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RESUMO

“BIODEGRADACAO AEROBIA E ANAEROBIA DE PETROLEO DO CAMPO PAMPO
SUL, BACIA DE CAMPOS, RJ”

Palavras-chave: Bacia de Campos; Atividade enzimdtica; Petroleo; Biossurfactantes.

O principal objetivo desta tese foi investigar os processos de biodegradacdo do petrdleo
em reservatorios utilizando condicdes aerébia, anaerdbia ou mista. Os experimentos de
biodegradacdo foram adaptados a escala laboratorial, a fim de reproduzir as diferentes condicoes
do reservatoério, tendo o cuidado de selecionar os melhores parametros para acelerar em milhdes
de vezes o processo e assim avaliar a deplecdo dos biomarcadores em poucos meses comparado
aos tempos geologicos. Isto foi obtido pelo aumento da densidade bacteriana que produziu a
aceleracdo necessdria do processo. A comparacdo de petréleos, um degradado naturalmente e
outro em laboratério, apresentou evidéncias de que a reproducdo do processo de biodegradacdo
foi eficiente. A avaliagdo dos experimentos de biodegradacdo revelou que a microbiota aerébia
degrada preferencialmente n-alcanos com numero par de carbonos, enquanto os anaerdbios
preferem n-alcanos com nimero impar de carbono e a microbiota mista ndo mostra nenhuma
preferéncia aparente. Em aerobiose, a ordem preferencial de biodegradacgao foi hidrocarbonetos >
hopanos (com enriquecimento de 25-norhopanos) > esteranos > terpanos triciclicos. Entre os
homohopanos houve preferéncia pelos homélogos de maior peso molecular e a biodegradagdo de
esteranos foi na ordem oo 20R >> o33 20R + o 20S > acca 208 >> diasteranos, diminuindo
com o nimero de carbono [Cy; > Cpg > Cy]. Em anaerobiose a degradacdo preferencial foi
hidrocarbonetos > esteranos > hopanos > 25-norhopanos > terpanos triciclicos. Para os
homohopanos a ordem de degradacdo foi diferente da observada em aerobiose com uma
preferéncia para os homdlogos de menor peso molecular e ordem de biodegradacdo para os
esteranos fol a mesma observada em condi¢des aerobias. O experimento com consoércio misto
revelou que a degradacdo em até 90 dias seguiu o padrao aerébio e apds 120 dias a situagdo
mudou revelando caracteristicas de degradagcdo anaerdbia. A identificagdo dos microrganismos
utilizando técnicas independente de cultivo revelou que a maioria dos microrganismos presentes
nesses experimentos sdo aerébios, mas com capacidade de sobreviver em condicdes anaerdbias.
Durante o crescimento bacteriano, houve um aumento da solubilizagdo do petréleo através da
reducdo da tensao superficial devido a produgdo de substancias exopoliméricas (EPS), que foram
avaliadas levando a identificagdo de surfactina, um biopolimero produzido principalmente por
espécies de Bacillus. Em suma, a principal contribui¢cdo do presente trabalho foi reproduzir em
laboratério, sob condi¢Oes aerdbia, anaerébia e mista, o processo de biodegradacdo

semelhantemente aquele encontrado em reservatorios.
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ABSTRACT

"AEROBIC AND ANAEROBIC BIODEGRADATION OF PETROLEUM FROM
PAMPO SUL FIELD, CAMPOS BASIN, RJ "

Keywords: Campos Basin , Enzymatic activity, Petroleum, Biosurfactant

The main purpose of this thesis was the simulation of petroleum biodegradation processes
under reservoir aerobic, anaerobic or mixed conditions. The biodegradation experiments were
first adapted to the laboratory scale in order to simulate different reservoir conditions taking care
to select the best parameters to accelerate million times the biodegradation process to permit the
evaluation of biomarker depletion in few months instead of geological times. This goal was
obtained by increasing the bacterial density which produced the required process acceleration.
Comparison of naturally biodegraded and laboratory degraded petroleum provided evidence that
biodegradation process mimetization was successful. Comparison of the three degradation
experiments revealed that aerobic microbiota preferentially degrades even carbon number n-
alkanes, anaerobic preferred odd carbon number rn-alkanes and mixed did not show any
preference. Under aerobiosis the degradation preference was hydrocarbons > hopanes and
homohopanes (25-norhopanes enrichment) > esteranes > tricyclic terpanes. Among homohopanes
higher homologs were preferencialy depleted and the steranes biodegradation preference
was aoa 20R >> afff 20R + ofjf 20S > aoo 20S >> diasteranes, decreasing with the carbon
number [Cy; > Cygs > Cyg]. Under anaerobiosis the depletion preference was hydrocarbons >
esteranes > hopanes e homohopanes > 25-norhopanes > tricyclic terpanes. For the homohopanes
the degradation order was different from observed in aerobiosis with a preference for the low
molecular weight homologs. Steranes biodegradation was not sensitive to aerobic or anaerobic
conditions. The mixed aerobic experiment revealed that the degradation followed the aerobic
pattern until 90 days and after 120 days the pattern changed to anaerobic like degradation. The
identification of the microorganisms using cultivation independent techniques revealed that most
microorganisms in these experiments were aerobic but could survive under anaerobic conditions .
During bacterial growth there was an increasing oil solubilization by reduction in interfacial
tension due to the production of exopolymeric substances (EPS) which were evaluated leading to
the identification of surfactin a biopolymer mainly produced by Bacillus species. Finally the main
contribution of this research was to reproduce in the lab the reservoir biodegradation under

aerobic, anaerobic and mixed conditions.
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1. INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A formagdo do petrdleo estd associada ao craqueamento térmico do
querogénio, cuja composicdo depende da natureza da matéria orginica e dos
processos bacterianos e/ou térmicos sofridos durante o soterramento (Tissot &
Welte, 1978). Para chegar a etapa de formacgdo do petroleo a matéria organica pode
sofrer degradacdo bioquimica pela atividade de microrganismos aerdbios e/ou
anaerobios (primeira fase evolutiva, Diagénese) ou pode ser termicamente alterada
por soterramento € aquecimento a temperaturas na faixa de 50 a 150 °C (segunda
fase evolutiva, Catagénese). Na Diagénese, os “restos” de plantas e animais sdo
convertidos em querogénio e betume, que passam a ser um dos constituintes da
rocha sedimentar. Durante esta fase o metano € o unico hidrocarboneto gerado em
quantidade significativa. Na Catagénese, o querogénio e o betume sdo convertidos
em petroleo e gas. O final da Catagénese € alcancado quando o querogénio perde
suas cadeias alifaticas. E na terceira fase evolutiva (Metagénese), alcancada sob
temperaturas acima de 150-200 °C, a matéria organica apresenta potencial de
geracdo representado basicamente por gds seco (metano) e, no final deste estagio,
resta apenas um residuo carbonoso (Thomas & Triggia, 2001; Peters et al., 2005)

[Figura 1].
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Figura 1. Evolucdo da matéria orgadnica durante e apds sedimentacdo. Muitos biomarcadores
resistem as transformacdes ocorridas durante a diagenése e inicio da catagé€nes até a completa
destruicao no final da catagénese. A escala de profundidade pode variar dependendo do gradiente

geotérmico e tipo de matéria organica. (adaptado de Peters et al., 2005).

Juntamente com a matéria organica, outros sedimentos também sao
depositados dando origem a rocha geradora de petréleo [Figura 1]. Esta rocha deve
conter um teor médio a elevado de matéria orginica preservada com nivel de
maturacdo adequado para geracdo do 6leo (Thomas & Triggia, 2001; Milles, 1989).
O tipo de petrdleo gerado depende fundamentalmente do tipo de matéria organica
preservada nesta rocha e do estdgio de evolugdo térmica. Por exemplo, matéria
organica derivada de vegetais superiores tendem a gerar gas, enquanto o material
derivado de zooplancton e fitoplancton, marinho ou lacustre, tende a gerar

quantidades significativas de 6leo (Tissot & Welt, 1984).



Ap6s sua geracdo, o petrdleo é expulso (processo de migracdao) da rocha
geradora em direcdo a rocha reservatorio onde se deposita para ser explorado e

utilizado comercialmente (Restlé, 1994; Rodrigues, 2000) [Figura 2].
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Figura 2. Ilustracdo esquematica do sistema petrolifero atuante na Bacia de Campos (adaptado

de Milani et al, 2000).

Durante o processo de migracdo do petréleo podem ocorrer mudancas na sua
composi¢do devido a geocromatografia, solubilizagdo em agua (water washing),
mudancas de fase e/ou extracdo de matéria organica presente nas rochas por onde
ele passa (Trindade, 1992). As alteracdes devido a geocromatografia podem ocorrer
porque o petr6leo migra através das rochas sedimentares (que atuam como fase
estaciondria de uma coluna cromatografica) podendo sofrer particio. Como o
petrdleo também estd em constante contato com a dgua, seus componentes polares
podem ser levemente solubilizados na fase aquosa (perdas em solu¢do) levando a
alteragcdes na sua composicdao. Além disso, podem ocorrer separacdes de fases
devido a variagdes de pressio, volume e temperatura. A medida que o petréleo
migra e a pressdo diminui, come¢a a formar duas fases (liquida e gasosa) e os

componentes mais volateis tendem a deixar a fase liquida (Trindade, 1992).



Estudos que ajudam a exploragdo eficaz de petroleo sdo auxiliados pela
andlise das diversas classes de biomarcadores utilizados em Geoquimica Organica
(Philp, 1985; Mello et al., 1988; Holba et al., 2003; Brocks et al., 2003a; Killops e
Killops, 2005).

Os biomarcadores ou fosseis geoquimicos sdo originados a partir de
organismos vivos € ocorrem como misturas complexas encontrados em petroleo,
sedimentos e rochas (Peters & Moldowan, 1993; Restlé, 1994; Hauser & Dashti,
1999; Holba & Dzou, 2004). O estudo destes compostos € de grande relevancia
para a Geoquimica Orgénica porque fornecem informagdes sobre origem (Restlé,
1994; Brocks et al., 2003a), ambiente deposicional (Philp, 1985; Peters &
Moldowan, 1993; Brocks et al., 2003b), evolugao térmica (Tissot & Welte, 1978;
Killops & Killops, 1993; Brocks et al., 2003b) e indice de biodegradacdo das
amostras analisadas. S6 € possivel obter este tipo de informacdo porque os
biomarcadores mant€ém uma relacdo direta com os organismos genitores € suas
estruturas moleculares, quando incorporadas aos sedimentos, sofrem apenas
transformacdes em seus grupos funcionais e ligacdes, preservando seus esqueletos
carbOnicos bésicos (Tissot & Welte, 1978; Philp, 1985).

Embora seja possivel utilizar os biomarcadores para diferentes aplicacoes,

neste trabalho destacamos o uso apenas dos indicadores de biodegradacao.

1.2 BIODEGRADACAO DO PETROLEO

O petréleo é uma mistura complexa de hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos
e nafténicos, além de outros compostos contendo enxofre, oxigénio, nitrogénio e
constituintes organometalicos complexados com niquel e vanadio (van Hamme et

al., 2003).



Microrganismos de diferentes espécies, isoladamente ou em consorcios,
possuem capacidade enzimdtica e preferéncias diferenciadas para degradar os
constituintes do petroleo. Uns degradam preferencialmente alcanos normais,
ramificados ou ciclicos, outros preferem mono ou poliarométicos, e existem ainda
aqueles que degradam tanto alcanos quanto aromdticos. Normalmente os alcanos
variando de C;y a Cy sdao degradados primeiro, assim como 0S COmMpostos
aromaticos benzeno, tolueno e xileno (Atlas, 1995).

A Tabela 1 mostra exemplos de algumas bactérias isoladas que utilizam

hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia.

Tabela 1. Bactérias aerdbias que utilizam hidrocarbonetos como fonte de carbono

Bactéria Hidrocarboneto Referéncia
Acinetobacter calcoaceticus EB104 Co-Cig Kleber et al., 1983
Acinetobacter sp. M-1 C13-Cyy Sakai et al., 1994
Alcaligenes odorans P20 -Cs3 Lal & Khanna, 1996
Antrobacter nicotianae KCC B35 Ci10-Cyo Radwan et al., 1996
Bacillus thermoleovorans B23 e H41 Co-C3g Kato et al., 2001
Bacillus thuringiensis/cereus A2 Ce-Cos Chaerun et al., 2004
Dietzia psychralcaliphila Ci3-Cos Yumoto et al., 2002
Marinobacter sp. BC36 -Cis Bonin et al., 2004
Mycobacterium sp. PYR-1 Antraceno Khan et al., 2001
Mycobacterium sp. CH1 C12-Cog Churchill et al., 1999
Nocarsiodes sp. KP7 Fenantreno Saito et al., 2000
Pseudomonas aeruginosa PAO1 C12-Cyy Smits et al., 2002
Pseudomonas sp. U2 Naftaleno Fuenmayor et al., 1998
Rhodococcus sp.1BN Ce-Cag Andreonit et al., 2000
Rhodococcus sp. 124 Tolueno Treadway et al., 1999
Thermooleophilum album C13-Cyo Zarilla & Perry, 1984
Xylella fastidiosa RR15 C14-Cay Yuste et al., 2000

Fonte: Wentzel et al., 2007; Van Hamme et al., 2003.



A principal via metabdlica de biodegradacdo de hidrocarbonetos por
microrganismos aerdbios ja € bem estabelecida na literatura e pode ocorrer na
por¢ao terminal e/ou subterminal da cadeia carbOnica (Atlas, 1981; Berthe-Corti &
Fetzner, 2002; Wentzel et al., 2007). A etapa inicial € a oxida¢ao do substrato por
oxigenases com a utilizacdo de oxigénio molecular como aceptor de elétrons. A
oxidacdo terminal de um alcano inicia-se com a formacdo de um alcool primario.
ApOs a etapa inicial, o dlcool é oxidado, por acdo das enzimas élcool e aldeido
desidrogenases, aos correspondentes aldeido e 4cido carboxilico, respectivamente.
O acido carboxilico, por sua vez, € utilizado como substrato para acil-CoA sintetase
e € posteriormente biodegradado pelo processo de B-oxidacdo. A biodegradacdo
subterminal (1° carbono secundério da cadeia do n-alcano) gera alcool secundério,
cetona e éster. O éster pode ser biotransformado a 4lcool primério ou diretamente a
acido carboxilico por acdo de esterases completando o ciclo até o processo de [3-

oxidacdo [Figura 3].
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Figura 3. Rotas de biodegradacdo de alcanos para microrganismos aerébios e anaerdbios

(adaptado de Wentzel et al., 2007).

A biodegradacdo de compostos aromaticos por microrganismos aerobios
também € iniciada pela acdo de oxigenases (mono- ou dioxigenases) que
promovem a oxidagdo do substrato formando didis, seguida de clivagem do anel e
formagdo de catecol que posteriormente € degradado formando diferentes
intermedidrios, como acetaldeido, piruvato e succinato (Evans et al., 1992; Berthe-

Corti & Hopner, 2005) [Figura 4].
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Figura 4. Rota de biodegradacao aerdbia de hidrocarbonetos aromadticos (adaptado de Fritsche &

Hofrichter, 2000).

O conhecimento das rotas de biodegradacdo para anaerdbios, no entanto, é
limitado. Sob condi¢cdes andxicas, 0s compostos organicos sdo sucessivamente
oxidados, ou seja, os produtos de cada etapa de oxidagdo atuam como substratos
nas etapas seguintes, até que a matéria organica seja completamente degradada a

biogds (Vazoller, 1995).



Existem varios relatos sobre a oxidagdo de hidrocarbonetos com culturas
puras de bactérias redutoras de sulfato (BRS) em condicdes estritamente anaerdbias
(Aeckersberg et al., 1991; Rueter et al., 1994; So et al., 2003; Cravo-Laureau et al.,
2005), denitrificantes (Ehrenreich et al., 2000) e metanog€nicas (Zengler et al.,
1999; Alain et al., 2006). As BRS e denitrificantes utilizam sulfatos e nitratos,
respectivamente, como aceptores de elétrons para biodegradar hidrocarbonetos,
andlogo ao oxigénio molecular na biodegradacao aerdbia (Wentzel et al., 2007). J&
as bactérias metanogé€nicas metabolizam hidrocarbonetos ou na auséncia de
aceptores de elétrons, convertendo-os para metano e CO, ou na presenga de CO,
convertendo os hidrocarbonetos para CH4 (Widdel & Rabus, 2001). Existem, ainda,
as bactérias anaerdbias acetogénicas que consomem os hidrocarbonetos gerando

acetato e H, (Zengler et al., 1999) [Figura 5].
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Figura 5. Caminho de degradacdo de hidrocarbonetos a CH4, CO, e H,S por microrganismos

anaerdbios (adaptado de Zengler et al., 1999 e Jones et al., 2008).

A Tabela 2 mostra algumas destas bactérias que sdo capazes de utilizar

hidrocarbonetos como fonte de carbono em ambientes anoxicos.



Tabela 2. Bactérias anaerdbias que utilizam hidrocarbonetos como fonte de carbono

Bactéria Hidrocarboneto Tipo de Referéncia
metabolismo
Azoarcus sp. EB1 Etilbenzeno Denitrificante Ball et al., 1996
Dechloromassp. JJ Benzeno, tolueno Denitrificante Coates et al., 2001
Cepa OcN1 Denitrificante Ehrenreich et al.,
Cs-Cy2
2000
Marinobacter sp. BC36 -Cig Denitrificante Bonin et al., 2004
Pseudomonas sp. NAP-3 Naftaleno Denitrificante Rockne et al., 2000
Marinobacter sp. BC42 Cs-Cis Denitrificante Bonin et al., 2004
Cepa TD3 Cs-Co2 Sulfato-redutora Rueter et al., 1994
Cepa Hxd3 Sulfato-redutora Aeckersberg et al.,
Ci2-Cyo
1991
Cepa Pnd3 Sulfato-redutora Aeckersberg et al.,
Ci4-Cy7
1998
Desulfobacterium Sulfato-redutora Rabus et al., 2001
Tolueno
cetonicum
Desulfatibacilum Coc Sulfato-redutora Cravo-Laureau et al.,
13-Cis
aliphaticivorans CV2803 2004
Clone B1-B3 -Cis Metanogénica Zengler et al., 1999

Adaptado de van Hamme et al., 2003 & Wentzel et al., 2007.

Os mecanismos de biodegradagdo anaerdbia de hidrocarbonetos utilizando
consorcios de microrganismos e bactérias isoladas sdo bastante estudados, porém
pouco entendidos. Em geral, dois mecanismos de ativacdo tanto para alcanos
quanto para aromdticos tem sido proposto: o primeiro envolve a ativacdo do
carbono subterminal do hidrocarboneto e adicdo de fumarato e no segundo

mecanismo, o hidrocarboneto € carboxilado na posi¢ao C-3 (Wilkes et al., 2002; So



et al., 2003; Aitken, 2004; Peters et al., 2005; Wentzel et al., 2007) [Figura 3, pdg.
7]. Ambos os caminhos podem ocorrer simultaneamente em consércios de BRS.
Quando a biodegradacao ocorre através do primeiro mecanismo de ativagao,
o hidrocarboneto € adicionado a dupla ligacdo do fumarato via dtomo de carbono
subterminal gerando 4dcidos graxos lineares e ramificados e succinatos substituidos
(Kropp et al., 2000; Rabus et al., 2001; Cravo-Laureau et al., 2005). Os &cidos
graxos lineares gerados com numeros pares de carbono provém de rn-alcanos
também com numeros pares de carbono e os 4cidos graxos com numeros de
carbono fmpares € gerado a partir de n-alcanos com nimeros impares de carbono.
No segundo mecanismo ocorre formagdo apenas de dcidos graxos lineares, porém
os n-alcanos pares geram os dcidos graxos impares e vice-versa. A Figura 6 mostra
os dois mecanismos envolvidos nos processos de biodegradacdo anaerdbia de

hidrocarbonetos.
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Figura 6. Rota de biodegradacdo anaerébia para hidrocarbonetos via fumarato e carboxilagdo a

C-3 (adaptado de Grossi et al., 2008).

Independente do mecanismo e do tipo de enzima envolvida, algumas
condi¢Oes sdo necessarias para favorecer um ou outro tipo de biodegradacdo

(aerobia e/ou anaerdbia) do petroleo.



1.2.1 CONDICOES NECESSARIAS PARA OCORRER BIODEGRADACAO

A maior parte do petréleo do mundo € total ou parcialmente biodegradado
em reservatorios e este processo pode levar milhdes de anos para ocorrer (Head et
al., 2003). Para se ter um melhor entendimento dos mecanismos de biodegradagao
do 6leo € necessario utilizar condi¢des ideais para que o processo ocorra em curtos
intervalos de tempo, quando comparado ao tempo geoldgico (Connan, 1984;
Palmer, 1993; Blanc & Connan, 1994). Em geral, para que ocorra biodegradacado de
petréleo € necessario (Peters et al., 2005):

% Presenca de aceptores de elétrons (ex. oxigénio molecular, nitratos,
sulfatos, fons férricos) e nutrientes inorganicos (ex. fésforo, traco de
metais);

% A rocha geradora deve ter porosidade e permeabilidade suficientes para
permitir a difusdo de nutrientes e motibilidade de microrganismos;

% A temperatura do reservatorio nao deve ultrapassar ~80 °C;

% A salinidade da dgua de formacdo deve estar na faixa de ~100-150 %eo;

% Presenca de microrganismos capazes de degradar componentes do
petroleo;

% Auséncia de “venenos naturais”, isto €, de microrganismos nao
biodegradadores de hidrocarbonetos que sdo tolerantes as condicdes dos
reservatorios e que inibem e/ou limitam o crescimento e atividade

enzimdtica de microrganismos degradadores de petréleo.

Se todas estas condigOes estdo presentes, o petréleo € alterado pelos
microrganismos levando a uma diminui¢do da sua qualidade. Este processo de

biodegradagdo causa diminuicdo do teor de hidrocarbonetos saturados, aumento da



viscosidade, conteido de enxofre, acidez e metais, afetando o valor econdomico do
6leo (Head et al., 2003).

Enquanto os efeitos da biodegradagdo na composi¢cdo molecular e
propriedades fisicas do 6leo sdo relativamente bem conhecidos, a influéncia de
oxidantes, quantidade de oxigénio no meio, quantidade de Oleo, propriedades
fisiol6gicas e potencial bioquimico de microrganismos e, em alguns casos, a
natureza dos produtos formados, ainda permanece obscuro (Roling et al., 2003).
Como a biodegradacao afeta a qualidade do 6leo, é fundamental entender melhor a

influéncia de todos estes fatores durante o processo de biodegradagao do petréleo.

1.2.1.1 Aceptores de elétrons e nutrientes inorganicos

Um dos fatores primordiais para ocorrer biodegradacdo é a presenca de
aceptores de elétrons e nutrientes adequados para manter ativos microrganismos de
diferentes espécies.

Os microrganismos aerdbios necessitam da presenca de oxigénio molecular
para seu crescimento e para converter os hidrocarbonetos em CO,, H,O e biomassa.
Ja os microrganismos facultativos podem crescer na presenca (aerobiose) ou
auséncia (anaerdbios, fermentacdo) de oxigénio (Berthe-Corti & Fetzner, 2002;
Peters et al., 2005).

Os anaerdbios estritos utilizam diferentes aceptores como, nitratos (NO3),
sulfatos (SO4”) e fons férricos (Fe’*) para metabolizar hidrocarbonetos. Enquanto,
outros anaerdbios (aerotolerantes) crescem na presenca de concentragdes-tracos de
oxigénio dissolvido, porém ndo utilizam este gis metabolicamente (Madigan et al.,
1997; Berthe-Corti & Fetzner, 2002).

Além disso, existem aqueles microrganismos que requerem aceptores de

elétrons especificos, como os fermentadores ou acetogénicos que utilizam acetatos



(CH;COOQO") para converter os hidrocarbonetos em CH, e CO, (Berthe-Corti &
Fetzner, 2002).
A Tabela 3 mostra alguns microrganismos, seus aceptores de elétrons e os

principais produtos gerados a partir da biodegradacao de componentes do petroleo

(Holland et al., 1987).

Tabela 3. Aceptores de elétrons utilizados por diferentes microrganismos na biodegradacdo de

hidrocarbonetos
Microrganismos Aceptores de elétrons Produtos
Aerébios 0, CO,
Metanogeénicas - CHye CO,
Metanogénicas CO, CHy4
BRS SO~ H.S
Denitrificantes
(Veillonella alcalescens,
NOs’ NOy
Selenomonas ruminantium,
Clostridium perfringens)
Denitrificantes
(Propionibacterium NOy” N,
pentosaceunt)
Outros anaerdbios Fumarato Succinato

Adaptado de Holland et al., 1987.

Na auséncia de aceptores de elétrons, tais como sulfato e nitrato, os
hidrocarbonetos sdo transformados em produtos finais (metano e CO,), através da
interacdo de varios grupos de microrganismos, como, por exemplo, bactérias

fermentativas, acetogénicas produtoras de hidrogénio, metanogénicas



hidrogenotréficas e acetocldsticas [Figura S, pdg.9] (Colleran et al., 1994; Oude
Elferink et al., 1997).

Nutrientes inorganicos, tais como nitrogénio (N) e fosforo (P) sdo essenciais
na biossintese de proteinas, acidos nucléicos e fosfolipidios. Tracos de metais,
como molibdénio (Mo), cobalto (Co) e cobre (Cu) sdo importantes em reacdes
enzimaticas. Tanto os nutrientes inorganicos, quanto alguns metais podem limitar o

processo de biodegradacdo do petréleo (Peters et al., 2005).

1.2.1.2 Temperatura

A temperatura 6tima para ocorrer biodegradagdo de petréleo no reservatorio
¢ ~ 60-80 °C (Evans et al., 1971; Peters et al., 2005), entretanto simulacdes
laboratoriais indicam que a biodegradacao de hidrocarbonetos ocorre pela acdo de
microrganismos que crescem a diferentes temperaturas, tais como, psicrofilicos (0-
25 °C), mesofilicos (30-40 °C) e termofilicos (50-60 °C) (Berthe-Corti & Fetzner,
2002). Exemplificando, Walker & Colwell (1976) demonstraram a biodegradagao
de alcanos, por microrganismos obtidos a partir de d4gua de formacgao e sedimentos,
na faixa de temperaturas entre 0-10 °C, enquanto Rueter et al. (1994), isolou uma
BRS termofilica que biodegrada alcano a temperaturas acima de 60 °C.

A influéncia da temperatura na biodegradacao de hidrocarbonetos depende,

portanto, do tipo de microrganismo e das condi¢des utilizadas no processo.



1.2.1.3 Microrganismos envolvidos no processo de biodegradagdo do

petrédleo

Desde o inicio da produg¢do comercial de petréleo, os geoquimicos t€ém se
deparado com problemas relacionados a presenca de microrganismos nos
reservatorios (Magot et al., 2000). Microrganismos sdo os grandes responsaveis
pela deterioragcdo de petrdleo, que estd relacionada n3o somente com a
biodegradacdo de hidrocarbonetos, mas também com a corrosao de equipamentos e
tanques de estocagem devido aos subprodutos originados da biodegradaciao (Cord-
Ruwich et al., 1987).

Os hidrocarbonetos podem ser seletivamente consumidos no reservatorio
durante o processo de biodegradacdo, que ocorre a diferentes temperaturas e
pressoes. Contudo os microrganismos envolvidos neste processo ainda sdo objetos
de discussoes conflitantes uma vez que se atribui a degradacio tanto aos aerébios
(Orphan et al., 2000; Bonch-Osmolovakaya et al., 2003; Borzenkov et al., 2006)
quanto aos anaerobios (Coates et al., 1997; Korda et al., 1997; Voordouw et al.,
1996). Aqueles que defendem a acdo dos microrganismos aerébios assumem que a
temperatura durante o processo esta entre 60-80 °C e envolve a incursdo de dguas
metedricas que carreia oxigénio e nutrientes necessarios a manutencdo destes
microrganismos dentro do reservatério (Evans et al., 1971), enquanto aqueles
favordveis a degradacdo anaerobia indicam que a demanda de oxigé€nio no
reservatério € insuficiente para manter os aerdbios ativos e, portanto, 0s
microrganismos que degradam o petroleo sdo estritamente anaerdbios, degradando
os componentes do petréleo mais lentamente (Magot et al., 2000; Roling et al.,
2003; Aitken et al., 2004).

No entanto, as evidéncias cientificas encontradas nas pesquisas

desenvolvidas pelo nosso grupo indicam que estes dois grupos de microrganismos



biodegradam o petrdleo através de agao sinérgica em tempos geoldgicos diferentes,
onde um complementa o outro sem sobreposicdo (Da Cruz et al., 2008). Os
componentes do petrdleo e outros metabdlitos presentes no reservatorio que sao
recalcitrantes para os aerdbios sdo facilmente biodegradados pelos anaerdbios e,
por outro lado, aqueles que sdo de dificil degradacdo pelos anaerébios podem ser
completamente biodegradados pelos aerobios (Long et al., 1993).

Levando-se em consideragdo a existéncia de microorganismos anaerobios
que produzem oxigénio pela redugdo de percloratos (C10, — ClO; — CIO, — CI
+ O,) (Xu et al., 2004), nossa hipétese parte do principio que o oxigénio produzido
por estes microrganismos ¢ armazenado em biofilmes na interface 6leo-dgua. Estes
biofilmes agem como “esponja” contendo teores variaveis de oxigénio € outros
gases beneficiando os anaerébios em baixos teores de oxigénio e 0s aerdbios
quando os teores de oxigénio forem altos. Os microrganismos aerobios consomem
este oxigénio durante o processo de biodegradacao do petrdleo, levando
gradativamente a uma atmosfera andxica onde hi predominancia dos anaerdbios
que voltam a degradar os hidrocarbonetos, continuando assim o ciclo de
degradacgdo do petréleo.

E importante considerar que os biofilmes sdo sistemas biolégicos altamente
organizados onde os microrganismos sobrevivem e crescem como agregados
celulares. Nestes sistemas eles se encontram envolvidos em uma matriz de
substancias exopoliméricas (EPS) que € responsdvel pela estrutura, coesdo e
propriedades fisico-quimicas que os mantém como agregados celulares (Flemming

et al., 2002; Rickard et al., 2003) [Figura 7].
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Figura 7. Diagrama ilustrando a formacao de biofilmes com multi-espécies. (a) colonizagdo
primdria do substrato pelos microrganismos; (b) crescimento, divisdo celular e producido de
substancias exopoliméricas (EPS) levando ao desenvolvimento de microcoldnias; (c) coadesao de
uma unica cé€lula, de coagregados celulares ou de um grupo de células idénticas provocando
aumento das espécies presentes no biofilme; (d) maturacdo do biofilme multicelular (adaptado de

Rickard et al., 2003).

Para explicar a coexisténcia de microrganismos aerébios e anaerdbios
(consoércio misto) e para evitar a toxicidade do oxigénio aos microrganismos nao
tolerantes (principalmente arquéias metanogénicas e bactérias acetogénicas), Shen
& Guiot (1996) apresentaram modelos conceituais para a distribuicio em
multicamadas das comunidades microbianas predominantes que podem ocorrer em
biofilmes estruturados. Num desses modelos, eles mostram que os microrganismos
aeréobios e facultativos sdo predominantes na camada periférica, enquanto os
microrganismos anaerdbios, sensiveis ao oxigénio, estdo localizados na camada

interior. Portanto, o oxigé€nio presente € consumido pelos microrganismos aerobios



e bactérias facultativas antes de atingir o centro do biofilme e inibir a acdo dos

anaerdbios estritos [Figura 8].

Aerobios

_ Acetogénicas

" Metanogénicas

Figura 8. Distribuicdo de diferentes microrganismos presentes no biofilme durante o processo de
biodegradacdo aerdbia/anaerobia (mista) do petréleo. O oxigénio € consumido pelos
microrganismos aerobios (verde) e facultativos (laranja) antes de atingir os microrganismos

anaerdbios estritos (azul) no interior do biofilme (adaptado de Shen & Guiot, 1996).

O biofilme protege os anaerdbios da toxicidade do oxigé€nio porque sua
espessura e arquitetura representam uma barreira fisica para a difusio deste e de
outros gases, criando zonas segregadas com baixas concentragdes de gases na
regido central do biofilme. Como os microrganismos presentes nestes consorcios
sdo diversificados e podem sofrer alteracdes fisioldgicas gerando comunidades
mais complexas, a limitacdo de oxigénio dentro do biofilme depende do substrato
disponivel e da concentracdo deste gas no meio liquido (Kato et al., 1997).

E importante considerar, no entanto, que a disponibilidade limitada de
petroleo, devido a baixa solubilidade em meio aquoso, também influencia o
processo de biodegradacdo. Para melhorar a solubilidade do petr6leo no meio,
muitos microrganismos produzem substancias conhecidas como biossurfactantes ou
substancias exopoliméricas (EPS) que emulsificam os hidrocarbonetos, aumentam
a adesdo da célula ao substrato e, consequentemente, a sua degradacdo. Neste

contexto, faz-se necessario estudar as caracteristicas tensoativas destas substancias.



1.3 BIOSSURFACTANTES

Atualmente a busca por surfactantes naturais, conhecidos como
biossurfactantes ou substancias exopoliméricas (EPS), tém despertado grande
interesse para darea de biotecnologia, em func¢ido da necessidade de preservacao
ambiental. Estes biopolimeros sdo produzidos principalmente pelo crescimento
aerobio de microrganismos em meios aquosos a partir da utilizacdo de diferentes
substratos como fonte de carbono e energia (Bognolo, 1999) [Figura 7, pdg. 19].
Eles estdo sendo amplamente utilizados em substitui¢do aos surfactantes sintéticos
derivados de petrdleo (Haba er al, 2003), devido as muitas vantagens que
apresentam, tais como: aceitabilidade ecoldgica (Rahman er al, 2002), baixa
toxicidade e alta biodegradabilidade (Costa et al., 2006; Makkar e Cameotra, 2002;
Rahman er al., 2002), sao efetivos em condi¢des extremas e amplas faixas de
temperatura, pH e salinidade (Banat et al., 2000; Mulligan, 2005) e, além disso, sdo
produzidos a partir de fontes renovdveis de baixo custo e residuos industriais
(Nitschke et al., 2005).

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porcao
hidrofébica e outra hidrofilica, que incluem uma variedade de estruturas quimicas
tais como glicolipideos, lipopeptideos, lipopolissacarideos, fosfolipideos, dcidos
graxos e lipideos neutros (Zajic e Seffens, 1984; Nitschke e Pastore, 2002). A
Tabela 4 mostra as principais classes de biossurfactantes e os microrganismos

produtores.



Tabela 4. Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores

Classe de biossurfactante Tipo de Microrganismos produtores

biossurfactante

Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa
. Soforolipideos Torulopsi bombicola;
GLICOLIPIDEOS
Torulopsi apicola
Trehalolipideos Rhodococcus erythropolis

Peptideo-lipideo

Bacillus licheniformis

Viscosina Pseudomonas fluorescens
. Serravetina Serratia marcescens
LIPOPEPTIDEOS E
3 Subtilisina Bacillus subtilis
LIPOPROTEINAS

Surfactina Bacillus subtilis
Gramicidina Bacillus brevis
Polimixina Bacillus polymyxa

ACIDOS GRAXOS, LIPIDEOS
NEUTROS E FOSFOLIPIDEOS

Acidos graxos

Lipideos neutros

Corynebacterium lepus

Nocardia erythoropolis

Fosfolipideos Thiobacillus thiooxidans
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
SURFACTANTES POLIMERICOS Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica
Adaptado de Nitschke e Pastore, 2002.
Alguns géneros destes microrganismos, tais como, Pseudomonas,

Rhodococcus, Bacillus, Corynebacterium e Acinetobacter, além de serem eficientes
produtores de biossurfactantes, sdo também descritos na literatura como
biodegradadores de hidrocarbonetos, e por isso estdo sendo amplamente utilizados
nas pesquisas sobre biodegradacdo de petroleo (Cooper & Goldenberg, 1987;

Rahman et al., 2003; Calvo et al., 2004; Berthe-Corti & Hopner, 2005).



A por¢ao hidrofébica dos biossurfactantes pode ser formada por acidos
graxos de cadeia longa, hidroxi-acidos graxos ou por a-alquil-fB-hidroxi-acidos
graxos, € a porcdo hidrofilica pode ser composta por carboidratos, aminoécidos,
peptideos ciclicos, fosfatos, acidos carboxilicos ou por dlcoois (Cameotra &

Makkar, 1998) [Figura 9].
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Figura 9. Estrutura quimica de alguns biossurfactantes (adaptado de Cameotra & Makkar, 1998).

Devido a sua natureza anfipdtica, os biossurfactantes possuem indmeras
aplicacdes que envolvem desde a acdo de detergéncia até a solubilizagdo e
dispersao de fases entre liquidos imisciveis (Rahman et al., 2003). Atualmente, a
industria petrolifera € a que mais se beneficia do uso de biossurfactantes em
diferentes setores, tais como, em estudos ambientais que envolvem biorremediacdo
e dispersdo em caso de derramamentos de dleos, na remocdo e mobilizacdo de

residuos de 6leos em tanques de estocagem, na incorpora¢ao dos biopolimeros em



formulacoes de Oleos lubrificantes ou na recuperagdo melhorada de petréleo
(Mulligan, 2003; Mulligan, 2005).

O uso desses bipolimeros na recuperagdo de petrdleo pode ser efetuado
através da introdu¢do dos microrganimos produtores dentro do reservatério com a
adicdo de nutrientes adequados ao seu cresimento (in situ) ou pela adic@o direta do
biossurfactante produzido, isolado e purificado em laboratorio. Existem sugestoes
de que microrganismos anaerdbios possam ser injetados conjuntamente ou na
auséncia de nutrientes em pogos para produgao in situ de biossurfactantes, porém,
poucos anaerdbios, tais como, Bacillus licheniformes, produzem compostos com
propriedades tensoativas (Bognolo, 1999; Ron & Rosenberg, 2002). As moléculas
de emulsan, um polissacarideo compostos por acidos graxos e proteinas, vém sendo
comercializado para este propdsito (Banat, ef al., 2000; Dubey & Juwakar, 2001).

A Tabela 5 apresenta algumas das aplicagdes atribuidas aos biossurfactantes.

Tabela S. Algumas aplicacdes para biossurfactantes

Campos de Exemplos de aplicagdes Algumas fungoes do
aplicagdo biosurfactante
Recuperacdo melhorada de Recuperaciao de 6leo residual,
, petréleo (MEOR) reducdo da viscosidade do 6leo
Petroleo N -
Solubiliza¢do, desemulsificacdo de
Desemulsificante
emulsoes, reducdo da viscosidade
) . _ Sequestrante de metais, emulsificacdo
Ambiental Biorremediagio
de hidrocarbonetos
L, Comunicacdo celular, acesso a
Bioldgico Microbiologia .
nutriente
Cosmético Produtos de beleza Emulsionante, solubilizante

Adaptada de Singh et al., (2007).



1.3.1 PROPRIEDADES DOS BISSURFACTANTES

O interesse recente em estudar biossurfactantes se deve a grande diversidade
de microrganismos e de diferentes substratos utilizados para sua producao, os quais
conferem propriedades e fungdes especificas que dependem das condi¢Oes de
cultivo e composi¢ao do meio de cultura (Banat, 1995; Déziel et al., 2000; Haba,
2003).

As propriedades tensoativas e emulsificantes (ou propriedades surfactantes),
utilizadas para medir a eficiéncia dos biossurfactantes, promovem a emulsificacdo e
solubilizacdo de substratos imisciveis em dgua, como os alcanos, tornando-os
rapidamente disponivel para o metabolismo microbiano (Banat et al., 1991;
Mulligan, 2005; Singh 2007).

Os parametros mais largamente utilizados para medir as propriedades
surfactantes sdo: tensao superficial (TS) e interfacial (TI), indice de emulsificagdao
(E) e concentracao micelar critica (CMC). As tensdes superficial e interfacial
referem-se ao posicionamento das moléculas nas interfaces ar/agua e Oleo/agua
respectivamente, e podem ser medidas facilmente utilizando-se um tensiOmetro
(Desai e Banat, 1997). A CMC ¢ a concentragdo minima de tensoativo necessdria
para atingir os valores mais baixos de tensdo superficial e interfacial, a partir da
qual se inicia a formac¢ao de micelas (Christofi e Ivshina, 2002; Mulligan 2005). De
acordo com Benincasa e colaboradores (2004), concentracdes entre 1 a 200 mg/L
de biossurfactante sdo necessdrias para se atingir a CMC.

A habilidade que os biossurfactantes t€ém de emulsificar substratos insoliveis
em meio aquoso e estabilizar a emulsdo formada estd relacionada com a
propriedade denominada de indice de emulsificacdo (E) (Crueger & Crueger, 1984;
Fiechter, 1992; Tuleva, 2002). Este indice ¢ medido pelo percentual da altura da

camada emulsionada dividido pela altura total do liquido (Monteiro et al., 2007).



Monteiro et al. (2007) mostrou que culturas puras de Psedomonas aeruginosa
foram capazes de formar emulsdes com querosene (E = 67,9 %) que permaneceram
estaveis por 30 dias.

Outra propriedade que os biossurfactantes apresentam € o efeito antibidtico
sobre varios microrganismos que competem por alimento no mesmo ambiente. Um
microrganismo produtor de biossurfactante tem um crescimento privilegiado sobre
os demais (Fiechter, 1992). Atividades antiftingicas e antibacterianas ja foram
relatadas para diferentes biossurfactantes, especialmente os ramnolipideos

(Benincasa 2004; Haba, 2003, Abalos, 2001).

1.4 AREA DE ESTUDO

A Bacia de Campos € a principal provincia petrolifera brasileira e situa-se em
4guas territoriais do Estado do Rio de Janeiro cobrindo cerca de 115.800 km?, dos
quais apenas 5.800 km” sdo em drea emersa. Esta bacia compreende uma faixa de
aproximadamente 150 Km de largura, englobando a plataforma continental (Rangel
& Martins, 1998). Para o norte, a Bacia € parcialmente isolada da Bacia do Espirito
Santo, na regido de 4guas rasas, pelo Alto de Vitéria e para o sul, a Bacia de
Campos limita-se com o Alto de Cabo Frio. Em 4guas profundas, ndo existe uma
separacdo efetiva entre as Bacias de Campos e do Espirito Santo (Mohriak et al.,
1995). Sua formacdo estd diretamente relacionada com a abertura do oceano
Atlantico, no Cretdceo Inferior e seus Oleos apresentam caracteristicas de Oleos
lacustres, correlacionando-se aos folhelhos da formagdo Lagoa Feia (Mello et al.,
1988; Guardado et al., 1989; Trindade et al., 1995; Milani et al., 2000) [Figura
10].



Rio da Janeiro

Figura 10. Mapa de localizacio da Bacia de Campos mostrando seus limites norte (Alto de
Vitéria) e sul (Alto de Cabo Frio), com destque ao Campo Pampo Sul (Adaptado de Rangel e
Martins, 1998)

A Bacia de Campos possui um unico sistema petrolifero ativo eficiente com
um ndmero de acumulacdes de hidrocarbonetos (HCs) bastante elevado (Lopes,
2004). Um sistema petrolifero engloba a rocha geradora ativa, o 6leo e o gés
gerados e todos os elementos e processos geoldgicos necessdrios para a existéncia
de uma acumulacgdo de petréleo (Magoon & Dow, 1994).

Analises geoquimicas realizadas até o momento, indicam que quase todas as
acumulacdes de Oleos descobertas nesta Bacia foram geradas pelos folhelhos
negros lacustres da Formacdo Lagoa Feia (Lopes, 2004) e que o teor de carbono
organico total (COT) médio situa-se entre 2 e 6 % (Guardado et al., 2000).

Com relacdo a caracterizagdo geoquimica dos 6leos, os dados indicam que

eles possuem uma unica geradora com matéria organica do Tipo I (material rico em



lipideos, principalmente algas e bactérias), depositada em lagos fechados, an6xicos
e sem influéncia de matéria organica continental. Mesmo possuindo uma origem
comum, os Oleos desta bacia apresentam diferentes niveis de maturagdo e
biodegradacgdo (Ferreira, 1993). A intensidade da alteracao, seja por biodegradacao
ou por water washing (“lixiviagdo”), depende do contexto geoldgico de migragao e
acumulacdo que estes Oleos sofreram. Alguns fatores contribuiram para este
processo, tais como as infiltracdes de dguas metedricas nos reservatério da Bacia;
temperatura do reservatorio durante e apds a migragao-acumulacdo; facilidade de
movimentacdo da dgua na trapa, propiciando a circulacdo de aguas de infiltragdo;
contato Oleo-dgua favordvel ao crescimento de microrganismos e distancia da
migracao secunddria para reservatorios mais rasos (Pereira et al., 1984)

Os Oleos tipicos de Campos sdo na sua maioria biodegradados. Entre as
caracteristicas destes 6leos tem-se razdes isotopicas 8'°C variando entre -25,6%o ¢ -
23,0 %o, alta razdo hopano/esterano (H/S > 5) e predominancia de C,; esteranos. Os
Oleos que sdo considerados pesados apresentam °API em torno de 25° e, dleos
extremamente biodegradados apresentam valores abaixo de 10° (Guardado et al.,
1989). Em 6leos ndo biodegradados ocorre, normalmente distribuicdo bimodal de
alcanos e razdo pristano/fitano > 1 (Mello et al., 1988; Mohriak et al., 1989). O
indice de acidez estd entre 0,1 e 0,3 mg KOH/g nos 6leos nao biodegradados e
chega a atingir 1,5 mg KOH/g na maioria dos 6leos biodegradados (Guardado et
al., 1989). Os o6leos biodegradados ainda preservam muito das caracteristicas dos
precursores dos biomarcadores mais resistentes (como hopanos e esteranos), porém
n- e isoalcanos sio severamente afetados ou estdo ausentes. Neste caso € comum 0
aparecimento de uma mistura complexa nao-resolvida.

Devido aos niveis similares de maturidade térmica e dos diferentes graus de
biodegradacdo destes Oleos, eles sdo normalmente utilizados para investigacdes

sobre os processos de biodegradacao (Guardado et al., 2000), como demonstrado



neste trabalho. A Tabela 49 (parte experimental, secdo 4.2, pdg.259) apresenta as

caracteristicas geoquimicas dos 6leos utilizados neste estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esta pesquisa visou investigar os processos € mecanismos de biodegradagdo
em uma amostra de petréleo ndo biodegradada, como fonte de carbono, bem como
estudar o comportamento de consorcios aerdbios, anaerdbios € mistos frente a
biodegradacao.

Os oleos utilizados neste estudo possuem uma rocha geradora comum com
matéria organica do Tipo I (material rico em lipideos, principalmente algas e
bactérias), depositada em lagos fechados, andxicos e sem influéncia de matéria
organica continental, além disso possuem niveis similares de maturidade térmica e
diferentes graus de biodegradacdo.Todas as amostras foram coletadas sob
condi¢des adequadas de assepsia necessdrias para esta investigacao.

Dentro deste contexto, estabeleceu-se algumas etapas de trabalho para
demonstrar como o0s microrganimos atuam no processo de biodegradacdo do

petroleo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I) Obter consoércios microbianos a partir de amostras de dgua de formagdo e de
petréleo do Campo Pampo Sul, Bacia de Campos (RJ), através de enriquecimentos
sob condic¢des aerdbias e anaerdbias;

IT) Verificar o potencial de oxidacdo dos consorcios obtidos utilizando hidrolases
(epoxido-hidrolases, esterases e lipases) € monooxigenases;

IIT) Avaliar a atividade biodegradadora de consércios aerdbios e anaerdbios

utilizando o petréleo adsorvido ou ndo em diferentes matrizes;



Objetivos

IV) Investigar a acdo de consoOrcios mistos no processo de biodegradacdo do
petrdleo;

V) Avaliar a producdo e composicdo de substancias exopoliméricas (EPS)
produzidas pelo consdrcio aerdbio;

VI) Caracterizar os EPS através de insercdo direta utilizando espectrometria de

massas com ionizagao por eletrospray (MS-ESI).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CAPITULO 1 — MICROBIOTA AEROBIA E ANAEROBIA DE
PETROLEO E AGUA DE FORMACAO

Este primeiro capitulo refere-se a caracterizacdo dos consércios microbianos

e investigacdo das suas atividades enzimaticas.

3.1.1 OBTENCAO E IDENTIFICACAO DOS CONSORCIOS

Um grande numero de microrganismos aerobios, anaerdbios estritos e
facultativos, com diferentes capacidades metabdlicas, sdo frequentemente isolados
a partir de amostras de dgua de formacao e de petrdleo (Magot et al., 2000).

Utilizando técnicas de enriquecimentos (parte experimental, se¢cdo 4.4,
pdg.257), foi possivel a recuperagdo de dois consércios aerébios, um anaerdbio e
dois consorcios mistos obtidos a partir das amostras de d4gua de formacao e petroleo
em estudo. Os consoércios aerobios foram denominados de Col e Co2, o anaerébio
de AN e os consorcios mistos de ColAN e Co2AN.

A partir dos consorcios aerdbios isolou-se algumas bactérias que estdo
envolvidas nos processos de biodegradagao do petréleo. Os resultados obtidos com
os isolados do consorcio Col foram discutidos por Vasconcelos (2005) e, portanto,
trataremos das discussOes relativas apenas aos isolados do consoércio Co2. Entdo,
através dos enriquecimentos realizados para a recuperagdo dos microrganismos
presentes nas amostras da coleta 2, conseguiu-se, apos técnicas de esgotamento em
placas de Petri (parte experimental, secdo 4.4.1, pdg. 263), recuperar 58 linhagens
bacterianas macroscopicamente distintas. Os microrganismos isolados foram

identificados sob supervisdo e responsabilidade da Profa. Dra. Valéria M. de



Oliveira do CPQBA através de técnicas moleculares baseadas em DNAr 16S

[Tabela 6].
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Tabela 6. Bactérias isoladas e identificadas a partir das amostras da coleta 2.

