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Resumo

Apesar do avanco na area dos biocombustiveis, o petroleo permanece
como uma das fontes de energia mais utilizada. Atrelada a exploracédo e ao
transporte, ha inimeros registros de vazamentos e derramamentos que causam
enormes problemas para o meio ambiente. Por isso, ha necessidade de avaliar
novas metodologias para a remediacdo do petroleo. No presente trabalho, foi
avaliado o uso de enzimas lipase imobilizadas em nanoparticulas magnéticas na
degradacdo de petréleo presente em emulsdes sintéticas do tipo 6leo em 4gua
(O/A). As enzimas avaliadas no trabalho foram utilizadas na forma de solucéo e
as condicdes de uso foram otimizadas. O pH 6timo para atuacao das lipases de
Aspergillus oryzae, de Candida antarctica e de Pseudomonas cepacia foi de 6,5,
7,0 e 8,0, respectivamente. Entre as temperaturas avaliadas, as enzimas
apresentarem melhor atividade a 40 °C. Essas condi¢fes, foram utilizadas na
imobilizagcdo das enzimas em nanoparticulas magnéticas, onde a solucao
enzimatica ficou em contato com as nanoparticulas de forma a promover uma
adsorcao fisica durante 75 horas. A confirmacgdo da imobilizacédo foi realizada
pela técnica de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR-ATR) e pela medida da atividade das enzimas imobilizadas por
espectrofotometria na regido do visivel. Para o ensaio de degradacdo, as
enzimas ficaram em contato com as amostras por 20 minutos. Avaliando os
resultados obtidos nas andlises, verificou-se que nas condi¢cfes avaliadas as
lipases de Aspergillus oryzae e de Candida antarctica foram capazes de
degradar o petréleo e que quando as amostras foram emulsionadas, 0s
resultados obtidos foram melhores. Ja a lipase de Pseudomonas cepacia, nas
condi¢cbes avaliadas, nao foi tdo eficaz quanto as demais enzimas. A acidez
residual das fases aquosas das trés enzimas ndo apresentou alteracao
significativa, mas houve aumento no teor de carbono orgéanico dissolvido, em
relacdo a amostra sem adicdo de enzima, para as amostras em que foram
utilizadas as lipases de Aspergillus oryzae e de Candida antarctica indicando que
a utilizacdo dessas enzimas possivelmente degradou o petréleo em cadeias

menores.

Palavras-chave: Petréleo, degradacao, lipase, imobilizacdo, nanoparticulas.
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Abstract

Despite advancements in the field of biofuels, petroleum remains one of
the most widely used energy sources. Associated with exploration and
transportation, there are numerous records of leaks and spills that are extremely
toxic to the environment. Therefore, there is a need to evaluate new
methodologies for petroleum remediation. In the present study, the use of lipase
enzymes immobilized onto magnetic nanoparticles was evaluated for the
degradation of petroleum present in oil-in-water (O/W) synthetic emulsions. The
enzymes evaluated in this study were used in solution form, and the conditions
of use were optimized. The optimum pH for lipases from Aspergillus oryzae,
Candida antarctica, and Pseudomonas cepacia were 6.5, 7.0, and 8.0,
respectively. Among the temperatures evaluated, the enzymes showed better
activity at 40°C. These conditions were used for the immobilization of the
enzymes onto magnetic nanoparticles, where the enzyme solution was in contact
with the nanoparticles to promote physical adsorption for 75 hours. Confirmation
of immobilization was performed using Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR-ATR) and by measuring the activity of the immobilized enzymes. For the
degradation assay, the enzymes were in contact with the samples for 20 minutes.
Evaluating the results obtained in the analyzes, it was found that under the
optimized conditions, the lipases from Aspergillus oryzae and Candida antarctica
are capable of degrading petroleum, and when the samples were emulsified, the
results obtained were better. However, the lipase from Pseudomonas cepacia,
under the evaluated conditions, was not as effective as the other enzymes. The
residual acidity of the aqueous phases of the three enzymes showed no
significant alteration, but there was an increase in the content of dissolved organic
carbon compared to the sample without enzyme addition, for the samples in
which the lipases from Aspergillus oryzae and Candida antarctica were used,
indicating that the use of these enzymes possibly degraded the petroleum into

smaller chains.

Keywords: Petroleum, degradation, lipase, immobilization, nanopatrticles.
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1 Introducéo

O uso mundial de combustiveis fosseis ainda é expressivo apesar do
crescimento e incentivo ao uso de combustiveis renovaveis. Devido a isso, a
demanda pela exploracéo e refino de petrdleo é significativa, o que faz com que
grandes quantidades sejam diariamente transportadas nos mares e oceanos. Ha
diversos registros de acidentes que envolvem o derramamento de petrdleo em
mares e oceanos.! Um exemplo relativamente recente, foi o acidente que que
ocorreu no Brasil no ano de 2019 onde mais de 3000 km da costa litordnea do
Nordeste foram contaminados. A extensdo dos danos € extremamente variavel
e dependente da quantidade derramada e do plano de contingéncia adotado.
Sendo assim, os impactos no meio ambiente, na salude de quem teve contato
com o petréleo e socioeconomicamente por vezes perduram por muitos anos e,
em alguns casos, podem ser irreversiveis.?

Visto que muitas vezes ndo ha como garantir que acidentes nao irdo
ocorrer, € crescente o interesse em diversificar as técnicas de remediacao ja
existentes uma vez que a tomada de decisdo de quais técnicas devem ser
utilizadas pode ser demorada ja que € necessario entender o ecossistema
afetado, a composicdo do 6leo derramado bem como avaliar questdes técnicas
como acesso ao local, equipamentos disponiveis e possiveis de serem utilizados
além de todo o custo de operacdo. E imprescindivel que deva ser analisado
caso-a-caso, o que dificulta a possibilidade de existir um sistema de resposta ja
previsto e planejado. Além disso, as técnicas ja consolidadas possuem algumas
desvantagens, como: se for utilizado o jateamento h& riscos de espalhar o
petréleo para alguma area ndo atingida e permitir maior penetracdo de Oleo
nessas regides. Ja o resultado do uso de dispersantes pode ser pior e mais
téxico causando danos adicionais apds a contaminacdo do ambiente com o
petréleo derramado. O uso de absorventes é problematico quando ndo ha
possibilidade de recupera-lo de locais de dificil acesso.3

A biorremediacdo por micro-organismos ja € um dos processos de
intemperismo que ocorre apds um derramamento tanto no solo quanto nos
oceanos de maneira natural. Além disso, jA& € amplamente difundida na
remediacdo de solos contaminados onde um dos meétodos adotados € a

bioaumentacdo que consiste em adicionar micro-organismos exdgenos a biota
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do local a ser remediado.! Diversos estudos atentaram-se em isolar micro-
organismos de locais contaminados com os mais diversos 6leos para serem
avaliados. Diversas enzimas sdo secretadas dependendo do tipo de micro-
organismo e a enzima lipase frequentemente € excretada por micro-organismos
envolvidos na degradacéo de 6leos.*

As lipases tém a capacidade de atuar em Oleos porque catalisam a
hidrolise de triacilglicerol, preferencialmente, em uma interface 6leo-agua. Além
disso, podem catalisar reacdes de interesterificacdo, esterificagdo, amindlise e
alcodlise. As lipases apresentam uma caracteristica valiosa que é a capacidade
de serem seletivas quimicamente, regioquimicamente e enantiosseletivamente.®
Por isso, o potencial de aplicacdo de diferentes lipases nos mais diversos tipos
de dleos vem sendo avaliado, seja na hidrolise de algum 6leo ou na avaliagdo
da sua capacidade em degradar rejeitos oleosos nas industrias.®

Apesar dos beneficios, o uso de enzimas livres muitas vezes é indesejado
devido a sua instabilidade e por ndo haver possibilidade de reuso. Uma
alternativa que vem sendo amplamente aplicada na industria, € a imobilizacédo
das enzimas em algum tipo de suporte a fim de otimizar tanto a sua estabilidade
guanto a sua possibilidade de reuso. Além de diminuir custos, 0 uso enzimas
imobilizadas pode ser uma alternativa mais sustentavel em muitos casos devido
a remocdo da enzima do meio.’

Nesse contexto, no presente trabalho, foi proposta uma alternativa em
escala laboratorial para a remediacdo de petréleo disperso em aguas salinas
empregando trés diferentes tipos de lipase imobilizadas em nanoparticulas
magnéticas. Para isso, foram avaliadas a formacédo de emulsfes sintéticas, as
condi¢cbes otimizadas de pH e temperatura para melhor atividade das enzimas,
a sintese de nanoparticulas magnéticas e a imobilizacdo das lipases nas
mesmas para entdo avaliar a capacidade das lipases imobilizadas na

degradacéo do petréleo.
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2 Revisao Bibliogréfica
2.1 Petréleo

Ha milhdes de anos ocorreu a formacgéo de petrdleo na Terra. A teoria
organica sugere que houve decomposicdo de materiais de origem animal e
vegetal e, devido ao acumulo desses a estratos sedimentares, houve formacao
de matéria organica. A soma dos efeitos de calor e pressdo sobre a matéria
organica conduziu a formacéo de petréleo.® Ja os reservatérios de petréleo sdo
formados quando o petréleo migra de sua rocha matriz, onde foi gerado, atravées
da acdo de pressbes do subsolo até uma rocha porosa. Quando essa rocha é
envolta por uma rocha impermeavel, ha o aprisionamento do petréleo entre as

rochas. A partir desses reservatérios, ocorre a exploracéo. °

2.1.1 Classificacéo

O petroleo, conforme a definicdo D-4175 da American Society for Testing
and Materials (ASTM), é definido como uma mistura de hidrocarbonetos de
ocorréncia natural que também pode conter compostos de enxofre, nitrogénio,
oxigénio, metais e outros elementos. Além disso, geralmente o petréleo é
encontrado no estado liqguido nas condicdes normais de temperatura e
pressdo.l

O reservatério de origem do petréleo influencia em suas caracteristicas.
Portanto, petréleos obtidos a partir de diferentes reservatorios possuem
propriedades diferentes como cor, odor, viscosidade, densidade, entre outros.
De modo a conhecer a constituicdo do petréleo, o American Petroleum Institute
(API), através de andlises de diversos petréleos, com origens distintas, definiu

que:

)] Os petroleos possuem em suas constituicbes, 0s mesmos
hidrocarbonetos, mas em diferentes quantidades.

1)) Entre os diversos tipos de petrdleos, had grande variacdo na

guantidade relativa dos grupos de hidrocarbonetos, o que ocasiona as

diferentes caracteristicas entre os tipos de petréleos.!

Além dessas defini¢cdes, a fim de classificar os diferentes petréleos, o API

desenvolveu uma medida conhecida como Grau API (°API). O valor, expresso
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em termos de ° API, é baseado na densidade relativa dos derivados de petréleo

em relacdo a agua e é determinado através da Equacao 1.

141,5

° AP = —131,5 (1)

dys,6/156°C

Onde dis,6115,6 ° c representa a razdo entre a densidade do éleo e da dgua
a 15,6 °C.12

A densidade é inversamente proporcional ao °API portanto os petréleos
de baixa densidade, denominados leves, possuem elevados valores de °API.
Enquanto os petrleos mais densos, conhecidos como pesados, possuem
valores de °API menores.*® A classificacdo dos tipos de petréleo conforme o °API

esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo do petréleo conforme © API.

°API Classificacao
APl <10 Extrapesado
10 <API <30 Pesado

30 < API <40 Médio
API1 > 40 Leve

Adaptado de Al-Dahhan et al, 2019.%*

2.1.2 Composicao

Independentemente da origem dos petréleos, todos possuem
hidrocarbonetos como seus componentes principais. Apesar da diferenca de
composicdo entre os diversos petroleos, salvo poucas excec¢des, a propor¢cao
dos elementos (C, H, N, O, S e metais) que os constituem varia dentro dos limites

determinados para cada elemento apresentados na Tabela 2.12
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Tabela 2. Composi¢éo elementar do petréleo em percentual de peso.

Elemento Percentual em peso (%)
Carbono 83 -87
Hidrogénio 10-14
Nitrogénio 0,1-2
Oxigénio 0,05-1,5
Enxofre 0,05-6
Metais <1000 ppm

Fonte: Adaptado de Speight.*?

Os compostos formados pelos elementos no petréleo sdo classificados
em duas categorias: hidrocarbonetos e nao hidrocarbonetos. Os hidrocarbonetos
presentes no petréleo sdo divididos entre hidrocarbonetos saturados e
insaturados. Sendo que os saturados podem ser de cadeia normal, ramificada
ou ciclica e os insaturados sdo essencialmente aromaticos uma vez que olefinas
sdo estruturas praticamente ausentes no petroleo. Outra classificacéo
comumente adotada para os hidrocarbonetos € dividi-los entre parafinicos,
nafténicos e aromaticos.*® Na categoria dos nao hidrocarbonetos estdo inclusos
os asfaltenos, as resinas, os compostos sulfurados, os compostos oxigenados,
0S compostos nitrogenados e 0s compostos organometalicos.'® A Figura 1
apresenta um esquema dos grupos constituintes do petréleo divididos em

hidrocarbonetos e ndo hidrocarbonetos.
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Figura 1. Esquema ilustrativo dos compostos constituintes do petréleo. Fonte:
Adaptado de Farah.®

As cadeias de hidrocarbonetos que constituem o petréleo possuem
tamanhos moleculares que variam, usualmente, de um a sessenta carbonos em
sua estrutura. Em funcdo disso, as temperaturas de ebulicio dos
hidrocarbonetos também séo variaveis e, nas fracdes com maiores temperaturas
de ebulicdo, a separacéo dos hidrocarbonetos é complexa e dificil.’

Os hidrocarbonetos parafinicos sao alcanos de cadeia normal (linear) ou
ramificada e ndo contém qualquer anel em sua estrutura.® Cerca de 15 a 20% do
petréleo bruto corresponde a n-alcanos lineares de C1 a C40'® e, nas fracdes
leves com temperaturas de ebulicdo até 120 °C, sdo predominantes em relacdo
aos parafinicos ramificados. A partir dessa temperatura, ha equilibrio entre os
dois tipos de parafinicos e os parafinicos ramificados terdo predominéancia em
fracGes com temperaturas de ebulicédo a partir de 150 °C.16

Os hidrocarbonetos nafténicos séo alcanos saturados contendo em sua
estrutura pelo menos um anel com pelo menos uma cadeia lateral parafinica.®
Os nafténicos correspondem a cerca de 30 a 60% dos componentes do petréleo
bruto e fazem parte das fracdes que contém pelo menos cinco carbonos.’

Os aromaticos sé@o hidrocarbonetos que contém pelo menos um anel
aromatico na estrutura. Como substituintes do anel, podem existir cadeias

parafinicas e nafténicas. Os aromaticos sdo pouco presentes nas fragdes leves
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e meédias do petroleo, mas séo nas frac6es pesadas e residuais que aparecem
em maiores quantidades.1®

Nem todos nao hidrocarbonetos presentes na composicdo do petrdleo
podem ser considerados como contaminantes, uma vez que as resinas e 0s
asfaltenos tém suma importancia para o 6leo combustivel e o asfalto, ambos
derivados do petréleo. Ja os contaminantes estdo atrelados a diversos
problemas, por isso, na maioria das vezes, devem ser removidos do petrdleo.
Além disso, podem ocorrer em toda a faixa de ebulicdo do petréleo, mas
usualmente, quanto maiores as temperaturas de ebulicdo, maiores as
concentracdes de contaminantes.®

O enxofre, conforme a Tabela 2, € o heteroatomo mais frequentemente
encontrado no petréleo bruto, até 6% em peso. A presenca dos compostos de
enxofre € indesejada dado que esses compostos apresentam propriedades
indesejaveis como odor e possibilidade de envenenamento do catalisador devido
a formagdo de SO: por combustdo. Para sanar esses problemas, séo
necessarios processos de refino para eliminar os compostos contendo enxofre.®

Apesar dos compostos oxigenados ndo serem abundantes no petroleo
bruto, conforme a Tabela 2, até 1,5% em peso, esses compostos Sao 0s
responsaveis pela acidez do petroleo. O principal problema relacionado a
compostos oxigenados € devido a presenca de acidos nafténicos, pois podem
causar corrosao nos equipamentos de refino. Os compostos nitrogenados sao
encontrados principalmente nas fracbes de petrdleo com ponto de ebulicdo
acima de 250 °C. A piridina é um potencial veneno para catalisadores acidos
uma vez que pode conferir carater basico ao petréleo bruto.®

As resinas e os asfaltenos séo os constituintes de maior peso molecular
do petréleo bruto. Sado formados por camadas de anéis aromaticos policiclicos
ou por nucleos nafteno-aromaticos condensados ligados através de cadeias
saturadas. Ha presenca de heteroatomos de oxigénio, nitrogénio e enxofre e
também de metais, principalmente niquel e vanadio.®

Os metais, por sua vez, sdo 0s componentes minoritarios do petréleo
bruto e estdo, geralmente, presentes em niveis tracos. Os metais que podem ser
encontrados sdo V, Ni, Fe, Na, Ca, Cu e U.}” Os metais devem ser removidos
do petroleo quando deseja-se converté-lo em combustiveis uma vez que 0s

metais envenenam os catalisadores empregados nos processos de refino.1?
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2.1.3 Economia

O petroleo ainda é considerado como um insumo essencial devido a
extrema dependéncia dos seus derivados na matriz energética mundial. E
necessario para os setores agricola, industrial, de mineracéo e de comércio. O
petrdleo, gas natural e demais fontes de energia sdo commodities e seus precos
influenciam diretamente a economia mundial devido a dependéncia e a
desigualdade da distribuicdo geografica das reservas.®

A produc¢do mundial de petréleo em 2022 foi de 93,8 milhdes de barris/dia
apresentando um crescimento de 4,2% em relagdo ao ano de 2021. Sendo 0s
Estados Unidos responsaveis pela maior produ¢cdo mundial, média de 17,8
milhdes de barris/dia, representando 18,9% do petroleo produzido no mundo. A
Arabia Saudita foi a segunda maior produtora mundial, com média de 12,1
milhdes de barris/dia, sendo 12,9% do total mundial. J& o Brasil foi o 9° maior
produtor de petrdleo sendo responsavel por 3,3% da producdo mundial 3,1
milhdes de barris/dia.

