

e Determinacéo da presenca de oxigénio singlete gerado no sistema enzimatico.
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4.1. Corante

Para avaliar a possibilidade de degradacdo por espécies reativas de oxigénio, tanto
pelo sistema quimico e enzimatico, foi utilizado o corante do tipo basico azul de metileno,
fornecido pela VETEC. As solucdes de corante foram preparadas com agua destilada. A
estrutura deste corante pode ser vista na Figura 3.1. A selecdo do corante se deu atraves das
analises dos picos de absor¢do em comprimentos de onda diferentes dos picos de absor¢édo

da HRP. Este levantamento se encontra no Apéndice 2.

4.2. Remogdo de Cor

A avaliacdo da remocdo de cor do corante azul de metileno foi realizada através da
medida da absorvancia em 660 nm. O comprimento de onda de maior absorcdo do azul de
metileno ocorreu em 660 nm, sendo proporcional a concentra¢do do azul de metileno no
intervalo entre 0 e 20 mg/L. As leituras da absorvancia foram realizadas no

espectrofotometro SHIMADZU — Modelo UV MINI 1240.

4.3. Peroxido de Hidrogénio

O perdxido de hidrogénio utilizado nos ensaios foi diluido a partir de uma solugédo

comercial concentrada a 600 g/L fabricada pela empresa Peroxidos do Brasil. Sua

concentracdo era monitorada através da titulacdo com permanganato de potassio.
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4.3.1. Determinag¢do da Concentragdo de Perdxido de Hidrogénio

A concentracdo de peroxido de hidrogénio foi determinada por colorimetria através
da reacdo do peroxido de hidrogénio com o metavanadato de amdnia que gera um complexo
avermelhado com absorcdo méxima em 446 nm. Uma curva padrdo relacionando a
concentracdo de H,O, com a absorvancia a 446nm foi construida através da adi¢do de 4 mL

de amostra e 1,6 mL de metavanadato de aménia conforme descrito por Oliveira et al, 2001.

4.4. A Enzima

A enzima utilizada foi a Horseradish peroxidase (HRP) (EC 1.11.17), a qual foi
cedida pela Toyobo do Brasil na forma sélida liofilizada misturada com terra diatoméacea
para posterior extracdo. O sélido é de cor marrom e a atividade especifica informada pelo

fabricante foi de 13 U/mg.

4.4.1. Extragdo da Enzima e Medida da Atividade Enzimdtica

Apds a solubilizacdo da enzima liofilizada, em tampéo fosfato de soédio pH 7,0, a
solucdo foi filtrada em papel comum e dialisada contra dgua desionizada em membrana
(SPECTRUM®) de 8 kDa. A atividade da enzima bruta era entdo determinada pelo método
da 4-aminoantipirina. O método consiste em adicionar 300uL de fenol (0,2M); 4,5mL de
tampéo fosfato de sodio pH 7,0 (0,2M); 300uL de 4-aminoantipirina (Sigma) (0,05M);
600uL de peroxido de hidrogénio (60mg/L) e 300uL de enzima, nesta ordem, totalizando
6,0 mL, como descrito por Nicell et al. (1997). Estes autores definem uma unidade de

atividade enzimatica como sendo o consumo de peroxido de hidrogénio (em pmol) durante
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1,0 minuto de reacdo. Esse consumo é acompanhado pela absorvancia do complexo
vermelho formado pela reacéo entre o radical hidroxila do fenol e a 4-aminoantipirina. Este
complexo tem absor¢do em 510 nm e a coloracdo formada é proporcional ao consumo de
peréxido de hidrogénio. A absorvancia foi medida com o espectrofotémetro da HACH
modelo DR 2800. Antes de realizar os ensaios, a atividade foi calculada pela equacédo 4.1

com coeficiente de absortividade igual a 7210 L/mol.cm baseado em Nicell et al, 1997:

A

__ AAbssqo/min+Volume total do ensaio+1000 (4 1)
- 7210+Volume de amostra '

Onde:

AADbss;/min — Variagdo da absorvancia no primeiro minuto de reagdo a 510nm.

4.5. Hipoclorito de Sédio

Os testes de degradacdo do azul de metileno via rota quimica foram realizados
utilizando uma solucdo de hipoclorito de sodio a 20,0 g/L vendida pela VETEC

Quimica/Sigma-Aldrich. Periodicamente, a concentracdo de cloro ativo era analisada.

4.6. Reagées Via Quimica

As reacOes de geracdo do oxigénio singlete por via quimica foram realizadas em
béquer de 250 mL com volume reacional de 150 mL. A concentragdo inicial de corante era
de 20 mg/L. O pH era ajustado com solucbes de hidroxido de soédio (0,1 M) e éacido

sulfurico (0,1 M) e monitorado através de um medidor de pH TECNOPON modelo
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mPA210. A reacdo era iniciada pela adicdo de uma aliquota de peroxido de hidrogénio
referente a concentracdo definida pelo planejamento experimental para um volume reacional
de 150 mL. Logo ap0s a adicdo do peroxido de hidrogénio, uma aliquota de hipoclorito de
sodio também era adicionada ao sistema de acordo com as concentracfes definidas pelo
planejamento fatorial. O sistema era agitado com uma placa de agitacdo da marca IKA com
0 auxilio de um agitador magnético durante 60 minutos. A Figura 4.1 contém o aparato

experimental da reacdo de geracdo de espécies reativas de oxigénio por via quimica (a),

onde pode ser observada a geracdo de gases durante a reagéo (b).

Figura 4.1 - Aparato experimental para a realizacdo da reacdo de geracdo de oxigénio
singlete por via quimica (a) e geracao gasosa durante a reacao (b).

4.6.1. Definicdo das Concentragées nas Reagoes Via Processo Quimico

A avaliacdo da descoloracdo do corante azul de metileno pelas espécies reativas de
oxigeénio via rota quimica, foi realizada por meio de um planejamento experimental em dois
niveis. O planejamento experimental visou avaliar os efeitos das varidveis pH e relagdo
H,O,/CIO™ na remocéo de cor do corante azul de metileno. Os efeitos principais foram

calculados de acordo com Rodrigues e lemma (2005).
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As faixas de concentracdo de perdxido de hidrogénio e hipoclorito de sodio foram
definidas a partir de valores estequiométricos para a geracdo de oxigénio singlete na reacédo
3.2. O nivel inferior do planejamento foi definido como sendo a relagdo H,O,/CIO™ para a
geracdo de 1,0 mol de oxigénio singlete tedrico gerado pela reacdo entre 1,0 mol de
peréxido de hidrogénio e 1,0 mol de hipoclorito de sédio. A notagédo utilizada entdo foi
(1+1). Para o nivel superior do planejamento foi escolhido aleatoriamente a relacdo para
geracdo de 5,0 mols de oxigénio singlete com a notacdo de (5+5), ou seja, que a reacao entre
5,0 mols de peroxido de hidrogénio e 5,0 mols de hipoclorito de sddio estequiometricamente
geram 5,0 mols de oxigénio singlete.

Para verificar o efeito da diminui¢cdo da concentracdo inicial do corante azul de
metileno, duas concentracdes iniciais do corante azul de metileno foram utilizadas baseadas
na medida da absorvancia limite do azul de metileno, segundo a Lei de Beer Lambert e a
concentracdo inferior definida como 50 % da concentracdo limite, ou seja, 20,0 e 10,0 mg/L.
Como a literatura afirma que melhores rendimentos, via rota quimica para a geracdo de
oxigénio singlete ocorre na faixa alcalina, e, portanto, o pH foi fixado entre 7,0 e 9,0 para

as duas concentragoes.

4.7. Reagées do Sistema Enzimdtico

Os experimentos realizados por via enzimatica foram conduzidos em tubo de
polipropileno de 50 mL com volume reacional de 20,0 mL, sob agitacdo constante de 200,0
rpm utilizando um shaker “SOLAB Refrigerado modelo SL-223”, durante o tempo pré-
determinado. A enzima era adicionada ao sistema de modo que a atividade inicial do meio
reacional fosse a mesma atividade utilizada durante os ensaios de atividade enzimatica (item
4.4.1) que foi de 25,0 U/mL, exceto quando a atividade inicial na reacdo de descoloragéo era

investigada. O perdxido de hidrogénio foi adicionado no meio reacional de forma a obter
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uma concentracdo inicial de 6,0 mg/L, exceto nos ensaios de investigacdo do Ky € Vimax em
relacdo ao perdxido de hidrogénio. A concentracdo inicial de corante foi igual a 20 mg/L,
exceto nos ensaios de investigacdo do Ky e Vimax €m relacdo ao corante e no sistema em
auséncia de corante. O pH foi mantido constante com uma solucdo tampéo de fosfato de
sodio 0,2 M e a temperatura era controlada pelo termostato do shaker. A Figura 4.2 mostra o
aparato experimental (Figura 4.2 (a)) e o tubo de polipropileno utilizado para realizar as

reacOes enzimaticas (Figura 4.2 (b)) “enzima/peroxido de hidrogénio” na presenca de

corante.

Figura 4.2 - Aparato Experimental das Reac”;es Enzimaéticas ( e Vista do tubo contendo os
reagentes fixado no Shaker para avaliacdo das reagdes enzimaticas (b)

4.8. Avaliagdo do Efeito do pH e da Temperatura na Atividade Enzimdtica da

HRP

Nos ensaios realizados para avaliar o efeito do pH e da temperatura na atividade
enzimatica da HRP, a enzima era adicionada ao sistema de modo que a atividade inicial do
meio reacional fosse de 25,0 U/mL. O perdxido de hidrogénio foi adicionado para que no
meio reacional para obtencdo de uma concentracdo inicial de 6,0 mg/L. O pH foi

investigado nos valores de 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0, mantendo-se a concentragao
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de corante e de peréxido de hidrogénio constantes em 20,0 mg/L e 6,0 mg/L,
respectivamente e a remocao de cor do AM foi utilizada para avaliar a reposta. Para avaliar
o efeito da temperatura na atividade do HRP para a remocéo de cor do AM, foram mantidos
0s mesmos valores de concentracdo inicial de corante e de peroxido de hidrogénio, o pH
fixado no valor mais favoravel encontrado nos ensaios anteriores. A temperatura foi

investigada em 25,0°C, 30,0°C, 35,0°C,40,0°C, 45,0°C e 50,0 °C.