Isolados Identificagdo Origem
SGO1 Bacillus pumilus Oleo
SGO02 Bacillus pumilus Oleo
SGO03 Bacillus pumilus Oleo
SG04 Bacillus pumilus Oleo
SGO5 Bacillus pumilus Oleo
SGO06 Bacillus pumilus Oleo
SGO7 Bacillus pumilus Agua de formacio
SGO8 Bacillus pumilus Agua de formagio
SG09 Bacillus pumilus Agua de formacio
SG10 Bacillus pumilus Agua de formagio
SG11 Bacillus pumilus Agua de formagio
SG12(1) Bacillus pumilus Agua de formacio
SG12(2) Bacillus pumilus Agua de formagio
SG13 Bacillus pumilus Agua de formacio
SG14 Bacillus pumilus Agua de formacio
SG15% Bacillus thuringiensis ou Bacillus cereus Oleo
SG16 Bacillus pumilus Agua de formacio
SG18 Bacillus pumilus Agua de formagio
SG20* Bacillus thuringiensis ou Bacillus cereus Oleo
SG21* Bacillus thuringiensis ou Bacillus cereus Oleo
SG23(2) Bacillus simplex Oleo
SG24 Bacillus sphaericus Oleo
SG25 Bacillus sphaericus Oleo
SG26 Bacillus pumilus Oleo
SG27 Bacillus pumilus Oleo
SG28 Bacillus pumilus Agua de formagio
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SG29
SG30
SG31
SG32
SG33
SG34
SG35
SG36
SG40
SG41(1)
SG41(2)
SG42(1)
SG43(1)
SG43(2)
SG46
SG47(1)
SG47(2)
SG49
SG50
SG51(1)
SG51(2)
SG52+*
SG54(1)
SG54(2)
SG55

SG56
SG57
SG58(1)
SG58(2)
SG59
SG61
SG62

Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus

Bacillus pumilus

Stenotrophomonas maltophilia

Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus

Bacillus pumilus

Achromobacter xylosoxidans

Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus

Bacillus pumilus

Staphylococcus warner ou Staphylococcus pasteuri

Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus

Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus
Bacillus pumilus

Stenotrophomonas maltophilia

Bacillus pumilus
Bacillus pumilus

Agua de formagio
Agua de formagio
Agua de formagio
Agua de formagio
Agua de formagio
Agua de formagio
Agua de formagio
Agua de formagio

Oleo
Agua de formagio
Agua de formagio
Agua de formagcio
Agua de formagio
Agua de formagio
Agua de formagcio

Oleo

Oleo

Oleo

Oleo

Oleo

Oleo

Oleo
Agua de formagcio
Agua de formagio
Agua de formagcio

Agua de formagcio

Agua de formagcio

Agua de formagcio

Agua de formagio
Oleo

Agua de formagio

Agua de formagio

*Falta estudo complementar para definir a espécie
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De acordo com Orphan et al., (2000), apenas 1 % dos microrganismos
presentes nos ambientes naturais podem ser cultivados utilizando-se condicdes
laboratoriais. Baseado nisto, o consorcio aerébio Col, anaerobio AN e o misto
ColAN foram caracterizados através de técnicas moleculares independentes de
cultivo (extragdo do DNA total) realizado pelo grupo da Profa Valéria Maia de
Oliveira (CPQBA/UNICAMP).

A partir de bibliotecas obtidas do consorcio aerobio Col foram avaliados 100
clones. A andlise das seqiiéncias parciais de DNAr 16S obtidas, através da
comparagao com seqii€ncias de organismos ja identificados e depositados em bases
de dados, revelou a presenca de bactérias dos géneros Achromobacter, Bacillus,
Brevibacterium e Mezorhizobium, dentre os clones provenientes deste consorcio
[Figura 11A]. A mesma andlise realizada para o consércio anaerdbio revelou que
Os microrganismos sao pertencentes apenas aos géneros Bacillus (89 %) e
Acinetobacter (11 %) [Figura 11B]. Para o consércio misto, a andlise dos clones
revelou a presencga de Brevibacterium, Achromobacter € Bacillus também presentes
nos consorcios aerébio e anaerdbio, além de 50 % de bactérias do género

Stenotrophomonas e 6 % de Rhizobium [Figura 11C].
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W Baci o n izobi o
Bacillus (18%) Mesorhizobium (5%) " Bacillus (89%) ™ Acinetobacter (11%) M Stenotrophomonas sp. (50%) ' Rhizobium sp. (6%)
M Brevibacterium (18%) ® Achromobacter (58%)

M Brevibacterium sp. (14%) ® Achromobacter sp. (11%)

M Bacillus sp. (14%) B Uncultured bacterium (5%)

Figura 11. Bactérias presentes no consorcio aerébio Col (A), anaer6bio AN (B) e misto ColAN
(C) apds 60 e 180 dias de inoculacido, respectivamente. O género mais abundante no consorcio

aerébio foi Achromobacter, no anaerébio foi Bacillus e no misto foi Stenotrophomonas.

Percebe-se que as bactérias aerdbias do género Bacillus foram as
predominantes nos isolados e no consorcio anaerobio, além de estar presente em
menor propor¢ao nos consércios aerdbio e misto. Uma das possiveis justificativas
para este fato € que as bactérias pertencentes a este gé€nero sao potenciais
produtores de biossurfactantes (Quesada et al., 1993). Estas substancias além de
ajudarem na emulsificacdo do petréleo, podem apresentar efeito antibidtico sobre
varios microrganismos que competem por alimento no mesmo ambiente e, por isso,
um microrganismo produtor de biossurfactante tem um crescimento privilegiado
sobre os demais (Fiechter, 1992). A presenca deste género nos enriquecimentos
aerobios também foi relatada por Vasconcellos (2005), o que torna relevante
considerar a habilidade que estes microrganismos possuem em sobreviver em
ambientes extremos, com alta salinidade, elevadas temperaturas e pressdes € com
escassez de nutrientes, como os reservatorios de petrdleo.

Algumas bactérias deste género sdo conhecidas por sua capacidade de

utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono diretamente (Toledo er al., 2006)
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ou por utilizarem os metabodlitos produzidos por outras bactérias, quando estdo em
consorcios (DuTeau et al., 1998).

As  bactérias  Staphylococcus  warneri,  Staphylococcus  pasteuri,
Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus simplex, Bacillus sphaericus, Bacillus
thuringiensis, Bacillus cereus e Achromobacter xylosoxidans s3o descritas na
literatura como degradadoras de hidrocarbonetos aromdticos policiclicos (HPAs)
em estudos de biorremediagcdo, sendo que os géneros Staphylococcus, Bacillus e
Achromobacter degradam preferencialmente naftaleno e as que pertencem ao
género Stenotrophomonas sdo descritas como degradadoras de HPAs de alto peso
molecular (fluoranteno, pireno, criseno e antraceno) (Samanta, et al., 2002; Bento,
et al., 2003; Said, et al., 2008).

Todas as bactérias identificadas tanto nos isolados quanto nos consércios sao
descritas na literatura como degradadoras de hidrocarbonetos e/ou associadas a
ambientes contaminados com 6leo (Bieszkiewicz et al., 1998 Orphan et al., 2000;
Chaillan et al., 2004; Pineda-Flores et al., 2004). O género Achromobacter,
presente em maior abunddncia no consércio aerdbio, foi filogeneticamente
identificado como Achromobacter xylosoxidans e Achromobacter denitrificans,
enquanto que os clones de Bacillus obtidos nos trés consorcios foram identificados
como Bacillus sporothermodurans, principalmente (Petterson et al., 1996).

Algumas bactérias do gé€nero Bacillus compartilham caracteristicas morfo-
fisiologicas com um grupo de bactérias redutoras de sulfato (BRS) representado
principalmente pelo género Desulfotomaculum. Estas bactérias sdo descritas na
literatura como sendo Gram-positivas e capazes de produzir endosporos resistentes
ao calor (Petterson et al., 1996; Castro et al., 2000).

Outros trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa (Vasconcellos,
2005) também havia isolado espécies de Bacillus em amostras de petrdleos a partir

de enriquecimentos aerObios, porém estas espécies ainda ndo haviam sido
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identificadas em consdrcios anaerobios. A predomindncia de Bacillus spp. nos
consorcios anaerobios pode ser explicada pelo fato de que algumas espécies deste
género sdo anaerdbios facultativos e por isso sdo capazes de respirar em ambientes
que apresentam condicdes Oxicas e/ou andxicas. Além disso, estas bactérias podem
ser responsaveis pela biodegradac¢ido de hidrocarbonetos sob condi¢des anaerdbias
pelo uso de sulfatos, presente no meio, como aceptor de elétrons, via reducdo
desassimilatdria de sulfato (Thauer et al., 1977; Oude Elferink et al., 1994).

Nao se observou a presenca de nenhum anaerébio estrito como
metanogénicas € BRS, possivelmente devido a baixa ocorréncia destas espécies
nestes consorcios, dificultando sua identificagdo. A andlise de gases produzidos
pelos anaerébios e consércios mistos, revelou a presenca de acetato e CO, em 120
dias de incubagdo. Apods este periodo todo o acetato produzido pelas acetogénicas a
partir da biodegradacdo de HCs [Figura S, introducdo, secdo 1.2, pdg. 9] é
convertido a CO,, um dos produtos de biodegradacdo das metanogénicas. No
entanto, a auséncia de metano mesmo apds 270 dias, € um indicativo da auséncia

destas bactérias em ambos os consorcios [Figura 12].
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Figura 12. CG-EM de amostras de gases produzidos pelos consércios anaerébios e mistos
ap6s (A) 120 dias, (B) 180 dias e (C) 270 dias. Apds 120 dias todo o acetato é convertido a
CO:..

A presenga de BRS abaixo do limite de deteccdao ndo era esperada, pois na
andlise dos gases para anaerobios e mistos, observou-se a formacgao de acetato apOs
120 dias que € um dos produtos de oxidagdo de BRS principalmente pertencentes
ao género Desulfotomaculum quando se utiliza aminas e/ou nicotinatos como
doadores de elétrons (Castro et al., 2000) (presentes na composi¢cdo da solugdo de
vitaminas para BRS, parte experimental, secdo 4.3, pdg. 260) e, além disso, as
amostras analisadas possuiam um forte odor de 4cido sulfidrico (H,S), que € um
dos produtos do metabolismo de BRS no processo denominado de reducgdo

desassimilatdria de sulfato (Castro et al., 2000).
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Como todas as bactérias avaliadas neste trabalho sdo descritas como
biodegradadoras de HCs, fez-se necessario investigar se elas possuem enzimas que

caracterizam as atividades envolvidas no processo de biodegradacio do petroleo.

3.1.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Informagdes sobre o perfil enzimatico de comunidades microbianas sao
importantes para se obter um melhor entendimento sobre suas preferéncias
metabolicas.

Enzimas que promovem oxidagdes, incluindo hidroxila¢des alifdticas e
aromdticas, di-hidroxilacdes, oxidacdes de Baeyer-Villiger, oxidacdes de
heterodtomos, oxidacoes de cetonas, epoxidacdes de alquenos, dentre outras, sao de
grande valor na 4rea de biotecnologia (Kamembeek, er al., 2003) e, além disso,
estdo envolvidas nos processos de biodegradacio do petrdleo [Figura 3,
introducdo, secdo 1.2, pdg 7.

As monooxigenases (mono e dioxigenases) sdo enzimas dependentes de
cofatores e promovem oxidacoes especificas de hidrocarbonetos através da inser¢ao
de um ou mais oxigénios no substrato (Shilov and Shul’pin, 1997). Dentre estas,
destacam-se as Baeyer-Villigerases que sdo encontradas na biossintese de muitos
produtos naturais, como por exemplo, na sintese de esterdides em plantas
(Mihovilovic et al., 2002) e que também participam das vias catabdlicas de cetonas
utilizadas como fontes de carbono e energia, tais como: metilcetonas alifaticas,
hidrocarbonetos aliciclicos, compostos aromaticos e terpenos. Além disso, existem
relatos da participagdo de oxidagdo de Baeyer-Villiger em rotas de degradacdo
microbiana (Walton & Stewart, 2002).

As hidrolases (epoxido-hidrolases, esterases e lipases) estdo entre as enzimas

mais importantes em termos de aplicagdes industriais, uma vez que elas sdo
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utilizadas com diferentes condicdes reacionais, sem a presenca de cofator e com
uma variedade de substratos.

Em geral, as epoxido-hidrolases convertem epoxidos em didis vicinais pela
adicdo regio- e estereoespecifica de uma molécula de agua, transformando os
substratos em produtos mais soluveis e menos toxicos. (Mischitz & Faber, 1996;
Weijers & Bont, 1998). Enquanto as esterases e lipases catalisam reacdes de
hidrélise, esterificacdo e transesterificacdo de triglicerideos formados por acidos
graxos de cadeia curta (< Cg), tais como acetatos e propionatos e acidos graxos de
cadeia longa (> Cy), tais como octanoatos, respectivamente (Bornscheuer, 2002).

Baseado neste contexto resolveu-se investigar a presenca das
monooxigenases € hidrolases nas bactérias isoladas e nos consorcios obtidos a
partir das amostras de petréleo e de dgua de formacgao utilizadas neste estudo. Para
investigar a presenca destas enzimas envolvidas nos processos de biodegradacdo do
petréleo usou-se técnicas de triagem de alto desempenho (HTS) baseadas na
emissdo de fluorescéncia, devido a alta velocidade de reacdo e simplicidade do
ensaio (Wahler and Reymond, 2001).

A triagem foi realizada em microplacas onde se monitorou a intensidade de
fluorescéncia, a qual estd associada a biotransformacao do substrato que € detectada

pela liberacdo do anion 7-hidroxicumarina [Esquema 1].
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Esquema 1. Representacdo esquematica dos substratos fluorescentes utilizados na deteccio de

Baeyer-Villiger monooxigenases, epoxido-hidrolases, esterases e lipases.

Os dados da intensidade de fluorescéncia obtidos nas triagens, tanto para
monooxigenases como para hidrolases, foram convertidos em concentracdo
utilizando-se a curva de calibracdo da umbeliferona (parte experimental, secdo
4.94, pdg. 297). Assim, considerou-se como atividades enzimadticas positivas as
reacOes que apresentaram conversdao do substrato maior ou igual a 5 % (~ 110
unidades de fluorescéncia).

A triagem das 58 bactérias isoladas a partir da coleta 2, revelou que 18
apresentaram atividade enzimadtica para monooxigenases, transformando cetonas
em ésteres, e 13 apresentaram atividades hidroliticas (epoxido-hidrolases, esterases
e lipases), além dos consoércios 1 e 2 (Col e Co2) que também apresentaram estas
atividades para as enzimas analisadas.

As bactérias que compdem o consorcio 1 (Col) metabolizaram os substratos

BVl e BV2, com uma leve predominancia de BV2, biotransformando
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ciclopentanonas em o-lactonas, revelando a presenca de CPMO (ciclopentanona
monooxigenases). Por outro lado, as bactérias isoladas e o Co2 apresentaram maior
seletividade, uma vez que metabolizaram preferencialmente o substrato BVI,
indicando uma clara habilidade para transformar cetonas de cadeia aberta em
ésteres. As bactérias Bacillus pumilus SG 32, 42(1), 51(2), 54(1), 54(2), 56 e 58(2)
s6 apresentaram atividades apds pré-incubacdo das placas durante 24 h sem adi¢do
de BSA. A Tabela 7 apresenta os resultados de conversdo para as bactérias e

consorcios que foram mais ativos para deteccdo de monooxigenases.

Tabela 7. Ensaios enzimdticos para deteccio de monoxigenases em bactérias isoladas e

consorcios aerdbios a partir de amostras de petréleo

Conversdo (%)*
Microrganismos

Bv1 Bv2 BV3 Bv4
Bacillus pumilus SGO1 34 0.8 0.1 1
Bacillus pumilus SG0O2 16 2 0.2 2
Bacillus pumilus SG03 18 1 0.04 2
Bacillus pumilus SG06 37 1 0.4 2
Bacillus pumilus SG32" 5 6 1 2
Bacillus pumilus SG34 23 0.2 0.5 1
Bacillus pumilus SG35 33 04 0.4 0.3
Bacillus pumilus SG41(1) 34 0.5 0.04 0.3
Bacillus pumilus SG42(1)" 7 1 2 1
Bacillus pumilus SG49 37 0.6 0.1 1
Bacillus pumilus SG50 20 0.7 0.2 1
Bacillus pumilus SG51 35 0.5 1 0.7

Bacillus pumilus SG51(2)" 8 0.5 1 3
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*Conversdo calculada a partir da curva de calibra¢do da umbeliferona;

PCom pré-incubacio dos substratos a 28 °C por 24 h.

De forma andloga aos ensaios para monooxigenases (parte experimental,

secdo 4.9.3.1, pdg. 295), realizou-se uma série de experimentos para deteccdo de

atividades hidroliticas (ep6xido-hidrolases, esterases e lipases) de acordo com o

procedimento detalhado na parte experimental (parte experimental, se¢do 4.9.3.2,

pdg. 296). Os resultados estdao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Ensaios enzimdticos para detec¢do de hidrolases em bactérias isoladas e consércios

aerdbios a partir de amostras de petrdleo

Microrganismos

Conversado (%)°

EP1 EP2 ESl ES2 LIP1
Bacillus pumilus SG4 2 6 2 7 75
Bacillus pumilus SG10 2 7 0.5 2 17
Bacillus pumilus SG12 2 6 2 3 46
Bacillus pumilus SG13 1 6 3 18 51
Bacillus pumilus SG16 0.6 7 0.3 1 11
Bacillus pumilus SG26 0.4 2 1 5 77
Bacillus pumilus SG27 0.5 5 3 17 81
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Bacillus pumilus SG29 3 9 0.6 3 35
Bacillus pumilus SG30 2 8 1 7 6
Bacillus pumilus SG42(1) 2 5 0.9 2 1
Bacillus pumilus SG43(1) 3 7 1 3 2
Bacillus pumilus SG54(1) 3 5 0.8 1 1
Bacillus pumilus SG56 2 7 0.3 2 0.2
Col 5 5 7 4 5
Co2 4 5 6 4 4

*Conversdo calculada a partir da curva de calibra¢do da umbeliferona.

De acordo com a seletividade enzimatica na hidrélise dos epdoxidos EP1 e
EP2 observado na Tabela 8, os microrganismos isolados e o Co2 foram seletivos
para a sonda EP1 (epdxido terminal) e os microrganismos do Col foram ativos para
as duas sondas, por isso nao foram seletivos.

Quanto a atividade detectada para esterases e lipases, observou-se que as
bactérias isoladas Bacillus pumilus SG 04, 13, 26, 27 e 30 hidrolisaram os ésteres
propionato (ES2) e octanoato (LIP1) [Esquema 1, pdg.48], enquanto as bactérias
Bacillus pumilus SG 10, 12(1), 16 e 29 hidrolisaram seletivamente o éster de cadeia
mais longa, LIP1. Nenhum dos isolados apresentou atividade significativa para o
éster de cadeia mais curta (acetato, ES1), porém ambos os consércios mostraram
esta atividade.

Os resultados obtidos na triagem de monooxigenases e hidrolases podem ser
comparados ao que foi visto na rota de biodegradagdo do petrdleo pelos
microrganismos aerobios [Figura 3, introducdo, secdo 1.2, pdg. 7], através dos
passos enzimdticos seqiienciais: primeiro, a cetona é transformada em lactona ou
éster pela acdo de uma enzima ou microrganismo com atividade monooxigenase e,

em seguida, ocorre a abertura da lactona ou hidrdlise do éster pela acdo de uma
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esterase que € adicionada ao meio reacional. A reacdo positiva € identificada pela
reducdo do pH da mistura reacional pela formac¢ao de 4cidos. Assim constatou-se
que a presenca destas enzimas tanto nos consorcios, quanto nos isolados, é uma
evidéncia de que estes microrganismos realmente possuem capacidade metabdlica
para biodegradar hidrocarbonetos.

Para validar os resultados positivos obtidos nos ensaios de triagem foi

necessario utilizar substratos reais em metodologias de multibioreacoes.

3.1.3 MULTIBIOREACOES

A metodologia de multibioreacdes € aplicada quando se deseja monitorar
uma reagao biocatalitica de um microrganismo com vdrios substratos num mesmo
pote reacional (Gongalves, 2004).

As multibioreagdes foram realizadas para todas as bactérias isoladas que
apresentaram resultados positivos nos ensaios de triagem, para os consOrcios € para
os microrganismos Brevibacillus sp., Dietzia sp., Methylobacterium sp., Bacillus
pumilus 6 e Pseudomonas stutzeri isolados da coleta 1.

Os microrganismos foram avaliados com o objetivo de monitorar
simultaneamente reducdes, oxidacdes e/ou hidrélises dos substratos canfora [1],
cis-jasmona [2], 2-metil-cicloexanona [3], 1,2-epoxioctano [4], acetato [5],

propionato [6] e octanoato [7] de feniletila [Figura 13].
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Figura 13. Substratos usados nas multibioreagdes.

Para validar os ensaios de Baeyer-Villiger monooxigenases (BVMO),

inicialmente usou-se [1] e [2] como substratos reacionais [Figura 14].

2
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Figura 14. Cromatograma de fons (CG-EM) de canfora [1] e cis-jasmona [2] utilizados nas

multibioreagdes. PI = Padrao Interno (Pentadecano, 0,02 mg/mL).

Os espectros de massas para canfora e cis-jasmona estdo representados na

[Figura 15].
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Figura 15. Espectros de massas dos substratos (a) canfora e (b) cis-jasmona.

Os microrganismos Brevibacillus sp., Dietzia sp. € Methylobacterium sp.,
Bacillus pumilus SG 01, 06, 49 e 51(2), bem como os consoércios Col e Co2,
reduziram a canfora (1) para seu correspondente dlcool, borneol (1a), mostrando
atividade oxidorredutase. E importante destacar que a hidroxilagdo microbioldgica
de canfora € relatada para vérias espécies de microrganismos e estd associada a uma
atividade de enzimas monooxigenases do tipo P450 (Orihara et al., 1994). Estes
mesmos microrganismos oxidaram a cis-jasmona (2) para 7,8-epoxijasmona (2a),
sugerindo a presenga de uma alceno monooxigenase, € para 4-hidroxijasmona (2b),

7-hidroxijasmona (2¢) e 7,8-diidroxijasmona (2d). A Figura 16 mostra o
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cromatograma que ilustra estes resultados para Bacillus pumilus SGO1 apds 168 h
de incubacdo, representativo para os microrganismos isolados e a Figura 17

apresenta o cromatograma para o Col, representativo dos dois consorcios

avaliados.
2a
2d
Bacillus pumilus SG01 2h
80{ (t=168 h) 2 2c
- 1
g 60 19.00 20.00 21.00
- 2d
§ 401 2a 2c
- PI ; 2y
< 20 la / /
/ i/
U ' . e T T i T Y . T . 'H.l . r A T N 'ha
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Figura 16. Cromatograma de fons (CG-EM) obtido apds 168 h de reagdo com Bacillus pumilus

SGO1 utilizando canfora e cis-jasmona.
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Figura 17. Cromatograma de ions (CG-EM) obtido apds 168 h de reacdo com Col utilizando

canfora e cis-jasmona.
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O Esquema 2 apresenta as biotransformacdes ocorridas e as enzimas
envolvidas nesta primeira multibioreacdo com canfora e cis-jasmona. E a Tabela 9

apresenta as conversdes obtidas por CG-EM para os produtos obtidos.

mlcrorgamsmo
blore ducao

e (oxidoreductase) m/z 154 OH

m/z 15
1

alceno
monoxlgenase

o
_ 2a m/z 180
164 f i ;
2 m'z hidroxilacao
(oxidoredutase)
L
OH
HO m/z 180 OH

m/z 182 2d m/z214

H
m/z 182
2c

Esquema 2. Biotransformagdes ocorridas e enzimas detectadas na multibioreacdo com canfora e

\

cis-jasmona.
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Tabela 9. Conversoes (%) obtidas por CG-EM para os produtos obtidos na multibioreagao com

canfora e cis-jasmona

Microrganismos Tempo (h) 1a (%) 2a 2b 2c 2d
Brevibacillus sp. 1 240 nd* 3 nd 1 4
Dietzia sp. 1 48 3 3 4 nd 9
Methylobacterium sp. 1 240 15 3 2 nd 3
Col 168 1 16 4 2 8
Bacillus pumilus SGO1 168 2 13 3 2 7
Bacillus pumilus SGO6 240 7 8 5 nd 34
Bacillus pumilus SG49 240 10 9 10 nd 75
Bacillus pumilus SG51(1) 240 4 1 2 nd 7
Co2 240 1 2 1 nd 2

nd = ndo detectado

Os produtos 2a-2d também foram detectados por Pinheiro (2006) em
bioconversdes com microrganismos de colegdes de culturas brasileira. Neste
trabalho, utilizou-se os padrdes obtidos sinteticamente por Pinheiro (2006), para
confirmar através de coinjecdo os produtos detectados nesta primeira
multibioreacdo. O alcool borneol (1a), gerado a partir da bioredu¢do da céanfora, foi
confirmado por coinjecao do padrao obtido da Sigma-Aldrich.

As Figuras 18 e 19 apresentam os cromatograsmas com as coinjecoes.
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Figura 18. Confirmacdo da presenga de Borneol, 7,8-Epoxijasmona e 4-Hidroxijasmona por
coinje¢do de padrdes sintéticos por CG-EM. (A) Perfil cromatogrifico da multibioreagdo com
Col apds 168 h e os substratos canfora e cis-jasmona; (Al) Coinjecdo do padrdo sintético
Borneol [1a]; (A2) Coinjecdo do padrdo sintético 7,8-Epoxijasmona (2a); (A3) Coinje¢dao do

padrao sintético 4-Hidroxijasmona (2b).
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Figura 19. Confirmacdo da presenca de 7-Hidroxijasmona e 7,8-Di-hidroxijasmona por
coinje¢do de padrdes sintéticos por CG-EM. (A) Perfil cromatografico da multibioreagdo com
Col apds 168 h e os substratos canfora e cis-jasmona; (A4) Coinjecdo do padrao sintético 7-

Hidroxijasmona [2c]; (AS) Coinje¢ao do padrao sintético 7,8- Diidroxijasmona (2d).

Os espectros de massas para os produtos obtidos nesta primeira

multibioreagdo estdo representados na Figura 20.
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Figura 20. Espectros de massas representativos para os produtos la-2d obtido na primeira

multibioreagdo a partir de canfora e cis-jasmona.

Uma segunda multibioreacdo foi realizada utilizando-se cis-jasmona (2), 2-
metil-cicloexanona (3), 1,2-epoxioctano (4), acetato (§), propionato (6) e octanoato
(7) de feniletila [Figura 13], num mesmo pote reacional para monitorar
simultaneamente monooxigenases e hidrolases. A Figura 21 mostra o

cromatograma de fons para estes substratos no tempo zero de reacao.

2
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Figura 21. Cromatograma de fons (CG-EM) dos substratos utilizados na segunda multibioreacio

para monitorar monooxigenases € hidrolases simultaneamente.

Os espectros de massas para os substratos 3-7 estdo representados na Figura
22.
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Figura 22. Espectros de massas dos substratos (a) 2-metil-cicloexanona; (b) 1,2-epoxioctano;

(c) acetato de feniletila; (d) proprionato de feniletila; (e) octanoato de feniletila.

As bioreacdoes com Bacillus pumilus 6, Brevibacillus sp., Dietzia sp.,
Methylobacterium sp. e Pseudomonas stutzeri e as bactérias Bacillus pumilus SG
01, 04, 06, 12(1), 13, 49 e 54(2), bem como os consoércios Col e Co2 reduziram 2-
metil-cicloexanona (3) em 2-metil-cicloexanol com 3, 8, 5, 9, 4, 10, 11, 3, 5, 2, 9,
17, 21 e 36 % de conversdo, respectivamente. Os mesmos microrganismos
hidrolisaram os ésteres S, 6 e 7 para feniletanol (8), confirmando a presenca de
lipases e esterases assim como nas triagens enzimdticas. A Figura 23 mostra o
cromatograma de fons totais para Bacillus pumilus SG04, representativo para as
bactérias isoladas que apresentaram o mesmo resultado, enquanto a Figura 24

mostra o cromatograma para o Co2, representativo de ambos 0s consorcios.
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Figura 23. Cromatograma de fons (CG-EM) obtido apés 72 horas de reacdo com Bacillus

pumilus SG 04.
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Figura 24. Cromatograma de fons (CG-EM) obtido apds 24 horas de reagdo com Co2.

O Esquema 3 apresenta as biotransformag¢des ocorridas e as enzimas

envolvidas nesta segunda multibioreacdo utilizando os substratos de 3-7.
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mlcrorgamsmo
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(oxidoreductase)
i

mlcrorganlsmo
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5 (R = -CHg)
6 (R -CH,CHy)
7 (R =-(CH2)sCHg)

Esquema 3. Produtos e enzimas detectados na segunda multibioreacdo com substratos 3 e 5-7.

Os espectros de massas para os produtos, 2-metil-cicloexanol e feniletanol,

detectados nesta segunda multibioreacdo, estdo representados na Figura 25.
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Figura 25. Espectros de massas dos substratos (a) 2-metil-cicloexanol; (b) feniletanol

detectados na segunda multibioreacdo.

Neste segundo experimento, onde hidrolases e monooxigenases foram
monitoradas simultaneamente, ao contrario do que ocorreu no primeiro ensaio, cis-
jasmona permaneceu intacta, revelando nenhuma atividade de monooxigenase para
os microrganismos. Este é um resultado inesperado e, provavelmente, ocorreu
porque a presenca dos €steres no mesmo meio reacional pode ter inibido a atividade
de monooxigenase que ja havia sido observada através do primeiro experimento,
onde apenas as cetonas estavam presentes.

Como ocorrido nos ensaios de HTS, nestas bioreacdes também foi possivel
observar que os consoércios hidrolisaram preferencialmente acetatos e as bactérias
1soladas hidrolisaram os ésteres de cadeia mais longa (proprionato e octanoato),

assim: Methylobacterium sp. e Pseudomonas stutzeri foram seletivas para
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propionatos (6), Bacillus pumilus SG 04, 06, 12(1) e 54(2) preferiram hidrolisar
octanoatos (7), enquanto Bacillus pumilus 6, Brevibacillus sp., Dietzia sp. e
Bacillus pumilus SG 01, 13 e 49 hidrolisaram todos os ésteres sem nenhuma
quimiosseletividade. A Tabela 10 mostra estes resultados de seletividade de ésteres

apos 50 % de conversao dos substratos.

Tabela 10. Seletividade para os ésteres acetato, proprionato e octanoato de feniletila, apés 50 %

de conversao para o feniletanol

Intensidade de
Atc > 50 % (h)®

Microrganismos Fluorescéncia (HTS)

Es1 ES2 LIP1 5 6 7
Pseudomonas stutzeri 1 <1 561 <1 24 >4 24
Bacillus pumilus 6 188 970 1215 >4 >4 >4
Dietzia sp. 1 135 1373 1133 24 24 24
Col 148 92 101 24 > 48 48
Bacillus pumilus SG04 43 151 1641 72 72 48
Bacillus pumilus SG12 40 68 1016 48 48 24
Co2 126 98 82 4 48 > 48

A conversao de canfora em borneol e de 2-metil-cicloexanona em 2-metil-
cicloexanol caracteriza a presenca de monooxigenases com capacidade de
hidroxilar em 10 das 53 bactérias isoladas e também nos consércios, entretanto a
presenca de uma possivel BVMO nao foi confirmada através das multibioreacdes.

Os microrganismos Brevibacillus sp., Dietzia sp., Methylobacterium sp. e
Bacillus pumilus SG 01, 06, 49, 51 (1) foram os principais responsaveis pela
epoxidacdo da dupla ligacdo da cis-jasmona indicando a presenca de alceno

monooxigenases (Gongalves, 2004; Sicard, 2005).
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Pelos resultados obtidos, pode-se inferir que todos 0s microrganismos
avaliados, tanto isoladamente quanto em consodrcios, apresentaram propriedades
enzimaticas interessantes de oxidorredutases (biorreducdes e oxidagdes de cetonas),
alceno monooxigenases (epoxidagdes de duplas ligacdes) e hidrolases (hidrolise de
ésteres), que permitem afirmar que os mesmos participam dos processos de

biodegradacdo do petrdleo (Atlas, 1981; Ensign, 2001).
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3.2 CAPITULO 2 - BIODEGRADACAO DE PETROLEO

Este capitulo descreve os resultados obtidos nos ensaios de biodegradacao in
vitro com uma amostra de petr6leo ndo biodegradada (P1, Tabela 49, parte
experimental, secdo 4.2, pdg.259) utilizando os consoércios aerébios (Col e Co2),
anaerobio (AN) e mistos (Col AN e Co2AN). Os dados obtidos foram comparados
com os de uma amostra de petréleo que sofreu biodegradacdo natural (in vivo) no
reservatério (P2, Tabela 49, parte experimental, secdo 4.2, pdg.259).

Sabe-se que no processo de migracdo a composicdo do petrdleo se altera
devido ao contato com 4dgua e com rochas sedimentares. Baseado nisto, montamos
experimentos com petrdleo disperso no meio e adsorvido em algumas matrizes.
Nos experimentos com matrizes, utilizou-se areia e folhelhos pré-tratados para
simular condi¢des presentes nas rochas reservatorios.

Através da andlise por CG-EM das fracdes neutra (FN) e acida (FAc), foi
possivel acompanhar o processo de biodegradacdo ocorrido nas classes de
compostos abaixo relacionadas:

A) FRACAO NEUTRA:
%+ n-Alcanos (parafinas normais) e isoprendides (isoparafinas);
% Terpanos biciclicos, triciclicos, tetraciclicos, pentaciclicos (hopanos e
norhopanos);
¢ Esteranos regulares;
% Alquilbenzenos, alquinaftalenos e alquilfenantrenos.
B) FRACAO ACIDA
% Esteres metilicos derivados de dcidos lineares;
% Esteres metilicos derivados de dcidos biciclicos e pentaciclicos.
Para avaliar o processo de biodegradacdo foi necessario realizar vdrias

analises fazendo monitoramento de todos os ions (Total lon Chromatogram - TIC)
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e monitorando-se seletivamente alguns fons caracteristicos das principais classes de
biomarcadores (Reconstructed lon Chromatogram - RIC e Single Ion Monitoring -

SIM) [Tabela 11].

Tabela 11. Ions caracteristicos das classes dos biomarcadores monitorados nos ensaios de

biodegradacdo
Classes de Biomarcadores Ions-fragmentos monitorados
(m/=2)
Alcanos lineares e isoprendides 71, 183
Terpanos triciclicos e tetraciclicos 123, 191
Terpanos pentaciclicos (hopanos) 191
Hopanos desmetilados (norhopanos) 177
Esteranos regulares 217
Alquibenzenos 92, 106, 120, 134
Alquinaftalenos 142, 156, 170, 184, 198
Alquifenantrenos 192, 206, 220
Esteres metilicos derivados de dcidos lineares 74
Esteres metilicos derivados de dcidos 123, 191
biciclicos e triciclicos
Esteres metilicos derivados de 4cidos 163, 177, 191, 207,
terpandicos pentaciclicos 221, 235, 249, 263
Esteres metilicos derivados de dcidos 217,218, 231

esterandicos e alquil esterandicos

O procedimento para obtencdo das fracOes das amostras de petrdleo
avaliadas e as equagdes utilizadas para calcular os indices de retencdo (IR), as taxas
de biodegradacdo (TB) e o indice de preferéncia de carbono (IPC) para fracdao
neutra estdo descritos na parte experimental, secoes 4.5.3, pdg.267 e 4.6, pdg. 268,

respectivamente.
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A andlise da fracdo alifatica da amostra P1, usada como fonte de carbono,
revelou a distribui¢do de hidrocarbonetos saturados de nC;; a nCs,, indicando que
esta amostra € apenas levemente biodegradada (nivel 1), de acordo com a escala de

Peters e Moldowan (1993) [Figura 26].

Extensio da Bicodegradacio nas Classes de Composios

Miveis de
bhiocdegradacic n-Parafinas Isopreniides Esterancs Hopanos DMasterancs Srematices
| | I | Czs - Cpa
LEVE 1 1 1
1
| | | | |
| | | |
o
1 1 1 |
1 1 1
1 1 1 I
3
I I I
1 1 1 |
MODERADO ! ! ! !
4 1
| | | !
| | !
=
1 1
1 1 h
PESADA | | .

6}

1 = n-Alcanos de baixo peso molecular consumidos
2 = Degradacao das n-parafinas
3 = Somente tracos das parafinas lineares
4 = Auséncia das parafinas, isoprendéides aciclicos intactos
5 = Isoprendides aciclicos ausentes
6 = Esteranos parcialmente degradados
7 = Esteranos degradados e diasteranos intactos
8 = Hopanos parcialmente degradados
9 = Hopanos ausentes, diasteranos degradados
10 = Esteranos Cz_ﬁ — Cy9 aromatico atacado

Figura 26. Classificagdo do grau ou nivel de biodegradacdo em amostras de 6leos, de acordo

com a extensdo da biodegradacao dos biomarcadores (Adaptado de Peters e Moldowan, 1993).
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A andlise do IPC mostrou que esta amostra tem uma predominancia de
compostos com nimero impar de carbono sobre os compostos com nimero par de
carbonos (IPC > 1,00).

A amostra P2, utilizada como parametro de comparacdo, € uma amostra com
nivel de biodegradacdo de 5-6 correspondente ao da escala de Peters e Moldowan
(1993) [Figura 27], visto que a série homdloga de n-alcanos entre nC,; a nCs, esté
ausente quando comparado ao perfil da amostra P1. Observa-se também que os
isoprendides, Pristano (Cjo, P) e Fitano (C,, F), foram completamente
biodegradados com concomitante aumento da concentracdo dos terpanos e
esteranos que eluem entre 35 e 60 minutos como indicado na Figura 27 para as

amostras P1 e P2.
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Figura 27. TIC das amostras (A) P1, utilizada nos ensaios e (B) P2, utilizada como parametro de

comparacdo. nCy3-nCs; = n-alcanos; Is = Isoprendides aciclicos; P = Pristano; F = Fitano.
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Pristano e Fitano sdo os isoprendides mais abundantes em dleos e a razio
entre eles (P/F) € um parametro geoquimico estabelecido para caracterizar
ambientes deposicionais (origem) € maturacdo de Oleos e sedimentos. Esta razio
quando nao estd afetada pelo processo de biodegrada¢do sendo maior que um (P/F
> 1) o ambiente deposicional da geradora correspondente € dito oxidante € menor
que um (P/F < 1) o ambiente deposicional é redutor (Didyk et al., 1978). As razdes
P/n-C,; e F/n-Cisg, utilizadas como parametros de maturacao dos 6leos, também sao
afetadas pela biodegradacdo pois os n-alcanos sao degradados preferencialmente
pela acdo de microrganismos. Neste estudo, a amostra P1 apresenta razao P/F igual
a 2,30 e as razdes P/n-C,; e F/n-C,g iguais a 0,86 e 0,94, respectivamente [Tabela

43, pdag. 213].

3.2.1 BIODEGRADACAO AEROBIA (Col e Co2)
3.2.1.1 Andlise da fracdo neutra saturada com petrdleo disperso no
meio

3.2.1.1.1 n-alcanos e isoprendides

O perfil cromatografico de uma amostra de petréleo constitui sua impressao
digital e € uma das primeiras indica¢des da ocorréncia de biodegradacdo, visto que,
os compostos lineares sdo os mais abundantes em 6leos ndo biodegradados e, por
1850, 0s primeiros a serem consumidos pelos microrganismos. Desta forma, quando
o perfil da amostra revela diminui¢do da concentragdo destes compostos, diz-se que
o petréleo sofreu biodegradacdo tornando-se gradativamente mais pesado e mais

acido (van Hamme et al., 2003).
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Neste trabalho avaliou-se a biodegradacdo através da andlise dos
cromatogramas obtidos para cada classe de biomarcadores de acordo com os fons-
fragmentos listados na Tabela 11, pdg. 70.

A microbiota responsdvel pelo processo de biodegradacdo nas condig¢Oes
aerdbias com P1 disperso no meio foram identificadas como sendo pertencentes aos
géneros Achromobacter, Bacillus, Brevibacterium, Mezorhizobium e Bordetella,
todos descritos na literatura como degradadores de hidrocarbonetos e/ou associadas
a ambientes contaminados com 6leo [Figura 11, capitulo 1, secdo 3.1.1, pdg. 42]
(Bieszkiewicz et al., 1998; Orphan et al., 2000; Chaillan et al., 2004; Pineda-Flores
etal.,2004).

As Figuras 28 e 29 apresentam os RICs de m/z 71 utilizando P1 disperso no
meio mostrando o incremento da biodegradacdo pelos consércios Col e Co2,

respectivamente.
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Observa-se o incremento do processo de biodegradacdo ao longo do periodo
de monitoramento para ambos os consorcios. Em 60 dias de ensaio observou-se que
a série homologa de n-alcanos e os isoprendides P e F foram mais biodegradados
quando utilizou-se Col em comparacdo ao Co2. Neste mesmo periodo, observa-se
a formac¢do de uma mistura complexa ndo resolvida e o aumento da concentracdo
de terpanos e esteranos na regido de 35 a 60 minutos mais pronunciada com o Col,
semelhantes a amostra biodegradada naturalmente no reservatorio, petrleo P2,
[Figura 27, pdg. 72].

As Tabelas 12 e 13 apresentam as taxas de biodegradacio (TB %) para os n-
alcanos de C;3-Cs; e isoprendides P e F de 10 a 60 dias de monitoramento com 0s

consorcios Col e Co2, respectivamente.
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Tabela 12. Taxas de biodegradacio (%) para n-alcanos e isoprendides com consoércio aerébio Col

Taxas de biodegradagdo (%)b/Tempo (dias)

Pico Composto Formula MM°
10 20 30 40 50 60

nCi;z  n-Tridecano Ci3Hag 184 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCis  n-Tetradecano Ci4Hso 198 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nC;s  n-Pentadecano CisHs 212 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCis  n-Hexadecano Ci6Hsy 226 15+1,8 17 +6,1 2022 22 +473 45+5,0 94 +2.1
nCy;  n-Heptadecano Ci7H36 240 5+£2,0 49+14 97 £ 1,8 98 +23 >994+32 >994+24

P Pristano CioHyo 268 10 £ 3,1 49+1,5 58 +4,1 64 +2.1 8024 >99+1,1
nCigs  n-Octadecano CigHsg 254 7+1,6 37+0,1 46 £0,9 50+£272 68 +1,1 99 +3.1

F Fitano CyoHy, 282 6+09 13+1,6 45+24 56+34 59 +0,5 >099+1,2
nCi9  n-Nonadecano CioHuo 268 31+0,2 41+ 1,5 45+2.0 64 +£3,2 T4+273 99 + 0,6
nCy  n-Eicosano CooHy, 282 21 +£2,0 27 +2.,6 53+14 50+12 72+ 1,0 >00+472
nC,;  n-Heneicosano Co1Hus 296 31+0,9 37+25 39 +3,1 41 +0,9 86+1,5 >099+37
nC,,  n-Docosano CyHys 310 31+3,0 38 +3,6 58+2,2 71 +£1,1 76 £ 1,9 >99+5,1
nCy;  n-Tricosano Cy3Hug 324 28 £3,7 38+2.8 53+1,3 5420 68 +1,7 99 +42
nCy  n-Tetracosano Cy4Hs 338 20+£29 2012 51+24 5012 64 +1.,5 >99+3,3
nCys  n-Pentacosano CysHs, 352 31+1,1 41 £ 1,1 44 +£3.5 5722 70+£1,3 >99+1,7
nCys  n-Hexacosano CosHsa 366 16 £ 0,6 28 £0,9 37+ 1,6 50+14 61 +1,1 99 +3.8
nCy;  n-Heptacosano Cy7Hse 380 14+1,0 18 +0,7 36 +0,7 44 + 0,8 55+1,2 98 +2,6
nCys  n-Octacosano CogHsg 394 24420 28 +1,9 33+£28 58+1,6 59+1,0 >994+25
nCy  n-Nonacosano Cy9Hgo 408 3+1,8 4+1,6 25+1,9 49 + 1,8 55+1,9 99 +3,0
nCs;y  n-Triacontano C30Hgo 422 16 £0,8 34+2.1 51+£1,0 52+1,2 51+2,1 >09+4.1

nCs;  n-Hentriacontano Csz1Hes 436 14 +2.6 45+25 47 + 1,1 79 +0,6 99 +3,0 98 +1,9
nCs,  n-Dotriacontano CsoHegs 450 24 +£3,6 36+23 40+2,0 47 +2.2 60 +3,5 >990+273
*MM = Massa Molecular; "Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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Tabela 13. Taxas de biodegradacio (%) para n-alcanos e isoprendides com consoércio aerébio Co2

Taxas de biodegradagdo (%)b/Tempo (dias)

Pico Composto Formula MM°
10 20 30 40 50 60

nCi;  n-Tridecano C3Hog 184 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCis  n-Tetradecano Ci4Hso 198 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nC;s  n-Pentadecano Ci5Hso 212 98 + 0,4 99 +0,2 98 +1,0 98 + 1,1 99 +0,9 ausente
nCis n-Hexadecano CisHs4 226 36 +2,0 79 +£3,1 86+14 85 +4,1 94 +2.1 >00+24
nCy;  n-Heptadecano Ci7H36 240 75+£1,8 97 £2,2 98 +1,5 99 +3,2 >994+23 >99+24

P Pristano CioHyo 268 14 £6,1 38+1,8 46 £4,3 50+£5,0 90 +£2,1 91 £1,0
nCigs  n-Octadecano CigHsg 254 3+0,1 55+£1,6 55+1,1 98 £3,1 99 +£0,9 >09+272

F Fitano CyoHy 282 4+£25 14 £0,9 28 +32 49 +2,0 78 £0,8 85+1,2
nCi9  n-Nonadecano CioHuo 268 4+£26 17+2,0 36 +34 42 +24 51+1,3 75+0
nCy  n-Eicosano CooHy, 282 61,5 23+0,2 30+0,9 33+3,1 34+20 94 +4,0
nC,;  n-Heneicosano Co1Hus 296 T7+1,6 15+0,9 21+1,2 23+14 30+1,8 92 +1,7
nC,,  n-Docosano CyHys 310 5+14 21+£24 27+273 32+1,7 35+1,0 92 +1,2
nCy;  n-Tricosano Cy3Hug 324 10+£1,7 12+£22 15+14 27 £2,6 35+£20 92+24
nCy  n-Tetracosano Cy4Hs 338 1+£1,9 27+1,5 20+14 34+1,5 92+1,6 95 +3,1
nCys  n-Pentacosano CysHs, 352 3+£2,1 1719 19+£2,5 28 +1,2 30+£23 86+ 1,9
nCys  n-Hexacosano CosHsa 366 1+£26 9+0,0 18 +1,7 22+24 28 £ 3,1 86+1,8
nCy;  n-Heptacosano Cy7Hse 380 2+3,0 3+0,8 7+2,7 10 +£3,8 28 £ 3,2 83+20
nCss  n-Octacosano CygHss 394 11+1,0 11+29 13+1,8 17+2,6 18 +2,0 77+1,5
nCy  n-Nonacosano Cy9Hgo 408 18 £3,8 25 +£3,6 68+1,9 76+ 1,9 81+29 81+1,0
nCs;y  n-Triacontano C30Hgo 422 7+1,8 38+1,1 62+2,0 78+14 80+ 1,1 94+14
nCs;  n-Hentriacontano Csz1Hes 436 2+277 3+24 7+34 8+2,6 40 £ 3,2 53+1,8

nCs,  n-Dotriacontano CsoHegs 450 13+25 22+1,5 26 +2.7 20+1,2 41 +2,5 44 + 372
*MM = Massa Molecular; "Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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Durante o processo de biodegradacdo com Col e Co2, utilizando P1 disperso no
meio, nota-se pelas Tabelas 12 e 13 que os n-alcanos de menor peso molecular (Cs-
C,7) foram mais suscetiveis ao processo de biodegradacdo com Co2 (variando de 36 a
99 %) na fase inicial (10 a 20 dias). Enquanto que, no decorrer do processo, os n-
alcanos mais pesados (> C;g) foram mais biodegradados pelo Col (variando de 7 a > 99
%).

A degradagdo de n-alcanos antes dos isoprendides, para ambos os consoércios,
resultou nas altas razoes P/nC,; e F/nC,g. Porém, enquanto estas razdes aumentam com
a biodegradacdo, ocorre um decréscimo na razdo P/F sugerindo que pristano €
degradado mais rapidamente que fitano [Tabela 43, pdg. 213]. Alexander et al. (1981),
sugere o uso da razdo (P + nC,;7)/(F + nC;g) por que € menos afetada por variagdes da
maturidade térmica que as razdes P/nC;; e F/nCg,

A andlise dos resultados obtidos através das taxas de biodegradacido e do IPC
[Tabela 43, pdg. 213] revelou que os consorcios aerdobios degradam
preferencialmente n-alcanos com niimero par de carbonos em comparacio com o0s
n-alcanos com namero impar de carbono. Isto é uma evidéncia de que a
biodegradagdo influencia também o parametro IPC e por isso, ele deve ser utilizado

com cautela para avaliar geoquimicamente os 0leos.

3.2.1.1.2 Sesquiterpanos Biciclicos

Os sesquiterpanos biciclicos ndo sdo rotineiramente analisados em amostras de
6leos pois podem ser originados durante a degradagdo microbiana (Weston et al., 1989)
e/ou resultar da degradacdo térmica de terpanos triciclicos, tetraciclicos e/ou

pentaciclicos (Trendel et al., 1982; Sonibare & Ekweozor, 2004).
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Os biciclicos de C4-Cis sdao menos suscetiveis a biodegradacdo que os
1soprendides mas sdo completamente removidos antes dos hopanos e esteranos
(Alexander et al., 1983b; Peters et al., 2005).

