UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA

LEONARDO FERREIRA MEDEIROS

IMOBILIZACAO DE ENZIMA EM FIBRAS DE POLIAMIDA PARA DEGRADACAO
DE PETROLEO EM AMBIENTES AQUATICOS CONTAMINADOS

Porto Alegre
2021



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA

LEONARDO FERREIRA MEDEIROS

IMOBILIZACAO DE ENZIMA EM FIBRAS DE POLIAMIDA PARA DEGRADACAO
DE PETROLEO EM AMBIENTES AQUATICOS CONTAMINADOS

Trabalho de conclusdo de curso apresentado junto a
atividade de ensino “Trabalho de Conclusdo de Curso -
QUI” do Curso de Quimica Industrial, como requisito
parcial para a obten¢do do grau de Bacharel em Quimica

Industrial.

Prof2. Roberta da Silva Bussamara Rodrigues
Orientadora
Prof2. Andreia Neves Fernandes

Coorientadora

Porto Alegre
2021



CIP - Catalogag@o na Publicago

Medeiros, Leonardo Ferreira
Imobilizacdo de enzima fibras de poliamida para
degradacdo de petrdlec em ambientes aquaticos
contaminados / Leonardo Ferreira Medeiros. -- 2021.
a3

Orientadora: Roberta da Silva Bussamara Rodrigues.

Coorientadora: Andreia Neves Fernandes.

Trabalho de conclusdo de curso (Graduagdo) --
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto
g§ Quimiga, Curso de Quimica Industrial, Porto RAlegre,

-RS, 2021.

1. Enzima. 2. Petrodleo. 3. Remediagdo. 4. Lipase.
5. Derramamento de Petrdleo. I. Rodrigues, Roberta da
Silva Bussamara, orient. II. Fernandes, Andreia
Neves, coorient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de G 30 A atica de Ficha Catalografica da UFRGS com os

&

dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Dedico este trabalho a minha mae Jussara,
minha tia Jocemara, minha avdé Maria Sueli e
ao meu amor Gabriel.



AGRADECIMENTOS

A Deus e todas as entidades de luz que me acompanham e que nunca me
abandonaram nos momentos mais dificeis, obrigado pelos ensinamentos, pela forca
e por guiarem meu caminho.

Agradeco a minha mae pela vida, pelo incentivo e por nunca desistir de mim,
dos meus sonhos e da minha educacao, isso foi fundamental para que eu chegasse
até aqui. Tu és meu maior exemplo de forca, garra e fé. Como recompensa por tudo
0 que passamos juntos nessa vida e por todo teu amor, esse trabalho é em
homenagem a ti.

A minha avo por ser a rocha da nossa familia, a forca e o amor, por sempre me
apoiar, chorar de alegria com minhas conquistas e sempre se orgulhar de mim.
Obrigado por tudo, Vé.

A minha tia Jocemara por ser minha segunda mae, minha ouvinte e por sempre
estar pronta para me orientar, a ti eu dedico o que sou hoje. Obrigado por tudo, tia
Nica e tio Paulo.

Ao meu irmdo por sonhar que eu chegaria até aqui e por me proteger, conte
sempre comigo, essa luta foi minha e a vitoria € nossa.

Ao meu amor, a quem sempre esteve ao meu lado, nos momentos de angustia,
tristeza, estresse e alegrias. Agradeco imensamente por tudo e principalmente por ser
quem és na minha vida. J& te falei inUmeras vezes o quanto tu foi e és essencial em
todas as minhas conquistas, mas essa com certeza so6 foi possivel por ter vocé ao
meu lado. Sem vocé eu néo teria chegado até aqui. Obrigado por tudo, pelo amor,
pela paciéncia em momentos de ranco, por entender minha auséncias. Te amo e
sempre te amarei, Gabriel.

A minha familia eu agradeco por todo o apoio, cada um teve seu papel nessa
conquista. E com imensa felicidade que agora vocés terdo o primeiro graduado da
familia, e que isso sirva de exemplo para todos os que virdo, que eu seja 0 primeiro
de muitos. Sempre acreditem nos seus sonhos.

Aos amigos que criei ao longo deste caminho, em especial a Aline que € minha
fiel amiga e confidente, se eu cheguei até aqui é porque tu cruzou meu caminho. A
Silvia também agradeco pela amizade adquirida e por todas nossas conversas. Vocés

duas terdo sempre um espaco reservado na minha vida.



As minhas orientadoras por todo o conhecimento adquirido. Foi uma sorte ter
sido orientado por vocés, Roberta e Andreia. Vocés foram exemplos para mim e foi
gracas a isso que eu cheguei até aqui, me tornando o quimico que sou. Muito obrigado
pelo aprendizado e por tudo o que foi vivido no LAPACE e no LAPROMAQ.

Professora Roberta, quem diria que tuas enzimas fossem trazer tanta felicidade
para esse aluno que aqui escreve. A professora Andreia me abriu as portas da
pesquisa, me aceitando como aluno e guiando meus primeiros passos e a senhora
abriu as janelas do horizonte para uma area que me encanta tanto e que me fez
caminhar largos passos cientificos. Obrigado por ter me apresentado as enzimas.

Aos amigos do LAPACE e LAPROMAQ, obrigado pela amizade e troca de
conhecimentos. Nossas comemorac¢fes, cafés, conversas e reunides foram
essenciais.

Ao POLIBIO e LAMAT e seus coordenadores, Rosane e Daniel. Obrigado pelo
empréstimo de equipamentos e do espaco.

Aqueles que partiram e deixaram exemplos de vida e de luta. Obrigado por
tudo, Everton, Rozania e Ida (in memoriam), vocés sdo exemplos para mim.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul e ao Instituto de Quimica pela
oportunidade de formacao e todo o conhecimento adquirido.

Aos docentes pela troca de conhecimentos e todo o aprendizado adquirido.

Por fim, agradeco a fé, a qual sempre foi e serd minha bandeira de vida. Nao
somente a fé espiritual, mas a fé em mim, nas pessoas, na vida. Ter fé é crer que as
coisas sao possiveis e que os sonhos podem ser alcancados. Nunca desista dos seus
sonhos.

Obrigado a vida que tem me dado tanto!



“...Sou como a haste fina,
gue qualquer brisa verga,
mas nenhuma espada corta

Nao mexe comigo, que eu ndo ando so...”

Carta de Amor, Maria Bethania



RESUMO

O petrdleo e sua exploracdo podem ser a causa de inUmeros problemas, como
€ 0 caso dos derramamentos e vazamentos. Varios sao os relatos historicos destes
acontecimentos e de consequéncias para o meio ambiente e saude humana. Alguns
métodos de remediagdo sdo propostos, sendo que na sua maioria apresentam relativa
ineficiéncia, sendo assim necessaria a discusséo de novas alternativas.

Nesse trabalho é discutida a obtencéo e caracterizacdo de fibras poliméricas
produzidas por meio da técnica de eletrofiacdo, seguido da imobilizacdo de enzima
lipase de Thermomyces lanuginosus. A aplicagdo da enzima imobilizada na
degradacdo de petréleo € avaliada, assim como a caracterizacdo do petréleo
degradado. Por fim, é avaliado o custo de producdo em escala laboratorial da fibra e
a possibilidade de incubacéo junto a Rede de Incubadora Tecnoldgicas da UFRGS.
Assim, foi possivel a imobilizacdo da enzima nas fibras de poliamida 6, com
rendimento de cerca de 60% e eficiéncia de até 155%. A caracterizacdo das fibras foi
importante para a compreensao morfolégica e estrutural do material, possibilitando a
observacdo das estruturas nanomicrométricas, assim como suas caracteristicas
quimicas. Em relacdo ao armazenamento foi possivel observar que a enzima
apresenta atividade tanto na forma livre quanto imobilizada por até 25 dias de
armazenamento. Observou-se a degradacdo do petréleo pela enzima imobilizada
quando os ensaios foram realizados em agua ultrapura. Além disso, foi realizado um
estudo para possivel aplicacao industrial, baseado em avaliacdo de custos e também
ampliacdo em larga escala. Como resultado observou-se a possibilidade de
implantacéo industrial no que se refere a incubacdo de uma empresa por meio da
REINTEC e do Parque Zenit da UFRGS.

Palavras-chave: enzima; lipase; petroleo; derramamento de petréleo; remediacao.



ABSTRACT

Oil and its exploitation can be the cause of numerous problems, such as spills
and leaks. There are several historical accounts of these events and consequences
for the environment and human health. Some remediation methods are proposed,
most of which are relatively inefficient, thus making it necessary to discuss new
alternatives.

This work discusses the obtainment and characterization of polymeric fibers
produced through the electrospinning technique, followed by the immobilization of
lipase enzyme from Thermomyces lanuginosus. The application of the immobilized
enzyme in oil degradation is evaluated, as well as the characterization of the degraded
oil. Finally, the cost of production of the fiber on a laboratory scale and the possibility
of incubation with the UFRGS Technological Incubator Network is evaluated. Thus, it
was possible to immobilize the enzyme on polyamide 6 fibers, with a yield of around
60% and efficiency of up to 155%. The characterization of the fibers was important for
the morphological and structural understanding of the material, enabling the
observation of nanomicrometric structures, as well as their chemical characteristics.
Regarding storage, it was possible to observe that the enzyme has activity both in free
and immobilized form for up to 25 days of storage. The degradation of oil by the
immobilized enzyme was observed when the tests were carried out in ultrapure water.
In addition, a study was carried out for possible industrial application, based on cost
evaluation and also large-scale expansion. As a result, the possibility of industrial
implantation was observed regarding the incubation of a company through REINTEC
and the Zenit Park of UFRGS.

Keywords: enzyme; lipase; petroleum; oil spill; remediation.
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1. INTRODUCAO

O petroleo é uma das maiores economias mundiais, sendo responsavel pelo
desenvolvimento econdmico e industrial. A sua exploracdo € uma das maiores
riquezas dos paises desenvolvidos e alvo de interesse mundial. Sua aplicacédo se da
desde em combustiveis até solugcbes farmacologicas. Caracteriza-se como uma
mistura de hidrocarbonetos e estd presente na crosta terrestre em profundidades
variadas. Entre as principais formas de extracdo de petrdleo pode-se citar o0 modo
offshore e onshore, que sdo as extracdes realizadas em ambiente maritimo e terrestre,
respectivamente. Durante esta exploragao varios riscos sao iminentes, como € o caso
dos vazamentos e derramamentos, principalmente em ambientes aquaticos. Esses
acidentes sao responsaveis por sérios danos ao meio ambiente e a populagédo
préxima, causando danos severos a saude. Varios sdo os relatos de acidentes com
vazamento de petrdleo, sendo o mais recente ocorrido no Golfo do México em 2010.
Este acidente durou aproximadamente 87 dias e causou a morte de inmeros animais
devido ao lancamento de milhdes de barris de petréleo ao mar.

Vérias sado as técnicas de remediacdo e contencdo do ambiente contaminado,
seja por meio de barreiras, materiais absorventes, uso de agentes quimicos ou
combustdo em alto mar. Como € de se imaginar, varios sdo os problemas recorrentes
de tais acbes, tornando o processo ambientalmente ndo amigavel. Devido aos
problemas enfrentados, é clara a necessidade do desenvolvimento de novas técnicas
e praticas com a finalidade de obtencdo de materiais e solu¢cdes ambientalmente
corretas. Entre as solucbes propostas esta a biorremediacdo. A biorremediacéo
consiste na utilizacdo de materiais a base de organismos ou seus derivados, 0s quais
séo capazes de gerar beneficios ao ambiente. Entre os principais agentes podemos
citar os fungos, bactérias, plantas e consequentemente, as enzimas que Sao em
grande parte produzidas por estes agentes.