O consumo mundial de petréleo foi de 97,3 milhdes de barris/dia. Também
houve crescimento do consumo de petréleo mundial no ano de 2022, 3,1% em
relagdo a 2021, totalizando 97,3 milhdes de barris/dia. Assim como € o maior
produtor, os Estados Unidos sdo os maiores consumidores de petréleo, 19,1
milhdes de barris/dia sendo responsaveis pelo consumo de 19,7% do total
mundial. O segundo maior consumidor mundial foi a China, consumindo a média
de 14,3 milhdes de barris/dia, representando 14,7% do total mundial. O Brasil,
assim como em 2021, manteve-se em nono lugar consumindo cerca de 2,5
milhdes de barris/dia, representando 2,6% do total mundial. Entretanto, houve
um aumento no consumo brasileiro de 4,9% em relacdo ao ano de 2021. Esses
dados indicam que ainda ha enorme dependéncia mundial de petrdleo.?°

2.1.4 Petr6leo no meio ambiente

Devido a grande dependéncia mundial por petréleo e seus derivados,
existem diversos tipos de infortanios relacionados a extracéo e transporte dos
mesmos. Ha registros mundiais de vazamento de oleodutos, de plataformas

offshore, plataformas de perfuragéo e pocos, derramamentos de petroleiros, de
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caminhdes tanques, nas refinarias de dleos, que ocasionam nao sO perdas de
petréleo, mas também inUmeros prejuizos ambientais e sociais. No Delta do
Niger, na Nigéria, ocorrem vazamentos regulares nos oleodutos e, estima-se que
em um periodo de 50 anos, 1,5 milhdes de toneladas foram alastradas. As
maiores contaminagfes ocorrem em campos agricolas e nas fontes de agua
potavel, afetando diretamente a salde da populagéo local.?!

Os derramamentos acarretados por navios petroleiros equivalem a cerca
de 13% da poluicéo de petréleo nos oceanos.? Na Figura 2 estéo representados
os derramamentos que ocorreram no periodo compreendido entre 1970 — 2021.
Nesse periodo, cerca de 5,87 milhGes de toneladas de 6leo foram derramadas
nos oceanos. Entre as possiveis causas, as mais comuns sdo colisbes e
aterramentos dos navios.?® As consequéncias ambientais e ecoldgicas estédo
diretamente correlacionadas ao tipo e volume de 6Oleo alastrado, bem como as
condi¢cBes do meio que podem induzir a mistura do 6leo com a agua, a quebra
dos hidrocarbonetos ou a dispersao deste para areas inicialmente ndo atingidas.
Em consequéncia disso, ha variacdo dos prejuizos para a vida marinha que
também dependem da vulnerabilidade das espécies frente ao 6leo derramado.?*

o Fhaa j{

Sooe " e :%
@ e Y
i W ¥ o! "
[}
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i~ o o
Tamanho do derramamento &
do petroleiro: (=4

@7-700 toneladas
@ 700 toneladas

Figura 2. Mapa mundial com o0s registros de derramamento por navios
petroleiros no periodo de 1970-2021. Adaptado de ITOPF.%3

Os corais sdo amplamente afetados uma vez que a interagdo com o 6leo
derramado provoca a intoxicagcdo e morte dos mesmos. Com isso, os efeitos sdo
observados a longo prazo uma vez que a reducdo da abundancia dos mesmos
reduz a sua capacidade reprodutiva. Os mamiferos marinhos e os peixes sao

suscetiveis a inalacdo ou ingestdo do 6leo que podem provocar efeitos agudos.
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Se houver persisténcia do 6leo no meio, had tendéncia de mortalidade
continua.?>?* Em suma, a contaminacdo e a bioacumulacdo associada,
comprometem o0s sistemas ecolégicos marinhos porque ha alteracbes nas
comunidades ecoldgicas, nas funcgdes dos ecossistemas, além de afetar a
fisiologia dos organismos contaminados.

Os derramamentos afetam n&o sO6 a vida marinha, mas também em
aspectos socioecondmicos e a saude das comunidades locais e costeiras. Para
as comunidades locais, as consequéncias S&o proporcionais ao grau da
exposicdo ao oOleo e podem ter efeitos imediatos na saude devido a
contaminagdo. Os sintomas fisicos imediatos mais comuns sao irritacdes
cutaneas, sintomas respiratorios, dores abdominais e nauseas. Ainda, efeitos
irreversiveis podem se manifestar a longo prazo, como o cancer. Ja os impactos
econdmicos associados aos derramamentos podem ser a contaminagédo de
culturas agricolas, reducdo nas vendas de frutos do mar e menor atividade no
setor de turismo alterando o fluxo econdmico da regido contaminada.?®

O acidente que ocorreu na costa do Nordeste do Brasil em 2019 é um
exemplo negativo na tomada de decisdes que deve acontecer ap0s um
derramamento. Houve negligéncia e, por isso, ndo houve a implementacdo de
um bom plano de mitigacdo acarretando no envolvimento voluntario de
moradores da regido para a remocéo manual do 6leo.?® Cerca de 12500 m3 de
Oleo foram derramados por um petroleiro grego afetando cerca de 3000 km da
costa brasileira e pelo menos 55 areas de protecdo ambiental foram
contaminadas. O acidente foi considerado como o maior ocorrido na América do
Sul devido a extensdo e aos impactos ecoldgicos e sociais.? Em vista disso, ha
extrema necessidade de existir um planejamento eficaz das politicas e acfes de
limpeza do Oleo, além do aprimoramento das técnicas ja existentes de

remediacdo e desenvolvimentos de novas possibilidades.?®

2.1.5. Processos de intemperismo do petroleo

S&o diversas as transformacdes que o Oleo sofre apos um derramamento
e essas podem ser divididas em transformacdes relacionadas ao movimento do
6leo no ambiente e ao intemperismo que reane uma série de processos que

alteram tanto caracteristicas fisicas quanto quimicas do O6leo apdés o
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derramamento. Ambos os tipos de transformacgdes, ilustrados na Figura 3,
podem ocorrer simultaneamente e séo influenciados ndo so6 pelo tipo de 6leo
derramado, mas também pelas condicbes climaticas durante e apds o

derramamento.?’

Evaporag&o Oxidagédo
’ » Espalhamento

Emulsificagao

Espalhamento «

Figura 3. Representacdo das transformacdes relacionadas ao movimento do
0leo e ao intemperismo em um 6leo derramado no mar. Fonte:
Adaptado de ITOPF.?®

O espalhamento do 6leo na superficie do mar inicia-se imediatamente
apos um derramamento possuindo maior efeito nas primeiras horas e, no
intervalo maximo de dois dias, tem acédo reduzida. Usualmente h&a formacéo de
manchas na superficie com espessuras variaveis, podendo relacionar a variacao
com o tipo de produto derramado. Por exemplo, produtos mais leves como
gasolina, 6leo diesel e Oleos crus leves promovem manchas muito finas
enguanto os petréleos mais pesados geram manchas com alguns centimetros
de espessura.?® A turbuléncia promovida pelas ondas, o fluxo da maré e as
correntes maritimas influenciam fortemente na quebra das manchas em diversos
fragmentos e na velocidade do espalhamento.?®

A evaporagcdo é um dos processos de intemperismo mais importantes
porque auxilia na reducéo da quantidade de Oleo presente nas aguas atraves da
evaporacdo dos componentes mais volateis, geralmente, dos compostos com
temperatura de ebulicdo abaixo de 200 °C. Assim como no espalhamento do
Oleo, nas primeiras horas apos um derramamento é onde ocorre a maior taxa de
evaporacao dos compostos, com reducéo consideravel do processo ao longo do

tempo. Entretanto, podem ocorrer aumentos na densidade e na viscosidade do
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0leo remanescente na superficie, podendo afetar tanto os demais processos de
intemperismo quanto as técnicas de remocéo de 6leo a serem utilizadas.?®

A emulsificacédo é a mistura do 6leo e da agua do mar em uma unica fase
e é um dos processos mais impactantes do intemperismo porque pode aumentar
o volume do poluente no meio em até cinco vezes. A estabilidade das emulsbes
formadas € variavel. As emulsdes mais instaveis sdo menos danosas porque
com condi¢cdes maritimas brandas e com aquecimento solar, as fases podem se
separar. Entretanto, as emulsdes estaveis sdo persistentes na superficie e na
costa maritima e, além de aumentar o volume do 6leo, reduzem a disponibilidade
do mesmo para os demais processos de intemperismo e interferem na escolha
das técnicas de remediacdo.?®

A dispersao do 6leo é a quebra do mesmo em gotas de diferentes
tamanhos. Isso ocorre devido a energia fornecida pelo movimento do mar e dos
ventos que € suficiente para ultrapassar a tenséo superficial da interface 6leo e
agua permitindo a reducdo de manchas de 6leo a gotas.3° Quando as condicdes
sao favoraveis, a dispersado do 6leo é realizada em um grande volume de 4gua
e a concentracdo € rapidamente reduzida. Devido a isso, a area superficial do
Oleo é ampliada o que favorece a dissolucao, sedimentacéo e biodegradacdo do
6leo.?® Ja a dissolucdo engloba somente os hidrocarbonetos de baixo peso
molecular, geralmente, aroméaticos, pois sdo levemente solUveis na agua.
Entretanto, devido a volatilidade desses compostos, a dissolucdo maxima
acontece imediatamente ap0s o derramamento sem contribuir significativamente
na quantidade de 6leo presente.??

A luz do sol e a presenca de oxigénio, promovem a foto-oxidacao do éleo.
A reacao entre os hidrocarbonetos e o oxigénio pode formar produtos soluveis
na agua do mar e alcatrdo. E um processo lento, mas pode ser prejudicial devido
a formacéo de produtos intermediarios que dificultam a remocéo do 6leo.?®

A sedimentacao € a deposi¢ao do 6leo no fundo do mar devido a interacéo
das gotas do 0leo disperso com particulas de sedimento e matérias organicas
suspensas na agua. E prejudicial porque como a degradacdo do 6leo ocorre no
fundo do mar, a biota marinha é diretamente afetada. Além disso, conforme
acontecem o0s processos de intemperismo, o0 6leo torna-se mais adesivo e sua
composicao residual torna-se de dificil degradacéo ja que € composta por

asfaltenos e aromaticos de maior massa molecular. Por isso, a longo prazo, é
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um dos processos de intemperismo que promove maiores acumulos de 6éleo
derramado no meio ambiente.?®

A biodegradacéo do 6leo acontece quando micro-organismos presentes
nas aguas salinas, como fungos, bactérias e leveduras, utilizam o 6leo como
fonte de carbono e energia onde cada tipo de micro-organismo possuli
predisposicao a atuar em um grupo funcional especifico do dleo. Geralmente, a
degradacdo resulta em hidrocarbonetos intermediarios aos originais, mas
também pode resultar em diéxido de carbono e agua. Entretanto o processo é
extremamente limitado devido as caracteristicas do 6leo, a area superficial de
0leo, a disponibilidade oxigénio e nutrientes como nitrogénio e fosforo bem como
¢ influenciado pela temperatura do meio. No entanto, a biodegradacédo sé ocorre
com 0s micro-organismos presentes na interface da agua e do 6leo porque 0s
demais que habitam abaixo da superficie da agua, obtém oxigénio e nutrientes
da prépria agua do mar. Portanto, a biodegradacédo natural do 6leo derramado
ocorre em taxas lentas tornando-se irrelevante frente aos demais processos de

intemperismo.?®

2.1.6 Métodos de remediacédo do petrdleo

Os métodos de remediacao sao técnicas utilizadas visando a remocao do
Oleo derramado dos ambientes contaminados. Os métodos sao classificados em
quatro categorias conforme seu modo de acao: fisicos, quimicos, térmicos e
biolégicos. Na Figura 4, estdo apresentadas as categorias bem como os métodos
de remediacdo. Apos um derramamento, a resposta dos 0rgaos responsaveis
em avaliar a melhor estratégia de limpeza deve ser rapida e eficiente. Os
meétodos raramente séo utilizados individualmente. Por isso, € necessario avaliar
as alteracdes nas caracteristicas do Oleo bem como as vantagens e
desvantagens das técnicas, discutidas abaixo, para permitir que sejam

combinadas e proporcionarem uma remediacédo efetiva. 3!
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Utilizam processos mecénicos para a
remogdo do dleo.

s =
Fisicos Barreiras, skimmers e sorventes
, Utilizam  produtos quimicos para a
Quimicos remocio do dleo comumente utilizados
junto com os fisicos.
. Dispersantes e solidificadores
;‘Emgg&%ﬁ?g
Diferentes técnicas que
podem ser combinadas
para remover o 6leo " -
derramado. Térmicos Queima local do éleo.

Biolégicos Micro-organismos  utilizam o  dleo
derramado como fonte de carbono.

Figura 4. Classificacdo dos métodos de remediacdo e seus respectivos

exemplos. Fonte: Baseado em Fingas.?’

As barreiras flutuantes auxiliam na contencéo, concentracao e deflexdo
do 6leo derramado. A concentracdo do 6leo € uma consequéncia da contencao
ja que ao evitar um maior espalhamento na superficie, ha concentracdo do 6leo
na area delimitada e, consequentemente, ocorre um aumento na espessura da
mancha de 6leo facilitando a posterior recuperacdo. Além disso, pode-se desviar
0 Oleo de locais biologicamente sensiveis e de locais economicamente
importantes para pontos de coletas planejados ao longo da costa onde sera
posteriormente removido. Essas barreiras sdo amplamente utilizadas devido a
variedade de tamanhos, materiais e configuracoes que podem ser obtidos.
Entretanto, ha limitacGes relacionadas ao espalhamento do 6leo na superficie
além da influéncia sofrida pelo movimento da 4gua, permitindo que o 6leo escape
das barreiras.®?

A recuperacdo do Oleo contido pelas barreiras € usualmente realizada
pelo uso de equipamentos mecéanicos chamados skimmers que bombeiam o
Oleo para unidades de armazenamento. Frente a métodos térmicos e quimicos,
apresenta a vantagem de nao alterar a composicdo do petrdleo viabilizando o
seu reprocessamento. Entretanto, a eficiéncia dos skimmers esta relacionada
com a espessura da mancha do oleo. Por isso, a reducéo da espessura devido

aos processos de intemperismo e a emulsificacdo do 6leo com a agua impedem
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o uso efetivo dos skimmers. Ademais, existem problemas relacionados as
condicdes severas do mar bem como ao entupimento dos equipamentos.3!

Os materiais sorventes de Oleo, ou seja, aqueles que absorvem ou
adsorvem 0 mesmo em sua estrutura, sao provenientes de diversas fontes como
materiais organicos (cascas, bagaco de residuos de cana-de-acUcar, palha,
etc.), materiais inorganicos (vermiculita e pedra pome) e produtos sintéticos
(espumas, etc.). Entretanto, apesar da diversidade de sorventes disponiveis
parecer atrativa, ha dificuldades relacionadas ao controle da area de aplicacao,
a dificuldade de recuperar os sorventes no mar e ao armazenamento ou descarte
dos mesmos. Por isso, para evitar problemas ou contaminacfes secundarias, o
uso de materiais sorventes usualmente ocorre no estagio final de limpeza da
costa em conjunto com a lavagem da mesma.33

O uso de dispersantes quimicos é uma alternativa usual de remediacao
guando ha limitacdes de recursos ou de condi¢des climaticas que desfavorecam
a aplicacdo de outras técnicas. A aplicacdo pode ser realizada a partir de
embarcacdes ou por pulverizacdo e acentua a dispersdo que acontece
naturalmente, formando gotas de maior area superficial que séo diluidas na agua
e facilitando a biodegradacdo. Entretanto, o uso de dispersantes pode ser
limitado pelas condi¢cdes do mar. Por exemplo, mares muito agitados tendem a
submergir o 6leo que, consequentemente, ndo tera contato com o dispersante.
Além disso, as caracteristicas do 6leo também afetam a eficacia uma vez que
O0leos mais viscosos tendem a ndo dispersar e 0s demais processos de
intemperismo podem alterar as caracteristicas do 06leo sendo necessario
determinar uma janela de oportunidade de aplicacdo de dispersantes que variam
de algumas horas do derramamento a alguns dias.*°

A solidificacédo do 6leo liquido em um composto solido ocorre devido ao
uso de materiais poliméricos que rapidamente reagem e se misturam ao 6leo, o
solidificando. Geralmente essa técnica é utilizada para prevenir a propagacéao de
manchas pequenas e evitar a contaminagdo de areas e animais selvagens, mas
deve ser aplicada logo apos o incidente. Entretanto, o material solido precisa ser
rapidamente removido do ambiente contaminado ou dificulta a implantagao de
outras medidas como o uso de skimmers e barreiras.?®

A gueima do 6leo no local do derramamento € uma pratica que foi adotada
como técnica de limpeza no derramamento no Golfo do México em 2010. E uma
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técnica controversa, pois apesar de emitir grandes quantidades de fumaca preta
e possivelmente toxica, permite a remocao de grandes quantidades de 6leo em
areas extensas e, muitas vezes, de dificil acesso. Além disso, pode ser aplicada
simultaneamente com as demais técnicas de limpeza e € considerada uma
técnica de um Unico passo, pois os residuos a serem recolhidos sao
praticamente inexistentes e ndo necessitam de um descarte posterior.2°

A biorremediacéo € a técnica em que o potencial em degradar petrdleo de
micro-organismos como bactérias e fungos, em conjunto com suas enzimas, €
explorado para reestabelecer a qualidade do ambiente contaminado. E
considerada uma técnica vantajosa e sustentavel, pois tem poucos impactos
consideraveis ao meio ambiente e a aplicacao in situ pode ser facilitada. E uma
influéncia externa que auxilia e acelera a biodegradacdo que ocorre
naturalmente no intemperismo do 6leo e pode ser realizada de duas formas
diferentes: bioestimulacdo e bioaumentacdo. A bioestimulacdo é a adicdo de
nutrientes, geralmente oxigénio, nitrogénio e fosforo, para favorecer e estimular
0S micro-organismos ja existentes no local a realizarem a biorremediacéo.
Geralmente, é aplicada em solos contaminados. A bioaugmentacéo é a adicdo
de diferentes micro-organismos que possuem certa afinidade ao 6leo para que
promovam a biorremediacéo.3*

Essa técnica ganhou notoriedade pois foi utilizada na remediacao do 6leo
derramado no acidente de Exxon Valdez, no Alasca em 1989, pois até entdo era
utilizada apenas na limpeza de solos contaminados. Esse acontecimento
alavancou os estudos em que micro-organismos atuam na degradacdo de
petréleo e outros tipos de 6leo. Como diversas enzimas sdo secretadas por
plantas, fungos e bactérias, a avaliacdo do efeito das mesmas na degradacao

de petréleo vem ganhando foco.3®

2.2 Enzimas

As enzimas sao constituidas por aminoacidos e, dessa forma, séo
proteinas com conformacgdes complexas que sao classificadas como estruturas:
primaria, secundaria, terciaria e quaternaria. A integridade da conformacao
proteica é essencial para que a enzima mantenha a sua atividade catalitica. De

modo contrario, se a enzima é desnaturada ou dissociada em subunidades de
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aminoacidos, a atividade catalitica pode ser reduzida a zero. A atividade
catalitica das enzimas € a capacidade das mesmas em catalisar reacoes. Isso
ocorre devido a reducédo da energia de ativacao e, consequentemente, aumento
da taxa da reacdo. Dessa forma, as reacdes ocorrem de forma mais rapida e
eficaz.s6