4.9. Determinagdo dos pardmetros cinéticos Km e Vmax da HRP

Experimentos foram conduzidos para avaliar o comportamento cinético da enzima
Horseradish peroxidase tanto em relacdo ao peroxido de hidrogénio quanto ao corante,
visando a determinacdo de parametros cinéticos K, € Vinax. Os ensaios foram realizados nas
mesmas condicdes reacionais do item 4.7 e nas melhores condi¢des de pH e da temperatura
obtidas no item 4.8. Nos ensaios conduzidos para determinar 0 Ky, € Vmax da enzima em
relacdo ao perdxido de hidrogénio, foi utilizada uma concentracdo inicial de corante igual a
20 mg/L, a atividade enzimatica inicial da reacdo de 25 U/mL e a concentracdo de peroxido
de hidrogénio variada de 0 a 100 mg/L. Para determinar 0 Kp, € Vimax da enzima em relacéo
ao corante, foi utilizada uma concentragdo inicial de perdxido de hidrogénio de 5 mg/L, a
atividade enzimatica inicial de 25 U/mL e a concentracdo de corante foi variada de 0 a 20
mg/L.

Na determinacdo do Kn, € Vimax do perdxido de hidrogénio na auséncia de corante o
sistema reacional era uma solucdo tampéo de fosfato no pH ideal (obtido no item 4.8), a
atividade enzimatica inicial da reacdo de 25 U/mL, e a concentragéo inicial de peroxido de

hidrogénio variada de 10 a 1.500 mg/L, mantendo-se a temperatura constante igual a 30°C.
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Com excecdo do calculo do Ky € Vimax para o corante, a taxa considerada para a
construcdo do grafico de Lineweaver-Burk (eixo das ordenadas) foi a taxa média de reacao.
A taxa média de reacdo na presenca de corante foi definida como sendo a razdo entre
remocao total de cor e o tempo de reacdo enquanto que nas rea¢es onde ndo havia presenca
de corante, a taxa meédia de reacdo foi definida como sendo a taxa inicial. O tempo final de
reacao foi definido como sendo o tempo em que ndo ha mais alteracdo de concentracdo de

cor e/ou de peroxido de hidrogénio.

4.10. Avaliagdo da Cinética de Inibi¢do da HRP na Presenca de Corante

Nos ensaios do item 4.9 foi possivel estabelecer a concentracdo de perdxido de
hidrogénio que inibe a atividade enzimatica de 25,0 U/mL, e, a partir desta concentracao
foram realizados ensaios cinéticos visando estudar a ordem da reacdo a partir da
concentracdo inibitoria de peréxido de hidrogénio.

Os ensaios foram realizados com 0 mesmo aparato experimental do item 4.7. O pH e
a temperatura foram mantidos os valores favoraveis obtidos nos ensaios do item 4.8; o
volume reacional foi mantido em 20 mL; a atividade inicial da enzima foi de 25 U/mL; a
concentracdo de azul de metileno foi de 20 mg/L e as concentracbes de perdxido de
hidrogénio utilizadas nos ensaios foram 50,0 mg/L, 75,0 mg/L e 100,0 mg/L. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata e as reagGes foram acompanhadas até a estabilizagdo

na remocao de cor maxima.
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4.11. Avaliacdo das Condigdes Estequiométricas AM/H:02 e da Relagdo

H;0;/HRP

A partir dos melhores resultados de pH e temperatura na descoloracdo do corante
azul de metileno obtidos no item 4.8, foram realizados experimentos utilizando
planejamento experimental de dois niveis com duas variaveis. A sequéncia de experimentos
visou identificar os efeitos da relacdo molar AM/H,O, e a relacdo substrato-atividade
enzimatica inicial (H,O,/HRP) dada por mM*mL/U na reacdo entre a HRP, peroxido de
hidrogénio e azul de metileno.

Foi realizado um planejamento fatorial 2% com duas varidveis independentes
(AM/H,0;, e H,O,/HRP) para a obtencdo das condi¢cdes 6timas de remocdo de cor. No
primeiro e no segundo delineamento do planejamento experimental foram investigados os
efeitos das variaveis independentes (AM/H,0, e H,O,/HRP). No terceiro delineamento foi
investigado a curvatura da superficie dentro dos limites inferior e superior, sendo possivel
obter condi¢cdes otimizadas do processo de descoloracdo do AM, obtendo-se assim, a
superficie de resposta e respectivos efeitos. Em todos os delineamentos foi utilizado o

software Statistica® versdo 8.0.

4.11.1. Defini¢cdo das Faixas de Estudo

Os efluentes que entram na estacdo de tratamento para relso encontram-se em
baixas concentra¢Ges, pois j& passaram por tratamento que reduzem significativamente a
carga poluidora (BARBOSA, 2009) com isso foi possivel estabelecer os limites inferior e
superior para o azul de metileno que foram respectivamente 5 e 15 mg/L (0,02 a 0,05 mM)

para o primeiro delineamento.
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Baseado em Ferreira-Leitdo et al (2003) que observaram a importancia da relacéo
molar AM/H,0, os limites superior e inferior estabelecidos para iniciar a investigacdo nesta
relacdo molar foram respectivamente de 1/15 e 1/20. A relacdo H,O,/HRP para a enzima
HRP se configura como a relacdo entre o inibidor/enzima ou substrato/enzima. Os limites
superior e inferior investigados no primeiro delineamento para a relacdo H,O,/HRP foram
respectivamente 1/3 e 1/15.

Os célculos das faixas de concentracdo foram realizados de forma que os pontos
axiais do planejamento em relacdo as concentracbes e/ou atividade enzimatica nédo
atingissem valores negativos das variaveis. A Tabela 4.1 apresenta as relag6es utilizadas em

cada delineamento.

Tabela 4.1 - Niveis e relac6es utilizadas nos delineamentos realizados na remocéo de cor do
corante azul de metileno utilizando HRP e peroxido de hidrogénio

Delineamentos Parametros

141 | 1 0 1| +141

AM/H,0,
Segundo delineamento (molar)

(Fatorial Quadratico) H,O,/HRP
(mM*U/mL)

Para obter a concentracgdo utilizada de cada variavel o seguinte procedimento de célculo foi
adotado:

1°) Estabelecer o limite (inferior ou superior) para a relagio AM/H,O, a ser
calculado;

2°) Verificar qual é a concentracdo de azul de metileno referente a este limite;
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3°) Verificar qual € a relagdo AM/H,0; para este limite;

4°) Calcular a concentracao de H,0y;

5°) Verificar qual € a relagdo H,O,/HRP do limite;

6°) Calcular a atividade inicial da HRP a ser adicionado na reacao.
Tomando como exemplo o primeiro delineamento e limite inferior, temos:

1°) Limite inferior;

2°) Para o limite inferior a concentracdo de AM € igual a 0,05 mM;

3°) Para o limite inferior AM/H,0; igual a 1/20;

0) [AM] _ 005 _ 1

[H,0,] — H,0, 20
Logo: [H20,] =1,0 mM
59 1/15

0) [H202] _ 1 _ 1,0

HRP 15 HRP

Logo: HRP = 15 U/mL
Com este procedimento foi possivel elaborar a Tabela 4.2 com as concentracdes

utilizadas em cada ensaio do delineamento.



Tabela 4.2 — Concentracdo de cada variavel independente nos delineamentos realizados na
remocdo de cor do corante azul de metileno utilizando HRP e perdxido de hidrogénio

1° Delineamento
Ensaio RelacGes ConcentragOes Utilizadas
AM/H,0, | H,O,/HRP AM H,0, HRP

1 1/20 1/15 0,05mM | 1,00 mM 15,0 U/mL
2 1/20 1/3 0,05mM | 1,00 mM 3,0 U/mL
3 1/15 1/15 0,02mM | 0,30 mM 4,5 U/mL
4 1/15 1/3 0,02mM | 0,30 mM 0,9 U/mL

2° Delineamento
5 1/20 1/15 0,05mM | 2,00 mM 60,0 U/mL
6 1/20 1/30 0,05mM | 2,00 mM 30,0 U/mL
7 1/40 1/15 0,02mM | 0,40 mM 12,0 U/mL
8 1/40 1/30 0,02mM | 0,40 mM 6,0 U/mL
9 1/30 1/22 0,04 mM | 1,05 mM 23,0 U/mL
10 1/30 1/22 0,04 mM | 1,05 mM 23,0 U/mL
11 1/30 1/22 0,04 mM | 1,05 mM 23,0 U/mL

3° Delineamento
12 1/20 1/15 0,05mM | 2,00 mM 100,0 U/mL
13 1/20 1/50 0,05mM | 2,00 mM 30,0 U/mL
14 1/40 1/15 0,02mM | 0,40 mM 20,0 U/mL
15 1/40 1/50 0,02mM | 0,40 mM 6,0 U/mL
16 1/30 1/33 0,04 mM | 1,05 mM 35,0 U/mL
17 1/30 1/33 0,04 mM | 1,05 mM 35,0 U/mL
18 1/30 1/33 0,04mM | 1,05 mM 35,0 U/mL
19 1/16 1/33 0,06 MM | 2,47 mM 60,0 U/mL
20 1/44 1/33 0,01mM | 0,22 mM 8,0 U/mL
21 1/30 1/8 0,04mM | 1,05 mM 81,5 U/mL
22 1/30 1/57 0,04mM | 1,05 mM 7,3 U/mL
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4.12. Identificagcdo de Oxigénio Singlete no Sistema Enzimatico

Para identificar a geracdo do oxigénio singlete, a sua concentracdo no sistema
enzimatico foi determinada nas medidas de emissdo de energia luminosa em 1270,0 nm em
um fluorimetro da Edinburgh Instruments modelo FL900 CD acoplado ao laser de 355,0 nm
e a um controlador de voltagem da Hamamatsu, o qual foi fixado em 800 volts como pode
ser visto na Figura 4.3. A medida de emissdo foi realizada numa cubeta de vidro com
volume ultil de 3 mL e qualquer emisséo de luz nesta cubeta era direcionado para o detector
por meio de lentes como pode ser observado na Figura 4.4. Foram realizados trés ensaios
aleatdrios para identificar o oxigénio singlete no sistema enzimatico e nestes ensaios foi
usada uma concentracdo de corante igual a 20 mg/L e avaliadas trés relagdes H,O,/HRP

(mM = mL/U): (1/33; 1/136 e 1/272).