As enzimas sao capazes de catalisar reacdes, transformando reagentes em
produtos que podem ser entdo melhor utilizados pelo ambiente em questdo. Porém,
as enzimas possuem certas dependéncias a fatores externos e sua utilizacdo na forma
livre pode causar desnaturacdo ou perda reacional. Devido a isso, se faz necessario
a imobilizacao destas biomoléculas em suportes. Entre os suportes podemos citar as
fibras produzidas por meio de eletrofiacdo, que apresentam alta area superficial,

presenca de poros e possivel adaptacdo morfologica, além de composicdo variavel
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conforme a aplicacdo desejada. Com a finalidade de aplicacdo em derramamentos de
petréleo sugere-se a utilizacdo de enzimas que atuem em substratos semelhantes ao
mesmo. Logo, a enzima lipase pode desempenhar papel fundamental na degradacgao
de petrdleo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Petroleo

A origem do petréleo se da a milhdes de anos atrds. O acumulo de matéria
organica (plantas, animais e outros organismos) em contato com lama e areia deram
origem a rochas sedimentares. Durante esse processo ocorreu a degradacdo da
matéria organica, formando assim petroleo. Esse petréleo formado acabou migrando
para rochas porosas e permedveis, formando grandes reservatérios, os quais quando
em conjunto formam os chamados campos de petréleo?.

O petréleo ou 6leo bruto é uma mistura complexa de hidrocarbonetos e outros
compostos como enxofre, nitrogénio e oxigénio. O petréleo esta presente na crosta
terrestre, em profundidades e pressdes variadas, o que confere caracteristicas fisicas
e quimicas diferentes ao mesmo. Em geral a composicao de petréleo ndo pode ser
descrita de forma exata, porém uma faixa de concentracéo de elementos é encontrada

na maioria das amostras como pode-se observar na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao do petréleo.

Elemento Percentual em peso (%)
Carbono 83-87
Hidrogénio 11-14

Enxofre 0,05-2,5
Nitrogénio 0,1-2
Oxigénio 0-2

Adaptado de: Abdel et al, 2003-.

Os hidrocarbonetos que constituem o petroleo podem ser classificados em:
hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e heterociclicos. Estes trés grandes grupos sao
separados em subclasses de compostos (Figura 1). Os hidrocarbonetos saturados
sdo 0s mais abundantes e incluem os alcanos ramificados ou néao, além dos alcanos
ciclicos. Na sua composicao estéo presentes também os hidrocarbonetos aromaticos,
gue podem ser monociclicos (e.g. tolueno) e os policiclicos aromaticos (HPASs), os
guais sédo altamente prejudiciais ao meio ambiente devido a longa persisténcia em
ambientes, assim como alta estabilidade quimica e baixa solubilidade?. Além destes,

também pode-se citar as resinas e asfaltenos, os quais sdo constituidos pela fracéo
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policiclica de alto peso molecular de 6leos brutos com atomos de N, S e O% Em geral,
como pode-se observar no diagrama ternario (Figura 2), em um estudo realizado com
636 amostras de petroleo bruto, que a maior propor¢cdo de hidrocarbonetos no
petréleo é de saturados (53,3%) , seguidos de aroméaticos (28,2%) e por fim as resinas

e asfaltenos (18,5%)%.

Figura 1 - Principais constituintes do petroleo e suas subclasses.
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Adaptado de: Pereira, 2018.

Figura 2 - Diagrama ternario demonstrando a composicao bruta de 636 amostras de
petréleo bruto: hidrocarbonetos saturados, hidrocarbonetos arométicos, e resinas e
asfaltenos (em peso percentual na fragdo com ebulicdo acima de 210°C).
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2.1.1. Exploracéo e economia

O petroleo apresenta papel fundamental na economia mundial, sendo ao lado
do gas natural as principais commodities comercializadas internacionalmente®. Sua
importacdo e exportacdo € de grande importancia econdmica, visto que varias sdo as
rotas de saida e entrada de petréleo entre os continentes (Figura 3). Vale ressaltar o

grande volume de exportacéo de petréleo do Brasil para o Asia-Pacifico.

Figura 3 - Importacao e exportacao de petréleo, segundo regides geograficas (mil
barris).
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doNorte _=SoSls—
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3
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Fonte: ANP, 2020.

Em 2019, foi atingido o valor de 1,7 trilhdo de barris de petréleo em reservas
provadas de petrdleo no mundo. Ja o Oriente Médio, que concentra a maior parte das
reservas mundiais, atingiu 833,8 bilhdes de barris, o equivalente a 41,8% do total
mundial. A Venezuela figura como a maior detentora de volume de reservas
petroliferas, seguida da Arabia Saudita (303,8 e 297,6 bilhdes de barris,
respectivamente). Por outro lado, o Brasil aparece na 15° posicdo mundial com o
volume de 12,7 bilhdes de barris, em 2019%. Na Figura 4, observa-se o quantitativo

das reservas de petréleo por regides geograficas (valores em bilhdes de barris).

Figura 4 - Reservas de petréleo, segundo regides geograficas (bilhdes de barris).



22

COMUNIDADE DOS
. ESTADOS INDEPENDENTES
AMERICA
DO NORTE EUROPA 145 7
)

244,4 14,4

S

ASIA-PACIFICO

"‘ 45,7

8338

AFRICA

125,7

AMERICAS
CENTRAL E DO SUL

3241

/

Fonte: ANP, 2020.

Em relacdo a producgéo, os EUA figuram como o maior produtor de petréleo,
com volume médio de 17 milhdes de barris ao dia, seguido da Arabia Saudita, Russia,
Canada e Iraque. O Brasil se situou na 102 posi¢do em 2019 °. Na Figura 5, observa-
se a producédo de petréleo conforme as regides cartogréaficas (valores em milhdes de
barris/dia).

Figura 5 - Producéo de petréleo, segundo regides geograficas (milhdes de

barris/dia).
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Fonte: ANP, 2020.
Segundo o Departamento de Energia dos Estados Unidos, cerca de 80% da

energia consumida no pais provem de petroleo, gas natural ou carvao. Além disso, no

inicio de 2020, a industria de 6leo e gas foi responsével por 12,3 milhdes de empregos
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nos Estados Unidos’. No Brasil, segundo a Lei n°® 9.478 de 6 de agosto de 1997, foi
criada a Agéncia Nacional de Petréleo (ANP). A ANP tem por finalidade promover a
regulacéo, a contratacdo e a fiscalizacdo das atividades econOmicas integrantes da
industria do petroleo. Entre essas contratacfes esta a licitagdo para concessao de
blocos de petroleo para exploracéo, desenvolvimento e producédo. Segundo dados do
Anuario Estatistico Brasileiro do Petr6leo, Gas Natural e Biocombustiveis de 2020,
das 729 areas que estavam sobre contrato, 272 encontravam-se na fase de
exploracéo, 77 campos em desenvolvimento de producéo e 380 campos na etapa de
producdo. Dos blocos em exploracéo, vale salientar que 141 se localizavam em mar
e 130 em terra, e 1 em terra e mar. Os campos na etapa de desenvolvimento sdo 34
maritimos e 43 terrestres e os de produc¢éo sdo 101 em mar e 279 em terra.

A principal empresa responsavel pela concesséo de exploracéo de petréleo no
Brasil € a Petrobras, responsavel pela exploracdo de 113 blocos, seguida da Petra
Energia, Rosneft, Eneva e Tog Brasil, sucessivamente. Por outro lado, quando se fala
na fase de producado, a Petrobras é a Unica empresa contratada em 250 dos 380
campos. Em 2019, as reservas totais foram contabilizadas em 21,8 bilhdes, enquanto
as provadas 12,7 bilhdes de barris, sendo 457,6 milhdes de barris em terra e 12,3
bilhdes em mar. Reservas provadas sao as quais se estima recuperar por meio de
dados geoldgicos e de engenharia, enquanto as reservas totais representam a soma
das reservas provadas, provaveis e possiveis. Entre os estados produtores, o Rio de
Janeiro se destaca como primeiro colocado, representando cerca de 85% do total,
seguido de Espirito Santo, Sdo Paulo e Rio Grande do Norte (Figura 6). Na Figura 7
observa-se os locais onde se encontram as principais Bacias produtoras de petréleo
em territorio nacional. Entre as principais estao a Bacia de Campos, do Espirito Santo
e a de Santos, sendo boa parte das reservas em ambiente maritimo, assim como a

movimentagdo, seja por oleodutos ou terminais aquaviarios (Figura 8).
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Figura 6 - Distribuicdo percentual das reservas de petréleo, segundo unidades da
federacéao.
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Fonte: ANP, 2020.

Figura 7 - Localizacdo das bacias produtoras de petroleo no Brasil - terra e mar.
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Fonte: Petrobras.
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Figura 8 - Distribuicdo dos oleodutos, terminais aquaviarios e demais unidades da

producdo e movimentacao do petrdleo e derivados.
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2.1.2. Meio ambiente: acidentes e remediacéo

O risco de acidentes ambientais esta fortemente entrelacado com a exploracao
de petréleo. Os acidentes podem ocorrer tanto na extracdo em terra (onshore) como
em mar (offshore). Neste tépico serd discutido os perigos, acidentes e formas de
remediacao direcionados a exploracao offshore. Os riscos na exploracao estdo desde

a perfuracao do solo maritimo, vazamento dos dutos, acidentes em plataformas e, por
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fim, acidentes com o transporte até a terra. Os danos destes acidentes sao severos,
prejudicando o meio ambiente por inteiro.

Varios sdo os acidentes com derramamento de petréleo no mar, sendo os
maiores datados de 1979 a 1992 (Tabela 2). O mais recente acidente é o ocorrido no
Golfo do México em 20 de abril de 2010, onde a plataforma maritima Deepwater
Horizon da BP explodiu na Louisiana (Figura 9). Varios foram os estados americanos
afetados pelo derramamento, como Alabama, Texas, Mississipi e Florida. Durante o
acidente que durou cerca de 87 dias, foram lancados aproximadamente 5 milhdes
barris de petréleo ao mar, afetando cerca de 800 mil aves, 170 mil tartarugas e mais

de 8 milhdes de ostras 8°.

Tabela 2 - Maiores acidentes de petréleo registrados.

' Quantidade de
Acidente Local Data Petréleo

(toneladas)

Guerra do Golfo Golfo Pérsico Janeiro/1991 1 milh&o e 360 mil
Ixtoc | Golfo do México Junho/1979 454 mil
Poco Fergana . .
Uzbequistao Margo/1992 285 mil
Valley
Atlantic Empress Caribe Julho/1979 287 mil
Nowruz Golfo Pérsico Fevereiro/1983 260 mil

Fonte: Babosa, 2021 .
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Figura 9 - Acidente na plataforma Deepwather no Golfo do México em 2010.

Fonte: Greenpeace Brasil, 2021.°

Quando ocorre o vazamento em alto mar, alguns fendbmenos passam a ocorrer,

cada um com tempos especificos (Figura 10)!!. Entre os principais, podemos citar

12,13.

Evaporacdo: um dos processos mais importantes de intemperismo, no
qual boa parte do 6leo é evaporado em um periodo de varios dias, como
€ 0 caso da gasolina e de 6leo com componentes mais volateis. Porém em
Oleos mais pesados o processo € lento e ocorre por longos periodos e
temperaturas mais elevadas;

Emulsdo: ocorre a dispersdo de goticulas de um liquido em outro,
geralmente no caso de 6leo e agua, 0 segundo fica em uma forma estavel
na camada de Oleo. A emulsdo é um processo consequente da
evaporacdo dos hidrocarbonetos aromaticos de baixo peso molecular,
com isso ocorre 0 aumento da viscosidade até o valor critico onde passam
a se formar emulsdes de dgua com os asfaltenos e resinas presentes no
petréleo;

Dispersao: se da pela transferéncia de pequenas goticulas de petréleo
para a coluna d’agua por meio da acéo de ondas e turbuléncia do mar.