Quando P1 foi incubado com Col num ensaio de 60 dias, observou-se através da
andlise do RIC m/z 123 o enriquecimento dos biciclicos 9, 10, 11, 13 e 14, que pode ser
resultante da biodegradacdo de terpanos triciclicos, tetraciclicos e/ou pentaciclicos. Ao
contrario dos compostos citados acima, o biciclico 12 sofreu biodegradagdo apds este
periodo [Figuras 30 e 32]. O Co2 degradou todos os biciclicos presentes na amostra
controle [Figuras 31e 32].

Como ndo realizou-se SIM para a classe de biciclicos, ndo foi possivel
quantificar o enriquecimento destes compostos pelo Col e tampouco medir a extensao
da biodegradacdo que eles sofreram pelo Co?2.

As Figuras 30 e 31 mostram os RICs m/z 123 no tempo zero e apds 60 dias de
incubacdo com Col e Co2, respectivamente. E as estruturas para os sesquiterpanos

biciclicos detectados neste estudo estdo representadas na Figura 32.
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Figura 32. Estruturas propostas com base nos espectros de massa e IR da literatura para os
sesquiterpanos biciclicos detectados nos ensaios de biodegradacdo incubados com Col e Co2. IR¢c =

Indice de retencdo calculado; IRy = Indice de retencao da literatura (Lima, 2005).

Os espectros de massas representativos para os sesquiterpanos biciclicos, picos

10 e 14, estdo representados na Figura 33.
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Figura 33. Espectros de massas representativos para os sesquiterpanos biciclicos, (A) pico 10 e (B)

pico 14.

Nao existem relatos sobre enriquecimento de biciclicos em simulacdes de

biodegradacdo como encontrado neste estudo com o Col. Existem trabalhos na

literatura que mostram a remogao seletiva de 8f3(H)-homodrimano (pico 14) em 6leos

biodegradados no reservatorio onde ndo houve degradacdo de hopanos e esteranos

(Williams et al.,

1986). E também que em Oleos onde hopanos e esteranos sao

parcialmente biodegradados observa-se a auséncia de terpanos biciclicos (Hoffmann &

Strausz, 1986). Baseado nisto, sugere-se que enriquecimento dos biciclicos pelo Col

possam ser originados a partir da degradacdo microbiana de terpanos triciclicos,

tetraciclicos e/ou pentaciclicos (Weston et al., 1989).
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Em estudos de simulacdes de laboratério, Kuo (1994) observou que os
sesquiterpanos biciclicos também podem sofrer processos de alteracdo por water
washing (“lixiviagd0™), contrario ao que se observa para terpanos triciclicos e
diterpanos que exibem baixa ou nenhuma alteracdo por “lixiviagdo”. Devido a isso,
deve-se ter cautela ao utilizar a auséncia de terpanos biciclicos como indicador do nivel
de biodegradacdao em 6leos por que eles podem ser removidos tanto por water washing

como por biodegrada¢cdao microbiana.

3.2.1.1.3 Terpanos Triciclicos, Tetraciclicos e Pentaciclicos

Os terpanos triciclicos [Figura 34] sdo usados em geoquimica como
biomarcadores de correlagao 6leo-6leo, 6leo-rocha geradora e ainda para indicar o nivel
de maturacdo e biodegradacdo de Oleos (Seifert & Moldowan, 1981; Peters &
Moldowan, 1993).

/ m/z 261
m/z 123

13f(H),140(H)-Queilantano

Figura 34. Terpano triciclico e seus principais fragmentos de massas.

Alguns autores sugerem que os triciclicos sdo originados a partir da ciclizacdo
anaerdbia de hexaprenol, que gera triciclohexaprenol como precursor direto (Aquino

Neto et al., 1981; Ourisson et al., 1984; Peters & Moldowan, 1993) [Figura 35].
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Figura 35. Ciclizacdo anaerébia de hexaprenol para gerar triciclohexaprenol, precursor dos terpanos

triciclicos.

Os terpanos tetraciclicos sdo menos abundantes que os triciclicos e sdo relatados
como sendo provenientes da degradacdo térmica e/ou biodegrada¢do microbiana de
hopanos através da quebra dos anéis A e E, gerando os Des-A-anel e os Des-E-anel
(Trendel et al., 1982) ou através da abertura do anel C, gerando os 8,14-seco-hopanos

(Philp et al., 1981) [Figura 36].
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Figura 36. Terpanos tetraciclicos formados a partir da degradacdo de hopanos e seus fragmentos

caracteristicos.

Os terpanos pentaciclicos com esquelto tipo hopanodide, tem como principal
precursor o bacteriohopanotetrol [Figura 37] (Peters & Moldowan, 1993) e sua
presenca em amostras geoldgicas estd associada a presenca de bactérias metanotroéficas,

heterotréficas e cianobactérias (Simons & Kenig, 2003; Simoneit & Lein, 2004).
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Figura 37. Estrutura do bacteriohopanotetrol — precursor de hopanos.

Todas estas classes de biomarcadores possuem o fragmento m/z 191 como
principal fon caracteristico e por isso, elas foram analisadas através do SIM m/z 191.

As Figuras 38 e 39 ilustram os cromatogramas de ions extraidos (RIC) em m/z
191, evidenciando o incremento do processo de biodegradacdo, na presenca dos
consorcios aerdbios Col e Co2, respectivamente.

A Tabela 14 apresenta a identificacdo dos terpanos triciclicos, tetraciclicos e

pentaciclios detectados através do SIM m/z 191, bem como o peso molecular e o indice

de retenc¢do calculado.
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Figura 38. SIM m/z 191 mostrando a biodegradacdo de terpanos triciclicos, tetraciclicos e

pentaciclicos pelo Col utilizando P1 disperso no meio. PI = Padrdo Interno (Sa-colestan-3-ona).
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Figura 39. SIM m/z 191 mostrando a biodegradacdo de terpanos triciclicos, tetraciclicos e

pentaciclicos pelo Co2 utilizando P1 disperso no meio. PI = Padrdo Interno (Sa-colestan-3-ona).
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Tabela 14. Terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos analisados através do fon-fragmento em

m/z 191
Pico Composto Formula  MM° IR IR,
16  Triciclico Cys Ca3Hyo 318 2210 2202/2289
17  Triciclico Cyq4 CosHyy 332 2348 2356/2343
18  Triciclico Cys CasHye 346 2462 2470/2457
19  Tetraciclico Cyq CoeHas 360 2510 2495/-
20S  Triciclico Cyg (S) CosHyo 330 2545 -
20R  Triciclico Cyg (R) Co4Hyo 330 2554 2553
218 Triciclico Cyg (S) CysHso 388 2726 2716/2744
21R Triciclico Cyg (R) CasHso 388 2754 2758/2757
228 Triciclico Cy (S) Ca9Hsy 402 2843 -/2802
22R  Triciclico Cy (R) Co9Hsy 402 2862 2890/2819
23 18a(H)-22,29,30-trisnorneohopano (Ts) Cy7Hye 370 2861 2891/2864
24 170(H)-22,29,30-trisnorhopano (Tm) Cy7Hye 370 2901 2934/2904
258 Triciclico Cs; (S) Cs1Hsg 430 - -
25R  Triciclico Cs; (R) Cs1Hsg 430 - -
26 17a(H),18a(H),21B(H)-28,30-bisnorhopano CogHug 384 3028 3033/-
27 170(H),21B(H)-25-norhopano CyoHsg 398 3045 -/3043
28  17a(H),21B(H)-30-norhopano Cy9Hs5g 398 3068 3075/-
29  17B(H),21o(H)-normoretano Ca9Hs5g 398 3108 -
30  17a(H),21B(H)-30-hopano CsoHs 412 3124 3163/3129
31  17B(H),210(H)-30-moretano CsoHs» 412 3155 3185/3169
325  170(H),21B(H)-homohopano (225) C31Hs4 426 3227 -
32R  17a(H),21B(H)-homohopano (22R) Cs1Hsa 426 3234 -
33  Gamacerano CsoHso 412 3267 3303/-
34 17B(H),21a(H)-homomoretano Cs1Hs4 426 3288 -
355  17a(H),21B(H)-bishomohopano (225) CsHse 440 3310 -
35R  170(H),21B(H)-bishomohopano (22R) Cs1Hs4 426 3360 -
365 17ou(H),21B(H)-trishomohopano (225) Cs3Hsg 454 3407 -
36R 17a(H),21B(H)-trishomohopano (22R) Cs3Hsg 454 3419 -
37§ 170(H),21B(H)-tetrakishomohopano (225) Cs4Heo 468 3512 -
37R  170(H),21B(H)-tetrakishomohopano (22R) Cs4Hgo 468 3528 -
38S  17ouH),21B(H)-pentakishomohopano (225) CssHen 482 3612 -
38R 17a(H),21PB(H)-pentakishomohopano (22R) CssHeo 482 - -

MM = Massa Molecular; bIRC = Indice de retencio calculado; ‘IR, = Indice de retengdo da literatura (Lima, 2005; Rodrigues, 2000).
De acordo com Lima (2000) IR para homohopano (22R+22S) = 3267; bishomohopano (22R+225) = 3348; trishomohopano (22R+225) =
3442; tetrakis e pentakishomohopano ndo foram determinados.
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Os espectros de massas representativos para os terpanos triciclicos, tetraciclios e

pentaciclicos sdo mostrados na Figura 40.
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Figura 40. Espectros de massas para os terpanos (A) triciclico Cas, pico 16, (B) tetraciclico Caq,

pico 19 e (C) pentaciclio C3p-hopano, pico 30.

Através da andlise dos cromatogramas em m/z 191 [Figuras 38 e 39] observou-se

a degradacao preferencial de hopanos (picos 30-38, Figuras 38 e 39, pdgs. 89 e 90)
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quando comparado aos terpanos triciclicos (TT, picos 16-18, 20-22 e 25, Figuras 38 e
39, pdgs. 89 e 90 e Tabelas 15 e 16, pdgs. 97 € 99 ) para ambos 0s consOrcios.

Em reservatorios, os TT C,9-Cys sdo altamente resistentes a biodegradacdo e sdo
removidos apds os hopanos (Connan et al., 1980) e a0 mesmo tempo que os diasteranos
(Sifert & Moldowan, 1979), porém, algumas exce¢des foram observadas utilizando
experimentos em laboratorio com culturas aerobias. Recentes estudos reportaram a
remocdo de terpanos triciclicos antes de hopanos, com degradacdo preferencial de
ambos os epimeros R e S para TT Cyg em relagdo ao TT Cy (Wang et al., 2001; Bost et
al.,2001).

A degradacdo de hopanos, 25-norhopanos e esteranos tanto em reservatorios
quanto em laboratério com culturas de microrganismos, envolve muitas discussoes.
Alguns estudos com 6leos severamente biodegradados no reservatério mostram que os
hopanos sdo removidos antes dos esteranos com formagdo de 25-norhopanos (Brooks et
al., 1988). Por outro lado, existem alguns relatos, também com O6leos severamente
biodegradados no reservatorio, indicando que os hopanos sdo removidos apds a quase
total degradacdo dos esteranos sem formacdo de 25-norhopanos (Peters & Moldowan,
1993). Como exemplos, Oleos do oeste da Sibéria, severamente biodegradados,
mostraram degradacdo de 17a(H)-hopanos com enriquecimento de 25-norhopanos e
sem degradacdo de esteranos (Peters & Moldowan, 1991). Existem, também, exemplos
de petréleos onde a degradagdo de hopanos e esteranos ocorreu simultaneamente, como
¢ o caso das amostras de asfaltos de Malagasy que apresentaram 17o(H)-hopanos, 25-
norhopanos e esteranos parcialmente degradados (Rullkétter & Wendisch, 1982). Para
simulacdes em laboratorio, a suscetibilidade de biodegradacdo destes biomarcadores
depende das condi¢des do experimento e também da populacido microbiana utilizada
(Peters & Moldowan, 1993). Por exemplo, sob condi¢des aerdbias, Bost et al. (2001)
mostrou que os hopanos sdo degradados sem producdo de 25-norhopanos ou

degradacdo de esteranos.
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A origem de 25-norhopanos e seu enriquecimento em alguns 6leos severamente
biodegradados estdo associados a trés possiveis hipoteses (Peters et al., 2005):

1 - Alguns microrganismos produzem 25-norhopanos, hopanos e seus precursores
bioldgicos. Neste caso, a biodegradacdo severa remove os hopanos com consequente

enriquecimento de 25-norhopanos [Figura 41];

—— Naio-hopanéides
Degradacao
microbiana

Enriquecimento
—_—

Degradaciio (alta resisténcia)
microbiana

“y C,9 170.(H),21B(H)-25-norhopano

Figura 41. Primeira hip6tese sugerida para origem de 25-norhopanos (Peters et al., 2005).

2 - Os 25-norhopanos sao originados através da remog¢ao da metila em C,y dos
hopanos devido ao ataque microbiano [

Figura 42];
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" Cyy 170(H),21B(H)-hopano

Figura 42. Segunda hipétese sugerida para origem de 25-norhopanos (Peters et al., 2005).

3 — Existem diferentes grupos de microrganismos no reservatério. Aqueles que
estdo presentes na formacdo da matéria organica sedimentar, ndo produzem 25-
norhopanos ou seu precursor bioldgico. E aqueles que sdo efetivamente responsaveis
pela biodegradacdao de petrdleo produzem 25-norhopanos e ndo degradam hopanos

[Figura 43].

—3» Nova —p
Degradagio  biomassa Diagénese
microbiana

K "l Cy 17o(H),21B(H)-25-norhopano

Precursor microbiano “ny Cs; 17a/(H),21p(H)-hopano

Figura 43. Terceira hipdtese sugerida para origem de 25-norhopanos (Peters et al., 2005).

A biodegradacdo de C;;-Cs;s homohopanos também causa controvérsias. Em
muitos Oleos biodegradados no reservatorio que possuem 17a-hopanos e 25-
norhopanos conservados, ndo se observa biodegradacdo preferencial de homohopanos
individuais (Chosson et al., 1992). Entretanto em simulacdes feitas em laboratério

existem vdrios trabalhos que relatam a degradacdo destes compostos, como por
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exemplo, Goodwin et al. (1983) mostraram a degradacdo preferencial de homohopanos
de alto peso molecular apds 11,5 meses, enquanto Munoz et al. (1997) mostrou 25 % de
degradacdo para C;s pentaquishomohopano e apenas 3 % para C;; homohopano em
amostras de solos contaminadas com 6leo, durante oito anos.

Baseado em todas estas discussdes, avaliou-se a extensao da biodegradagao para
os terpanos triciclicos, tetraciclicos, hopanos e 25-norhopanos utilizando Sa-colestan-3-
ona como padrao interno de quantificacdo. As concentracdes e as taxas de
biodegradagdo para TT Cy;-Cs; (picos 16-18, 20-22 e 25, Figuras 38 e 39, pdgs. 89 e
90) hopanos e homohopanos Csy-Css (picos 30-38, Figuras 38 e 39) sdo mostradas nas

Tabelas 15 e 16 com Col e Co2, respectivamente.
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Tabela 15. Concentracdo (ug/g F1) e TB (%) para terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos em m/z 191 com consércio Col

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)°

Picos Tempo (dias)
0] 10 20 30 40 50 60
16 33,0+3,0 28,3/14+£2,5 280/15+2,7 28,0/15+1,2 27,7/16+x1,8 276/16+x34 276/16+t24
17 16,5+ 1,0 13,5/18£1,5 13,5/18+1,5 13,3/19+2,5 13,1/21+32 13,1/21+2,6 13,0/21%1,1
18 59+27 57/4+1,8 56/5%£3,6 56/5+£20 54/8+14 54/8+1,1 48/19x14
19 48 +3,8 48/0+29 48/0+19 46/4+19 45/6+29 45/6+1,0 40/17x£1,5
208 6,0 +3,2 5,8/3+0,0 5,6/ 71,7 54/10£24 5,0/17 3,1 49/18+1,8 48/20+1,9
20R 6,1 £0,8 6,0/2+1,8 6,0/2+2,6 571727 5,5/10+3,8 54/11£2,0 48/21+£20
218 53+2,1 50/6+19 48/9+1,5 46/13+x14 44/17+1,5 44/17+1,6 42/21+1,2
21R 59+£2,6 49/17+£19 49/17+25 48/19+1,.2 4,7/20+2,3 4,6/22+3,1 46/22+1,0
228 49+24 45/8+x14 42/14+1,8 42/14+273 42/14+£20 41/16+1,7 41/16+12
22R 52+24 49/6+2,0 46/12+26 45/13+14 44/15+£22 43/17+1,7 43/17+1,5
23 54+1,6 5,3/2+09 53/2+£12 49/9+14 48/11+1,8 42122+ 1,7 40/26+1,2
24 15,6 £2,7 14,8/5+£3,8 13,7/12+14 134/14+25 13,0/17x1,0 124/21+x22 114/27+x1,7
258 45+20 44/2+3,1 44/2+272 42/7+19 41/9+19 41/9+19 40/11+£1,9
25R 48+1,5 46/4+14 44/8+1,7 44/8+22 42 /13 +1,7 42/13+1,0 41/15+12
26 46+1,7 44/4+19 44/4+38 4,0/13+3,1 38/17+£2,2 3,6/22+1,7 nd®
27 38+1,9 37/2+£22 3,7/2+14 38/0£2)5 29/24 +£3,1 2,8/26+3,8 nd
28 70,2 £2,2 69,8/<1+£20 69,6/<1x27 558/21+1,7 52,1/26+x19 486/31+x1,7 34,5/51+1,7
29 40x+14 38/5+14 38/5+19 36/10£14 nd nd nd
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30 120,0+ 1,9 108,0/10+£3,1 924/23+1,7 88,6/26%x19 86,2/28+3,8 4477/63+27 13,6/89+3,38
31 10,2+1,4 10,0/2+22 86/16+1,5 6,2/39+£20 43/58+19 nd nd
328 342 %25 294/14+£19 290/15+£19 29,0/15+£22 242/29+14 204/40+x20 64/81+1,5
32R 139+1,7 11,5/17+14 103/26+2,7 8,6/38+1,7 74714717 6,2/55+1,5 2,1/84+0,9
33 12,8+ 1,4 10,6 /17+1,5 84/34+£0,2 75/41+09 5,8/55+3,1 36/72+2,0 1,8/86 £4,0
34 3.8+22 2,6/32+2,6 1,8/53+£2,0 nd nd nd nd
358 15,2+1,0 8,6/43+0,8 7,8/49+12 45/70+£34 38/75+24  29/81+13 1,9/88+0,8
35R 12,7+ 1,1 5,8/54+2,0 54/57+3,2 3,1/76 £0,9 2,6/80+25 1,8/86+2,2 1,6/87+0,9
365 12,6 +2,2 73/42+2,1 6,0/52+1,0 48/62+£0,1 36/71+x1,6 26/79+1,1 1,6 /87 £3,1
36R 6,2+1,8 3,1/50+£23 2,8/55+24  23/63+6,1 0,8/87+1,8 0,7/88+4,3 0,7/88+5,0
378 48+1,3 4,0/17+4,1 42/13+3,2 34/29+0,9 2,1/56+24 1,2/75+£2,1 nd
37R 32+14 2,1/34+1,5 1,2/63+£22  08/75+1,8 nd nd nd
38§ 4,1+3,1 3,7/10+ 1,1 2,6/37+0,9 2,1/49+£2,0 1,4766 +3,1 0,8/80+1,4 nd
38R 2,8+£0,9 24/14+£04 1,L1/61+0,2 05/82+1,0 nd nd nd

"Média de duplicata, desvio padrio (n=2); ®nd = ndo determinado (composto ausente).
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Tabela 16. Concentracdo (ug/g F1) e TB (%) para terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos em m/z 191 com consércio Co2

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)°

Picos Tempo (dias)
0] 10 20 30 40 50 60
16 33,0+3,0 28,8/15+£2,0 28,6/13+£1,7 28,1/15+1,0 279/15+1,2 27,7/16+1,4 27,7/16+0,9
17 16,5+ 1,0 13,8/16 £1,0 13,7/17 £0,5 13,5/18+1,5 13,3/19+22 132/20+2,1 13,1/21+1,8
18 59+27 58/2%1,6 57/3£2,6 56/5+£1,0 56/5+1,0 54/8+£09 50/15+£24
19 48 +3,8 4,7/2+09 47/2+19 46/4+1,7 46/4+272 45/6+1,0 43/11x1,3
208 6,0 +3,2 5,8/3+0,6 57/5+1,2 57/5+£23 53/12+2,1 50/17x£1,6 49/18+1,3
20R 6,1 £0,8 59/3+1,3 59/3+1,6 58/5+2)5 5,6/8+28 55/10£1,0 49/20+0,9
218 53+2,1 52/2+1,2 50/6+1,2 48/9+1,1 46/13+1,0 45/15+1,3 43/19+0,6
21R 59+£2,6 56/5+£1,2 52/12+1,5 50/15+£1,0 48/19+1,3 4,7/20+£2,1 4,6/22+0,8
228 49+24 47/4+1,6 45/8+0,8 44/10+1,3 43/12+1,0 43/12+1,5 40/18+0,6
22R 52+24 50/4+1,0 48/8+2,1 46/12+12 45/13+£20 45/13+1,0 42/19+09
23 54+£1,6 52/4+£0,8 52/4+£12 50/7+£1,6 49/9+1.2 44/19+1,3 42/22+272
24 15,6 £2,7 150/4+£28 144/8 1,0 13,8/12+2,1 134/14+£1,9 12,6/19+2,1 11,2/28+1,5
258 45+20 44/2+2,1 44/2+20 43/4+1,2 42/7+1,1 4,1/9+1,2 41/9+19
25R 48+1,5 47/2+1,0 45/6%+1,3 45/6+2,6 43/10+£0,7 42/13+0,9 42/13+1,2
26 46+1,7 46/0+14 46/0+22 46/0+3,1 47/2+25 47/2+1,7 5,0/9+38
27 3,8+19 3,8/0+3,8 38/0+1,9 38/0+2,2 39/3+3,1 39/3+19 40/5+£1,7
28 70,2 £2,2 70,0/<1£1,9 69.8/<1+14 65,8/6+22 549/22+14 462/34+19 38,6/45+t14
29 40x+14 38/5+2,7 38/5+20 3,7/8+19 34/15+1,7 3,0/25+£1,7 2,8/30%1,7
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30 120,0+ 1,9 116,0/3+1,5 111,5/7+£22 91,6/24+19 884/26+20 487/59+14 169/86+2,5
31 10,2+1,4 10,0/2+1,7 94/8+3,1 8,0/22+38 53/48%£19  42/59+38 3,4/67+2,7
328 34225 32,0/6+27 320/6+14 32,0/6+1,7 31,3/8+1,7 30,2/12+09 8,6/75%x1)5
32R 139+1,7 123/12+1,9 12,1/12+19 11,2/19+x14 104/25+22 89/36%1,5 4,8/65+2,0
33 12,8+ 1,4 10,7/16 £ 2,0 9,1/29+2,6 85/34+14 6,2/52+1,7 4,1/68+22 2,2/83+4,0
34 3.8+22 3,6/5+0,2 2,8/26+1,5 24/37+3,1 1,8/53+£0,9 1,6 /58 £2,0 nd”

358 15,2+1,0 9,4/38+£3,2 9.4/38+2,0 9,0/40+25 89/41+£0,9 8,6/43+£0,9 3,1/79+£2,2
35R 12,7+ 1,1 6,7/47+1,2 6,4/50+0,8 42/67+£24 38/70+3,4 3,1/76 £0,8 2,6/80+1,3
365 12,6 +2,2 82/35+24 7,1/44 £23 52/59+£1,8 4,2/67+1,6 3,3/74+5,0 1,8/86+4,3
36R 6,2+1,8 30/52+1,0 30/52+2,1 2,7/56 +£6,1 1,4/77 0,1 1,0/84+£22 0,8/87+3,1
378 48+1,3 40/17+£22 40/17+1,8 3,7/23+0,2 2,6/46+2,1 1,8/63+1,1 1,6/67+1,4
37R 3214 30/6+1,1 2,7/16+2,0 1,9/41 £1,5 14/56+1,4 1,1/66 +3,1 nd

38§ 4,1+3,1 39/5%£3.2 38/7+x04 34/17+4,1 2,6/37+3,1 1,6/61 £1,8 nd

38R 2,8+09 2,6/7+09 2,1/25+£0,9 1,1/61+1,0 1,0/64+1,3 0,8/71+2,4 nd

"Média de duplicata, desvio padrio (n=2); ®nd = ndo determinado (composto ausente).
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A partir da andlise dos dados observou-se que os TT Cy;-Cs; (picos 16-18, 20-22
e 25, Figuras 38 e 39, pdgs. 89 e 90, Tabelas 14, 15 e 16 pdgs. 91, 97 e 99)
permaneceram quase inalterados para ambos os consorcios com taxas de biodegradacao
de 0 a 22 %, mostrando a alta resisténcia destes compostos comparado aos hopanos
(picos 30-38, Figuras 38 e 39). Tanto Col quanto Co2 degradaram ambos os epimeros
R e S com uma leve preferéncia pelo R. O 17a(H),21B(H)-30-hopano (pico 30) foi mais
biodegradado pelo Col (51 %) que pelo Co2 (45 %). A degradacdo de homohopano
C31-Cs5 (picos 32 e 35-38) foi mais pronunciada para ambos os consércios quando
comparada aos terpanos triciclicos e hopano C;y com degradacdo preferencial dos
epimeros 22R de maior peso molecular [C3s > C34 > C33> Cz, > Cs4] [Tabelas, 15 e 16].
Estes dados também sao suportados pelos calculos das razdes entre triciclicos e hopanos
(razdes TT) e pelo indice de homohopano (IH) [Tabela 44, pdg. 219], uma vez que as
razdes Cyg € Cy9 TT/C3sH aumentaram e o indice de homohopano diminuiu com o
progresso da biodegradacdo, revelando mais uma vez a remoc¢ao preferencial do hopano
Css em condigdes aerdbias [Tabela 44].

Os compostos Cps-, Cyg- € C3p-norhopanos (NH) [Figura 44], também chamados
de hopanos desmetilados, sdo, principalmente, considerados como provenientes da
biodegrada¢do microbiana dos hopanos pela perda da metila dos carbonos C;j, Cig €
C,,, respectivamente, e sdo detectados apds biodegradacdo das parafinas (Peters, et al.,

2005; Lopes, et al., 1999).
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Figura 44. Estruturas e principais fragmentos dos compostos terpanos pentaciclicos Cps-, Cas- € C3o-

norhopanos.

Neste trabalho monitorou-se a presencga da série de norhopanos (NH) através dos

ions-fragmentos m/z 191 [Figuras 38 e 39, pdgs. 89 e 90] e m/z 177 [Figuras 45 e 46].
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Figura 45. SIM m/z 177 mostrando o leve enriquecimento de norhopanos pelo Col utilizando P1
disperso no meio durante 60 dias de monitoramento. 25,28,30-TNH = 17oa(H),18a(H),21B(H)-
25,28,30-trisnorhopano; 25-NH = 170(H),21B3(H)-25-norhopano; 30-NH = 170(H),21B(H)-30-

norhopano; ? = composto nao identificado; PI = Padrao Interno (Sa-colestan-3-ona).
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Figura 46. SIM m/z 177 mostrando o leve enriquecimento de norhopanos pelo Co2 utilizando P1

disperso no meio durante 60 dias de monitoramento.

170(H),21B(H)-25-

25,28,30-trisnorhopano; 25-NH

norhopano; ? = composto nao identificado; PI = Padrao

25,28,30-TNH = 170(H),180u(H),21B(H)-

norhopano; 30-NH 17a(H),21B(H)-30-

Interno (5a-colestan-3-ona).
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E importante considerar que os compostos 25,28,30-trisnorhopano (25,28,30-
TNH, Figuras 45 e 46, pdags. 103 e 104) e 28,30-bisnorhopano (28,30-BNH) (Pico 26,
Figuras 38 e 39, pdgs. 89 e 90) s6 sao perceptiveis quando monitorados pelos ions m/z
177 [Figuras 45 e 46, pdgs. 103 e 104] e m/z 191 [Figuras 38 ¢ 39, pdgs. 89 e 90],
respectivamente. Isto é devido a maior estabilidade do ion-fragmento m/z 177 quando
comparado ao ion-fragmento m/z 191 para 25,28,30-TNH e vice-versa para o 28,30-
BNH. De acordo com a literatura (Seifert et al., 1978), o 28,30-BNH é encontrado em
ambientes deposicionais marinhos andxidos e pode ser proveniente da degradagdo
anaerdbia de petroleo.

A Tabela 17 apresenta a concentracdo em pg/g F1 para a série de norhopanos

detectados apos 60 dias de monitoramento para ambos 0s consOrcios.

Tabela 17. Concentracdo (ug/g F1) mostrando o enriquecimento, para a série de norhopanos

detectados através do SIM m/z 191 e 177 com os consorcios aerobios Col e Co2

Concentragdo (ug/g F1)
Concentragdo (ug/g F1)
Picos Compostos (t = 60 dias)
(controle, t = 0)

Col Co2
- 17a(H),18cu(H),21B(H)- 37+£23 4,6+2,1 44+22
25,28,30-trisnorhopano
26" 17a(H),18cu(H),21B(H)- 4,6 +1,7 5,1£0,9 52+14
28,30-bisnorhopano
27¢ 17a(H),21B(H)-25-norhopano 3,8+1,9 46+1,2 48+14
28¢ 17a(H),21B(H)-30-norhopano 70,2 +22 90,1 + 1,4 88,2+ 1,3
29¢ 17B(H),21ou(H)-normoretano 40+1,4 49+1,2 47+£2,0

a17oc(H),180c(H),21B(H)—ZS,28,3O—trisnorhopano em m/z 177 (Figuras 45 e 46); b170c(H),180c(H),21B(H)—28,3O—bisnorhopano

em m/z 191(Figuras 38 e 39); c17oc(H),21[3(H)-25-norh0pano em m/z 191 e 177, d170((H),21B(H)-3O-norhopamo em m/z 191 e

177, e17[3(H),21oc(H)-normoretano emm/z 191 e 177.
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Através da andlise dos resultados obtidos, observa-se que houve um
enriquecimento relativo de 11 a 28 % para a série quando Col estava presente e de 13 a
26 % quando Co2 foi utilizado. Entretanto estes resultados ndo sdo suficientes para
definir a origem dos 25-norhopanos uma vez que o aumento da abundincia destes
compostos com concomitante diminui¢do dos hopanos durante a biodegradacdo €
consistente com as trés hipoteses existentes [Figuras 42, 43 e 44 pdgs. 95 e 102].

O célculo da razao 25-NH revelou um progressivo aumento ao longo do processo
de biodegradacdao mostrando a alta resisténcia destes compostos a acgdo dos
microrganismos em relacdo aos hopanos [Tabela 44, pdg. 219].

A Figura 47 mostra os espectros de massas representativos para o

170(H),21B(H)-Css-norhopano (pico 27) e 17a(H),21B(H)-C;p-norhopano (pico 28).

A
Pico 27 (25-INHD 1772
T 191.2
.5 50 1232 '
(o]
= 163.2
= 40
E 281 .1 298.4
= 20]
|:|_
50 100 150 200
(B) 191.2
and  Pico 28 (30-INHD
G
1772

2 o2

Abundancia

395.4

2313 o5g 32811 3143 34p 43654

50 100 150 200 250 300 350 400
mfE

Figura 47. Espectros de massas para os norhopanos (A) 17a(H),21B(H)-Cys-norhopano, pico 27 e
(B) 17a(H),21B(H)-Csp-norhopano, pico 28.
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3.2.1.1.4 Esteranos Regulares

Os esteranos normais sao formados pela reducdo de esterdis presentes na
constituicdo de plantas superiores, animais e algas e ocorrem frequentemente com C,;
(colestanos), Cyg (ergostanos) e Cyg (estigmastanos) [Figura 48] (Peters & Moldowan,
1993). Estes biomarcadores sdo utilizados principalmente em estudos de correlaciao de
6leos, como indicadores de fonte e evolucdo térmica (Peters & Moldowan, 1993;
Brocks, et al., 2003a; Peters et al., 2005) e, também sdo afetados pelo processo de

biodegradacio.

Mt H

Diagénese
——

HO Esterano em sedimento

Esterol (configuracao biolégica acia 20R)

H
R =H, Colestano; R = CHj3, Ergostano; R = C,Hs, Estigmastano

Figura 48. Formacao de esteranos a partir da reducdo de esteréis durante o processo de diagénese.

A remocdo de esteranos regulares ocorre apds a completa degradacdo dos
isoprendides C;5-C,y e antes ou apds os hopanos (Peters et al., 2005). A cinética da
biodegradagao destes compostos normalmente segue a ordem: oo 20R >> a3 20R +
208 = aoa 20§ >> diasteranos e geralmente diminui com o aumento do ndmero de
carbonos (Cy7 > Cyg > Cy9 > Cyp) (Seifert & Moldowan, 1979; Chosson et al., 1991).
Isto ja foi observado tanto em reservatérios (Zhang et al., 1988) quanto em laboratério
(Goodwin et al., 1983; Chosson et al., 1991). E importante considerar que C,7-C3 oo
20R ¢é a configuracdo bioldgica dos esteranos e por isso eles sdo mais rapidamente

consumidos ou biodegradados do que os outros isdmeros (Rullkotter & Wendisch,
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1982). Outra observacdo importante ¢ que a suscetibilidade relativa de ajff 20R, a3
20S e aaa 20S varia consideravelmente e depende do tipo de microrganismo envolvido
e das condi¢des do reservatdrio e/ou da simulagcdo em laboratorio (Peters et al., 2005).
Para avaliar a extensdo da biodegradacdo de esteranos regulares normais e
diasteranos, monitorou-se o fon fragmento m/z 217 através da técnica SIM. As Figuras
49 e 50 apresentam os cromatogramas para o Col e Co2, respectivamente, com 0
petréleo disperso no meio. Como ndo houve muita variagdo nas taxas de biodegradacao
durante o monitoramento de 10 a 60 dias de ensaio, resolveu-se representar apenas 0s

cromatogramas para 30 e 60 dias representativos para esta classe de compostos.
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Figura 49. SIM m/z 217 mostrando o incremento da biodegradacdo de esteranos normais e

diasteranos em (B) 30 e (C) 60 dias de monitoramento com Col utilizando P1 disperso no meio. PI =

Padrio Interno (5a-colestan-3-ona).
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Figura 50. SIM m/z 217 mostrando o incremento da biodegradacdo de esteranos normais e
diasteranos em (B) 30 e (C) 60 dias de monitoramento com Co?2 utilizando P1 disperso no meio. PI =

Padrdo Interno (Soa-colestan-3-ona).

A Tabela 18 apresenta a identificacdo dos esteranos e diasteranos detectados

através do monitoramento do ion-fragmento m/z 217.



Resultados e Discussdo — Capitulo 2

Tabela 18. Esteranos regulares e diasteranos analisados através do {fon-fragmento m/z 217

Picos Composto Formula MM°® IRS IRC
39 138(H),170(H)-diacolestano (20S) Cy7Hyg 372 2634  2640/2641
40 13B(H),17a(H)-diacolestano (20R) Co7Hys 372 2668  2674/2675
41 13au(H),17pB(H)-diacolestano (20R) Cy7Hyg 372 2693 2699/-
42 13a(H),17p(H)-diacolestano (20S) Ca7Has 372 2735 27171-
43 13B(H),17a(H)-24-metildiacolestano (20R) CosHso 386 2750 -

44 138(H),170u(H)-24-metildiacolestano (20S) CasHso 386 2762 -

45  So(H),140(H),17a(H)-colestano (20S) Ca7Has 372 2779  2784/2796
46  So(H),14B(H),17p(H)-colestano (20R) Ca7Has 372 2794 2800/2808
47  So(H),14B(H),17B(H)-colestano (20S) Ca7Has 372 2802  2810/2817
48  Sou(H),140(H),17a(H)-colestano (20R) Co7Hys 372 2822 2831/2839
49 13B(H),17a(H)-24-etildiacolestano (20R) Cy9Hs, 400 2835  2844/2850

50  So(H),140u(H),170(H)-24-metilcolestano (20S)  CasHso 386 2879  2888/2894
51 So(H),14B(H),17B(H)-24-metilcolestano (20R) CysHso 386 2896 2900/-

52 So(H),14B(H),17B(H)-24-metilcolestano (20S) CysHs 386 2918 2910/-

53 Sa(H),140(H),17a(H)-24-metilcolestano (20R)  CygHso 386 2941  2936/2948
54 Sa(H),140(H),170(H)-24-etilcolestano (20S) CyoHs» 400 2963  2959/2978
55  So(H),14B(H),17B(H)-24-etilcolestano (20S) CyoHs, 400 2992 2992/3005
56  Sa(H),140(H),17a(H)-24-etilcolestano (20R) CyHs, 400 3016  3026/3041

MM = Massa Molecular; "IRC = Indice de retengdo calculado; “IR; = Indice de retengdo da literatura (Lima, 2005; Rodrigues, 2000).
De acordo com Lima (2000) IR para 13B(H),17a(H)-24-metildiacolestano (20R+20S) = 2769.

A concentragdo em pg/g F1 e as taxas de biodegradacdo calculadas para 30 e 60
dias de experimento com os consorcios Col e Co2 utilizando P1 disperso no meio,

estdo descritas na Tabela 19.
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Tabela 19. Concentragido (ug/g F1) e TB (%) para esteranos em m/z 217 com Col e Co2

Concentragdo / TB (%)*

Tempo (dias)

Pico
Col Co2
0 30 60 30 60

39 36,4+ 1,0 28,2/23£3,8 23,4/36 £3,2 289/21+£2,5 252/31£2,6
40 13,8 £2,7 9,2/33+1,0 8,6/38+2,0 8,8/36+1,9 8,5/38+£3,2
41 5,8+3,0 3,8/34+£1,9 3,5/40+£3,0 40/31+3,8 3,6/40£1,0
42 49+32 3,1/37+£2,7 3,0/39+£2,0 3,5/29+£3,6 3,0/39+£1,1
43 46+0,8 38/17+£2,7 32/30+£24 36/22+1,2 34/26+£1,8
44 25+25 2,2/12+0,8 1,8/28 £2,7 2,3/8+2,6 1,9/24+ 1,7
45 342 +2,6 18,4/46 £2,1 12,7/63 £ 1,4 18,6 /46 £1,5 13,5/61 £1,6
46 35,1+2,1 17,6 /50 £2,6 12,7/64 £1,2 18,2/48 £3,2 13,3/62 +£3,1
47 22,1+24 14,6 /34 £2,6 8,2/63+1,4 14,8 /33 +£1,0 8,7/61 1,7
48 24,6 £2.4 144/41 £2,3 8,2/67+2,0 13,9/43 £22 8,0/67+14
49 45+1,6 40/11+14 34/24+38 3,8/16 £1,0 3,5/22+£2,5
50 33+27 2,4/27+1,2 1,6/52+0,9 23/30+1,8 1,8/45+1,4
51 2,1 +£1,5 1,5/29+22 1,0/52 +3,1 1,7/19£1,5 1,1/48+£1,9
52 24+£20 1,6/33+£1,7 1,1/54+14 1,7/29+1,7 1,3/46+22
53 3,617 23/36+14 1,7/53+£22 2,6/28 £3,1 1,8/50+£2,5
54 33,8+1,9 21,3/37+£3,8 18,9/44 £1,9 21,6 /36 +£2,2 19,8 /41 £3,1
55 40+£22 26/35+19 22/45+14 2,4/40+22 23/43+14
56 36,1 £1,0 28,6/21 £3,2 192/47+1,2 28,4/21+£3,0 20,1/44+£19

*M¢édia de duplicata, desvio padrao (n=2).

Em nosso experimento, observou-se a remocdo preferencial de Cy; acar 20R
(pico 48) > C,; afp 20R (pico 46) ~ C,; affp 20S (pico 47) > C,; aaa 20S (pico 45) >
Cys aaa 20R (pico 53) > Cys afP 20R (pico 51) ~ Cys aff 20S (pico 52) > Cys aoa
20S (pico 50) > Cy9 aoao 20R (pico 56) > Cyy aff 20S (pico 55) > Cy avaa 20S (pico
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54) >> diasteranos (picos 39-44) para os dois consorcios aerobios [Figuras 49 e 50,
pdgs. 109 e 110 e Tabelas 18 e 19, pdgs. 111 e 112]. Notou-se, ainda, que os esteranos
foram menos suscetiveis ao processo de biodegradacdo do que os hopanos nestas
condi¢des de aerobiose. Nossos resultados foram semelhantes aos descritos por
Volkman et al. (1983b), que mostraram a remogao preferencial de oot 20R > a3 20R
+ 20S > aoo 20S em Oleos biodegraddos no reservatério os quais também
apresentaram enriquecimentos de 25-norhopanos. Por outro lado, Seifert ef al. (1984)
ao estudar Oleos da Grécia que possuiam hopanos intactos e auséncia de 25-norhopanos
observaram um comportamento oposto onde ocorreu completa degradacao de ooc 20R
esteranos C,7-C,9, parcial remogao de aoac 208 esteranos C,; > Cyg > Cy9 € nenhuma
degradacdo de af33 20R + 20S esteranos. Para simulag¢des de laboratério pode-se citar
como exemplo o trabalho de Chosson et al., (1992) que também mostrou a remog¢ao
preferencial de esteranos aowo 20R > a3 20R > a3 20S > aaar 20S usando cultura de
bactérias aerdbias que degradam hopanos sem formagdo de 25-norhopanos, semelhante
ao nosso estudo em condicdes aerdbias.

Nas condi¢Oes aerdbias que utilizamos e com P1 disperso no meio, observou-se a
remocao preferencial de hopanos (picos 30-38, Figuras 38 e 39, pdgs. 89 e 90, Tabelas
14, 15 e 16, pdgs. 91, 97 e 99) (com enriquecimento de 25-norhopanos, picos 26-29,
Figuras 38 e 39, Tabelas 14 e 17, pdgs. 91 e 105) antes dos esteranos (picos 45-56,
Figuras 49 e 50, pdgs. 109 e 110 e Tabelas 18 e 19, pdgs. 111 e 112) e isto levou a um
aumento da razdo esterano/hopano para ambos os consorcios aerdbios [Tabela 44, pdg.

219].
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3.2.1.2 Andlise da fracdo neutra saturada com petroleo adsorvido em
areia

O contato direto do petréleo com dgua e com rochas sedimentares durante o
processo de migracdo pode provocar perda dos seus componentes mais polares e
também acelerar sua biodegradacdo (efeito de geocromatografia). Para verificar a
influéncia de superficie fisica (como as rochas nos reservatdrios) e os minerais nela
presentes, utilizou-se o petréleo adsorvido em uma matriz de areia. Neste item
descreve-se os resultados obtidos para esta simulagao.

A 1dentificagdo dos consorcios com petrdleo adsorvido em areia revelou a
presenca de géneros bacterianos também encontrados nos consorcios aerdbios
utilizando P1 disperso no meio, Achromobacter, Bacillus, Brevibacterium e
Mezorhizobium, além de 1 clone do género Stenotrophomonas e 4 clones de
microrganismos tidos como ndo cultivados. Torna-se importante ressaltar a
predominancia de bactérias dos gé€neros Achromobacter e Bacillus em ambos o0s

cultivos.

3.2.1.2.1 n-alcanos e isoprendides

Os cromatogramas de fons extraidos em m/z 71 com P1 adsorvido em areia para
Col e Co2 sao apresentados nas Figuras 51 e 52, respectivamente. As Tabelas 20 e 21
apresentam as taxas de biodegradagdo para n-alcanos (C;3-Cs;,) e isoprendides (P e F),

com Col e Co2, respectivamente.
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Figura 52. RIC m/z 71 para monitorar a biodegradacdo de P1 adsorvido em areia pelo Co2. nC4-

nCs, = n-alcanos; P = Pristano; F = Fitano; PI = Padrao Interno (5a-colestan-3-ona).
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Tabela 20. Taxas de biodegradacdo (TB, %) para n-alcanos e isoprendides utilizando P1 adsorvido em areia com Col

Taxas de Biodegradagdo (%)°/Tempo (dias)

Pico Composto Formula MM®
10 20 30 40 50 60

nC;3 n-Tridecano Ci3Hag 184 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCis n-Tetradecano Ci4Hjzo 198 82+1,3 84 +1,1 88+1,9 94 +1,3 94 +1,8 96 +0,9
nCi;s n-Pentadecano Ci5Hso 212 89 +1,8 91 +£0,8 91 +£2,6 97 +273 >909+1,0 >99+1,60
nCis n-Hexadecano Ci6Hzs 226 87+1,6 90 +2,1 93+1,4 96 + 1,1 97+29 98 +2,4
nCi;  n-Heptadecano C17Hs6 240 86+ 1,4 90+1,3 92+1,2 94 +32 99 +3,1 >99+1,1

P Pristano Ci9Hao 268 88 +1,7 89+£25 91+23 94 + 1,8 98 +1,5 >99 +0,6
nCis n-Octadecano CisHss 254 82+1,5 90+2,0 92 +1,5 94 +2.1 >99+1,3 > 99 +(,8

F Fitano CooHy, 282 82+1,3 82 +3,1 91+24 92+22 96+ 1,8 98 +2,7
nCy9 n-Nonadecano Ci9Hao 268 70+ 1,2 86+2,9 91 £3,0 9+23 >9+1,1 >99+1,7
nC, n-Eicosano CooHun 282 74+ 1,1 90+ 1,6 90 +2,6 97 +1,3 >99+1,3 >990+20
nC,; n-Heneicosano Co1Hys 296 79 +2.1 88 +0,8 89 +1,1 93+1,9 >99+1,1 >0990+1.2
nCy n-Docosano CooHye 310 72+1,9 87+1,0 89 +2,3 93+23 >99+1,6 >99+1,6
nCy;  n-Tricosano CosHyg 324 72+2,0 84 +1,2 85+2,5 91+29 >99+£2,1 >99+27
nCys n-Tetracosano CasHsg 338 66+1,0 71 +2.1 86 +1,8 87+ 1,6 >99+22 >99+173
nCss n-Pentacosano Cys5Hs» 352 59+1,3 65+1,9 78+ 1,6 79+ 1,5 >99+19 >99+0,9
nCys n-Hexacosano CosHsy 366 7+23 68 +£1,3 80+0,9 81+1,3 >9+1,8 >99+0,8
nCy;  n-Heptacosano Cy7Hs56 380 81 +3,2 >99+1,5 >9+12 >99+0,6 >99+0,7 >99+28
nCy,s n-Octacosano CygHssg 394 T4 +24 >99+20 >99+0,9 >99+1,2 >99+1,6 >994+26
nCy n-Nonacosano Ca9Hgo 408 <1+23 >99+1,9 >99+1,2 >99+14 >99+29 >99 + (0,6
nCsp n-Triacontano CsoHez 422 44 +£272 >99+28 >99+10 >99+1,1 >99+1,8 >99+1,5
nCs;  n-Hentriacontano C31Hes 436 58+1,4 >99+£29 >99+13 >99+24 >99+09 >99+1,2
nCs; n-Dotriacontano Cs2Hee 450 35+1,6 >99+£27 >99+14 >99+13 >99+1,6 >99+1,1

*MM = Massa Molecular; "Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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Tabela 21. Taxas de biodegradacdo (TB, %) para n-alcanos e isoprendides utilizando P1 adsorvido em areia com Co2

Taxas de Biodegradagdo (%)°/Tempo (dias)

Pico Composto Formula MM®
10 20 30 40 50 60

nC;3 n-Tridecano Ci3Hag 184 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCis n-Tetradecano Ci4Hjzo 198 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCi;s n-Pentadecano Ci5Hso 212 85+19 89 +1,3 97 +1,3 99+ 1,1 >09+1.8 >99+09
nCis n-Hexadecano Ci6Hzs 226 85+2,1 88+ 1,6 97+ 1,1 98+14 >99+£29 >99+24
nCi;  n-Heptadecano C17Hs6 240 83+1,3 94 +1,4 99 +3,2 99 +1,2 >99+1,1 >99+3]1

P Pristano Ci9Hao 268 83+25 93+1,7 98+ 1,8 98 £2,3 >99+0,6 >99+1,5
nCig n-Octadecano CisHsg 254 80+2,0 86+ 1,5 98 +2,1 98+1,5 >99+£0,8 >99+1,3

F Fitano CooHy, 282 72 £ 3,1 85+1,3 97 +£2,2 97+24 >99+27 >99+18
nCy9 n-Nonadecano Ci9Hao 268 71+£29 78+1,2 94 +£273 97 £3,0 >99+1,7 >99+1,1
nCy n-Eicosano CooHa2 282 72 +£1,6 73+ 1,1 94 +1,3 96 +2,6 >99+£20 >99+13
nC,; n-Heneicosano Co1Hys 296 72 +0,8 78 +£2.1 92+1,9 96+ 1,1 >99+12 >99+1,1
nC,, n-Docosano CooHye 310 72+£1,0 73+£1,9 93+25 93+£29 >909+21 >99+27
nCy; n-Tricosano CosHyg 324 58+1,2 72+£2,0 93+273 97+23 >9+1,6 >99+1,6
nCys  n-Tetracosano CasHsg 338 61 +2,1 68 +1,0 90+ 1,6 95+1,8 >99+1,3 >99+272
nC,s n-Pentacosano Cy5Hsy 352 41 +1,9 54 +1,3 90=+1,5 >99+1.,6 >99 +0,9 >99+19
nCy,s n-Hexacosano CysHsa 366 54+1,3 71+23 89 +1,3 >99+09 >99+0,8 >99+1,8
nCy;  n-Heptacosano Cy7Hs56 380 69+1,5 >99+32 >99+0,6 >99+12 >99+28 >99+0,7
nCys n-Octacosano CosHsg 394 56 +0,9 >9+12 >99+24 >99+20 >99+£26 >99+1,6
nCy n-Nonacosano Ca9Hgo 408 9+2, >99+272 >99 +1,1 >99+1,0 >99 +1,8 >99+29
nCsp n-Triacontano CsoHep 422 30+1,9 >998+23 >99+14 >99+12 >99+0,6 >99+1,5
nCs;  n-Hentriacontano C31Hea 436 2327 >9+16 >99+14 >99+1,6 >99+13 >99+1,2
nCs; n-Dotriacontano Cs2Hee 450 35+29 >9+14 >99+£13 >99+09 >99+24 >99+1,1

*MM = Massa Molecular; "Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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Quando se utilizou P1 adsorvido em areia houve biodegradagdo mais
pronunciada para os dois consorcios € em menor intervalo de tempo quando comparado
ao ensaio com P1 disperso no meio. Em 60 dias de ensaio observou-se que a série
homéloga de n-alcanos e os isoprendides P e F foram quase completamente
biodegradados com os dois consorcios. Nota-se também que com 20 dias de ensaio os
n-alcanos de maior peso molecular (C,;-C;,) foram severamente biodegradados,
contrdrio ao que se observou para o primeiro ensaio, onde os n-alcanos de menor peso
molecular (C,3-C;7) foram mais suscetiveis ao processo de biodegradacao na fase inicial
(10 a 20 dias). Isto mostra que a matriz utilizada influencia na biodegradacgdo,
acelerando o processo e possibilitando a degradagao preferencial dos componentes mais
pesados. Além disso, a presenca de bactérias Stenotrophomonas e de clones nao
cultivados também pode estar influenciando estes aspectos nao observados no ensaio
com P1 disperso no meio.