Controlador de

Voltagem /
Y cm—

Local de

Andlise
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Figura 4.4 - Detalhe do local de analise de oxigén‘io singlete.

A emissdo de energia foi correlacionada com a concentracdo a partir de uma curva
padrdo de oxigénio singlete utilizando padrdo de perinaftenona. Para cada mol de
perinaftenona é gerado 1 mol de oxigénio singlete (NONELL e FLORS, 2004) As solucdes
padrao foram preparadas por meio de diluicdo a partir de uma solucédo alcodlica padrdo de
16,0 mg/L. Os ensaios para determinar a concentracdo de oxigénio singlete no meio aquoso
foram realizados nas condicBes 6timas de pH e temperatura obtidas no item 4.8, com um

volume reacional de 3,5 mL e concentragéo de corante de 20,0 mg/L.
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5. Resultados

Os resultados serdo apresentados segundo 0s seguintes itens: ensaio preliminar para
determinar o pico de absor¢édo de cor do azul de metileno; ensaios de degradacdo do AM por
via quimica; ensaios para avaliagdo dos efeitos de pH e da temperatura na remocéao de cor
de AM por via enzimatica; ensaios cinéticos da enzima HRP para levantamento de K, e
Vmax € investigacao da cinética de inibicdo; ensaios de geracdo qualitativa e quantitativa do
oxigénio singlete; agcdo do sistema enzimatico utilizando o planejamento experimental e
comparacao entre a via quimica e a via enzimatica de producdo de espécies de oxigénio

ativos.

5.1. Determinagdo do pico de absor¢do do azul de metileno

A Figura 5.1 mostra a varredura no espectro visivel de uma solugdo sintética de azul
de metileno. Variando-se a concentracdo de 1 a 100,0 mg/L é possivel observar o pico de
maior intensidade de absorcéo da cor a 660,0 nm e as curvas proporcionais a concentracao
do azul de metileno. Este pico somente é proporcional a cor da solugdo de azul de metileno
em &gua até uma concentracdo de 20 mg/L. Acima deste valor da concentracdo, a curva do
AM n&o segue a linearidade da Lei de Beer-Lambert, como pode ser visto na Figura 5.2.
Este resultado simplificou as andlises, ja que a concentracdo de azul de metileno utilizada

nas reacgdes posteriores ndo ultrapassaram 20 mg/L.
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Figura 5.1 - Espectro de absorcdo no visivel do azul de metileno em diferentes
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Figura 5.2 - Absorvancia de uma solugdo sintética de azul de metileno em diferentes

concentragdes a 660 nm
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5.2. Degradagdo de Azul de Metileno por Via Quimica

As Tabelas 5.1 e 5.2 mostram a remoc¢éo de cor do azul de metileno em funcéo das
varidveis concentracdo tedrica de oxigénio singlete gerado ([H.O2] + [CIO]) e pH em
diferentes concentragdes iniciais de azul de metileno: 20 mg/L (Tabela 5.1) e 10 mg/L
(Tabela 5.2). Em 60 minutos de reacdo, encontra-se um pequeno aumento na remoc¢ao de
cor ao diminuir a concentracdo inicial do corante azul de metileno de 20 mg/L para 10 mg/L

nas mesmas condicdes da relagdo [H,0;] + [CIO].

Tabela 5.1 - Remocéo de cor do azul de metileno por via quimica com concentracao inicial
de corante igual a 20 mg/L

pH [H20,] + [CIO] (MM + mM) Remocéo de Cor (%)
9 10 (5+5) 53
9 2 (1+1) 1,0
7 10 (5+5) 3,6
7 2 (1+1) 1,0

Tabela 5.2 - Remocéo de cor do azul de metileno por via quimica com concentracao inicial
de corante igual a 10 mg/L

pH [H20,] + [CIO] (MM + mM) Remocao de Cor (%)
9 10 (5+5) 71
9 2 (1+1) 6,1
7 10 (5+5) 9,8
7 2 (1+1) 57

A Tabela 5.3 mostra os efeitos das variaveis concentracdo tedrica de oxigénio
singlete gerado ([H20,] + [CIO]) e pH nas diferentes concentragdes iniciais de azul de

metileno estudadas: 20 mg/L e 10 mg/L.
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Tabela 5.3 - Efeitos das varidveis independentes na remocéo de cor do azul de metileno por
via quimica

Concentracdo Inicial de AM = 20 mg/L

Variavel Efeito
pH +0,8%
[H,0;] + [CIO] (MM + mM) +3,5%
Concentracéo Inicial de AM = 10 mg/L
Variavel Efeito
pH -1,1 %
[H20;] + [CIO] (MM + mM) +2,6%

Ao analisar o efeito do pH nas reacdes de geragdo do oxigénio singlete por via
quimica foi possivel observar que tanto nas rea¢cGes onde a concentra¢do inicial de azul de
metileno é igual a 20 mg/L quanto nas reagdes com a concentracdo inicial de azul de
metileno é igual a 10 mg/L, a variacdo de pH nédo influencia na remocéao de cor devido a
pequena contribuicdo do efeito para a remocao de cor do azul de metileno. Este resultado
levanta a hipétese que, em pH alcalino o azul de metileno, que possui pK, ser igual a 5,6, e
portanto, estd em sua forma catibnica, pode ser estabilizado pela densidade eletrénica
contida nos atomos de nitrogénio de sua molécula. Esta estabilizacdo provoca uma
diminuig&o da reatividade mesmo diante de um oxidante forte.

O aumento da relagdo [H.0,] + [CIO] para a concentracdo inicial de AM igual a 20
mg/L ocasiona um aumento de 3,4% na remog&o de cor. Na reacdo cuja concentracao inicial
de azul de metileno € igual a 10 mg/L, o aumento da relagcdo [H,O;] + [CIOT] gera um
aumento de 2,6% na remocdo de cor. Os resultados mostram que ao aumentar a
concentracéo teorica de oxigénio singlete no sistema ([H,O;] + [CIO) a resposta em ambos
0S casos aumenta positivamente, resultado que esta de acordo com a estequiometria da
reacdo, porém o ganho desta remocdo de cor na faixa estudada é baixo. E possivel que o
tempo de formacao e desaparecimento (tempo de vida) das espécies reativas formadas nesta
reacao tenha sido pequeno de tal forma a néo atingir um desempenho satisfatorio.
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5.3. Efeito do pH e da Temperatura nas Reagdes Enzimdticas

As melhores condicGes de pH e temperatura obtidas para a remocao de cor pela
combinacdo da enzima Horseradish peroxidase e do perdxido de hidrogénio em solucéo
aquosa foram reportadas em relacdo aos valores médios de experimentos realizados em
triplicata, visando avaliar as influéncias do pH e da temperatura na eficiéncia da remogéo de
cor.

As Figura 5.3 e 5.4 mostram a influéncia do pH e da temperatura na remocao de cor
do corante, respectivamente. Pode-se observar que no pH igual a 5,0 foi obtido o melhor
para a remocdo de cor. A literatura consultada ndo define um melhor pH na degradacéo de

corantes por HRP, tendo portanto uma grande faixa de pH onde é possivel se obter uma

melhor remocéo de cor.

Remocé&o de cor (%)

pH

Figura 5.3 - Efeito do pH na remoc¢é&o de cor com concentracdo inicial de corante igual a
20,0 mg/L; [H20,] = 6,0 mg/L; Atividade Inicial da HRP = 25,0 U/mL; T = 25°C.
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Figura 5.4 - Efeito da temperatura na remocao de cor com concentracdo inicial de corante
igual a 20,0 mg/L; [H20-] = 6,0 mg/L; Atividade Inicial da HRP = 25,0 U/mL; pH =5,0.

Resultado semelhante foi obtido por Wu et al (1997) ao estudar a influéncia do pH
na degradacdo do 2-clorofenol utilizando a enzima HRP. Estes autores encontraram, um
valor 6timo de pH igual a 5,0. Em relacdo a temperatura foi possivel observar que, dentro da
faixa estudada, ndo houve significativa influéncia da temperatura na remocéo de cor. Porém
30,0 °C foi a temperatura considerada no presente trabalho, sendo este valor, 0 mesmo
encontrado por Onder et al, (2011) ao degradar o Naphthol Blue Black. Os autores
observaram que a enzima Horseradish peroxidase ndo era inativada, por acdo de

temperatura, na faixa investigada (25° a 70° C) por eles, propriedade de grande importancia

na degradacdo de efluentes industriais.
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5.4. Determinagdo dos pardmetros cinéticos Km e Vmax da HRP

5.4.1. Kmn e Vimax na Auséncia de Corante

Os valores de Ky, e Vmax Calculados para o peréxido de hidrogénio, nos ensaios
realizados na auséncia de corante foram, respectivamente, 17,3 mM e 1,97 mM/min. A
Figura 5.5 mostra a curva cinética para determinacao de Ky, € Vimax do H2O, na auséncia de
corante azul de metileno em diferentes concentragdes de H,O,, que deu origem a Figura 5.6,
o grafico de Michaelis-Menten para o peréxido de hidrogénio na auséncia de corante. E uma
curva tipica de inibicdo por substrato como previsto na literatura (TONG et al, 1998;
PINTO e MENEZES, 2009). Um valor que é pouco citado na literatura é a concentracdo de
peréxido de hidrogénio que promove a inibicdo enzimatica. No presente trabalho foi
possivel observar que em concentracdes de perdxido de hidrogénio igual e superiores a 800
mg/L ha reducdo da velocidade de reacdo promovida pelo aumento da concentracdo de

substrato quando a atividade inicial da enzima € igual a 25,0 U/mL.
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Figura 5.5 - Cinética da degradacdo de H,0O, por acdo da HRP na auséncia de corante em
diferentes concentracbes de H,O,. Atividade Inicial de HRP = 25 U/mL; pH = 5,0;
Temperatura = 30 °C; C; = Concentracdo de perdxido de hidrogénio remanescente; Co =
Concentracdo de perdxido de hidrogénio inicial.
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Figura 5.6 — Grafico de Michaelis-Menten na reacdo entre o peréxido de hidrogénio e a
enzima HRP na auséncia de corante. Atividade inicial da HRP = 25 U/mL; pH = 5,0;
Temperatura = 30°C.
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5.4.2. Kmn e Vmax na Presenga de Corante

Na presenca de corante, os valores de Ky € Vimax para o peroxido de hidrogénio
foram respectivamente 0,10 mM e 8,0 uM/min. Os valores de K, € Vinax determinados para
o corante foram de 0,01 mM e 1,6 uM/min, respectivamente.