Esta intimamente ligada com as caracteristicas do mar no momento do



28

acidente, podendo ser irrelevante em mares tranquilos ou de extrema
importancia em mares agitados;

Dissolucéo: ocorre por meio da dissolucdo de componentes soluveis do
0leo, como compostos aromaticos de baixo peso molecular e compostos
polares. Geralmente € pouco representativa, porém devido a caracteristica
dos componentes que seréo solubilizados, devido a toxicidade, pode ser
de extrema preocupacao, principalmente em aguas rasas;

Oxidacao: entre os processos de oxidacdo, a foto-oxidacdo apresenta
maior relevancia, fazendo com que o oxigénio do ar e o carbono
proveniente do 6leo reajam formando novos produtos, geralmente resinas.
Estas resinas serdo altamente susceptiveis a formacédo de emulséo;
Expanséo: devido ao movimento da corrente maritima, dos ventos e outros
fatores ambientais ocorre a expansao do 6leo sob a superficie;

Sedimentacdo: esse processo € um dos mais preocupantes, a

sedimentacao do 6leo no fundo do mar leva a diminui¢cdo da capacidade
de degradacdo dele. Geralmente, este processo ocorre em regides
costeiras, devido ao fato de ocorrer a interagdo do 6leo com sedimentos
presentes na agua. Em alguns derramamentos estudados, cerca de 10%

do 6leo foi sedimentado no fundo do mar?3;

Biodegradacdo: algumas espécies de microrganismos como bactérias,
fungos e leveduras sdo capazes de metabolizar os hidrocarbonetos de

petréleo como fonte de energia alimentar.
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Figura 10 - Processos fisicos e quimicos observados apés o vazamento de 6leo.
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Adaptado de: De La Huz, 2011

A toxicidade do 6leo na biota pode ser separada em quatro causas gerais. A
primeira se refere ao contato direto do 6leo com o corpo do animal. Isso se da quando
0 Oleo penetra na plumagem das aves e no pelo dos animais, causando a
suscetibilidade dos animais as flutuacdes de temperatura devido a perda de
isolamento térmico e a diminuicdo da flutuabilidade em agua, afetando diretamente o
voo das aves. A segunda se da pela ingestao do 6leo ou derivados no momento que
o animal tenta limpar seus pelos ou penas, causando danos severos aos rins,
disfuncéo hepatica e irritacdo digestiva. Por terceiro, sdo citados os danos a longo
prazo devido a exposicbes a residuos que ndo sdo letais, mas que afetam
significativamente a reprodugdo dos animais. E por fim, as lesdes cerebrais e
desorientacfes causadas pela inalacdo de vapores toxicos. Os danos ndo se limitam
as aves e outros animais. E observada também a mortalidade, por exemplo, de
microalgas e invertebrados devido a combinacdo da toxicidade quimica do 6leo e
deslocamento fisico causado por meios de remediacao utilizados, como é o caso da
agua pressurizada. Aléem disso, a camada de 6leo que flutua sobre a agua faz com
gue a luz ndo penetre na agua afetando a fotossintese das plantas marinhas e
planctons, afetando assim toda a cadeia alimentar do ecossistema?®.

Os métodos de remediacdo dos locais afetados, no caso o mar, podem ser
divididos em 4 grupos: fisicos, térmicos, quimicos e biol6gicos'®. Abaixo serdo

descritos os métodos mais conhecidos e suas caracteristicas:
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1. Métodos Fisicos: chamados também de métodos mecanicos, sao utilizados para

a contencao do derramamento por meio de barreiras. Sdo exemplos de métodos
fisicos:
1. Barreiras (blooms) (Figura 11): agem como barreiras fisicas que

envolvem o dleo flutuante evitando que ele se espalhe. Basicamente
existem dois tipos de barreiras, as de cortina e as de cerca, sendo que
a primeira atinge maior profundidade na agua em relacdo a segunda.
Entre as barreiras, se destacam aquelas que sdo direcionadas a
incineracdo do Oleo contido, ou seja, o Oleo envolto na barreira é
gueimado para que boa parte seja eliminada do ambiente marinho. Os
principais problemas enfrentados na aplicagéo das barreiras séo a baixa
flexibilidade, estabilidade em ondas altas e ventos fortes no caso da
barreira de cerca e a dificuldade de limpeza e armazenamento no caso
da barreira de cortina.

2. Skimmers: sdo equipamentos utilizados em conjunto com as barreiras,
agindo na succédo ou retencdo do 6leo para o seu interior, podendo
reaproveitar o petréleo sem danos a sua composic¢ao fisica e quimica. O
maior problema enfrentado por este método se d4 em aguas agitadas e
em derramamentos com elevado teor de detritos. Na Figura 12 é
exemplificado um tipo de skimmer .

3. Materiais absorventes: os principais materiais absorventes utilizados sao

a turfa, o feno, as fibras vegetais, a serragem, a palha, a vermiculita, a
I&, o vidro e a areia. Em geral, estes materiais podem absorver cerca de
3 a 20 vezes 0 seu peso, porém apresentam desvantagem
principalmente na dificuldade de coleta apds o uso. Dentre outros
materiais utilizados estdo os sintéticos, como é o caso das fibras de
nylon que podem absorver até 100 vezes seu peso em 06leo, porém

apresentam baixa biodegradabilidade.

2. Método Térmico: baseado na queima do 6leo logo apds o vazamento, € um

método bastante controverso devido aos danos que podem ocorrer com 0 Seu uso.
Alguns possiveis danos observados sdo os incéndios secundarios, destruicdo da
fauna e flora adjacente ao local, além do risco a saude humana devido a geracao

de gases da combustao térmica.
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3. Métodos Quimicos: basicamente sédo utilizados dispersantes ou solidificadores

para o tratamento do derramamento, alterando as propriedades fisicas e quimicas
do dleo.
3.1.Dispersantes: sao utilizados para transformar as manchas de 6leo em

goticulas que facilmente sdo submergidas na agua e degradadas. Sua
aplicacao se da borrifando-o sobre a agua por embarcacdes ou aeronaves,
podendo ser aplicados em quaisquer condigcdes ambientais (vento e corrente).
Sao eficientes na diminuigdo da aderéncia de 6leo em superficies e aceleram
a biodegradacéao natural. Porém apresentam problemas principalmente na sua
caracteristica inflamavel.

3.2.Solidificadores: sdo polimeros capazes de interagir com o 6leo formando

uma espécie de borracha sélida que possui a caracteristica de flutuar e que
pode ser facilmente removida por meios fisicos. Sdo eles os sorventes de
polimero, agentes de reticulacdo e polimeros com agentes de reticulacao.
Apresentam a desvantagem quanto ao problema sobre o descarte desse

polimero apds o uso.

4. Método Bioldgico: se baseia ho uso de organismos vivos e plantas ou compostos

provenientes deles para a degradacao dos componentes do 6leo. Caracteriza-se
por ser um meio de baixo custo e sustentavel, onde nutrientes sdo adicionados
para estimular o crescimento desses organismos vivos. Esse método é altamente
afetado pela disponibilidade de nutrientes, concentracdo de 6leo, tempo e a

extensdo da biodegradacédo natural.
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Figura 11 - Exemplo de barreira de cerca.

Adaptado de Ndimele et al, 2018 -.

Figura 12 - Exemplo de skimmer.

daptado de Ndimele et al., 2018.

2.2.Enzimas

Enzimas séo proteinas, que podem catalisar reacdes quimicas e bioquimicas,
podendo ser extraidas de microrganismos, plantas e outros seres vivos. Em geral, o
termo catalisador se refere a capacidade de acelerar uma reacdo quimica sem que
faca parte dos produtos finais ou seja consumido durante o processo. As enzimas sao
catalisadores que atuam diminuindo a energia de ativacao da reacdo. Em relacéo aos
catalisadores inorganicos, as enzimas apresentam maior especificidade, ou seja, séo
capazes de atuar de forma especifica em uma reacéo e, além disso, apresentam alta
seletividade, fazendo assim a distincdo entre diferentes substancias e até mesmo

isdmeros épticos de uma mesma espécie quimical®.
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As substancias catalisadas pelas enzimas sdo denominadas de substrato.
Durante a reacao entre enzima (E) e substrato (S) ocorre a formacédo de um complexo
de transicdo enzima-substrato (ES), que logo em seguida da a formacao ao produto
(P) e a enzima se libera do complexo de transi¢cao na forma inalterada (E):

E+S—ES—-P+E

A interacdo entre a enzima e o substrato se da no denominado sitio ativo, regido
da enzima altamente especifica ao substrato. Os aminoacidos presentes no sitio ativo
sdo convergidos entdo para uma area restrita em posicdes apropriadas que garantam
o dobramento e a tor¢cdo da cadeia polipeptidica da enzima, permitindo assim a
exposicao dos grupos que fardo parte da reacdo. Essas reacdes se caracterizam
como ligagcbes ndo covalentes, ligacdes de hidrogénio, atracdes idnicas e interacdes
de Van der Waals?®.

Por volta do final do século XIX, Emil Fischer propés o chamado Principio
Chave-Fechadura para explicar a combinacao entre enzima e substrato (Figura 13).
O sitio ativo da enzima pode ser comparado com uma cavidade na qual o substrato
se encaixa com precisao, logo a referéncia a chave-fechadura. Apés a insercédo do
substrato nesta cavidade, outras moléculas semelhantes ndo mais poderao interagir.
Vale salientar que devido a esta questdo, em muitos casos ocorre a denominada
inibicdo competitiva, onde uma molécula semelhante ocupa o sitio ativo, fazendo com
gue nao seja possivel a interacdo com o substrato desejado 7. Este mecanismo é
aceito até os dias atuais, com algumas alteracBes, como é 0 caso proposto por
Koshland (Figura 14). A hip6tese proposta por Koshland € de que o sitio ativo, ou
seja, a cavidade, ndo mais é rigido mas sim elastico, fazendo assim com que haja

adaptabilidade durante a formacéo do complexo ES?6.

Figura 13 - Principio chave-fechadura proposto por Fischer.

Adaptado de Blanco et al., 2017.
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Figura 14 - Principio chave-fechadura proposto por Koshland.
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Adaptado de Blanco et al., 2017.
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As enzimas séo altamente dependentes de certos fatores, como temperatura,
pH e concentracdo do substrato. A temperatura tem papel fundamental para a reacao
enzimatica, sendo o fator mais importante a ser observado. Com o0 aumento da
temperatura da reacao ocorre o aumento das colisdes intermoleculares e logo a taxa
de formacdo de produto é elevada, porém deve-se atentar para o fato de possivel
desnaturacdo da enzima. Para tanto € determinada sempre a denominada
temperatura Otima para a acdo da enzima sem prejudicar suas caracteristicas
quimicas.

Em relacdo ao pH, as enzimas sdo altamente dependentes pelo fato de
possuirem grupos aminos ionizaveis. Geralmente o pH o6timo de trabalho é
determinado por uma curva, na qual determina-se o ponto onde a atividade enzimatica
€ maximizada, ponto este ideal para a reacéao.

Quando a questdo é a concentracdo de substrato observa-se que em valores
baixos ocorre o aumento da velocidade de reacdo. O gradual aumento de
concentracdo de substrato leva ao atingimento de um patamar de velocidade,
chegando-se a velocidade méxima da reacao que se torna independente do aumento
da concentracéo de substrato no meio?®.

Aproximadamente 3000 enzimas sao conhecidas, porém apenas cerca de 150-
170 séo utilizadas em aplicagdes industriais. As enzimas tem papel fundamental na
evolucao industrial dos dias atuais devido ao fato de ser economicamente viavel e
ambientalmente amigavel'®. Segue alguns exemplos de aplicacdes industriais
envolvendo enzimas:

e Degradacéao de amido em glicose (glucoamilase);
e Coagulacdo da proteina do leite (quimosina);
e Desengomagem de fibras téxteis (amilases);

e Detergentes (amilases, lipases e proteases);
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e Remocao de gordura do couro bovino (lipases);

e Producao de Oleo da biomassa (celulases).

.

No ano de 2008, o mercado de enzimas representava cerca de U$ 2,1 bilhdes,
cobrindo uma variedade de produtos, como alimentos, bebidas, detergentes,
diagnoéstico e alternativas ambientalmente amigaveis. JA& em 2010 o mercado de
enzimas foi estimado em U$ 3,3 bilhdes. Entre os paises com maior consumo estao
os Estados Unidos e a Europa. Coincidentemente os maiores produtores de enzimas
sdo 0s mesmos locais e 0 Japédo. Entre as empresas, destacam-se a Novozymes,
Danisco, Genencor, DSM e BASF'°. No ano de 2020, o mercado de enzimas esta
avaliado em cerca de U$ 5,9 bilh6es, mas as perspectivas até o ano de 2026 sugerem
aumento significativo até o patamar de U$ 8,7 bilhGes?. O mercado global esta
constituido de indmeras enzimas, das quais podemos citar as carbohidrases,

proteases, lacases, hidrolases e lipases.