Assim como ocorreu no ensaio com P1 disperso no meio, a degradacdao de n-
alcanos antes dos isoprenodides, para ambos os consorcios, resultou no aumento das
razdes P/nCy; e F/nC;3 e na diminuicdo da razdo P/F [Tabela 43, pdg. 213].
Semelhantemente, o IPC apresentou valores < 1 durante o processo de biodegradacao,
sugerindo novamente, que os consorcios aerobios degradam alcanos com numero par de

carbonos em preferéncia aos alcanos com nimero impar de carbono [Tabela 43].

3.2.1.2.2 Sesquiterpanos Biciclicos

Os sequiterpanos biciclicos com esqueletos tipo drimano e homodrimano
detectados neste estudo através do RIC m/z 123 foram biodegradados por ambos os
consorcios quando se utilizou P1 adsorvido em areia, diferentemente do que ocorreu no
ensaio com P1 disperso no meio onde apenas o Co2 biodegradou esta classe de

biomarcadores. Isto mostra mais uma vez, que de alguma forma, a matriz e/ou os
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microrganismos envolvidos influencia a biodegradacdo das classes de biomarcadores do

petrdleo. A Figura 53 apresenta o RIC m/z 123 para a amostra controle e ambos 0s

consorcios apos 60 dias de ensaio.
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Figura 53. RIC m/z 123 com monitoramento da biodegradacdo dos sesquiterpanos biciclicos de
P1 adsorvido em areia para (B) Col e (C) Co2 em 60 dias de monitoramento.
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3.2.1.2.3 Terpanos Triciclicos, Tetraciclicos e Pentaciclicos

Os terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos foram analisados através do
SIM m/z 191. As Figuras 54 e 55 apresentam os cromatogramas obtidos para Col e
Co2 com P1 adsorvido em areia, respectivamente e a Tabela 22 mostra a concentragao

em pg/g F1 e as taxas de biodegradacdo calculadas.
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Figura 54. SIM m/z 191 para P1 adsorvido em areia mostrando a biodegradacdo de terpanos
triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos em (B) 30 e (C) 60 dias de monitoramento pelo Col. PI =

Padrio Interno (Sa-colestan-3-ona).
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Figura 55. SIM m/z 191 para P1 adsorvido em areia mostrando a biodegradacdo de terpanos
triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos em (B) 30 e (C) 60 dias de monitoramento pelo Co2. PI =

Padrio Interno (Soa-colestan-3-ona).
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Tabela 22. Concentracdo (ug/g F1) e TB (%) para terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos

monitorando m/z 191 com P1 adsorvido em areia para Col e Co2 em 30 e 60 dias

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Tempo (dias)

Pico
Col Co2
0 30 60 30 60

16 33,0 +3,0 290/12+2,4  27.8/16%25 292/12+12  288/13+27
17 16,5+ 1,0 15,77/5+1,1 13,3/19+£3,2 159/4+1,8 134/18+3,4
18 59+27 58/2+14 5,0/15+£2,0 58/2+1,5 52/12+1,9
19 48+3,8 47/2+1,5 42/13+1,9 47/2+14 45/6+3,6
208 6,032 5,8/3+£20 5,0/ 17 +2,7 5,8/3+38 51/15+1,7
20R 6,1 £0,8 5,8/5+1,9 49/20+24 5,9/38+£2,0 5,1/16+2,6
218 53+2,1 48/9+19 44/17+1,2 50/7+23 45/15+1,5
21R 59+26 50/15+19 48/19+14 52/12+3,1 48/19+25
228 49+24 44/10+£19 43/12+14 47/4+1,2 42/14+£1,0
22R 5224 47/10+1,9 45/13+1,7 48/8+1,7 44/15+£22
23 54+1,6 52/4+14 43/20+1,9 53/2+1,6 44/19+1,0
24 15,6 £2,7 142/9+1,7 11,6/27£2,5 14,0/10£1,8 11,8/24 £1,3
258 45+£2,0 44/2+19 40/11x22 44/2+1,5 42/7+2,1
25R 48+1,5 46/4+25 42/13+1,9 47/12+1,2 44/8+2,0
26 46+1,7 4712 +1,7 48/4+3,1 46/0+£3,0 48/4+£32
27 38+1,9 38/0£1,9 39/3+£1,9 39/3+£2,1 41/8+1,7
28 70,2 +2,2 58,5/17+1,7 446/36+1,6 504/15+1,2 46,7/33+14
29 4014 40/0+1,1 42/5+1,2 40/0+£1,8 4,1/3+£1,6
30 1200+ 1,9 108,6 /10 £ 0,9 36,3/70+£3,8 111,3/7£0,9 424/65+2)5
31 10,2+14 8,2/20+£1,9 5,8/43+£2,0 8,8/14+£2,8 48/53+22
328 342+2)5 292/15+£1,5 22,6/34£22 33,0/4+£1,8 238/30+£14
32R 13,9+ 1,7 10,4/25 1,7 8,8/37+£0,9 123/12+ 1,4 7,8/44 +£2,1
33 12,8 + 1,4 9,5/26+0,8 47/63+1,0 10,5/18+ 1,4 4,8/63+4,0
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34 3.8+2,2 35/8+14 2,8/26+1,3 34/11 2,1 2972419
358 152+1,0 10,5/31+3,0 89/41+£28 14,0/8 2,1 8,2/46 2,2
35R 12,7+1,1 7,3/43£0,7 6,4/50+1,9 74/42+2,0 5,8/54+1,3
368 12,6 £2,2 6,9/45+2,1 55/56+2,1 7,1/44 £1,8 5,7/55+423
36R 6,2+ 1,8 3,3/47+3,1 2,6/58+1,0 3,4/45+31 2,7/56 £3,1
378 48+1,3 2,6/46+£24 20/58+£29 2,7/44 £3,2 2,1/56+1,4
37R 32+14 1,6/50+1,7 1,3/59+0,9 1,7/47£2,5 1,L3/59+£0,9
38S 4,1+£3,1 2,1/49+£22 1,5/63+1,6 22/46 1,1 1,7/59 1,2
38R 2,8+£0,9 1,3/54+£1,0 1,0/64 1,1 1,2/57+£1,0 0,9/68 £1,7

*Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).

Através da andlise dos cromatogramas m/z 191 também se observou a degradacao
preferencial de hopanos (picos 30-38, Figuras 54 e 55, Tabela 22) em relagdo aos
terpanos triciclicos (picos 16-18, 20-22 e 25, Figuras 54 e 55, Tabela 22) para ambos
os consorcios, porém a biodegradacdo foi menos pronunciada quando comparada ao
primeiro ensaio. Os terpanos triciclicos TT C,3-C;; apresentaram taxas de
biodegradagdo de 11 a 20 % com Col e de 6 a 19 % com Co2 ambos no periodo de 60
dias. Neste ensaio também houve preferéncia dos epimeros R sobre os S. O 17a(H),
21B(H)-30-hopano (pico 30, Figuras 54 e 55, Tabela 22) foi degradado 36 % pelo Col
e 33 % pelo Co2, aproximadamente 15 % menos biodegradado comparado ao primeiro
ensaio. Os consoércios degradaram preferencialmente os epimeros 22R de maior peso
molecular [C35R (68 %) > C355 (59 %) > C34R (59 %) > C34S (56 %) > C33R (56 %) >
C33S (55 %) > CxR (54 %) > C3,8 (46 %) > C3R (44 %) > C31S (30 %)] para os
homohopanos (picos 32, 35-38, Figuras 54 e 55, Tabela 22), assim como foi visto no
ensaio com P1 disperso no meio. E, semelhantemente, as razdes TT aumentaram e o
indice de homohopano (IH) diminuiu, evidenciando mais uma vez a degradagdo
preferencial de C;s hopano em condicdes aerdbias [Tabela 44, pdg. 219]. Neste caso,

curiosamente, a matriz nao aumentou a velocidade do processo e acredita-se que a
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atividade enzimatica responsdvel pela degradacdo dos compostos hopandides atuante
nos microrganismos Achromobacter € Bacillus, presentes em maior propor¢ao neste
consorcio, pode ter sido inibida de alguma forma pela presenca de areia como matriz.
Neste ensaio também se analisou a série dos norhopanos através do SIM usando
os fons-fragmentos m/z 191 [Figuras 54 e 55] e m/z 177 [Figura 56]. A Tabela 23
exibe os dados obtidos para a concentragdo, mostrando o enriquecimento, para a série

de norhopanos com P1 adsorvido em areia para Col e Co2 em 60 dias.
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Figura 56. SIM m/z 177 para P1 adsorvido em areia com Col em (B) 30 e (C) 60 dias. 25,28,30-TN
= 17a(H),18a(H),21B(H)-25,28,30-trisnorhopano; 25-NH = 17a(H),213(H)-25-norhopano; 30-NH
17a(H),213(H)-30-norhopano; PI = Padrio Interno (5Sa-colestan-3-ona).
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Figura 57. SIM m/z 177 para P1 adsorvido em areia com Co2 em (B) 30 e (C) 60 dias. 25,28,30-
TNH = 170(H),18a(H),21B(H)-25,28,30-trisnorhopano; 25-NH = 17a(H),21B(H)-25-norhopano;
30-NH = 17a(H),21B(H)-30-norhopano; PI = Padrao Interno (5a-colestan-3-ona).
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Tabela 23. Concentracdo (ug/g F1), mostrando o enriquecimento, para a série de norhopanos

detectados através do SIM em m/z 191 e 177 com P1 adsorvido em areia para Col e Co2

Concentragdo (ng/g F1)
Concentragdo (ug/g F1)
Pico Compostos (+ = 60 dias)
(controle, t+ = 0)

Col Co2
- 17a(H),18a(H),21B(H)- 37+£23 3.8+1,9 39+£32
25,28,30-trisnorhopano
26" 17a(H),180u(H),21B(H)- 4,6 +1,7 4,8 £3,1 4,8 +32
28,30-bisnorhopano
27¢ 17a(H),21B(H)-25-norhopano 38+19 39+1,9 4,1+1,7
284 17a(H),21B(H)-30-norhopano 702 +22 824+14 76,2 +1,8
29° 178(H),21ou(H)-normoretano 40+1,4 42 +1,2 4,1+1,6

al7oc(H),18a(H),21B(H)-ZS,ZS,30—trisnorh0pan0 em m/z 177, b170L(H),180L(H),21[3(H)—28,30—bisnorh0pan0 em m/z 191;
c17oc(H),21[.’)(H)—ZS—norhopano em m/z 191 e 177, d170L(H),21[?)(H)—?)()—norhopano em m/z 191 e 177, e17[3(H),210L(H)—

normoretano em m/z 191 e 177.

Comparando os resultados obtidos a partir da andlise dos ions-fragmentos m/z
191 e m/z 177, observou-se que no experimento com P1 disperso no meio os hopanos
foram em média 71 % degradados e no ensaio com petroleo adsorvido em areia a
degradacdo foi de 48 %. Esta degradacdo ocorreu com concomitante enriquecimento da
série de norhopanos para ambos o0s ensaios, sendo que no experimento com O6leo
disperso no meio o enriquecimento variou de 11 a 28 % e no experimento com areia a
variacdo foi de 3 a 17 %, mostrando que a biodegradacdo dos hopanos pode estar
contribuindo para o enriquecimento dos norhopanos, porém ainda ndo € possivel

afirmar a verdadeira origem desses compostos.
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3.2.1.2.4 Esteranos Regulares

As Figuras 58 e 59 apresentam os cromatogramas obtidos através da técnica
SIM m/z 217 para o Col e Co2, respectivamente, com o petréleo adsorvido em areia
para 30 e 60 dias. A concentracdo em pg/g F1 e as taxas de biodegradacdo calculadas

para este experimento com ambos 0s consorcios, estdo descritas na Tabela 24.
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20 39 16 4q 4 miz 217
47 PI
g " 40 512152 55
s 49 [2 7
<5 43 53
= 40 411277 44 L
-
=
20
11—
3000 3500 40.00 4500 50.00 55.00
Tempo (min.)
(B}
a0 =
t = 30 dias E,
= g
g [=4]
=
E =
=]
< <
2
=
77— z
a0.00 35.00 40.00 4500 50.00 55.00 =
Tempo {min.) E
(C) Pl
204 t=60dias
= B0
[X]
—_
-{tuu
= 404
=
=
= 20
71—
20,00 25,00 40,00 45,00 50,00 55,00

Tempo (min.)

Figura 58. SIM m/z 217 para P1 adsorvido em areia mostrando o incremento da biodegradagdo de
esteranos normais e diasteranos com Col em (B) 30 e (C) 60 dias. PI = Padrdo Interno (Sa-colestan-

3-ona).
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Figura 59. SIM de m/z 217 para P1 adsorvido em areia mostrando o incremento da biodegradacao

de esteranos normais e diasteranos com Co2 em (B) 30 e (C) 60 dias. PI = Padrio Interno (Sa-

colestan-3-ona).
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Tabela 24. Concentracdo (ug/g F1) e TB (%) para esteranos em m/z 217 com P1 adsorvido em areia

para Col e Co2

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Tempo (dias)

Pico
Col Co2
0 30 60 30 60

39 36,4+ 1,0 26,6 /27 £1,2 21,4/41 £3.8 252/31+£2,6 23,0/37+£2)5
40 13,8 £2,7 10,8/22 £1,0 8,0/42+1,0 104/25+1,9 8,4/39+3,2
41 5,8+3,0 45/22+20 32/45+£1,9 48/17+28 33/43+14
42 49+32 3,5/29+£1,0 2,8/43+2]7 3,7/24 £3,2 29741 £1,1
43 4,6 £0,8 3,3/28+04 2,8/39+2]7 35/24+£1,2 29/37+2,6
44 25+25 2,1/16+2,7 1,6/36+0,8 2,0/20+1,8 1,7/32+1,5
45 342 +2,6 16,4/52 £ 1,4 13,8/60 £2,1 16,5/52+1,7 129/62+3,2
46 35,1+2,1 15,4756 £1,2 14,0/ 60 £2,6 16,3/54+1,6 13,6/61+1,0
47 22,1+24 12,6/43+1,4 8,8/60£2,6 12,6/43+£3,1 85/62+1,7
48 24,6 £2.4 12,2/50 £2,0 9,6/61+23 11,7/52+£2,5 94/62+1,0
49 45+1,6 34/24+38 30/33+1,4 3,6/20£1,4 3,1/31+£22
50 33427 2,1/36+0,9 1,6/52+1,2 20/39+1,9 1,7/48 £1,5
51 2,1 +£1,5 1,2/43 +£3,1 1,0/52+22 1,1/48+1,4 09/57+1,8
52 24+£20 1,7/29+ 14 1,1/54+£1,7 1,6/33+1,7 1,1/54+£3,1
53 3,6 1,7 2,4/33+£2,2 1,5/58+1,4 2,6/28+22 1,4/61+2,0
54 33,8+1,9 19,3/43+£1,9 17,1/49 £3,8 20,5/39+£2,5 18,6/45+3,1
55 40+£22 32/20+ 1,4 2,0/50+1,9 30/25+1,9 22/45+3,0
56 36,1+ 1,0 26,4/27+3,2 17,6/51 1,2 262/27+1,4 19,1/47+22

*Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).

Neste experimento os esteranos normais e diasteranos foram mais biodegradados
que no primeiro experimento, porém observou-se a mesma ordem preferencial de

remog¢ao: aaa 20R >> af3f 20R + o} 20S > aaa 20S >> diasteranos e degradacio
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seletiva de Cy; > Cyg > Cyg [Figuras 58 e 59, pdgs. 128 e 129, Tabela 24, pdg. 130]
para ambos 0s consorcios aerébios. Mais uma vez observou-se a remog¢ao preferencial
de hopanos (com enriquecimento de 25-norhopanos) antes dos esteranos, levando a um
aumento da razdo esterano/hopano para ambos os consorcios aerdbios [Tabela 44, pdg.
219].

Podemos sugerir, baseado nos resultados obtidos com P1 adsorvido em areia, que
a matriz realmente influencia a velocidade do processo de biodegradagcdo devido ao
aumento da superficie de contato 6leo-dgua e da presenca de minerais presentes na
matriz. De acordo com Rogers e Bennett (2004), os microrganismos presentes no
consorcio se fixam nas matrizes para obter nutrientes inorganicos, tais como Fe e P,
essenciais para seu crescimento. Ainda segundo esses autores, uma matriz rica em
aluminio (Al) impede a colonizacao e dispersao do consoércio, enquanto a presenga de
potassio (K), cédlcio (Ca) e magnésio (Mg) sdo indiferentes para sua manutencio. Os
mesmos autores afirmam que os consoércios se beneficiam também da liberacdo de
nutrientes presentes em matrizes ricas em silicatos (S10,), como a areia, levando a um
aumento da biomassa e, consequentemente, das taxas de biodegradacdao do petréleo.
Este efeito € intensificado quando ambos Fe e P estdo presentes. A presenca de matrizes
que adsorvem o petréleo podem, portanto, desempenhar um papel vital em abundancia
e viabilidade microbiana influenciando, assim, os parametros de biodegradacdo
avaliados.

Outro ponto importante a considerar € que o uso da matriz influenciou a
velocidade de biodegradagdo para algumas classes de biomarcadores (n-alcanos,
sesquiterpanos biciclicos e para esteranos) e para outras, como € o caso dos hopanos,
ndo houve influéncia. Baseado nisto, pode-se sugerir, também, que os microrganismos
Stenotrophomonas e os clones ndo cultivados, presentes em menor propor¢ao neste
consorcio, também pode estar influenciando no processo de biodegradacdo e, pode-se

dizer, que estes microrganismos nao degradam hopanos, uma vez que eles ndo estio
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presentes no consorcio com P1 disperso no meio onde os hopanos foram mais

biodegradados.

3.2.1.3 Andlise da fragdo neutra saturada com petroleo adsorvido em
folhelhos

A outra matriz utilizada para adsorver o petroleo foram folhelhos coletados em
pontos diferentes do reservatério, assim denominados: Folhelho Bateteiras (FB),
Folhelho Santana A (FSA) e Folhelho Santana B (FSB).

Os folhelhos sdao rochas em formato de “folhas” que possuem laminagdes
variando de 0,05 a 1 mm e atuam como rocha selante retendo o petréleo na rocha
reservatorio impedindo o seu escape para superficie. Os folhelhos sdo um dos grandes
responsaveis por problemas de instabilidade de pocos de petréleo quando eles sdo
perfurados, devido a interacdo entre os fluidos de perfuracdo e as referidas rochas
(Steiger & Leung, 1992; Schmitt et al., 1994). E por isso resolveu-se verificar se estes
folhelhos também influenciam no processo de biodegrada¢ao do petréleo.

Aqui estdo expostos os resultados apenas para os folhelhos FSA e FB, devido a
semelhanca entre FSA e FSB durante o processo de biodegradagdo. Os consoércios Col
e Co2 apresentaram taxas de biodegradacdo sem diferencas significativas (< 1 %) e por
1sso aqui discutiu-se apenas os resultados de Col com FSA e Co2 com FB,
representativo para todos os ensaios.

Quando se utilizou FSA e FSB notou-se que eles apresentaram 0 mesmo
comportamento para todas as classes estudadas e algumas diferencas comparadas ao
folhelho FB provavelmente devido a diferenca no tamanho dos poros. Acredita-se que o
petroleo fica mais adsorvido, dificultando o acesso dos microrganismos, quanto menor
for o poro do folhelho. E importante destacar que o tamanho dos poros é uma

caracteristica importante para compreender os mecanismos de transporte de dgua, ions e
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nutrientes nestas rochas. Devido a isso, fez-se andlises de microscopia eletronica de
varredura (MEV) e difratometria de raios X com o intuito de visualizar a
microrestrutura e composi¢ao quimica dos folhelhos estudados.

Inicialmente os folhelhos foram macerados e submetidos a extracdo com solvente
para retirada da matéria organica, realizado no grupo da Profa Dra Luzia Koike. Apds
este processo os folhelhos foram submetidos aos estudos de biodegradacao.

A observagao direta da microestrutura pode ser visualizada pelas imagens obtidas

por MEV como mostra a Figura 60.

Figura 60. MEV para os folhelhos (A) FB; (B) FSA e (C) FSB utilizados como matrizes nos

ensaios de biodegradacao.
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Observa-se pela imagem que os folhelhos FSA e FSB apresentam semelhancgas

no tamanho e orientacdo dos minerais, diferente do folhelho FB que apresenta menor

tamanho dos poros.

A 1dentificac@o dos minerais presentes nos folhelhos foi obtida através de anélise

semi-quantitativa por MEV e por métodos de difracdo de Raios-X.

A Figura 61 apresenta os graficos da composi¢do quimica obtidos por MEV.

Full scale count

1400 -

1200 -

1000

800+

600~

400+

200+

Full scale counts: 620

600 -

500

400+

300+

200+

100+

Al

Folhelho FB

ts: 1370

Folhelho FSA

Al

Mg ‘

Full scale counts: 1116

1000

800

600

400

200

Folhelho FSB

Figura 61. Gréficos obtidos por MEV mostrando a composi¢do dos folhelhos FB, FSA e FSB.

A composi¢do quimica é obtida através das quantidades dos 6xidos presentes nos

folhelhos. Na Tabela 25 encontra-se os resultados das andlises quimicas obtida para os

trés folhelhos estudados.
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Tabela 25. Composicao quimica dos folhelhos FB, FSA e FSB (% em peso)

% em peso
Elemento

FB FSA FSB

Si0, 51,51 46,16 46,87
MgO 0,68 1,96 1,53
Al,O3 8,83 11,36 12,78
P,0Os 0,98 0,65 1,85
K,O 2,83 1,75 1,50
CaO 16,48 11,30 13,46
Fe,03 11,45 7,92 8,00
FeS, 35,75 23,56 16,67
CaS0Oq, 22,51 14,72 19,61

Os resultados mostram que os trés folhelhos s@o ricos em silicatos, aluminatos
(base de folhelhos argilominerais), em cdalcio (indicando a presenca de calcita nas
matrizes) e ferro, variando em peso com maior semelhanca entre os folhelhos FSA e
FSB.

Os itens a seguir tratam da biodegradacdo das diversas classses de
biomarcadores, utilizando estes folhelhos como matrizes para adsorver o petréleo. Os
microrganismos responsdveis por esta biodegradacdo sdo os mesmos relatados para o
consorcio aerobio com P1 direto no meio, isto é, Achromobacter, Bacillus,

Brevibacterium e Mezorhizobium.
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3.2.1.3.1 n-alcanos e isoprendides

As Figuras 62 e 63 mostram o incremento da biodegradacdo dos n-alcanos e
1soprendides com Col e P1 adsorvido no folhelho FSA e para o Co2 com P1 adsorvido
no folhelho FB, respectivamente. As taxas de biodegradacao obtidas para estes ensaios

encontram-se na Tabela 26.
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nCi3-nCs, = n-alcanos; P = Pristano; F = Fitano; PI = Padrio Interno (Sa-colestan-3-ona).
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nCi3-nCs, = n-alcanos; P = Pristano; F = Fitano; PI = Padrao Interno (5a-colestan-3-ona).
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Tabela 26.Taxas de biodegradacdo (%) para n-alcanos e isoprendides utilizando P1 adsorvido em folhelho FSA com Col

Taxas de biodegradagdo (%)°/Tempo (dias)

Pico Composto Formula MM®
10 20 30 40 50 60
nC;;3 n-Tridecano Ci3Hag 184 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCis n-Tetradecano Ci4Hjzo 198 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCi;s n-Pentadecano Ci5Hso 212 66+1,2 90+1,0 90 +1,8 91+1,3 95+1,0 96 +0,9
nCis n-Hexadecano Ci6Hzs 226 54+1,5 90 +0,7 91 +£2,6 94+272 94 +1,0 95+1,6
nCi;  n-Heptadecano C17Hs6 240 52+1,4 79+2,1 89 +1,3 92 +1,1 95+2,5 96 + 2,1
P Pristano Ci9Hao 268 50+1,1 78 £2,2 88 £2,1 91+14 94+1,6 94 +0,6
nCis n-Octadecano CisHss 254 26+1,3 88+25 92 +1,8 95+£25 96 +14 97 +0,8
F Fitano CooHy, 282 24 +1,0 52+34 70 £ 2,1 76 £ 2,6 78 1,7 88 +£2,0
nCy9 n-Nonadecano Ci9Hao 268 7+1,0 83+2,7 84 £3,1 90 +2,2 91+1,2 94+1,8
nCy n-Eicosano CaoHap 282 24 +£0,9 84 +1,1 88 £2,7 90+1,3 92+1,4 94+1,3
nC,; n-Heneicosano C,1Hys 296 20+2,0 85+0,9 85+1,0 89 +1,8 90+ 1,2 96+ 1,2
nCy n-Docosano CxHye 310 36+1,2 87+1,9 88+2,0 90+2,0 93 +1,7 96 +1,5
nCy;  n-Tricosano CosHyg 324 3+23 83+1,5 83+22 90 +2,1 94+22 96 +2,5
nCys n-Tetracosano CasHsg 338 23+14 83+273 84 +1,9 86 +1,7 89+24 93 +1,2
nCys n-Pentacosano CysHsp 352 14+1,6 23+1,8 71+1,5 77+14 81 1,7 94 +0,8
nCys n-Hexacosano CosHsy 366 41 +25 76 £ 1,0 81+0,8 82+1,2 83+1,6 94 +0,7
nCy;  n-Heptacosano Co7Hse 380 21+3,6 74+ 1,5 82+14 82 +0,8 88 +£0,8 92 +£2,1
nCy,s n-Octacosano CogHsg 394 17+2,1 57 +23 63 +£0,8 78+ 1.4 86+19 86+272
nCy n-Nonacosano Ca9Hgo 408 4+20 5+1,2 14 +1,3 18+1,6 40+2.2 nd
nCsy n-Triacontano CsoHe2 422 36 +2,6 39+2,1 41 £ 1,1 44 +1,3 57+1,2 64 +1,3
nCs;  n-Hentriacontano C31Hes 436 33+1,4 48 +£2,0 52+1,4 54422 66 + 0,7 69 +1,2
nCs; n-Dotriacontano Cs2Hee 450 71,5 54+25 61+1,5 67 1,1 72+1,2 nd

*MM = Massa Molecular; "Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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Tabela 27. Taxas de biodegradacdo (%) para n-alcanos e isoprendides utilizando P1 adsorvido em folhelho FB com Co2

Taxas de biodegradacdo (%)°/Tempo (dias)

Pico Composto Formula MM®
10 20 30 40 50 60

nCy3 n-Tridecano Ci3Hos 184 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCis n-Tetradecano Ci4Hjzg 198 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCys n-Pentadecano CisHa, 212 20+£2,0 23+2.1 30+£20 48 £3,8 94 +273 95+25
nCis n-Hexadecano Ci6Hzs 226 10£1,0 34+273 34+273 64 +42 93+5,0 94 +£273
nCy7;  n-Heptadecano C7Hs¢ 240 22+272 53+14 60+1,5 85+2,0 92 +3, 95+19

P Pristano Ci9Hyo 268 12+£1,2 52+£32 65+£4,0 7614 91 £2.2 93+1,5
nCig n-Octadecano CisHsg 254 12+1,6 48+2)5 59+0,9 71 +£0,9 96 +1,1 96 +3,1

F Fitano CyoHs, 282 2+£09 30+1,6 56 +£2,6 64 +£0,8 73 +£0,5 85+1,2
nCi9 n-Nonadecano CioHyg 268 7+0,7 20+£26 49+24 50+1,2 84 +272 92 +0,6
nCy n-Eicosano CooHyz 282 20+2,0 20+1,2 41 +1,9 62 +3,0 94 +1,2 95+32
nC,; n-Heneicosano Co1Hyy 296 2+1,2 23+1,6 55 +3,1 61+0,9 93+1,5 95+25
nC,, n-Docosano CaoHye 310 2+3,0 26 £3.6 3125 72 +1,1 91 +£1,6 94 +0,9
nCy; n-Tricosano Co3Hyg 324 10+£3,0 21 £22 4114 61 +£272 62+1,1 90 £0,8
nCys n-Tetracosano CasHsg 338 11+1,1 15+1,6 45+2.1 75+14 89+1,0 92+273
nCys n-Pentacosano CysHsp 352 12+1,1 23+14 55+3,9 73 +£0,6 73 +0,8 91+1,8
nCy n-Hexacosano CosHsy 366 7+0,8 36 +0,8 54+1,5 81+14 83+1,3 90 +0,6
nCy;  n-Heptacosano Cy7Hs6 380 <1+1,0 4+0,6 44 +14 81 +0,8 83+1,8 90 +£2.,6
nC,gs n-Octacosano CygHsg 394 10+£2,6 14+1,5 33+32 74 +1,9 86+ 1,6 86 +2,0
nCy n-Nonacosano Cy9Hg 408 18+1,9 20+ 14 34+1,3 44 + 1,1 52+19 66 + 3,0
nCsy n-Triacontano C30He 422 20+0,9 34+£2,0 35+14 47+1,0 61 £23 65+1,1

nCs;  n-Hentriacontano Cs1Hgs 436 14+24 34+24 42 +1,2 53+0,6 62 +3,1 66+1,5
nCs, n-Dotriacontano CsoHgs 450 6+33 46 +2,2 58 +23 65+2,0 68 +3.0 74 +£2,1
*MM = Massa Molecular; "Média de duplicata, desvio padrdo (n=2)..
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A partir da andlise dos cromatogramas de m/z 71, nota-se que quando se utiliza
FSA como matriz, existe uma semelhangca com o ensaio que se utilizou P1 adsorvido
em areia, e quando se utiliza FB nota-se a semelhanca com o ensaio que utiliza P1
disperso no meio, porém ambos apresentam menor velocidade de biodegradacdo. Isto
pode ser justificado pelo fato de que os folhelhos apresentam laminacdes muito
pequenas (varia de 0,05 a 1 mm) e o petréleo pode estar sendo adsorvido no seu interior
dificultando o acesso dos microrganismos.

Em 60 dias de ensaio observou-se que a série homologa de n-alcanos e os
isoprendides P e F foram biodegradados aproximadamente na mesma propor¢do para
ambos os consorcios, com taxas variando de 64 a 96 % com Col e de 65 a 96 % com
Co2, sendo que no inicio do experimento (10 a 30 dias) com FSA e Col houve uma
maior aceleragdo da velocidade de biodegradacao, comparada ao experimento com FB e
Co2.

Assim como ocorreu no primeiro (P1 disperso no meio) e segundo (P1 adsorvido
em areia) ensaios, aqui também observou-se a degradacdo de n-alcanos antes dos
isoprendides, para ambos 0s consoércios, resultando no aumento das razdes P/nC,; e
F/nC,g e na diminuicdo da razdo P/F [Tabela 43, pdg. 213]. Semelhantemente, o IPC
apresentou valores < 1 durante o processo de biodegradacdo, evidenciando mais uma
vez que em condi¢des aerdbias existe preferéncia par-impar com o progresso da

biodegradacdo [Tabela 43].

3.2.1.3.2 Sesquiterpanos Biciclicos

Os sequiterpanos biciclicos foram severamente biodegradados pelo Col com P1
adsorvido em FSA em 40 dias [Figura 64]. Com 60 dias eles foram completamente
biodegradados. J4 o Co2 no ensaio com FB como matriz, apresentou uma menor

velocidade de biodegradacgao [Figura 65].
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Nesse experimento a biodegradacio dos biciclicos foi mais pronunciada que nos
experimentos anteriores. E importante destacar a alta resisténcia do composto 83(H)-

homodrimano, que foi menos biodegradado que os demais biciclicos.

o () Oleo P1 adsorvido em folhelho FSA
Controle (t = 0) Consdrcio aerdbio Co1
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£
E
= 204 0 11 14
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B
a0 (B}
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-7 B0
Sg 40
E
<1, 200
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Figura 64. Sesquiterpanos biciclicos monitorados através do fon m/z 123 no ensaio com
P1 adsorvido em FSA com Col em 40 dias.
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A .
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Figura 65. Sesquiterpanos biciclicos monitorados através do fon m/z 123 no ensaio com P1

adsorvido em FB com Co2 em 60 dias.

3.2.1.3.3 Terpanos Triciclicos, Tetraciclicos e Pentaciclicos

As Figuras 66 e¢ 67 apresentam os cromatogramas obtidos para os terpanos
triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos através do SIM para o ion-fragmento m/z 191
com Col e Co2 para P1 adsorvido em FSA e FB, respectivamente.

A Tabela 28 mostra a concentracdo em ug/g F1 e as taxas de biodegradacdo

calculadas para ambos os consorcios em 30 e 60 dias de ensaio.
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Figura 66. SIM m/z 191 para P1 adsorvido em folhelho FSA mostrando a biodegradacdo de

terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos com Col. PI = Padrao Interno (Sa-colestan-3-ona).
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Figura 67. SIM m/z 191 para P1 adsorvido em folhelho FB mostrando a biodegradagdo de terpanos

triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos com Co2. PI = Padrdo Interno (Sa-colestan-3-ona).
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Tabela 28. Concentracdo (ug/g F1) e TB (%) para terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos

monitorando m/z 217 com P1 adsorvido em folhelhos FSA e FB para Col e Co2, respectivamente

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Tempo (dias)

Pico
FSA/Col FB/Co2
0] 30 60 30 60

16 33,0+£3,0 28,1/15+£1,0 275/17+£1,5 27,7/16 £1,0 274/17+£0,9
17 16,5+ 1,0 146/12+1,2 13,0/21 £2,2 13,1/21+£1,5 12,8/22+1,8
18 5,9+27 54/8+1,8 47/20+1,0 52/12+1,0 47/20+24
19 48 +3,8 43/10x14 39/19+£1,1 42/13+1,1 40/17+1,3
208 6,0£3,2 54/10x£1,5 47122+ 1,7 53/12+£1,3 45/25+1,3
20R 6,1 £0,8 54/11%£1,2 46/25+04 54/11x£0,5 45/26+09
218 53+2,1 44/17+09 41/23+1,2 44/17+1,1 4,0/25+0,6
21R 59+£2,6 46/22+1,5 45/24+14 46/22+1,0 4,3/27+0,8
228 49+24 40/18+1,1 39/20+£14 40/18+1,3 3,7/24 £0,6
22R 52+24 43/17+09 4,1/23+1,7 42/19+1,2 3,9/25+£0,9
23 54+1,6 48/11+0,6 40/26+1,5 46/15+1,6 3,9/28+£2,2
24 15,6 £2,7 13,8/12+£1,2 11,3/28£2,5 13,4/14 £2,1 10,9/30£1,5
258 45+20 40/11+£19 3,7/18+£1,2 39/13+£1,2 38/16+£1,9
25R 48+1,5 42/13+1,5 39/19+1,6 41/15+2,6 39/19+1,2
26 46+1,7 471227 48/4+2,1 48/4+25 50/9+1,8
27 3,8+19 38/0+1,1 40/5+1,7 38/0+2,2 39/3+1,7
28 702 +£22 58,1/17+£1,0 443/37+1,1 654/7+22 390,3/44+14
29 40+14 40/0+1,1 41/3+1,2 42/5+1,8 43/8%1,7
30 120,0+£1,9 108,2/10+£0,9 354/71+1,8 91,2/24 £ 1,6 19,9/83 £2,5
31 10,2+14 7,8/24+1,8 5,3/48+£1,0 7,6/25+28 3,1/70+£2,1
328 342 +£2,5 28,8/16 1,5 22,3/35+£2,2 31,6/8+1,7 11,8/65£1,5
32R 13,9+ 1,7 10,0/28 £0,7 8,5/39+0,9 10,8 /22 £ 1,4 4,5/68 +£2,0
33 12,8 £ 1,4 9,1/29+0,8 44/66+1,0 8,1/37+t1,4 42/67+1,0
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34 3.8+£22 3,1/18+x1,4 25/34+1,3 2,0/47+2,1 1,9/50+2,2
358 15,2+1,0 10,1/34+2,0 8,6/43+1,8 8,6/43+1,5 50/67+1,2
35R 12,7+1,1 6,9/47+0,7 6,1/52+0,9 38/70+2,4 4,0/69+1,3
368 12,6 £2,2 6,5/48+£1,1 5,1/60+£0,7 48/62+1,8 35/72+23
36R 6,2+1,8 29/53+2,1 23/63+1,0 23/63+2,1 1,5/76 £0,9
378 48+1,3 22/54+£14 1,7/65+2,1 3,3/31+£0,2 1,3/73+1,4
37R 32+14 1,2/63 1,7 1,0/69+0,9 1,5/53+1,5 0,6/81+14
38S 4,1 +£3,1 1,7/49£1,2 1,L1/73+£1,6 3,0/17%3,1 1,L1/76 + 1,4
38R 2,8+09 0,9/54+1,0 0,6/78 1,1 1,1/61+£1,0 0,5/82+1,0

*Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).

Da mesma forma que os experimentos anteriores houve degradacao preferencial
de hopanos (picos 30-38, Figuras 66 e 67, Tabela 28) em relagdo aos terpanos
triciclicos (picos 16-18, 20-22 e 25, Figuras 66 e 67, Tabela 28) para ambos os
consorcios, levando a um aumento na razao entre eles [Tabela 44, pdg. 219], sendo que
a biodegradacgdo foi mais pronunciada quando se utilizou FB como matriz. Os terpanos
triciclicos de C,3-C5; foram mais biodegraddos neste ensaio do que nos dois primeiros,
também com maior preferéncia pelos epimeros R, com taxas variando de 17 a 25 %
com Col e de 16 a 27 % com Co2 ambos em 60 dias. O 17a(H),21B(H)-30-hopano
(pico 30) também foi mais biodegradado neste ensaio do que nos outros experimentos,
apresentando taxas de 71 e 83 % para Col e Co2, respectivamente. Os consorcios
mantiveram a mesma ordem de preferéncia para os homohopanos (picos 32 e 35-38,
Figuras 66 e 67, Tabela 28), porém com maior taxa de biodegradacdo do que no
primeiro e segundo ensaios: C3sR > C358 > C34R > C34S > C33R > C335 > C5oR > G385 >
CsiR > C54S.

Para a série dos norhopanos houve aumento da concentracio de 3 a 24 % para o
Col e de 17 a 28 % quando o Co2 foi utilizado, novamente com concomitante

degradacdo de hopanos, resultando mais uma vez no aumento da razdo de 25-NH



Resultados e Discussdo — Capitulo 2

[Tabela 44, pdg. 219]. Estes dados podem ser visualizados pelos cromatogramas
mostrados nas Figuras 68 ¢ 69 e pelo aumento da concentracio como mostra a Tabela

29.
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Figura 68. SIM m/z 177 para P1 adsorvido em folhelho FSA com Col em (B) 30 e (C) 60 dias.
25,28,30-TNH = 170(H),18c(H),21B(H)-25,28,30-trisnorhopano; 25-NH = 17a(H),21B(H)-25-
norhopano; 30-NH = 17a(H),21B(H)-30-norhopano; PI = Padrao Interno (5a-colestan-3-ona).
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Figura 69. SIM m/z 177 para P1 adsorvido em folhelho FB com Co2 em (B) 30 e (C) 60 dias.
25,28,30-TNH = 170(H),18a(H),21pB(H)-25,28,30-trisnorhopano; 25-NH = 17a(H),21B(H)-25-
norhopano; 30-NH = 17a(H),21B(H)-30-norhopano; PI = Padrao Interno (5a-colestan-3-ona).
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Tabela 29. Concentracao (ug/g F1), mostrando enriquecimento, para a série de norhopanos detectados

através do SIM m/z 191 e 177 com P1 adsorvido em folhelhos FSA e FB para Col e Co2

Concentragdo (ng/g F1)
Concentragdo (ug/g F1)
Pico Compostos (+ = 60 dias)
(controle, t+ = 0)

FSA/Col FB/Co2

-? 17a(H),18a(H),21B(H)- 37£23 3.8+1,2 46+14
25,28,30-trisnorhopano
26" 17a(H),180u(H),21B(H)- 4,6 £1,7 48+19 5415
28,30-bisnorhopano
27¢ 17a(H),21B(H)-25-norhopano 3,8%+1,9 42+14 51+£1,0
284 17a(H),21B(H)-30-norhopano 702 +22 87,3+0,9 90,2+1,6
29° 178(H),21ou(H)-normoretano 40+14 4,2 +0,8 49+1,1

a17oc(H),180c(H),21[3(H)-25,28,30-trisnorhopano em m/z 177 (Figuras 45 e 46); b17oc(H),180c(H),21[3(H)—28,30—bisnorhopano
em m/z 191(Figuras 38 e 39); c170L(H),21B(H)—ZS—norhopamo emm/z 191 e 177, d170((H),21[3(H)—30—norhopano emm/z 191 e

177, e17[3(H),21OL(H)-normoretano emm/z 191 e 177.

3.2.1.3.4 Esteranos Regulares

Os cromatogramas obtidos através da técnica SIM m/z 217 para o Col e Co2 com
P1 adsorvido nos folhelhos FSA e FB, respectivamente estdo representados nas Figuras
70 e 71.

A Tabela 30 mostra as concentragdes em ug/g F1 e as taxas de biodegradacao

calculadas para este experimento com ambos 0s consOrcios.
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Figura 70. SIM m/z 217 para P1 adsorvido em folhelho FSA mostrando o incremento da
biodegradagdo de esteranos normais e diasteranos com Col em (B) 30 e (C) 60 dias. PI = Padrao

Interno (5a-colestan-3-ona).
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Figura 71. SIM m/z 217 para P1 adsorvido em folhelho FB mostrando o incremento da
biodegradacdo de esteranos normais e diasteranos com Co2 em (B) 30 e (C) 60 dias. PI = Padrao

Interno (5a-colestan-3-ona).




Tabela 30. Concentracdao (ug/g F1) e TB (%) para esteranos em m/z 217 com P1 adsorvido em

folhelhos FSA e FB para Col e Co2
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Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Tempo (dias)

Pico
Controle FSA/Col FB/Co2
(0] 30 60 30 60

39 36,4 £1,0 27,1/26+£28 223/39+3,0 24,2/35%+32 22,1/39+£1,9
40 13,8 £2,7 9,2/33+1,0 8,1/41 £2,01 9,4/32+2,5 7,8/43+2,6
41 5,8+£3,0 38/34+£1,9 32/45+1,2 3,7/36 £ 1,4 3,1/47+£3,8
42 4932 32/35+£2,1 2,8/43+£2,1 3,1/37+1,1 2,7/45+£3,2
43 4,6 £0,8 38/17+£2,8 29/37+£1,9 35/24£2,6 2,8/39+£1,2
44 25+25 22/12+0,9 1,7/32+1,7 2,0/20%1,5 1,6/36£1,8
45 342 +2,6 17,3/49+£2,0 11,6/66 + 14 15,4/55+£3,2 11,1/68+1,7
46 35,1 £2,1 16,5/53+£24 11,6 /67 £1,2 15,2/57+£1,0 10,3/71£1,6
47 22,1+£24 13,5/39+£2)5 73/67+1,5 11,5/48 £1,7 6,4/71 £3,1
48 24,6 £2.4 13,3/46 +£2,2 7,4/70+0,9 10,6 /57 £1,0 52/79+£2,5
49 45+1,6 41/9+1,3 32/29+2.2 39/13+x14 3,0/33+£2,1
50 3,3+£2,7 24/27+1,5 1,4/52+£0,9 26/21+1,8 1,2/64£1,5
51 2,115 1,3/38+£2,1 09/57+1,1 09/57+1,5 0,7/67x1,7
52 24+20 1,4/42 +1,6 1,1/54+0,8 1,4/42+1,6 0,8/67 %32
53 3,6+1,7 20/44+£1,3 1,4/61 1,2 23/36+1,2 1,2/67+25
54 338+1,9 20,2/40£3,7 18,0/47+£1,9 19,4/43£24 17,5/48 £3,0
55 40+£22 32/20+£1,8 20/50+14 30/25+£1,8 2,1/48 £3,1
56 36,1 £1,0 27,5/24 £3,1 17,8/51+£1,2 25,1/30+1,5 18,0/50£2,0

*Média de duplicata, desvio padrao (n=2).

Os esteranos normais e diasteranos foram biodegradados na mesma ordem ja
relatada nos ensaios anteriores: aaa 20R >> afjf 20R + o} 20S > aaca 20§ >>

diasteranos, com degradagdo seletiva de Cy; > Cy3 > Cy9 [Tabela 30] para ambos os
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consorcios, mostrando que a preferéncia de degradacdo para esteranos € independente
se o petrdleo estd adsorvido ou ndo.

Neste experimento também houve remoc¢ao preferencial de hopanos (picos 30-38,
Figuras 66 e 67, Tabela 28) (com enriquecimento de 25-norhopanos) antes dos
esteranos (picos 45-56, Figuras 70 e 71, Tabela 30), levando a um aumento da razao
esterano/hopano para ambos os consércios aerdbios [Tabela 44, pdg. 219].

A andlise de todos os experimentos com o consoOrcio aerdobio revelou que a
dispersdao do petroleo em areia e/ou folhelhos ndo altera significativamente a
microbiota, uma vez que as bactérias pertencentes aos géneros Ahromobacter e Bacillus
sdo predominantes em todos os consdrcios aerobios. Porém pode inibir e/ou aumentar a
expressdao de outras enzimas presentes nos microrganismos, € com isso, provocar
aumento e/ou diminui¢do na velocidade do processo, bem como na seletividade de
degradacdo para algumas classes de biomarcadores. Isto pode ser atribuido a um
aumento da superficie de contato 6leo-dgua tornando os compostos do petréleo mais
acessiveis a acdo dos microrganismos € a presenga de microconstituintes [Tabela 25] e
nutrientes inorganicos, tais como Fe, P e Si, presentes nas matrizes, que favorece o
aumento da biomassa e conseqiiente aumento das taxas de biodegradacao do petréleo.

E possivel também verificar que nas condi¢des aerébias aqui estudadas,
independente se o petrdleo estd adsorvido ou ndo, a suscetibilidade de biodegradagdo
para as classes de biomarcadores analisadas segue a ordem: hidrocarbonetos > hopanos
e homohopanos (com enriquecimento de 25-norhopanos) > esteranos > terpanos
triciclicos. Sendo que para os homohopanos houve preferéncia pelos homdlogos de
maior peso molecular Cs;s > Cs4 > Cs3 > C3; > C3; e a biodegradacido dos esteranos
seguiu a ordem aoao 20R >> offf 20R + aff 20S > aca 20S >> diasteranos,

diminuindo com o nimero de carbonos [Cy; > Cyg > Cyo].
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3.2.2 BIODEGRADACAO ANAEROBIA (AN)

Neste item sdo abordados os resultados obtidos quando se utilizou o consércio
anaerdbio (AN) com P1 disperso no meio, adsorvido em areia e nos folhelhos FSA e
FB. Aqui é feita uma comparacdo com os dados que foram discutidos quando as
condi¢des de aerobiose foram usadas.

Os microrganismos responsdveis pelo processo de biodegradacdo anaerdbia
foram identificados como sendo anaerdbios facultativos e pertences aos géneros
Bacillus (89 %) e Acinetobacter (11 %), ambos conhecidos pela capacidade de utilizar
hidrocarbonetos como fonte de carbono diretamente (Toledo et al., 2006) ou por

utilizarem os metabdlitos produzidos por outras bactérias, quando estdo em consOrcios

(DuTeau et al., 1998).