Comparando os resultados obtidos de Ky, e Vmax para o peroxido de hidrogénio na
presenca e na auséncia de corante, é possivel verificar que ao adicionar o corante no sistema
reacional ha um aumento acentuado da afinidade da enzima pelo peroxido de hidrogénio
evidenciado pela diminuigéo do Ky, (de 17,3 mM para 0,10 mM), mostrando que a adi¢do de
corante no sistema pode ser benéfica a interacdo da enzima com o agente que fornece
oxigénio para o sistema, ou seja, 0 peroxido de hidrogénio. Esta hipotese pode indicar um
aumento da possibilidade de gerar espécies reativas de oxigénio (dentre elas o oxigénio
singlete) na reacao.

Por outro lado, a velocidade maxima de geracdo de espécies oxidantes na presenca
de corante fica cerca de 1.000 vezes menor do que na auséncia de corante, onde a
velocidade decai de 1,97 mM/min para 8,0 uM/min. A presenga de corante provavelmente
provoca uma maior influéncia da reacdo envolvendo o intermediario HRP-II (vide Reacdo
3.10) que é a etapa mais lenta do processo (HE et al, 1996).

A Figura 5.7 e a Figura 5.8 contém respectivamente 0s ensaios cinéticos para
determinacédo de K, € Vimax do H,O, na presenca de corante azul de metileno em diferentes
concentragfes de H,O, e 0s ensaios cinéticos para determinacdo de Ky, e Vmax do corante
azul de metileno em diferentes concentracdes de azul de metileno. A Figura 5.9 mostra o
gréfico de Michaelis-Menten para o peroxido de hidrogénio na presenca de corante. A
Figura 5.9 apresenta 0 mesmo perfil de inibicdo por substrato quando na auséncia de

corante. Na presenca de corante a concentracdo de perdxido de hidrogénio que inibe a
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enzima € de 35 mg/L. A diferenca entre a concentracdo inibitdria na auséncia de corante
(800 mg/L) e na presenca de corante (35 mg/L) pode ser explicada pela acdo dos atomos de
nitrogénio que agem no mecanismo de acdo enzimatica, inibindo a enzima

(MONTELLANQO et al, 1987).

C/C,

0,2 -

0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)

—&=—10 mg/L +-++- 20 mg/L =—€=—235 mg/L
——50 mg/L —#&—75mg/L =—=—100 mg/L

Figura 5.7 - Cinética de remocdo de cor por acdo da HRP na presenca de corante em
diferentes concentracdes de H,O, (10, 20, 35, 50, 75, 100) em mg/L. [AM] = 20,0 mg/L;
Atividade Inicial de HRP = 25 U/mL; pH = 5,0; Temperatura = 30 °C; C; = Concentracédo de
azul de metileno remanescente; Co = Concentracdo de azul de metileno inicial.

51



Cinética da HRP na presenca de H202 e diferentes
concentracdes de azul de metileno

25

Tempo (min)

——1mg/L =—=—5mg/L ——10mg/L =M= 15mg/L =20 mg/L

Figura 5.8 - Cinética de remocdo de cor por acdo da HRP na presenca de H,O, em
diferentes concentracgdes de azul de metileno (1, 5, 10, 15, 20) em mg/L. [H20,] = 5,0 mg/L;
Atividade Inicial de HRP = 25 U/mL; pH = 5,0; Temperatura = 30 °C; C; = Concentracédo de
azul de metileno remanescente; Co = Concentragédo de azul de metileno inicial
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Figura 5.9 - Gréfico de Michaelis-Menten na reacdo entre o perdxido de hidrogénio e a
enzima HRP na presencga de corante. Atividade inicial da HRP = 25 U/mL; Concentracdo de
Azul de Metileno = 20,0 mg/L; pH = 5,0; Temperatura = 30°C.

A literatura fornece diversos valores de K, para sistemas reacionais contendo

corante e a enzima HRP relacionados na Tabela 5.4.

52



Tabela 5.4 - Valores de K, encontrados na literatura para diferentes corantes

Corante Valor de Kn Autor
Bromophenol blue? 25,95 uM .
Methyl Orange® 37,39 uM Liu et al, 2006
Remazol Brillant Blue R® 4545 uM Altikatoglu et al, 2012
Naphthol Blue Black’ 39,2 uM Onder et al, 2011

1 - pH =5; H,0, = 0,3 mM; Concentracdo de Corante =8 a 24 uM; T = 30° C; HRP = 0,15 U/mL.

2 — pH = 3; H,0, = 0,3 mM; Concentracdo de Corante =8 a 24 uM; T =30° C; HRP = 0,15 U/mL.

3 — pH = 5; H,0, = 3,0 mM; Concentracdo de Corante = 28 a 263 mg/L; T = 30° C; HRP = 27,9
U/mL.

4 — pH = 5; H,0, = 0,3 mM; Concentracdo de Corante = 0,01 a 0,05mM; T = 30° C; HRP = 5,88
U/mL.

Os resultados da Tabela 5.4 mostram que o K, depende da estrutura do corante e que
0 azul de metileno tem uma menor afinidade com a enzima do que 0s outros corantes
citados na literatura. A Figura 5.10 mostra o grafico do inverso da equacdo de Michaelis-
Menten que foi utilizado para determinar 0 Ki, € Vinax em relacéo ao perdxido de hidrogénio
e em relacdo ao corante. Observa-se que os dados experimentais seguem a cinética de

Michaelis-Menten.

10,0 - A
80 | ¥=12103x + 35759
B ' R2=0,9963 .-~ y=7,4812x +2,0037
3 6,0 /@/ R2=0,9913
-
k |
£ 4,0 /A,
gy 0.4
=
§ I T z = 0,0 T T 1
=10 0,57 0,0 0,5 1,0 1,5
e Lo -2,0 -
=
o
'S -40 -
s} (Concentragéo de Substrato) (L/mg)
(<3}
>
A Azul de Metileno <& Peroxido de Hidrogénio
————— Linear (Azul de Metileno) —— Linear (Peroxido de Hidrogénio)

Figura 5.10 - Grafico de Lineweaver e Burk para a determinacdo do Ky, e Vmax em relacao
ao peroxido de hidrogénio (o) (JAM] fixo em 20 mg/L) e em relacdo ao corante (A)
([H202] fixo em 5,0 mg/L; ). Todos os ensaios com atividade inicial de HRP = 25 U/mL,; pH
= 5,0; temperatura igual a 30°C)
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5.5. Avaliagdo da Cinética de Inibigdo da HRP pelo Perdxido de Hidrogénio

A Figura 5.11 mostra a cinética da reacdo da enzima HRP com o peroxido de
hidrogénio na faixa de concentracdo em que ha inibicdo pelo proprio perdxido de
hidrogénio. Pode-se observar que a partir da concentracdo de 50 mg/L o mesmo valor de
remocao de cor é alcancado (aproximadamente 60,0 % de remocdo) em diferentes tempos,
evidenciando que a inibi¢do pelo peréxido de hidrogénio ndo é uma inibicdo total. Esta
inibicdo altera o regime cinético da reacdo, porém nao altera a capacidade de oxidacdo da

enzima HRP.

1,000 Ay

0,800

0,600

C/C,

0,400

0,200 -

0,000 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
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===50 mg/L =A=75mg/L =>e=100 mg/L

Figura 5.11 - Cinética da reacdo entre o peroxido de hidrogénio e a enzima HRP na presenca
de corante em diferentes concentragdes de H,O; (50, 75, 100) em mg/L. Atividade inicial da
HRP = 25 U/mL; Concentracéo inicial de Corante igual a 20 mg/L; pH = 5,0; Temperatura
= 30°C; C; = Concentragéo de azul de metileno remanescente; C, = Concentragdo inicial de
azul de metileno