2.2.1. Lipases

As lipases sé@o enzimas que catalisam a hidrdélise da ligacéo éster de substratos
lipidicos formando acidos graxos e glicerol. Bem como, as lipases podem catalisar
reacbes em meio ndo aquoso como: esterificacdo, interesterificacdo, e
transesterificacdo?!. Em geral, as lipases atuam entre a interface de um substrato
lipidico hidrofébico em um meio aquoso hidrofilico 2.

No ano de 2016, o mercado de enzimas foi avaliado em USD 5 bilhdes, desse
montante cerca de 10% se referia ao comércio de lipases. Esse expressivo montante
se refere a aplicacdo das lipases em varios setores da industria, como é o caso de
emulsificantes e surfactantes, desenvolvimento de saborizantes e aromas,
ingredientes farmacéuticos e a industria oleoquimica 23. Entre as principais lipases
produzidas em escala industrial podemos citar: Lipopan ®, Lipozyme ®, Novazym ®
27007, Palatase e Novozyme ® 871.

Varios sdo os meios de obtencéo das lipases, sendo produzidas por animais,
plantas e microrganismos. Porém as enzimas produzidas por microrganismos
apresentam maior vantagem na aplicacdo industrial. Isso se deve ao fato de
apresentarem maior pureza, estabilidade e caracteristicas Unicas, comparadas as
lipases produzidas por animais e plantas 2. Destas enzimas produzidas por

microrganismos podemos citar 2°:
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e Espécies fungicas:
o Candida antarctica,
o Candida rugosa,;
o Aspergillus flavus;
o Penicillium abeanum;
o Thermomyces lanuginosus.
e [Espécies bacteriologicas:
o Pseudomonas mendocina;
o Staphylococcus pasteuri;
o Bacillus sp.;
o Pseudomonas aeruginosa HFE733;
o Pseudomonas cepacia;

o Pseudomonas sp.

2.2.2. Lipase de Thermomyces lanuginosus

A enzima lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL) apresenta peso molecular
de 31.700 g/mol e ponto isoelétrico de 4,4. Como caracteristica bastante interessante
dessa enzima e em geral de muitas lipases, tem-se a presenca de uma estrutura tipo
tampa, na qual ocorre a abertura (conformacao aberta) expondo o sitio ativo e
fechamento (conformacéo fechada) conforme as reacdes ocorrem (Figura 15)%°. O
fato interessante e muito importante é o de que quando esta enzima esta na sua forma
livre, ou seja, sem estar fixada em algum suporte (imobilizada) a mesma pode ser
encontrada tanto na conformacéo aberta como na fechada, e enquanto imobilizada,
pode haver um maior numero de moléculas da enzima na conformacéo aberta e mais
ativa?’. Qutra caracteristica é que a fixacdo da enzima em um suporte pode propiciar
a permanéncia da atividade enzimatica em temperaturas de até 60°C e em pHs em

torno de 9.
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Figura 15 - Estrutura da enzima LTL - fechada e aberta.

Forma fechada Forma aberta

Adaptado de Fernandez-Lafuente, 2010.

2.2.3. Imobilizacdo de enzimas

A imobilizacdo de enzimas tem um papel fundamental na aplicacao industrial.
Isso se deve ao fato de quando realizada a imobilizacdo da biomolécula, torna-se
possivel o seu reuso, aumento de estabilidade e melhora da atividade enzimatical’.
Algumas metodologias sdo adaptadas e comumente sugeridas para a imobilizacdo de
enzimas, seja por meio quimico, que € o caso da imobilizacdo por ligacéo covalente e
crosslinking ou por meio fisico ou mecanico como adsorc¢ao, aprisionamento em gel,
microencapsulacdo e outros (Figura 16). Ainda, outras metodologias podem ser
citadas, como encapsulacdo em matrizes organicas, inorganicas e em matrizes
hibridas e por ligagdo covalente uni e multipontual em suportes previamente
ativados?2,

Devido a simplicidade, a imobilizacdo por adsorcdo € comumente utilizada.
Basicamente, a enzima se adsorve na superficie do suporte, ficando aderida,
garantindo maior estabilidade e possibilidade de reutilizacdo. Estudos indicam que a
enzima LTL, quando imobilizada em materiais com caracteristicas poliméricas e
hidrofébicas, apresenta um aumento da atividade em até 45 vezes para o segundo
caso?®. Logo, torna-se interessante o estudo da imobilizacédo da enzima lipase de LTL
em materiais que possuam relativa facilidade de preparacdo, baixo custo,
biosseguranca, caracteristicas que propiciem boa interacéo e baixa toxicidade. Entre
0s mais variados materiais, neste trabalho foi utilizado fibras poliméricas de poliamida-

6 obtidas por meio da técnica de eletrofiagéo.
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Figura 16 - Principais métodos de imobilizacdo de enzimas.

Adsorcdo  Ligacédo covalente Crosslinking
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Aprisionamento em gel Microencapsulacéao

Aprisionamento em fibras ocas
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Adaptado de Dawkins, 2017 -.

2.3.Fibras produzidas por eletrofiacéo
Varias sé@o as técnicas de obtencado de fibras ou membranas poliméricas, tais
como fiacdo a seco (dry spinning), fiacdo Umida (wet spinning) e fiacdo via gel (gel
spinning) e também por fiacdo eletrostatica (electrospinning). Dentre as técnicas
citadas, a eletrofiagdo se apresenta como uma técnica simples, baixo custo e com
potencial para aumento de escala e entdo possivel aplicagdo industrial. Entre as
principais caracteristicas observadas nas fibras produzidas por eletrofiacdo, pode-se



39

citar a area especifica elevada, a alta porosidade, o controle do tamanho de poros e
a possibilidade de alterages de grupos funcionais®®. Lembrando que esses fatores
sdo de extrema importancia no processo de imobilizacdo de enzimas, citado
anteriormente. As principais aplicacdes das fibras sdo na area biomédica como drug
delivery, na engenharia de tecidos, como sensores, como membranas de filtracdo de
agua, ar e separacao agua-o6leo, além de diversas aplicacbes em catalise, como € o
caso da catélise enzimatica e fotocatalise3!%2,

O processo de eletrofiagcio consiste basicamente de 4 componentes principais:
a) fonte de alta tensédo (0 a 40 kV); b) compartimento para a solucédo (seringa com
agulha); c) base coletora (plana ou tambor) e; d) bomba ou embolo automéatico de
injecdo da seringa®. Ao aplicar uma alta voltagem sobre a ponta da agulha, onde se
encontra a gota da solucdo polimérica, a gota torna-se instantaneamente carregada e
sofre repulséo eletrostatica que faz com que a tenséo superficial seja neutralizada,
fazendo com que ocorra a formacéo da espécie de um cone, denominado Cone de
Taylor (Figura 17). Apos a formacédo do cone, ocorre a emissao das fibras ultrafinas
em direcdo ao coletor aterrado, fibras essas que por forcas eletrostaticas e
coulébmbicas sdo prolongadas até o coletor onde chegam com caracteristicas muito
finas. Nesse processo, entre a ponta da agulha até a base coletora, o solvente

utilizado é evaporado (Figura 18).

Figura 17 - Cone de Taylor.

Adaptado de Zheng, 2019..
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Figura 18 - Estrutura fundamental do electrospinning.

Seringa

Fonte: autor.

Varios sdo os parametros operacionais e fisicos ou quimicos que devem ser

avaliados para uma obtencédo adequada de fibras por eletrofiacéo3°:

1) Voltagem aplicada: é necesséria a aplicacdo de tensao suficiente para
gue ocorra a neutralizacao da tensao superficial da gota, fazendo com que
haja a formacéao das fibras;

2) Taxa de alimentacdo da solucdo: a taxa de alimentacdo ndo deve ser

baixa para que ndo ocorra a formacdo de espécies de jatos que nao
garantam a formacéo do cone ou nem muito rapidas, que fazem com que
ocorra a formacao de gotas sobre o coletor devido a pouca evaporacao
do solvente durante o trajeto;

3) Distancia entre seringa e coletor: a distancia deve ser ajustada para

gue ocorra a devida formacéo de fibras com diametros apropriados e que
garanta a completa evaporacao do solvente durante o percurso. Quando
a distancia entre o coletor é pouca pode ser observada a formacéo de
fibras mais espessas. Quando a distancia é elevada, ocorre a formacgéao
dos denominados beads, que sao estruturas semelhantes a gotas e que

se formam na base coletora;
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4) Design do coletor: o design do coletor esta diretamente ligado ao tipo

de direcdo da fibra formada. No caso dos coletores planos ocorre a
formacao de fibras com dire¢es aleatoérias. Ja quando é utilizado o coletor
do tipo tambor ocorre a formacgéao de fibras alinhadas conforme a rotacéo

aplicada;

5) Concentracdo do polimero: € um fator bastante importante a ser
otimizado pois garante a boa uniformidade das fibras formadas, seja pela
presenca ou ndo de beads em concentracdes baixas ou 0 entupimento
em concentracoes altas;

6) Viscosidade da solucéo: esta intimamente ligada com o tamanho e

morfologia das fibras. Baixa viscosidade tende a formar fibras né&o
continuas e beads. J& em viscosidades altas ocorre a formacéo de fibras
longas;

7) Solventes: o solvente deve ser selecionado de tal forma que seja
garantida sua completa evapora¢do do trajeto da ponta da agulha até a
base coletora.

Varios sédo os polimeros que podem ser aplicados para eletrofiacéo, tais como:
poli(E€-caprolactona) (PCL); poli(acido lactico) (PLA); poli(butilenoadipato-co-
tereftalato) (PBAT) e a poliamida 6 (PA-6)3*. Entre esses a PA-6, popularmente
conhecida como Nylon 6 (Figura 19), foi selecionada para obtencao de fibras neste
trabalho. Sua primeira aplicac&o industrial ocorreu para substituicdo da seda. Hoje em
dia, figura entre as poliamidas com maior consumo em pecas de engenharia, fibras e
filmes3°36, As principais propriedades quimicas sdo temperatura de fusdo de 216°C e
temperatura de transicéao vitrea de 50°C, além de boa resisténcia em temperaturas
superiores a 100°C. Além disso, apresenta alta resisténcia mecanica, baixo desgaste

a abrasdo e boa resisténcia quimica 3634,

Figura 19- Estrutura quimica da PA-6.
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3. OBJETIVOS

Obtencéo de fibras de poliamida-6 (PA-6) por meio de eletrofiacao, imobilizacao
da enzima lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL), caracterizacdo do material e
aplicacdo na degradacdo de petrleo em meio aquoso em escala laboratorial. Bem

como, avaliar a aplicacao industrial da fibora com a enzima LTL imobilizada.

3.1.0bjetivos especificos

e Obter a fibra por meio da técnica de eletrofiacdo empregando o polimero PA-6;

e Otimizar os parametros de imobilizagéo da enzima LTL;

e Determinar a atividade enzimatica antes e ap0s a imobilizacéo;

e Estudar o periodo de armazenamento e reutilizacdo da enzima apds a imobilizacéo;

e Realizar ensaios de degradacao de petrdleo em agua ultrapura e agua do mar;

e Caracterizar as fibras por meio de microscopia eletrébnica de varredura (MEV),
determinar o angulo de contato em agua (WCA) e espectroscopia ha regido do
infravermelho com transformada de Fourier no modo de refletancia total atenuada
(FTIR-ATR);

e Caracterizar o 6leo degradado por meio de cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrofotometro de massa (GC-MS);

e Avaliar a aplicacdo industrial da fibora com a enzima LTL imobilizada por meio de

pesquisa de valores, estudo de planta industrial e armazenamento.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1.Materiais e Reagentes

Os materiais utilizados para a producdo das nanofibras foram: acido formico
obtido da Synth e poliamida-6 (PA-6) obtida da Radilons, ambos de Sao Paulo, BR. A
enzima utilizada foi a lipase de Thermomyces lanuginosa (LTL) (LNF, Latino
Americana, Rio Grande do Sul). A amostra de petréleo denominada Bazu/Jubart foi
obtida da TRANSPETRO S.A., BR. Para os ensaios de atividade enzimatica foram
utilizados os reagentes p-nitrofenol adquirido da Neon. Os reagentes p-nitrofenol
palmitato, triton x-100 e hidroximetil aminometano- HCI (Tris — HCI) da Sigma-Aldrich
Co., USA e isopropanol P.A. ACS da Vetech-Sigma. Todos os outros reagentes
usados foram de grau analitico e as solu¢des aquosas foram preparadas com agua

ultrapura.