A reacao ocorre entre a enzima (E) e o substrato (S), moléculas que sao
modificadas pelas enzimas, formando um estado de transicdo (ES) e, como
resultado final, h4 a formacg&o do produto e liberacdo da enzima para o meio de
forma inalterada:

E+S=ES=E+P

Na estrutura das enzimas, existem residuos de aminoacidos que formam
sitios ativos altamente especificos ao substrato. Para que a ligagdo ocorra, ha a
necessidade de que 0s sitios ativos estejam expostos e disponiveis aos grupos
funcionais do substrato. Essa conformacéo tridimensional altamente especifica
s6 é alcancada quando ocorrem dobramentos e tor¢des na cadeia polipeptidica
da enzima. Uma vez expostos, acontece a ligacdo com o substrato por atracao
ibnica, ligagdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e interacbes de Van der
Waals, formando o estado de transicéo.3’

Para justificar a alta especificidade entre as enzimas e o0s substratos, Emil
Fischer propds o modelo chave-fechadura (Figura 5) que considera que o0s sitios
ativos da enzima sédo estruturalmente complementares aos substratos e que ha
um encaixe preciso entre eles, assim como uma chave em sua fechadura
correspondente. Mas para isso acontecer, a enzima deveria ser estruturalmente
rigida. Como é conhecido que existem dobramentos e tor¢des na estrutura das
enzimas, Koshland adaptou o modelo chave-fechadura e propés o modelo do
ajuste induzido. Nesse modelo, a estrutura da enzima é considerada flexivel e
molda-se para que ocorra o encaixe preciso com o substrato possibilitando que

ocorra a atividade enzimatica.3’
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Figura 5. Representacdo do modelo chave-fechadura (metade superior) e
modelo de ajuste induzido (metade inferior). Fonte: Adaptado de A

level biology.3®

As enzimas sdo extremamente sensiveis as alteragdes na concentracao
do substrato, no pH e na temperatura. O aumento da concentragdo do substrato
segue um perfil em que inicialmente, eleva a velocidade da reacdo, mas que
apos determinada concentracdo ocorre a formacdo de um patamar indicando
que, por mais que a concentragao continue sendo aumentada, a velocidade da
reacdo seguird a mesma.®® Como os aminoacidos contém grupamentos amino
ionizaveis, alteracdes no pH promovem ioniza¢ces nos grupos e a formacao de
cargas momentaneas que modificam a conformacédo das enzimas e, como
consequéncia, prejudicam a ligacdo do substrato com a enzima. O pH 6timo é
aguele em que a enzima apresenta atividade maxima e pode ser obtido
experimentalmente. O incremento da temperatura, reflete no aumento da energia

cinética e, por conseguinte, as enzimas tém mais probabilidade de encontrar o
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substrato. Entretanto, € necessario determinar a temperatura O6tima, pois
elevadas temperaturas promovem o rompimento de ligacbes de modo
irreversivel, ocasionando a desnaturacao das enzimas e inativacdo das mesmas.

A Comissao Internacional de Enzimas sistematizou a classificacéo das
mesmas atraveés de seis classes considerando o tipo de rea¢des que catalisam.
Além disso, cada enzima possui um numero de classificacdo, precedido pela
sigla E.C., Enzyme Commission, e € composto por quatro digitos que indicam a
classe, sub-classe, grupos quimicos especificos que participam da reacado e a
enzima especifica. Na

Tabela 3, estdo apresentadas as classes de enzimas bem como as

reacdes que catalisam e exemplos de cada classe.®®

Tabela 3. Classes de enzimas conforme classificagcdo da Comissao Internacional
de Enzimas e alguns exemplos para cada classe.

Classe Reacdo que catalisa Exemplos
Reacdes de oxidacdo- Oxigenases
1. Oxiredutases reducao ou transferéncia Oxidases
de elétrons. Peroxidases
Transferem grupos
funcionais como amina, Quinases

2. Transferases . X i
fosfato, acil, carboxil, Transaminases

entre moléculas.
Catalisam reacdes de

. . A Lipases
3. Hidrolases hidrolise de ligacao Pe
Amilases
covalente.
Adicao de grupos a
4 Liases duplas ligacdes ou Dehidratases
' remocao de grupos Descarboxilases
deixando dupla ligagéo.
Reacdes de
interconversao entre :
5. Isomerases o~ e Epimerases
isbmeros Gticos ou
geométricos.
Condensacéo de duas
, moléculas, sempre as :
6. Ligases P Sintetases

custas de energia,
geralmente do ATP
Fonte: Adaptado de McDonald et al.*°
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Como a industria visa melhorar seus processos para reduzir custos e
torna-los mais rapidos e eficientes, o uso de enzimas nos mais diversos
segmentos industriais vem sendo consolidado e ampliado. Ao utilizar as enzimas
nesses processos, hd um aumento nas taxas de reacdes e, consequentemente,
reducdo no tempo reacional. Além disso, em alguns processos o0 uso de enzimas
permite o uso de menores temperaturas e pressdes. Na industria alimenticia, por
exemplo, a glicose-oxidase € utilizada para melhorar o armazenamento dos
alimentos porque remove oxigénio e glicose dos alimentos. Na industria téxtil, a
catalase é empregada no processo de branqueamento de tecidos. Na producéo
de biocombustiveis, as celuloses séo utilizadas para hidrolisar a biomassa
celulésica formando glicose que é matéria-prima para a producao de etanol. Ja
na industria de detergentes, as proteases, amilases e lipases sdo empregadas
na degradacdo de gordura promovendo melhor remogédo de sujeiras se

comparadas com detergentes que ndo utilizam enzimas em suas formulacdes.*!

2.2.1 Lipases

As lipases (E.C.3.1.1.3) pertencem a classe das hidrolases de serina e
catalisam a hidrélise da ligacdo hidroxila de ésteres carboxilicos. Os substratos
das lipases sao Oleos e gorduras que contém triacilglicerdis e podem ser
convertidos em diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos e glicerol.
Usualmente, a hidrolise acontece na interface do substrato organico e da fase
aquosa e, é na fase aquosa, em que as lipases permanecem. Além da hidrdlise,
as lipases podem catalisar reacdes de esterificacdo, transesterificacao,
acidolise, alcodlise e amindlise representadas na Figura 6.5 O uso de lipases foi
altamente disseminado porque suportam altas temperaturas e uma ampla faixa
de pH. Além disto, possuem elevada especificidade.*? As fontes mais comuns de
lipase séo bactérias e fungos, justamente por apresentarem maior estabilidade
e disponibilidade, do que as fontes animais e vegetais além dos menores custos

de producéo. ®
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Figura 6. Representacdo das reacdes catalisadas por lipases. Fonte: Adaptado

de Facin.®3

Algumas lipases possuem em sua estrutura uma tampa polipeptidica

anfipatica que recobre os sitios ativos. Usualmente, em meio aquoso, a tampa

encontra-se fechada e, consequentemente, os sitios ativos ficam inacessiveis.

Portanto, ndo ha interacdo entre a enzima e o substrato, tornando-a inativa.

Entretanto, se a enzima esta em contato com uma interface, como uma emulséo,

ou com um meio hidrofébico, acontece a ativacdo interfacial porque ocorre a

abertura da tampa e os sitios ativos ficam expostos ao meio. Como resultado,

conforme acontece a abertura da tampa, ha aumento da atividade da lipase. 4Ja

enzimas como lipase de Aspergillus oryzae, lipase de Candida antarctica e lipase

de Pseudomonas cepacia, possuem a tampa em sua estrutura.*>—47
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2.2.2 Imobilizag&o de enzimas

A fim de melhorar a estabilidade das enzimas durante processos
industriais, tornando-os mais favoraveis, bem como aprimorar a recuperacéo e
reutilizacdo das mesmas, quantas vezes forem possiveis, para reducdo de
custos e minimizar danos ao meio ambiente, podem ser utilizadas técnicas de
imobilizacédo.”® A imobilizagdo enzimatica envolve a ligacdo da enzima na
superficie de um suporte insolivel. Por isso, as diferentes técnicas de
imobilizacdo sdo embasadas nos tipos de ligacGes e/ou interacfes realizadas
entre a enzima e o suporte.*°0O éxito de uma imobilizagcdo esta atrelado a uma
combinacao favoravel de escolhas do suporte, do método e das condi¢cBes de
imobilizacéo visando as propriedades finais desejadas para a enzima.*®

A escolha do suporte deve considerar a habilidade do material em
proteger a estrutura enzimatica de modo a evitar a inativacdo da enzima. Bem
como possuir propriedades como hidrofilicidade, baixo custo, resisténcia a
ataque de microrganismos e estabilidade quimica e fisica. Os suportes podem
ser materiais inorganicos ou organicos e ainda podem ser classificados conforme
a sua fonte, natural ou sintética. Os suportes inorganicos apresentam como
vantagens estabilidade quimica e térmica, além de boa resisténcia mecanica.
Silica, hidroxiapatita e carvao ativado sdo 0s suportes inorganicos mais usuais.
J& os suportes organicos apresentam alta afinidade a proteinas e sao utilizados
polimeros como poliacetato de vinila (PVA), poliestireno (PS) e poliuretano (PU).

Para escolher o método de imobilizagdo devem ser ponderados os fatores
desativacdo da enzima, capacidade de carregamento da enzima no suporte,
toxicidade dos reagentes de imobilizacdo, custos do processo e também as
caracteristicas finais da enzima imobilizada.** Os métodos de imobilizacdo sdo
divididos conforme o tipo de interacdo da enzima com o suporte. Nos métodos
fisicos as interacfes sdo mais fracas e nao covalentes, ligacdes de hidrogénio,
ligacéo por afinidade, forcas de Van der Waals, interag@es hidrofobicas e ligagéo
ibnica. J& nos meétodos fisicos ha formacédo de ligacdes covalentes devido a
formacdao de ligacdes de éter, amida ou carbamato. Os métodos de imobilizacéo
usuais sao adsorcao, aprisionamento, ligacdo cruzada e ligacdo covalente e

estdo representados e classificados na Figura 7.4°
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Figura 7. Representacdo dos métodos fisicos e quimicos de imobilizagdo de

enzimas. Fonte: Furlani.*®

Dentre os métodos de imobilizacdo, a adsorcéo fisica € considerada a técnica
mais simples, pois necessita apenas do contato entre o suporte e a solucao
enzimatica por tempo suficiente para que seja realizada a adsor¢cdo. Uma forma
secundéaria de realizar a imobilizacéo, € a que a solucao enzimatica € seca sobre
a superficie do suporte. Usualmente, para lipases, a adsorcéo fisica acontece
através interacfes hidrofébicas porque ha espontaneidade na adsorcao no
suporte hidrofébico quando a enzima esta na forma de solu¢cdo aquosa. Como
essas interacfes sdo fracas, ha aleatoriedade da interacdo enzima com o
suporte e existe a possibilidade de dessorcdo da enzima quando alguns
parametros sao variados, como: pH, forca ibnica e temperatura. Entretanto, essa
dessorcéo pode ser vantajosa pois permite a reutilizacdo dos suportes e, pode
ocorrer de maneira forcada, ao promover alteragbes brandas nos

parametros.*34°

2.2.2.1 Imobilizacdo de enzimas em nanoparticulas magnéticas

Apesar das vantagens relacionadas a imobilizagdo das enzimas, existe
um desafio que € a recuperacao das enzimas do meio reacional. A recuperacao
permite que o processo seja continuo, além da redugdo de custos porque as
enzimas podem ser reutilizadas em outros processos. Por isso, um meio de
resolver esse problema, € através da escolha do suporte onde é realizada a

imobilizacdo. O uso de nanoparticulas magnéticas como suporte permite uma

39



facil separacdo do meio reacional com auxilio de um campo magnético externo
com possibilidade de reutilizacdo posterior da enzima.>°

Além da recuperacdo e reutilizacdo, ha uma vantagem relacionada a
maior area superficial das nanoparticulas, pois permite que uma maior
quantidade de enzima seja carregada por grama de suporte.>® Huang et al.%?
utilizaram como suporte nanoparticulas magnéticas, Magnetita (Fes3Oa4), e a
lipase de Candida rugosa foi efetivamente ligada covalentemente via ativacao de
carbodiimida. Além da imobilizagdo ter sido eficiente, a lipase imobilizada
apresentou melhora na atividade e estabilidade, bem como demonstrou

tolerancia as variacfes de pH, temperatura e concentracédo do substrato.

2.2.3 Uso de lipases na degradacéao de Oleos

As lipases possuem potencial de acdo em diferentes tipos de 6leos e
gorduras. Existem estudos que mostram o efeito das lipases em éleos de cozinha
usados e rejeitos contendo 6leos.>3 Alguns desses isolam micro-organismos de
locais contaminados para avaliar sua producéo de enzima bem como a aplicacao
das mesmas na degradacéo de 6leo. O estudo de Kumar et al.>* é um exemplo
em que a partir de um solo contaminado de um galpdo de motores a diesel o
fungo Penicciulium chrysogenun SNP5 foi isolado. A partir da cadeia do fungo,
a enzima lipase foi extraida e adicionada a um meio que continha 6leo de cozinha
usado. Como forma de avaliar a degradacéo, foi medida a acidez residual do
Oleo antes e apoés a aplicacdo da lipase. Como resultado, houve um aumento de
até 69% da acidez do 6leo tratado.

Preczeski et al.%® avaliaram o uso da lipase de Aspergillus niger na
hidrolise de 6leo de cozinha usado. E obtiveram como resultado que a enzima
foi efetiva na hidrolise do 6leo pois converteu triglicerideos em acidos graxos
livres. Dessa forma, a conversdo em moléculas menos toxicas reduz os danos
ambientais gerados por residuos de 6leos. Outro tipo de residuo que ja foi
avaliado foi o 6leo residual do processo do refino que consiste em uma mistura
de petroleo, agua e de particulas grosseiras. Marchut-Mikolajczyk et al.5®
avaliaram a biodegradacdo do oleo residual empregando a bactéria Bacillus
cereus EN18 em conjunto com a lipase de Rhizomucor miehei buscando

ponderar o efeito da lipase. Ao avaliar espectrofotometricamente a degradacao
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dos hidrocarbonetos arométicos, constatou-se que as amostras que continham
a presenca tanto da bactéria quanto da lipase, apresentaram maiores taxas de
degradacéao dos hidrocarbonetos aromaticos do que as amostras que continham
somente a bactéria.

Joshi et al.>” produziram lipase de Fusarium incarnatum a partir do fungo
Fusarium incarnatum KU377454. A partir dessa lipase, promoveram a
imobilizacdo por adsorcao fisica da mesma em nanoparticulas de Fe3Oas. As
enzimas imobilizadas em nanoparticulas foram utilizadas para promover a
degradacédo de Oleo de cozinha usado. Como resultado, a converséo do 6leo de
cozinha usado aconteceu de forma mais eficiente do que quando comparado
com a enzima néo imobilizada. Portanto, a imobilizacdo das enzimas € vantajosa
porque pode promover melhores taxas de conversdo e também, nesse caso,
permite a remocdo das nanoparticulas do meio e posterior reutilizacdo da

mesma.
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3 Objetivos

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar, em escala laboratorial, a
degradacédo de petrdleo presente em emulsdes sintéticas do tipo 6leo em agua
por enzimas lipase de Aspergillus oryzae, lipase de Candida antarctica e lipase

de Pseudomonas cepacia imobilizadas em nanoparticulas magnéticas.

Os objetivos especificos foram:

l. Preparar emulsdes sintéticas (O/A) com um dispersor e uma sonda
de ultrassom. Avaliar a condic&o otimizada de cada equipamento e
comparar a melhor incorporacéo de petréleo;

Il. Determinar o pH 6timo e a temperatura para a atuacdo das lipases;

1. Imobilizar, por adsorcéo fisica, as lipases nas nanoparticulas
magnéticas;

IV.  Aplicar as enzimas imobilizadas no petréleo apenas disperso em
agua e também em emulsbes e avaliar as fases organicas e

aguosas remanescentes.
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4 Materiais e métodos
4.1 Instrumentacao

As aliquotas de petréleo de todos os procedimentos, bem como os
reagentes utilizados no procedimento de atividade enzimatica foram pesados em
balanca analitica (XS105 Dual Range, Metler Toledo) com precisdo de 0,1 mg e
capacidade maxima de 120 g.

As emulsdes foram preparadas com um dispersor (Ultra Turrax T10 Basic,
IKA) com capacidade de processar volumes na faixa de 1 — 100 mL. Foi utilizado
o dispositivo dispersor S10N-10G (IKA). O preparo de emulsdo também foi
avaliado com sistema ultrassom do tipo sonda (Vibra-Cell Ultrassonic Processor
VCX-500, Sonic&Materials) com poténcia de 500 W e frequéncia de 20 KHz.
Neste caso, o0 sistema foi equipado com ponteira de 2 mm de diametro (630-
0423 5/64”, Sonic&Materials) com capacidade volumétrica maxima de 5 mL.

A analise gravimétrica do petroleo, foi realizada em dois momentos
distintos, primeiro para avaliar a quantidade de 6leo incorporada na emulséo e
assim, através de testes estatisticos, definir qual dos dois equipamentos de
dispersédo utilizar para o preparo das emulsdes e, no segundo momento, foi
utilizada para avaliar a quantidade de 6leo presente na emulsdo apés a adicdo
da enzima. A pesagem foi realizada na balanca analitica modelo AUY?220,
Shimadzu com precisédo de 10 mg e capacidade maxima de 220 g. Na etapa de
aquecimento foi utilizada uma estufa (400-2ND, Ethik Techonology) com
temperatura maxima de 200 °C. O solvente foi evaporado em rotaevaporador
(Labrota 400, Heidolph) acoplado a uma bomba de vacuo (TE-058, Tecnal).

Nos procedimentos de atividade enzimatica, para ajuste do pH das
solucdes tampao, foi utilizado um pHmetro (781 pH/ion Meter, Metrohm) com
eletrodo de pH combinado (LL Unitrode, modelo 6.0258.600), chapa de
aguecimento e agitacdo magnética (C-NAGHS7, IKA). As medidas
espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotémetro UV-Visivel (UV-
1600 PRO-TOOLS) na faixa de 190 - 1100 nm, utilizando cubetas de poliestireno
com 1 cm de caminho o6ptico.