3.2.2.1 Andlise da fragdo neutra saturada com petroleo disperso no meio
3.2.2.1.1 n-alcanos e isoprendides
Os RICs m/z 71 mostrando o incremento da biodegradacao de 30 a 180 dias para

o consdcio anaerébio AN estd representado na Figura 72 e as taxas de biodegradagdo

para este ensaio estdo na Tabela 31.
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Figura 72. RIC m/z 71 mostrando a biodegradacdo de P1 disperso no meio com consércio

anaerébio AN durante 180 dias de incubagdo. nC;3-nCs, = n-alcanos; P = Pristano; F = Fitano;

PI = Padrio Interno (Sa-colestan-3-ona).
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Tabela 31. Taxas de biodegradacdo (%) para n-alcanos e isoprendides utilizando P1 disperso no meio com consércio anaerébio

Taxas de biodegradagdo (%)°/Tempo (dias)

Pico Composto Formula MM®
30 60 90 120 150 180

nCyz n-Tridecano Ci3Hog 184 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCis n-Tetradecano Ci4Hjzo 198 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nC;s n-Pentadecano Ci5Hso 212 5+1,0 11+1,1 13+1,0 36 +2.8 64+1,3 68 +1,5
nCies n-Hexadecano Ci6Hz4 226 28 +0 28 +1,3 42+13 50+3,2 62 +4,0 63+1,3
nCy;  n-Heptadecano Ci17H36 240 5+1,2 6+04 15+0,5 18+1,0 42 +2.1 50+0,9

P Pristano Ci9Hyo 268 3+£0,2 5+£2.2 13+£3,0 16 £04 31+1,2 45+0,5
nCigs n-Octadecano CigHsg 254 2+0,6 9+1,5 18+1,9 24 +0,9 48 £ 1,1 54+£2.1

F Fitano CyoHy 282 2+0 4+0,6 13£1,6 14 £0,8 30+0,5 390+1,2
nCi9 n-Nonadecano Ci9Hyo 268 18+1,7 34+1,6 40+1.4 5012 53+1,2 55+0,6
nCy n-Eicosano CooHyz 282 18+1,0 16 +0,2 16 +0,9 15+3,0 32+1,2 45+22
nC,; n-Heneicosano Co1Hys 296 1+22 34 +0,6 36 +2,1 56 +£0,9 61+1,5 69+1,5
nCy» n-Docosano CarHuyg 310 22+20 20+£2.6 18+1,5 18+1,1 34+1,6 49 +0,9
nCy; n-Tricosano Co3Hyg 324 23+£2.0 31+£1,2 42+1,4 46 £2,2 56 £1,1 60 £0,8
nCys n-Tetracosano Cy4Hs 338 27 +1,1 38+£0,6 41 +1,1 48+1.4 58+1,0 65+1,3
nCys n-Pentacosano CysHs, 352 25+2.1 31+04 41 £2,9 45 +0,6 53+0,8 60+ 1,8
nCys n-Hexacosano Cy6Hs4 366 20+ 1,8 37+1.,8 38+0,5 39+14 47+ 14 64 +0,6
nCy;  n-Heptacosano Cy7Hs6 380 29+0 31+1,6 39+14 43 +0,8 47 + 1,7 68 +1,6
nCys n-Octacosano CosHsg 394 24+ 1,6 31+0,5 36 2,2 38 +0,9 49+1,5 63+1,0
nCsyy n-Nonacosano Ca9Hgo 408 26 +0,9 28 0,4 38+1,3 47 £ 1,1 66 +1,8 69 +2.0
nCsy n-Triacontano CsoHe2 422 25+19 28 +1,0 30+14 31+1,0 33+1,3 44 + 1,1

nCs;  n-Hentriacontano Cs1Hgs 436 23+14 25+14 33+1,2 36 £0,6 47 +2,1 49+1,6
nCs, n-Dotriacontano CsoHgg 450 15+23 21+1,2 23+1,3 35+1,0 41 +2,0 50+1,1
*MM = Massa Molecular; "Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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O consorcio anaerébio com o petréleo disperso no meio degradou seletivamente
n-alcanos e isoprendides com uma menor taxa de biodegradacio (intervalos de tempos
maiores), quando comparada aos aerobios. Mesmo apds 180 dias de ensaio observou-se
que a série homodloga de n-alcanos e os isoprendides P e F foram apenas levemente
biodegradados, com taxas variando de 39 a 69 %.

De forma semelhante aos aerdbios, este consorcio também biodegrada n-alcanos
antes dos isoprendides, resultando no aumento das razdes P/nC;; e F/nCig e na
diminuicdo da razdo P/F [Tabela 43, pdg.213], evidenciando que a preferéncia em
degradar n-alcanos a compostos ramificados independe das condi¢des, se aerdbias ou
anaerodbias, utilizadas no experimento.

Contrario ao que ocorreu para os aerobios, o IPC apresentou valores > 1 com o
aumento da biodegradacdo, sugerindo que os consorcios anaerébios degradam
preferencialmente n-alcanos com nimero impar de carbonos em comparaciao aos

alcanos com niimero par de carbono [Tabela 43].

3.2.2.1.2 Sesquiterpanos Biciclicos

O consorcio anaerdbio degradou os sequiterpanos biciclicos com esqueleto tipo
drimano e homodrimano de forma semelhante ao consorcio aerébio Co2 com Pl
adsorvido em areia.

A Figura 73 mostra o RIC m/z 123 para este experimento.
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Figura 73. Sesquiterpanos biciclicos monitorados através do fon m/z 123 no ensaio com

P1 disperso no meio com consércio anaerébio em (B) 90 e (C) 180 dias.
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3.2.2.1.3 Terpanos Triciclicos, Tetraciclicos e Pentaciclicos

A Figura 74 apresenta o cromatograma obtido para os terpanos triciclicos,
tetraciclicos e pentaciclicos através do SIM m/z 191 com consoércio anaerdobio e Pl
disperso no meio.

A Tabela 32 mostra a concentracdo em pg/g F1 e as taxas de biodegradacdo

calculadas para este ensaio em 90 e 180 dias.
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Tabela 32. Concentragdo (ng/g F1) e TB (%) para terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos em m/z 191 com consoércio

Concentragdo / TB (%)*

Pico Tempo (dias)
0] 30 60 90 120 150 180

16 33,0+£3,0 282/15+£1,0 28,0/15+£3,2 28,1/15+25 27,7/16x26 268/19x1,1 21,7/34+1,8
17 16,5+1,0 15,6/5+£3,0 152/8%£1,2 13,6 /18 £2,7 12,5/24+£32 11,7/29+24 11,2/32+34
18 5,9+27 5,8/2+3.8 56/5+1,9 54/8+19 54/8+1,0 52/12+£29 48/19+1,5
19 48 +£3.8 46/4+27 46/4+20 45/6+3,6 44/8+1,1 43/10+x14 38/21+x14
208 6,0 +3,2 5,9/3+£3,2 5,8/5+24 58/5+1,7 55/10+ 1,8 5,2/15+£3,1 4,0/34+3,8
20R 6,1 £0,8 5,5/8=+£0,8 53/12+£2,7 52/13+£2,6 44/27+£20 42/30+1,9 3,6/40£2,0
218 53+2,1 56/5+2,1 54/8+14 49/17+1,5 40/32+1,6 38/36+1,5 3,6/39+23
21R 59+26 46/13+2,6 43/19+1,2 40/25+£25 3,8/28 £3,1 34/36+2,3 32/40+3,1
228 49+24 47/10+2,6 44/15+14 42/19+1,0 42/19+1,7 40/23+24 3,1/37+1,2
22R 52+£24 48/2+273 46/6+2,0 42/14+£22 39/20£1,4 34/31+£24 32/38+£1,7
23 54+1,6 52/4+14 52/4+£38 51/6+1,0 48/11+25 42/22+1,7 39/28+£1,6
24 15,6 £2,7 152/3+1,2 148/5+0,9 146/6+1,8 13,8/12+14 11,5/26+x2,77 94/40+1,9
258 45+20 46/4+272 45/6+3,1 44/8+1,5 39/19+£1,9 39/19+1,7 34/29+£23
25R 48+1,5 44/2+1,7 43/4+14 42/7+1,7 3,6/20+£2,2 32/29+£1,8 3,0/33+£2,0
26 46+1,7 46/0+14 46/0+22 44/4+£3,1 42/9+25 3,7/20+£1,7 34/26+3,8
27 38+1,9 38/0£3,8 36/5+1,9 34/11+£2,2 34/11£3,1 3,1/18+£1,9 2,8/26+1,7
28 70,2 £2,2 68,6/2+1,9 66,8/5+14 65,8/6+22 552/21+14 473/33+1,9 402/43+14
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29
30
31
328
32R
33
34
358
35R
365
36R
378
37R
38§
38R

40+14
120,0£1,9
10,2+ 1,4
342 %25
139+1,7
12,8+ 1,4
3,.8+£22
152+1,0
12,7+ 1,1
12,6 +2,2
6,2+1,8
48+1,3
3214
4,1+3,1
2,8+09

39/3+27
118,0/2+1,5
10,0/2+1,7
33,0/4£27
12,6/9+1,9
11,7/9+2,0
3,6/5+0,2
14,4/5+3,2
8,7/31+1,2
10,2/19+24
5,0/19+1,0
4,6/4+22
3,1/3+£1,1
40/2+32
2,7/4+09

39/3+20
116,0/3+2.2
9,6/6+3,1
320/6+14
12,1/13+1,9
10,1/21+2,6
34/11 1,5
13,9/9+£2,0
8,4/34+0,8
9,1/28+23
5,0/19+£2,1
4,6/4+1,8
30/6+20
39/5+x04
2,6/7+09

38/5+19
111,2/7+1,9
8,4/18+3,8
32,0/6+1,7
11,8/15+14
94/27+14
29/24 +£3,1
13,6/11£25
7,2/43+£24
82/35+1,8
4,8/23+6,1
42/13+£0,2
2,7/16 1,5
3,8/7+4,1
24/14+1,0

3,6/10+£1,7
89,0/26+2,0
6,3/38+£1,9
31,6 /81,7
11,4/18+2,2
8,5/34+1,7
2,6/32+09
12,8 /16 £0,9
6,9/46+3,4
7,8/38+1,6
3,6/42+0,1
3,7/23+£2,1
24/25+x14
34/17+3,1
2,1/25+1,3

32/20+1,7
54,7/54+14
52/49+£3,8
29,4/14+0,9
10,6 /24 +£1,5
82/36+2,2
1,9/50+2,0
11,2/26 +0,9
6,7/47+0,8
74741 £5,0
32/48+22
34/29+1,1
1,9/41 £3,1
2,6/37+1,8
20/29+24

29728 £1,7
48,9/59+2,5
4,8/53 27
182/47+1,5
6,8/51+2,0
7,6/41 £4,0
1,8/53+£1,5
8,8/42+22
6,4/50+1,3
74741 £43
3,2/48 £3,1
29/40+ 1.4
1,8/44+ 1,5
2,6/36%+1,5
1,7 /39%1,5

*Média de duplicata, desvio padrio (n=2).
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O consorcio anaerébio apresentou um comportamento contrario aos aerobios na
biodegradacgdo de terpanos triciclicos e pentaciclicos. Observou-se uma leve preferéncia
pelos terpanos triclicos Cyg € Cyg (pico 21 e 22, Figura 74, Tabela 32) em relagdo ao
hopano Css (pico 38, Figura 74, Tabela 32) levando a uma diminuicdo das razdes TT
[(Cyg terpano triciclico (TT)/Css 17a,21B-homohopano (Cs;sH), Cye terpano triciclico
(TT)/Css 170a,21B-homohopano (Cs;sH)] [Tabela 44, pdg. 219]. Nos ensaios com
aerdbios estas razOes aumentaram mostrando remocao preferencial do hopano Css.

Mesmo sendo mais resistentes ao processo de biodegradacao do que n-alcanos e,
algumas vezes, de hopanos, a remocdo dos terpanos triciclicos de Cy3-C3; pode ser
avaliada e, neste estudo, comparativamente eles foram mais biodegradados pelos
microrganismos anaerébios do que pelos aerdbios apresentando taxas de degradagdo
variando de 19 a 40 %.

Os epimeros 22R de C;;-C;5 homohopanos de menor peso molecular [Cs; > C3, >
Cs3> C34> Cs5] foram preferencialmente biodegradados pelos anaerdbios, contrario aos
aerobios que mostraram remogao preferencial dos homdlogos de maior peso molecular.
O indice de homohopano [IH, Tabela 44] também confirma a remocao preferencial de
C5,-C35 homohopanos, mostrando a maior resisténcia de Css pentaquishomohopano
durante o processo de biodegradacgao.

Os norhopanos, 18a(H)-22,29,30-trisnorneohopano (Ts) e 17a(H)-22,29,30-
trisnorhopano (Tm) permaneceram quase inalterados levando a uma pequena variagao
na razdo Ts/Tm, assim como ocorreu para os aerébios [Tabela 44].

Para a série de norhopanos (C,7;-C;4 170,21B-25-norhopanos) observou-se um
fendmeno inverso ao que ocorreu com os aerobios, ou seja, houve remoc¢do de ambos
hopanos e 25-norhopanos com maior degradag¢dao de hopanos. Em principio poder-se-ia
concluir que a degradacdo dos hopanos e norhopanos segue caminhos comuns em
condi¢Oes anaerodbicas, entretanto Bost et al. (2001) mostraram que em condigdes

aerobias também ocorre a remoc¢do simultinea de ambos hopanos e norhopanos,
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contrastando com o que foi observado no nosso experimento. Portanto s6 pode ser
concluido que a preferéncia de degradacdo desses compostos depende primariamente
da microbiota e ndo da presenca ou auséncia de oxigéncio.

Devido a biodegradacdao de hopanos antes dos 25-norhopanos ocorreu uma
diminuicdo da razdo 25-NH [Tabela 44, pdg. 219], evidenciando mais uma vez a
resisténcia dos 25-norhopanos relativa aos hopanos.

A Figura 75 mostra o incremento da biodegradacio para a série de norhopanos
monitorados através do SIM m/z 177 e a Tabela 33 contém a concentracio e as taxas de

biodegradac¢do para esta série.
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Figura 75. SIM m/z 177 para P1 disperso no meio com consércio anaerébio em (B) 90 e (C) 180
dias. 25,28,30-TNH = 17ou(H),18a(H),21B(H)-25,28,30-trisnorhopano; 25-NH = 17a(H),21B(H)-
25-norhopano; 30-NH = 17a(H),21B(H)-30-norhopano; PI = Padrdo Interno (5a-colestan-3-ona).




Resultados e Discussdo — Capitulo 2

Tabela 33. Concentracdo (ng/g F1) e TB (%) para a série de norhopanos detectados através do SIM

m/z 191 e m/z 177 com P1 disperso no meio para consércio anaerébio

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Pico Compostos
0 30 60
- 170(H),180u(H),21B(H)- 37+£23 3,6/3+1,6 3,1/16+1,0
25,28,30-trisnorhopano
26 170(H),180(H),21B(H)- 4,6+1,7 44/4+3,1 34/26+38
28,30-bisnorhopano

27¢ 170(H),21B(H)-25-norhopano 38+19 34/11+£3,2 2,8/26+1,7
28¢ 170(H),21B(H)-30-norhopano 702 +22 65,8/6+22 40,2/43+1,4
29¢ 17B(H),21o(H)-normoretano 40+14 3.8/5+19 29/28 1,7

a17oc(H),18(1(H),21B(H)-25,28,30-trisn0rhopan0 em m/z 177 (Figuras 45 e 46); b170((H),l80L(H),21[3(H)—28,30-bisn0rhopano
em m/z 191(Figuras 38 e 39); C170c(H),21B(H)-ZS-norhopano em m/z 191 e 177; d170L(H),21[3(H)—30-n0rh0pan0 emm/z 191 e

177, e17[3>(H),21oc(H)—normoretano emm/z 191 e 177.
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3.2.2.1.4 Esteranos Regulares

O cromatograma para esteranos regulares e diasteranos analisados através do

SIM m/z 217 na presenca do consércio anaerdbio € apresentado na Figura 76.
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Figura 76. SIM m/z 217 para P1 disperso no meio mostrando o incremento da biodegradacio de

esteranos normais e diasteranos com consoércio anaerébio AN. PI = Padrao Interno (5a-colestan-3-

ona).
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As concentragdes e taxas de biodegradacdo para esta classe utilizando P1

disperso no meio e o consércio anaerébio é mostrado na Tabela 34.

Tabela 34. Concentracdo (ng/g F1) e TB (%) para esteranos em m/z 217 com P1 adicionado direto ao

meio para consorcio anaerobio

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Pico Tempo (dias)
0 90 180

39 36,4 +£1,0 240/34£22 22,8/37+1,1
40 13,8 £2,7 9,2/35+1,5 8,5/38+1,6
41 5,8+£3,0 39/33+£04 34/41£2,8
42 49372 3,3/33+£1,1 3,0/39+£2,2
43 4,6 £0,8 3,3/28£1,6 3,1/37+£1,2
44 25+25 2,0/20£0,5 1,6/36£1,5
45 342 +2,6 14,8 /57 £2,2 10,8/ 68+ 1,7
46 35,1 +2,1 15,6/56 £1,0 9,9/72+0,6
47 22,1+£24 11,3/49 £0,7 6,2/72+£2,1
48 24,6 £2.4 10,2/59+1,0 48/80+1,5
49 45+1,6 3,6/20+14 3,0/33+1,1
50 33+27 2,1/36+1,2 1,3/61+1,5
51 2,1+1,5 1,2/43+£1,5 0,8/62+0,7
52 24+£20 1,3/46+0,6 09/63+1,2
53 3,617 1,9/47+£1,2 1,3/64+1,5
54 338+1,9 18,4/46 £ 1,4 16,2/52+£2,0
55 40+272 2,7/33+£1,2 1,8/55+2,1
56 36,1 £1,0 24.8/31 £1,1 15,6/57+1,0

*Média de duplicata, desvio padrao (n=2).
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Contrario ao observado com os consdrcios aerdbios, 0s esteranos normais €
diasteranos foram mais biodegradados que os hopanos pelos anaerdbios, porém, seguiu
a mesma ordem de preferéncia relatada com os aerébios: oo 20R >> afff 20R +
afp 20S > aao 20§ >> diasteranos, com degradagdo seletiva de C,; > Cyg > Cy
[Tabela 34]. Como houve remoc¢do preferencial de esteranos relativo aos hopanos, a
razao esterano/hopano diminuiu com o aumento da biodegradacao [Tabela 44, pdg.
219], em oposi¢do aos experimentos em condi¢do aerébia que mostrou aumento para
esta razao.

A partir destes resultados foi possivel ampliar observacdes anteriores e inferir
que a degradacao preferencial de hopanos ou esteranos ou produgio (enriquecimento)
de norhopanos ndo ocorre segundo uma rota bioquimica especifica mas € resultado de
um conjunto complexo de multiplas reacdes microbianas, portanto variagdes na
microbiota acarretam preferéncias distintas na biodegradacio que ndao podem ser
atribuidas exclusivamente a um ou outro microrganismo anaerébio ou aerobio, mas
possivelmente a associacdo entre eles, de acordo com a hipétese sugerida neste

trabalho.

3.2.2.2 Andlise da fragdo neutra saturada com petroleo adsorvido em
matrizes (areia e folhelhos)

3.2.2.2.1 n-alcanos e isoprendides

As Figuras 77, 78 e 79 apresentam os cromatogramas de ions extraidos de m/z 71
para o consorcio anaerobio com P1 adsorvido em areia e nos folhelhos FSA e FB,
respectivamente.

Como ndo houve alteragcOes significativas nas taxas de biodegradacio para n-
alcanos e i1soprenodides de 30 a 90 dias e de 120 a 180 dias, a Tabela 35 mostra apenas

as taxas de biodegradacdo para 90 e 180 dias.
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Tabela 35. Taxas de biodegradacdo (%) para n-alcanos e isoprendides utilizando P1 adsorvido em areia e folhelhos FSA e FB com

consorcio anaerobio em 90 e 180 dias

Taxas de biodegradagdo (%)°/Tempo (dias)

Pico Composto Formula MM® P1 em Areia P1 com FSA P1 com FB
90 180 90 180 90 180

nCy; n-Tridecano Ci3Hog 184 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCis n-Tetradecano Ci4Hzo 198 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCys n-Pentadecano CisHa, 212 85+1,3 >99+1.,5 85+1,0 92 £2.8 82+1,0 89+ 1,1
nCis n-Hexadecano Ci6H34 226 82+4,0 >99+1,3 66 £1,3 81 +3,2 65+0 76 £1,3
nCy;  n-Heptadecano C17H36 240 48 £2,1 98 £0,9 43 +0,5 93+1,0 48 +1,2 98 +£04

P Pristano Ci9Hyo 268 46 £ 1,2 93+0,5 38+3,0 87+04 35+0,2 88 +2.72
nCigs n-Octadecano CigHsg 254 68+1,1 97 +2,1 55+£1,9 83+0,9 51+£0,6 98 +1,5

F Fitano CyoHs 282 41 +0,5 87+£1,2 36+£1,6 81 +£0,8 31+0 82+0,6
nCi9 n-Nonadecano Ci9Hyo 268 55+£1,2 91 £0,6 34+14 91+1,2 34 +1,7 82+1,6
nCyy n-Eicosano CroHys 282 58+1,2 90+£2,2 33+£0,9 75+3,0 34+£1,0 70 £0,2
nC,; n-Heneicosano Cy1Hyy 296 66+1,5 911,5 41 +£2,1 91+09 43+£272 57+0,6
nC,, n-Docosano CxHyg 310 57+1,6 82+0,9 29+1,5 69 £1,1 4120 52+2,6
nCy; n-Tricosano Co3Hys 324 48 +1,1 91 +0,8 55+14 90+2,2 26+2,0 56+1,2
nCy  n-Tetracosano C4Hsg 338 57+1,0 83+1,3 19+1,1 68+14 36 +1,1 47 +£0,6
nCys n-Pentacosano Cy5Hso 352 46 + 0,8 93+1,8 46 +2,9 69 +0,6 33+2,1 54 +04
nCy n-Hexacosano CyHsy 366 5614 90+0,6 31+0,5 65+14 21 £1,8 45+1,8
nCy;  n-Heptacosano Cy7Hse 380 65+1,7 94 +1,6 55+1,4 93 +0,8 24 +0 46 + 1,6
nC,gs n-Octacosano CogHsg 394 44+ 1,5 89+1,0 44 +£22 63 +0,9 20+1,6 48 £0,5
nCy n-Nonacosano CaoHgo 408 53+1,8 93+2.0 44 +1,3 86+1,1 36 +0,9 52+04
nCsy n-Triacontano CsoHgp 422 71+1,3 95+1,1 58+14 75+1,0 20+1,9 51+1,0
nCs; n-Hentriacontano Cs1Hgy 436 71+2,1 97+1,6 6012 96 + 0,6 17+14 53+14
nCs, n-Dotriacontano CsoHgg 450 41 +2,0 nd nd nd 31+23 nd

MM = Massa Molecular; "Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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A biodegradagdo de n-alcanos e isoprendides utilizando petrdleo adicionado nas
diferentes matrizes pelo consércio anaerdbio foi mais efetiva do que quando se utilizou
o petréleo nao adsorvido, porém menos pronunciada e mais lenta do que nos ensaios em
condic¢des aerdbias. Estes resultados mostram mais uma vez que a matriz influencia na
biodegradacdao do petrdleo acelerando o processo € também que em anaerobiose o
processo € mais demorado. Entre as matrizes a areia foi mais eficiente, devido a maior
quantidade de silicatos, que o folhelho FSA seguido pelo folhelho FB.

De forma semelhante aos aerdbios, nestes experimentos houve biodegradacao de
n-alcanos antes dos isoprendides, resultando, mais uma vez, no aumento das razdes
P/nC;; e F/nC g e na diminui¢ao da razao P/F [Tabela 43, pdg. 213].

Seguindo o que foi observado no experimento com P1 disperso no meio, aqui
também notou-se o aumento do IPC ao longo do experimento, ratificando que os
consorcios anaerobios preferem degradar alcanos com nimero impar de carbonos

relativo aos alcanos com nimero par de carbonos [Tabela 43].

3.2.2.2.2 Sesquiterpanos Biciclicos

O consércio anaerébio com P1 adsorvido em areia degradou os sequiterpanos
biciclicos mais efetivamente comparado ao ensaio com P1 adsorvido em folhelho FSA.
Estes mesmos compostos permaneceram quase inalterados quando o consércio
anaerébio foi usado com P1 adsorvido em folhelho FB. A Figura 80 mostra estes

resultados.
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Figura 80. Sesquiterpanos biciclicos monitorados através do fon m/z 123 no ensaio com

P1 adsorvido em (B) FB, (C) FSA e (D) areia para o consércio anaerébio em 180 dias.

Diferentemente do que ocorreu nos experimentos em condi¢des aerobias, o
biciclico 83(H)-homodrimano foi severamente biodegradado pelo consércio anaerébio

quando P1 esta adsorvido em areia, evidenciando mais uma vez que matrizes ricas em
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silicatos favorece a fixacdo dos microrganismos, aumentando a biomassa e a

biodegradagcdo dos componentes do petrdleo.

3.2.2.2.3 Terpanos Triciclicos, Tetraciclicos e Pentaciclicos

A Figura 81 mostra o incremento da biodegradacdo para terpanos triciclicos,
tetraciclicos e pentaciclicos monitorados através do SIM m/z 191 e a Tabela 36 contém
a concentragdo e as taxas de biodegradacdo para estes compostos utilizando condi¢oes

anaerobias e P1 adsorvido em diferentes matrizes.
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Tabela 36. Concentracdo (ug/g F1) e TB (%) para terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos monitorando m/z 191 com P1

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Pico  Controle P1 em areia P1 em FSA P1 em FB
0] 90 180 90 180 90 180

16 33,0+£3,0 279/15+£2)5 21,5/35+£1,8 278/16£3,2 266/19+1,1 28,0/15+£1,0 275/17+£2,6
17 16,5+1,0 13,4/19 £2,7 11,0/33£34 150/9+£1,2 11,5/30£24 154/7+£3,0 12,3/25+£32
18 5,9+27 52/12+19 46/22+1,5 54/8+19 50/15+29 5,6/5+3,8 522/12+£1,0
19 48 +£3,8 43/10+3,6 36/25+1,4 44/8+2,0 41/15+14 44/8+2]7 42/13+1,1
208 6,0 +3,2 5,6/ 71,7 3,8/37+£3,8 5,6/ 7+24 5,0/17£3,1 5,7/5+3,2 53/12+£1,8
20R 6,1 £0,8 50/18+£2,6 34/44 £2,0 5,1/16+2,7 40/34+19 5,3/13+£0,8 42/31+£2,0
218 53+2,1 45/15+1,5 32/39+£2,3 50/7+14 34/36+1,5 51/4+£2,1 3,6/32+1,6
21R 59+26 3,8/36+2,5 3,0/49 £3,1 40/32+1,2 3,1/47+£23 44/25+2,6 3,6/39+3,1
228 49+24 40/18+1,0 29/41+1,2 42/14+14 3,8/22+24 45/8+2,6 40/18+1,7
22R 52+£24 40/23+£272 30/42+£1,7 44/15+£2,0 32/38+£24 46/12+23 3,7/29+14
23 54+1,6 49/9+1,0 3,7/31£1,6 5,0/7+3,8 4,0/26+1,7 50/7+x14 46/15+£25
24 15,6 £2,7 144/8+1,8 92/41+£19 14,6/ 6 +0,9 11,3/28+2,7 150/4+12 13,6/13+14
258 45+20 42/7+1,5 32/29+£273 43/4+3,1 3,7/18 1,7 44/2+272 377/18+1,9
25R 48+1,5 40/17+1,7 2,8/42+£20 41/15+x14 3,0/38+1,8 42/13+1,7 34/29+£2,2
26 46+1,7 42/9+3,1 32/30+£3,8 44/4+£272 3,5/24 1,7 44/4+14 40/13+25
27 38+1,9 32/16£2,2 2,6/32+1,7 34/11£1,9 29/24+£1,9 36/5+3,8 3,2/16£3,1
28 70,2 £2,2 65,5/7+22 309/43+£14 66,5/5+14 472/33+19 684/3+19 550/22+14
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29 40+14 36/10+£1,9 2,7/33+£1,7 37/8+2,0 30/25+£1,7 3,7/8%2]7 34/15+£1,7
30 120,0£1,9 111,0/8 %19 48,7/59 £2,5 115,8/4+22 545/55+x14 1178/2+15 88,8/26+2,0
31 10,2+ 1,4 8,2/20+3,8 4,6/55+27 9.4/8+£3,1 5,0/51+£3,8 9.8/4+1,7 6,1/40+£1,9
328 34225 31,8/7+1,7 18,0/47+1,5 31.8/7+14  292/15+09 328/4+27 310/9+17
32R 139+1,7 11,6/17+14 6,6/53+2,0 119/14+19 104/25+£1,5 124/11+£19 11,2/19+£22
33 12,8+ 1,4 92/28+1,4 74742 +4,0 99/23+2,6 80/38+x22 11,5/10+x2,0 83/35+1,7
34 3.8+£22 2,7/29 £3,1 1,6/58 1,5 32/16 1,5 1,7/55+2,0 34/11+£0,2 2,4/37+09
358 152+1,0 13,4/12+£25 8,6/43+2)2 13,7/10£2,0 11,0/28+0,9 142/7+£32 12,6/17+0,9
35R 12,7+ 1,1 7,0/45+24 6,2/51+1,3 8,2/35+0,8 6,5/49+0,8 85/33+x12 6,7/47+34
365 12,6 +2,2 8,0/37+1,8 7,2/43 £43 89/29+23 72/43+£50 10,0/21+24 7,6/40%1,6
36R 6,2+1,8 4,6/26+6,1 3,0/52+3,1 48/23+2,1 30/52+22 48/23+x1,0 3,4/45+0,1
378 48+1,3 4,0/17+£0,2 27/44+14 44/8+1,8 32/33+1,1 44/8+2,2 35/27+2,1
37R 3214 25/22+1,5 1,6/50 1,5 2,8/13+£2,0 1,7/47 £3,1 2,8/13+1,1 22/31+x1,4
38S 4,1+3,1 3,6/12+4,1 2474115 3,7/8+04 24741 +£1,8 3,8/8+£3,2 32/22+3,1
38R 2,8+£0,9 22/21+1,0 1,5 /46 £ 1,5 24/14+£09 1,8/36+24 25/11+09 2,0/29+1,3

*Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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O consorcio anaerébio com P1 adsorvido em matrizes apresentou 0 mesmo
comportamento observado para o experimento que utiliza P1 disperso no meio, porém
com maior taxa de biodegradacdo. Ou seja, houve remog¢ao preferencial de terpanos
triclicos Cyg € Cy (picos 21 e 22, Figura 81, Tabela 36) relativo ao Css hopano (pico
38, Figura 81, Tabela 36), levando a uma dimunui¢do das razdes TT [Tabela 44,
pdg.219], contrdrio ao que se observou para os aerdbios. Os terpanos triciclicos de Cs3-
Cs, (picos 16-18, 20-22 e 25, Figura 81, Tabela 36) foram removidos apds degradacao
de hopanos com maior biodegradacdo no ensaio com P1 adsorvido em areia (de 22 a 49
% em 180 dias), seguido do ensaio com P1 adsorvido em FSA (de 15 a 47 % em 180
dias) e com FB (de 12 a 39 % em 180 dias).

A degradacdo de homohopanos (picos 32, 35-38, Figura 81, Tabela 36), assim
como foi visto no ensaio com anaerébios e P1 disperso no meio, seguiu a ordem
preferencial dos epimeros 22R de menor peso molecular [C3; > C;z; > Ci3 > Ciy > Css,
independente da matriz utilizada, contrdrio aos aerébios que mostraram remog¢ao
preferencial dos homélogos de maior peso molecular. O indice de homohopano [IH,
Tabela 43] também confirma a remocdo preferencial de C;-Cs;s homohopanos,
mostrando a maior resisténcia de Css pentaquishomohopano durante o processo de
biodegradacao.

Para a série de norhopanos (C,;-Czy 17a,21B-25-norhopanos) também houve
remo¢ao de ambos hopanos e 25-norhopanos com maior degradagdo de hopanos,
levando a uma diminui¢do da razdao 25-NH, semelhante ao observado no ensaio com P1
disperso no meio também em anaerobiose [Tabela 44, pdg. 219].

A Figura 82 mostra o incremento da biodegradacio para a série de norhopanos
monitorados através do SIM m/z 177 e a Tabela 37 contém a concentracdo e as taxas de

biodegradacgdo para esta série.



Resultados e Discussdo — Capitulo 2

% Oleo P1 adsorvido em matrizes
c‘?'-. areia ou FSA ou FB
(A) Consdrcio anaerdbio (AN)
o0d  Conirele ¢i= 1) miE 177
S
&
‘g 0 32
35 3R
]
= 203 hoh L
20,00 30,00 A0.00 E0.00 7000
Tempo (tmin.)
(B)
a04 t=180dias
.g &0 P1 em folhelho FB
<§ PI =
= 403 zE_‘
5 g
it}
= 204 En
0 l'-..n-vll.m..l.,_,...,h o A . v b %
20,00 30,00 4000 50.00 60,00 70,00 2
Tempo (min.} g
(C) =2
210 t =180 dias E
o P1 em folhelho FSA PI =
& a0 =
E
= 20
04
20.00 30,00 40.00 50.00 E0.00 Fo.00
Tempo (min.)
(D)
&l t = 180 dias
i -
= End
<§ P1 em areia PI ‘
= 404
=
ﬁ ED-'“'JW“*MW JM
|:|....,....,“....,....,“rJ"‘.“"“r*“"‘.—j““T*-.“
20,00 30,00 40.00 50.00 B0.00 FO.00

Tempo (tmnin.)
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Tabela 37. Concentracdo (ug/g F1) e TB (%) para a série de norhopanos detectados através do SIM m/z 191 e m/z 177 com P1

adsorvido em matrizes utilizando condi¢des anaerdbias

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Pico Compostos Controle P1 em areia P1 em FSA P1 em FB
0 90 180 90 180 90 180
- 252830-TNH  3,7+23 34/8+1,2 2,8/24+£0,9 35/5+£1,2 30/19+0,9 3,6/3+1,2 33/11+09
26 28,30-BNH 4,6 +1,7 42/9+£3,1 3,2/30+3,8 44/4+£22 35/24+1,77 44/4+14 40/13£25
27¢ 25-NH 38+£1,9 32/16+£22 26/32+1,7 34/11+£19 29/24+19 3,6/5+3,8 3,2/16+3,1
28¢ 30-NH 702+22 655/7+22 399/43+14 665/5+x14 472/33+x19 684/3+£19 550/22+1,4
29°  Normoretano 40+£14 3,6/10x19 2,7/33+1,7 3,7/8+2,0 30/25+1,7  3,77/8+x27 34/15+1,7

a170L(H),180L(H),21[3(H)-25,28,30-trisnorhopano em m/z 177 (Figuras 45 e 46); b170L(H),180L(H),21[3(H)-28,3’0-bisnorh0pan0 em m/z 191(Figuras 38 e 39);

c170L(H),21[?)(H)-25-n0rh0pano emm/z 191 e 177, d170L(H),21[3(H)-30—n0rhopan0 emm/z 191 e 177, e17[3(H),21(;L(H)-normoretano emm/z 191 e 177.
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3.2.2.2.4 Esteranos Regulares

A Figura 83 mostra o incremento da biodegradacdo para esteranos regulares e
diasteranos monitorados através do SIM m/z 217 e a Tabela 38 contém a concentracdo
e as taxas de biodegradagdo para estes compostos utilizando condi¢des anaerdbias e P1

adsorvido em diferentes matrizes.
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Figura 83. SIM m/z 217 para P1 adsorvido em (B) FB, (C) FSA e (D) areia, mostrando o

incremento da biodegradacio de esteranos e diasteranos com consoércio anaerdbio em 180 dias. PI

= Padrdo Interno (Sa-colestan-3-ona).
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Tabela 38. Concentracido (ug/g F1) e taxa de biodegradacdo (TB %) para esteranos em m/z 217 com P1 adsorvido em diferentes

matrizes em condi¢des anaerdbias

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Pico  Controle P1 em areia P1 em FSA P1 em FB
(0] 90 180 90 180 90 180

39 364+1,0 23,5/35+2,2 223/39+1,1 239/34+£22 227/38+x1,1 268/26+28 23,3/36+3,0
40 13,8 £2,7 8,7/37T+£1,5 8,0/42+£1,6 8,9/36+1,5 82/41£1,6 9,3/33+£1,0 8,8/36£2,01
41 5,8+£3,0 34/41£04 29/50+2,8 3,6/38+04 3,1/47+28 43/26+19 3,7/36 £1,2
42 4932 2,8/43+£1,1 25/49+£22 29/41+£1,1 2,7/45+£22 3,9/20+£2,1 3,2/35+£2,1
43 4,6 +£0,8 32/30£1,6 2,8/39+1,2 3,0/35+£1,6 29/37+1,2 3,6/22+£2,8 30/35+1,9
44 2525 2,1/16+£0,5 1,7/32+1,5 1,9/24+£0,9 1,6/36 1,7 2,0/20£0,5 1,7/32+1,5
45 342+26 144/58+22 104/70+x1,7 153/55+2,0 11,6/66 £1,4 15,8/54 £2,2 11,9/65 £ 1,7
46 35,1 £2,1 15,2/57+£1,0 9,5/73+£0,6 16,2/54£24 11,3/68 £1,2 16,9/52+£1,0 12,2/65£0,6
47 22,124  10,9/51+£0,7 5,8/74+2,1 13,2/40 £2,5 70/68+1,5 13,8/38 £0,7 7,6/66 %21
48 246 £2.4 9,8/60£1,0 44/82+1,5 13,0/47 £2,2 7,1/71+£09 13,6/45+£1,0 7,7/69+1,5
49 45+1,6 38/16+1,4 3,1/31+1,1 38/16+1,3 3,0/33+£22 42/7+14 3,6/20+1,1
50 33+£2,7 1,7/48 £1,2 1,2/64£1,5 2,1/36+1,5 1,3/60+0,9 27/18+1,2 1,9/42+1,5
51 2,115 09/57+1,5 0,7/67x0,7 1,1/48 £2,1 0,8/61%1,1 1,7/19+1,5 1,1/48 £0,7
52 24+£20 1,0/58 £0,6 0,8/67+1,2 1,2/50+1,6 0,9/63+0,8 1,6/33+0,6 1,3/46+1,2
53 3,6+1,7 1,6/56+1,2 1,1/69+1,5 1,8/50+1,3 1,2/64+1,2 2,1/42+1,2 1,6/56+1,5
54 338+19 18,0/47+14 158/53+£2,0 199/41+3,7 17,7/48+1,9 205/39+14 20,8/38+2,0
55 4022 23/43+1,2 1,8/55+2,1 29/28+1,8 20/50+£14 33/18+£1,2 2,5/38+2,1
56 36,1 £1,0 244/32+1,1 152/58+1,0 272/25+3,1 175/52+1,2 276/24+1,1 21,6/40+£1,0

*Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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O consoércio anaerébio com P1 adsorvido em matrizes apresentou 0 mesmo
comportamento observado para os esteranos no experimento que utiliza P1 disperso no
meio, porém com maior taxa de biodegradacdo. Aqui também os esteranos foram mais
biodegradados que os hopanos com a mesma ordem de preferéncia ja relatada: oo
20R >> af3p 20R + afP 20S = aooa 20S >> diasteranos, com degradacdo seletiva de
C,7 > Cyg > Cy [Tabela 38]. Mais uma vez, com a remocao preferencial de esteranos
relativa aos hopanos, a razdo esterano/hopano diminuiu com o aumento da
biodegradacao [Tabela 44, pdg. 219].

Apo6s andlise das taxas de biodegradagdo e de todos os parametros estudados e
considerando as condi¢cdes anaerdbias utilizadas nestes experimentos foi possivel
sugerir a seguinte preferéncia de biodegradac¢iao para os anaerdbios: hidrocarbonetos >
esteranos > hopanos e homohopanos > 25-norhopanos > terpanos triciclicos. Vale
ressaltar que a microbiota responsavel pela biodegradaciao do petréleo em condi¢des de
anaerobiose foram identificads como bactérias anaerdbias facultativas pertences aos
géneros Bacillus e Acinetobacter [Figura 11, pdg. 42]. O género Bacillus também esta
presente no consdrcio aer6bio, em menor propor¢ao, porém em condi¢des anaerobias
estas bactérias degradam o petréleo pelo uso de sulfatos, como aceptor de elétrons, via
reducdo desassimilatéria de sulfato (Thauer et al., 1977; Oude Elferink et al., 1994),
além disso, elas possuem a capacidade de produzir endosporos resistentes ao calor,
quando submetidas a temperaturas elevadas (Petterson et al., 1996; Castro et al., 2000),

como nos ensaios em condi¢des anaerdbias realizados neste trabalho.

3.2.3 BIODEGRADACAO MISTA (ColAN e Co2AN)

A maioria dos estudos sobre biodegradacdo de petrdleos utiliza os consorcios
separadamente nos experimentos, entretanto, baseado em evidéncias cientificas

encontradas em pesquisas desenvolvidas por nosso grupo, acredita-se na hipotese de
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que o processo de biodegradacdo nos reservatorios pode resultar da acdo de ambos os
consorcios (Da Cruz et al., 2008), ou seja, os microrganismos aerdbios e anaerdbios
seriam responsaveis pela biodegradagao do petrdleo através de acao sinérgica entre eles.
Para isso, assume-se que o oxigénio produzido durante o processo de biodegradacio
seja armazenado em biofilmes na interface Oleo-dgua. Na tentativa de confirmar tal
hipétese, fez-se a medida da quantidade de oxigé€nio dissolvido (OD) presente em
solucdo para todos os experimentos realizados. A quantidade de oxigénio dissolvido foi
medida utilizando-se um equipamento portatil modelo AP84 Fisher Scientific com
probes individuais para medidas de pH, oxigénio e temperatura. A Figura 84 mostra

estes resultados.

—e— Aerdbio (Gl)

—=®— Anaerébio (Gl)

—&— Misto (G1)
Aerébio (G2)
—B— Anaerébio (2)
—a&— Misto (G2)
—eo— Aerobio (G3)
Anaerébio (G3)
Misto (G3)
—e— Meio Zinder

Concentracao de OD (mg/L)

0 2 4 6

Tempo (x 10 ou 30 dias)

Figura 84. Quantidade de oxigénio dissolvido para os consorcios estudados com destaque para os
consoércios mistos mostrando a oscilagdo ao longo do tempo. Tempo: 1= 10 ou 30; 2 = 20 ou 60; 3 =
30 ou 90; 4 = 40 ou 120; 5 = 50 ou 150; 6 = 60 ou 180 dias. Grupos G1, G2 e G3 representam 0s

ensaios com P1 disperso no meio, adsorvido em areia e em folhelho, respectivamente.
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A quantidade de oxigénio dissolvido em solucdo variou de 6,06 a 8,78 mg/L +
1,18 para os consoércios aerdbios, de 0,08 a 1,28 mg/LL + 0,62 para o consorcio
anaerobio e de 0,59 a 7,85 mg/L + 1,08 para os consorcios mistos. Observa-se que
existem pontos de alto e baixo teor de oxigénio nos ensaios com consOrcios mistos, o
que pode mais uma vez caracterizar a acdo de ambos os consércios durante o processo
de biodegradacgao.

Sabe-se que BRS Gram-negativas dos géneros Desulfomicrobium e Desulfovibrio
conseguem sobreviver em estresse de oxigénio (Bade et al., 2000). Algumas dessas
espécies ja foram isoladas de ambientes Oxico/andxico indicando a resisténcia das
mesmas a periodos intermitentes de exposi¢do ou ndo ao oxigénio (Sass, et al., 1997,
Bade et al., 2000). Por outro lado existem espécies de BRS que sdo altamente sensiveis
ao oxigénio (Bade et al., 2000). Estas observacdes indicam, mais uma vez, que as
caracteristicas fisiologicas ou fungdes ecologicas das bactérias presentes em um
consorcio mudam de acordo com as condi¢des ambientais ao qual o consércio é
submetido e mostra também a possibilidade de coexisténcia entre microrganismos
aerobios e anaerobios. Além disso, existem relatos da existéncia de bactérias nao
degradadoras de hidrocarbonetos, mas que sao tolerantes as condicdes de altas pressdes,
temperaturas e salinidade dos reservatdrios de petroleo, podendo sobreviver neste
ambiente a custa dos produtos do metabolismo de outras bactérias presentes (Bergey,
2001), ratificando a existéncia de cometabolismo entre consércios de diferentes
microrganismos, como sugerido neste trabalho. E importante considerar que este é o
primeiro relato sobre biodegradagdo de petrdleo utilizando consércios mistos obtidos
diretamente de enriquecimentos de amostras de petrdleo e d4gua de formacao.

A biodegradacdo foi realizada com os consorcios Col AN e Co2AN utilizando P1
disperso no meio e adsorvido nas matrizes areia e folhelhos. Apds andlise dos
resultados notou-se que ambos os consdrcios mistos se comportam de maneira muito

semelhante (com variacdo inferior a 1 % nas taxas de biodegradagdo) independente de
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como o petrdleo foi utilizado no ensaio, com isso, resolveu-se mostrar os resultados

obtidos apenas para um dos experimentos representativo para os demais.

3.2.3.1  n-Alcanos e Isoprendides

O processo de biodegradacdo dos consorcios mistos foi monitorado durante 180
dias revelando que o mesmo oscilava (indepedente se o petréleo se encontrava
adsorvido em matriz ou nao) ora apresentando caracteristicas de biodegradagao aerdbia
(com degradagdo preferencial de n-alcanos com nimero par de carbonos) ora com
caracteristicas da microbiota anaerdbia (com degradacgdo preferencial de n-alcanos com
ndmero impar de carbonos). A Figura 85 ilustra estes resultados com P1 adicionado
direto ao meio, representativo para todos os ensaios.

Da mesma forma que os ensaios em aerobiose € anaerobiose, as razdes P/n-Cy; e
F/n-C,g aumentaram e a razdo P/F diminuiu com o progresso da biodegradagdo [Tabela
43, pdg. 213].

As taxas de biodegradacdo para Col AN com P1 disperso no meio estdo na Tabela

39.
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Tabela 39. Taxas de biodegradacio (%) para n-alcanos e isoprendides utilizando P1 disperso no meio com consdrcio misto

Taxas de biodegradagdo (%)°/Tempo (dias)

Pico Composto Formula MM®
30 60 90 120 150 180

nCy3 n-Tridecano CisHag 184 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
nCyy n-Tetradecano C14H30 198 8+ 1,6 12+2,1 19+1,2 26+ 1,8 34+1,2 48 +1,6
nCis n-Pentadecano CisHsp 212 7+0,8 9+1,1 16 £22 33+£2,6 44 +1,0 5114
nCi¢ n-Hexadecano Ci6H34 226 16 £ 1,5 18 +0,8 22+1,2 24 +3,0 29+2,0 33+1,1
nCy;  n-Heptadecano C17H36 240 7+1,0 19+1,3 21+1,6 28 +1,0 43+ 1,1 50+0,8

P Pristano Ci9Hyo 268 5+£2,1 15+1,0 18 +2,1 22 +£0,9 38+1,2 46 £ 0,6
nCig n-Octadecano CisHsg 254 11+1,2 22+0,9 23+0,8 25+0,9 38+1,1 42 +28

F Fitano CooHyo 282 4+0,8 13+14 16 +2,0 19+0,9 32+0,9 39+1,8
nCi9 n-Nonadecano CioHyg 268 8+0,7 15+1,5 25+2.0 48+1,2 54+1,5 57 +0,9
nCy n-Eicosano CaoHap 282 11+1,0 24 +£22 33+1,3 35+2,0 38+1,6 42 +1,2
nCy; n-Heneicosano Co1Hyy 296 9+0,8 17+£23 26+ 1,1 46 +0,9 56+1,6 62 +1,8
nCy n-Docosano CooHye 310 21+£2,0 32+1,9 38 +3,2 38+1,1 40+1,5 47 +£0,7
nCy; n-Tricosano CasHug 324 16 £3,0 28 +2.3 31+1,1 45+1,2 57+ 1,1 60 +0,9
nCys n-Tetracosano CasHsg 338 2027 24+ 1,2 48 +2.2 48+1,2 50+1,0 51+1,5
nC,s n-Pentacosano CysHs, 352 13+1,1 19+1,8 26+1,5 39+0,7 56 +0,9 59+1,6
nCys n-Hexacosano CosHss 366 17+£0,6 29+1,0 38+1,4 39+14 41 +£1,2 44 +0,9
nCy;  n-Heptacosano Cy7Hs6 380 14+1,0 18 +0,7 20+0,9 41 +0,6 47 + 1,7 64+1,8
nCys n-Octacosano CogHsg 394 25+1,0 20+ 1,6 32+25 34+0,9 39+1,8 41+2,0
nCy n-Nonacosano Ca9Heo 408 4+19 6+1,8 23+ 1,1 46 £ 1,1 58+1,6 67+1,0
nCsy n-Triacontano CsoHe2 422 16 £0,8 32+24 37+2,0 39+1,0 41 +£1,2 42+13

nCsz; n-Hentriacontano Cs1Hg4 436 14 +2.,6 25+1,5 27+1,8 36 +0,6 49+ 2.1 59+1,9
nCsz, n-Dotriacontano CsoHgs 450 24 +2.6 36+1,3 39+22 39+1,0 40+1,0 42 +1,8
MM = Massa Molecular; "Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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3.2.3.2  Sesquiterpanos Biciclicos

O consorcio misto degradou preferencialmente os sequiterpanos biciclicos com
esqueleto tipo drimano, seguido dos homodrimanos.
A Figura 86 mostra o cromatograma de ions extraidos para m/z 123 com

consorcio misto e P1 disperso no meio.
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Figura 86. Sesquiterpanos biciclicos monitorados através do fon m/z 123 no ensaio com

P1 disperso no meio e o consércio misto (B) 90 e (C) 180 dias.
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3.2.3.3  Terpanos Triciclicos, Tetraciclicos e Pentaciclicos

Quando se fez a andlise para terpanos triciclicos e pentaciclicos notou-se que de
30 a 90 dias a biodegradacdo ¢ semelhante ao observado para os experimentos em
condicoes aerdbias e de 120 até o término do experimento observa-se caracteristicas de
biodegradacdo anaerdbia, ou seja, até 90 dias observa-se que os hopanos (picos 30-38,
Figura 87 e Tabela 40) sdo preferencialmente biodegradados quando comparado aos
terpanos triciclicos (picos 16-18, 20-22 e 25, Figura 87 e Tabela 40), como observado
nos experimentos em condicdes aerdbias e, apos este periodo, esta tendéncia € invertida,
mostrando uma leve preferéncia pelos terpanos triciclicos, como visto nos experimentos
em condi¢des anaerdbias. Isto também foi observado pelos pardmetros obtidos para este
ensaio [Tabela 43, pdg. 213], onde se tem, por exemplo, indice crescente de C,g e Cyg
TT no periodo de 30 a 90 dias, caracteristico da microbiota aerdbia e decrescente de 90
a 120 dias, caracteristico da microbiota anaerdbia. Esta oscilacdo entre aerobiose e
anaerobiose € observada para todos os parametros calculados e é condizente com a
hipotese sugerida neste trabalho. Para os homohopanos houve uma degradagcdo nao
usual com preferéncia dos epimeros 22R e C;33> Csz; > C31 > C34 > Css, mostrando que o
Cs5s também € mais resistente a biodegradacio com os consércios mistos assim como foi
visto para os anaerdbios.