4.2.Eletrofiacéo

O processo de eletrofiacdo foi baseado pelo método proposto por Xu et al.%’,
gue consistiu na dissolu¢do do polimero poliamida-6 (PA-6) em acido férmico (20%
m/v), sob agitacdo pelo periodo de 24h. Posteriormente, a solucao foi transferida para
uma seringa, a qual foi fixada no equipamento de eletrofiacdo (Instor, Brasil — Figura
20) a uma distancia de 15 cm da base coletora. Um potencial positivo (+24kV) foi
aplicado na ponta da seringa fixada e um potencial negativo (-1,5kV) foi aplicado na
base coletora fixada abaixo da seringa, obtendo-se uma diferenca de potencial.
Durante o processo foi controlada a vazéo da solugdo pela seringa (1,7 mm h') e a
umidade relativa da atmosfera (~50%). Estes parametros sao essenciais para a

reprodutibilidade das fibras poliméricas formadas.
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Figura 20 - Equipamento de eletrofiacao.

Fonte: autor.

4.3. Imobilizagdo das enzimas nas fibras

A imobilizagdo da enzima LTL nas fibras se deu por meio de adsorgéo.
Diferentes quantidades de lipase (50, 100, 140 e 360 U L) foram diluidas em solucéo
tampao tris-HCI 50 mM em pH ajustado em 7,5. Logo em seguida, 2 pedacos de fibras
de aproximadamente 5cm? foram colocados em contato com 2 mL da solucdo de
enzima, onde um pedaco foi utilizado para o ensaio de degradacdo e outro para
determinacdo da quantidade de enzima imobilizada. O recipiente foi entéo
armazenado a 5°C pelo periodo de 24h. Apéds, a fase liquida (sobrenadante) foi
retirada e as fibras foram lavadas com 1 mL da solugédo tampao. Foram realizados
ensaios controle, no qual a fibra foi colocada somente em contato com o tampéo sem

adicao de enzima. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.4. Determinacédo da atividade enzimatica
A determinagdo da atividade enzimatica da LTL foi realizada com base no
método descrito por Gupta et al.®® com modificacdes. O ensaio esta baseado na
capacidade da lipase promover a hidrdlise do p-nitrofenilpalmitato (p-NPP) em &cido
palmitico e p-nitrofenol (p-NP), onde o produto, p-NP, pode ser quantificado pelo
aumento da absorbancia no comprimento de onda de 410 nm utilizando um
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espectrofotometro UV-visivel (modelo UV-1600; PRO-TOOLS). A reacdo se deu pela
adicao de 0,1 mL de enzima livre (EL) ou sobrenadante (SOB) em 0,9 mL da solucao
de substrato (1 mL de p-NPP (8 mM) dissolvido em isopropanol e 9 mL de Triton X-
100 (8 mM) dissolvido em tampéo tris-HCI no pH 7,5). JA no caso da enzima
imobilizada (El), 2,7 mL de substrato foram adicionados em 5 cm? do suporte. Com
isso pode ser determinada a unidade de lipase (U), a qual foi definida como a
guantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 pmol de p-NP por minuto nas condi¢des
de ensaio. A curva de calibragao foi preparada usando p-NP como padréo (100 pmol
mL1). Os experimentos foram realizados em triplicata.

A atividade enzimatica da solucdo enzima livre (AEL), atividade do
sobrenadante (ASob) e atividade da enzima imobilizada (AEI) foram determinadas por
meio das equacgdes 1, 2 e 3, respectivamente. O rendimento da imobilizagdo (Rend)
e a eficiéncia de imobilizacdo (Efic) foram determinadas pelas equacdes 4 e 5,

respectivamente.

(absorvancia da solugio de enzima) x (fator de diluicio)

AEL = ( )x v.da imobilizacao (1)

(c.angular) x (tempo)

(absorvancia do sobrenadante) x (v.total do ensaio)

Asob = ( )x v.da imobilizagao (2)

(c.angular) x (tempo)x (aliquota usada no ensaio)

(absorvancia da EI)x (v.aprox.restante da imobilizacio

(c.angular) x (tempo)

(atividade EL—atividade SOB)
(atividade EL)

Rend = x 100 (4)

(atividade EI)
(atividade EL—atividade SOB)

Efic = X 100 ©®)

4.5.Reutilizag&o da fibra com a enzima imobilizada
Foi determinada a possibilidade de reutilizacdo das fibras com a enzima
imobilizada por meio da medida de atividade da enzima imobilizada nos ciclos de
reacao de hidrdlise do p-NPP. Para isso, a El foi removida da primeira hidrolise, lavada
com 1,0 mL de agua ultrapura, seguida de 1,0 mL de tampdo para remoc¢ao de

eventual substrato residual na fibra. Logo entdo, a El foi adicionada a um novo
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substrato e a atividade foi medida. A primeira atividade foi interpretada como 100%.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.6.Estabilidade de armazenamento
A estabilidade da EL e da El foi avaliada pelo periodo de 21 dias. Para isso, as
amostras foram armazenadas em temperatura de 4°C ao abrigo da luz. A cada 8 dias
de armazenamento, uma amostra de El era lavada com 1,0 mL de agua ultrapura e

1,0 mL de tampé&o e a sua atividade medida conforme mencionado no item 4.4.

4.7.Caracterizacao da fibra

A avaliagdo da morfologia das fibras foi realizada por meio de microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) usando um microscoépio de mesa Hitachi, modelo JSM
6060 operando a 10 keV. A amostra foi previamente revestida com uma fina camada
de cobre em um sistema de pulverizacédo de diodo durante 10 min, antes da analise.
As imagens obtidas foram analisadas em relacdo ao diametro dos fios por meio do
software ImageJ.

A medida de hidrofobicidade da fibra sem imobilizacdo (FP) e da El foi realizada
por meio do angulo de contato em agua (WCA). O equipamento utilizado foi o OCA20
(Dataphysics). As amostras foram cortadas em tamanhos de aproximadamente 1 cmz.
Sob as fibras foi gotejado 3 pL de agua deionizada, a qual foi mensurado o angulo de
contato com um equipamento KRUSS Drop Shape Analyser (DSA 100S/2014).

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi realizada
no equipamento Bruker Alpha Series FTIR equipado com o espectrometro de
refletancia total atenuada (ATR). Os espectros foram medidos por meio de 16 scans
na faixa de 4000-400 cm-.

4.8.Ensaio de degradacédo do petrdleo
O ensaio foi realizado com a EL e com a El, além do controle com a FP. Os
experimentos foram realizados com dois meios diferentes, agua ultrapura e agua do
mar (coletada no municipio de Arroio do Sal, RS, Brazil — pH em torno de 7). Em
placas petri de aproximadamente 5 cm de diametro foram adicionados 2 mL de agua
e aproximadamente 15 mg de petréleo. Logo em seguida foram adicionados sob o
petréleo a EL ou EI (1,0 mL, nas concentragGes de 50, 100, 140 ou 360 U L1). O

sistema foi mantido em agitacdo manual a 25°C pelo periodo de 1 min. Foram
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realizados controles com a mistura agua e petrdleo sem a presenca da fibra ou enzima
nas mesmas condicbes. Apds o periodo de agitacdo o Oleo remanescente foi
separado da agua por meio da adicdo de diclorometano, seguido de evaporacao do
solvente a temperatura ambiente e, entdo pesado e caracterizado. O percentual de

petréleo removido foi calculado pela equacéo 6.

~ , massa inicial-massa remanescente
Remogao de 6leo (%) = %X 100 (6)

massa inicial

4.9.Caracterizacao do petréleo degradado

O petréleo degradado foi caracterizado por meio de cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrémetro de massas (GC-MS). O 6leo degradado foi extraido
por meio de extragado liquido-liqguido com 1,0 mL do solvente diclorometano. Apds, o
sistema foi mantido em banho ultrassénico por 1 min para a devida separagcdo das
fases. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 5 min, sendo coletada a
fase organica no final do processo. Foram realizadas duas extracbes consecutivas
que foram agrupadas no final. O solvente foi evaporado e passou a realizar-se a
separacdo do 6leo em duas fracdes com base nos procedimentos realizados por
Quadros et al. 3 fracdo 1 (F1) contendo os hidrocarbonetos alifaticos e fracéo 2 (F2)
contendo hidrocarbonetos aromaticos.

O procedimento para obtencéo das fracdes se deu da seguinte forma: o 6leo
foi levado a uma coluna de silica e 6xido de aluminio (1,5 g de silica gel 60 e 3,0 g de
oxido de aluminio 90 ativo neutro), sulfato de sédio anidro foi adicionado para retirada
de &gua residual. Primeiramente, a coluna foi eluida com 20 mL de hexano, onde
entdo foi coletada a F1. Em seguida, foi eluido 20 mL da mistura hexano/tolueno na
proporcao de 3:2 v/v com a finalidade de se obter a fracdo 2. Apés as fracbes foram
evaporadas em temperatura ambiente e redissolvidas com 2 mL de diclorometano,
gue por fim foi evaporado até 1,5 mL para analise por GC-MS.

As amostras foram analisadas em cromatografo Agilent 6890 Series acoplado
a espectrometro de massas Agilent 5973 Network. A temperatura do ensaio foi de
40°C até 100°C, com tempo maximo de 48 min. O modo de inje¢cdo foi spitless
utilizando os gases He e H2. Foram injetados 1,0 uL de amostra e a coluna utilizada
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foi a HP-5MS 5% metil fenil polisiloxano com comprimento de 30 m e diametro interno

de 250 um. Os cromatogramas foram adquiridos no modo scan.
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5. RESULTADOS

5.1.Imobilizagdo da enzima LTL

Para fins de quantificacdo da atividade da enzima imobilizada foi construida
uma curva de calibracdo por padronizacdo externa com o produto formado pela
enzima quando em contato com o substrato p-NPP. Logo, a curva foi construida com
solugéo padréo de p-nitrofenol (p-NP) na faixa de concentragdes de 0,01 a 0,09 mmol
Lt (Figura 21). A curva apresentou comportamento linear em relagdo a concentragao
e absorvancia, com coeficiente de determinacéo (R?) igual a 0,9995, indicando ajuste
adequado ao modelo linear proposto. A curva, assim como sua equacdo foram
essenciais para a determinagéo da concentracao de enzima por meio da absorvancia

medida em equipamento UV-Vis.

Figura 21 - Curva de calibracéo externa de p-NP.
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Apés, foram determinados os valores referentes ao rendimento de imobilizacéo
e a eficiéncia de imobilizag&o. O valor de rendimento de imobilizag&o se refere ao total
de enzima que foi imobilizada na fibra. Neste caso até mesmo enzimas que nao
apresentem atividade sdo determinadas. Por outro lado, o valor de eficiéncia de
imobilizacao se refere as enzimas que foram imobilizadas e que apresentam atividade
aparente. Observa-se que os valores de rendimento e eficiéncia foram inversamente
proporcionais aos valores de concentracdo da enzima (Tabela 3). Quando o valor de

concentracdo de enzima foi de 50 U L ocorreu o maximo de rendimento e eficiéncia
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(60 e 155%, respectivamente), onde observa-se que mais da metade da enzima
adicionada a fibra foi consequentemente imobilizada. Com relacdo a eficiéncia
observou-se um valor maior que 100%, justificado possivelmente pela possibilidade
de imobilizacdo da enzima preferencialmente na sua forma ativa facilitando sua acao
quando em contato com o substrato.

O rendimento nédo foi consideravelmente diferente em relacdo as demais
concentracdes de enzima. O ligeiro declinio pode ser justificado pela saturacdo da
superficie e poros da fibra, causando assim dificuldade de adsor¢cdo da enzima.
Considerando do ponto de vista econdmico é favoravel o resultado de rendimento
obtido para a menor concentracdo. A eficiéncia apresentou um valor maximo de 155%
na menor concentracdo, sendo que nas demais concentragées houve significante
diminuicao de eficiéncia. Isso pode ser justificado pela aglomeracéo de enzimas entre
si, ou sobreposicdo de enzimas sobre a superficie da fibra, o que evitaria a sua livre

movimentacao e a possibilidade de bloqueio do seu sitio ativo.