Com os dados obtidos na Figura 5.11 foi possivel determinar as constantes

cinéticas das reagdes de inibicdo nas condicBes estudadas. Nas Figuras 5.12, 5.13, 5.14
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contém os graficos (com suas respectivas regressdes lineares, de acordo com a teoria
desenvolvida no Apéndice 1) referentes aos testes realizados para verificar a ordem de
reacao na remocao de cor do corante AM por acdo da HRP na concentracdo de perdxido de
hidrogénio é igual a 50 mg/L. E possivel observar que o melhor ajuste linear entre os pontos
foi dado para um R* = 0,9314 no teste de ordem zero. Portanto, quando a concentracio de
peréxido de hidrogénio é de 50 mg/L, a cinética procedeu segundo uma reacdo de ordem

zero, tendo o valor de “k” igual a 0,226 L*(min*mg)™.
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Figura 5.12 - Teste cinético para verificar ordem zero na reacdo entre a enzima HRP e o
corante azul de metileno na presenca de peroxido de hidrogénio. [H,0,] = 50 mg/L
Atividade inicial da HRP = 25 U/mL,; Concentracéo inicial de Corante igual a 20 mg/L; pH
=5,0; Temperatura = 30°C; X = Conversdo do AM
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Figura 5.13 - Teste cinético para verificar primeira ordem na reacao entre a enzima HRP e o
corante azul de metileno na presenca de peroxido de hidrogénio. [H,0,] = 50 mg/L
Atividade inicial da HRP = 25 U/mL; Concentracao inicial de Corante igual a 20 mg/L; pH
=5,0; Temperatura = 30°C; X = Conversdo do AM
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Figura 5.14 - Teste cinético para verificar segunda ordem na reacdo entre a enzima HRP e o
corante azul de metileno na presenca de peroxido de hidrogénio. [H20,] = 50 mg/L
Atividade inicial da HRP = 25 U/mL; Concentracdo inicial de Corante igual a 20 mg/L; pH
= 5,0; Temperatura = 30°C; Xa = Conversdo do AM
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Nas Figuras 5.15, 5.16 e 5.17 contém os graficos (com suas respectivas regressoes
lineares, de acordo com a teoria desenvolvida no Apéndice 1) referentes aos testes
realizados para verificar a ordem de reacdo na remocéo de cor do corante AM por acao da
HRP na concentrac&o de perdxido de hidrogénio é igual a 75 mg/L. E possivel observar que
o melhor ajuste linear entre os pontos foi dado para um R? = 0,9745 no teste de ordem zero.
Portanto, quando a concentracdo de perdxido de hidrogénio é de 75 mg/L, a cinética

procedeu segundo uma reagdo de ordem zero, tendo o valor de “k” igual a 0,12

L*(min*mg) ™.
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Figura 5.15 - Teste cinético para verificar ordem zero na reacdo entre a enzima HRP e o
corante azul de metileno na presenca de peroxido de hidrogénio. [H,0,] = 75 mg/L
Atividade inicial da HRP = 25 U/mL,; Concentracdo inicial de Corante igual a 20 mg/L; pH
=5,0; Temperatura = 30°C; X = Conversdo do AM
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Figura 5.16 - Teste cinético para verificar primeira ordem na reacdo entre a enzima HRP e o
corante azul de metileno na presenca de peroxido de hidrogénio. [H,0,] = 75 mg/L
Atividade inicial da HRP = 25 U/mL; Concentracao inicial de Corante igual a 20 mg/L; pH
=5,0; Temperatura = 30°C; X = Conversdo do AM
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Figura 5.17 - Teste cinético para verificar segunda ordem na reagdo entre a enzima HRP e o
corante azul de metileno na presenca de peroxido de hidrogénio. [H20;] = 75 mg/L
Atividade inicial da HRP = 25 U/mL,; Concentracéo inicial de Corante igual a 20 mg/L; pH
= 5,0; Temperatura = 30°C; Xa = Conversdo do AM
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Nas Figuras 5.18, 5.19 e 5.20 contém os graficos (com suas respectivas regressoes
lineares, de acordo com a teoria desenvolvida no Apéndice 1) referentes aos testes
realizados para verificar a ordem de reacdo na remocéo de cor do corante AM por acao da
HRP na concentracdo de perdxido de hidrogénio é igual a 100 mg/L. E possivel observar
que o melhor ajuste linear entre os pontos foi dado para um R? = 0,9797 no teste de ordem
zero. Portanto, quando a concentracdo de peréxido de hidrogénio é de 75 mg/L, a cinética

procedeu segundo uma reacdo primeira ordem , tendo o valor de “k” igual a 0,006 min™
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Figura 5.18 - Teste cinético para verificar ordem zero na reacdo entre a enzima HRP e o
corante azul de metileno na presenca de peroxido de hidrogénio. [H,O,] = 100 mg/L
Atividade inicial da HRP = 25 U/mL; Concentracdo inicial de Corante igual a 20 mg/L; pH
=5,0; Temperatura = 30°C; X = Conversdo do AM
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Figura 5.19 - Teste cinético para verificar primeira ordem na reacdo entre a enzima HRP e o
corante azul de metileno na presenca de peroxido de hidrogénio. [H,O,] = 100 mg/L
Atividade inicial da HRP = 25 U/mL; Concentracao inicial de Corante igual a 20 mg/L; pH
=5,0; Temperatura = 30°C; X = Conversdo do AM
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Figura 5.20 - Teste cinético para verificar segunda ordem na reacdo entre a enzima HRP e o
corante azul de metileno na presenca de peroxido de hidrogénio. [H20,] = 100 mg/L
Atividade inicial da HRP = 25 U/mL,; Concentracéo inicial de Corante igual a 20 mg/L; pH
= 5,0; Temperatura = 30°C; Xa = Conversdo do AM
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Taylor et al (1994) encontraram cinética de “pseudo” segunda ordem para a
inativacdo da HRP na presenca de fenol e tampéo fosfato em pH = 7,0, mostrando que a
cinética de inativacéo ira depender diretamente do contaminante que esta sendo degradado e

das condic¢des das variaveis HRP e peroxido de hidrogénio e da reacao.

5.6. Medidas de Oxigénio Singlete

A Figura 5.21 mostra a intensidade do sinal de 1270 nm nas trés reacfes realizadas em
diferentes relagcdes H,O,/HRP (mM*mL/U): 1/33 (a); 1/136 (b); 1/272 (c). Pode-se observar
que existe um ruido em torno do pico de 1270 nm ja previsto na literatura. Li et al (2013)
mostram que a concentracdo de oxigénio no estado fundamental influencia na deteccdo do
oxigénio singlete por luminescéncia e quanto menor disponibilidade de oxigénio dissolvido
no meio, maior € o nivel de ruidos e quanto maior a concentracdo de oxigénio fundamental,
maior é a qualidade do sinal detectado pelo equipamento. O espectro infra-vermelho do azul
de metileno (Anexo 1) mostra que o corante ndo absorve em 1270 nm e 0s comprimentos de
onda de absor¢do mais préximos ao de absorcdo do oxigénio singlete sdo os de 1252 nm e
1226 nm, sendo estes de pouca intensidade.

A Figura 5.21, evidencia que os picos apresentados ao redor de 1270 nm sdo picos
fornecidos pela baixa concentracdo de oxigénio fundamental durante a analise. Com este
resultado foi possivel identificar qualitativamente o oxigénio singlete gerado no sistema

HRP/H,0,/AM em pH = 5,0 com concentracdo de corante igual a 20 mg/L.
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Figura 5.21 - Absorcao do oxigénio singlete em 1270 nm nas rea¢des via enziméatica em pH
= 5,0; temperatura = 25°C; concentracdo inicial de corante igual a 20 mg/L; relacéo
H,O0,/HRP = 1/33 (a); 1/136 (b); 1/272 (c))
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Os resultados da Figura 5.21 mostram que a relagdo H,O,/HRP nao influencia na
presenca de oxigénio singlete no sistema tanto quanto a concentracdo de peroxido de
hidrogénio. Na relacdo H,O,/HRP de 1/136 (Figura 5.21(b)) foi realizada com uma
concentracdo de peroxido de hidrogénio maior (45 mg/L) e, portanto obteve maior
intensidade de absor¢cdo em 1270 nm, ou seja, nesta relacdo uma maior quantidade de
oxigénio no estado fundamental estava disponivel para ir ao nivel energético singlete. Logo,
0 pico de absorcdo foi maior que das relagdes H,O,/HRP de 1/33 e 1/272 (Figura 5.21 (a) e
(c) respectivamente) que utilizaram uma menor concentracdo de peroxido de hidrogénio
(30 mg/L). Mano et al, (2014) reportou a mesma emissdao em 1270 nm na degradacdo de
iso-butiraldeido em solucdo de acetona e tampédo deuterado de fosfato (pD = 7,4) na
presenca de HRP, corroborando assim Piatt et al,(1977) que afirma a possibilidade de
geracdo de oxigénio singlete através da reacdo com a HRP.

Apbs a identificacdo do oxigénio singlete nas reacdes correspondentes as Figuras 5.9
(@), (b), (c) foi determinada a concentracdo de oxigénio singlete gerada em cada reacdo. A
Figura 5.22 mostra o0 comportamento da energia emitida em 1.270 nm e a concentragdo de
oxigénio singlete gerada na solucdo alcdolica de perinaftenona. E possivel observar uma
correlagdo de proporcionalidade entre a energia emitida a 1.270 nm e a concentracdo de

oxigénio singlete gerada no sistema.
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Figura 5.22 - Curva padrdo de geracdo de oxigénio singlete obtida por analise de
fosforescéncia em solucéo alcoolica da perinaftenona

Com o ajuste linear dos pontos, foi possivel escrever a Equacao 5.1 que correlaciona
a energia emitida em 1.270 nm com a concentracdo de oxigénio singlete, apresentando uma

correlagdo, R* = 0,9929.

E.E.(1.270nm) = 318.84 * Concentracio de 0, (mg/L) + 857.27 (5.1)

Onde: “E.E. (1.270nm)” ¢ a energia emitida no sistema em 1.270 nm. Com esta curva €

possivel calcular a concentracdo de oxigénio singlete a partir da energia emitida em

1.270 nm de um sistema capaz de gerar oxigénio singlete.
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A Tabela 5.5 apresenta a quantidade de oxigénio singlete medida em diferentes

condicdes reacionais do sistema enzimatico.