Para a sintese das nanoparticulas magnéticas, os reagentes foram
pesados em balanca analitica modelo AUY220, Shimadzu com precisdo de 10

mg e capacidade maxima de 220 g. Para agitagdo do meio reacional foi utilizada
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chapa de agitacdo magnética (AA-840, Gehaka). A etapa de centrifugacado foi
realizada em uma centrifuga (Excelsa i 2206, FANEM), a etapa de evaporacao
do solvente foi realizada em uma estufa (400-2ND, Ethik Techonology) com
temperatura méxima de 200 °C. A etapa final de calcinacdo foi realizada em
mufla (Sanchis Fornos Industriais).

Nas analises por espectroscopia na regido do infravermelho por
transformada de Fourier para amostras solidas foi utilizado o equipamento Cary
630 (Agilent) acoplado ao acessorio Diamante ATR Module (Agilent). J& nas
andlises de amostras liquidas, foi utilizado o equipamento Cary 630 (Agilent)
acoplado ao acessorio 5 Bounce ZnSe ATR (Agilent). As condicdes utilizadas

para ambos os métodos estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Condi¢Oes utilizadas nas analises de FTIR-ATR para solidos e para

liquidos.

Condicdes do método Sdlidos Liquidos
Faixa espectral (cm™) 4000 - 650 4000 - 650
Regiag de fmpressao 1800 — 800 1800 — 800

igital (cm™)
Varredura de fundo 32 16
(scans)
Varredura da amostra 32 16
(scans)
Resolucdo (cm™) 4 4

O tratamento dos dados obtidos por FTIR-ATR foi realizado da seguinte
forma: organizacdo dos resultados das analises em matrizes de sinal X
intensidade no Microsoft® Excel® para Microsoft 365 MSO (Versdo 2304 Build
16.0.16327.20200) 32 bits e, com os dados nas matrizes, foram enviados ao
software ChemoStat® para pré-tratamento e posterior aplicacdo de métodos de
reconhecimento de padrdes por métodos nao-supervisionados. O pré-tratamento
realizado foi a normalizacdo by range (1-0) e o método ndo-supervisionado
utilizado foi a analise de agrupamentos por métodos hierarquicos (HCA).

A determinacao de acidez residual foi realizada por titulacao utilizando um
titulador automatico (905 Titrando, Metrohm) com agitador magnético automatico
(801 Stirrer, Metrohm) acoplado, bureta com capacidade de 20 mL (Dosino 800,

Metrohm) e eletrodo de pH combinado para titulagdo em meio aquoso (LL
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Unitrode, modelo 6.0258.600, Metrohm). As medidas foram obtidas no software
Tiamo verséo 2.5.

A determinacdo de carbono organico dissolvido em solugcdo foi
determinada no equipamento Multi N/C 2100 S (Analytik Jena) com detector de
infravermelho (Focus Radiation NDIR Detector®) e equipado com auto
amostrador AS60.

4.2 Reagentes e solugdes

O petrdleo utilizado é de origem brasileira proveniente da bacia do Espirito
Santo e foi cedido pela PETROBRAS. O aspecto fisico € de um petréleo pesado.
N&do foram fornecidas outras informacbes da amostra por questdo de
confidencialidade.

Nas emulsdes produzidas para a otimizacao dos parametros do dispersor
e da sonda de ultrassom foi utilizada agua ultrapura, purificada através do
sistema Milli-Q (Elix, Merck Millipore) com resistividade final de 18,2 MQ.cm.
Mas, no preparo das emulsdes para os testes de degradacéo, foi utilizado agua
nao purificada.

Na anadlise gravimétrica, foi utilizado n-hexano PA (Merck), sulfato de
sédio PA (Merck) e, para os processos de limpeza relacionado a andlise, foram
utilizados detergente Extran neutro (Merck) e tolueno PA (Quimica Moderna).

As enzimas utilizadas foram lipase de Aspergillus oryzae, lipase de
Candida antarctica e lipase de Pseudomonas cepacia (Sigma-Aldrich Co.).

As solucdes da curva de calibracdo externa de p-nitrofenol (Neon) e a
solucdo tampédo Tris-HCI, para as medidas de atividade enzimatica, foram
preparadas com agua ultrapura. Para esses ensaios também foram utilizados p-
nitrofenil palmitato (Sigma-Aldrich Co.), Triton X-100 (Sigma-Aldrich Co.),
Tris(hidroximetil)-aminometano (Sigma-Aldrich Co.), acido cloridrico (Merck)
diluido com agua purificada para ajuste do pH e iso-propanol PA (Tedia).

Na sintese das nanoparticulas, foram utilizados surfactante
dioctilsulfosuccinato de sodio (AOT, Sigma-Aldrich Co.), iso-octano PA (Synth),
hidroxido de amoénio 27% PA (Synth) e etanol 95% PA (Quimica Moderna). As

solugdes de nitrato de ferro (Ill) nonahidratado (Sigma-Aldrich Co.) e nitrato de
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niquel (II) hexahidratado (Sigma-Aldrich Co.) foram preparadas com &gua
deionizada.

Para a analise de acidez residual, o titulante foi preparado com hidréxido
de potassio 99% PA (Vetec) e agua ultrapura, purificada através do sistema Milli-
Q (Elix, Merck Millipore). A padronizacéo foi realizada preparando uma solucéo
de biftalato de potassio (Synth) com agua ultrapura, purificada através do
sistema Milli-Q (Elix, Merck Millipore).

4.3 Otimizacao no preparo das emulsdes para avaliacdo da incorporagéo

do 6leo

O preparo das emulsdes foi otimizado a fim de incorporar a maior
guantidade de 6leo possivel em agua sem a utilizacdo de surfactante. Além
disso, a concentragdo foi escolhida visando evitar desperdicio de 6leo aderido
em recipientes de vidro e nos equipamentos utilizados. Devido a isso, foram
produzidas emulsées com, aproximadamente, 5% (m/v) de 6leo em agua (O/A).
Antes das pesagens, o0 petroleo foi aquecido em estufa a 40 °C, durante 10
minutos. Para as emulsfes preparadas com o dispersor, foram adicionados 20
mL de agua em um frasco graduado e cerca de 1 g de petréleo foi pesado sobre
a agua. Apos a etapa de pesagem, o dispersor foi inserido no frasco, onde a
ponta inferior do mesmo sempre foi posicionada na marca de 10 mL do frasco a
fim de padronizar a mesma condicdo para todas as amostras preparadas, bem
como seguir as condicdes do fabricante de distancia segura do frasco. A
velocidade foi fixada em 30000 rpm e os de tempos de preparo de 2, 4 e 8
minutos foram avaliados. Com o tempo de preparo fixado em 4 minutos, foram
avaliadas as velocidades de 11500, 20500 e 30000 rpm do dispersor. As
condicbes otimizadas para o preparo da emulsdo com o dispersor foram 4
minutos como tempo de preparo e velocidade de 30000 rpm.

A limpeza do dispersor foi realizada da seguinte forma: o excesso de
petrdleo foi removido com papel toalha até a remogéo expressiva do mesmo.
Apos, o dispersor foi inserido em um frasco contendo tolueno e foi mantido em
funcionamento por cerca de 2 minutos na velocidade minima. O excesso foi
removido com papel toalha e o dispersor foi inserido em um frasco contendo

alcool isopropilico e foi mantido em funcionamento por cerca de mais 1 minuto
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na velocidade minima. O dispersor foi entdo, desmontado, o excesso removido
com papel toalha e qualquer resquicio de solvente foi evaporado a temperatura
ambiente.

Para o preparo das emulsdes 5% de 6leo em agua (m/v) na sonda de
ultrassom, foram adicionados 5 mL de 4gua em um frasco graduado e 0,25 g de
petréleo foi pesado sobre a 4gua. A ponteira da sonda foi imersa no liquido até
a parte inferior da mesma estar posicionada na altura da marcacéo de 2 mL do
frasco utilizado. A fim de avaliar o tempo de preparo, a amplitude foi fixada em
40% da poténcia de 500 W e os tempos avaliados foram de 2, 4 e 8 minutos. Ja
para a avaliacdo da poténcia, o tempo de preparo foi fixado em 4 minutos e as
poténcias avaliadas foram 20%, 30% e 40% de 500 W. As condi¢des otimizadas
para utilizar a sonda de ultrassom no preparo das emulsées foram 4 minutos
como tempo de preparo e amplitude de 40% da poténcia de 500 W.

ApoOs o preparo de cada emulsao, o excesso de petréleo foi removido com
papel toalha e a ponteira foi submersa em um frasco contendo alcool isopropilico.
A sonda de ultrassom foi acionada na amplitude de 40% e permaneceu em
funcionamento por cerca de 2 minutos. O excesso de alcool isopropilico foi

removido com papel toalha.

4.4 Andlise gravimétrica

Para determinar a quantidade de petréleo incorporada na emulsdo
utilizou-se uma adaptacdo do método de particdo gravimétrica para
determinacao de 6leos e graxas da se¢do 5520 b do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater que determina a porcentagem de 6leo
extraido no final do método.>® Apds o preparo da emulsédo, o contetdo foi
transferido para um funil de separagéo e 30 mL de hexano foram adicionados no
mesmo. Em seguida, agitou-se suavemente o funil de separacdo durante 2
minutos. O funil foi posicionado em um suporte para ocorrer a separagcédo das
fases durante 4 minutos. A fase aquosa foi drenada para o frasco original da
emulsdo e a fase organica para outro recipiente. O processo de extracdo foi
repetido por mais duas vezes. Na fase organica recolhida, foi adicionada

guantidade suficiente de sulfato de sédio para remover resquicios de agua. A
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fase organica foi filtrada para um frasco Schott onde permaneceu armazenada
até o momento da evaporacao do solvente.

A fim de realizar a parte gravimétrica do método, baldes de fundo chato
foram previamente limpos com detergente especial para laboratorio, lavados
com &gua ultrapura, secos em estufa a 105 °C e posteriormente lavados com
hexano. Os baldes, apods limpeza, foram colocados na estufa a 105 °C por 1 hora
e foram transferidos para um dessecador onde permaneceram por 1 hora com o
objetivo do peso se tornar constante. Os baldes foram pesados individualmente
(P1) e, a fase organica, foi transferida através de um funil para o interior dos
bal6es. Para garantir a transferéncia efetiva, o frasco Schott foi enxaguado com
duas vezes com 10 mL de hexano e a fracdo resultante foi transferida através do
funil para o respectivo baldo. O solvente foi evaporado no rotaevaporador com
temperatura de 69 °C. ApGs a completa evaporacao do solvente, os baldes foram
colocados novamente na estufa a 105 °C por 1 hora e foram colocados
novamente no dessecador por 1 hora. Apdés o arrefecimento dos baldes, foi
realizada a pesagem (P2) dos bal6es contendo o 6leo extraido. O céalculo da
porcentagem de 6leo extraido foi realizado através da Equacao 2:

% éleo extraido = £2=F1 x 100 (2)

Mgleo

onde P2 corresponde ao peso do baldo somado ao peso do Oleo extraido; P1
corresponde ao peso do baldo vazio; mseo € a massa de Oleo utilizada na
producdo da emulséo.

A andlise de dleos e graxas foi realizado em duplicata para cada condicéo

de preparo de emulséo estudada.

4.5 Determinacéo da atividade enzimatica

A atividade enzimética foi determinada a partir do método descrito por
Gupta et al.®® modificado. As enzimas lipase catalisam a hidrélise do p-
nitrofenilpalmitato (p-NPP) em acido palmitico e p-nitrofenol (p-NP). Ao decorrer
da reacéo, o meio torna-se amarelo devido a formacao do p-NP. O principio do
método envolve a quantificacdo do p-NP formado devido ao aumento da

absorbancia no comprimento de onda de 410 nm. A quantificacdo é realizada
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por meio de um espectrofotdmetro UV-Visivel e ha necessidade de preparar uma
curva de calibracao externa de p-NP e de uma solucéo de substrato contendo p-
NPP para a acdo da enzima.

Algumas solu¢des intermediarias foram preparadas para serem utilizadas
na determinacao da atividade enzimatica. A primeira foi a solucdo tampéo Tris-
HCI 0,05 mol L, onde 3,028 g de Tris(hidroximetil)-aminometano foram
solubilizados em 500 mL de agua Milli-Q e, o pH da mesma, foi ajustado
conforme o requerido em cada ensaio com HCI 5 mol L. A solugdo enzimatica
foi preparada através da diluicdo da massa pesada de enzima no tampéao Tris-
HCI. Para preparar a solucdo de Triton X-100 (6,8 mmol L) 0,44 g do mesmo
foram diluidos em 100 mL de tampao Tris-HCI. A solucédo de p-NPP (7,9 mmol
L) foi preparada solubilizando 3 mg de p-NPP em 1 mL de isopropanol.

A fim de obter a curva de calibragcéo externa de p-NP, foi preparada uma
solucdo primaria de p-NP (1 mmol L1) dissolvendo 0,0070 g de p-NP em 50 mL
de agua. A partir dessa solucéo, foi realizada a primeira diluicdo utilizando como
diluente a solucdo de Triton-X100, obtendo a solu¢éo secundaria de p-NP (0,1
mmol L1). Foram realizadas sucessivas diluicdes a partir da solugédo secundaria,
utilizando a solucéo de Triton-X100 como diluente, para obter os pontos da curva
na faixa de 0,1 mmol L* a 0,01 mmol L' com decréscimo de 0,015 mmol L' a
cada ponto. A solugéo de Triton X-100 foi o branco da curva e ambos foram lidos
em 410 nm no UV-Vis.

O substrato da enzima € uma mistura da solucdo de Triton X-100 e da
solucdo de p-NPP na proporcdo 9:1 (v/v). Foi necessario realizar um
aquecimento prévio a mistura, em banho-maria na temperatura a ser utilizada no
ensaio, do volume exato a ser utilizado da solu¢ao de Triton X-100 e da solugéo
de p-NPP durante 10 minutos. Apds o aquecimento, o volume de p-NPP foi
adicionado gota-a-gota na solucdo de Triton X-100 sob agita¢c&o vigorosa.

Por fim, para determinar a atividade enzimatica, foram misturados, na
proporcao 9:1, a solucado do substrato com a solucéo da enzima e o frasco foi
agitado manualmente para a mistura efetiva. Durante 5 minutos, o frasco foi
mantido em banho-maria, na temperatura do ensaio (T + 1 °C), e a solucéo foi
transferida para a cubeta onde foi medida a absorbancia no comprimento de

onda de 410 nm. O branco da analise foi realizado com a solucéo do substrato.
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Os experimentos de atividade enziméatica foram realizados em duplicata.
Neste trabalho, a unidade de lipase (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de hidrolisar 1 pmol de p-NPP em p-NP por minuto nas condi¢cdes do
ensaio.

A atividade enzimatica pode ser obtida através da Equacao 3:

Atividade (%) = (

(absorbancia obtida)x(f.d.)) % ( volume de enzima ) (3)
volume total do ensaio

(c.angular)x(tempo)
onde f.d. € o fator de diluicdo, c. angular o coeficiente angular da reta obtida

através da curva de calibracdo e t o tempo do ensaio em minutos

4.5.1 Avaliacdo da influéncia do pH e da temperatura na atividade

enzimatica

A avaliacdo foi realizada de modo univariado e a concentracdo das
solucdes enzimaticas foi de, aproximadamente, 0,5 mg mL?. Para avaliar a
temperatura, a temperatura do banho-maria foi ajustada em 20, 30 e 40 °C, e o
pH do tampé&o Tris-HCI foi mantido fixo. Para a enzima lipase de Aspergillus
oryzae em 6,5, para a lipase de Candida antarctica 7,0 e para a lipase de
Pseudomonas cepacia 7,0.

Para avaliar o pH, a temperatura do banho-maria foi mantida fixa em 40
°C e o0 pH do tampao Tris-HCI foi modificado. Como resultado, o pH 6timo da
lipase de Aspergillus oryzae, de Candida antarctica e de Pseudomonas cepacia
foi de 6,5, 7,0 e 8,0, respectivamente. E essas condi¢cfes foram utilizadas para

a imobilizacdo das enzimas nas nanopatrticulas.

4.5.2 Método da determinacdo da atividade enzimatica para a enzima

imobilizada

Para determinar a atividade enzimatica da enzima imobilizada, foram
adicionadas aproximadamente 0,5 mg de enzima imobilizada em 1 mL da
solucéo do substrato em um frasco que foi manualmente agitado para a mistura
efetiva. Durante 5 minutos, o frasco foi mantido em banho-maria, a 40 + 1°C, e

com o auxilio de um ima posicionado externamente na parte inferior do frasco,
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somente a solucéo foi transferida para a cubeta e a medida da absorbancia no
comprimento de onda de 410 nm foi realizada. O branco da analise foi realizado

com a solucédo do substrato.

A atividade da enzima imobilizada pode ser obtida pela Equacéo 4:

Atividade (g) = (

(absorbancia obtida)x(f.d.)) v ( volume total ensaio) (4)
massa de enzima

(c.angular)x(tempo)
onde f.d. € o fator de diluicdo, c. angular o coeficiente angular da reta obtida

através da curva de calibracdo e t o tempo do ensaio em minutos

Além disso, foi realizada a avaliagdo de ciclos reacionais para cada
enzima. Em que, apés a medida da atividade imobilizada, as enzimas
imobilizadas nas nanoparticulas foram adicionadas novamente em 1 mL da

solucédo substrato e o procedimento foi repetido até a inativagcao das enzimas.