Tabela 3 - Rendimento e eficiéncia da imobilizacdo de enzima em relacdo a
concentracao.

Concentracéo (U L™?) Rendimento (%) Eficiéncia (%)
50 60+ 2 155+ 7
100 51+4 60+6
140 40+ 0,7 44 + 2
360 43+ 4 24 £4

A eficiéncia também é descrita em alguns artigos como a atividade de retencao.
Pode-se comparar alguns resultados encontrados na literatura com a melhor condi¢ao
observada, que é encontrada em concentracédo de 50 U L (Tabela 4). O comparativo
se da em relacdo a imobilizacdo da enzima lipase de Candida rugosa devido a
inexisténcia de resultados de lipase de LTL, porém nédo perdem a validade pelo fato
da semelhanca entre as duas enzimas. Observa-se que ocorrem variagoes
significativas em relacdo a eficiéncia nas diferentes matrizes. As eficiéncias
encontradas situam-se geralmente na faixa entre 45-50%, com alguns valores

atingindo o patamar de 90-110%. Ao compararmos com O resultado para a
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concentracdo de 50 U L pode-se notar que o resultado deste trabalho se destaca,
atingindo até mesmo 3 vezes mais eficiéncia comparada a imobilizacdo em
membranas de poliacrilonitrila (PAN) e quitosana modificada. Essa alta eficiéncia
encontrada se justifica pela boa imobilizacdo da enzima ao suporte e sua 6tima

atividade recuperada.

Tabela 4 - Comparacgéo da eficiéncia de imobilizagcdo com demais trabalhos.

Matriz Eficiéncia (%) Referéncia
PAN* 813+11 40
Quitosana/PVA* 49,8 +0,5 41
PMMA* 47,8+4)9 42
Pérolas de quitosana 91,5 43
Pérolas de quitosana 111,3 44
Membrana de PAN em folha 50,6 £ 0,9 45
Quitosana modificada com PANCMA* 456 +1,8 46
PA-6* 155 +7 Este trabalho

*PAN = poliacrilonitrila; PVA= poliacetato de vinila; PMMA= polimetilmetacrilato;

PANCMA = poli(acido acrinolitrila-co-maleico)

5.2.Reutilizagdo e armazenamento da fibra

A enzima imobilizada foi avaliada em relacdo ao nimero de ciclos possiveis de
reutilizacdo. Para isso, foram realizados consecutivos testes de atividade com o
substrato p-nitrofenilpalmitato (Figura 22). O primeiro ciclo foi determinado como
100% de atividade recuperada e os demais foram calculados com base neste.
Observou-se uma diminuicdo de cerca de 66% de atividade no segundo ciclo de
reutilizacdo, chegando ao valor de 32 + 1% de atividade recuperada. No terceiro ponto
a atividade recuperada foi de 13 + 2%, seguido de 8 + 2 e 4 + 0,05%, para os ciclos 4
e 5, respectivamente. Esse resultado corrobora com os de Bezerra et al., onde foi
observada a diminuicdo significativa nos primeiros ciclos quando a enzima LTL foi

imobilizada em suportes de divinilsulfona modificados. Huang et al. observaram
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diminuicdo semelhante quando a enzima lipase de Candida rugosa foi imobilizada em
fibras de celulose produzidas pro eletrofiacdo, chegando a atividade recuperada de
cerca de 30% apds 8 ciclos. No trabalho de Huang et al. a atividade da lipase de
Candida rugosa imobilizada em nanofibras de PAN apresentou atividade recuperada
de aproximadamente 20%. Todos os trabalhos citam a possivel causa desta
diminuicdo como sendo a desadsorcdo da enzima do suporte durante os ciclos ou
uma possivel inativagdo da enzima pelo meio utilizado. Isso se deve na maior parte
pela fraca ligacdo entre o suporte e a enzima, devido ao processo de imobilizagao
utilizado, onde agem forcas fracas do tipo interacdes hidrofébicas, forcas de Van der

Waals e forcas eletrostaticas.

Figura 22 - Estabilidade da enzima durante a reutilizacdo em ciclos.
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Segundo Lage et al., o decréscimo de atividade observado na atividade
recuperada da lipase de LTL em suporte hidrofébico pode ser justificado pelo
desprendimento da enzima do suporte. Portanto, € proposto o seguinte esquema
demonstrado na Figura 23. Sugere-se que no primeiro ciclo a superficie da fibra esteja
coberta de enzimas imobilizadas, porém boa parte esta fracamente adsorvida nesta
superficie. Logo, no segundo ciclo passa a ocorrer a perda significativa de porcdes de

enzimas para o meio reacional, ocorrendo entdo desativacdo da mesma. Isso ocorre
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sucessivamente nos ciclos posteriores, restando apenas uma pouca parcela da

enzima adicionada inicialmente apés os 5 ciclos de reutilizacéo.

Figura 23 - Esquema de possivel acontecimento durante os ciclos de reutilizagao.
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O possivel armazenamento da solucdo estoque de enzima, assim como da
enzima imobilizada é de extrema importancia para possiveis aplicacdes industriais.
Caso a fibra seja estavel em longos periodos ela pode ser estocada e assim utilizada
quando necessario em caso de acidentes de derramamento de petréleo. Para isso, a
fibora e a solucdo foram armazenadas pelo periodo de 25 dias em temperatura
controlada de 5°C. Os resultados apresentados na Figura 24 e Tabela 5 mostraram
0 aumento da atividade da enzima ap0s os dias recorrentes de armazenamento. O
mesmo € observado para a enzima imobilizada. Esta observacdo difere de alguns
trabalhos relatados na literatura, onde na maioria dos casos a atividade da enzima
livre e imobilizada tende a diminuir durante o periodo de estoque*%4847,

Em relacdo a enzima livre, o0 aumento da atividade recuperada se deve
provavelmente pelo rearranjo da enzima na solucdo de tamp&o. Durante o periodo em
gue se encontra armazenada pode ocorrer mudanca estrutural da enzima, fazendo
com que seu sitio ativo esteja mais exposto e consequentemente a atividade
observada sera maior. No caso da enzima imobilizada, possivelmente ocorre a melhor
disposicéo da enzima sobre a fibra, garantindo assim maior imobilizacdo e novamente

maior porcdo de sitios ativos expostos. A estabilidade da solu¢do de enzima e da
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enzima imobilizada se mostraram eficientes, logo podem ser estocadas com

seguranca e aplicadas quando necessario.

Figura 24 - Atividade recuperada durante o periodo de armazenamento.
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Tabela 5 - Atividade recuperada em relacdo a estocagem.
Atividade Recuperada (%)

_ Enzima . _
Periodo (dias) . - Enzima Livre
imobilizada
1 100 100
9 95,5+5,3 171,4 + 20,0
17 1329+144 133,7+0,4
25 146,9 + 10,3 166,7 + 24,8

5.3.Caracterizacao da fibra
Varios parametros devem ser ajustados para que ocorra a obtencdo de fibras
com morfologia adequada, sem a formacéo de beads ou teias entre os fios. Entre os
principais parametros estdo a distancia entre a seringa e a base coletora, a vazéo de
solucao polimérica, a viscosidade da solucdo, concentracéo e voltagem aplicada. Por
meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Figura 26a) da fibra observaram-

se os inumeros fios que a compde, todos uniformes em relacdo a sua estrutura, ou
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seja, sem a formacéo de beads ou rompimentos. Isso deixa claro que as condi¢cdes
experimentais utilizadas para a eletrofiacdo foram adequadas, como foi relatado nos
trabalhos de Li et al. 451,

A estrutura da fibra se mostrou com arranjo aleatério dos fios, caracterizado
pelo método de eletrofiacédo utilizado (sem o uso de rotor), com diametro variado dos
fios. A quantificacdo do diametro de cada fio foi obtida por meio de uma imagem do
MEV, com 10000 vezes de magnificagcdo e auxilio do software ImageJ. Foram
realizadas cerca de 100 medidas. O resultado (Figura 25) foi uma distribuigdo normal
de diametros, sendo que a faixa que apresentou maior frequéncia foi a de 0,123-0,150
um, onde foram contabilizados 46 fios. Em geral, os fios apresentaram diametro
variavel entre 0,069-0,204 um, logo pode-se dizer que a fibra apresenta estruturas de

tamanho nanomicrométrico.

Figura 25 - Distribuicdo do diametro de fios da fibra.
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A fibra com a enzima imobilizada também foi avaliada em relacdo a sua
morfologia. Comparando-se a fibra pura (Figura 26a) em relacdo a com enzima
imobilizada (Figura 26b), observa-se o aparecimento de estruturas aderidas aos fios.

Essas estruturas apresentam-se com morfologias variadas. Estudos relatam que
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estas estruturas sdo aglomerados de enzimas que se encontram aderidas a fibras.
Isso se deve a uma forte interacdo de uma enzima a outras, formando agregados de

proteinas por interacdes moleculares*%51,

Figura 26 - Microscopia eletronica de varredura da fibra pura (a) e da enzima

imobilizada (b).
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A medida de angulo de contato em agua foi realizada com a finalidade de se
obter a afinidade da fibra com agua. Vale salientar que quando o valor de angulo de
contato encontrado esta entre 0° e 90° caracteriza-se de um material com superficie
hidrofilica. Quando o angulo de contato € entre 90° e 180° caracteriza-se de um
material com superficie hidrofébica. Os resultados obtidos foram de 54,2° + 3,4 para
a fibra pura (Figura 27a) e 64,4° £ 1,1 para a fibra com a enzima imobilizada (Figura
27b). Logo, conclui-se que a fibra apresenta caracteristicas hidrofilicas, sendo o
mesmo encontrado no trabalho de Nectoux et al. Isso se deve principalmente a
ligagOes de hidrogénio presentes na fibra. Apos a imobilizagdo da enzima ocorre um
ligeiro aumento da hidrofobicidade da fibra, fato este que pode ser justificado pela

presenca de grupamentos hidrofobicos oriundos da enzima.
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Figura 27 - Medida de angulo de contato para a fibra pura (a) e fibora com a enzima
imobilizada (b).

O espectro de infravermelho foi obtido com a finalidade de se avaliar a estrutura
quimica da fibra pura e ap6s a imobilizacdo da enzima. E possivel observar no
espectro da fibra pura (Figura 28a) a presenca de bandas caracteristicas da PA-6 em
1540 cm™, referende aos grupos NH e CH2 da amida °3; em 2930 cm™ correspondente
a vibracdo néo simétrica de CHz; e em 3300 e 1630 cm* referente ao estiramento NH
de amidas®*. Em relacéo a fibra com a enzima imobilizada (Figura 28b) observa-se
em 3185 cm™ o pico caracteristico de NH da enzima (Li et al., 2011); e entre 500

1040 cm! picos referentes a porcéo peptidica da enzima LTLSS.

Figura 28 - Espectro de FTIR para a fibra pura (a) e para a enzima imobilizada (b).
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5.4.Degradacéo do petroleo

A degradacdao do petroleo foi avaliada primeiramente de forma qualitativa. Para
isso foram retiradas fotografias anteriormente ao ensaio de degradacéo, logo apos a
adicdo da enzima ou da fibra sob o petréleo e depois da agitacado por um minuto. Nas
Tabelas 6 e 7 s@o apresentados os resultados referentes aos ensaios realizados em
agua ultrapura e agua do mar, respectivamente. No primeiro caso observa-se que
ocorre a degradacdo do petréleo pela enzima tanto na forma livre quanto imobilizada,
logo apds a aplicacdo sob o petréleo. Apds o tempo de agitacdo verifica-se que nao
ocorre relevante degradacdo do petroleo para enzima livre, enquanto para a
degradacdo com a enzima imobilizada observamos ligeira diminuicdo da coloracao,
sugerindo que pode ter ocorrido degradacdo do petroleo pela enzima e também
adsorcdo do petroleo a fibra. A diminuicdo da atividade enzimética observada pode
ser ocasionada por algum componente presente no ensaio que faz com que ocorra
desnaturacao da enzima ou mudanca conformacional para sua forma fechada.