Tabela 5.5 - CondicGes de cada ensaio para determinar o oxigénio singlete no sistema

enzimatico
| [H,00] | [Ho0,] | Alividade Relagao Energia | ‘O, Gerado
Ensaio (ma/l) | (mM) Inicial da H,0,/HRP Emitida (u.a.) (mg/L)
HRP (U/mL) | (mM*mL/U) "
a 30,0 0,88 29,0 1/33 4,11*10° 10,1
b 45,0 1,32 179,0 1/136 2,05*10" > 16
c 30,0 0,88 239,0 1/272 5,72*10° 15,1

* Todos os ensaios foram realizados com concentracdo inicial de Azul de Metileno
igual a 20 mg/L

No ensaio correspondente a relacdo H,O./HRP de 1/33 (Ensaio “a”) foram gerados
4,11E+03 de unidades, o equivalente a 10,1 mg/L de oxigénio singlete, cerca de 20,0% do
valor estequiométrico para a degradacdo completa do azul de metileno de acordo com a
reacdo 3.4. Para o terceiro ensaio (Ensaio “c”), quando a atividade inicial da enzima foi
elevada para 239,0 U/mL, e a concentracdo de perdxido de hidrogénio foi mantida em 30,0
mg/L (0,88 mM), o sistema gerou uma energia de 5,72E+03 unidades equivalente a 15,1
mg/L de oxigénio singlete. Observa-se que para um aumento correspondente a 8,2 vezes (de
29 U/mL para 239 U/mL) do valor da atividade inicial da enzima HRP, a concentracdo
gerada de oxigénio singlete aumentou apenas 1,5 vezes. Ja no segundo ensaio (Ensaio “b”),
a concentracdo de perdxido de hidrogénio foi elevada para 45,0 mg/L (1,32 mM) e a
atividade inicial da enzima utilizada foi de 179,0 U/mL, a energia gerada ultrapassou os
limites da curva padrdo e foi para o valor de 2,05E+04 unidades mostrando que a
concentracdo de oxigénio singlete depende diretamente da concentragdo de perdxido de

hidrogénio e ndo da atividade inicial da enzima.
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5.7. Otimizagdo da Reagdo Enzimdtica

5.7.1. Primeiro Delineamento

No primeiro delineamento, foi utilizado o planejamento fatorial 2° sendo a relacéo
AM/H,0, (molar) e a relacdo H,O,/HRP (mM*mL/U) as variaveis independentes e a
remocao de cor a variavel resposta. Os limites inferior e superior da variavel independente
AM/H,0, foram respectivamente, 1/20 e 1/15 enquanto que para a variavel independente
H.O,/HRP foram respectivamente, 1/15 e 1/3. A Tabela 5.6 mostra os resultados gerados
no primeiro delineamento.

Tabela 5.6 - Remocdo de cor do corante azul de metileno no primeiro delineamento.

Ensaio Relacbes ConcentragOes Utilizadas Remoc&o
AM/H,0, | H,O,/HRP AM H,0, HRP de Cor (%)

1 1/20 1/15 0,05 mM | 1,00 mM | 15,0 U/mL 62,0

2 1/20 1/3 0,05mM | 1,00 mM | 3,0 U/mL 2,9

3 1/15 1/15 0,02mM | 0,30 mM | 4,5U/mL 31,4

4 1/15 1/3 0,02mM | 0,30 mM | 0,9 U/mL 7,1

Com os resultados da Tabela 5.6 foi possivel obter a Figura 5.23 mostra curva de
contorno gerada no primeiro delineamento do planejamento experimental. E possivel
observar que o maior percentual de remocéo de cor é encontrado nas menores relacfes das
variaveis: 1/20 para a relacdo molar entre AM/H,0, e 0 mesmo valor, 1/20 para a relacéo
H.0,/HRP (mM*mL/U), sendo possivel assim definir as faixas das variaveis independentes

para o segundo delineamento.
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Figura 5.23 — Curva de contorno gerada no primeiro delineamento com [H.0,] = 0,3 a 1,0

mM; HRP = (vide Tabela 5.6); [AM] = 0,02 a 0,05 mM em pH = 5,0 e temperatura igual a
30,0°C. Regido vermelha indica maior percentual de remogéo de cor

Com as variaveis independentes estudadas no primeiro delineamento é possivel
observar que tanto a variavel AM/H,0O, quanto a varidvel H,O,/HRP influenciam na
resposta remocdo de cor, sendo entdo varidveis importantes para serem estudadas nos
processos de oxidacdo enzimatica utilizando HRP. Ferreira-Leitdo et al, 2003 ja havia
estudado a relagio AM/H,O, na degradacdo do azul de metileno e observaram a
importancia desta variavel na degradacdo do azul de metileno, que é referente a
estequiometria da reagdo entre o azul de metileno e o peréxido de hidrogénio da reacéo 3.4
cujo valor estequiométrico € a relagdo AM/H,0, 1/51. Como o peroxido de hidrogénio

além de ser um substrato para a enzima HRP, é também, um inibidor da enzima a relagdo

H.O,/HRP se torna uma variavel importante para ser investigada.
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5.7.2. Segundo Delineamento

No segundo delineamento, foi utilizado o planejamento fatorial 22 sendo a relacéo

AM/H,0, (molar) e a relacdo H,O,/HRP (mM*mL/U) as variaveis independentes e a

remocao de cor a variavel resposta. Os limites inferior e superior da variavel independentes

AM/H,0, foi respectivamente 1/40 e 1/20 enquanto que para a variavel independente

H.O,/HRP foi respectivamente 1/30 e 1/15. A Tabela 5.7 mostra os resultados gerados no

primeiro delineamento.

Tabela 5.7 - Remocdo de cor do corante azul de metileno no segundo delineamento.

Ensaio RelacOes ConcentragOes Utilizadas Remocéo
AM/H,0; | H,0./HRP AM H.,0; HRP de Cor (%)
5 1/20 1/15 0,05mM | 2,00mM | 60,0 U/mL 49,3
6 1/20 1/30 0,05mM | 2,00mM | 30,0 U/mL 77,0
7 1/40 1/15 0,02mM | 0,40 mM | 12,0 U/mL 72,3
8 1/40 1/30 0,02mM | 0,40 mM | 6,0 U/mL 67,8
9 1/30 1/22 0,04mM | 1,05 mM | 23,0 U/mL 81,1
10 1/30 1/22 0,04 mM | 1,06 mM | 23,0 U/mL 81,7
11 1/30 1/22 0,04 mM | 1,06 mM | 23,0 U/mL 81,0

A Figura 5.24 apresenta a curva de contorno gerada no segundo delineamento onde

pode ser observado que a variavel AM/H,0, esta inserida na regido em que ocorre maior

remocao de cor e a variavel H,O,/HRP, indicando que maiores remo¢des sdo obtidas em

regides abaixo da estudada. Portanto para o terceiro delineamento os limites superiores e

inferiores da variavel AM/H,0, foram mantidos e o limite superior da variavel H,O,/HRP

também foi mantido.
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Figura 5.24 — Curva de contorno gerada no segundo delineamento com [H,0O,] = 0,4 a 2,0
mM; HRP = (vide Tabela 5.7); [AM] = 0,02 a 0,05 mM em pH = 5,0 e temperatura igual a

30,0°C. Regido vermelha indica maior percentual de remocéo de cor

A Tabela 5.8 apresenta os seguintes dados para 0s ensaios do segundo delineamento:

os efeitos das variaveis independentes e os efeitos das interaces entre as variaveis; o valor

de “F” calculado dos termos lineares do modelo matematico; o “p-valor” para 95% de

confianca.
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Tabela 5.8 - Dados de efeito, valor de F ¢ “p-valor” para o segundo delineamento da reagao
via enzimatica.

Variaveis
AM/H,0, H,0O,/HRP AM/H,0, e H,0,/HRP”
Efeito Linear -0,07 -0,05 -0,29
p-valor
(Efeito Linear) 0,003 0,001 <0,001
Efeito Quadratico N.A. N.A. N.A.
p-valor
(Efeito Quadratico) N.A. N.A. N.A.
Valor de F 323,5 013,2 1764,5
(Linear)
p-valor
(“F” Linear) 01003 OlOOl < 01001
Valor de F
(Quadratico) N.A. N.A. N.A.
p-valor
(“F* Quadrtico) N.A. N.A. N.A.

* - Interagdo entre as varidveis
N.A. - Néo aplicavel

Com os dados da Tabela 5.8 é possivel dizer que na faixa estudada no segundo
delineamento todas as variaveis sdo significativas com confianca de 95 % e possuem um
efeito negativo em relacdo a resposta remocao de cor. O “p-valor” do F calculado comprova
que os dados das variaveis estudadas se ajustam ao modelo matematico na faixa investigada

com confianga de 95%.

5.7.3. Terceiro Delineamento

No terceiro delineamento, as varidveis independentes e a variavel reposta foram
mantidas sendo acrescido de pontos axiais para se obter a curvatura da superficie. Os
limites inferior e superior da variavel independentes AM/H,0; foi respectivamente 1/40 e
1/20 enquanto que para a variavel independente H,O,/HRP foi respectivamente 1/50 e 1/15.

A Tabela 5.9 mostra os resultados gerados no primeiro delineamento.
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Tabela 5.9 - Remocdo de cor do corante azul de metileno no terceiro delineamento.

Ensaio RelagOes ConcentragOes Utilizadas Remocéo

AM/H,0, | H,O./HRP AM H,0, HRP de Cor (%)
12 1/20 1/15 0,047 mM | 2,00 mM | 100,0 U/mL 42,6
13 1/20 1/50 0,047 mM | 2,00 mM | 30,0 U/mL 82,4
14 1/40 1/15 0,020 MM | 0,40 mM | 20,0 U/mL 76,1
15 1/40 1/50 0,020 mM | 0,40 mM | 6,0 U/mL 50,0
16 1/30 1/33 0,035 mM | 1,05 mM | 35,0 U/mL 74,1
17 1/30 1/33 0,035 mM | 1,05 mM | 35,0 U/mL 75,1
18 1/30 1/33 0,035 mM | 1,05 mM | 35,0 U/mL 74,9
19 1/16 1/33 0,056 mM | 2,47 mM | 60,0 U/mL 60,1
20 1/44 1/33 0,014 mM | 0,22 mM | 8,0 U/mL 78,1
21 1/30 1/8 0,035 mM | 1,05 mM | 81,5 U/mL 18,9
22 1/30 1/57 0,035 mM | 1,06 mM | 7,3 U/mL 60,9

A Figura 5.25 mostra a superficie gerada no terceiro e ultimo delineamento. E

possivel perceber que para relacdo AM/H,0, proxima ao limite superior (1/20) a remocao

de cor é mais eficiente quando a relacdo H,O,/HRP esta proxima ao limite inferior (1/50).