4.5.3 Atividade enzimatica da solucdo sobrenadante

A solucdo enzimdtica em que as nanoparticulas foram inseridas e
posteriormente removidas ap6s o tempo de contato, foi chamada de solucao
sobrenadante. A atividade da solucdo sobrenadante foi medida conforme o
procedimento descrito acima e com a temperatura do banho configurada em 40
+ 1 °C. A eficiéncia da imobilizacdo pode ser determinada através da Equacéo
S5:

Atividade enzima livre—atividade sobrenadante (5)

Eficiéncia (%) = x 100

Atividade enzima livre

4.6 Sintese de nanoparticulas

A sintese das nanoparticulas pelo método de microemulséo, ilustrada na
Figura 8, foi baseada no método descrito por Ghasemi.®° Inicialmente, 8,89 g do
surfactante AOT foram homogeneizados com auxilio de um bastao de vidro em
100 mL de iso-octano em um baldo de fundo redondo de 250 mL. Uma aliquota
de 3,6 mL de uma solucao de sais de ferro e niquel (0,2 M Fe(NO3)3.9H20 e 0,1

M Ni(NO3)2.6H20) foi adicionada ao meio reacional que foi mantido sob agitagéo
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magnética lenta por 30 minutos. Apos essa etapa, 10 mL de NH4OH foram
adicionados gota-a-gota ao meio reacional mantendo a agitacdo magnética lenta
por 3 horas, para formar a microemulsdo. Apos as 3 horas, a microemulséo foi
transferida para um funil de separacao onde 100 mL de etanol foram adicionados
para a separacéo das fases. A formacao das ferritas ocorre na interface e foram
recolhidas separadamente em um vial de 50 mL e as fases inferior e superior
foram desprezadas. Agua deionizada foi utilizada para remover resquicios de
ferritas aderidas no funil. As ferritas foram centrifugadas durante 30 minutos a
3000 rpm e posteriormente acomodadas em uma placa de Petri para serem
secas a 80 °C durante 12 horas. As nanoparticulas foram transferidas para
capsulas de porcelana e foram calcinadas a 600 °C por 3h. Posteriormente, as

nanoparticulas foram levemente maceradas para reducdo do tamanho de

particula.
Sintese de nanoparticulas por microemulsao
Aliquota da Adicdo gota- ~& Adicdo de
lso-octano solugao de Ni a-gota de EtOH
o eFe NH.OH ™
AOT ) / l =
= 4 :
i | Solubilizagéo __ 3min (\
manual Agnaqao . - Agltaqao
= A/
5 min
S
. — Recolher
3h : 12h 30min ‘ nanoparticulas 44
” WC e 80 °C 4 3000 rpm_ _ Lavar com H.0
Particila Centrifugagao |- «
final

Figura 8. Representacdo do processo de sintese por microemulsdo das
nanoparticulas magnéticas (Ni-FesOs). Fonte: Adaptado de

Ghasemi.®0
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4.7 Imobilizagé@o das enzimas nas nanoparticulas

Para imobilizar as enzimas nas nanoparticulas preparadas, primeiramente
foram preparadas solucdes enzimaticas nas concentracdes de 50 mg mL* para
as lipases de Aspergillus oryzae e de Candida antarctica e de 1 mg mL™! para a
lipase de Pseudomonas cepacia.

Para realizar a imobilizagdo, cerca de 30 mg de nanoparticulas foram
pesadas em um eppendorf e 1 mL de solugcédo enzimatica, previamente aquecida
durante 5 minutos em banho-maria a 40 °C, foram adicionados nas
nanoparticulas. O eppendorf foi mantido em banho-maria & 40 °C durante 3
horas e depois acondicionado em um dessecador. A solugdo enzimatica
permaneceu em contato com as nanoparticulas durante 72 horas. Para remover
a solucao sobrenadante, um ima foi mantido na parte inferior do eppendorf e,
com o auxilio de um pipetador, a solucéo foi pipetada e removida. O eppendorf
com as nanoparticulas umidas foi mantido no dessecador por, em média, dois

dias para a evaporacao completa dos resquicios do sobrenadante.

4.7.1 Avaliagdo da imobilizagdo pela Espectroscopia na Regidao do

Infravermelho por Transformada de Fourier

Para avaliar a imobilizagdo das enzimas nas nanoparticulas, foram
obtidos espectros de FTIR-ATR para as lipases de Aspergillus oryzae, de
Candida antarctica e de Pseudomonas cepacia sem estarem imobilizadas no
suporte e para as nanoparticulas puras. Além disso, foi realizada uma mistura
fisica entre cada enzima e as nanopatrticulas a fim de obter um espectro de FTIR-
ATR da mistura fisica. Por fim, as lipases de Aspergillus oryzae, Candida
antarctica e Pseudomonas cepacia, todas elas imobilizadas nas nanoparticulas,
foram submetidas a andlise. Para indicar se houve a imobilizacdo, os espectros
de FTIR-ATR da mistura fisica e da enzima imobilizada nas nanoparticulas foram

comparados.

4.8 Ensaio de degradacédo enzimatica do petréleo

O ensaio de degradacgéo foi realizado com dois tipos de amostras

diferentes: a ndo emulsionada, onde aproximadamente 0,448 g de petrdleo,
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previamente aquecido a 40 °C durante 10 min, foram pesadas sobre 20 mL de
agua néo purificada, e a emulsionada, que foi preparada com o dispersor nas
condi¢cbes otimizadas: aquecimento da aliquota de petrdleo a 40 °C por 10 min
e dispersdo de 1 g de petrdleo sobre 20 mL de agua néo purificada durante 4
min na agitacéo de 30000 rpm.

As amostras foram transferidas para um béquer de 50 mL que foi aquecido
em banho-maria, temperatura 40 = 1 °C, durante 10 min. Apés esse periodo, a
30 mg de enzima imobilizada em nanoparticula foi adicionada ao meio e durante
20 min permaneceu em contato com o meio. Para a remog&do da maior
guantidade possivel de enzima imobilizada em nanoparticula, foi utilizado um
ima. O ensaio de degradacéo enzimatica do petréleo foi realizado em duplicata
para cada uma das enzimas avaliadas nesse estudo.

Para as amostras ndo emulsionadas, a separacao da fase aquosa e da
fase organica das amostras foi realizada da seguinte forma: o béquer contendo
a amostra foi colocado em um banho de gelo por 60 min, desse modo a fase
aguosa foi recolhida com pipeta Pasteur de vidro e a fase orgéanica foi recolhida
para a analise de FTIR-ATR.

4.8.1 Analise gravimétrica do petrdleo apds a degradacao

A reducdao do petréleo ap6s a degradacao enzimatica foi avaliada através
da andlise gravimétrica. O procedimento foi realizado conforme o item 4.4.5 onde
as fases organicas foram quantificadas e a fase aquosa foi recolhida para a
medida de acidez residual e determinagdo de carbono orgéanico dissolvido. O
controle do procedimento, sem a adicdo de enzimas imobilizadas em
nanoparticulas, foi realizado em triplicata. JA nas amostras em que foram
adicionadas as enzimas imobilizadas em nanoparticulas, a analise foi realizada

em duplicata.

4.8.2 Avaliagdo da degradacdo pela espectroscopia na regidao do

infravermelho por transformada de Fourier

Para avaliar a degradacao, o petrdleo puro foi submetido a anélise de
FTIR-ATR. A fase 0leo das amostras ndo emulsionadas e das emulsionadas
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foram analisadas. Os resultados foram avaliados através da interpretacdo dos

resultados do método ndo-supervisionado HCA.

4.8.3 Medida de acidez residual

A acidez residual (RA) foi medida por volumetria de neutralizagdo. Em um
béquer, foram adicionados 10 mL da amostra a ser avaliada e, quando o volume
era inferior a este, foi realizada a diluicdo da amostra com agua deionizada. O
titulante utilizado foi KOH 0,05 mol L e as medidas foram realizadas em

duplicata. Para obter o RA, foi utilizada a Equacéo 6:

1) — Mtitulante XVtitulante gasto

Concentracio (mol L™ X fator de diluicao (6)

Vamostra adicionada

onde Miiulante € a concentracdo do KOH em mol L1, Viilante € 0 volume de titulante

gasto em mL e V amostra adicionada € 0 Volume de amostra utilizado em mL.

4.8.4 Determinacédo de carbono organico dissolvido

As amostras foram previamente diluidas e 500 puL foram injetados no
equipamento para a analise. As condicbes de analise foram: temperatura do
forno em 850 °C, 3 minutos de purga com O2 visando remover CO2 dissolvido e
tempo de integracdo maximo de 10 minutos.

Na Figura 9 é apresentado o fluxograma que sintetiza os procedimentos
experimentais realizados no presente trabalho. Também é apresentada a ordem

sequencial em que os experimentos foram executados.
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Procedimentos experimentais
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Figura 9. Fluxograma dos procedimentos experimentais realizados no presente trabalho.
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5 Resultados e Discussodes

A discussao dos resultados obtidos foi dividida em quatro partes. A
primeira é sobre a otimizacdo do preparo das emulsfes sintéticas pelos dois
equipamentos utilizados avaliando a incorporacdo do Oleo através de ensaio
gravimétrico. Na segunda parte, estdo descritos os resultados obtidos para
otimizacao das condicdes de uso das enzimas selecionadas a fim de conhecer
0 pH e a temperatura em que cada enzima possui maior atividade.

Na terceira parte, foi feita a sintese das nanoparticulas e avaliagdo da
imobilizacdo das enzimas nas nanoparticulas através da determinacdo da
atividade da atividade enzimatica na solucdo sobrenadante, da atividade
enzimatica das enzimas imobilizadas e dos espectros de FTIR-ATR. Na quarta
parte, foram feitos os ensaios de degradacao enzimética para as amostras ndo
emulsionadas e emulsionadas com avaliacdo visual da degradacao do 6leo e
avaliacado gravimétrica para as amostras ndo emulsionadas, bem como outros
parametros, como HCAs, a acidez residual e carbono organico dissolvido para

ambas amostras.

5.1 Otimizacéo no preparo das emulsdes sintéticas

A incorporacéo do petrdleo na agua foi realizada sem a adicdo de nenhum
surfactante. Por isso, existe uma limitacdo da quantidade de petroleo
incorporada. Além disso, existiram perdas de petréleo inerentes ao processo,
como aderéncia nas paredes do tubo utilizado e nas ponteiras tanto do dispersor
guanto da sonda de ultrassom. Por esses motivos, foi realizada a analise
gravimétrica da emulsdo resultante visando avaliar efetivamente a massa de
6leo incorporada. Os preparos das emulsdes foram feitos avaliando diferentes

sistemas para formacéo da emulséo, os quais estdo descritos abaixo.

5.1.1 Otimizag&o dos parametros do dispersor mecanico

A formacdo de emulsdes ocorre quando ha, principalmente, agitacdo
adequada para dispersar um liquido no outro.5! O instrumento dispersor utilizado
no trabalho tem como principio de funcionamento a agitacao rotor/estator, onde,

devido a configuragdo do equipamento, ocorre a dispersdo devido a acdo de
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duas forcas principais: o impacto mecéanico contra as paredes interiores do
elemento dispersor devido a alta velocidade e a forca de cisalhamento em que
os liquidos sdo submetidos.®? Logo, é importante avaliar o tempo de agitacdo e
a velocidade utilizada no preparo da emulséo.

O primeiro parametro avaliado para o preparo de emulsdes 5% 6leo em
agua (m/v), foi o tempo de preparo das emulsdes, ou seja, o tempo em que uma
fase liquida leva para ser dispersa em outra. O dispersor utilizado possui duas
condi¢des de funcionamento: o aumento da velocidade deve ser progressivo e,
para cada 10 minutos de atividade, ha a necessidade de cinco minutos de
inatividade. Com o intuito de evitar a sobrecarga do equipamento, os tempos de
preparo testados foram de 2, 4 e 8 minutos com a velocidade fixa de 30000 rpm.

O aspecto visual das emulsdes ap0s o preparo € de uma fase de
coloracdo marrom com algumas manchas de 6leo formadas na superficie. Para
o tempo de preparo de 2 minutos, Figura 10-a, o aspecto visual resultante foi
diferente das demais emulsfes, pois o 6leo permaneceu concentrado na
superficie da fase aquosa indicando que ndo houve uma boa disperséo.
Enquanto para os tempos de preparo 4 minutos e 8 minutos (Figura 10-b e Figura

10-c) ocorreu uma melhor disperséo.

Figura 10. Avaliacdo visual da influéncia do tempo de preparo na formacédo da
emulsdo com o dispersor: (A) 2 min, (B) 4 min e (C) 8 min com a
velocidade fixa em 30000 rpm. Fonte: Da autora, 2024.

Aléem da comparacao visual, obteve-se a média da quantidade de oleo
incorporada para os tempos de preparo de 2, 4 e 8 minutos de 27,5 £ 0,1% (n=2),
37,7 £ 0,1% (n=2) e 31,4 + 0,1% (n=2), respectivamente. Os resultados de
incorporacgao obtidos diferiram entre si (teste ANOVA, intervalo de confianca de
95%) e, portanto, o tempo de preparo foi definido em 4 minutos porque

apresentou a melhor incorporacao de oleo.
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Com o tempo de preparo fixo em 4 minutos, pode-se avaliar o efeito da
velocidade na formacdo da emulsdo. Foram comparadas as velocidades de
11500, 20500 e 30000 rpm. Quando a velocidade de 11500 rpm foi utilizada, foi
averiguado que nado houve dispersao efetiva para a formacdo da emulsao.
Visualmente, conforme mostrado na Figura 11, foi constatado que ndo ocorreu
a incorporacdo do oOleo, pois ndo ha formacdo de fase homogénea e esse

comportamento também é observado na Figura 12-a.

Figura 11. Resultado obtido no preparo da emulsdo ao avaliar a velocidade de
11500 rpm. Fonte: Da autora, 2024.

Portanto, a velocidade de 11500 rpm demonstrou-se ineficaz para formar
a emulsdo e, por isso, as amostras referentes a essa condicdo ndo foram
submetidas a analise gravimétrica para avaliacdo da incorporacdo do Oleo.
Devido a essa ineficiéncia, as velocidades menores disponiveis no equipamento
nado foram avaliadas.

J& as velocidades de 20500 rpm e 30000 rpm foram suficientes para a
formacdo de emulsédo. Para ambas velocidades, foi observada a formacao de
uma fase homogénea, Figura 12-b para 20500 rpm e Figura 12-c para 30000
rpm. Como a incorporacdo foi visualmente efetiva, foi realizada a analise
gravimétrica para verificar a massa de petroleo incorporada e as quantidades
obtidas para 20500 rpm e 30000 rpm foram de 32,4 £ 0,1% (n=2) e 37,7 + 0,1%
(n=2), respectivamente. Nao ha diferenca estatistica entre os resultados (teste
T, intervalo de confiangca de 95%) e para selecionar a velocidade, as amostras
foram comparadas visualmente, onde foi constatado que as emulsdes

preparadas com velocidade de 30000 rpm aparentemente sao mais
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homogéneas do que as preparadas com velocidade de 20500 rpm. Desse modo,
para as emulsdes preparadas com o dispersor, as condi¢cdes otimizadas sdo
tempo de preparo de 4 minutos e velocidade de 30000 rpm. Isto significa que,
nessas condicdes, apesar da concentracdo de 6leo em agua inicial ser de 5%
(m/v), foram produzidas emulsées com concentracdo de, aproximadamente,
1,9% (m/v) O/A.

Figura 12. Avaliagdo visual da influéncia da velocidade do dispersor na formagéo
da emulsédo: (A) 11500 rpm, (B) 20500 rpm e (C) 30000 rpm com o

tempo de preparo fixo em 4 minutos. Fonte: Da autora, 2024

Para avaliar a repetibilidade da incorporacdo do petroleo, na condicéao
otimizada do dispersor, foram realizadas ao total, seis replicatas do preparo da
emulsdo seguido pela analise gravimétrica em diferentes dias. O resultado obtido
para a incorporacdo de 6leo na agua foi de 36,5 + 0,1% e, foi considerado, que
existe repetibilidade no preparo da emulséo tendo em vista o baixo desvio padréo

relativo entre as medidas.

5.1.2 Otimizag&o dos parametros da sonda de ultrassom

Uma técnica alternativa para o preparo de emulsdes é a utilizacdo de
sonda de ultrassom que apresenta como diferenciais: uma elevada eficiéncia
energética e a possibilidade de formar emulsbes mais estaveis devido ao
principio da cavitacdo acustica.®® Esse principio refere-se a formacéo de bolhas
gue ao atingirem um tamanho maximo, devido a coalescéncia entre bolhas,
colapsam e auxiliam na formagdo da emulsdo, em virtude das forcas de
cisalhamento geradas no processo. Isso ocorre devido a interacdo das ondas de

ultrassom com o meio liquido e o gas dissolvido no mesmo.%
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Inicialmente, foram avaliados os tempos de preparo de 2, 4 e 8 minutos
com amplitude fixa em 40%. Posteriormente, para estudar o efeito da amplitude,
foram comparadas as amplitudes de 20, 30 e 40% com o tempo de preparo fixo
na melhor condi¢do avaliada. A concentracdo de 6leo em agua utilizada foi de
5% (m/v).

Os tempos de preparo avaliados foram de 2, 4 e 8 minutos com a
amplitude fixa em 40%. A formagé&o das bolhas, Figura 13, pode ser observada
durante a emulsificacdo quando a combinacéo de parametros foi eficiente. Além
disso, o0 aspecto visual das emulsdes formadas é de uma fase com coloracao
marrom claro e com uma borda superior de 6leo que nao foi emulsionado. Esse
comportamento é semelhante ao das emulsdes formadas com o dispersor nas

velocidades de 20500 e 30000 rpm com tempo de preparo de 4 minutos.

Figura 13. Presenca das bolhas geradas no processo de emulsificacdo com a
sonda de ultrassom devido a cavitacdo acustica. Fonte: Da autora,
2024.

Quando o tempo de preparo avaliado foi de 2 minutos, Figura 14-a, foi
observada uma diferenca entre os demais tempos de preparo. Havia 6leo ndo
disperso na fase emulsionada, enquanto nos demais tempos o mesmo ficava
localizado na borda superior da fase aderido ao frasco e na ponteira do US. Por
isso, foram preparadas quatro emulsdes para realizar a analise gravimeétrica,
onde a média de o6leo incorporado foi de 31,0 + 0,2% (n=4) e o desvio padréo
relativo (RSD) das amostras foi de 61,2% indicando que esse tempo de preparo
foi insuficiente para promover uma emulsificagdo eficaz entre as replicatas. Os

demais tempos de preparo, 4 e 8 minutos, possuiram aspectos visuais
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semelhantes e esperados Figura 14-b e Figura 14-c, respectivamente. A media
de oleo incorporado foi de 23,7 £ 0,1% (n=2) e 17,2 £ 0,1% (n=2), para 4 e 8
minutos. As meédias ndo diferiram significativamente entre si (teste ANOVA,
intervalo de confianca de 95%), mas devido ao elevado RSD o tempo de preparo
de 2 minutos foi desconsiderado. Portanto, a fim de reduzir o tempo de preparo
e minimizar possiveis desgastes do equipamento, este foi definido como 4

minutos.

Figura 14. Avaliacéo visual da influéncia do tempo de preparo na formacéo da
emulséo com a sonda de ultrassom: (A) 2 min, (B) 4 min e (C) 8 min

com a amplitude fixa em 40%. Fonte: Da autora, 2024.

Com o tempo de preparo fixo em 4 minutos, foram avaliadas as amplitudes
de 20, 30 e 40% da poténcia de 500 W. Ao aplicar menores amplitudes, 20 e
30%, foi observado que as ondas ultrassdnicas geradas nao foram suficientes
para formar a emulsdo, Figura 15-a e Figura 15-b, respectivamente, uma vez
gue nao houve alteragéo visual na coloracao da fase aquosa. Como néo houve
emulsificacdo, as amostras referentes a estas amplitudes ndo foram submetidas
a analise gravimétrica. Portanto, as condi¢des otimizadas para a formacao de
emulsdo com o US foram tempo de preparo de 4 minutos e amplitude de 40%
da poténcia de 500 W. Nessas condi¢es, apesar da concentracao de 0leo em
agua inicial ser de 5% (m/v), foram preparadas emulsées O/A de concentragdo
1,2% (m/v).
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Figura 15. Avaliagao visual da influéncia da amplitude na formagao da emulséo
com a sonda de ultrassom: (A) 20%, (B) 30% e (C) 40% com o tempo

de preparo fixo em 4 minutos. Fonte: Da autora, 2024.