Estes resultados podem ser observados pela Figura 87 e Tabela 40 que
apresentam os cromatogramas obtidos para os terpanos triciclicos, tetraciclicos e
pentaciclicos através do SIM para o {on-fragmento m/z 191, as concentracoes (png/g F1)
e as taxas de biodegradacdo, respectivemente, com o consorcio misto para P1 disperso

no meio, representativo para todos os experimentos.
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Figura 87. SIM m/z 191 monitorando a biodegradacdo pelo consércio misto com P1 disperso no

meio em (B) 90 e (C) 180 dias. PI = Padrao Interno (Sa-colestan-3-ona).
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Tabela 40. Concentragdo (ng/g F1) e TB (%) para terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos em m/z 191 com consércio misto e

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Pico Tempo (dias)
(0] 30 60 90 120 150 180

16 33,0£3,0 293/11£2,5 29,0/12+£2,7 289/12+1,2 26,7/19x26 258/22+1,1 20,7/37+1,8
17 16,5+1,0 146/12+£1,5 145/12+£1,5 143/13£2,5 11,5/30+£3,2 10,7/35+24 10,2/38+34
18 59+27 53/10£1,8 5,2/12+3,6 5,2/12+£2,0 44/25+1,0 42/29+29 38/36£1,5
19 48+3,8 47/2+29 46/4+19 44/8+19 34/29+1,1 33/31+14 28/42+14
208 6,032 59/2+0,0 5,8/3+1,7 56/ 724 45/25+1,8 4,2/30+3,1 4,0/33+3,8
20R 6,1 £0,8 59/3+1,8 5,8/5+2,6 571727 43/30+2,0 4,1/33+19 3,7/39+£2,0
218 53+2,1 51/4+19 50/7+1,5 47/11+14 44/17+1,6 40/26+1,5 3,8/28+2,3
21R 59+26 54/8+19 5,1/14+£25 49/17+1,2 3,9/34+£3,1 3,6/39+£2,3 3,3/44 £3,1
228 49+24 46/6+x14 44/10+1,8 42/14+273 3,8/22+1,7 3,6/27+24 3,0/38+£1,2
22R 52+24 49/6+2,0 46/12+2,6 44/15+14 36/31+£14 32/38+£24 3,1/40£1,7
23 54+1,6 52/4+09 51/6+1,2 50/7+14 4,7/13+25 4,1/24+1,7 3,7/31£1,6
24 15,6 £2,7 154/1+3,8 148/5+14 13,7/12+2,5 12,8/18+1,4 10,5/33+2,7 9,6/38+19
258 45+20 44/2+3,1 43/4+£22 41/9+1,9 3,8/16+1,9 3,6/20+1,7 33/27+£23
25R 48+1,5 47/2+14 45/6+1,7 43/10£22 3,5/27+£2,2 3,1/35+1,8 2,9/40+£2,0
26 46+1,7 43/6+1,9 43/6+3,8 3,9/15+3,1 3,7/20+£2,5 3,5/24+£1,7 3,2/30+£3,8
27 38+1,9 3;7/3£22 36/5+14 33/13+£2)5 3,2/16 £3,1 30/21£1,9 2,7/29+1,7
28 70,2 +22 68,8/2+2,0 63,5/10+£2,7 592/16 1,7 542/23+14 463/34+£1,9 39,2/44+14
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29
30
31
328
32R
33
34
358
35R
365
36R
378
37R
38§
38R

40+14
120,0£1,9
10,2+ 1,4
342+25
139+1,7
12,8+ 1,4
3.8+2,2
152+1,0
12,7+ 1,1
12,6 2,2
6,2+1,8
48+13
3214
4,1 +£3,1
2,8+0,9

39/3+14
106,2 /12 £ 3,1
10,1/1+£22
28,6/16+19
11,5/17+14
11,8/8+1,5

34/11+£2,6

12,1/20+£0,8
10,2/20+2,0
9,8/22+2,1

48/23+£23

4,1/15+£4,1

2,6/19+1,5

3,6/12+1,1

23/18+04

36/10+£1,9
98,4/18 1,7
89/13+1,5
263/23+19
10,3/26 £2,7
9,6/25+0,2
2,8/26+2,0
11,4/25+1,2
9,6/24+3,2
94/25+1,0
4,6/26+24
3,8/21+£3,2
24/25+22
3,3/20+£0,9
2,1/25+0,2

34/15+14
89,5/25+1,9
73/28+2,0
242/29+22
92/34+1,7
8,1/37+0,9
2,3/39+0,9
10,1/34+34
8,8/31+£0,9
79/137+0,1
3,8/39+6,1
35/27+£0,9
22/31+1,8
3,1/24+£2,0
2,0/29+1,0

32/20+1,7
89,0/26+2,0
7,1/30£1,9
23,8/30+1,7
9,3/33+£22
7,8/39+1,7
2,1/45+£0,9
9,8/36+0,9
8,0/37+34
7,3/42+1,6
3,5/44+0,1
34/29+2,1
2,1/34+14
3,0/27+3,1
20/29+£1,3

30/25+£1,7
575/52+14
7,0/31+£3,8
22,9/33+0,9
89/36+1,5
74/42+22
2,0/47+2,0
9,6/37+0,9
7,8/39+0,8
7,0/44 £5,0
33/47+22
32/33+1,1
2,0/38+3,1
2,8/32+1,8
1,9/32+24

2,7/33£1,7
50,1/58+2,5
6,9/32+27
222/35%1,5
8,6/38+2,0
7,1/45+4,0
1,9/50+1,5
89/41 2,2
7,1/44 +1,3
6,9/45+43
3,1/50+3,1
32/33+x14
1,9/41£ 1,5
2,8/32+1,5
1,8 /36 1,5

*Média de duplicata, desvio padrdo (n=2).
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Para a série de norhopanos, observou-se degradacdo seletiva assim como ocorreu
nos ensaios em anaerobiose. A Figura 88 mostra o incremento da biodegradacdo e a
Tabela 41 contém a concentracdo para a série de norhopanos monitorados através do

SIM m/z 177 ilustrando estes resultados em 90 e 180 dias.
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Figura 88. SIM m/z 177 para P1 disperso no meio com consércio misto em (B) 90 e (C) 180 dias.
25,28,30-TNH = 170(H),18a(H),21B(H)-25,28,30-trisnorhopano; 25-NH = 17a(H),21B(H)-25-
norhopano; 30-NH = 17a(H),21B(H)-30-norhopano; PI = Padrao Interno (5a-colestan-3-ona).
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Tabela 41. Concentracdo (ug/g F1) e TB (%) para a série de norhopanos detectados através do SIM

m/z 191 e m/z 177 com P1 disperso no meio utilizando condi¢des mista de biodegradagdo

Concentragdo (ug/g F1) / TB (%)*

Pico Compostos
0 30 60
- 17a(H),18a(H),21B(H)- 37+£23 35/5£1,6 3,0/19+1,0
25,28,30-trisnorhopano
26 17a(H),18a(H),21B(H)- 4,6+1,7 39/15+£2,1 32/30+ 1,8
28,30-bisnorhopano

27¢ 170(H),21B(H)-25-norhopano 3.8+1,9 33/13+25 2,7/29 1,7
28¢ 170(H),21B(H)-30-norhopano 70,2 +£22 59,2/16+ 1,7 392/44+ 14
20¢ 178(H),21o(H)-normoretano 4014 34/15+1,4 2,7/33+1,7

a170L(H),18(1(H),21B(H)-25,28,30-trisn0rh0pan0 em m/z 177 (Figuras 45 e 46); b170((H),l80L(H),21[3(H)—28,30-bisn0rhopano
em m/z 191(Figuras 38 e 39); C170c(H),21B(H)-25-norh0pan0 em m/z 191 e 177; d170L(H),21[3(H)—30-n0rh0pan0 emm/z 191 e

177, e17[3>(H),21oc(H)—normoretano emm/z 191 e 177.

3.2.3.4  Esteranos Regulares

O consorcio misto degradou esteranos apds remog¢ao de hopanos (30 a 90 dias),
semelhante aos aerdbios. Este resultado é consistente com o teor de oxigénio pois neste
periodo predominam teores altos (4,35-6,06 mg/L, Figura 84, pdg. 188) e portanto a
microbiota aerébia é favorecida. Por outro lado no periodo entre 120 e 180 dias
predominam baixos teores de oxigénio (0,85-1,95 mg/L) favorecendo a microbiota
anaerébia facultativa que degrada esteranos antes dos hopanos semelhante aos
experimentos de degradacdo anaerdbia. A seqiiéncia de degradacdo dos esteranos,
curiosamente, foi diferente da observada para os consércios aerobios e anaerobios, com
degradacdo preferencial dos isomeros com configuragdo geoldgica: afp 20R +
aff 20S > aoa 20R > aaa 20§ >> diasteranos, porém manteve a mesma degradagdo

seletiva de Cyp; > Cy3 > Cy. E importante ressaltar que os isOmeros com configuracao
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biologica aoo 20R sdo mais rapidamente consumidos ou biodegradados do que os
outros isdomeros em condi¢Oes de reservatorio (Rullkotter & Wendisch, 1982). Outra
observacdo importante € que a suscetibilidade relativa de a3 20R, a3 20S e aaa 20S
em simulacdes laboratoriais varia consideravelmente e depende do tipo de
microrganismo envolvido e das condi¢des utilizadas na simulagdo (Peters et al., 2005).
Estes resultados foram obtidos apos andlise dos cromatogramas, concentracoes e
taxas de biodegradacdo obtidos para esteranos regulares e diasteranos analisados através
do SIM m/z 217 na presenca do consércio misto que sao mostrados na Figura 89 e

Tabela 42, respectivamente.
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Figura 89. SIM m/z 217 para P1 disperso no meio mostrando o incremento da biodegradacio de

esteranos normais e diasteranos com consorcio misto.




Tabela 42. Concentracdo (ug/g F1) e TB (%) para esteranos em m/z 217 com P1 disperso no meio

para o consorcio misto
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Concentragdo (ug/ g F1) / Taxas de biodegradagdo (%)*

Pico Tempo (dias)
0 90 180

39 36,4+ 1,0 30,8/ 1522 29,1/20+£3,2
40 13,8 £2,7 11,8/14£1,5 11,L1/20£2,5
41 5,8+3,0 4,7/19+04 45/22+14
42 49+32 41/16+1,1 39/20+1,1
43 4,6 +0,8 40/13+1,6 3,8/17+£2,6
44 25+25 22/12+£0,5 2,1/16£1,5
45 342 +£2,6 258/25+£22 22,3/35+£3,2
46 35,1 £2,1 22,6/36+1,0 18,0/49 £1,0
47 22,1 +£24 14,3/35+0,7 11,0/50 £ 1,7
48 246 £24 18,2/26£1,0 15,0/39+£1,0
49 45+1,6 40/11+14 38/16£14
50 33+27 25/24+1,2 22/33+1,8
51 2,1+1,5 1,4/33+1,5 1,1/48+1,5
52 24+£20 1,6/33+0,6 1,3/46+1,6
53 3,617 2,7/25+£1,2 23/36+£1,2
54 338+1,9 26,1/23+14 248/27+24
55 40+£22 29/28+1,2 23/43+1,8
56 36,1 £1,0 27,2/25+1,1 259/28 1,5

Com a remocao preferencial de hopanos antes dos esteranos observou-se
aumento na razdo esterano/hopano até 90 dias e diminui¢do desta razdo apds este
periodo, devido a remogdo de esteranos antes dos hopanos [Tabela 44, pdg. 219]. Este
processo caracteriza mais uma vez a acdo de ambos o0s consOrcios no processo de

biodegradacdo do petréleo.
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Baseado nos resultados obtidos para o consdrcio misto foi possivel sugerir a
ordem preferencial de degradacdo de hidrocarbonetos > hopanos > esteranos > 25-
norhopanos > terpanos triciclicos, até 90 dias de ensaio. De 120 a 180 dias observa-se
uma inversdo na ordem entre hopanos e esteranos. Outra consideracdo importante é que
a andlise da comunidade bacteriana mista [Figura 11, pdg.42] presente apés 120 dias de
experimento confirmou a presenca de microorganismos aerobios (Brevibacterium,
Achromobacter e Bacillus) e anaerdbios facultativos (Bacillus) pertencentes aos géneros
anteriormente identificados nos cultivos de aerdbios e anaerdbios, respectivamente,
além da predominincia de bactérias do género Stenotrophomonas (50 %) e 6 % de
Rhizobium, as quais poderiam estar envolvidas diretamente na alteracdo observada para
a ordem de degradacao dos esteranos discutida neste topico. Existem vérios trabalhos na
literatura que também identificaram bactérias do género Stenotrophomonas presentes
em consorcios mistos que degradam diferentes hidrocarbonetos (Hawle-Ambrosch et

al., 2007; Martin-Gil et al., 2008).

3.2.3.5 Andlise da fracdo neutra insaturada

O estudo dos hidrocarbonetos aromdticos como indicadores geoquimicos &
complexo dedido a variedade destes compostos e seus padroes de fragmentacdo. A
abundancia e distribuicdo de HPAs em O6leos e sedimentos fornecem importantes
parametros de maturacdo e biodegradacdo (Tissot et al., 1978). Estes compostos sdo
menos suscetiveis a biodegradacdo do que os m-alcanos, isoprendides e alcanos
policiclicos (Tissot et al., 1978). Oleos com biodegradacio moderada ndo apresentam
alquilbenzenos e tém concentracdo reduzida de naftalenos (Volkman et al., 1984).

As principais classes de HCs aromaticos sdo: alquilbenzenos, alquilnaftalenos,
alquilbifenilas, alquildifenilmetanos, alquilfenantrenos, hopanos e esteranos aromaticos.

Neste trabalho analisou-se apenas os alquilbenzenos, alquilnaftalenos e
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alquilfenantrenos [Figura 90] devido ao fato de serem mais suscetiveis ao processo de
biodegradagdo. Devido a isso, a andlise para estes compostos foi realizada no ensaio

com P1 adsorvido em areia porque o processo de biodegradagao foi mais acentuado.

PR roges

Metilbenzeno 1,6-Dimetilnaftaleno

Pentametilbenzeno Alquilfenantreno

1,2,5-Trimetilnaftaleno 1,2,5,6-Tetrametilnaftaleno 1,2,3,5,6-Pentametilnaftaleno

Figura 90. Estrutura de alquilbenzenos, alquilfenantrenos e alquilnaftalenos encontrado em 6leos e

sedimentos.

Os perfis obtidos para os compostos aromdticos aqui avaliados foram comparados
com dados da literatura e a atribuicio dos picos assinalados foi efetuada por
comparagdo com os trabalhos de Rebougas (1992) e Passos (1993), principalmente.

Nas andlises por CG-EM monitorou-se os ions-fragmentos m/z 92 para os

metilbenzenos e o m/z 105 para os dimetilbenzenos [Figuras 91e 92].
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Figura 91. RIC m/z 92 para Pl adsorvido em areia com consércio aerébio mostrando o

incremento da biodegradacdo de alquibenzenos.
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Figura 92. RIC m/z 105 para P1 adsorvido em areia com consdrcio aerébio mostrando o

incremento da biodegradagdo de alquibenzenos.
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A andlise do ion-fragmento m/z 92 revelou uma série entre C;3-C,5 com maior
abundancia em m/z C,y, enquanto os alquilbenzenos monitorados pelo ion-fragmento
m/z 105 apresentou distribuicdo em uma maior faixa de massas (C;s5-C;3). Observa-se ao
longo do processo de biodegradacdo que os consorcios aerdbios removem seletivamente
ambas as classes de compostos, mostrando a baixa resisténcia que eles possuem nestas
condigdes.

Oleos e sedimentos de baixa maturidade tém apresentado grande abundancia de
metilnaftalenos, tais como: 1,6-dimetilnaftaleno, 1,2,5-trimetilnaftaleno, 1,2,5,6-
tetrametilnaftaleno e 1,2,3,5,6-pentametilnaftaleno. A resisténcia a biodegradac¢do dos
hidrocarbonetos aromadticos aumenta com o nimero de anéis € com o aumento de
substituintes alquilas e por isso os isOmeros com padrdo de substituicdo 1,6 sdo os mais
vulnerdveis ao ataque (Radke, 1987). As andlises por CG-EM foram monitoradas

através dos ions-fragmentos m/z 142 e m/z 156 [Figuras 93 e 94].
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Figura 93. RIC m/z 142 para P1 adsorvido em areia com consdrcio aerébio mostrando o
incremento da biodegradacdo de alquilnaftalenos. MN = metilnaftaleno; EN = etilnaftaleno e

DN = dimetilnaftaleno.
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dimetilnaftaleno.

Os alquilfenantrenos foram monitorados pelos fons m/z 192 e m/z 206 [Figuras
95e 96].
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Figura 95. RIC m/z 192 para P1 adsorvido em areia mostrando o incremento da biodegradacdo

de alquilfenantrenos com (B), (C), (D) consércio aerébio, (E) misto e (F) anaerébio. MF =

metilfenantreno.
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Figura 96. RIC m/z 206 para P1 adsorvido em areia mostrando o incremento da biodegradacdo
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dimetilfenantreno e EF = etilfenantreno.




Resultados e Discussdo — Capitulo 2

Os metil (MN), dimetilnaftalenos (DN) e alquilfenantrenos foram mais
suscetiveis ao processo de biodegradacdo aerdbia que os trimetilnaftalenos (TN).
Diferente do que é observado em reservatorio onde os alquilfenentrenos sdao os mais
resistentes a biodegradacdo (Killops & Killops, 1993). Os consércios anaerdbios e
mistos degradaram mais efetivamente estes compostos que os aerobios, mostrando que
eles biodegradam preferencialmente os arométicos e ndo n-alcanos.

Até aqui foi visto que a biodegradacdo individual das vérias classes de
biomarcadores difere substancialmnte de uma classe para outra e depende do nimero de
carbonos da série homodloga e das condi¢des usadas no experimento. Isto ocorre através
de um processo quase seqiiencial, normalmente a partir dos n-alcanos, isoprendides,
terpanos biciclicos até 25-norhopanos e diasteranos, com particularidades para cada
condi¢do utilizada. Estas diferencas observadas também podem ser traduzidas através
da interpretacdo de parametros geoquimicos que sdo afetados durante o processo de

biodegradacao.

3.2.4 PARAMETROS GEOQUIMICOS OBTIDOS NA FRACAO NEUTRA PARA
TODOS 0S EXPERIMENTOS REALIZADOS

Os parametros geoquimicos analisados neste estudo foram utilizados para
auxiliar no entendimento sobre as mudancas ocasionadas nas classes de biomarcadores
durante o processo de biodegradacdo. Os cdlculos foram realizados a partir da area de
cada pico obtido pelas técnicas de TIC e SIM.

Os parametros obtidos a partir da andlise dos cromatogramas em m/z 71

encontram-se na Tabela 43.



Resultados e Discussdo — Capitulo 2

Tabela 43. Parametros geoquimicos obtidos para os diferentes tipos de ensaio com consdrcios aerdbios, anaerébio e mistos

utilizando o fon-fragmento m/z 71

Razoes Tempo de monitoramento (dias)
Tipo de ensaio
obtidas Controle 10 20 30 40 50 60
IPC 147+045 1,34+£032 1,26+£0,61 1,09£0,59 100045 0,570,008  ---—--
P/n-Ci7 0,86+1,02 0.86+035 1,00£0,82 1,82+0,56 200x£041  --—-—- -
A F/nCis  094+048 095+1,11 098+089 100+£033 120+0,13 185+0,60 -
P/F 2,30+0,54 1,52+023 145+152 1,15+1,58 0,52+£0,53 041£1,18  -----
IPC 147+045 1,07£1,70 122+0,24 0,.81+0,18 085+0,59 0,87%1,76 0,76+1,16
P/n-Ci7  086+1,02 049052 054+1,05 121+1,52 195031  —— -
° F/n-Cig  094+048 101+125 147+1,13 1,650,556 1,85+0,18 194+042 -
P/F 230+054 1,56+1,02 1,17+0,20 1,15+0,04 1,12+135 1,11+1,04 1,07+0,06
Controle 30 60 90 120 150 180
IPC 147+045 082+031 1,03+024 101+£0,72 1,10£045 1,04+£0,13 1,15+1,10
C P/n-Ci7 0,86+1,02 087x0,70 0,89+1,12 090+042 098+1,03 1,00£0,90 1,04=+1,56
F/nCis  094+048 089+032 096+127 094+1,00 099+0,65 1,01+123 1,03+1,82
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P/F 230+054 1,55£020 1,06+0,62 1,13+025 1,04+1,13 1,02+150 0,99 +0,27
IPC 147+045 0,79+137 085+141 096+007 1,05+0,15 099+125 108069
P/n-Cy  086+1,02 085+0,13 090+091 1,10+123 121+0,16 126+1,16 1,43+0,82
F/n-Cis  094+048 076+162 089+057 098+213 1274026 1,79+1,19 1,81+0,79
P/F 2304054 1,52+£023 133+140 129+1,18 126+0,72 122+1,03 1,17+021
Controle 10 20 30 40 50 60
IPC 147+045 1,17+182 102+122 086+1,11 072+£008 - -
P/n-Cy  086+1,02 084+034 099+1,12 1,02+0,12 1,11+105 322+1,13 -
F/n-Cis  094+048 094+035 099+195 101+025 220+136 - -
P/F 230+054 1,33+0,52 1264027 123+099 1,09+1,00 082+1,18 -
IPC 147+045 131£099 1,00+1,10 1,07+223 063+£046 - -
P/n-Cr;  086+102 089+102 095+171 099+0,11 304+059 - —oemv
F/n-Cis  094+048 080+128 096+082 098+095 199+021  -----n -
P/F 2304054 120066 1,06+042 109+023 1,01+0,50 - -
Controle 30 60 90 120 150 180
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IPC 147+045 093+131 1,10£0,74 101+£1,76 1,14+032 1024023 1,01+1,03
P/n-Ci;  086+1,02 071+1,14 087095 092+041 095+141 1024020 1,051,734
F/n-Cis  094+048 0,86+153 099+142 1,00£098 139+035 141£0,65 1,52+0,86

P/F 230+054 1,89+035 1,62+059 1,15+029 1,12+1,02 1,10+0,57 1,07+0,53

IPC 147+045 096+041 097+024 098+121 1,01+0,15 1,00£1,75 1,02+0,90
P/n-Cr;  086+1,02 066+1,16 075+023 0,76+1,02 099+0,18 1,01+1,57 1,35+2,10
F/n-Cis  094+048 0,57+061 065+0,57 0,75+1,18 0,77+0,16 0,87 0,98 0,98+ 0,40

P/F 230+054 1,13+0,13 1,04+034 098+125 097+156 0,75+1,94 0,71+0,20

Controle 10 20 30 40 50 60

IPC 147+045 1444075 1,18+043 1,07+0,95 0,98+0,54 0,68+0,80 0,52+0,71
P/n-Cr;  086+1,02 0,60+021 092+028 097+128 1,11+021 129+135 245+0,39
F/nCis  094+048 094+042 096+0,78 098+051 098+1,02 0,99+1,00 2,01+0,83

P/F 2304054 2,09+1,02 1,53+0,52 128+046 1224089 1,19+1,25 1,08+0,53

Controle 30 60 90 120 150 180

IPC 1474045 098+1,13 1014047 104+167 1,114023 1034032 1,02+1,30

P/n-Ci7  086+1,02 078+141 088%0,59 090+041 092+1,14 095+0,02 0,98+ 143
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F/n-Cis  094+048 091+135 101+124 1064089 1,59+0,53 1,71+0,56 1,82+0,68
P/F 230+054 154063 126+095 1054092 1,02+120 1,00+0,75 097+038
IPC 147+045 0.89+1,72 091+198 093+029 1,10£0,12 1,02+126 1,04+021

P/n-Cr;  086+1,02 0,82+0,12 088+090 1,00+121 1,15+024 128+1,15 1,41+0,80

F/n-Cis  094+048 052+1,58 098+065 104+230 1,07+021 1,09+1,12 127+042
P/F 230+054 1.88+051 1,50+2,04 124+1,13 1,12+£075 098+101 0,86+0,09

Controle 10 20 30 40 50 60
IPC 1474045 100107 102+042 091+0.83 095+065 082+1,63 0,66+0,61

P/n-Cr;  086+102 058+029 089+1,50 098+132 098+0,15 1,01+0,18 3,12+0,55

F/n-Cis  094+048 091+156 095136 096+0,68 105+082 1,09+028 2,10 0,86
P/F 2304054 1,76+122 129+084 122+095 118+145 1,13+1,00 1,01 +0,61

Controle 30 60 90 120 150 180
IPC 147+045 0,82+031 1,03+024 1,01+0,72 1,10£045 1,04+0,13 1,15+ 1,10

P/n-Cr;  086+102 087+0,70 089+1,12 090+042 098+103 1,00+0,90 1,04+0,56

F/n-Cis  094+048 0894032 096+127 094+100 099+065 1,01+123 1,03+1,82
P/F 230+054 1,55£020 1,06+0,62 1,13+025 104+1,13 1,02+150 0,99 +0,27
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IPC 1,47+045 058+1,65 0.87+126 092+£0,52 1,05+0,31 1,01£1,05 1,09+0,72

P/n-Ci7 0,86+1,02 092+0,13 090x042 1,26+125 1,86%£0,54 192+1,16 2,09+0,59

© F/n-Cis 094+048 101156 1,13£0,66 1,58+1,03 1,72+£0,15 1,79+1,26 2,17+0,29
P/F 230+0,54 1,54+£051 143+£2,04 129+1,11 1,38+0,78 1,09+1,22 1,01 £0,26

H = P1 adsorvido em areia + Col AN;,

I = P1 adsorvido em folhelho FSA + Col;

J =P1 adsorvido em folhelho FSA + AN;

L =P1 adsorvido em folhelho FSA + Col AN;
M = P1 adsorvido em folhelho FB + Co2;

N = P1 adsorvido em folhelho FB + AN;

O =P1 adsorvido em folhelho FB + Co2AN.

A =P1 adicionado direto ao meio + Col;

B =P1 adicionado direto ao meio + Co2;

C =P1 adicionado direto ao meio + AN;

D = P1 adicionado direto ao meio + Col AN;
E =P1 adsorvido em areia + Col;

F =P1 adsorvido em areia + Co2;

G =PI adsorvido em areia + AN;
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Como j4 discutido, os parametros calculados revelam que em condi¢des aerdbias
o IPC tende a diminuir com o processo de biodegradacdo, contrdrio ao observado para
os ensaios em condicdes anaerdbias onde este indice aumenta com a biodegradacao.
Nos experimentos que utiliza o consércio misto observam-se valores de IPC < 1 de 30 a
90 dias e IPC > 1 de 120 a 180, evidenciando a influéncia de ambos os consorcios.

As razoes P/n-C; e F/n-C;3 aumentam e a razao P/F diminui com a
biodegradacdo, independente das condi¢Oes experimentais utilizadas, evidenciando
biodegradacdo preferencial de n-alcanos comparando-se aos compostos ramificados,
tais como P e F para todos os consorcios envolvidos no processo de biodegradacao.

Adicionalmente a estes resultados, calculou-se alguns parametros para os
biomarcadores mais resistentes, para auxiliar no entendimento sobre a suscetibilidade

destes compostos durante o processo de biodegradacdo [Tabela 44].
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Tabela 44. Parametros geoquimicos obtidos para os diferentes tipos de ensaio com consodrcios aerdbios, anaerébio e mistos

utilizando os fons-fragmentos m/z 177, 191 e 217

Tempo de monitoramento (dias)

Ensaio  Razdes  Controle 10 20 30 40 50 60 P2
obtidas
R 0,01 0,08 0,99 1,04 11 112 .16 1,10
5
w0 +0,54 +1.78 +0,62 +0,32 + 0,54 +0,54 +0,54  +142
T T/ 1,12 1,29 1,33 1,36 1,44 1,46 1,50 1,47
29 35
+0,19 +1.91 +0,95 +3,13 +1,16 +0,15 +1,51 +1,02
ot o 0,61 0,58 0,65 0,69 0,67 1,03 1,38 1,89
0
s +121 +1.48 +0,51 +0,16 +1.25 +0,95 +143 +185
e/ T 0,41 0,35 0,38 0,37 0,40 0,41 0,42 0,38
A +0,37 +0.45 +3,24 +1,19 + 1,42 +1,14 +051  +1,58
iy 17,30 17,24 16,56 14,89 14,63 14,41 1432 27,36
+1.73 +1,63 +1,05 +0,94 +1,19 +1,16 +023 40,56
Esterano/ 1,11 1,09 1,28 1,76 2,28 2,36 3,86 5,94
Hopano® +1.23 +1,80 +1,22 +1,02 +0,15 +2.23 +0,15  +025
25N 17,51 16,02 17,58 17,64 17,86 17,97 18,04 18,63
+ 0,84 +1,62 +1,75 +0,99 +2,15 +0,85 +074  +020
0,01 0,94 0,96 0,99 1,08 1,10 1,14 1,10

B CosTT/C35H°
+ 1,48 +0,16 + 0,89 +1,76 + 0,67 +1,21 + 0,09 +1,42
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S——— 1,12 0,99 1,08 1,29 1,31 1,39 1,62 1,47
+0,42 +0,62 +0,31 +1,98 +2,08 +1,01 +0,18  +1,02

CouH/CaaH? 0,61 0,59 0,63 0,72 0,76 0,93 1,34 1,89
+0,21 +1,63 +0,29 +1,92 +1,13 +2,03 +108  +185

e/ T 0,41 0,32 0,40 0,39 0,41 0,42 0,43 0,38
+0,15 + 0,04 +1,22 +2.72 +1,67 +1,12 +034  +1,58

iy 17,30 16,89 16,13 16,08 15,50 14,76 1424 2736
+0,13 +0,81 +0,65 +2.27 +1,14 +1.24 +1,55  +0,56

Esterano/ 111 1,02 1,16 1,55 1,69 2,27 2,93 5,94
Hopano® +0,37 +0,98 +0,97 +0,60 +2,55 +147 +196  +025
25N 17,51 17,46 17,84 17,98 18,01 18,13 1819 18,63
+1,18 +2,15 +0,15 +1,48 +1,82 +1,31 +145 4020

Controle 30 60 20 120 150 180

P X2 1,18 0,89 0,86 0,74 0,59 0,57 1,10
+231 +1,03 +2,30 +0,42 + 0,64 +0,65 +124 +142

1,06 1,14 1,09 1,02 0,93 0,84 0,58 1,47
CaoTT/Ca5H" +1,32 +0,61 +0,39 +0,59 +0,86 +1,29 +221 £1,02

CouH/Caa? 0,60 0,61 0,58 0,56 0,57 0,46 0,44 1,89
+2,02 +0,73 +0,75 +0,57 +0,72 +1,08 +026  +1.85

e/ T 0,43 0,37 0,39 0,40 0,43 0,42 0,46 0,38
+0,32 +0,48 +0,34 +0,32 +0,32 +2,14 +035  +1,58

iy 17,20 17,14 17,98 18,26 20,42 25,64 2592 2736
+2,01 + 142 +0,24 +1.23 +1.91 +2,00 +1,54  +0,56
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1,29 1,18 1,14 1,11 1,06 0,99 0,97 5,94
Hopano® £013 1,60 +1.99 +0.43 +1.52 +0.40 +1.63  £025
25N 17,22 17,56 17,12 16,89 16,52 15.49 1544 18,63
£125 126 +1.94 +0.57 +0.84 +2,02 £0.60  +020

CaTTCae 092 1,40 1,48 1,52 1.13 1,06 1,04 1,10
£222 084 +0.60 +0.93 +2,01 + 1,01 +0.84  £142

CouTT/Ce 100 121 1,83 2,01 1,22 1,18 1,23 1,47
+0.,99 +076 +1.81 +0,56 +1.81 +1,99 +1.81  £1,02

ST 0.60 0.62 0.68 0.53 0,56 0,54 1,89
£096  +101 + 1,65 +0.,54 +0.37 +0.97 +152 £185

Te/ T 0.43 0.37 0.37 0.38 0.38 0,39 0.41 0,38
£072 1,00 +0.,56 +1,09 +0,79 +1.35 1,19 +158

I 17,20 16.44 16,29 16,15 17.83 17,78 1969 27,36
£053  +0095 + 1,87 +1.23 +0.43 +1.48 +086 0,56

Esterano/ 1,29 1,43 1,54 178 127 1,16 1,09 594
Hopano® +0.41 +0.91 +0,12 +0.41 +0.92 +1,18 +1.82  £025
25 NH 17,22 18,68 18,84 18,92 17,58 17,25 1628 18,63
£036  +123 +2,03 +0,06 + 1,06 +0.18 +128  £0.20

Controle 10 20 30 40 50 60 P2

T/ O 1,03 112 113 1,14 115 121 1,10
$142 069 +0,23 +0.89 +1.36 +2.26 11 142

CooTT/CssHe  LI2 1.41 1,42 145 153 1,54 1,61 1,47
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+1,83 +1.22 +1,12 +1,32 +1,86 +1.47 +0,63  +1,02

CasH/ Cagt 0,61 0,60 0,72 0,78 0,76 1,13 1,59 1,89
+1,37 +0,88 +1.27 +0,41 +1,.23 +0,99 +026  +1,85

e/ T 0,41 0,30 0,40 0,41 0,42 0,42 0,43 0,38
+0,84 +1,30 +2.47 +1.27 +1,36 +0,29 +032  +1,58

iy 17,30 16,94 16,92 15,90 15,83 14,81 12,83 27,36
+0,89 +1,13 +1,60 +1,13 +0,91 +1,14 +1,62  +0,56

Esterano/ 111 141 1,43 1,55 2,66 2,97 421 5,94
Hopano® +1,22 +1,20 +1,06 +1,11 +1,30 +0,73 +220  +025
25N 17,51 15,90 15,93 17,24 1,23 0,81 17,93 18,63
+0,61 +1,50 +1.41 +0,62 +1,56 +1.28 +1,02  +0,20

P X 0,99 1,08 111 1.19 122 1.26 1,10
+1,53 +1,05 + 1,45 +1,14 +1,13 +1,03 +091  +142

1,12 1,14 1,24 1,35 1,43 1,45 1,82 1,47
CooTT/CasH" + 1,00 +0,42 +1,42 +0,41 +0,16 +1,21 +1,82 +1,02

oM/ Cao? 0,61 0,66 0,69 0,88 0,86 1,32 1,48 1,89
+1,12 +2,15 +1,53 +1,22 +1,15 +0,19 +0,64  +185

e/ Tt 0,41 0,32 0,41 0,60 0,72 0,43 0,43 0,38
+1,15 +2,01 +0,62 +0,02 +1,06 +0,11 +0,16  +158

iy 17,30 17,24 17,13 14,10 13,50 12,90 1271 27,36
+0,32 +0,92 +1,51 +0,41 +1,13 +0,61 +0,10 0,56

Esterano/ 111 1,22 1,36 1,65 1,86 2,47 3,80 5,94
+0,30 +021 +131 +0,73 +1,02 +0,81 +0,58  +025

Hopano®
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25 NHf 17,51 13,92 15,83 16,24 16,91 17,93 18,20 18,63

+1,55 +2,32 +1,42 +0,38 +1,43 +1,59 +0,60  +0,20
Controle 30 60 90 120 150 180 P2

CoaTT/CasH 0,92 1,30 0,91 1,02 0,62 0,60 0,60 1,10
+ 1,01 + 1,10 + 1,04 +2.21 +0,96 +1,10 +098 +142

1,06 1,41 1,22 1,23 0,81 0,73 0,61 1,47
CooTT/CasH" +0,72 +1,15 +1,56 + 2,04 + 0,07 +1,23 +2,13 +1,02

CasH/ CagH 0,60 0,58 0,54 0,54 0,59 0,49 0,48 1,89
+ 0,90 +0,41 + 1,03 + 1,40 +1,29 +0,16 +0,72 185

Te/ T 0,43 0,32 0,43 0,43 0,44 0,44 0,48 0,38
+0,42 + 1,50 +1,82 +1,33 +1,18 +1,27 +0,99 1,58

IHe 17,20 17,64 17,94 18,70 21,63 29,22 29,42 27,36
+0,94 +1,02 +2,03 +0,57 +1,05 +0,26 +225 0,56

Esterano/ 1,29 1,16 1,14 1,12 1,04 1,01 0,99 5,94
Hopano® + 1,00 +1,23 +0,99 +0,91 +0,15 +1,21 +125 4025
25 NH 17,22 17,81 16,51 16,33 16,33 15,81 15,32 18,63
+1,43 + 1,01 +1,98 +1,55 +1,21 +1,26 +1,02 020

CoaTT/CasHe 0,92 1,40 1,48 0,83 1,04 0,92 1,01 1,10
+1,13 +0,90 +0,27 + 0,90 +2,12 +0,82 +1,97  +142

1,06 1,17 1,94 1,25 1,15 1,62 1,22 1,47
CooTT/CosH’ +0,25 + 1,00 +2,72 +0,89 +1,52 +0,28 +0,96  +1,02

C35H/C30H® 0,60 0,60 0,51 0,54 0,55 0,52 0,53 1,89
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+1,16 +0,13 +0,45 +0,91 +1,61 +1,81 +1,62 +1.85

Te/Tme 0,43 0,27 0,27 0,28 0,28 0,29 0,30 0,38
+0,96 +1,04 +0,68 +0,90 + 1,30 +2,27 +2,31 +1,58

IHe 17,20 16,32 16,26 18,71 18,73 17,57 21,69 27,36
+0,89 +1,13 +0,86 + 1,41 +1,27 +0,79 +1,17  £056

Esterano/ 1,29 132 1,35 1,87 1,72 1,70 1,59 5,94
Hopano® + 0,62 + 1,04 +1,87 +0,85 +0,72 +1,17 +0,23 +0,25
25 NH 17,22 18,86 18,92 17,88 17,85 16,52 16,12 18,63
+1,27 +0,65 +1,02 +0,23 +1,51 +0,21 +1,89 +0,20

Controle 10 20 30 40 50 60

CasTT/CasH? 0,91 0,87 0,93 0,98 1,09 1,13 1,18 1,10
+1,12 +0,99 + 0,94 +1,25 +2,01 +1,89 +120 +142

CooTT/CoHe 1,12 1,14 1,23 1,29 1,34 1,37 1,44 1,47
+ 0,24 +1,03 +.,49 +1,52 +1,72 +1,63 +0,10  +1,02

CasH/CagH? 0,61 0,60 0,58 0,64 0,72 0,86 1,26 1,89
+1,03 +0,98 +1,96 + 1,62 + 1,41 +0,27 +144  +£1385

Te/Tme 0,41 0,40 0,42 0,41 0,38 0,40 0,43 0,38
+0,31 +0,45 +2,31 +0,76 +1,93 +0,13 +1,98  +£1,58

IHe 17,30 16,98 16,65 15,99 15,36 15,14 14,23 27,36
+0,70 +1,10 +2,13 +0,31 +1,31 +1,70 +2.31 +0,56

Esterano/ 1,11 1,16 1,36 1,67 2,09 2,64 2,86 5,94
+0,32 +0,20 +0,54 +0,85 +1,26 +1,32 +1,99  +£025

Hopano®
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25 NH 17,51 17,59 17,46 17,78 17,87 17,91 17,96 18,63

+0,23 +1,55 +0,48 +1,37 +0,15 +0,55 +1,65  £0,20
Controle 30 60 90 120 150 180

ConTT/CagH 0,92 0,90 0,91 0,85 0,74 0,63 0,61 1,10
+ 0,04 + 1,47 +1,10 +0,27 +0,37 +1,16 +122 142

CooTT/Coshe 1,06 1,08 1,01 0,96 0,93 0,87 0,72 1,47
+0,92 +1,74 +1,61 +0,58 +0,18 + 1,64 +120  +£1,02

CasH/CaoH? 0,60 0,56 0,50 0,49 0,49 0,46 0,44 1,89
+1,02 +1,09 +0,25 +1,12 + 1,81 +0,38 +1,00 +1,85

Ts/Tme 0,43 0,42 0,43 0,44 0,40 0,45 0,47 0,38
+1,16 +1,34 +1,42 +0,83 +2,00 +1,78 +2.31 +1,58

IHe 17,20 17,46 17,52 18,06 18,36 22,92 24,49 27,36
+0,89 +0,55 +0,40 +0,43 + 1,00 +1,21 +2,12  £056

Esterano/ 1,29 1,26 1,21 1,15 1,07 0,98 0,99 5,94
Hopano® +1,72 +0,90 +1,52 + 0,49 +1,02 + .42 +0,52  +025
25 NH 17,22 17,19 17,15 16,51 16,24 15,23 15,18 18,63
+0,89 +1,17 +1,21 + 0,86 +2,08 +,16 +1,18  £020

CaaTT/CasHe 0,92 1,02 1,05 1,08 1,02 0,86 0,89 1,10
+ 1,47 +0,45 + 1,47 +0,31 +0,32 +0,68 +093  £142

CooTT/CagH 1,06 1,09 1,29 1,31 1,19 1,16 1,12 1,47
+0,86 +1,02 +0,79 +0,70 +0,24 +0,71 +0,89  +1,02

C35H/C30H® 0,60 0,52 0,45 0,53 0,51 0,54 0,55 1,89
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+0,94 +0,48 +0,82 +0,89 +1,12 +0,56 +1,13  +1,85

Ts/Tm 0,43 0,40 0,41 0,40 0,38 0,42 0,43 0,38
+2.30 +0,54 +0,87 +1,55 +1,67 +1,52 +196  +1,58

iy 17,20 17.13 16,62 16,87 17,37 17,75 296 27,36
+2,32 +1,61 +0,81 +0,90 +1,25 +1,17 +084  +0,56

Esterano/ 1,29 1,53 1,78 1,95 1,69 1,61 1,48 5,94
Hopano® +1,02 +1,74 +1,48 +0,22 +1,91 +0,18 +1,66 025
25N 17,22 18,29 18,69 18,98 17,58 17,25 1623 18,63
+1,71 +1,57 +1,65 +131 +0,93 +0,92 +059  +0,20

Controle 10 20 30 40 50 60

T 101 0,99 1,06 1,09 .12 .12 1,10
+0,58 +0,91 +0,94 +1,74 +1,58 +1,64 +231 +142

S 1,12 1,11 1,19 1,22 1,42 1,48 1,51 1,47
+1,00 +2.30 +0,86 +1,63 +0,86 +0,91 1,15  +1,02

CosH/Cagt 0,61 0,61 0,59 0,63 0,74 0,98 1,26 1,89
+1,29 +1,76 +1.47 +0,19 +1,89 +0,14 +1,64  +185

e/ T 0,41 0,35 0,39 0,40 0,41 0.41 0,42 0,38
+1,22 +1,18 +0,95 +1,36 +0,28 +0,89 +024  +158

iy 17,30 17,31 17,09 16,89 16,05 15,67 1543 27,36
+0,98 +1,05 +0,82 +0,96 +0,68 +1,02 +1,50 40,56

Esterano/ 1,11 1,26 1,61 1,72 1,98 2,39 3,42 5,94
+1,01 + 2,04 +1,72 +0,83 +0,91 +1,32 +098 0725

Hopano®
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25 NH 17,51 17,48 17,65 17,86 18,10 18,31 18,49 18,63
+0,45 +3,12 +2,10 + 1,09 +0,82 + 1,01 +1,13  £020
Controle 30 60 90 120 150 180
ConTT/Cosh 0,92 0,94 0,87 0,79 0,76 0,69 0,64 1,10
+ 1,07 +0,29 + 1,00 +0,61 +0,61 +0,28 +095  +142
CooTT/CagH 1,06 1,08 1,01 0,98 0,96 0,82 0,60 1,47
+1,56 +1,22 +1,45 +0,86 + 1,63 +0,65 +0,66  +1,02
CasH/ CagH 0,60 0,55 0,56 0,51 0,47 0,42 0,41 1,89
+0,42 +0,84 +0,95 +0,55 +0,18 +0,15 +0,54 185
Te/ T 0,43 0,38 0,37 0,41 0,39 0,43 0,45 0,38
+ 2,30 +1,13 +0,24 +0,75 +0,09 +0,42 +048 1,58
IHe 17,20 17,41 17,62 18,24 21,26 24,62 24,98 27,36
+1,21 +0,65 +0,21 +1,26 + 1,01 +0,21 +045  +0,56
Esterano/ 1,29 122 1,12 1,08 1,01 0,97 0,94 5,94
Hopano® +1,02 +0,54 +0,90 +1,15 +1,12 +0,80 +1,02 +025
18,63
25 NHf 17,22 17,21 16,98 15,94 15,52 14,92 14,68 A
+0,48 +0,12 +1,58 +0,51 +0,29 +1,98 +0,12
0,20
CaaTT/CssHe 0,92 1,02 1,11 1,15 1,09 1,03 0,99 1,10
+0,28 +1,27 +2,07 +1,91 + 1,00 +0,97 +037 +142
1,06 1,12 1,38 1,43 1,32 1,26 1,18 1,47
CooTT/CosH’ + 1,61 +2.25 +1,32 +0,14 +2,01 +0,67 +1,92 +£1,02
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Coteat 090 0,59 0,61 0,64 0,58 0,54 0.51 1,89
+132 +0,93 +1,17 +0,29 +135 +0,48 +0.87  +185

e/ Tr 0.43 0,41 0,38 0,39 0,40 0,38 0,39 0,38
+1,23 +1,82 +1,50 +0,27 +0,72 +0,09 +136  +1,58

oy 17,20 16,92 16,51 16,38 17,87 18,96 290 27,36
0,45 +1,03 + 0,65 + 1,13 +0,13 +1,10 £090  +0,56

Esterano/ 1,29 1,35 1,45 1,88 1,72 1,63 1,37 5,94
Hopano® +024  +1,12 +127 +0,62 +0,72 +0,42 +1,00  +025
25 NHf 17,22 17,86 18,48 18,75 17,85 17,53 1583 18,63
+0.45 1,02 0,48 +0,54 +031 +0,70 +032 4020

“Ver Tabela 43 (pdg. 213) para siglas.

Calculado a partir da soma das respectivas dreas em m/z 191 de Cyg (pico 21) a Cy (pico 22) terpano triciclico (TT) (22R + 22S), C35 17a,21B(H)-homohopano
(C3sH) (22R + 225) (pico 38) e C;5 170,213 (H)-homohopano (CssH) (22R + 22S) (pico 38);

PCalculado a partir das respectivas dareas em m/z 191 de C;y 170,213 (H)-hopano (C3oH) (pico 30) e C35 170,213 (H)-homohopano (CssH) (22R + 225) (pico 38);
“Calculado a partir das respectivas dreas em m/z 191 de Cy; 17a(H)-22,29,30-trisnorhopano (Tm) (pico 24) e C,; 18a(H)-22,29,30-trisnorneohopano (Ts) (pico
23);

dCalculado a partir das respectivas dreas em m/z 191 de [C3s (22R + 225) (pico 38) / (C;31-C3s) (22R + 225) (picos 32 e 35-38) homohopanos] x 100;

“Calculado a partir das respectivas areas em m/z 217 de Cp7, Cpg € Cpo vt (20R + 225) (picos 45, 48, 50, 53, 54 € 56) e afp (20R + 225) (picos 46, 47, 51,52 ¢
55) esteranos regulares e a partir das respectivas dreas em m/z 191 de C,9-Cs3 17a(H)-hopanos (20R + 225) (picos 30-36);

fCalculado a partir das respectivas dreas em m/z 177 de [C39-C;4 25-norhopanos (25-NH) (picos 26-29) / X C;,-C;5 hopanos (m/z 191) (picos 30-36) + C3p-Cs4
25-norhopanos (25-NH) (picos 26-29)] x 100;

#Média de duplicata, desvio padrio (n = 2) variou de 1,08 a 2,19.
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3.2.5 ANALISE DA FRACAO ACIDA

Este topico relata os resultados preliminares realizados para a fracdo dcida obtida
do ensaio com consorcio aerébio e P1 disperso no meio. O estudo mais detalhado desta
fracdo encontra-se em andamento por outros alunos pertencentes ao nosso grupo de
pesquisa. Os 4cidos foram extraidos do extrato bruto como mostra o Fluxograma 2,
padg. 281.

As fracOes acidas analisadas ndo foram derivatizadas a hidrocarbonetos devido a
pouca quantidade obtida apds extragdo continua, dessa maneira foram analisadas
somente como ésteres metilicos derivados dos componentes dcidos.

As fragdes acida (FAc) e de ésteres metilicos derivados de dcidos (FEM) foram
analisadas por infravermelho (IV). Na fracdo FAc observou-se as bandas em 1710 cm™,
caracteristica de carbonila de 4cido e uma banda larga em 3420 cm™, caracteristica de
hidroxila de d4cido [Figura 97A], enquanto que na fracdo FEM observou-se o
desaparecimento da banda caracteristica de hidroxila e uma banda em 1737 cm’

caracteristica de carbonila de éster [Figura 97B].
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Figura 97. Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho para a (A) fracdo dcida, FAc e (B) fracao

de ésteres metilicos derivados de acidos, FEM.

Os ésteres metilicos derivados dos dcidos lineares foram analisados por CG-EM

utilizando o RIC através do ion-fragmento m/z 74 [Figura 98].
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Figura 98. RIC m/z 74 obtido da andlise por CG-EM da fracdo FEM das amostras obtidas no

ensaio aerobio com P1 adsorvido em areia.

Os 4cidos carboxilicos presentes em petréleo podem ser gerados junto com o0s

hidrocarbonetos (4cidos autdctones) durante o processo de geracdo do petrdleo

(Rodrigues, 2000), podem ser incorporados durante o processo de migracdo (Jaffé &

Gallardo, 1993), podem ser gerados por microrganismos através de sintese “de novo”

ou ainda serem derivados das membranas celulares de bactérias durante o processo de

biodegradacdo (Mackenzie et al., 1981; Behar & Albrecht, 1984).
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Neste estudo, detectou-se a presenca dos €steres metilicos derivados dos acidos
hexadecandico (C,¢) e octadecandico (C;g) em maior abundincia para a amostra nao
biodegradada usada como controle. Com 20 dias de biodegradagdo notou-se a remog¢ao
dos 4cidos de menor peso molecular e aumento da abundancia relativa do componente
C,s, comparado ao controle. Com o progresso da biodegradacao ocorre remog¢ao do Cig
em preferéncia ao Cys.