Quando os ensaios foram realizados em agua do mar observou-se resultados
semelhantes aos anteriores, porém foi notada diminuicdo da degradacao visual da
enzima livre. Isso pode ser justificado também pela salinidade do meio reacional e
consequente perda de atividade nessas condicdes. Além da avaliacdo visual, foi
avaliada a massa de petroleo removido durante o ensaio. A amostra de petréleo
remanescente apds o0 ensaio foi separada do meio aquoso, devidamente seca e
pesada. Logo entdo foram comparadas a massa inicial de petréleo adicionada ao

ensaio e a massa final (Tabela 8).



Tabela 6 - Resultados visuais da degradacao de petrdleo em agua ultrapura.

59

Amostra Antes Durante Depois

Enzima Livre

Enzima Imobilizada

Fibra Pura

Branco (agua ultrapura)
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Tabela 7 - Resultados visuais da degradacao de petréleo em agua do mar.

Amostra Antes Durante Depois

Enzima Livre

Enzima Imobilizada

Fibra Pura

Branco (Agua do mar)

Tabela 8 - Percentual de remocdao de 6leo.

Oleo removido (%)

Enzima
Enzima Livre Imobilizada Fibra Pura
Agua ultrapura 34+1 54 +1 29+0

Agua do mar 17 +9 46 + 6 33+4
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Comparando-se os resultados obtidos para a EL em relagdo aos dois meios
estudados, observa-se que houve a diminuicdo da remocédo de petrdleo quando os
ensaios foram realizados em 4gua do mar, corroborando com a observacéo visual. No
caso da agua ultrapura foram removidos 34 + 1% da massa de petroleo adicionada
em contrapartida com 17 £ 9% em agua do mar. Como citado, isto pode ser decorrente
da presenca de ions em solucao e condi¢bes da agua, como pH e condutividade. Por
outro lado, os dados para a enzima imobilizada ndo apresentaram diferenca
significativa. No entanto, a remocéo foi maior quando comparada aos resultados da
enzima livre. Isso se deve ao fato de a enzima estar mais ativa e protegida a acédo d
agentes nocivos do meio quando adsorvida na superficie da fibra.

Os resultados da fibra pura foram importantes para evidenciar que a fibra é
capaz de absorver o petréleo da solucdo. Sendo assim pode ser um material
promissor ndo so6 para a aplicacdo com as enzimas, mas também na sua forma pura,
como material absorvente para petroleo de ambientes contaminados. Comparando-
se a enzima imobilizada com a fibra pura € possivel observar que a primeira condicédo
apresentou resultados mais relevantes, pois além da absorcdo do petroleo pela fibra,

com o uso da enzima, ocorre a degradacdo do mesmao.

5.5.Caracterizacao preliminar do petréleo degradado

A avaliacdo do petroleo degradado por meio de GC-MS é uma ferramenta
essencial para a determinacéo da eficiéncia da enzima no objetivo proposto. Neste
trabalho foi avaliado qualitativamente o desaparecimento de picos em relacdo ao
petréleo puro (PP). Os resultados ainda precisam ser rigorosamente estudados para
determinacao precisa dos constituintes, porém uma analise preliminar é possivel e
sera discutida a seguir. Os espectros de massas e 0s cromatogramas de cada amostra
encontram-se no apéndice.

Primeiramente serdo apresentados os resultados referentes a fracdo 1 das
amostras de agua ultrapura e agua do mar. Com relacdo a agua ultrapura, observa-
se a complexidade do cromatograma obtido (Figura 29a), porém diferencas
significativas podem ser observadas na faixa de tempo de retengéo situada entre 6 e
20 min (Figura 29b) e de 20 a 34 min (Figura 29c). Nos menores tempos de retencéo
observa-se o desaparecimento de alguns picos, principalmente na faixa situada entre
13 e 17 min. Com a aproximacéo nessa faixa de tempo (Figura 30) nota-se que alguns

picos representativos desapareceram ou diminuiram significativamente. Sendo assim,
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cada pico foi analisado separadamente com a finalidade de determinar o composto
quimico que sofreu variacao.

Com relagdo ao pico cromatogréfico de tempo 13,89 min (Figura 31), observa-
se 0 seu desaparecimento quando o ensaio é realizado com a enzima livre (verde) e
com a enzima imobilizada (azul), provavelmente devido a degradacao do petréleo pela
enzima. A partir da andlise do espectro de massas, sugere-se que 0 composto
degradado se refere ao 2,6,10 trimetil-tetradecano, composto alifatico e ramificado
que pode ser encontrado no petréleo.

Para o pico cromatografico de tempo 14,36 min (Figura 32), observa-se o
desaparecimento do sinal somente para o0 teste com a enzima imobilizada,
evidenciando a degradacdo do suposto composto tetratetracontano, hidrocarboneto
alifatico linear composto por 44 carbonos. No pico de tempo 15,56 min (Figura 33),
observa-se a degradacdo somente para o0 teste com a enzima imobilizada. O
composto sugerido é o 10-metil-eicosano, constituido de 21 carbonos e uma
ramificacdo no carbono 10. Por fim, para o tempo de retencdo de 16,13 min (Figura
34), observa-se a degradacao pela enzima imobilizada e o composto sugerido é o 1-
cloroeicosano. Nos tempos de retencdo subsequentes ndo foram observadas
variacfes significativas no desaparecimento dos picos e, portanto, ndo seréo
avaliados (Figura 35).

Em relacdo aos ensaios realizados em agua do mar da fracdo 1 (Figura 36),
assim como os resultados da fracéo 2, néo foi possivel a determinacédo de degradacéo
até o presente momento. Como pode-se observar nos cromatogramas (Figura 37a e
b) a diferenca ndo é visualmente significativa e novas amostras devem ser injetadas

para melhor visualizagéo.
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Figura 29 - Cromatogramas para os testes realizados em agua ultrapura (a); zoom

na faixa de 13-20 min (b); zoom na faixa de 20-34 min (c). Petr6leo puro (preto);
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Figura 30 - Aproximacao na faixa de tempo de retencéo entre 13-17 min.

Pbundance
1.28+07

fe+07

8000000

6000000

4000000

2000000

TIC: 3363 0\data.ms
TIC 3364 Ddatams
TIC: 3404 Didatams
TIC: 3406 Didata.ms

[ime—>

lAbundance
5000000

4000000

3000000

2000000

1000000

[Tirne—>

[Abundance

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000

T T T T T T T T T T T T T T T T
1360 13.80 1400 1420 14.40 14560 1480 15.00 15.20 15.40 1560 1580 16.00 16.20 16.40 16,60

Figura 31 — Aproximacédo no tempo de 13,89 min.
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Figura 32 - Aproximacao no tempo de 14,36 min.
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Figura 33 - Aproximacao no tempo de 15,56 min.
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Figura 34 - Aproximacao no tempo de 16,13 min.
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Figura 35 — Picos entre na faixa de tempo de retencéo entre 14-20 min.
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Figura 36 - Cromatogramas referentes a fragdo 1 dos ensaios realizados em agua

do mar. Petrdleo puro (preto); fibra pura (azul); enzima livre (vermelho); enzima

imobilizada (verde).
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Figura 37 - Cromatogramas referentes a fracdo 2 dos ensaios em agua destilada (a)
e agua do mar (b). Petréleo puro (preto); enzima livre (azul); enzima imobilizada
(vermelho) e; fibra pura (verde).
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6. AVALIACAO DE IMPACTO AMBIENTAL

Este trabalho tem por finalidade a aplicacao da fibra imobilizada com a lipase
de Thermomyces lanuginosus como material na degradacdo de petroleo e
consequente beneficiamento ambiental em caso de acidentes em ambiente maritimo.
Sua aplicacao originaria inumeros beneficios ambientais em caso de acidentes como:
diminuicdo da quantidade de petrdleo no mar; degradacéo do petrdleo e eliminacéo
do mesmo por microrganismos do ambiente; e possibilidade de absorcao de petréleo
e consequente recolhimento. Entre os possiveis problemas que podem ser
encontrados na sua aplicacéo esta a possibilidade de perda no ambiente onde sera
aplicado devido as condi¢cbes climaticas como vento e movimento das ondas;
rompimento da manta e consequente perda dos pedacos; ingestdo por animais
marinhos e o desprendimento de enzimas para o ambiente maritimo, porém este
altimo ndo causaria grandes problemas devido a possivel desnaturacdo da enzima
em curto periodo apdés sua exposicdo na forma livre. Para contornar os danos
causados pela fibra ao meio ambiente sugere-se o estudo em trabalhos futuros da

resisténcia do material a intempéries, além da utilizacéo de polimeros biodegradaveis.

7. AVALIACAO DE CUSTOS

Serdo avaliados neste tOpico o custo para producdo das fibras e posterior
imobilizacdo da enzima. Também serdo apresentadas alternativas para a
implementagcdo em escala industrial da producéo das fibras imobilizadas para
posterior comercializagdo e aplicacio em ambientes aquaticos atingidos por

derramamentos de petroleo.

7.1.Custos para obtencéo da fibra e imobilizag&o
Os custos para a producdo laboratorial com estrutura previamente
estabelecida, com refrigeradores e espaco alocado podem ser classificados em dois
grupos: consumiveis e permanentes e materiais de uso continuo. Os consumiveis sdo

aqueles destinados ao uso e que possuem tempo curto de utilizacdo, que é o caso
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dos materiais e reagentes. Enquanto os permanentes e de uso continuo sao aqueles
utilizados por longos periodos, como € o caso dos equipamentos e vidrarias.

Em relacdo aos equipamentos o custo total avaliado é de cerca de R$
56.512,82, conforme a pesquisa realizada em outubro de 2021 (Tabela 9). Os custos
para os consumiveis foram calculados para a producdo de 100 mL de solucéo e
consequente obtencado de cerca de 100 fibras com diametros de 10 cm. O custo para

a producdo das fibras foi de cerca de R$ 62,05 (Tabela 10).

Tabela 9 - Cotacao de valores de produtos permanentes e demais.

Produto Valor (R$)
Agitador magnético com aquecimento®’ 1.027,00
Bastdo de vidro 10x300 mm>®8 4,40
Barra magnética (9x25mm)>° 39,34
Frasco reagente com tampa azul 50 mL®° 54,63
Equipamento de eletrofiagdo
_ 55.384,50
(escala laboratorial)?
Vidro de rel6gio 100 mm®2 3,45
TOTAL 56.512,82

Tabela 10 - Cotacao de valores de consumiveis para a obtencao de 100 fibras.
Valor para 100 mL de

Produto Valor unitario (R$) solucéao (R$)
Acido férmico (1,0 L) 200,00 20,00
PA-6 (1,0 kg) 69,72 0,014
Papel aluminio (7,5 m) 2,70 2,70

Seringa de insulina
(100 pecas)

39,34 39,34

Total R$ 62,05
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Para a imobilizacdo foi cotado o valor referente a enzima. A enzima
comercialmente disponivel pela Merck apresenta cerca de 3000 U gt e é
comercializada na quantidade minima de 10 g pelo valor de R$ 959,00. No presente
trabalho séo imobilizados cerca de 0,05 U de enzima em cada pedago de 5 cm?,
considerando uma fibra inteira com diametro de 10 cm e area de 78,54 cm? seréo
necessarios cerca de 0,785 U de enzima. Logo o valor total para imobilizacdo da
enzima sera de aproximadamente R$ 0,25.

Os valores descritos anteriormente se referem a implantagéo laboratorial de
producao das fibras, porém existem no mercado varios modelos de equipamento de
eletrofiacdo com configuracao industrial. Entre os modelos os que mais se destacaram
foram os da marca Inovenso, os quais sao comercializados em dois modelos. O
primeiro se refere a somente uma unidade de equipamento (Figura 38) e o segundo
se refere a um equipamento destinado a producdo em larga escala, constituido de 3
equipamentos simultaneos (Figura 39). O equipamento Unico sera discutido em
relacio as suas  caracteristicas. O Nanospinner 416 Industrial
Electrospinning/Spraying (Figura 38) € capaz de produzir fibras com largurade 1 m e
diametro de fios entre 50-400 nm. Possui 204 agulhas durante a completa operacao,
2 bombas peristalticas e uma fonte de alta tenséo de 60 kV. O controle é realizado por
uma tela situada a frente do equipamento, evitando assim acidentes, como descargas
elétricas.