A comparacao da eficiéncia do dispersor e do US foi realizada com as
condicBes otimizadas de cada equipamento. A comparacdo das meédias de 6leo
incorporado com o dispersor, 37,7 £ 0,1% (n=2), e do US, 23,7 £ 0,1% (n=2),
possuem diferenca estatistica. Com isso, concluiu-se que a incorporacdo com o
dispersor, nas condi¢cdes estudadas, pode ser considerada melhor do que com
a sonda de ultrassom. Além dessa diferenca, ha a vantagem de que o volume
de emulsao produzido com o dispersor € maior do que o pode ser produzido com
a sonda. Em vista disso, as emulsdes sintéticas utilizadas no presente trabalho
foram preparadas com o dispersor, nas condigdes otimizadas, 4 minutos como
tempo de preparo e 30000 rpm de velocidade.

A fim de evitar a inativacdo das enzimas ao serem adicionadas em
emulsdes com pH fora da faixa recomendada, houve a necessidade de avaliar a
substituicdo da agua ultrapura (pH 5,5) por agua nao purificada (pH 6,7). Além
disso, também foi avaliado o aquecimento prévio do petréleo como preparo de
amostra, pois em baixas temperaturas ambientes a viscosidade aumenta
dificultando o manuseio do mesmo.

As mudancas no processo foram avaliadas também pela analise
gravimétrica onde a média de 6leo incorporado obtida foi de 44,8 + 0,1% (n=4).
Ao comparar com a média obtida sem as modifica¢des, 36,5 + 0,1% (n=6), as
médias séo estatisticamente diferentes (teste T, intervalo de confianga de 95%).
As alteracfes nao foram positivas somente por facilitar o manuseio do 6leo e por
promover um ambiente favoravel para as enzimas, mas também porque

proporcionou maior incorporacao de 6leo na emulsdo. Em consequéncia disso,
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as emulsdes foram produzidas com agua néo purificada e o aguecimento do
petréleo foi adotado como preparo de amostra de todas as emulsfes produzidas
no presente trabalho. Com isso, a concentracao das emulsdes foi de 2,3% (m/v)
O/A.

5.2 Avaliacédo dainfluéncia da temperatura e do pH na atividade enzimatica

Com o propésito de maximizar o efeito das enzimas na etapa de
degradacdo do petrdleo, avaliou-se a influéncia do pH e da temperatura na

atividade enzimética.

5.2.1 Avaliacéo do efeito da temperatura na atividade enzimatica

Com objetivo de escolher a temperatura onde as enzimas possuem
maxima atividade, a temperatura do ensaio de atividade enzimatica foi avaliada.
As temperaturas avaliadas foram 20, 30 e 40 °C. Para avaliar o efeito da
temperatura, para a lipase de Aspergillus oryzae o pH foi fixado em 6,5 e para
as lipases de Candida antarctica e de Pseudomonas cepacia foi fixado em 7,0.
Esses valores de pH foram escolhidos de forma arbitraria dentro da faixa
recomendada de uso pelo fabricante (pH 6,5 — 7,5). Na Figura 16, estdo
apresentadas as atividades enzimaticas para cada temperatura e para as

enzimas estudadas.

O efeito da temperatura na atividade enzimatica é perceptivel para as trés
enzimas uma vez que 0 aumento da temperatura promoveu um aumento na
atividade enziméatica. O aumento de 20 °C para 30 °C ndo alterou
significativamente as atividades das lipases de Aspergillus oryzae e Candida
antarctica. Avaliando a variagdo da atividade quando a temperatura foi
modificada de 30 °C para 40 °C, a enzima lipase de Candida antarctica foi a que
obteve um aumento mais significativo, de aproximadamente 2,8 vezes. Enquanto
isso, as lipases de Aspergillus oryzae e de Pseudomonas cepacia, possuiram
um aumento de similar a 1,5 vezes e 1,6 vezes, respectivamente. Por
consequéncia, a temperatura para o ensaio de atividade enzimatica e para
aplicacao nos testes de degradacao foi definida como 40 °C. As temperaturas

acima de 40 °C nao foram avaliadas devido ao potencial de aplicacao do trabalho
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em derramamentos em mares e oceanos e no ambiente costeiro de um acidente,
ou seja, em temperaturas proximas a temperatura ambiente. Além disso, houve
necessidade de utilizar as enzimas de forma racional devido a pouca quantidade

disponivel para realizar todos os testes que foram planejados.
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Figura 16. Avaliacdo da influéncia da temperatura na atividade para as enzimas
lipase de Aspergillus oryzae (m), de Candida antarctica (m) e de
Pseudomonas cepacia (m) com o pH fixo em 6,5 7,0 e 7,0,
respectivamente. As barras verticais indicam o desvio padréo (n=2).

5.2.2 Avaliacado da influéncia do pH na atividade enzimatica

Na Figura 17, estdo apresentados os perfis de cada enzima avaliada
nesse trabalho em diferentes valores de pH. As trés enzimas avaliadas possuem
indicagao de uso na faixa de pH 6,5 — 7,5, por isso essa faixa foi o ponto de
partida do estudo. Para cada pH avaliado, uma nova solucdo de enzima foi
preparada e o ajuste do pH foi realizado na etapa de preparo do tampéao Tris-
HCI, que foi utilizado como diluente da enzima sélida.

A lipase de Aspergillus oryzae apresentou atividade maxima (0,324 +
0,012 U mL?Y) no pH 6,5. As médias das atividades foram comparadas
estatisticamente e, em um intervalo de confianca de 95%, diferem

estatisticamente (teste ANOVA). Além disso, foi a Gnica enzima com o pH 6timo
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na faixa acida. Song et al®., apesar de medirem a atividade por um método
titulomeétrico utilizando azeite de oliva como substrato, observaram o mesmo
comportamento para lipases derivadas de fungos, inclusive para a lipase de
Aspergillus oryzae, que também apresentou como pH 6timo o valor de 6,5.

A lipase de Candida antarctica teve atividade maxima (0,771 + 0,006 U
mL-1) no pH 7,0 diferindo estatisticamente (ANOVA, intervalo de confianca 95%)
do pH 6,5 e 7,5. Yu et al.’¢ também avaliaram a influéncia do pH na atividade
enzimatica utilizando um método baseado na hidrdlise do 6leo de oliva e, para
determinar a atividade, foi realizada titulacao acido-base. Os autores obtiveram
que ha influéncia do pH na atividade e que a lipase de Candida antarctica B
apresentou pH 6timo 7,0.

A lipase de Pseudomonas cepacia apresentou um perfil diferente das
demais enzimas. Para os valores de pH de 7,0, 7,5 e 8,0, as atividades foram de
13,1+0,1 U mL* (RSD 0,763%), 19,2 + 0,1 U mL* (RSD 0,521%) e 19,8 £ 0,1
U mL! (RSD 0,505%), respectivamente. Os resultados ndo diferiram
estatisticamente, teste ANOVA intervalo de confianga de 95%. Portanto, para
definir o pH 6timo dentre os estudados, foi utilizado o menor RSD como
parametro e, desta forma, nas condicdes estudadas, foi escolhido o pH 8,0 para
a lipase de Pseudomonas cepacia. Apesar de nédo ter sido encontrado na
literatura artigos que avaliem a influéncia do pH na atividade desta enzima, foi
relatado na literatura o uso da enzima lipase de Pseudomonas cepacia em um
tampao Tris-HCl em pH 8,0.%7

Através da Figura 17, considerando a atividade no pH 6timo de cada
enzima, observa-se que a lipase de Aspergillus oryzae apresentou menor
atividade e que a lipase de Pseudomonas cepacia € muito mais ativa que as

demais.
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Figura 17. Avaliacao da influéncia do pH na atividade para as enzimas lipase de
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Aspergillus oryzae (m), de Candida antarctica (m) e de Pseudomonas
cepacia (m) com a temperatura fixa em 40 °C. As barras verticais

indicam o desvio padrao (n=2).

5.3 Processo de imobilizacdo das enzimas nas nanoparticulas

O método de deposicdo das enzimas nas nanoparticulas escolhido foi a
adsorcdo fisica onde as enzimas, sob forma de solucdo, permaneceram em
contato com as nanoparticulas. Um teste preliminar com a lipase de Candida
antartica foi realizado onde a enzima ficou em contato durante 2h com as
nanoparticulas sob agitacdo magnética a temperatura de 40 °C. A solucéo
sobrenadante foi removida e o eppendorf foi mantido em dessecador até a
completa evaporagéo da solucdo remanescente. Isso foi avaliado visualmente e
com o auxilio de um ima, pois quando estdo Umidas as nanoparticulas néo
acompanham o movimento do mesmo. O tempo de secagem adotado foi de dois
dias.

No segundo teste, as solu¢des enzimaticas permanecerem em contato
com as nanoparticulas por 3 h, a 40 °C e sob agitacdo magnética, e por mais 72
h sem agitagcdo e aquecimento acondicionadas no dessecador. Apds esse
tempo, a solucdo sobrenadante foi removida e o processo de secagem ocorreu
por mais dois dias.
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5.4 Avaliacéo da imobilizacdo das enzimas nas nanoparticulas
5.4.1 Avaliacéo da solucdo sobrenadante

A primeira avaliagéo a ser realizada para verificar se houve imobilizacéo
das enzimas nas nanoparticulas é através da comparacdo das atividades da
solucéo inicial contendo a enzima livre, utilizada para a imobilizacdo, e do
sobrenadante removido apds o periodo de imobilizacdo. A medida da atividade
da solugéo sobrenadante indica a quantidade de enzima livre remanescente
apos o processo de imobilizacdo e, com isso, € possivel avaliar a eficiéncia da
imobilizacdo. Teoricamente, quanto menor a atividade do sobrenadante, menor
€ a quantidade de enzima livre na solucao apds a imobilizacdo indicando uma

maior efetividade no processo e nas condi¢cdes da imobilizacéo.586°

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados citados para as enzimas
avaliadas no presente trabalho na condicdo de 75 h de imobilizacdo. Para as
lipases de Aspergillus oryzae e Candida antarctica, as concentracdes utilizadas
para a imobilizacdo foram de 50 mg mL? e para a lipase de Pseudomonas
cepacia 1 mg mL! porque nas condi¢des otimizadas, essa enzima na forma livre

€ muito mais ativa que as demais.

Ao contrario do esperado, para as enzimas lipase de Candida antarctica
e lipase de Pseudomonas cepacia, a atividade do sobrenadante foi maior que a
atividade da enzima livre. Possivelmente, ao remover o sobrenadante, algumas
nanoparticulas foram removidas e mantidas em contato com o mesmo até o
momento da medida (Figura 18). A presenca de enzimas imobilizadas pode ser
vista na Figura 18-a, onde a solucao sobrenadante da lipase de Pseudomonas
cepacia inicialmente possuia coloracdo rosada e apds alguns minutos houve
decantacéo de particulas. Ao colocar um imé ao lado do tubo, houve movimento
das particulas indicando a presenca de nanoparticulas. O mesmo aconteceu

com a lipase de Candida antarctica (Figura 18-b).
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Tabela 5. Medidas das atividades enzimaticas das solu¢cdes de enzima livre
utilizadas na imobilizacdo e das respectivas solucdes sobrenadantes

resultantes (n=2).

Enzima Atividade enzima livre Atividade
(UmL™?) sobrenadante (U mL™)

Lipase de Aspergillus 39.6+0,1 36,6 + 0,1

oryzae

Lipase _de Candida 23,0+0,1 445+01

antarctica

Lipase de 42,8+0,1 47,9+0,1

Pseudomonas cepacia

Figura 18. Solu¢des sobrenadantes resultantes das imobilizacdes contendo
nanoparticulas: A) lipase de Pseudomonas cepacia e B) lipase de

Candida antarctica. Fonte: Da autora, 2024.

J& a eficiéncia de imobilizacéo para a lipase de Aspergillus oryzae pode
ser determinada, pela Equacédo 5, e foi de 7,6%. Yicel et al.”® avaliaram a
imobilizacdo de duas lipases de Aspergillus oryzae comerciais em matriz
polimérica microporosa contendo grupos funcionais por adsorcao fisica e por
ligacdo covalente para aplica-las na producdo de ésteres metilicos de acidos
graxos a partir do 6leo de canola. Como resultado, obtiveram que a imobilizacdo
por ligacao covalente € mais efetiva do que a por adsorcéo fisica para ambas as

enzimas, mas em termos de atividade, a maior quantidade de enzima no suporte
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pode inativar os sitios ativos das enzimas e, com isso, ha reducéo da atividade
na imobilizacdo por ligacdes covalentes. Diante disso, mesmo com menores
valores de eficiéncia, 23,7% para a Lipozyme TL-100L e 11,7% para a Novozyme
388 — sendo esse resultado relativamente proximo ao obtido nesse trabalho — a
adsorcdao fisica pode apresentar a vantagem de apresentar maiores atividades
das lipases imobilizadas quando comparadas a imobilizacdo por ligacdo

covalente, além de ser um procedimento muito mais simples de ser feito.

5.4.2 Avaliacéo da atividade das lipases imobilizadas

As nanoparticulas obtidas ap0s o teste inicial de imobilizacdo durante 2 h
da lipase de Candida antarctica foram submetidas aos ensaios de atividade
enzimatica conforme o item 5.3.2. Visualmente, o aspecto da solucao de
substrato contendo as nanoparticulas néo foi alterado conforme o esperado
(Figura 19), indicando que n&o houve formacéo de p-NP. Além disso, o resultado
obtido no ensaio de atividade enzimatica foi insatisfatorio, pois resultou em uma
atividade nula.

Apesar de ndo ter sido possivel mensurar a eficiéncia da imobilizagdo pela
atividade do sobrenadante, as nanoparticulas obtidas pelo processo de
imobilizacdo foram submetidas aos ensaios de atividade enzimatica conforme o
item 5.3.2. O aspecto da solucao resultante ao colocar a enzima imobilizada em

contato com o e substrato pode ser visto na Figura 19.

Figura 19. Exemplo de nanoparticulas com enzima imobilizada em contato com

a solugéo de p-NPP. Fonte: Da autora, 2024.
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O primeiro indicativo de que houve imobilizacdo das enzimas foi que ao
coloca-las em contato com a solucédo de substrato contendo a molécula de p-
NPP instantaneamente a solugdo adquiriu coloracdo amarelada, Figura 19,
indicando a formacéo de p-NP. Ao final do tempo reacional, foi possivel medir as
atividades das trés lipases imobilizadas conforme mostrado na Figura 20.
Portanto, foi possivel mensurar a atividade das enzimas imobilizadas sendo esse
um forte indicativo de que ocorreu a imobilizag&o.

As médias das atividades obtidas para as lipases de Aspergillus oryzae,
de Candida antarctica e de Pseudomonas cepacia foram de 65,3 + 19,9 U g,
110,8 +0,1 U g'e 136,8 + 26,8 U g%, respectivamente.
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Aspergillus oryzae Candida antarctica Pseudomonas cepacia

Figura 20. Resultado obtido para as atividades enzimaticas das lipases
imobilizadas por adsor¢cdo fisica durante 75h. As barras

verticais indicam o desvio padrao (n=2).

Yicel et al.”® apés imobilizarem as lipases comerciais de Aspergillus
oryzae na matriz polimérica microporosa com grupos funcionais por adsorcéo
fisica, determinaram a atividade das mesmas pelo método espectrofotométrico
com p-NPP como substrato onde a absorbancia da formacdo de p-NP foi
monitorada a 410 nm. As atividades obtidas foram de 22,2 U g para a Lipozyme
TL-100L e 20,3 U g para a Novozyme 388. Ao comparar com o resultado obtido

no trabalho, 65,3 + 19,9 U g1, pode-se inferir que a lipase de Aspergillus oryzae
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imobilizada em nanoparticulas, apresentou maior atividade que as citadas
acima.

Em relacéo a lipase de Candida antarctica, Nicoletti et al.”* imobilizaram a
lipase de Candida antarctica B por diversas técnicas, sendo a adsorcéo fisica
uma das analisadas, em espumas de poliuretano. A avaliacdo da atividade
também foi realizada pelo aumento da absorbancia em 410 nm devido a
formacgéo do p-NP através da hidrélise do p-NPP. O contato entre a enzima e o
suporte durou 2h e a atividade obtida foi de 2,3 + 0,3 U g*. Apesar dos suportes
utilizados serem diferentes, ha um indicativo de que a adsorcao fisica, mesmo
gue com um tempo de contato longo em relacdo a literatura, 75 h, foi efetiva
porque a atividade da lipase de Candida antarctica imobilizada no presente
trabalho foi de 110,8 + 0,1 U g sendo aproximadamente 48 vezes maior que 0
relatado na literatura. Como um teste preliminar de imobilizacdo foi realizado
entre a solucdo enzimatica e as nanoparticulas com o mesmo tempo de contato
de 2 h e foi obtida atividade nula nas condi¢cdes avaliadas, infere-se que o tempo
de contato influenciou de fato na efetividade da adsorcao fisica.

Ha registros na literatura de adsorcéo fisica da lipase de Pseudomonas
cepacia em diversos suportes e, nos mesmos, sao utilizados maiores tempos de
contato para a efetividade da imobilizacdo. Ou et al.”? promoveram a imobilizacédo
efetiva da enzima por adsorc¢ao fisica na superficie e, majoritariamente no interior
dos poros do MOF do tipo ZIF-8 com um tempo de contato de 24h para
imobilizacdo. Sakai et al.”> comprovaram que ha como imobilizar a enzima por
adsorcao fisica com tempo de contato de 11h em fibras de poliacrilonitrilo e
podem ser aplicaveis na producdo de butil-biodiesel. Entretanto ndo ha como
comparar as atividades imobilizadas desse trabalho com os dados encontrados
na literatura porque nenhum trabalho até o presente momento utilizou o método

para a medida da atividade baseado na hidrélise do p-NPP.

5.4.3 Avaliagdo do reuso das enzimas imobilizadas

Uma das grandes vantagens de aplicar enzimas imobilizadas em
processos, € a possibilidade de remocéo do meio e a reutilizacdo das mesmas
visando a reducao de custos. Por isso, € importante realizar o estudo que indica

guantas vezes a enzima imobilizada pode ser reutilizada.” Na Figura 21, foram
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apresentadas as atividades relativas de cada enzima versus o nimero de ciclo
reacionais que cada uma atingiu.
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Figura 21. Avaliacao da reutilizacdo das enzimas lipase de Aspergillus oryzae
(w), de Candida antarctica (m) e de Pseudomonas cepacia (m)
através da atividade relativa obtida. As barras verticais indicam o
desvio padréo (n=2).