J& para relagdo AM/H,0, proxima ao limite inferior (1/40) a remocdo de cor é mais

eficiente quando a relagdo H,O,/HRP esta proxima do limite superior (1/15).
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Figura 5.25 — Superficie gerada no terceiro delineamento com [H,0,] = 0,4 a 2,0 mM; HRP
= (vide Tabela 5.9); [AM] = 0,02 a 0,05 mM em pH = 5,0 e temperatura igual a 30,0°C.

Regido vermelha indica maior percentual de remocéo de cor

A Tabela 5.10 apresenta os seguintes dados para 0s ensaios do terceiro

delineamento: os efeitos das variaveis independentes e os efeitos das interagcdes entre as

variaveis; o valor de “F” calculado dos termos lineares do modelo matematico; o “p-valor”

para 95% de confianca.
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Tabela 5.10 - Dados de efeito, valor de F e “p-valor” para o terceiro delineamento da reacéo
via enzimética.

Variaveis
AM/H,0, H,0,/HRP AM/H,0; e H,0,/HRP™

Efeito Linear -0,10 -0,05 -0,29
p-valor

(Efeito Linear) 0.2 0.5 0,02

Efeito Quadratico -0,09 -0,10 N.A.
p-valor

(Efeito Quadratico) 0.2 0,02 N.A.

Valpr de F 214 05 12.9
(Linear)
p-valor

(“F” Linear) 012 0’5 0,01

Valor de F

(Quadratico) 2,07 11,5 N.A.
p-valor

(“F” Quadratico) 0.2 0,02 N.A.

* - Interagdo entre as varidveis
N.A. - Néo aplicavel

A partir do resultado gerado no terceiro delineamento é possivel verificar que a
geracdo de espécies oxidantes é determinada pela relacdo molar entre o azul de metileno e
perdxido de hidrogénio (AM/H,0,) no sistema e controlada pela relacdo atividade inicial da
enzima e perdxido de hidrogénio (H,O,/HRP). Para a varidvel AM/H,0, proxima ao limite
inferior é necessario que a variavel H,O,/HRP esteja proxima ao seu limite superior para
gue o sistema possa manter a eficiéncia de remocao maior possivel e 0 mesmo € observado
guando a variavel AM/H,0, estd proxima ao limite superior € necessario que a variavel
H.O,/HRP esteja proxima ao seu limite inferior.

Os resultados da Tabela 5.10 mostram que a variavel AM/H,0, ndo é significativa
para a faixa investigada, porém esta variavel “contaminante (substrato)/H,0,” ¢ relevante
para sistemas enzimatico utilizando HRP e H,0,. (FERREIRA-LEITAO et al, 2003; BON
et al, 2008). A variavel equivalente a grandeza “inibidor (substrato)/enzima” (H,O,/HRP) é

significativa para a faixa estudada apresentando efeitos negativos para a remocéo de cor
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provavelmente devido ao fato do H,O, se apresentar como inibidor da enzima em elevadas
concentracgdes relativas a HRP (relacdo H,O,/HRP elevada). A enzima HRP em elevadas
concentracdes (relacdo H,O,/HRP baixa) aumenta a eficiéncia de remocdo de cor em
corantes (SARMA et al, 2005).

O gréfico de pareto (Figura 5.26) para este terceiro delineamento corrobora os
resultados obtidos na Figura 5.25, pois mostra a importancia estatistica que a interacao
entre as variaveis AM/H,0, e H,0,/HRP tem sobre a remocdo de cor. Uma provavel
explicacdo para que a varidvel AM/H,0, ndo apresente significancia estatistica é a
superficie de resposta do terceiro delineamento ser caracterizada por uma funcdo do tipo
“sela” (vide Figura 5.27) onde se observa uma regido em que altas eficiéncias de remogéo

de cor encontram-se numa faixa que abrange tanto o limite inferior quanto o limite superior.

- —

-3,5862

HHHHHHH (Qudratico)

-3,3919

/HRP(Linear % -0,7329

tandardized Effect Estimate (Absolute Value)

a 1Z
Figura 5.26 - Gréfico de Pareto gerado no terceiro delineamento com grau de confianca de
95%.
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Com os pontos axiais do terceiro delineamento foi possivel obter a curvatura da
superficie gerada (Figura 5.27) e foi possivel escrever a Equacdo 5.2, com 0s termos
codificados e R? igual a 90,4%, gerada para a descoloracdo do azul de metileno (Equago

5.2) que prevé uma remocéao de cor de até 90%.
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Figura 5.27 — Curvatura gerada no terceiro delineamento com [H,0;] = 0,4 a 2,0 mM; HRP
= (vide Tabela 5.9); [AM] = 0,02 a 0,05 mM em pH = 5,0 e temperatura igual a 30,0°C.
Regido vermelha indica maior percentual de remocéo de cor.

75



Kariminia e Yousefi (2010), utilizando planejamento fatorial associado a
metodologia de superficie de resposta, estudaram a descoloragdo do corante “Orange 7
com peroxidase proveniente de fungo e encontraram um R? de 97,18%, conseguindo
remover até 100% de cor do corante. J& Palvannan e Kalaiarasan (2014) utilizaram o
planejamento fatorial completo composto com pontos centrais e as superficies de resposta
geradas para otimizar a adi¢do de estabilizadores a HRP na reacdo de degradacédo de fenol,

obtendo 60% de remocao.

5.8. Comparagado entre a Via Quimica e Via Enzimdtica

A principal analise que pode ser feita na comparacdo da geracdo de espécies
oxidantes por via quimica e por via enzimatica € por meio do pH e da concentracdo
estequiométrica de peroxido de hidrogénio necessaria para remocdo de cor no azul de
metileno. A Tabela 5.11 mostra o efeito de pH e da concentracdo estequiométrica de
perdéxido de hidrogénio da condi¢do em que foi obtida maior remocéo de cor do corante azul
de metileno, tanto na via quimica quanto na via enzimatica. Entende-se a melhor condigédo

como aquela que gera uma maior concentracdo de espécies reativas de oxigénio.

Tabela 5.11 — Comparacdo entre 0 pH e o valor estequiométrico de perdxido de hidrogénio
utilizados na melhor condicao de geracdo de oxidante por via quimica e por via enzimatica

H Valor Estequiométrico de | Concentracdo de Remocéo de Cor
P H,0, H,0, (mg/L) maxima (%)
Via Quimica® 7,0 0,16 276,8 9,8
Via Enzimética’ | 5,0 0,04 68,0 82,4

a— Concentracéo inicial de azul de metileno igual a 10 mg/L; Temperatura = 25° C
b — Obtido no ensaio 13 (vide Tabela 5.9) do planejamento experimental
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A maior eficiéncia de remocéo de cor no azul de metileno por via quimica na faixa
estudada foi em pH neutro e obteve uma eficiéncia de remocao de cor aproximadamente 8,0
vezes menor que da via enzimatica. Ja a via enzimatica possui uma regido da faixa acida a
neutra onde tem acdo oxidante (vide Figura 5.3), configurando assim uma vantagem em
relacdo ao processo por via quimica, pois ndo necessita de alcalinizacdo ou acidificacao.

A quantidade estequiométrica de peroxido de hidrogénio (dado pela reacdo 3.4)
necessaria para a degradacdo do corante azul de metileno por via quimica variou de 1,0 a
5,0 vezes e obteve uma remocao de cor de ho maximo 9,8% na condicdo de 0,16 vezes a
quantidade estequiométrica de peroxido de hidrogénio em pH 7,0. J& na via enziméatica uma
remocao de 82,4 % de cor foi obtida utilizando uma concentracdo de peroxido de hidrogénio
0,04 vezes a quantidade estequiométrica, ou seja, 4 vezes menor gque a concentracdo de
perdxido de hidrogénio utilizado na via quimica.

Considerando que o peroxido de hidrogénio € utilizado para gerar oxigénio reativo
tanto por via quimica (peréxido de hidrogénio e hipoclorito de sodio) quanto por via
enzimética (peréxido de hidrogénio e HRP), os resultados de descoloracdo do azul de
metileno por acdo enzimatica indicam que a quantidade de perdxido de hidrogénio utilizada
no sistema enzimatico é 4 vezes menor que a quantidade de peroxido de hidrogénio
utilizado no sistema quimico (reacdo do perdxido de hidrogénio e hipoclorito de sédio),

demonstrando uma vantagem do processo enzimatico utilizado.
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6. Conclusoes

Foi possivel a remocao de cor da solugdo aquosa do corante azul de metileno (20,0
mg/L) pela agdo combinada entre a enzima Horseradish peroxidase e o peroxido de
hidrogénio, em pH 5,0 e temperatura de 30,0 °C, obtendo-se uma eficiéncia de remocgéo de
cor de cerca de 80,0 %.

Ao comparar os valores de K, para os sistemas estudados neste trabalho entre as
combinacGes de HRP, perdxido de hidrogénio e azul de metileno, é possivel que ao
adicionar azul de metileno na solucdo contendo perdxido de hidrogénio e HRP, haja um
aumento da afinidade da enzima em relacéo ao peroxido de hidrogénio devido a diminuicdo
do Ky, (de 17, mM para 0,1 mM) para 0 mesmo substrato, sugerindo que a reacdo redox
entre a enzima e o peroxido de hidrogénio se intensifique, tendo uma maior possibilidade
geracgdo de espécies reativas de oxigénio.

A enzima é inibida pelo substrato peréxido de hidrogénio. Na auséncia de corante, a
concentracdo inibitéria de perdxido de hidrogénio é de 800,0 mg/L e na presenga de corante,
35,0 mg/L. A inibicdo ndo é total e a cinética de inibicdo da HRP pelo peroxido de
hidrogénio mostra uma tendéncia permanecer como ordem zero e, com aumento da
concentracdo de peroxido de hidrogénio, aumentar a ordem de reacdo para reacdo de
primeira ordem.