Para uma solucdo de PA-6 com percentual em massa de 18% (semelhante a
nossa solucao), a producéo chega a ser de 45 m2/min = 2700 m#/h = 63450 m2/dia =
18.273.600 m%ano = 18,27 km?/ano. Considerando a area de Porto Alegre, que é de
cerca de 496,8 kmz?, e a utilizacdo de 3 equipamentos totalizando uma producao de
cerca de 54,81 km?/ano, seriam necessarios cerca de 9 anos para a producéo de fibras
gue fossem capazes de cobrir a cidade inteira. Considerando que a aplicacéo da fibra
seria em acidentes com &rea relativamente menor, com cerca de até 4 km?, a

producao se torna viavel.
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Figura 38 — Equipamento Nanospinner 416 Industrial Electrospinning/Spraying.

Figura 39 - Equipamento Nanospinner 3550 Electrospinning/Spraying.

PrORIO

7.2.Incubacéao

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul oferece por meio da Rede de
Incubadoras Tecnologicas (REINTEC), a possibilidade de instalagcdo de
empreendimentos em diversas areas, denominada popularmente de incubacao. O
edital n° 1 de 2021 traz ao publico informacdes sobre procedimentos e condi¢des para
a selecao de propostas de empreendimentos. A inscricdo da proposta deste trabalho
seria uma alternativa potencial para instalagdo industrial em pequena escala e
consequente oportunidade de inser¢cdo no mercado. No vigente edital sdo oferecidas

quatro possibilidades de incubacéo, sendo elas®::
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e Pré-incubacéao interna: “Visa oferecer suporte na adequacdo do modelo de
negécios, na revisdo dos produtos e servicos propostos e na verificacdo da
viabilidade do negécio, além de completar procedimentos legais referentes a
constituicdo da empresa. Para atingir estes objetivos, os pré-incubados
executam atividades assistidas e contam com servicos de acompanhamento.
A modalidade de pré-incubacdo interna oferece: modulo para trabalho, a ser
definido por cada incubadora, em ambiente de uso compartilhado ou individual,
conforme disponibilidade de cada incubadora; servicos de apoio e
infraestrutura de uso comum, acesso a Internet nas dependéncias fisicas da
UFRGS, limpeza das &reas comuns; e acesso a facilidades compartilhadas que
incluem salas para reunifes, auditério, sanitarios, copa-cozinha e biblioteca,
conforme condi¢cdes e disponibilidade de recursos da UFRGS e das
incubadoras”;

e Pré-incubacao externa: “oferece os mesmos servigos da pré-incubacao interna,
exceto sala de uso privado ou modulo de trabalho em ambiente de uso
compartilhado”;

e Incubacao interna: “na modalidade de incubacdo com opc¢éo residente, os
empreendimentos tém a sua disposicdo: modulo para trabalho em ambiente de
uso compartilhado ou individual, conforme disponibilidade de cada incubadora;
servicos de apoio e infraestrutura de uso comum, acesso a Internet nas
dependéncias fisicas da UFRGS, limpeza das areas comuns; e acesso a
facilidades compartilhadas que incluem salas para reunifes, auditério,
sanitarios, copa-cozinha e biblioteca, conforme condi¢des e disponibilidade de
recursos da UFRGS e da incubadora”; Além disso, dispbe de acesso a
consultorias, capacitagoes e acompanhamento da incubadora;

¢ Incubacao externa: “oferece os mesmos servigos da Incubacao Interna, exceto

sala de uso privado ou moédulo de trabalho em ambiente de uso compartilhado”.

A REINTEC é constituido de 6 grandes incubadoras, cada uma dedicada a uma
area cientifica especifica. No caso do presente trabalho, sugere-se a incubacéo nas
seguintes incubadoras:

1. Hestia: incubadora dedicada a projetos nas areas de engenharia, fisica,

geociéncias, quimica e pesquisas hidraulicas;
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2. Incubadora Empresarial do Centro de Biotecnologia: dedicada a projetos na
area de Biotecnologia e afins;
3. Incubadora Multissetorial Germina: dedicada a projetos relacionados a

Tecnologia, Meio Ambiente e Sociedade no Litoral Norte.

Em relacdo aos custos para incubacéo é exigido o pagamento de inscricdo no
valor de R$ 100,00. No caso de incubacao interna, que seria a melhor opc¢éo, onde
seriam oportunizados o local de trabalho com uso de sala privativa equipada com
ponto de trabalho o custo seria de R$ 24,00 por més por metro quadrado, com valor
minimo de R$ 480,00. Para a implementacdo de um equipamento de eletrofiacdo de
escala industrial, instalacdo de geladeiras e freezers para imobilizacdo e
armazenamento, além de pias e bancadas sdo necessarios cerca de 60 m2 de area
(Figura 40), totalizando entdo o pagamento de aproximadamente R$ 1.440,00
mensais pela area utilizada. O edital ainda prevé o pagamento de royalties apés 12
meses de contrato ou até 30 dias apos a rescisdo contrato. Os valores sdo descritos
na Tabela 11.

Tabela 11 - Percentual de royalties sobre o valor liquido das notas fiscais.

Percentual paraa Percentual para
Faturamento acumulado em 12 meses

Empresa a UFRGS
de ateé - -
R$ 0,00 R$ 100.000,00 97,5% 2,5%
R$ 100.000,01 R$ 250.000,00 98,0% 2,0%
R$ 250.000,01 R$ 500.000,00 98,5% 1,5%

R$ 500.000,00 99,0% 1,0%




Figura 40 — Planta Baixa da sala para incubacéao de empresa.
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8. CONCLUSAO

A fibra de poliamida 6 foi obtida por meio da técnica de eletrofiacdo e foi
possivel a imobilizacdo da enzima LTL em diversas concentragces. Dentre as
concentracdes, a que mais se mostrou relevante devido a eficiéncia e rendimento foi
a de concentracdo de 50 U L. Isso se deve provavelmente pela maior mobilidade
enzimatica e organizacao conformacional da enzima na melhor condi¢do. Além disso,
os estudos de reaproveitamento sugeriram perda gradativa da atividade enzimatica
com os sequentes ciclos, o que corrobora com o modelo de imobilizacdo desejado, a
adsorcao. Os resultados referentes ao armazenamento demonstraram permanéncia
de atividade da enzima em um periodo de 25 dias a 5°C, garantindo assim que o
material possa ser confeccionado e armazenado para futuras aplicagoes.

Em relagéo a caracterizacgao fisica e quimica da fibra imobilizada com a enzima,
observou-se variacbes desde a mudanca de angulo de contato proveniente da
mudanca de hidrofobicidade causada pela enzima; a presenca das principais bandas
no espectro de infravermelho, confirmando a presenca quimica da enzima e da PA-
6; assim como a estrutura morfolégica da fibra, evidenciando sua estrutura
nanomicrométrica e a presenca de aglomerados de enzimas.

Em relacdo a degradacdo de petréleo, observou-se mudanca do aspecto
guando os ensaios foram realizados com a enzima livre e imobilizada em agua
ultrapura, isso corroborou com os resultados encontrados por meio de cromatografia
gasosa, onde fica evidente a degradacédo de compostos nestas condi¢oes.

Por fim, salienta-se a importancia do material com potencial aplicacdo em
acidentes causados por vazamentos de petroleo, principalmente em ambientes de
agua doce, como foi observado até o momento pelos resultados encontrados. E
ainda, aponta-se a possibilidade de implantag&o industrial por meio de incubacgéo ao

Parque Tecnolégico da UFRGS.
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Figura 41 — Espectro de massas no tempo de retencédo de 13,89 min em agua

destilada (F1).
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Figura 43 - Espectro de massas no tempo de retencdo de 15,56 min em agua
destilada (F1).
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Figura 44 - Espectro de massas no tempo de retencéo de 16,13 min em agua
destilada (F1).

[1(A) Scan 1742 (16.131 min). 33...|!2 (A} Scan 1643 (15.560 min): 33.. 4 57 Name: Scan 1742 (16.131 min): 3363.D\data.ms
100 MW. N/AID# 4693 DB: Text File
Comment agua roberta
10 largest peaks
2 2 7 57999| 71661| 85330| 55330| 69255
¢ ¢ 2 97184| 56170| 99165 81161| 95157|
50+ a5 H Synonyms:
na synonyms.
\Names }, Structures / 5 L': s 137169
ames ), Structures c Lis
Pe Ll gl 0 5 o 2te s
y 4 ) 4 1 v ;
nainlib, replib, nist_salts, 220460 total specira S S B Y 1S
10 (TextFile) Scan 1742 (16,131 min): 3363 D\data.ms
Plot/Text of Search /_Plot of Search Spectum }\_Plot/Text of Spec List /
.
100+ &
-
1 50- 55 ‘ 85 -
1000 900 800 700 | i U" W TI 27 137 149 157 169 183 191 20 219 206 233 240 247 254
T IED |‘ T 9\7‘ 105 126 133 140 147 154 161 168 175 183 203 210 277 224 237 238 245 252 259
RMatch | Name < | 50 85 91
41 55 7
M Tetrapentacontane, 154-dibro w43
R 826 Octadecane, T-ethyl-5-(2-ethyll = A A e A s e e s i e A e <
I 825  tertHexadecansthiol 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250 260
M 846  Heplacosane. T-chloro- [« Scan1742(16.131 min) 3363 Ddatams | Head to Tal MF=828 QMF=846 ~ TChiorosicosane
R 862  Octadecane, 1-chloro- |\ Difterence ) Head to Tail £_Side by Side J, Subtaction / 828 846R
% 846  Behenyl chioride -
M 795 Hexadecane. 1.1-bis(dodecylc 57 Name: 1-Chloroeicosane 2
M 792 17-Pentatriacontene 100+ Fomula: CgH41Cl
vt 78  THexadecanal 2methyl " MW: 316 CAS# 42217-02-7 NIST# 232984 [D# 21785 DB: mainlib
M 842  I-Hexacosene Other DBs: Fine, EINECS, IRDB L
R 83 2Hecdeeonel P N N N N, ?E?Ftrlbut?v JaEan AIST/NIMC Database- Spectrum MS-NW-5653
; . " argest peaks
M 801 7-Methyl-Z-tetradecen-1-ol ace 57999) 43855) 55573| 71569 41565|
M 819 E-8-Methyl-3Hetradecen-l-ola oLl
7 69358 85327| 91271| 29263| 83240]
M 780 Heptadecane, &hexyl- Synomms:
M 835 4-Methyldocosane 50+ 1 Eicosane, 1-chloro-
R 832  T1-Dodecanol.37.11-rimethyl- 2 1-Chloroicosans #
M 782 cis-1Chloro-G-octadecens 85
M 838 Tewracosane, 1-bromo- Estimated non-polar retention index (n-alkane scale}
M 805  Hexadecanoic acid, (3-bromoy 97 Valus 2234 1u
M 869  Telradecane. 26,104rimethyl- l Confidence interval (Chl ining): 72(50%) 309(35%) iu
M 814 Heptadecane, d-octyl 127 169 189 217
M 79%  Etanol ) Ll ‘l-" L ol bt ; 28 . )| Retentionindex
R 800 Teatefracontana s 60 90 120 150 180 210 240 1. Value: 22781 ad




81

Figura 45 - Cromatograma do petrdleo puro em agua destilada (F1).
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Figura 46 - Cromatograma do petrdleo puro em agua do mar (F1).
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Figura 47 — Cromatograma da fibra pura + petroleo (F1).
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Figura 48 - Cromatograma do ensaio com enzima livre (F1).
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Figura 49 - Cromatograma do ensaio com a enzima imobilizada - &gua destilada (F1)
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Figura 50 - Cromatograma do ensaio com a enzima imobilizada - agua do mar (F1).
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Figura 51 - Cromatograma do petréleo puro - 4gua destilada (F2).
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Figura 52 - Cromatograma do petréleo puro - agua do mar (F2).
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Figura 53 - Cromatograma do ensaio com a fibra pura + petroleo (F2).
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Figura 54 — Cromatograma do ensaio com enzima livre (F2).
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Figura 55 - Cromatograma do ensaio com a enzima imobilizada - 4gua destilada
(F2).

2000000
1500000
1000000

500000

P P R

t T T T T T T
Time—> 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Figura 56 - Cromatograma do ensaio com a enzima imobilizada - agua do mar (F2).
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