A andlise da fracdo de ésteres metilicos derivados de acidos sequiterpandicos
biciclicos através do ion-fragmento m/z 123 revelou a presenca de uma série homodloga
a partir de 30 dias de biodegradacdo e o aumento da abundancia relativa com o
progresso da biodegradagao. Estes compostos ndo foram detectados na amostra controle
[Figura 99].

A presenca de biciclicos em petroleo € bastante questionada. Alexander et al.
(1984) sugerem que eles sejam produtos da degradacdo de terpanos triciclicos e
hopanos, enquanto no trabalho de Zhusheng et al. (1990) € sugerido que a presenca

desses compostos em Oleos biodegradados se deve a sua alta resisténcia.
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Figura 99. RIC m/z 123 obtido da anédlise por CG-EM da fracdo FEM das amostras obtidas

no ensaio aerobio com P1 adsorvido em areia.

Como ndo foi feito coinjecdo com padrdes sintéticos nao foi possivel confirmar a
estrutura desses acidos biciclicos, porém, baseado no trabalho de Rebougas (1992) e na
fragmentacao do espectro de massas [Figura 100], sugere-se a estrutura com esqueleto

tipo homodrimano e o grupo carbometoxi ligado ao carbono Cg para os picos 57 e 58.
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Figura 100. Espectros de massas e estruturas sugeridas para os ésteres metilicos derivados
de 4cido biciclicos (A) pico 57 e (B) pico 58, detectados nas amostras obtidas do ensaio

com consorcio aerobio Col e P1 asdorvido em areia.

Para o estudo dos 4cidos terpandicos triciclicos também nao foi feito coinjecao
com padrodes sintéticos, porém baseado no trabalho de Da Silva (2008) e através da
andlise do fon-fragmento em m/z 191 sugere-se a presenca de &cidos terpandicos
triciclicos saturados e aromadticos com o grupo carboxilico presente nos anéis C e A,

respectivamente, para os picos 59 e 60 como mostram as Figuras 101e 102.
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Figura 101. RIC m/z 191 obtido da andlise por CG-EM da fracio FEM das amostras

obtidas no ensaio aerébio com P1 adsorvido em areia.
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Figura 102. Espectros de massas e estruturas sugeridas para os ésteres metilicos
derivados de 4cidos terpandicos triciclicos (A) pico 59 e (B) pico 60, detectados nas

amostras obtidas do ensaio com consorcio aerdobio Col e P1 asdorvido em areia.

Utilizando a técnica de varredura de fons totais por CG-EM nao foi possivel
detectar a presenca de acidos hopandicos e esterandicos nas amostras estudadas. Estas
amostras estdo sendo analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas utilizando ionizagao por eletrospary (LC-MS) e os resultados serdao futuramente

submetidos a revistas cientificas apropriadas.



33 CAPITULO 3 - PRODUCAO, CARACTERIZACAO E
PROPRIEDADES DOS BIOSSURFACTANTES

Neste capitulo fez-se a caracterizagdo e determinacdo das propriedades

tensoativas dos biossurfactantes produzidos pelos microrganismos aerébios.

3.3.1 DETERMINACAO E QUANTIFICACAO DA BIOMASSA E EPS
PRODUZIDOS

Nossos experimentos utilizando os consorcios aerobios, apresentaram as maiores
taxas de biodegradacdo do petréleo com emulsificacio do 6leo no meio Zinder
levantando a questdo sobre a possibilidade destes microorganismos produzirem
substancias capazes de emulsificar o petrdleo. Estas substincias, conhecidas como
biossurfactantes ou substincias exopoliméricas (EPS), tem capacidade de dispersar o
petroleo tornando-o miscivel em meio aquoso através da redugdo da tensdo superficial
da 4gua e possibilitando sua degradacdo pelos microrganismos locais (Christofi e
Ivshina, 2002).

Como os microrganismos possuem preferéncias metabolicas diferenciadas para
degradar os constituintes do petrdleo, resolveu-se utilizar diferentes fontes de carbono
para estimular a produgdo dos biossurfactantes. Os substratos escolhidos pertencem a
diferentes classes de compostos que estdo presentes no petrdleo: n-alcanos, aromaticos
e 4cidos.

ApoOs 5 dias de ensaio, observou-se a producdo de biossurfactantes com os
susbtratos [9] glicose, [10] 9,10 diidrofenantreno, [11] nonadecano, [12] 4cido
nonadecandico e [13] mistura de [10], [11] e [12] e apds 10 dias houve produgcdao com
os substratos [14] P1 e [15] P2. A Tabela 45 apresenta o rendimento em miligramas de

EPS total produzido por grama de células dos consércios Col e Co2, frente aos



diferentes substratos avaliados. Calculou-se o rendimento total de EPS produzidos
através da relacdo entre a massa de EPS e a biomassa dos consoércios de acordo com a

Equacao 1:

Equacio 1 mg EPS produzido _»

EPS seco ]

g de células biomassa seca

Tabela 45. Producio de EPS por consércios aerébios provenientes de petréleo brasileiro

Produgdo de EPS (mg / g células)*

Consorcios
Fontes de Carbono

avaliados
9 10 11 12 13 14 15°
Col 21,00 200,81 316,23 215,86 415,47 208,80 57,61
+0,22 +0,41 +0,20 +0,31 +0,23 +0,51 +0,19
Co2 22,00 222,12 182,14 124,75 316,68 288,29 116,02

+0,16 +0,13 +0,21 +0,15 +0,18 +0,19 +0,14

*Média dos valores em triplicata; desvio padrdo (n = 3).
b(diidrofenantreno + nonadecano + 4cido nonadecanéico).

Os resultados apresentados na Tabela 45 mostram que os consércios foram
capazes de produzir biossurfactantes com todas as fontes de carbono utilizadas,
evidenciando que a producdo de EPS varia com o tipo de substrato e com os
microrganismos presentes no meio. Varios trabalhos na literatura também citam que a
composicdo do meio mineral influencia na produ¢do do biopolimero (Banat, 1995;
Abalos et al., 2001).

A fonte potencial para producdao de EPS por estes consoércios foi o petréleo nao-
biodegradado, P1 com uma concentracao méaxima de 415, 47 mg EPS/g de células com

Col e de 316,68 mg EPS/g de células com Co2 ambos apds 10 dias de incubacdo. Isto

mostra que os biossurfactantes produzidos por estes microrganismos contribuem para



aumentar a biodegradagcdo de um petréleo rico em parafinas (P1), diminuindo seu valor

comercial.

3.3.2 PERFIL DE CRESCIMENTO DOS CONSORCIOS

O monitoramento do aumento da densidade celular dos consércios na presenca
dos substratos avaliados, exceto glicose, foi realizado através de medidas
espectrofotométricas de absorbancia relativa dos meios reacionais no comprimento de
onda de 450 nm (Johnsen et al., 2002), durante cinco ¢ em 10 dias. O aumento da
turbidez, e consequente aumento dos valores de absorbancia foram indicativos do
incremento da biomassa nos meios. Com 10 dias de monitoramento ndo se observou
crescimento significativo de biomassa, a qual se manteve constante. As Figuras 103 e
104 apresentam as curvas de crescimento microbiano dos consorcios 1 e 2 frente aos

substratos avaliados.
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Figura 104. Curvas de crescimento do Co2 frente aos substratos avaliados.




Segundo Rahman et al., (2003), quando a densidade 6ptica (DO) encontra-se na
faixa de 0,21 a 0,40 considera-se que os microrganismos apresentam baixa densidade
celular, de 0,41-0,60 corresponde a uma densidade celular moderada, de 0,61-0,80 é
equivalente a alta densidade celular e quando a DO esté na faixa de 0,81-1,00 significa
que houve um excelente crescimento microbiano no meio. Baseado nisto pode-se notar
pelas Figuras 107 e 108 que os consércios avaliados apresentaram excelentes
crescimentos apds 72 h de producdo de biossurfactante para todas as fontes de carbono
utilizadas com excecdo do petréleo biodegradado P2. Estes dados mostram que nao
existe uma relacdo direta entre a producdo de biossurfactante e o aumento da densidade
celular, visto que houve pouca produ¢do de EPS com a mistura de substratos (57,61 mg
EPS/g de células) com o Col, no entanto houve um excelente crescimento celular do
Col com esta mitura de substrato.

Neste mesmo trabalho (Rahman et al., 2003), os autores também ndo observaram
relacdo direta entre producdo de EPS e aumento da densidade celular. O consércio de
bactérias que eles avaliaram, utilizando petréleo como fonte de carbono, apresentou
excelente crescimento celular (6,5 g de biomassa/L.), porém baixa producao de EPS (4,9
g/L). A maioria dos trabalhos reportados na literatura mostra uma relagdo direta entre
estas duas varidveis quando se utiliza bactérias isoladamente. Este fato pode ser
explicado porque em consorcio existe uma competicdo entre os microrganismos pelo

mesmo substrato, o que ndo ocorre quando se utiliza apenas uma bactéria.

3.3.3 CARACTERIZACAO DOS BIOSSURFACTANTES (EPS)

3.3.3.1 Teor de Carboidratos, Proteinas e Acidos urénicos

ApOs a quantificacdo, realizou-se andlises colorimétricas quanto aos teores de
carboidratos (Dubois et al., 1956), proteinas (Bradford, 1976) e dacidos urdnicos

(Blumenkratz & Asboe-Hansen, 1973) para caracterizacdo dos EPS produzidos pelos



consorcios. A determinacdo da concentracdo de carboidratos, proteinas e 4cidos
urdnicos foram baseados na comparacao dos valores de absorbancia obtidos a partir de
curvas de calibracdo utilizando solu¢des de glicose, albumina de soro bovino (BSA) e
acido galacturdnico a 490, 595 e 520 nm, respectivamente (parte experimental, secdo
4.84, pdgs. 284, 285 e 286). As medidas foram realizadas em triplicata. A Tabela 46
mostra estes resultados expressos em miligrama de carboidratos, proteinas e 4cidos

urdnicos por mililitro de meio de cultura dos biossurfactantes obtidos.

Tabela 46. Composi¢cdo quimica dos EPS (mg/mL) produzidos por microrganismos aerdbios

provindos de petrdleo brasileiro utilizando diferentes fontes de carbono

Composicdo Quimica (mg/mL)°

Fontes de _
Carboidratos Proteinas Acidos Uronicos
Carbono
Col Co2 Col Co2 Col Co2
53,73 18,87 31,18 33,69 5,10 2,89
Diidrofenantreno

+1,27 +1,35 +0,95 + 0,68 +0,17 +1,18

65,12 38,99 26,57 33,30 5,58 3,78

Nonadecano

+ 1,61 + 1,01 +0,24 +0,13 +0,23 +1,16

24,94 30,28 27,66 37,81 4,49 3,66

Ac.Nonadecanoico

+1,02 +1,16 +0,87 +0,45 +0,38 +0,12

1 56,31 35,60 30,65 28,33 2,17 2,97
+0,90 +0,97 +0,56 +0,72 +0,22 +0,29

- 22,55 33,21 19,24 36,92 2,86 2,65
+ 1,21 + 0,82 +0,78 + 0,82 +0,21 +0,18

b 71,36 21,52 22.53 29,74 6,05 4,03

Mistura

+0,89 +1,23 +0,58 +0,65 +0,10 +0,16

*Média dos valores em triplicata; desvio padrdo (n = 3).
P(diidrofenantreno + nonadecano + acido nonadecanéico).



De acordo com a Tabela 46 nota-se que os EPS produzidos pelos consoércios sao
constituidos principalmente de carboidratos e proteinas, independente da fonte de
carbono utilizada. O maior contetido de carboidratos para Col foi quando se utilizou a
mistura de substratos correspondendo a 71,36 mg/mL e para o Co2 foi frente ao
nonadecano como fonte de carbono (38,99 mg/mL). Banat (1995) e Sutherland (2001)
demonstraram que especificidade e a composicdo quimica do biossurfactante sao
fortemente influenciadas pela composi¢ao do meio de cultura e condi¢cdes ambientais na
qual a bactéria cresce. Além disso, é importante destacar que o tipo de microrganismo,
se isolado ou em consoércio, também altera as caracteristicas quimicas do biopolimero.
Martinez-Checa et al., (2007) avaliando a producdo de EPS por culturas isoladas de
Halomonas eurihalina observou que eles apresentavam baixo contetido de carboidratos
e proteinas e alto conteido de acidos urdnicos e sulfatos, contrario ao que foi observado
neste trabalho, onde os consoOrcios apresentaram alto conteudo de carboidratos e

proteinas e baixo contetido de dcidos urdnicos.

3.3.4 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS BIOSSURFACTANTES (EPS)

A biossintese de biossurfactantes produzidos por uma grande variedade de
bactérias foi reportada e os principais representantes desta classe de compostos sdao
ramnolipideos e lipideos sulfurosos (Zhou & Kosaric, 1995).

A andlise no infravermelho (IV) dos biossurfactantes produzidos pelos consorcios
aerdbios revelou uma mistura de compostos que apresentaram uma banda indicativa de
OH e de ligagio N-H/C-H de proteinas em 3498 e 3422 cm’', respectivamente.
Vibragdes assimétricas de CH,/C-H foram observadas em 2928 e 2861 cm’,
confirmando a presenca de alcanos. Além disso, observou-se deformacdes de CH em
877 cm’'. A banda em 1650 cm™' é caracteristica de carbonila e a banda em 1547 cm™ é

caracteristica de ligagao C-O [Figura 105].
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Figura 105. Espectro de infravermelho da mistura de biossurfactantes produzida pelo consoércio

aerdbio.

As informagdes obtidas a partir da andlise no infravermelho sdo indicativas da
presenca de um ou mais biossurfactantes com natureza glicolipopeptidica. Os
surfactantes lipoprotéicos, incluindo surfactina, iturina, fengicina, liquenisina,
micosubtilisina e bacilomicina, produzidos por espécies de Bacillus sdo talvez os mais
conhecidos por suas atividades antibidticas (Maier, 2003 ; Steller & Valter, 2000).
Esses compostos se caracterizam pela presenca de peptideos ligados a 4cidos graxos
com os aminodcidos dispostos em uma estrutura ciclica (Maier, 2003).

Para complementar as informacgdes sobre a natureza quimica dos biossurfactantes
produzidos pelos consércios aerdbios aqui avaliados, realizou-se espectrometria de
massas de alta resolu¢do por infusdo direta utilizando ionizagdo por eletrospray
(MS/ESI). Devido a caracteristica glicolipopeptidica observada pelo IV, inicialmente
fez-se a andlise de um padrdo de surfactina fornecido pela doutoranda Carla Porto. O

objetivo foi comparar o perfil espectral do padrdo com a nossa mistura.



A surfactina [Figura 106] é produzida principalmente por Bacillus subtilis
(Kowall et al., 1998) e sua estrutura geral € a de um peptideo ciclico de sete
aminodcidos ligados a uma cadeia de 4dcido graxo B-hidroxi que pode variar de 13 a 15
atomos de carbono, o que permite a existéncia de diferentes isoformas que se
diferenciam ligeiramente em suas propriedades fisico-quimicas devido a varia¢des no
tamanho da cadeia, a ligacdo do hidroxi 4cido graxo e a substituicdo dos aminodcidos

que compdem o anel (Kowall et al., 1998; Lang, 2002; Hsieh et al., 2004).

Figura 106. Estrutura de uma isoforma da surfactina.

A Figura 107 apresenta o cromatograma total de ions do padrdo e da mistura

analisada no modo ion positivo por MS/ESI.
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Figura 107. Espectro de massas da (A) surfactina e do (B) biossurfactante produzido pelo

consorcio aerébio apds 5 dias de incubagio.

O espectro do padrio de surfactina (A) mostra a distribuicdo de uma série
homoéloga que varia em uma unidade de CH, caracterizando a presenca de isoformas
que apresentam diferencas na cadeia lateral. No espectro da amostra (B) também se
observa esta série homologa com diferencas apenas na abundancia relativa de cada
isoforma. Apesar da semelhanca entre o padrdao e a mistura obtida, ndo foi possivel
determinar com exatiddo os aminodcidos e a ordem que eles aparecem na estrutura.

Mesmo assim, com estes resultados pode-se sugerir que a amostra analisada ¢é



constituida de diferentes isoformas de surfactina ou que pelo menos este € o

componente principal.

3.3.5 PROPRIEDADES DOS BIOSSURFACTANTES (EPS)

As propriedades tensoativas, tais como, tensao superficial (TS) e interfacial (TI),
concentracdo micelar critica (CMC) e indice de emulsificacdo (E), sdo importantes
parametros usados extensivamente para medir a eficiéncia dos biossurfactantes na
solubilizagdo de compostos insoluveis em meios aquosos (Desai e Banat, 1997;
Mulligan, 2005; Singh 2007). Dentre estes, utilizou-se a medida da tensdo superficial e
o indice de emulsificagdo para avaliar a eficiéncia dos biossurfactantes obtidos pelos

Col e Co2 na solubilizacdo dos diferentes substratos empregados.

3.3.5.1 Medida da Tensdo Superficial (TS)

Mediu-se a tensdo superficial e interfacial do sobrenadante que continha os EPS
com um tensidometro D-Nouy (parte experimental, secdo 4.8.5.1, pdg. 290). Para medir
a TS usou-se as relacdes ar/dgua e ar/meio Zinder como controle. As Figuras 108 ¢ 109

ilustram estes resultados para os consorcios Col e Co2, respectivamente.
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Figura 109. Medida de Tensao Superficial para Co2.

O Col produziu 415,47 mg de EPS/g de células utilizando P1 como substrato e
reduziu a TS da dgua e do meio Zinder de 72,36 e 55,71 mN/m, respectivamente, para

28,57 mN/m. Utilizando P2 como fonte de carbono, este mesmo consércio produziu



208,80 mg EPS/g de células e apresentou reducdo da TS da dgua e do meio Zinder para
30,12 mN/m. O Co2 apresentou reducdo da TS de forma semelhante quando P1, P2 e
9,10-diidrofenantreno foram usados como substrato. A concentracdo de EPS no meio
foi de 316,68, 288,29 e 222,12 mg EPS/g de células e a TS da dgua e do meio Zinder
foram reduzidas para 30,42, 31,24 e 33,73 mN/m, respectivamente. A partir desses
resultados nota-se que com Col houve maior reducdo da tensdo superficial para o
substrato que foi maior produtor de EPS, enquanto que o Co2 ndo presentou esta
seletividade para trés dos substratos utilizados.

Rahman et al., (2003), relatou que um consércio formado por bactérias dos
géneros Micrococcus sp., Bacillus sp., Corynebacterium sp., Flavobacterium sp. e
Pseudomonas sp., produziu 4,9 g/L. de biossurfactante e reduziu a TS da dgua de 72
mN/m para 34,1 mN/m, enquanto que os mesmos microrganismos avaliados
isoladamente produziram 1,3, 2,1, 4,1, 1,3 e 7,5 g/L de biossurfactante e reduziram a TS
para 32,9, 31,6, 36,4, 36,1 e 29,4 mN/m, respectivamente. Estes resultados mostram a
influéncia do tipo de microrganismos nas propriedades tensoativas do biossurfactante,
uma vez que isoladamente os microrganismos apresentaram menor producdo do
biopolimero e reduziram a TS de forma semelhante ao consércio. No nosso trabalho,
observou-se que existe uma relagdo direta entre a concentracdo de EPS produzido e a
reducdo da TS para o Col, ou seja, quanto maior a producao de EPS maior a redugdo da

TS.

3.3.5.2 Medida do Indice de Emulsificagéo (F)

Para avaliar o poder de emulsificacdo dos biossurfactantes calculou-se o indice
de emulsificacdo (E) do sobrenadante. Os valores de E foram expressos apos 24h de
repouso como percentagem do peso total ocupado pela emulsio de acordo com a

Equacao 2.



~ altura da camada emulsionada (cm)
Equacao 2: E % = x100

altura total do liquido (cm)

A Tabela 47 apresenta a porcentagem da atividade de emulsificagdo dos
consorcios avaliados utilizando-se diferentes hidrocarbonetos. Os resultados foram

comparados com a atividade de emulsificacdo para o surfactante sintético Tween 80.

Tabela 47. Atividade emulsificante (E»4%) de EPS produzidos por Col e Co2 e surfactante quimico

(Tween 80) em tolueno, n-octano e diesel.

Hidrocarbonetos
Emulsificantes

Tolueno n-Octano Diesel
Nonadecano (Col)-EPS 28+3 43 +2 32+6
Nonadecano (Co2)-EPS 25+1 60+5 25+3
Ac.Nonadecandico (Col)-EPS 55 18+3 12+4
Ac.Nonadecandico (Co2)-EPS 36+3 21 +1 105
9,10-Diidrofenantreno (Col)-EPS 70 £ 1% 47+ 1 4+2
9,10-Diidrofenantreno (Co2)-EPS 62 +2 42 +2 5+£2
Mistura (Col)-EPS 301 54+3 13+£2
Mistura (Co2)-EPS 21 +4 53+1 9+1
P1 (Col)-EPS 41 +4 61+1 7+3
P1 (Co2)-EPS 3242 35+£3 7+2
P2 (Col)-EPS 23+3 45+ 4 5+2
P2 (Co2)-EPS 19+1 23+2 6+1
Tween 80 40 + 1 51+2 39+1

*Valores em negrito: maior atividade emulsificante que Tween 80 (surfactante quimico).

O indice de emulsificacao depois de 24 h foi mais elevado para o tolueno (E = 70

%) utilizando 9,10-diidrofenatreno como fonte de producdo do EPS. Quando se



comparou a atividade emulsificante para o Tween 80, observou-se que os EPS
produzidos pelo Col com P1, pelo Co2 com noandecano e por ambos 0s consoOrcios
com 9,10-diidrofenantreno e a mistura de substratos, apresentaram uma melhor
emulsificacdo (variando de 41 a 70 %), que o surfactante quimico quando se utilizou
tolueno e octano. Quando se usou diesel, a maior emulsificagiao (32 %) foi com o EPS
produzido pelo Col com nonadecano. Os resultados obtidos por Rahman et al., (2003)
mostram que o consdrcio avaliado apresentou 53, 66 e 5 % de emulsificagcdo quando
eles usaram benzeno, hexano e diesel, respectivamente como hidrocarbonetos.

Nossos resultados demonstram a excelente capacidade emulsificante que os EPS
produzidos pelos consorcios aerdbios possuem com os hidrocarbonetos testados,
mostrando a viabilidade do seu desenvolvimento para diferentes aplicagoes,

notadamente ambientais (Nitschke et al., 2005).

3.3.6 BIODEGRADACAO X PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES(EPS)

Além de verificar a produgdo, caracterizacdo e propriedades tensoativas dos EPS,
fez-se a correlacdao entre os EPS produzidos e a biodegradacdo dos substratos 9,10-
diidrofenantreno, nonadecano, acido nonadecandico, P1 e a mistura, uma vez que o
crescimento de microrganismos utilizando-se hidrocarbonetos € frequentemente
associado a producdo de compostos que podem emulsificd-los, tornando-os mais
acessiveis ao metabolismo microbiano (Calvo et al., 2004). Além disso, em consdrcios
ocorrem associacOes naturais entre as comunidades microbianas presentes que atuam
tanto na producdo de substancias exopoliméricas, durante a formacdo de biofilmes,
quanto nos processos de biodegradacdo. Para isso, foram realizadas andlises por CG-
EM para determinar as taxas de biodegradacdo (%) dos substratos avaliados. Os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 48.



Tabela 48. Taxas de biodegradacao dos substratos avaliados pelos consércios bacterianos.

Consorcios Taxas de biodegradagdo (%)
avaliados Substratos avaliados
9,10- Acido
Nonadecano . Mistura® P1
Diidrofenantreno Nonadecanoico
Col 53+1,21 98 + 0,12 51 £0,05 72+ 1,20 42 +1,75
Co2 51+0,10 63+ 0,82 54 +1,02 96 + 0,16 35+1,98

(9,10-diidrofenantreno + nonadecano + 4cido nonadecandico).

As fontes de carbono preferenciais para maior producdo de EPS [Tabela 45] ndo
foram as mesmas escolhidas pelos consorcios para maior degradacdo [Tabela 48],
porém, todos os compostos apresentaram taxas acima de 50 % (exceto P1), mostrando
que em consorcios alguns microrganismos sao potenciais produtores de EPS, enquanto
outros sdo excelentes biodegradadores.

Com estes resultados foi possivel observar que a producdo de EPS pelos
consorcios aerobios presentes nos reservatorios auxilia os processos de biodegradacao
do petréleo, o que pode justificar as maiores taxas de biodegradacdo para os

experimentos realizados com os aerébios, em comparag¢ao aos anaerdbios.



4 PARTE EXPERIMENTAL




Parte Experimental

4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 EQUIPAMENTOS E CONDICOES EMPREGADAS

4.1.1 SOLVENTES, REAGENTES E MEIOS DE CULTURA

Os reagentes, solventes e meios de cultura utilizados neste trabalho foram
analiticamente puros e/ou indicados pelos fabricantes para uso em diferentes anélises.
Quando necessario os reagentes e solventes foram purificados antes do uso seguindo
métodos descritos na literatura (Perrin et al., 1980). Os meios de cultura foram
submetidos a esterilizacdo em autoclave a 121 °C e pressao de 1 atm, por 20 minutos. A
vidraria foi adequadamente limpa e esterilizada em autoclave a 121 °C, 1 atm por 30
minutos ou em estufa de esterilizacdo a 180 °C durante 1 hora. Todo material que ndo
pode ser esterilizado em autoclave foi submetido a radiacdo UV durante 30 minutos,
antes de seu uso. Utilizou-se dgua Milli-Q no preparo de todas as solu¢des utilizadas
neste trabalho.

Todos os ensaios realizados sob condi¢cdes aerdbias foram manipulados em
camaras de fluxo laminar, e os realizados sob condi¢des anaerdbias foram manipulados

utilizando-se uma linha de gases, sob fluxo positivo de N.

4.1.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNA

As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando-se silica gel 60 da
Merck, granulometria de 70-230 mesh e gradientes de solventes purificados como
eluentes. A silica foi previamente tratada com cloroférmio e ativada em estufa a 70 °C

durante 1 h para eliminar possiveis impurezas. A relagdo entre a amostra e o adsorvente,



Parte Experimental

os eluentes utilizados e o volume de aliquota recolhidos variaram de acordo com cada

experimento.

4.1.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-se
filmes sobre cela de KBr, empregando-se um espectrofotometro Bomem MB Modelo

B-100 resolugio de 4 cm™ e 1660 FTIR.

4.1.4 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA (UV-Vis)

Os espectros de absorcao na regido do UV-Vis foram obtidos utilizando-se um

espectrofotdmetro com arranjo de diodos Modelo HP 8452A.

4.1.5 ESPECTROMETRIA DE FLUORESCENCIA

As medidas de fluorescéncia das reagdes de triagem enzimdtica de alto
desempenho foram realizadas em um leitor de fluorescéncia Flashscan 530 Analitic

Jena, utilizando filtro de excita¢do de A.x = 365 nm e leitura de emissao a A, = 460 nm.

4.1.6 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (CG-EM)

As andlises por CG-EM foram realizadas em cromatogrifo Hewlett Packard
5890II, acoplado a um detector seletivo de massas HP5970-MSD, operando com uma

fonte de elétrons com energia de ionizagdo de 70 eV.
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O cromatografo € equipado com um injetor tipo split/splitless e com coluna
capilar de silica do tipo MDNSS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum), cuja fase estacionaria
consiste de 5% de fenil metil silicone. As amostras foram adequadamente diluidas e o
volume de 1 pl. foi usado nas injecOes, utilizando-se hélio como gés de arraste. As
temperaturas do injetor € do detector variaram conforme o método utilizado. O

espectrdmetro de massas operou com velocidade de 0,77 scans.seg.” na faixa de m/z 40-

700.

4.1.7 ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR ELETROSPRAY
(MS-ESI)

As andlises por MS-ESI foram realizadas em um equipamento com dois
analisadores de massas em série, um ion-trap linear do tipo quadrupolo (LTQ XL) e um

Orbitrap de alta resolucao (LTQ Orbitrap XL) da Thermo Scientific.

4.2 AMOSTRAS ESTUDADAS

As amostras de 4gua de formacdo e de petrdleo, de diferentes graus de
biodegradacdo e profundidades, foram coletadas em maio de 2002 (coleta 1) e em julho
de 2005 (coleta 2), no Campo de Pampo Sul, Bacia de Campos, RJ. A Tabela 49

apresenta as caracteristicas geoquimicas dos 6leos utilizados neste estudo.
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Tabela 49. Caracteristicas geoquimicas das amostras de 6leo utilizadas para obten¢do dos consdrcios microbianos

Indicadores geoquimicos de fonte®:<,

Nivel de Temperatura  Profundidade biodegradagdo®® e maturidade térmica®
Pogos
biodegradagdo® (° 0 (m) Esterano/ C2TT/ NOR25/ opp® Ts/
hopano®  CasTT® H30¢ (Ts+Tm)f
1 NB (nivel 1-2) 82 2405-2588 0,35 1,20 0,06 0,49 0,24
2 B (nivel 5-6) 71 1988-2222 0,94 0,97 0,08 0,51 0,32
3 MB (nivel 3-4) 62 3023 0,78 1,20 0,04 0,49 0,29
4 B (nivel 6) 62 2066 0,86 1,19 0,88 0,43 0,39
5 NB (nivel 0-1) 85 3070-3240 0,25 1,23 0,05 0,45 0,37

 Peters € Moldowan, 1993, NB (N4o biodegradada), B (Biodegradada), MB (moderadamente biodegradada).;

PCalculado a partir das respectivas dreas em m/z 217 de Cy7, Cog € Cyo coiar (20R + 225) e o (20R + 225) esteranos regulares e a partir das respectivas dreas
em m/z 191 de C,9-Cs3 170(H)-hopanos (20R + 225).;

“Calculado a partir das respectivas dreas em m/z 191 de Cy¢ terpano triciclico (TT) (22R + 22S) / Cy5 terpano triciclico (TT) (22R + 22S;

dCalculado a partir das respectivas dreas em m/z 191 de Cag 25-nor-17a(H) hopano / Csy 170,21B(H) hopano;

“Calculado a partir das respectivas dreas em m/z 217 de Cy Sa(H),14B(H),17B(H) (20R+S) 24-etilcolestano / C,9 Sa(H),140(H),17a(H) (20R+S) 24-
etilcolestano + Cy9 Sa(H),14p(H),17B(H) (20R+S) 24-etilcolestano;

fCalculado a partir das respectivas dreas em m/z 191 de Cy; 18au(H)-22,29,30-trisnorneohopano (Ts) e Cy; 17a(H)-22,29,30-trisnorhopano (Tm).

As amostras de dguas de formacao foram coletadas em tanques de separacdo dgua/dleo a temperatura de

50 °C e as amostras de petroleo foram coletadas de diferentes pogos de producao.
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4.3 PREPARO DE SOLUCC)ES E MEIOS MINERAIS

As solucdes e meios minerais descritos neste item foram utilizados nos
enriquecimentos para obtencdo dos consércios, nos ensaios de biodegradacdo e no
estudo sobre a investigacdo de exopolimeros:
= Meio Zinder: este meio foi utilizado nos enriquecimentos e ensaios aerdbios e
anaerdobios. Quando se utilizou microrganismos aerdbios, o meio foi preparado pela
dissolucao de 0,5 g de NH,Cl; 0,4 g de KH,POy4; 0,1 g de MgCl,.6H,0; 0,05 g de
CaCl,.2H,0 e 10 mL de solucao trago de metais em 1000 mL de dgua Milli-Q. O meio
foi esterilizado e armazenado em frasco Schott a temperatura ambiente.

O meio Zinder utilizado para anaerdbios possui a mesma composi¢do s que €
acrescido de 1 mL de resazurina 1 % (para monitorar o potencial de 6xido-reducado) e
submetido a troca de atmosfera de O, para N,:CO, (70:30) durante 20 minutos,
utilizando um sistema de distribuicdo simultinea de gases. Este sistema possui uma
coluna catalitica de BTS® utilizada para reter tracos de oxigénio presentes na linha de
conducdo e cilindros de gases. Apos esta troca de atmosfera os frascos foram lacrados,
esterilizados e armazenados a temperatura ambiente na auséncia de luz.

O pH final do meio Zinder foi ajustado para 7,0 utilizando-se solu¢do de KOH 4
mol/L.
= Solucao traco de metais: dissolveu-se 4,5 g de Tritriplex III; 0,5 g de FeSO,.7H,0;
0,1 g de MnSO4.H,0; 0,2 g de CoCl,.6H,0; 0,2 g de ZnSO,.7H,0; 0,2 g de H;BO3;
0,02 g de NiCl, e 0,01 g de Na,MoO,4 em 1000 mL de dgua Milli-Q. A solucdo foi
esterilizada e armazenada em frasco Schott a 4 °C.
= Solucdo de resazurina 1 %: dissolveu-se 0,5 g de resazurina em 50 mL de 4gua
Milli-Q. A solugao foi armazenada em frasco ambar a temperatura de 4 °C.
= Solucoes de vitaminas: preparou-se duas solugdes de vitaminas para estimular o

crescimento de microrganismos aerdbios, arqueas metanogénicas e bactérias sulfato-
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redutoras. A soluc@o para aerdbios e metanogénicas foi preparada pela dissolugdo de
0,002 g de biotina; 0,002 g de acido fdlico; 0,005 g de tiamina.HCI; 0,005 g de
riboflavina; 0,005 g de acido nicotinico; 0,005 g de pantotenato de célcio; 0,010 g de
piridoxina.HCl; 0,0001 g de vitamina Bi,; 0,005 g de 4cido lipéico em 1000 mL de
agua Milli-Q. Para o preparo da solucdo de vitaminas para sulfato-redutoras utilizou-se
0os mesmos componentes descritos anteriormente, acrescido de 0,005 g de acido p-
aminobenzdico também em 1000 mL de dgua Milli-Q. As solugdes foram filtradas em
membrana de 0,22 um, distribuidas em frascos de penicilina de 50 mL e mantidas sob
fluxo de N, por 2 minutos. Os frascos foram lacrados e armazenados a temperatura de 4
°C.

= Solucdo de extrato de levedura 2 %: dissolveu-se 1,0 g de extrato de levedura
(Difco) em 50,0 mL de 4dgua Milli-Q. A solu¢do foi transferida para dois frascos de
penicilina de 50 mL e mantida sob fluxo de N, por 2 minutos. Os frascos foram
lacrados, esterilizados e armazenados a temperatura ambiente na auséncia de luz.

= Solucoes de diferentes susbtratos organicos utilizadas nos estudos de
biodegradacao: preparou-se solugdes de glicose, lactato de s6édio, metanol, propionato
e bicarbonato de sédio que foram utilizadas nos enriquecimentos e nos ensaios de
biodegradacao.

Para preparar a solugdo de glicose e propionato de sodio dissolveu-se,
respectivamente, 1,8066 g e 1,9212 g em 1000 mL de dgua Milli-Q. O lactato de sédio
foi obtido através da reacdo de neutralizac@o entre acido latico 4 mol/L e hidréxido de
s6dio 4 mol/L (1:1 v/v). O pH final da solucdo de lactato de sddio foi ajustado para
10,0. A solucdo de bicarbonato de sddio foi preparada pela dissolug¢do de 1 g do sal em
10 mL de dgua Milli-Q.

Para preparar a solucdo de metanol, inicialmente esterilizou-se em autoclave, o
metanol e a 4gua Milli-Q separadamente. Apds resfriamento, misturou-se 0 metanol e a

agua Milli-Q na propor¢ao 1:9 v/v, utilizando-se seringa estéril. As solucdes de glicose,
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lactato de sédio, metanol e propionato de sédio foram esterilizadas em autoclave e a
solu¢do de bicarbonato de soédio foi filtrada em membrana de 0,22 um. Todas as
solucoes foram transferidas para frascos de penicilina de 50 mL sob fluxo de N, por 2
minutos, lacradas e armazenadas a temperatura ambiente na auséncias de luz.

= Solucoes de susbtratos organicos utilizadas na producio de EPS: preparou-se
solucdes de glicose, 9,10-diidrofenatreno, nonadecano e dcido nonadecandico, todas a
concentracdo de 8 mg/mL , como segue:

Para a solucdo de glicose, pesou-se 0,8 g de glicose e dissolveu-se em 100 mL de
agua Milli-Q. Transferiu-se a solucdo para frasco Schott, esterilizou-se em autoclave e
armazenou-se a temperatura de 4 °C.

Para as solucdes de 9,10-diidrofenatreno, nonadecano e acido nonadecandico,
pesaram-se 0,16 g e dissolveu-se em 20 mL de etanol absoluto (previamente
esterilizado). As solu¢des foram submetidas a banho de ultrassom até sua completa
dissolucdo. Apdés isto transferiu-se para frascos Schott e armazenou-se a temperatura de

4 °C.

44 ENRIQUECIMENTO PARA OBTENCAO DOS CONSORCIOS

Utilizou-se técnicas de enriquecimento microbiano com diferentes meios de
cultivo para recuperar consorcios aerobios e anaerobios (arqueas metanogénicas e
bactérias sulfato-redutoras) a partir das amostras de dgua de formacdo e petrdleo
coletadas.

Os meios de culturas utilizados foram:

(a) Caldo Nutriente (NB, Difco) — rico em nutrientes e utilizado como meio de
cultura ndo seletivo;

(b) Caldo Nutriente (NB) adicionado de NaCl 3 %, para recuperar bactérias

halofilicas moderadas (Quillaguaman et al., 2006);
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(c) Meio mineral Zinder (Zinder et al., 1984) acrescido de solu¢des traco de
metais, vitaminas, extrato de levedura, glicose, lactato de sodio, metanol e propionato
de sédio, para estimular o crescimento de bactérias aerdbias e arqueas metanogénicas.
Para bactérias sulfato-redutoras além destas soluc¢des utilizou-se ainda, solu¢io redutora
de sulfeto de sodio e cisteina. O meio Zinder € acrescido destas solu¢des porque
algumas bactérias presentes em ambientes extremos dependem de fontes especificas de

carbono e energia para crescer.

4.4.1 OBTENCAO DOS CONSORCIOS E ISOLADOS AEROBIOS

Os enriquecimentos foram realizados em erlenmeyers de 500 mL, contendo 360
mL de cada um dos meios de cultura citados na secdo 4.4 e 40 mL de amostras (dgua de
formacdo e petroleo).

Todas as amostras de petréleo foram aquecidas em banho-maria a 50 °C durante
30 minutos antes de adiciond-las aos meios. Para a amostra P3 [Tabela 49, pdg. 259]
fo1 necessario adicionar 20 mL de Tween 80 para melhor solubilizacdo.

Os erlenmeyers foram incubados em agitador rotacional (modelo MA-420,
Marconi) 150 rpm, a 28 e 55 °C, durante 20 dias. Ap0s este periodo de enriquecimento
o consorcio foi centrifugado (centrifuga Harrier modelo 18/80) a 5000 g e 18 °C, para
ser utilizado nos ensaios de biodegradacao.

Com o intuito de isolar as bactérias presentes nas amostras € nos consorcios
obtidos, adicionou-se aliquotas de 0,1 e de 1,0 mL das amostras, sem e com prévio
enriquecimento, em placas de Petri contendo 20 mL de Nutriente Agar (NA) e Marine
Agar (MA). As placas foram armazenadas em incubadora B.O.D. (modelo MA 415,
Marconi) a 28 e 55 °C, durante 4 dias. Todos os experimentos de enriquecimento e

isolamento foram feitos em duplicata.
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A purificagdo das bactérias aerobias isoladas foi realizada através de estrias em
Agar pela técnica de esgotamento. As culturas foram analisadas por suas caracteristicas
macroscopicas (cor e brilho), microscopicas (forma, tamanho) e por coloracdo de Gram
(Gram-positivas e Gram-negativas). Todos os consorcios e bactérias isoladas foram
enviados ao CPQBA — UNICAMP para serem submetidos a técnicas moleculares de

identificacdo, sob supervisdo da Dra. Valéria M. de Oliveira.

4.4.2 OBTENCAO DOS CONSORCIOS ANAEROBIOS

Os enriquecimentos anaerobios foram realizados em frascos de penicilina de 50
mL, contendo 30 mL dos meios citados na secdo 4.4 e 6 mL de amostra (dgua de
formacgdo ou petréleo) com o intuito de recuperar arqueas metanogénicas e bactérias
sulfato-redutoras. Os frascos foram purgados durante 20 minutos (5 purgas de 4
minutos) utilizando-se uma seringa acoplada a uma bomba de vécuo, alternando cada
purga com a injecao de N,:CO, (70:30) ao meio. Os frascos foram incubados em estufa
a 55 °C por 30 dias. Nao se isolou os microrganismos destes consorcios, mas eles foram
enviados ao CPQBA para identificacao das espécies presentes através da extracao total

do DNA, sob supervisdo da Dra. Valéria M. de Oliveira.

4.4.3 OBTENCAO DOS CONSORCIOS MISTOS

Para obtencdo dos consOrcios mistos misturou-se a biomassa obtida nos
enriquecimentos aerobios e anaerdbios em frascos de penicilina de 50 mL contendo 30
mL dos meios citados na secdo 4.4 e 6 mL de amostra (d4gua de formagao ou petréleo).
Os frascos foram lacrados e incubados a 55 °C por 30 dias. Neste caso também ndo se

isolou os microrganismos, € por isso os consorcios foram enviados ao CPQBA para
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identificacdo das espécies presentes através da extracdo total do DNA, sob supervisio

da Dra. Valéria M. de Oliveira.

4.5 ENSAIOS DE BIODEGRADACAO DO PETROLEO

Estes ensaios foram realizados para monitorar o potencial de biodegradagao dos
consorcios aerdbios, anaerdbios e mistos, utilizando o petréleo P1 [Tabela 49, pdg.
259] como fonte de carbono, através da comparagao dos perfis cromatograficos obtidos

por CG/EM.

4.5.1 BIODEGRADACAO AEROBIA

Os consorcios aerdbios obtidos nos enriquecimentos foram centrifugados
(centrifuga Harrier modelo 18/80) a 5000 g e 18 °C, durante 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e 2 g do precipitado celular (indculo) foi adicionado a 39
mL de meio Zinder, acrescido de 0,5 mL de solu¢do de bicarbonato de sédio 10 %, 0,5
mL de solucdo de vitaminas e 30 mg de P1 (previamente esterilizado), resultando em
uma concentrag¢do final de 0,75 mg/mL.

Com o intuito de potencializar a biodegradagdo, utilizou-se matrizes para
adsorver o petroleo na tentativa de aumentar a superficie de contato 6leo-agua e tornar o
petréleo mais acessivel ao consércio. As matrizes utilizadas foram: areia e trés
diferentes folhelhos (FSA, FSB e FB). Para estes ensaios, 30 mg de P1 foi adsorvido em
1 g de areia ou 1 g de folhelho, ambos previamente esterilizados. Para isso, dissolveu-se
Pl em 1 mL de diclorometano e misturou-o a matriz, em seguida evaporou-se o
solvente com N, e esterilizou-se a amostra ja adsorvida. A amostra adsorvida foi entdo

adicionada ao meio Zinder para preparacao do experimento.
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4.5.2 BIODEGRADACAO ANAEROBIA

Para os ensaios anaerdbios, acrescentou-se 1 mL do consércio de metanogénicas
e 1 mL do consércio de bactérias sulfato-redutoras obtidos no enriquecimento, a 38 mL
de meio Zinder com rezasurina acrescido de 0,4 mL de solugdo de bicarbonato de sodio
10 %, 0,5 mL de solu¢do de vitaminas para metanogénicas, 0,5 mL de vitaminas para
sulfato-redutoras, 0,3 mL de Na,S, 0,3 mL de cisteina e 30 mg de Pl (previamente
esterilizado).

Assim como nos ensaios aerdbios, realizou-se a adsorcdo do P1 também para

estes ensaios. Neste caso a amostra foi adicionada antes de lacrar o frasco.

4.5.3 BIODEGRADACAO MISTA

Para verificar a existéncia de simbiose entre os microrganismos aerobios e
anaerdbios, fez-se também um ensaio utilizando-os em associacdo (consorcio misto).
Para isso, utilizou-se, também, 38 mL de Zinder sem rezasurina, acrescido de 0,4 mL de
solucdo de bicarbonato de sdédio 10 %, 0,5 mL de solu¢do de vitaminas para
metanogénicas, 0,5 mL de vitaminas para sulfato-redutoras, 0,3 mL de Na,S, 0,3 mL de
cisteina, 30 mg de P1 (previamente esterilizado), 2 g de consércio aerébio e 2 mL da
suspensao obtida nos enriquecimentos anaerobios (I mL do consércio de
metanogénicas € 1 mL do consoércio de bactérias sulfato-redutoras).

Verificou-se também, a existéncia de simbiose entre as microbiotas usando o 6leo
adsorvido nas diferentes matrizes. Para a preparacdo dos ensaios seguiu-se 0 mesmo
procedimento descrito na secdo 4.4.1.

Controles para monitorar a pureza dos consorcios (sem adicio de Pl), a

estabilidade do petrdleo (sem adi¢do do consorcio) e do proprio meio Zinder (sem
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adi¢do de P1 e do consoércio) foram realizados durante o periodo de monitoramento de
todos os ensaios.

Os experimentos com consorcio aerdbio foram incubados em agitador rotacional
(150 rpm/ 28 °C) e monitorados durante 60 dias.

Os experimentos com consdrcio anaerébio foram armazenados em incubadora
B.0O.D. a 55 °C e monitorados durante 180 dias.

Com os consorcios mistos os ensaios foram incubados por 30 dias em agitador
rotacional (150 rpm/ 28 °C) e apos este periodo foram transferidos para incubadora
B.0O.D. a 55 °C até completar 180 dias.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata e o desvio padrao foi calculado.
Os biomarcadores avaliados quanto ao processo de biodegradacdo tiveram seus indices
de retencdo (IR) calculados e comparados com a literatura. Para predizer a extensao do
processo de biodegradacdo calculou-se as taxas de biodegradacdo (TB) baseadas em
equagoes que correlacionam as concentragdes do padrdo interno de quantificacdo (So-
colestan-3-ona) e do composto analisado. Calculou-se também o indice de preferéncia
de carbono (IPC) para fragdo neutra saturada.

O Indice de Retencao (IR) dos componentes detectados foi obtido utilizando-se a

equacao de Van Den Doll e Kratz, 1963 [Equacao 3].

Equacio 3: IR TS -TCh1) 100 100 x C
. = —_— X + X _
uacao (TC, - TC, 1) !

Ts = tempo de retencdo da substincia analisada;
TC,.; = tempo de reten¢do do alcano que elui antes da substancia analisada;

TC,, = tempo de reten¢do do alcano que elui apds a substancia analisada;

C,.; = nimero de atomos de carbono do alcano que elui antes da substincia analisada.
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As taxas de biodegradacao (TB, %) foram obtidas utilizando as Equacoes 4, S e

Equacio 4: FRp; = Co
Apy

Equacao 5: Ca = Aa x FRp;

Equaciio 6: % TB =| 1 - <ﬂ> x<m> x 100
Caty) \Cprt
FRp; = fator de resposta do padrio interno (5a-colesta-3-ona, 0,02 mg/mL);
Apy = drea do padrio interno;
Cpy t = concentracdo do padrdo interno no tempo t;
Cpr to = concentracdo do padrdo interno no tempo ty;
Aa = drea do composto a analisado;

Ca t = concentragdo do composto a no tempo t;

Ca t = concentragdo do composto a no tempo t,.

O Indice de Preferéncia de Carbono (IPC) para fracdo neutra foi calculado

usando-se a Equacao 7:

2x = (nCisanCy))]
Equacgao 7: IPCy 5, =

II’lC14 +2x2 (I’LC16 a I’lC30) + I/LC32]

Célculo do IPC para alcanos lineares

O extrato bruto foi obtido dos ensaios apds extracao com CH,Cl, a cada 10 dias
(para aerdbios) e a cada 30 dias (para anaerébios e mistos). Os extratos obtidos foram

fracionados em CC de silica gel, como descrito na secdo 4.6. a seguir.
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4.6 TRATAMENTO ANALITICO DOS OLEOS

Para todos os ensaios foi feito fracionamento das fracdes neutras e para os
ensaios com microrganismos aerobios utilizando P1 adsorvido em areia, foi feito

também o fracionamento para extrair os 4cidos.

4.6.1 OBTENCAO DA FRACAO NEUTRA (FN)

As amostras foram submetidas a um fracionamento cromatografico em CC de
silica gel obtendo-se 3 (trés) fracoes neutras (FN) distintas: hidrocarbonetos saturados e
insaturados (F;), compostos aromdticos pesados (F,) e resinas e asfaltenos (F3)

[Fluxograma 1].

Fase organica

Rotaevaporador

Extrato Bruto
(~35mg)

CC silica gel (~ 70 mg)

Hexano Hexano/Tolueno 1:1 Cloroférmio/Metanol 95:5
(25 mL) (25 mL) (25 mL)

F2 F3
Aromaticos pesados J | Resinas e Asfaltenos

F1
Hidrocarbonetos

Metilagao
(CH,N,/Eter)

Fluxograma 1. Método de obten¢do da fracao neutra. A fase organica foi obtida apds extracao

dos ensaios com CH,Cl,.
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A Tabela 50 apresenta as massas obtidas apds purificagdo da fracdo neutra para

todos os experimentos realizados.