Avaliando o gréfico apresentado na Figura 21, a lipase de Aspergillus
oryzae pode ser utilizada duas vezes e, no segundo uso, apresentou apenas
23,1 = 3,2 % da atividade do primeiro ciclo. A lipase de Candida antarctica
também apresentou atividade em apenas dois ciclos reacionais e, ao ser
submetida ao segundo ciclo reacional, apresentou atividade de 19,2 £ 1,0 % da
atividade do primeiro ciclo. Ja a lipase de Pseudomonas cepacia, foi ativa
durante cinco ciclos reacionais onde, no quinto ciclo, apresentou 3,5 + 0,1 % da
atividade do primeiro ciclo. As trés enzimas imobilizadas tiveram o mesmo
comportamento indicando que sdo completamente ativas somente no primeiro
uso. Conforme esperado, com o0 aumento no numero de ciclo reacionais, ha
reducdo da atividade enzimética até que ndo apresente mais atividade.

Cai et al.”, avaliaram a imobilizacdo da lipase de Aspergillus oryzae em

dois diferentes suportes através da adsorcao fisica, em uma matriz de silica e
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em matriz de silica-celulose. Para ambos os suportes, foi observado o mesmo
comportamento de decréscimo da atividade enzimatica conforme o aumento do
ciclo reacional. Possivelmente, isso ocorre porque a adsorcdo fisica €
considerada como um método de imobilizacdo reversivel, ou seja, a medida que
as enzimas imobilizadas sdo reutilizadas ocorre a lixiviagdo da enzima das

nanoparticulas devido as fracas ligacdes entre as mesmas.”?

5.4.4 Avaliagdo da imobilizagao por FTIR-ATR

Para conseguir analisar eficientemente a imobilizacdo das enzimas nas
nanoparticulas através do espectro da enzima imobilizada foram adquiridos
espectros individuais tanto da nanoparticula, Figura 22, quanto da enzima para
obter os sinais caracteristicos de cada uma. Na Figura 23, o espectro de FTIR-
ATR da enzima lipase de Candida antarctica.

Na Figura 22, observa-se uma Unica banda expressiva em
aproximadamente 1098 cm. J4 na Figura 23, observam-se as bandas mais
proeminentes para a lipase de Candida antarctica. Conforme a literatura’®, a
banda entre 1700 — 1600 cm™ é devido ao modo de alongamento da carbonila
das ligac6es peptidicas dos aminoacidos que constituem as lipases. Ja a banda
com centro em aproximadamente 1547 cm™ corresponde as deformacdes
angulares das ligacées N-H. Na regido localizada entre 1400 — 1200 cm, a
banda é uma combinacao da vibracao de deformacado dos grupos NH e CN. Por
fim, a banda em ~ 1028 cm™ representa a ligacdo C-O presente nas lipases.’’
Como as lipases de diferentes fontes possuem composicao similar, as bandas
obtidas para as enzimas avaliadas foram relacionadas com as regides descritas

acima e foram apresentadas na Tabela 6.
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Figura 22. Espectro de FTIR-ATR da nanopatrticula pura.
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Figura 23. Espectro de FTIR-ATR da lipase de Candida antarctica pura com
destaque para 0s sinais relevantes.
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Tabela 6. Relacao entre as principais bandas das lipases segundo a literatura e
as bandas obtidas nos espectros de FTIR-ATR para as enzimas

avaliadas.

Caracterizacio L/Pasede Lipasede  Lipasede

Regiéo Aspergillus Candida Pseudomonas
das bandas ; .
oryzae antarctica cepacia
Alongamento
da carbonila
1700 - 1600 referente s ye35cmt 1637 cml 1147 cmd
cm ligacoes
peptidicas dos
aminoacidos 76
Deformacdes
~ 1547 cm? angulares da 1524 cm? 1543 cmt 1076 cm
ligacdo NH 76
Deformacdes
14(_)9 — 1200 dos grupos NH  1385cm* 1399 cm 990 cm™
cm o
e CN
~1028 cm? Ligacdo C-O’"  1032cm? 1028 cm 928 cmt

A fim de avaliar se houve alguma sobreposicdo entre bandas dos
espectros de FTIR-ATR das nanoparticulas e das enzimas, ambas puras, sem
imobilizacdo, os espectros foram sobrepostos (Figura 24). Ao sobrepor os
espectros das nanoparticulas sem imobilizacdo e da enzima livre, Figura 24-a,
houve sobreposicdo da banda referente a nanoparticula em 1098 cm e da
enzima em 1028 cm™. A regido entre 1800 — 650 cm™ é chamada de regido
fingerprint, Figura 24-b. Nessa regido ha um enfoque dessa sobreposicéo porque
€ a regiao onde estdo as bandas significativas das lipases, pois a regido entre
3500 — 3100 cm™ corresponde a vibragdo de estiramento dos hidrogénios ligadas
a grupo hidroxilas.”” Essa proximidade das bandas, dificultou a avaliacdo da

imobilizagdo da enzima pelo espectro de FTIR-ATR.
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Figura 24. A) Espectro das nanoparticulas (=) e lipase de Candida antarctica
(-) ndo imobilizadas (3650 — 650 cm™) e B) espectro das
nanoparticulas (-) e lipase de Candida antarctica (=) néao
imobilizadas com enfoque na regido de fingerprint do espectro (1650
— 650 cm™).

Como alternativa para a avaliacdo da imobilizacédo, foi realizada uma
mistura fisica entre a nanoparticula e a lipase. Foi realizada a comparacéo entre
0 espectro da nanoparticula pura, da lipase pura e da mistura fisica entre
nanoparticula e a respectiva lipase e estdo apresentados na Figura 25-a para a
lipase de Aspergillus oryzae, na Figura 25-b para a lipase de Candida antarctica
e na Figura 25-c para a lipase de Pseudomonas cepacia. A avaliacdo dos
espectros de mistura fisica indica que, quando a nanoparticula estd em contato
com a enzima em questao, ha a presenca de uma banda deslocada para a regido
da banda da nanoparticula pura (1098 cm™). Essa banda esta localizada na
mistura fisica em 1095 cm, 1093 cm™ e 1105 cm para as lipases de Aspergillus

oryzae, de Candida antarctica e de Pseudomonas cepacia (Figura 25-a, Figura
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25-b e Figura 25-c, respectivamente). Sendo a presenca dessa banda no

espectro da enzima imobilizada um indicativo de possivel imobilizacéo.
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Figura 25. Espectro FTIR-ATR A) da nanoparticula pura (=), da mistura fisica

(-) e da lipase de Aspergillus oryzae (-), B) da nanoparticula pura
(-), da mistura fisica (=) e da lipase de Candida antarctica (-) e C)
da nanoparticula pura (=), da mistura fisica (=) e da lipase de

Pseudomonas cepacia (-).
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Para a lipase de Aspergillus oryzae imobilizada, Figura 26, ao comparar
os espectros de FTIR-ATR da mistura fisica e da enzima imobilizada, observa-
se que na mistura fisica h4 a presenca dos picos caracteristicos da lipase na
regido de 1700 — 1350 cm e da banda da lipase em 1028 cm™ . Portanto, néo
foi observada a banda deslocada para a regido da nanoparticula conforme o
observado na mistura fisica (Figura 25-a). Entretanto, a presenca das bandas
referentes a lipase no espectro da lipase de Aspergillus oryzae imobilizada e o
resultado obtido no ensaio de atividade enzimética para a enzima imobilizada,
indicam que houve a imobilizacdo da lipase de Aspergillus oryzae nas

nanoparticulas.
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Figura 26. Comparacao dos espectros FTIR- ATR da mistura fisica (-) e da

enzima imobilizada () para a lipase de Aspergillus oryzae.

Nessa avaliacdo da lipase de Candida antarctica imobilizada, Figura 27,
foi realizada uma nova mistura fisica e o deslocamento da banda para a regiao
da nanoparticula, na mistura fisica, foi identificado no comprimento de onda de
1060 cm™. Ja no espectro obtido para a enzima imobilizada, foi detectada a
presenca desse deslocamento no comprimento de onda de 1051 cm*. Portanto,
o deslocamento da banda centrada em 1051 cm* da enzima imobilizada coincide
com o deslocamento da banda centrada em 1060 cm da mistura fisica,
indicando que houve a imobilizagcdo da lipase de Candida antarctica. O
deslocamento da banda e o resultado da atividade da enzima imobilizada
confirmam a imobilizacdo da lipase de Candida antarctica nas nanoparticulas.
No espectro referente a lipase de Pseudomonas cepacia imobilizada, Figura 28,

ha a presenca da banda deslocada em 1103 cm™ que corresponde a banda

79



deslocada em 1105 cm™ presente na mistura fisica (Figura 25-c). Esse resultado
e a atividade da enzima imobilizada indicam que houve imobilizacdo da lipase

de Pseudomonas cepacia nas nanoparticulas.
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Figura 27. Comparacdo dos espectros FTIR-ATR da mistura fisica (-) e da

enzima imobilizada () para a lipase de Candida antarctica.
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Figura 28. Comparacdo dos espectros FTIR-ATR da mistura fisica (=) e da

enzima imobilizada () para a lipase de Pseudomonas cepacia.

As informagfes obtidas a partir dos espectros de FTIR-ATR para as trés
lipases corroboram com aqueles obtidos na avaliagdo da atividade das enzimas
imobilizadas. Nas condi¢cdes utilizadas no presente trabalho, as lipases de
Aspergillus oryzae, de Candida antarctica e de Pseudomonas cepacia foram

eficientemente imobilizadas nas nanoparticulas.
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5.5 Degradacao enzimatica do petréleo

As enzimas imobilizadas foram avaliadas individualmente para o petroleo
na forma ndo emulsionada e na forma emulsionada. A analise gravimétrica foi
realizada nas amostras ndo emulsionadas para garantir que a reducdo
observada fosse exclusivamente efeito das enzimas imobilizadas e n&o relativas
as perdas nas paredes dos frascos utilizados ou na ponteira do dispersor
utilizado para a formacéo das emulsdes. Na Figura 29, foi avaliado o aspecto
visual da adi¢éo da lipase de Aspergillus oryzae em amostra ndo emulsionada
em comparacdo a amostra controle em que nado foi adicionada a enzima
registrada no mesmo tempo.

As lipases imobilizadas apresentaram efeito visual distintos quando
comparadas com a amostra controle (Figura 29-a ap0s o0 aquecimento da
amostra e Figura 29-d apds os 20 min do ensaio de degradac¢éo). Foi observado
que ao longo do tempo do ensaio, uma parte do petrdleo concentrou-se nas
paredes do béquer. Quando a lipase de Aspergillus oryzae imobilizada foi
adicionada (Figura 29-e) inicialmente as nanoparticulas ficaram aglomeradas e,
visualmente, ndo houve diferenca expressiva quando comparada a amostra
inicial (Figura 29-d). Ao final do ensaio (Figura 29-f), as nanoparticulas
desaglomeraram, ocorreu o acumulo de petréleo nas bordas do béquer e a
formacdo de uma mancha concéntrica e, possivelmente, houve degradacéo

porque em alguns pontos no meio da mancha nédo hé éleo.
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Sem enzima Imediatamente apés adigao 20 min apés adigdo

Controle

Lipase de
Aspergillus oryzae

Figura 29. Efeito visual da adi¢édo da lipase de Aspergillus oryzae imobilizada

em amostras ndo emulsionadas. A-C controle e D — F amostra.

Jé a adicdo da lipase de Candida antarctica imobilizada nas amostras néo
emulsionadas acarretou no melhor efeito visual dentre as trés enzimas, conforme
Figura 30. Sem a adicdo da lipase de Candida antarctica, o petréleo formou uma
grande mancha na superficie da agua (Figura 30-d). Enquanto ocorria a adi¢éo
da enzima (Figura 30-e), parte do petréleo ficou aderida nas nanoparticulas que
ficaram agitando durante o processo. Ao final do ensaio (Figura 30-f),
aparentemente as nanoparticulas imobilizadas foram mais agrupadas e com
menor quantidade de petréleo aderida. O aspecto final da amostra, € de que ha

menos petréleo na superficie do que no inicio.
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Sem enzima Imediatamente apoés adigao 20 min apds adigao

Controle

Lipase de Candida
antarctica

Figura 30. Efeito visual da adi¢cao da lipase de Candida antarctica imobilizada em

amostras ndo emulsionadas. A-C controle e D — F amostra.

Ao contrario das demais enzimas, a lipase de Pseudomonas cepacia nao
apresentou nenhum efeito visual significativo nas amostras ndo emulsionadas
conforme representado na Figura 31. As enzimas imobilizadas nas
nanoparticulas ndo foram observadas na superficie (Figura 31-e e Figura 31-f) e
a Unica diferenca visual foi que a mancha de petroleo ficou mais concentrada

guando comparada com a amostra inicial (Figura 31-d).
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Sem enzima Imediatamente apés adigao 20 min apos adigao

Controle

Lipase de
Pseudomonas cepacia

Figura 31. Efeito visual da adicdo da lipase de Pseudomonas cepacia
imobilizada em amostras ndo emulsionadas. A-C controle e D — F

amostra.

As adi¢Bes das lipases imobilizadas nas nanoparticulas nas amostras
emulsionadas apresentaram efeitos visuais similares aos das amostras n&o
emulsionadas que podem ser vistos em Figura 32 para lipase de Aspergillus
oryzae, Figura 33 para lipase de Candida antarctica e Figura 34 para lipase de
Pseudomonas cepacia.

As amostras iniciais apresentam menor mancha de petréleo na superficie
devido a formacao da emulsdo e que, diferente das amostras ndo emulsionadas,
a fase aquosa adquiriu coloracdo marrom claro. A amostra controle em todos os
estagios (Figura 32 a-c, Figura 33 a-c, e Figura 34 a-c) também apresentaram o
comportamento de concentrar o petréleo nas bordas do béquer, entretanto, em
menor quantidade quando comparadas com as amostras ndo emulsionadas de
controle (Figura 29 a-c, Figura 30 a-c, e Figura 31 a-c) e manteve a mancha de
Oleo na superficie durante o ensaio.

A adicdo da lipase de Aspergillus oryzae imobilizada na emulsao (Figura
32-e), diferentemente da adicdo na amostra ndo emulsionada (Figura 29-e), ja
demonstrou efeito visual instantaneamente ao abrir fendas na superficie do éleo.
Além disso, algumas nanoparticulas permaneceram agitando no fundo do
béquer. Ao final do ensaio (Figura 32-f), aparentemente houve um aumento na

guantidade de fendas abertas na superficie do petréleo.
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Sem enzima Imediatamente apés adicao 20 min apds adicao

Controle

Lipase de Aspergillus
oryzae

Figura 32. Efeito visual da adicdo da lipase de Aspergillus oryzae imobilizada

em amostras nao emulsionadas. A-C controle e D — F amostra.

A lipase de Candida antarctica imobilizada ao ser adicionada (Figura 33)
nao apresentou 0 mesmo comportamento da amostra ndo emulsionada. Assim
que entrou em contato com o petréleo, provocou a repulséo dele para as bordas
do béquer (Figura 33-e). Ao invés disso, abriu fendas na mancha alocada na
superficie do petrdleo e algumas nanoparticulas foram para o fundo do béquer,
mesmo comportamento observado quando a lipase de Aspergillus oryzae
imobilizada entrou em contato com a emulsdo. Entretanto, ao final do ensaio
(Figura 33-f), na superficie da emulséo, ndo existia mais a mancha de petréleo.
Apenas um pouco desse concentrado nas paredes do béquer, o que também foi
observado na amostra controle (Figura 33-c) e algumas nanoparticulas
imobilizadas recobertas com petr6leo. Novamente, analisando visualmente, a
lipase de Candida antarctica imobilizada apresentou o maior efeito, pois € a que

mais limpa a superficie da emulséo.
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Sem enzima Imediatamente apés adigao 20 min apos adigao

Controle

Lipase de Candida
antarctica

Figura 33. Efeito visual da adicdo da lipase de Candida antarctica imobilizada

em amostras ndo emulsionadas. A-C controle e D — F amostra.

J4 a lipase de Pseudomonas cepacia imobilizada foi adicionada a
emulséo (Figura 34-e) e nenhum efeito visual foi observado. Tanto que o aspecto
ao final do ensaio (Figura 34-f), onde ocorreu uma pequena reducao da mancha,

€ similar ao aspecto final da amostra controle (Figura 34-g).

Sem enzima Imediatamente apés adigdo 20 min apés adigao

Controle

Lipase de
Pseudomonas cepacia

Figura 34. Efeito visual da adicdo da lipase de Pseudomonas cepacia
imobilizada em amostras ndo emulsionadas. A-C controlee D — F

amostra.

86



5.5.1 Avaliacéo gravimétrica do petroleo apés a degradacao

A avaliacdo do Oleo resultante da degradacdo apds a aplicacdo das
enzimas imobilizadas pelo método gravimétrico permite, através da diferenca de
massa, avaliar se houve reducdo de massa do oleo residual. Essa avaliacdo
pode indicar a eficicia do processo de degradacéo.

Através da diferenca da massa adicionada e da massa obtida na analise
gravimétrica, para as amostras controle (sem adicdo das enzimas), foi
determinada a média de massa perdida no processo de degradacdo das
amostras nao emulsionadas 0,0768 + 0,0014 g. Portanto, para os calculos da
reducdo de massa foi subtraida a massa média de petréleo perdida devido ao
processo de separacdo entre as fases aquosa e organica. O resultado da
reducdo de massa de cada enzima esté apresentado na Tabela 7.

Ao comparar as médias pelo teste ANOVA, intervalo de confianga de 95%,
as médias sao significativamente diferentes. A lipase de Pseudomonas cepacia
teve a menor reducao de petréleo dentre as enzimas estudadas, resultado este
gue condiz com o observado na avaliacdo visual do processo de degradacao.
Apesar da lipase de Candida antarctica ter apresentado o melhor efeito visual,
foi a lipase de Aspergillus oryzae que exprimiu a maior porcentagem de reducao
da massa de petroleo. Ao analisar concomitantemente os resultados visuais e
gravimétricos, as lipases de Aspergillus oryzae e de Candida antarctica
imobilizadas dentre as avaliadas e nas condi¢des aplicadas, sdo as enzimas que

possuem um melhor efeito para a degradacéo de petroleo.

Tabela 7. Resultados referentes a reducdo de massa de petrdleo apds o ensaio

de degradacéo enzimatica das amostras ndo emulsionadas.