A reacdo entre a Horseradish peroxidase, perdxido de hidrogénio e azul de metileno
¢ capaz de gerar oxigénio singlete numa concentracdo maior que 15,18 mg/L. O fator
determinante na geracdo do oxigénio singlete é a concentracdo do perdxido de hidrogénio e
ndo a atividade da enzima.

A reacdo entre a enzima HRP, o perdxido de hidrogénio e o azul de metileno segue a
cinética de Michaelis-Menten até a concentracdo limite de 35 mg/L de peroxido de
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hidrogénio. Apos esta concentracdo a velocidade da reacdo € diminuida proporcionalmente
ao aumento da concentracao inicial de peréxido de hidrogénio.

A via enzimatica se mostrou mais eficiente que a via quimica em relacdo a
quantidade de perdéxido de hidrogénio utilizada. Na via quimica foi 4 vezes maior que a
quantidade estequiomeétrica utilizada na via enzimatica. Além disso, a eficiéncia na
descoloracdo do azul de metileno na via quimica foi 8 vezes menor que da via enzimatica,
mostrando que a via enzimatica foi o processo que gera maior quantidade de oxidante que a
via quimica nas condi¢6es estudadas.

As principais variaveis que influenciam na remocéo de cor pela acdo da enzima HRP
e peréxido de hidrogénio é a relacdo molar AM/H,0, e a relacdo H,O,/HRP dada em
mM*mL/U. Remocdes de cor maiores que 80 % sdo previstas pelo modelo estatistico
estudado quando a relagdo AM/H,0, se encontra no nivel inferior (1/40) e a relagédo
H.O./HRP no nivel superior (1/15) ou quando a relacio AM/H,O, no nivel superior

estudado (1/20) e a relacdo H,O,/HRP no seu nivel inferior (1/50).
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7. Recomendacgdes e Trabalhos Futuros

Diante das conclusBes deste trabalho € possivel verificar uma série de estudos que

podem ser realizados a fim de complementar os resultados que j& foram aqui apresentados,

dentre os quais é possivel destacar:

O Estudo da utilizagdo da enzima imobilizada, ja que sua utilizagdo na “forma livre”
leva a inativacdo. Estudos indicam que o encapsulamento tem a funcdo de proteger a
enzima da inativacao ap0s a primeira utilizacao.

O estudo da melhor matriz de encapsulamento da enzima (gel, vidro, polissacarideos,
etc) para uma aplicacdo especifica em tratamento de efluente industrial.

E necessario investigar fontes alternativas de peroxidase e/ou sua utilizacio direta, sem a
necessidade de purificagdo ou algum processo de liofilizagdo para diminuir o custo do
tratamento enzimatico de efluentes.

Realizar testes com efluentes industriais oriundos de tratamento secundario para
verificar a eficiéncia oxidante do oxigénio singlete e/ou sua eficiéncia biocida. Apds os
testes verificar a viabilidade econdmica do processo.

Estudar como medir o oxigénio singlete “on-line” para determinar se existe inativagdo
da enzima HRP pelo oxigénio singlete formado (inativagdo por produto) e acompanhar a

reacdo em termos de formacdo de oxigénio singlete.
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Apéndice 1 - Determinac¢ao da Constante de Velocidade para Reagoes
Irreversiveis

Segundo Levenspiel (1974) a constante cinética do decaimento de um reagente “A”
em uma reacdo homogénea na qual 0 reagente “A” gera produto “P” (A — P) pode ser
determinada empiricamente seguinte forma: o decaimento da concentra¢do do reagente “A”

pode ser escrito pela equacéo:

dcCy

e k[C4]" (Equacdo Al.1)

Onde:

ac . ~
d—tA = Decaimento da concentracdo de reagente ao longo do tempo.

k = Constante da velocidade da reagéo
Ca = Concentracdo de reagente
n = pseudo-ordem da reacao

Se a reacdo possuir ordem zero (n = 0) a resolucdo da equacdo Al.1 sera:
Cho* Xy =kt (Equacdo Al1.2)
Onde:
Cao = Concentracdo inicial de reagente “A”

3 A . /Ca0—C
Xa = Conversdo do reagente “A” dado por: (—““é AF)
A0

Car = Concentragéo final do reagente “A”
k = Constante da velocidade da reacédo

t = tempo de reagéo
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Portanto o grafico que possui uma relacao linear entre o eixo da abscissa (tempo de
reacdo) o eixo da ordenada (conversdo da reacdo) tem caracteristicas de uma reacdo de
ordem zero e o coeficiente angular da reta é a propria constante de velocidade

Se a reacdo for de primeira ordem (n = 1) a resolucdo da equacdo Al.1 sera:
In(1—-X,) =—-kxt Equacdo (Al1.3)
Onde:

~ A Ca0—C
Xa = Conversao do reagente “A” dado por: (%)

Car = Concentragdo final do reagente “A”
k = Constante da velocidade da reacédo

t = tempo de reagéo

Portanto o grafico que possui uma relacdo linear entre o eixo da abscissa (tempo de
reagdo) o eixo da ordenada (logaritmo neperiano de “1-Xa”) tem caracteristicas de uma
reacdo de primeira ordem o coeficiente angular da reta é a prépria constante de velocidade

em valor absoluto

Se a reacdo for de segunda ordem (n = 2) a resolucdo da equacdo Al.1 seré:

XA
(1-Xa)

=k*xCyo*t Equacédo (Al.4)
Onde:

N Ca0—C
Xa = Conversao do reagente “A” dado por: (%)
A0

Car = Concentragdo final do reagente “A”
k = Constante da velocidade da reagéo
Cao = Concentracao inicial de reagente “A”

t = tempo de reagéo

91



Portanto o grafico que possui uma relacao linear entre o eixo da abscissa (tempo de

X4
(1-X4)

reacao) o eixo da ordenada ( ) tem caracteristicas de uma reacdo de segunda ordem o

coeficiente angular da reta é a constante de velocidade multiplicada pela concentracéo

inicial do reagente “A”
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Apéndice 2 - Escolha do Corante Azul de Metileno para os ensaios

Para esta selecdo foram escolhidos trés corantes: Preto de Drimaren RD BRX 300
(C26H21NsNay019Ss), Vermelho de Drimaren X-6BN (CsgH2sNioNasO17Ss) e Azul de
metileno (Com férmula molecular — Cy6H15CIN3S.XH,0). O espectro visivel foi obtido
através de uma varredura da solugéo de cada corante com uma concentra¢éo de 100mg/L no
equipamento da Shimadzu modelo UV mini — 1240. A partir destes espectros, foi possivel
analisar as interferéncias causadas pela absorcdo da enzima HRP, pelo peréxido de
hidrogénio e consequentemente a interferéncia na medida da cor.

Com a andlise dos espectros de absor¢do dentro do visivel dos trés corantes
selecionados, da enzima numa concentracdo elevada (750 mg/L) e outra concentracdo baixa
(150 mg/L) e do peroxido de hidrogénio a 600.000 e a 6,0 mg/L, foi possivel observar que:
O corante Preto de Drimaren RD BRX 300 (Figura A2.1) tem uma banda de absorgéo entre
400nm a 800nm, logo nédo apresenta nenhum pico de absor¢do; O Vermelho de Drimaren X-
6BN (Figura A2.2) tem seu pico de absorcdo em 516nm e o Azul de metileno (Figura A2.3)
em 660nm; A enzima (Figura A2.4) possui uma banda de absor¢do que vai de 190 a 600nm
e um pico maximo em 400nm e o perdxido de hidrogénio (Figura A2.5) tem sua absor¢do
maxima em 220nm. Com isso foi realizado a sele¢do do corante que ndo tenha absor¢ao nos
mesmos comprimentos de onda da enzima e do peroxido de hidrogénio, para que ndo haja
sobreposicao dos seus respectivos espectros e com isso ndo interfira na real remocao de cor.

Portanto o corante que possui as caracteristicas de ndo sobrepor o espectro da enzima
e do peroxido de hidrogénio, e que apresenta um pico de absor¢do bem definido que é
diretamente proporcional a sua cor, € o azul de metileno como é possivel observar na

sobreposicao de todos os espectros de absor¢do Figura A2.6.
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Varredura Espectro UV/Visivel -
Preto de Drimaren RD BRX 300

O DN W b

Absorvancia

200 400 600 800 1000 1200
Comprimento de onda (nm)

Figura A2.1 — Varredura no espectro UV-Vis do corante Preto de Drimaren RD BRX 300

Varredura Espectro UV/Visivel -
Vermelho de Drimaren X-6BN
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Figura A2.2 — Varredura no espectro UV-Vis do corante Vermelho de Drimaren X-6BN
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Azul de Metileno
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Figura A2.3 — Varredura no espectro UV-Vis do corante Azul de Metileno
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Figura A2.4 — Varredura no espectro UV-Vis da enzima em diferentes concentragdes
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Varredura Espectro UV/Visivel -
Enzima
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Figura A2.5 — Varredura no espectro UV-Vis do peréxido de hidrogénio em diferentes
concentracOes

Varredura Espectro UV/Visivel - Sobreposicao
dos Espectros
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Figura A2.6 — Sobreposicao dos espectros UV-Vis do corante Preto de Drimaren RD BRX
300; do corante Vermelho de Drimaren X-6BN; do corante Azul de Metileno; da enzima a
150 mg/L; e do perdéxido de hidrogénio a 6 mg/L. Onde: AM — Azul de Metileno; PD —
Preto de Drimaren RD BRX 300; HRP — Enzima; PEROH — Peroxido de Hidrogénio; VD —
Vermelho de Drimaren X-6BN
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Anexo 1 - Espectro de Absorc¢ao Infra-vermelho do Azul de Metileno
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Fonte: Spectral Database for Organic Compounds SDBS
http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cqi-bin/direct _frame_top.cqi
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