Tabela 50. Massas obtidas da fracao neutra (FN) para todos os experimentos

Parte Experimental

ColP1d 10° ColP1d 20 ColP1d 30 ColP1d 40 ColP1d 50 ColP1d 60
M =2,50 mg M =5,39 mg M =16,82 mg M =11,90 mg M =942 mg M =16,02 mg
F1 =0,68 mg F1 =235 mg F1 =741 mg F1 =398 mg F1 =451 mg F1 =6,93 mg
F2=0,13 mg F2 =0,50 mg F2 =3,20 mg F2 =341 mg F2=2,19 mg F2 =191 mg
F3 =0,38 mg F3 =0,84 mg F3 =422 mg F3 =3,16 mg F3 =2,82 mg F3 =3,22 mg
Co2P1d 10° Co2P1d 20 Co2P1d 30 Co2P1d 40 Co2P1d 50 Co2P1d 60
M =9,41 mg M =15,33 mg M = 14,02 mg M = 14,62 mg M = 8,82 mg M =15,21 mg
F1 =5,00 mg F1 =7,10 mg F1=6,81 mg F1 =7,80 mg F1 =451 mg F1=6,23 mg
F2 =1,54 mg F2 =235 mg F2 =3,20 mg F2=1,71 mg F2 =201 mg F2 =231 mg
F3=1,48 mg F3=4,41 mg F3 =3,82 mg F3 =4,63 mg F3 =273 mg F3 =3,62 mg
ColPla 10° ColPla 20 ColP1la 30 ColPla 40 ColPla 50 ColPla 60
M =29,10 mg M =29,60 mg M =32,41 mg M = 34,90 mg M =27,23 mg M = 27,00 mg
F1 =15,80 mg F1 =15,00 mg F1 =15,81 mg F1 =15,80 mg F1=1491 mg F1=16,32 mg
F2 =4,30 mg F2 =5,40 mg F2 =3,00 mg F2=8,11 mg F2 =591 mg F2 =491 mg
F3 =581 mg F3=9,12 mg F3=11,21 mg F3 =10,63 mg F3=6,23 mg F3 =5,20 mg
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Co2Pla 10° Co2P1a 20 Co2P1a 30 Co2P1a 40 Co2P1a 50 Co2P1a 60
M = 28,10 mg M =32,13 mg M =3421 mg M =31,12 mg M =33,21 mg M =25,21 mg
F1=12,70 mg F1=15,01 mg F1 =15,18 mg F1 =13,90 mg F1=21,64mg F1=12,12mg
F2 =423 mg F2 = 6,54 mg F2 =7,30 mg F2 =791 mg F2 =6,31 mg F2 =5,61 mg
F3 =4,58 mg F3 =8,12 mg F3 =10,21 mg F3 =8,23 mg F3 =3,23 mg F3 =5,92 mg
ColP1fb 10° ColP1fb 20 ColP1fb 30 ColP1fb 40 ColP1fb 50 ColP1fb 60
M =15,31 mg M = 3,00 mg M= 14,41 mg M =12,90 mg M =19,53 mg M = 16,00 mg
F1 = 8,66 mg F1=1,65 mg F1=6,41 mg F1 =15,68 mg F1=10,31 mg F1=6,63 mg
F2 =223 mg F2 =0,40 mg F2 =220 mg F2 =211 mg F2 =3,59 mg F2 =241 mg
F3 =3,28 mg F3 =0,54 mg F3 =3,82 mg F3 =2,06 mg F3 =5,52 mg F3 =392 mg
Co2P1fb 10° Co2P1fb 20 Co2P1fb 30 Co2P1fb 40 Co2P1fb 50 Co2P1fb 60
M = 5,50 mg M =21,73 mg M =8,51 mg M = 13,82 mg M =33,01 mg M =20,01 mg
F1 =3,40 mg F1 =5,60 mg F1 =481 mg F1 =7,00 mg F1=11,41 mg F1=7,53 mg
F2 =0,54 mg F2 =0,85 mg F2=1,90 mg F2=1,71 mg F2=4,01 mg F2 =291 mg
F3 =1,48 mg F3=2,11 mg F3 =282 mg F3 =2,13 mg F3 =6,53 mg F3=4,12 mg
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ColP1fsa 10° ColPlfsa 20 ColPlfsa 30 ColP1fsa 40 ColP1fsa 50 ColP1fsa 60
M =10,91 mg M = 13,00 mg M =10,51 mg M = 18,70 mg M=11,73 mg M = 13,00 mg
F1 =290 mg F1 =590 mg F1 =481 mg F1 =7,80 mg F1 =4,61 mg F1 =5,82 mg
F2 = 0,40 mg F2 =2,60 mg F2=2,10 mg F2 =321 mg F2 =281 mg F2 =231 mg
F3 =121 mg F3 =2,62 mg F3 =271 mg F3 =393 mg F3 =333 mg F3 =3,60 mg
Co2P1fsa 10° Co2P1fsa 20 Co2P1fsa 30 Co2P1fsa 40 Co2Plfsa 50 Co2P1fsa 60
M = 19,60 mg M =16,53 mg M=1691 mg M =16,22 mg M =2441 mg M =16,61 mg
F1 = 8,60 mg F1 =781 mg F1 =9,08 mg F1 =8,30 mg F1=13,14 mg F1 =732 mg
F2 =223 mg F2 =231 mg F2 =3,20 mg F2 =271 mg F2 =241 mg F2 =291 mg
F3 =3,08 mg F3 =272 mg F3=4,01 mg F3 =3,43 mg F3 =3,53 mg F3 =432 mg
ColP1fsb 10° ColP1fsb 20 ColP1fsb 30 ColP1fsb 40 ColP1fsb 50 ColP1fsb 60
M =7,61 mg M =12,00 mg M=11,11 mg M =11,70 mg M =19,03 mg M =23,10 mg
F1 =3,30 mg F1 =4,70 mg F1=5,71 mg F1 =490 mg F1=6,31 mg F1=15,62 mg
F2=1,10 mg F2 =1,00 mg F2 =1,30 mg F2 =3,01 mg F2=4,01 mg F2=3,11 mg
F3=1,01 mg F3 =1,72 mg F3 =251 mg F3 =3,43 mg F3 =8,13 mg F3 =4,40 mg




Parte Experimental

Co2P1fsb 10°

Co2P1fsb 20

Co2P1fsb 30

Co2P1fsb 40

Co2P1fsb 50

Co2P1fsb 60

M = 25,00 mg M =10,23 mg M =10,61 mg M =9,52 mg M =23,01 mg M =22,41 mg
F1 =10,80 mg F1 =3,81 mg F1 =5,28 mg F1 =4,80 mg F1 =774 mg F1 =6,42 mg
F2 =8,03 mg F2 =0,81 mg F2 =1,30 mg F2 =121 mg F2 =271 mg F2 =271 mg
F3 =6,08 mg F3 =1,82 mg F3=1,71 mg F3 =1,83 mg F3 =5,53 mg F3 =3,62 mg
ANP1d 30° ANP1d 60 ANP1d 90 ANP1d 120 ANP1d 150 ANP1d 180
M = 13,20 mg M =16,53 mg M =28,21 mg M = 14,61 mg M =23,81 mg M = 14,61 mg
F1=6,28 mg F1 =875 mg F1=15,11 mg F1=6,41 mg F1 =841 mg F1=7,13 mg
F2=1,33 mg F2=1,70 mg F2 =2,80 mg F2 =1,60 mg F2 =1,59 mg F2 =291 mg
F3 =4,48 mg F3 =3,64 mg F3 =8,02 mg F3 =5,32 mg F3 =10,22 mg F3=3,42 mg
ANPla 30° ANP1a 60 ANP1la 90 ANP1a 120 ANP1a 150 ANP1a 180
M=11,70 mg M =116,75 mg M =31,92 mg M =32,46 mg M =17,28 mg M =27,46 mg
F1=6,78 mg F1=11,67 mg F1=13,61 mg F1 =14,64 mg F1 =574 mg F1 =13,53 mg
F2 =233 mg F2 =2,87 mg F2 =478 mg F2 =4,50 mg F2=1,95 mg F2 =5,49 mg
F3 =2,18 mg F3 =2,06 mg F3 =7,10 mg F3 =6,63 mg F3 =3,22 mg F3 =7,54 mg
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ANP1fb 30 ANP1fb 60 ANP1fb 90 ANP1fb 120 ANP1fb 150 ANP1fb 180
M =17,10 mg M =29,05 mg M =12,32 mg M = 16,06 mg M =17,48 mg M = 26,36 mg
F1 =8,18 mg F1 =4,65 mg F1 =5,11 mg F1=4,11 mg F1 =6,21 mg F1 =10,23 mg
F2=1,73 mg F2 =1,30 mg F2 =230 mg F2 =3,50 mg F2 =3,89 mg F2 =191 mg
F3 =2,58 mg F3 =3,24 mg F3=4,12 mg F3 =5,12 mg F3 =5,32 mg F3=12,12 mg
ANP1fsa 30° ANP1fsa 60 ANP1fsa 90 ANP1fsa 120 ANP1lfsa 150 ANP1fsa 180
M =240 mg M =12,65 mg M =6,22 mg M =7,06 mg M = 5,38 mg M = 23,46 mg
F1 =0,27 mg F1 =0,77 mg F1 =131 mg F1 =1,24 mg F1=0,74 mg F1=6,23 mg
F2 =0,83 mg F2 =0,27 mg F2 =138 mg F2 =230 mg F2 =2,65 mg F2 =1,29 mg
F3=0,18 mg F3=0,16 mg F3 =1,50 mg F3 =3,03 mg F3 =272 mg F3 =10,04 mg
ANP1fsb 30° ANPifsb 60 ANP1fsb 90 ANPifsb 120 ANPifsb 150 ANP1fsb 180
M =2,50 mg M =13,05 mg M =7,22 mg M =7,56 mg M =12,82 mg M = 16,84 mg
F1 =0,28 mg F1 =0,77 mg F1=1,51 mg F1=0,86 mg F1 =1,87 mg F1 =545 mg
F2=0,33 mg F2=0,17 mg F2=1,38 mg F2=2,15mg F2 =2,49 mg F2 =1,14 mg
F3 =0,38 mg F3 =0,16 mg F3=1,61 mg F3 =3,26 mg F3 =3,42 mg F3 =7,85 mg




Parte Experimental

ColANd 30° ColANd 60 ColANd 90 ColANd 120 ColANd 150 ColANd 180
M =32,05 mg M =28,35 mg M =29,42 mg M = 29,06 mg M = 28,82 mg M =31,14 mg
F1 =15,08 mg F1=15,61 mg F1 =16,08 mg F1 =19,90 mg F1=17,64mg F1=11,92mg
F2 =5,10 mg F2=6,81 mg F2 =5,80 mg F2=4,51 mg F2=4,41 mg F2=2,41 mg
F3 =6,28 mg F3 =5,12 mg F3 =6,81 mg F3=2,13 mg F3 =593 mg F3 =10,02 mg
Co2ANd 30° Co2ANd 60 Co2ANd 90 Co2ANd 120 Co2ANd 150 Co2ANd 180
M = 26,06 mg M = 28,32 mg M =27,14 mg M =31,35 mg M =26,32 mg M = 30,44 mg
F1=12,30 mg F1=12,44 mg F1 =16,52 mg F1=16,41 mg F1=16,21 mg F1 =20,73 mg
F2 =481 mg F2 =871 mg F2 =491 mg F2 =8,10 mg F2 =479 mg F2 =441 mg
F3=5,23 mg F3=6,43 mg F3 =5,22 mg F3 =6,42 mg F3=4,42 mg F3=3,12mg
Col1ANa 30" ColANa 60 ColANa 90 ColANa 120 ColANa 150 ColANa 180
M =37,30 mg M =30,15 mg M = 30,02 mg M =327 mg M = 125,82 mg M = 30,14 mg
F1 =21,50 mg F1=12,31 mg F1 =21,08 mg F1 =19,40 mg F1 =7,04 mg F1 =14,52 mg
F2=7,03 mg F2=6,51 mg F2 =3,20 mg F2=6,21 mg F2=2,41 mg F2 =471 mg
F3 =7,88 mg F3 =8,22 mg F3 =541 mg F3 =433 mg F3=2,13mg F3 =722 mg




Parte Experimental

Co2ANa 30" Co2ANa 60 Co2ANa 90 Co2ANa 120 Co2ANa 150 Co2ANa 180
M = 38,70 mg M = 28,05 mg M = 27,62 mg M = 30,06 mg M =21,72 mg M = 28,34 mg
F1 =22,78 mg F1=13,85 mg F1 =16,81 mg F1 =19,7 mg F1=9,71 mg F1 =15,13 mg
F2 =573 mg F2 =570 mg F2 =4,40 mg F2 =6,10 mg F2 =4,29 mg F2=4,41 mg
F3 =9,88 mg F3 =7,44 mg F3 =5,62 mg F3 =432 mg F3 =572 mg F3 =7,02 mg
ColANfb 30' ColANfb 60 ColANfb 90 ColANfb 120 ColANfb 150 ColANfb 180
M =10,75 mg M =13,95 mg M =15,22 mg M =31,76 mg M =26,92 mg M =9,94 mg
F1=15,58 mg F1 =7,01 mg F1=15,78 mg F1 =8,50 mg F1=9,14 mg F1=5,72 mg
F2=2,10 mg F2 =221 mg F2 =3,30 mg F2=3,11 mg F2 =241 mg F2=0,51 mg
F3 =278 mg F3 =222 mg F3=4,81 mg F3 =14,43 mg F3 =13,23 mg F3=1,42mg
Co2ANfb 30' Co2ANfb 60 Co2ANfb 90 Co2ANfb 120 Co2ANfb 150 Co2ANfb 180
M = 17,26 mg M =13,22 mg M = 26,44 mg M = 28,85 mg M =29,72 mg M = 27,44 mg
F1 =10,80 mg F1 =8,84 mg F1=11,92 mg F1 =38,31 mg F1=9,51 mg F1=11,73 mg
F2=3,51 mg F2=1,81 mg F2=5,11 mg F2 =2,00 mg F2 =2,59 mg F2 =221 mg
F3 =2,83 mg F3 =1,93 mg F3 =792 mg F3 =13,92 mg F3 =16,92 mg F3=11,72 mg




Parte Experimental

ColANfsa 30' ColANfsa 60 ColANfsa 90 ColANfsa 120 ColANfsa 150 ColANfsa
M = 8,00 mg M =7,55 mg M =9,52 mg M=11,67 mg M = 25,22 mg 180
M =16,74 mg

F1 =4,38 mg F1 =3,10 mg F1 =4,34 mg F1 =892 mg

F1 =3,70 mg F1 =251 mg
F2=1,61 mg

F2=1,61 mg F2 =220 mg F2=3,01 mg F2=1,61 mg

F2=1,73 mg
F3 =231 mg F3 =3,83 mg F3=12,73 mg F3 =2,22 mg

F3 =198 mg F3=2,12 mg

Co2ANfsa 60 Co2ANfsa 90 Co2ANfsa 120 Co2ANfsa 150 Co2ANfsa
M = 16,26 mg M =27,22 mg 180

Co2ANfsa 30’

M =7,20 mg M = 8,25 mg M = 13,42 mg
M =19,64 mg

F1=2,55mg F1 =441 mg F1=7,17 mg F1=6,81 mg F1=6,13 mg

F2 =3,40 mg F2 =3,20 mg F2 =2,39 mg F2=0,41 mg
F3 =4,62 mg F3=5,22 mg F3 =16,21 mg F3 =6,42 mg

F1=2,98 mg
F2=1,63mg F2=1,70 mg
F3 =2,08 mg F3 =2,04 mg

ColANfsb 60 ColANfsb 90 ColANfsb 120 ColANfsb 150 ColANfsb
M=1887mg  M=1522mg 180

ColANfsb 30'

M =7,50 mg M =5,35 mg M =7,42 mg
M = 18,94 mg

F1 =230 mg F1 =341 mg F1 =428 mg F1 =9,20 mg F1 =6,14 mg F1=5,72 mg




Parte Experimental

F2 =1,33 mg F2=0,51 mg F2 =370 mg F2 =3,61 mg F2=2,11 mg F2=2,01 mg
F3 =198 mg F3=0,72 mg F3=4,41 mg F3=4,43 mg F3 =5,83 mg F3 =8,92 mg
Co2ANfsb 30' Co2ANfsb 60 Co2ANfsb 90 Co2ANfsb 120 Co2ANfsb 150 Co2ANfsb
M = 8,30 mg M =7,55 mg M = 16,72 mg M = 15,26 mg M =24,92 mg 180
M = 13,54 mg
F1 =3,88 mg F1 =3,75 mg F1 =451 mg F1 =577 mg F1 =451 mg F1 =5,83 mg
F2=1,93 mg F2=0,10 mg F2 =3,50 mg F2 =3,30 mg F2 =1,49 mg F2=0,81 mg
F3 =248 mg F3 =254 mg F3 =472 mg F3 =422 mg F3 =14,21 mg F3 =6,102 mg

#Consoércios aerébios Col e Co2 com P1 adicionado direto ao meio de 10 a 60 dias;

PConsércios aerébios Col e Co2 com P1 adsorvido em areia de 10 a 60 dias;

“Consdrceios aerébios Col e Co2 com P1 adsorvido em folhelhos FB, FSA e FSB de 10 a 60 dias;
4Consércio anaerébio AN com P1 adicionado direto ao meio de 30 a 180 dias;

“Conséreio anaerébio AN com P1 adsorvido em areia de 30 a 180 dias;
{Conséreio anaerébio AN com P1 adsorvido em folhelhos FB, FSA e FSB de 30 a 180 dias;

£Consoércios mistos Col AN e Co2AN com P1 adicionado direto ao meio de 30 a 180 dias;

f‘Consércios mistos Col AN e Co2AN com P1 adsorvido em areia de 30 a 180 dias;
'Conséreios mistos Col AN e Co2AN com P1 adsorvido em folhelhos FB, FSA e FSB de 30 a 180 dias.



4.6.2 OBTENCAO DA FRACAO ACIDA

Para obter a fracdo acida, as amostras foram submetidas a uma coluna de
extracdo continua contendo silica gel impregnada com KOH (25 mg) em isopropanol
(0,4 mL). Cerca de 100,0 mg da amostra (extrato bruto obtido a partir dos ensaios) foi
transferida para a coluna e submetida a extragdo continua com éter etilico para remog¢ao
dos compostos neutros. Apds remog¢dao dos componentes neutros, utilizou-se 2% de
acido féormico em éter etilico para extracdo dos componentes acidos (Koike et al.,
1992). A fracdo acida (FAc) foi, posteriormente, transformada em ésteres metilicos

(FEM) utilizando-se solucao etérea de diazometano [Fluxograma 2]



Fase organica

—CHCL)

Rotaevaporador

Extrato Bruto
(~ 100 mg)

Coluna de extrag@o continua
(Silica gel/KOH em isopropanol, ~ 200 mg)

) 1- Eter etlico/Acido férmico 5 % (60 mL)
Eter etilico (60 mL) 2- Coluna filtrante

A - CHCI, (20 mL)
Fraciio Neutra B - CHCl3/MeOH 10 % (30 mL)

(FN)

Fracao Acida

(FAc)

Metilagéo
(CH2N2/Eter)

Esteres Metilicos
(FEM)

Fluxograma 2. Método de obtencdo das fracdes dcida e de ésteres metilicos derivados de 4cidos.

A fase organica foi obtida apds extragdo dos ensaios com CH,Cl,.

Somente o ensaio com consorcio aerobio Col e P1 adsorvido em areia foi

submetido ao estudo dos &4cidos. As massas obtidas em cada etapa do processo de

fracionamento desta fragdo estdo descritas na Tabela 51.



Tabela 51. Massas e rendimentos obtidos da fragao acida (FAc).

Tempo (dias) Extrato bruto (mg) FAc (mg) FEM (mg)
10 68,70 14,82 2,20
20 100,90 21,23 2,61
30 93,20 19,42 2,30
40 101,8 22,12 2,76
50 101,2 22,03 2,56
60 89,40 18,85 1,97

4.7 METODOS DE ANALISE

4.7.1 CROMATOGRAFIA E ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Ap6s fracionamento e/ou extracdo das fracdes neutra e d4cida e suas
derivatizagcOes, as amostras foram analisadas utilizando um CG (HP5890II) acoplado a
um detector seletivo de massas (HP 5970-MSD) através das técnicas de varredura de
ions totais (TIC, Total Ion Cromatogram) e monitoramento de ions selecionados (SIM,
Single lon Monitoring).

Os programas utilizados para deteccdo e monitoramento do processo de
biodegradagao dos biomarcadores presentes nas fracdes neutras e dcidas estdo descritos

a seguir:

s Programa I — Andlise de alcanos, isoprendides e sesquiterpanos biciclicos:
Injetor a 300 OC; Linha de transferéncia a 260 “C; Forno a 80 °C(2 min.)/270 °C
(4 °C/min)/300 °C (10 °C/min.)(25min.). Coluna Capilar MDN5S 30m x
0,25mm; 0,25um:;



s Programa II: Andlise de terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos;
esteranos normais, alquil esteranos e diasteranos: Injetor a 300 °C. Linha de
transferéncia a 260 °C; Forno a 70 °C(2 min.)/190 °C (30 °C/min)/250 °C (1
°C/min.)/300 °C (2 °C/min.) (25min.). Coluna Capilar MDN5S 30m x 0,25mm;
0,25um;

> lons utilizados (m/z): 43, 149, 151, 163, 177, 191, 217, 218, 231, 232,
247, 259, 260, 262, 276, 288, 290, 302, 304, 318, 330, 332, 344, 358, 360,
370, 372, 384, 386, 398, 400, 412, 414, 426, 440, 442, 454, 456, 468, 470 e
482.

% Programa III: Analise de esteranos normais, alquil esteranos e diasteranos:
Injetor a 300 °C; Linha de transferéncia a 260 °C; Forno a 70 °C(2 min.)/190 °C
(30 °C/min)/250 °C (1 °C/min.)/300 °C (2 °C/min.) (25min.). Coluna Capilar
MDNS5S 30m x 0,25mm; 0,25um:;

> lons utilizados (m/z): 217, 231, 245, 259, 273, 287, 288, 301, 302, 315,
316, 329, 330, 343, 344, 357, 358, 371, 372, 385, 386, 399, 400, 413, 414,
427,428, 441, 442, 455, 456, 469, 470 ¢ 484.

» Programa IV: Andlise de ésteres metilicos derivados da fracdo 4cida: Injetor a
280 °C; Linha de Transferéncia a 250 °C; Forno a 100 °C (0,89 min.)/300 °C (2,5
0C/min) (30min.). Coluna Capilar MDNS5S 30m x 0,25mm; 0,25um;

» Técnicas de Analises por EM: para todos os programas foi feito varredura

total de fons (TIC) e monitoramento seletivo de ions (SIM).



4.8 PRODUCAO, CARACTERIZACAO E PROPRIEDADES DE
SUBSTANCIAS EXOPOLIMERICAS (EPS)

4.8.1REATIVACAO DOS CONSORCIOS

Os consorcios aerdbios (Col e Co2) obtidos a partir dos enriquecimentos foram
centrifugados e 0,5 g do pellet obtido foi reativado em tubos de ensaio (21 tubos)
contendo 10 mL de meio Zinder adicionado de 0,1 mL de solucdes de biocarbonato de
sodio 10 % e de vitaminas e 1 mL de solucdo de glicose 8 mg/mL como fonte de
carbono. Os tubos de ensaio foram armazenados em incubadora B.O.D. a 30 °C durante

48 horas.

4.8.2 METODOS ANALITICOS

4.8.2.1 Determinagcdo e quantificacdo da biomassa e EPS produzidos

A producdo dos EPS foi avaliada utilizando-se como fonte de carbono: [9]
glicose (controle); [10] 9,10-diidrofenantreno; [11] nonadecano; [12] 4&cido
nonadecandico, [13] mistura entre [10], [11] e [12], Petr6leo ndo biodegradado, P1, [14]
Petréleo biodegradado, P2 [15].

Os consorcios reativados foram transferidos para enrlenmeyers de 500 mL
contendo 300 mL de meio Zinder sem resazurina, 3 mL de solugdes de bicarbonato e
vitaminas e 1 mL de cada uma das solugdes utilizadas como fonte de carbono,
separadamente, obtendo-se uma concentracdo final aproximada de 0,03 mg/mL. Para o
experimento com a mistura de substratos, adicionou-se 1 mL de cada solucdo que
compde a mistura (9,10-diidrofenantreno; nonadecano; dcido nonadecandico). Os

ensaios foram realizados em triplicata (total de 21 erlenmeyers) e incubados por 5 dias



(para substratos 1, 2, 3, 4 e 7) e por 10 dias (para substratos 5 e 6) em incubadora
B.0O.D. a 30 °C.

Apo6s este periodo realizou-se centrifugacdo (5000 g, 20 minutos, 10 °C). O
precipitado obtido (biomassa umida) foi transferido para tubos Falcon e armazenado em
freezer (- 20 °C) para ser utilizado na quantificacio dos EPS. O sobrenadante (que
continha o EPS) foi utilizado para quantificacdo, caracterizacdo e determinacdo das
propriedades tensoativas (tensdo superficial e indice de emulsificacdo).

Uma parte do sobrenadante (250 mL) foi transferido para baldo de fundo redondo
e concentrado em evaporador rotativo at¢ o volume de 30 mL. Precipitou-se o
concentrado com 90 mL de etanol gelado, acrescentou-se 10 mL de dgua Milli-Q e fez-
se a centrifugacdo. O pellet obtido foi dissolvido com 20 mL de 4dgua Milli-Q e
dialisado utilizando-se saco de didlise 25 x 16 mm (/nlab) com porosidade de 25 °A
durante 24 horas. Separou-se 10 mL do volume do EPS dialisado para as andlises de
caracterizacao (teor de carboidratos, proteinas e dcidos uranicos).

O volume restante (10 mL) do EPS dialisado, assim como a biomassa gerada
(previamente armazenada em tubos Falcon), foram liofilizados, separadamente, durante
48 horas. Apos a liofilizagdo, calculou-se o rendimento total de EPS produzidos através

da relacdo entre a massa de EPS e a biomassa dos consorcios.

4.8.3 ACOMPANHAMENTO DO  CRESCIMENTO  BACTERIANO E
BIODEGRADACAO DOS SUBSTRATOS

No inicio (t = 0) e a cada 48 horas de monitoramento do experimento para
producdo de EPS, foram retiradas aliquotas de 1 mL dos enrlenmeyers para acompanhar
o aumento da densidade celular e a biodegradagdo dos substratos utilizados como fonte

de carbono. O aumento da densidade celular foi monitorado visualmente (aumento da



turbidez no meio) e através de medidas de absorbancia no comprimento de onda de 450
nm, como descrito por Johnsen et al (2002).

A biodegradacdo foi monitorada até 5 dias para os substratos [10] 9,10-
diidrofenantreno; [11] nonadecano; [12] 4cido nonadecandico e [13] mistura entre [10],
[11], [12] e até 10 dias para o substrato [14] Petréleo ndo biodegradado, P1. Para isso,
as aliquotas de 1 mL foram extraidas com diclorometano (3 x 1 mL). Para os substratos
[10], [11], [12] e [13], os extratos foram reunidos, secos sob fluxo de N,, metilados,
ressuspensos em 1 mL de acetato de etila e acrescidos de 10 uL. do padrdo interno
(pentadecano, 0,05 mg/mL) para seguir a andlise por CG-EM. As andlises por CG-EM
foram feitas utilizando modo splitless, com injetor a temperatura de 240 °C e rampa de
temperatura de 50 °C (5/min)/225 °C (10 °/min.)/290 °C (30 °C/min.) (Smin.). A Coluna
Capilar utilizada foi do tipo MDNS5S 30m x 0,25mm; 0,25um. Para o substrato [14], os
extratos foram reunidos, secos sob fluxo de N, e fracionados em coluna cromatogréfica
de silica “flash” de acordo com o Fluxograma 1 [secdo 4.6.1, pdg.269 ]. As fracoes F1
foram metiladas com diazometano, ressuspensas em 1 mL de acetato de etila e
acrescidos de 5 uL do padrdo interno (S5a-colestan-3-ona, 0,02 mg/mL) para seguir a
andlise por CG-EM. As andlises por CG-EM foram feitas utilizando injetor no modo
split, a temperatura de 300 °C seguindo o Programa I [secdo 4.7.1, pdg. 282].

Para todas as andlises foi feito varredura total de ions (TIC) com valores de m/z

50 a 700.

4.8.4 DOSAGEM DE CARBOIDRATOS, PROTEINAS E ACIDOS URONICOS

A quantificacdo indireta de biossurfactantes produzidos foi realizada através de
medidas espectrofotométricas de absorbancia na regido do UV-Vis para determinagao

dos teores de carboidratos, proteinas e dcidos uranicos.



4.8.4.1 Dosagem de Carboidratos

Para determinacgao do teor de carboidratos utilizou-se 0 método do fenol-sulftirico
(Dubois et al., 1956). Para desenvolver esta metodologia, adicionou-se em tubos de
ensaio (lavados com acetona e secos a 100 °C) 0,4 mL do EPS dialisado, 0,4 mL de
agua Milli-Q e 0,4 mL de solu¢do aquosa de fenol 5 %. A mistura foi homogeneizada
com auxilio de um vortex e adicionou-se 2 mL de 4cido sulftirico concentrado. Agitou-
se novamente a mistura e deixou-a em repouso por 15 minutos. Apds este periodo, fez-
se a leitura da absorbancia a 490 nm. Como branco reacional utilizou-se 0,8 mL de agua
Milli-Q em substituicdo ao EPS. Para determinar a quantidade de carboidratos, fez-se
necessdrio a constru¢do de uma curva de calibracdo. Acurva foi construida a partir de
uma solugdo estoque de glicose (8,00 mg/mL) que foi diluida para concentracdes de
3,12, 6,25, 12,50 e 25,00 mg/mL. Entdo, a 0,8 mL de cada uma destas solugdes de
glicose foi adicionado 0,4 mL da solucdo de fenol e 2 mL do é4cido sulftrico. A Figura

110 mostra a curva de calibracdo para a glicose (concentracdo x absorbancia).
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0.54

Y = 0,04346 + 0,02964x
R =0,99975
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0.3 4

0.2 4

Valores de absrobancia (490 nm)

0.1 1

T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Concentragéo de glicose (mg/mL)
Figura 110. Curva de calibracdo da glicose utilizada na quantificacdo de carboidratos presentes nas

mostras de biossurfactantes produzidos pelos consércios aerébios.



4.8.4.2 Dosagem de Proteinas

Para determinacdo do teor de proteinas nos EPS produzidos, utilizou-se a
metodologia descrita por Bradford (1976) e leitura da absorbancia a 595 nm.

Para desenvolver a metodologia, inicialmente preparou-se uma solu¢ao 2 mg/mL
do corante “Brilliant Blue Coomassie” através da diluicao de 100 mg em 50 mL de
etanol absoluto estéril e também uma solucio aquosa de acido fosférico 85 %. Apds o
preparo das solugdes, adicionou-se, em tubos de ensaio, 250 uL. de EPS dialisado e 2,5
mL das solu¢des do corante e de 4cido fosforico. O teor de proteinas foi determinado a
partir de uma curva de calibracdo utilizando Albumina de Soro Bovino (BSA) diluida
em solucdo aquosa de NaCl 0,15 mol/L a concentra¢des de 0,25, 0,50, 1,00 e 2,00
mg/mL. Para construir a curva, 250 uL da solugdo salina de BSA foi adicionado a 2,5
mL das solugdes de corante e dcido fosférico. Para o branco adicionou-se 250 uL da
solu¢do de NaCl em substituicdo ao EPS. A Figura 111 mostra a curva de calibragao

para a proteina BSA (concentragdo x absorbéncia).

1.00
0.99—-
0.98—-
0.97—-

0.96 4

0.95 Y = 0,91873 + 0,04078x

0.94 | R = 0,99941

0.93 4

0.92 4

Valores de Absrobancia (595 nm)

0.91 1

0.90 -7 - r - 1 -~ r -~ 1 - 1~ 1~ 1 1T 1
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
Concentracéo de BSA (mg/mL)

Figura 111. Curva de calibracdo da BSA utilizada na quantificacio de proteinas presentes nas mostras

de biossurfactantes produzidos pelos consorcios aerdbios.



4.8.4.3 Dosagem de Acidos Urénicos

Os teores de 4cidos urdnicos foram determinados utilizando-se a metodologia
descrita por Blumenkratz e ASboe-Hansen (1973).

Inicialmente preparou-se solu¢des de meta-hidroxi-difenila 0,15 % em NaOH 0,5
% e solugao de tetraborato de sodio 0,0125 mol/L em 4cido sulfurico concentrado, para
utilizar na quantificacdo dos 4cidos urdnicos. Em tubos de ensaio, adicionou-se 0,4 mL
de EPS dialisado e 2,4 mL de solugdo de tetraborato de sdédio. Os tubos foram
colocados em estufa a 100 °C por 45 minutos. Apods este periodo eles foram colocados
em banho de gelo por 5 minutos, seguido da adi¢do de 40 uL da solu¢cdao de meta-
hidroxi-difenila e agitacdo em vortex. Ap0s este periodo, fez-se a leitura da absorbancia
a 520 nm. Como branco reacional utilizou-se 0,4 mL de dgua Milli-Q em substitui¢ao
ao EPS.

Para construcdo da curva de calibracdo utilizou-se acido galacturdnico nas
concentragdes de 0,25, 0,50, 1,00 e 2,00 mg/mL, onde, 0,4 mL de cada uma das
solugdes do dcido galacturdnico foi utilizado em substituicdo ao EPS. A Figura 112

mostra a curva de calibragcdo para o 4dcido galacturdnico (concentragio x absorbancia).
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Figura 112. Curva de calibracdo do dcido galactur6nico utilizado na quantificacdo de dcidos urdnicos

presentes nas mostras de biossurfactantes produzidos pelos consércios aerébios.

4.8.5 PROPRIEDADES DOS BIOSSURFACTANTES

4.8.5.1 Medida da Tensdo Superficial (TS)

Este experimento foi realizado sob supervisao e colaboracdo do Prof. Dr. Watson
Loh do IQ-UNICAMP.

A medida da tensdo superficial foi realizada com 20 mL do sobrenadante (que
continha o EPS) utilizando-se o tensidmetro KSV modelo sigma 701 acoplado a um
banho Thermomix® UB a 25 °C. O equipamento foi calibrado sempre no inicio e
término das andlises medindo-se a tensdo superficial da dgua ultra pura e do meio
Zinder. As andlises foram feitas pelo método do anel, utilizando um anel de platina
denominado de anel de Du Nouy. Neste método, a amostra € colocada em um recipiente
do aparelho, com o anel inicialmente submerso. Uma for¢a adicional € exercida sobre o
anel e no momento em que a lamina de liquido se rompe, € determinada a tensdao

superficial (Kriiss, 1994).



4.8.5.2 Medida do Indice de Emulsificagéo

O indice de emulsificacdo (E %) foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Cooper e Goldenberg (1987). Em tubos de ensaio adicionou-se 4 mL de
diferentes hidrocarbonetos (tolueno, octadecano e diesel) e 2 mL dos sobrenadantes
(EPS). A mistura foi agitada em vortex por 2 minutos. Os valores de E foram expressos
apos 24h como percentagem através da medida da altura da emulsdo, He pela altura
total do liquido, Ht [Figura 113]. Tween 80 (Sigma-Aldrich) foi usado como controle

de um surfactante quimico.

E (%) = He / Ht x 100

Figura 113. Representacdo esquemadtica do procedimento adotado para medir o indice de

emulsificac@o dos biossurfactantes produzidos pelos consércios aerébios.

4.8.6 EXTRACAO E CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EPS

Para a realizac@o desta etapa, foi necessdrio repetir o ensaio de produgao de EPS

com intuito de utilizar todo o EPS produzido para caracteriza¢do quimica.



4.8.6.1 Extragdo

Todo o sobrenadante (que continha o EPS) foi concentrado em evaporador
rotativo até o volume de 30 mL. Seguiu-se a precipitacdo com etanol gelado, adi¢do de
agua Milli-Q estéril e centrifugacdo. O pellet obtido foi dissolvido com 20 mL de HCI
0,4 mol/l e submetido a extracdo com 3 x 20 mL de cloroférmio:metanol (2:1, v/v). A
fase organica foi evaporada a temperatura de 40 °C em evaporador rotativo, obtendo-se
o extrato bruto que foi caracterizado por espectrometria de massas (infusdo direta)

utilizando a ionizac¢@o por electrospray — MS-ESI.

4.8.6.2 caracterizacdo quimica dos EPS

As amostras foram caracterizadas por infravermelho e por espectrometria de
massas. Para andlise no infravermelhoas amostras foram pulverizadas e prensadas para
formacdo da pastilha.

Para a andlise por espectrometria de massas, as amostras foram analisadas por
injecdo direta com um fluxo de 10 pul/min. O fluxo do gas nitrogénio foi mantido a 5
ul/min. A temperatura de aquecimento do capilar foi de 275 °C com uma voltagem de
34 V e a voltagem do spary foi de 3 kV. As amostras foram dissolvidas em
agua:metanol (1:1, v/v) acrescidas de 0,1 % de acido férmico a concentracdo final de 1

pg/mL e analisadas no modo ion positivo com varredura na faixa de m/z 50-2000.

49 TRIAGEM ENZIMATICA DE ALTO DESEMPENHO (HTS)
4.9.1 REATIVACAO DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos foram reativados em tubos de ensaio durante 24 horas. As
colonias desenvolvidas foram removidas com o auxilio de uma espatula estéril e

transferidos para tubos Eppendorf de 1,5 mL, onde foram pesadas. As células foram



suspensas em soluc¢do tampao borato 20 mM pH 8,8 de forma a obter concentragdes de

0,2 mg/mL.

4.9.2 PREPARO DAS SOLUCOES PARA TRIAGEM

4.9.2.1 Solugdes estogue das sondas fluorogénicas para monooxigenases e
hidrolases

Inicialmente preparou-se solucdes estoque para as sondas de monooxigenases €
hidrolases em acetonitrila pura na concentragdo de 20 mM. Estas solu¢des foram
diluidas em H,O:CH;CN (1:1, v/v) para compor as solugdes trabalho na concentragao

de 2 mM. Todas as solu¢des foram armazenadas em geladeira.

4.9.2.2 Solugdo tampdo borato

Para o preparo da solucdo de tampao borato 20 mM a pH 8,8, adicionou-se 50
mlL de uma solugdo estoque de &acido borico, H;BO;, 0,2 mol/L. (preparado pela
dissolucao de 112,40 g do 4cido em 1,0 L de agua Milli-Q), em um volume adequado
de solucdo estoque de béorax 0,05 mol/L (preparado pela dissolucdo de 19,08 gem 1,0 L
de agua Milli-Q) de acordo com o pH de interesse (Holmes, 1943) [Tabela 52]. Esta

mistura foi dissolvida em um volume total de 200 mL.



Tabela 52. Volume e pH utilizados para o preparo da solu¢do tampao bérico-bdrax

Solugdo Borax pH Solugdo Borax pH
0,05 mol/L (mL) 0,05 mol/L (mL)
2,0 7,6 22,5 8,7
3,1 7,8 30,0 8,8
4,9 8,0 42,5 8,9
7,3 8,2 59,0 9,0
11,5 8.4 83,0 9,1
17,5 8,6 115,0 9,2

Para comprovar o valor do pH da solug¢do tampao preparada, fez-se a medida do

pH utilizando-se um pHmetro (pH 300 M Analyser).

4.9.2.3 Solugdo de periodato de sodio

Para preparar a solucdo de periodato na concentracdo de 20 mM, dissolveu-se
4,30 mg de periodato de sédio, NalOy4, em 1 mL de dgua Milli-Q. Esta solu¢do sempre

foi preparada minutos antes do experimento

4.9.2.4 Solugcdo de BSA

Para preparar a solucdo de BSA na concetracdo final da reacdo de 2 mg/mL,
utilizou-se quantidades diferentes de BSA para os ensaios de monooxigenases e
hidrolases, como segue:

» Monooxigenase: dissolveu-se 4,40 mg de BSA em 1 mL de solugdo tampao
borato;

» Hidrolases: dissolveu-se 5,00 mg de BSA em 1 mL de solugdo tampao borato.



As solugdes foram submetidas a agitacdo suave para evitar a formagdo de

espuma.

4.9.3 TRIAGEM ENZIMATICA DE ALTO DESEMPENHO (HTS)

Os microrganismos foram reativados em tubos de ensaio, transferidos para tubos
Eppendorf e as células ressuspensas em solucdo tampao borato (segcdo 4.9.2.2, pdg.293),
obtendo-se suspensdes celulares de 0,2 mg/mL. Os ensaios foram montados em
micropalcas de polipropileno com 96 cavidades (Costar 3363, fundo plano), as quais
foram tampadas durante a aquisi¢do da leitura de fluorescéncia realizada em
temperatura ambiente. As medidas foram feitas em duplicata seguindo o procedimento

detalhado abaixo para monoOxigenases e hidrolases.

4.9.3.1 Detecgdo de Baeyer-Villiger Monooxigenases

Foram utilizados quatro substratos (sondas) fluorogénicos [Esquema 1, pdg. 48] e
quatro produtos para deteccdo desta atividade. Os ensaios foram realizados segundo
metodologia descrita por Badalassi et al. (2000), adaptada por nosso grupo de pesquisa
a investigacdo de células microbianas integras, como segue:

» Ensaios: adicionou-se, na microplaca, 10 puL dos substratos na concentragio
de 0,1 mM; 90 uLL. de BSA 4,40 mg/mL e 100 uL das suspensdes microbianas, 0,5
mg/mL (células + solu¢ao tampao borato pH 8,8, 20 mM);

» Controle positivo: 10 uL dos produtos, 90 uL. de BSA e 100 pL da suspensio
microbiana;

» Controle negativo: 10 pL. de sonda, 90 pL de BSA e 100 pL de solugdo
tampao borato pH 8,8 (20 mM);



» Controle microbiano: 10 pL de solugdo tampao, 90 uL. de BSA e 100 uL de

suspensdo microbiana.

4.9.3.2 Detecgdo de epoxido-hidrolases, esterases e lipases

Para este ensaio foram utilizados dois substratos para a detec¢do de epoxido-
hidrolases, dois para esterases e um para deteccdo de enzimas lipases e seus respectivos
prdutos como controle positivos [Esquema 1, pdg.48]. A metodologia utilizada para os
ensaios foi a seguinte:

» Ensaios: adicionou-se 10 puL. dos respectivos substratos, 0,1 mM, 80 pL de
BSA e 110 pL de suspensdo microbiana, 0,5 mg/mL (células + NalO,, 2 mM);

» Controle positivo: 10 pL do produto, 80 pL. de BSA e 110 pL da suspensdo
microbiana;

» Controle negativo: 10 pL de substrato, 80 uL. de BSA e 110 pL de solugdo
tampao com NalO, (100 pL de tampao borato + 10 uL. de NalO,);

» Controle microbiano: 10 uL de solugdo tampao, 80 ul. de BSA e 110 uL de

suspensao microbiana.

4.9.4 CURVA DE CALIBRACAO DA UMBELIFERONA

A conversdo dos substratos apds leitura de fluorescéncia foi determinada
transformando a diferenca na intensidade de fluorescéncia entre a amostra e o controle
branco, em concentracdo de umbeliferona, utilizando uma curva de calibracdo
preparada a partir de dilui¢des de uma solugdo estoque de 20 mM de umbeliferona nas
concentracdes finais de 5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0, 125,0 e 150,0 uM
em CH;CN:H,O (1:1, v/v) na presenca de 80 uL. BSA (5,0 mg/mL) em 100 uL de



tampao borato 20 mM (pH 8,8) e 10 uLL de solucdo aquosa de NalO, (20 mM) [Figura
114].
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Figura 114. Curva de calibragdo utilizada na conversdo das intensidades de fluorescéncia em

concentracdo de umbeliferona nos ensaios de HTS.

4.9.5 METODOLOGIA PARA MULTIBIOREACAO

Adicionou-se 2 g de precipitado celular a 50,0 mL de meio Zinder (pH 7,2)
contendo 0,5 mL de vitaminas e 10,0 mg de cada composto testado (canfora, cis-
jasmona). A multibioreagdo foi monitorada por 192 h. As amostras (1 mL) foram
saturadas com cloreto de sédio e extraida com AcOEt (3 x 1000 uL). O solvente foi
evaporado e o residuo organico foi diluido em 1 mL de AcOEt adicionado de 10 uL de
pentadecano (padrdo interno, 0,05 pg/mL) e analisados por CG-EM. As andlises por
CG-EM foram feitas usando um espectrodmetro HP 5970-MSD (70 eV) e Hélio como

gas de arraste (fluxo constante de 1 mL/min., splitless 50) A coluna usada foi do tipo



MDNS5S (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e a programag¢ao de temperatura foi: 50 °C/5 min.

até 225 °C a 10 °C/min., seguido para 30 °C/min. até 290 °C, permanecendo por 10 min.
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5 CONCLUSOES

O estudo sobre producdo de biossurfactantes e atividade enzimatica dos
microrganismos recuperados de amostras de petrdleo, e suas preferéncias metabdlicas
durante o processo de biodegradacdo do petrdleo realizados neste trabalho produziram

resultados inéditos e importantes.

1- A anélise das seqiiéncias parciais de DNAr 16S obtidas, através da comparacao
com seqiiéncias de organismos ja identificados e depositados em bases de dados,
revelou a presenga de bactérias dos géneros Achromobacter, Bacillus, Brevibacterium,
Mezorhizobium e Bordetella para as bactérias presentes no consorcio. A mesma analise
realizada para o consoércio anaerdbio revelou que os microrganismos sdo pertencentes
apenas aos géneros Bacillus e Acinetobacter e para o consorcio misto, a andlise dos
clones revelou a presenca de Brevibacterium, Achromobacter e Bacillus também
presentes nos consorcios aerobio e anaerobio, além de 50 % de bactérias do género
Stenotrophomonas e 6 % de Rhizobium. Todas as bactérias identificadas tanto nos
isolados quanto nos consorcios sdo descritas na literatura como degradadoras de
hidrocarbonetos e/ou associadas a ambientes contaminados com 6leo e com capacidade
de sobreviver em ambientes com baixo ou alto teor de oxigénio.

2- O estudo da atividade enzimatica e das multibioreacdes revelou que as bactérias
isoladas e seus respectivos consércios apresentam atividades cataliticas que
caracterizam os processos de biodegradacao do petréleo (oxidoredutases e hidrolases).

3- Nos experimentos de biodegradacdo foi possivel verificar que os consdrcios
biodegradam os componentes do petréleo de forma diferenciada e por ag¢do sinérgica.
Nas condi¢des de aerobiose estudadas, independente da dispersdo do petréleo no meio
ou adsorvido em matrizes, a suscetibilidade de biodegradacdo para as classes de

biomarcadores analisadas segue a ordem: hidrocarbonetos > hopanos e homohopanos



(com enriquecimento de 25-norhopanos) > esteranos > terpanos triciclicos. Sendo que
para os homohopanos houve preferéncia pelos homélogos de maior peso molecular Css
> C34 > C33 > C3, > G5, e a biodegradagdo dos esteranos seguiu a ordem oot 20R >>
aff 20R + afB 20S > aaa 20§ >> diasteranos, diminuindo com o nudmero de
carbonos [Cy7 > Cyg > Cyo].

Apos analise das taxas de biodegradagdo e de todos os pardmetros estudados e
considerando as condi¢des de anaerobiose utilizadas nestes experimentos foi possivel
sugerir a seguinte preferéncia de biodegradagao para os anaerdbios: hidrocarbonetos >
esteranos > hopanos € homohopanos > 25-norhopanos > terpanos triciclicos. Para os
homohopanos a ordem de degradacdo foi contraria a observada para os aerobios, ou
seja, em condi¢cdes anaerobias houve preferéncia pelos homoélogos de menor peso
molecular, C3; > C3, > Cs3 > C34 > Css. Para os esteranos observou-se a mesma ordem
relatada para os aerébios, aoo 20R >> offf 20R + off 20S > aao 20§ >>
diasteranos, diminuindo com o nimero de carbonos [C,7 > Cyg > Cyo].

Baseado nos resultados obtidos para o consdrcio misto foi possivel sugerir a
ordem preferencial de degradacdo de hidrocarbonetos > hopanos > esteranos > 25-
norhopanos > terpanos triciclcicos, até 90 dias de ensaio. De 120 a 180 dias observou-se
uma inversdo na ordem entre hopanos e esteranos, sempre com oscilacdes entre
caracteristicas aerdbias e anaerobias. A presenca de microrganismos aerobios estritos e
aerdbios facultativos na microbiota mista permite inferir que a hipétese sugerida neste
trabalho (o petréleo € biodegradado por um consércio misto entre microrganismos
aerobios e anaerobios) € satisfatoria nas condi¢cOes experimentais utilizadas,
necessitando, porém de mais estudos para confirmar realmente tal fato.

4- A investiga¢do dos EPS mostrou que, ao contrario do que ocorre em culturas
puras, em consorcios as bactérias produzem e biodegradam o petréleo devido a
associacao natural que existe entre as comunidades microbianas presentes no petroleo.

Observou-se, ainda, que a producdo destes biossurfactantes pelos consdrcios aerdbios



auxilia os processos de biodegradacdo. Sendo que o principal surfactante identificado
foi a surfactina que € reconhecidamente produzido por cepas de Bacillus subtillis.

Uma das principais conclusoes deste trabalho estd no fato de termos recuperado
consorcios indigenas do petrdleo a partir de amostras do Campo de Pampo Sul com
diferentes niveis de biodegradacdo e profundidades cujo poder de degradacao reflete
com fidelidade o processo que ocorre no reservatorio, de acordo com os parametros
calculados e com os perfis cromatograficos analisados. Além disso, este € o primeiro
relato do uso de uma microbiota mista envolvida nos processos de biodegradagcao do
petrdleo e o primeiro trabalho a utilizar petréleo adsorvido em diferentes matrizes para
fazer simulagdes de biodegradacao.

A integracdo de todos os resultados desta investigacdo demonstram que os
consorcios avaliados podem degradar de maneira eficiente o petrdleo in vitro de
maneira muito semelhante a observada in vivo, indicando que a mimetizacdo do
processo foi eficiente, mesmo considerando a grande diferenca de tempo envolvido nos
dois casos. Além disso, € importante destacar que os experimentos de simulacdo de
biodegradacdo em laboratério podem promover um melhor entendimento sobre os
mecanismos e processos de biodegradacdo e as preferéncias metabdlicas dos
microrganismos que poderao servir para aprimorar as explicagdes a biodegradacdo que
ocorre nos reservatorios e que afetam as caracteristicas fisico-quimicas dos o6leos, e
consequentemente gera impactos econdmicos muito significativos a produgio

petrolifera.
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