Reducao de massa de

Enzima* petréleo + desvio RSD (%)
padréo (%)
Lipase de Aspergillus oryzae 7,7+0,1 1,30
Lipase de Candida antarctica 55+0,1 1,82
Lipase de Pseudomonas cepacia 40+0,1 2,50
*n=2
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5.5.2 Avaliacédo das HCAs

Como outra forma de avaliar a degradacdo promovida pelas enzimas,
foram realizadas analises de FTIR-ATR no 6leo apds a aplicacdo das enzimas.
Devido a quantidade de bandas referentes aos componentes do petréleo nos
espectros de FTIR-ATR e a dificuldade de caracteriza-lo, optou-se por realizar a
avaliacao por HCA. Foram gerados dendrogramas individuais para cada enzima
imobilizada avaliada e em cada tipo de amostra, ndo emulsionada e
emulsionada. Na Figura 35 foram apresentados os espectros de FTIR-ATR das
amostras ap0s degradacdo tanto para as amostras ndo emulsionadas quanto
para as amostras emulsionadas.

Na Figura 35-a foram sobrepostos os espectros de FTIR-ATR das
amostras ndo emulsionadas para as trés enzimas imobilizadas e na Figura 35-b
foram sobrepostos os espectros de FTIR-ATR das amostras emulsionadas para
as trés enzimas imobilizadas. A sobreposicdo, em ambos os processos, foi
realizada para distinguir em quais regides seriam obtidas informacdes relevantes
quanto a composicdo apdés a degradacdo. Apos a andlise da sobreposicéo
resultante para cada processo, foram selecionadas duas regides em que as
informagdes relevantes estdo concentradas. As regides selecionadas foram
indicadas em vermelha, em ambas as figuras, e foram identificadas como regido
alta (3000 — 2800 cm™) e regido baixa (1490 — 1350 cm™).
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Figura 35. Espectros de FTIR-ATR das amostras A) ndo emulsionadas

e B) emulsionadas apés o ensaio de degradacéo.

Os primeiros resultados analisados foram os referentes a degradagéo da
enzima de Aspergillus oryzae e o dendrogramas foram apresentados na Figura
36. Nos dendrogramas, as amostras que estdo conectadas no mesmo cluster
sdao mais similares do que amostras que estejam localizadas no cluster

adjacente.’”® Para as amostras ndo emulsionadas, Figura 36-a, o petréleo bruto
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(PB1 e PB2) localizou-se em um cluster e o controle (CANE1 e CANE2), sem
adicdo de enzimas imobilizadas, estava no mesmo cluster que as amostras
degradadas (DANEM1 e DANEM?2). Isso indica que o controle e as amostras em
que houve adicdo de lipase de Aspergillus oryzae imobilizada nas nanoparticulas
sao similares entre si, mas € positivo que as amostras estejam em subclusters
diferentes e que diferem do petréleo bruto indicando que a enzima promove
algum efeito de degradacdo nas amostras ndo emulsionadas. J& as amostras
emulsionadas apresentaram comportamentos diferentes. Observou-se, Figura
36-b, que os controles emulsionados (COEM1, COEM2) localizaram-se no
mesmo cluster que o petrdleo bruto, ou seja, ha indicios de que a degradacao
na forma emulsionada foi mais eficaz. Como as amostras em que houve a adi¢cdo
de lipase de Aspergillus oryzae imobilizada (DAEM1 e DAEM2), localizaram-se
em um cluster diferente, ha indicativos de que alguma componente na
composicdo dessas amostras foi alterada mais significativamente, em
comparagcdo ao processo nado emulsionado, indicando que o processo de

emulsificacdo favorece a agdo das enzimas imobilizadas na degradacgéo do 6leo.
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Figura 36.Grafico resultante da HCA dos espectros na regido do
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infravermelho das amostras de petréleo bruto, controle né&o
emulsionada e controle emulsionado, amostra ndo emulsionada
degradada e amostra emulsionada degradada pela lipase de
Aspergillus oryzae imobilizada. Onde: a) dendrograma relativo a
degradagcdo de amostras ndo emulsionadas e B) dendrograma

relativo a degradacéo de amostras emulsionadas.
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Ja para a avaliar a degradacdo das amostras em que foi adicionada a
lipase de Candida antarctica imobilizada foram obtidas os dendogramas
apresentados na Figura 37. As amostras nao emulsionadas que foram
submetidas ao ensaio de degradacdo com a lipase de Candida antarctica
imobilizada, Figura 37-a, tiveram comportamento similar as amostras nao
emulsionadas degradadas com a lipase de Aspergillus oryzae. Os petréleos
brutos ficaram em um cluster separado dos controles (CANE1, CANE2) e das
amostras degradadas (DCNE222, DCNE221, DCNE242, DCNE241). Entretanto,
uma replicata da amostra degradada, DCNE241, ficou ho mesmo conjunto de
subclusters das amostras controle, indicando que o processo pode nao ter sido
eficaz e reprodutivel. J4 na andlise das amostras emulsionadas, Figura 37-b,
possivelmente a degradacédo foi bem mais eficaz do que nas amostras nao
emulsionadas. Isto porque, ha extrema discrepancia nos dendrogramas (Figura
37-a e Figura 37-b), e as amostras em que as enzimas imobilizadas foram
aplicadas (DCEM1 e DCEM2) estdo isoladas em um cluster enquanto as
amostras controle (COEM1 e COEM2) estdo localizadas em outro cluster.
Novamente, indica que algum grupamento na composicdo do petréleo
degradado foi modificado em relagéo ao controle e ao petréleo bruto quando as

amostras foram emulsionadas antes da aplicagao das enzimas.
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Figura 37. Grafico resultante da HCA dos espectros na regido do

infravermelho das amostras de petréleo bruto, controle néo
emulsionada e controle emulsionado, amostra ndo emulsionada
degradada e amostra emulsionada degradada pela lipase de
Candida antarctica imobilizada. Onde: a) dendrograma relativo a
degradagcdo de amostras ndo emulsionadas e B) dendrograma

relativo a degradacdo de amostras emulsionadas.
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Cineticamente, as lipases sdo definidas no fenbmeno da ativacao
interfacial e desempenham melhores atividades quando estdo inseridas em um
super substrato agregado formado acima de seu limite de saturacdo. Solugdes
micelares ou emulsionadas sao consideradas um supersubstrato agregado. E,
quando a lipase entra em contato com a interface de Oleo/agua, ha um
rearranjamento conformacional na tampa presente na estrutura da lipase e os
sitios ativos ficam mais disponiveis e acessiveis ao substrato.”® Uma hipétese
para a diferenca de comportamento das lipases de Aspergillus oryzae e de
Candida antarctica nas amostras ndo emulsionadas e nas emulsionadas, pode
ser relativo a abertura da tampa. Possivelmente, as amostras emulsionadas
promoveram maior abertura da tampa e, consequentemente, maior
disponibilidade dos sitios ativos para utilizarem a emulsdo como substrato e
promoverem a degradacao.

A Ultima enzima analisada através das HCAs foi a lipase de Pseudomonas
cepacia e os resultados foram apresentados na Figura 38. A lipase de
Pseudomonas cepacia, diferentemente das demais enzimas, apresentou o perfil
similar entre as HCAs das amostras ndo emulsionadas e emulsionadas. Na
Figura 38-a, as amostras de petréleo bruto localizaram-se em um cluster distinto
das demais as amostras. Os controles ndo emulsionados (CPNE1 e CPNE2) e
as amostras em que foram adicionadas a lipase de Pseudomonas cepacia
imobilizada (DPNE1 e DPNE2) nao ficaram separadas dentro dos subclusters
indicando que h& pouca diferenca entre a composicdo do controle e das
amostras que foram submetidas ao ensaio de degradacdo. Para as amostras
emulsionadas, Figura 38-b, esperava-se que as amostras que estiveram em
contato com a lipase imobilizada (DPEM1 e DPEM2) estivessem um cluster
distinto do petréleo bruto e das amostras controle (COEM1 e COEM2).
Entretanto, localizaram-se no mesmo cluster que o controle, indicando que ha
alguma diferenca na estrutura, mas ndo muita. Isso pode indicar que mesmo que
as lipases tenham melhor desempenho em interface de emulsdes, esse
comportamento nédo favoreceu a agéo da lipase de Pseudomonas cepacia. Esse
resultado, corrobora com o resultado da analise gravimétrica onde a mesma

enzima apresentou a menor reducao gravimetrica.
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infravermelho das amostras de petréleo bruto, controle nédo
emulsionada e controle emulsionado, amostra ndo emulsionada
degradada e amostra emulsionada degradada pela lipase de
Pseudomonas cepacia imobilizada. Onde: a) dendrograma relativo
a degradacdo de amostras ndo emulsionadas e B) dendrograma
relativo a degradacao de amostras emulsionadas.

5.5.3 Acidez residual

A acidez residual foi monitorada na fase aquosa proveniente das amostras
ndo emulsionadas e emulsionadas porque pode ocorrer a formacédo de acidos
graxos e glicerol devido a quebra das ligacdes de éster carboxilico de 6leos e
gorduras pelas lipases.®° Por isso, uma das hip6teses avaliadas é que se houve
formacao de acidos graxos livres, a acidez da fase aquosa ap6s a degradacao
enzimatica fosse maior do que da amostra controle.

Os resultados obtidos tanto para as amostras nao emulsionadas quanto
para as emulsionadas, ndo foram significativos. Uma vez que nao houve
diferenca significativa entre a acidez das amostras controles e das amostras em
gue foram adicionadas as enzimas imobilizadas em nanoparticulas. Portanto,
nas condi¢des avaliadas, ndo houve a formacao de acidos graxos livres na fase
aguosa apoés o contato das enzimas imobilizadas em nanoparticulas com as

amostras.
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5.5.4 Determinacao de carbono organico dissolvido

A fim de avaliar se houve converséo do petréleo em cadeias carbonicas
menores e que permaneceram na fase aquosa, foi realizada a determinacéo de
carbono organico dissolvido. Os resultados para a fase aquosa das amostras
nao emulsionadas foram apresentados na Tabela 8. Ao comparar o resultado da
amostra controle, sem adi¢cdo de enzima imobilizada, com as fases aquosas em
que houve adicdo de lipase de Aspergillus oryzae e de Candida antarctica
constatou-se um aumento do teor de carbono orgénico dissolvido e, inferiu-se,
que h& maior concentracao de carbono disperso na fase aquosa. Ao comparar o
resultado obtido relativo a adicdo de lipase de Pseudomonas cepacia, o teor €
praticamente o mesmo da amostra controle, o que corrobora com 0s resultados

anteriores que indicaram que essa lipase nao foi téo eficiente na degradacao.

Tabela 8. Resultados de carbono organico dissolvido referente a fase aquosa
obtida apds o ensaio de degradagéo enzimatica para as amostras nao

emulsionadas (n=2).

Amostra Média (mg L?) RSD (%)
Controle 14,0+ 2,7 19,29
Lipase de Aspergillus oryzae 84,0 £15,8 18,81
Lipase de Candida antarctica 80,9+ 34,9 43,14
Lipase de Pseudomonas cepacia 21,9+0,7 3,20

Os resultados para as fases aquosas provenientes das amostras
emulsionadas foram apresentados na Tabela 9. Os teores obtidos para as fases
aguosas em que foram adicionadas as lipases de Aspergillus oryzae e de
Candida antarctica sdo maiores que o obtido para a amostra controle. Indicando
gue ha maior concentracéo de carbono disperso na fase aquosa. Ja o teor obtido
para a fase aquosa apos adicéo da lipase de Pseudomonas cepacia, € similar
ao teor obtido para a amostra controle, corroborando com os resultados obtidos
em gue indicaram que a lipase de Pseudomonas cepacia néo foi tdo efetiva na

degradacéo do petroleo nas amostras emulsionadas.
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Tabela 9. Resultados de carbono organico dissolvido referente a fase aquosa
obtida apdés o ensaio de degradacdo enzimatica para as amostras

emulsionadas (n=2).

Amostra Média (mg L) RSD (%)
Controle 40,8 + 3,8 9,31
Lipase de Aspergillus oryzae 1054 +£1,3 1,23
Lipase de Candida antarctica 83,6 £21,6 25,84
Lipase de Pseudomonas cepacia 50,4 + 28,6 56,75

Apesar de ndo ter sido possivel identificar quais os produtos de
degradacdo do petréleo ap6s a acdo das enzimas, os resultados obtidos na
analise de carbono organico dissolvido indicam que ha uma diferenca, em
relacdo a amostra controle onde foi adicionado 6leo, mas ndo enzima, na
concentracdo de carbono organico dissolvido. Indicando que, possivelmente,
houve formacédo de cadeias menores contendo carbono devido a degradacéo do
petrdleo. Isso foi observado em ambos os testes, para as amostras ndo
emulsionadas e as emulsionadas, quando foram utilizadas as lipases de

Aspergillus oryzae e de Candida antarctica na imobilizacao.

5.6 Perspectivas

A fim de existir uma continuidade para o presente trabalho, existem
algumas possibilidades de estudos a serem realizados. E interessante avaliar a
degradacdo promovida, pelo menos, pelas enzimas lipase de Aspergillus oryzae
e lipase de Candida antarctica quando maior quantidade de enzima for
adicionada as amostras de emulsdo. Além disso, avaliar o petréleo degradado
através de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas para
avaliar quais compostos do petroleo foram degradados e em quais compostos
foram transformados. Também € interessante avaliar qual a composi¢cdo dos
petroleos a serem avaliados e avaliar diferentes enzimas que sejam mais
especificas aos componentes majoritarios do mesmo. Outra alternativa para
ampliar o escopo de aplicacdo é avaliar a eficiéncia da remocdo de Oleos
dissolvidos em aguas de producédo e em efluentes de refinarias que possam

conter Oleos.
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6 Conclusodes

Com base no que foi avaliado nesse trabalho foi possivel desenvolver e
avaliar, em escala laboratorial, a metodologia que utiliza enzimas imobilizadas
em nanoparticulas magnéticas para remediacao de petréleo disperso em aguas
salinas.

A fim de mimetizar a emulsédo que ocorre nos mares e oceanos quando
h& um derramamento, dois processos de preparo emulsdes sintéticas do tipo
O/A foram avaliados, utilizando dois equipamentos. O uso da sonda de ultrassom
promoveu a dispersdo do O0leo em agua, mas nédo foi tdo eficaz quanto o
dispersor além de possuir um agravante relacionado ao volume maximo a ser
utilizado ser de 5 mL. Portanto, as emulsdes sintéticas do tipo O/A utilizadas ao
longo desse trabalho foram preparadas utilizando o dispersor para incorporar o
0leo na agua.

As condicbes para atuacdo de cada lipase foram determinadas
experimentalmente através da comparacéo da atividade enzimética. Para as trés
enzimas, a temperatura de uso foi fixada em 40 °C. O pH 6timo das solugbes
enzimaticas de lipase de Aspergillus oryzae, de Candida antarctica e de
Pseudomonas cepacia foi de 6,5, 7,0 e 8,0, respectivamente.

A imobilizacdo das enzimas nas nanoparticulas magnéticas foi realizada
com sucesso pelo método de adsorgdo fisica com o tempo de contato entre
solucdo enzimatica e nanoparticulas definido em 75 h. Cabe ressaltar a
simplicidade da técnica empregada para imobilizacdo. A imobilizacdo foi
confirmada através de duas técnicas: medida da atividade enzimatica e por
FTIR-ATR. As atividades obtidas para as lipases de Aspergillus oryzae, de
Candida antarctica e de Pseudomonas cepacia imobilizadas foram de 65,3 +
199 U gt 1108 + 0,1 U gt e 136,8 + 26,8 U g, respectivamente. As
informacdes obtidas a partir dos espectros de FTIR-ATR corroboraram com 0s
resultados de atividade enzimatica apds imobilizacdo porque observou-se que
houve deslocamento da banda para a regido da nanoparticula, sendo um
indicativo da imobilizacéo.

A avaliacdo visual das amostras ndo emulsionadas e emulsionadas foi
realizada antes e ap0s a adicdo das enzimas imobilizadas. Para as lipases de

Aspergillus oryzae e de Candida antarctica em ambos os tipos de processo foi
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observada uma reducéo da mancha de 6leo na superficie. Ja a adicdo da lipase
de Pseudomonas cepacia, ndo promoveu grandes alteracdes visuais. Como
para as amostras ndo emulsionadas foi realizada a avaliagdo gravimétrica do
petrdleo apds a degradacdo, pode-se avaliar a reducdo de massa. Para as
lipases de Aspergillus oryzae, Candida antarctica e Pseudomonas cepacia os
resultados obtidos foram 7,7 £ 0,1%, 5,5+ 0,1 e 4,0 £ 0,1, respectivamente e ao
relacionar com os resultados visuais, confirma-se que as lipases de Aspergillus
oryzae e de Candida antarctica promoveram uma melhor degradagcdo do
petréleo presente nas amostras ndo emulsionadas.

Os resultados obtidos por FTIR-ATR, avaliados na forma de HCAs
confirmaram que a agéo da lipase de Pseudomonas cepacia, has amostras néo
emulsionadas e emulsionadas, nao foi eficaz porque ndo promoveu mudancas
significativas na estrutura. Ja para as lipases de Aspergillus oryzae e de Candida
antarctica, por mais que ndo tenham sido identificadas quais mudancas
aconteceram, comprovou-se que houve modificacdo na estrutura do petroleo.
Além disso, ha indicios de que quando as enzimas imobilizadas foram aplicadas
nas amostras emulsionadas, as mudancas foram mais significativas.
Possivelmente, devido a maior abertura da tampa na estrutura das enzimas que
promoveu maior exposicao dos sitios ativos.

Em vista de avaliar a formacao de acidos graxos livres, a acidez residual
da fase aquosa resultante das degradacdes foi medida. Entretanto, os resultados
obtidos néo foram significativos e inferiu-se que ndo houve formacao de acidos
graxos livres. Na fase aquosa, também foi medido o teor de carbono organico
dissolvido. Os valores encontrados para a lipase de Pseudomonas cepacia séo
muito proximos das amostras controle, sem adicdo de enzima, nas amostras
nao-emulsionadas e nas emulsionadas indicando que nao houve formacao de
nenhum produto de degradacdo. Tanto para as amostras ndo emulsionadas
quanto as emulsionadas, houve um aumento do teor de carbono organico
dissolvido, em relacdo as amostras sem adicdo de enzima, apos a adicdo das
lipases de Aspergillus oryzae e Candida antarctica imobilizadas. Portanto, h4 um
indicio de que foram formados produtos de degradagéo na fase aquosa.

Dessa maneira, 0 presente trabalho demonstrou que nas condicdes
avaliadas e nos tipos de amostras estudadas, as lipases de Aspergillus oryzae e

de Candida antarctica imobilizadas possuem um grande potencial para
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degradacdo de petroleos presentes em aguas salinas. Além disso, a
imobilizagdo em nanoparticulas magnéticas permite a recuperacdo das enzimas
sendo essa propriedade de grande valia em aplicagbes de larga escala nos

ambientes marinhos, evitando problemas secundarios.
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