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RESUMO

“Estudo da microbiota e da biodegradacao de petréleo de bacias brasileiras, e suas
implicacoes nos parametros de biodegradacao”

Mestrando: Célio Fernando Figueiredo Angolini
Orientadora: Prof. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli
Palavras-chave: Petrdleo, biodegradacdo, parametros de correlacdo, atividade enzimética.

O principal objetivo desse trabalho foi avaliar a biodegradacdo de petréleo e
suas 1implicacdes nos parametros de correlacdo do Oleo realizada por
microrganismos isolados da Bacia de Campos (RJ) e de consércios microbianos da
Bacia Potiguar (RN). Os experimentos de biodegradacdo foram adaptados a escala
laboratorial, a fim de mimetizar um reservatério de petrdleo. O estudo das atividades
enzimdticas com moléculas representantes de algumas classes de biomarcadores de
petréleo revelou a existéncia de enzimas capazes de realizar algumas reagcdes como
as de: lipase, esterase, epoxido-hidrolase, mono e dioxidases, redutases e liases
(reagdes de formagdo e/ou rompimento de ligacdes carbono-carbono). Atividades
essas importantes na degradacdo do petréleo e de outras fontes de carbono. Nos
experimentos com biodegradacdo de petrdleo podde-se perceber que os
microrganismos isolados atuaram de forma diferente entre si sobre as diferentes
classes de biomarcadores. De maneira geral a biodegradagdo dos microrganismos
isolados com o O6leo Pl apresentou uma preferéncia na seguinte ordem:
hidrocarbonetos saturados > aromaticos leves > biciclicos > terpanos triciclicos e
hopanos. Ja para o consorcio avaliado, recuperado do dleo da bacia Potiguar, frente
ao 6leo PS1 observou-se a seguinte seqiiéncia de biodegradacao: hidrocarbonetos
leves> aromaticos leves> terpanos triciclicos. Sendo que os hidrocarbonetos mais
pesados e hopanos ndo apresentaram uma biodegradacdo tdao significativa. Os
resultados obtidos foram importantes para concluir que alguns dos parametros de
biodegradacdo utilizados em geoquimica organica variam muito em fun¢do do tipo

de atuacdo da microbiota especifica presente no reservatorio.
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Abstract

“Study of the microbiota and of petroleum biodegradation in Brazilian basins, and its
consequences on the biodegradation parameters."

Student: Célio Fernando Figueiredo Angolini
Advisor: Prof Dr Anita Jocelyne Marsaioli
Keywords: Petroleum, Biodegradation, Enzymatic activity, Biodegradation parameters.

The main objective of this study was to evaluate the oil biodegradation of the
Pampo Sul oil field (Campos Basin , RJ) isolated microorganisms and the Potiguar
Basin (RN) microbial consortia and how they affected the geochemical parameters.
The biodegradation experiments of selected molecules, chosen to represent some
petroleum biomarker classes, were adapted to the laboratory scale trying to mimic
an oil reservoir, revealed the presence of lipases, esterases, epoxide hydrolases,
mono and dioxygenases, reductases and some C-C bond cleaving and bond making
(liases) enzymes. These activities are important for oil degradation and of other
carbon sources. In experiments of oil biodegradation these microorganisms had a
different beaviour upon each biomarker class. In general the biodegradation of
microorganisms with the oil P1 showed a preference for: hydrocarbons > light
aromatic > bicyclic terpanes > tricyclic terpanes and hopanes. Microorganims from
Potiguar Basin oil had a different preference in biodegradation: light hydrocarbons>
light aromatic > tricyclic terpanea, and the heavier hydrocarbons and hopanes
showed no significant biodegradation. In conclusion, these results reveal that the
geochemical parameters that are proxies of biodegradation depend on the specific

microbiota in the reservoir.
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1 Introducao

No passado a origem do petrdleo foi um assunto polémico, alguns como
Dmitri Mendeleev ' defendiam a hipStese de sua origem ser estritamente
inorganica, a partir de carburetos que decompostos pela acdo da 4gua
(hidrdlise) que dariam origem a hidrocarbonetos menores, € pela pressdo
sofreriam polimerizacdo originando enfim o petréleo. Hoje ja se sabe que o
petréleo, encontrados em quantidades comerciais, € de origem organica e suas
caracteristicas estdo diretamente ligadas as condi¢Ges ambientais, a época da
deposicdo da matéria organica, a sua evolucdo térmica e ao seu nivel de
biodegradacao.

Para sua formacao inicialmente € necessdrio que a matéria organica se
deposite em ambientes andxicos, uma vez que em ambientes ricos em
oxigénio a biodegradacdo da matéria organica € total, levando a mineralizagdo
da mesma formando CO, e H,O. * No processo de sedimentacdo da matéria
organica e do sedimento que ocorre lentamente, inicia-se a transformacao da
matéria organica, e a atividade microbiana (aerébia e anaerdbia) ¢é
intensificada, grupos funcionais comec¢am a ser eliminados e as ligacdes com
heterodtomos comecam a ser quebradas. Também hd a matriz mineral, rica
em centros cataliticos, que ativa as reacdes fisico-quimicas (hidrdlise,
desidratacdo e desaminagao).

No primeiro estigio evolutivo, diagénese, a matéria organica
(biopolimero) que € constituido pelos “restos” animais e vegetais € convertido
em um geopolimero (querogénio) através de alteracdes quimicas, biologicas

ou fisicas que ocorrem a temperaturas relativamente baixas (T < 50 °C). Sua

! Kolesnikov, A.; Kutcherov, V. G.; Goncharov, A. F.; Nature geoscience. 2009 (2), 566-570.
2 Tissot, B.P., Welte, D.H.; Petroleum Formation and Occurrence — A New Approach to Oil and Gas Exploration,
2th ed., Springer, New York, 1978.



composicdo € controlada durante a sedimentacdo principalmente pelas
caracteristicas da matéria organica dos organismos precursores € pela natureza
e extensdo dessas atividades incluindo as microbianas,” nesta fase o metano é
o Uunico hidrocarboneto com geracdo significativa. No segundo estdgio
evolutivo, catagénese, ocorrem processos termoquimicos (~50-150 °C) que
transformam o querogénio em outras classes de substincias organicas
(petréleo). A qualidade e quantidade do 6leo gerado dependem do tipo do
querogénio e das condi¢des de temperatura e pressao a que rocha geradora foi
submetida durante a evolugdo geoldgica da bacia.

A metagénese, terceiro estagio evolutivo, é alcancada a grandes
profundidades, onde altas pressdes e temperaturas da ordem de 150-200 °C
promovem o craqueamento do Oleo cru e o rearranjo das moléculas
aromdticas. E onde ocorre a formacdo de gds seco (metano), restando apenas

p 4
um residuo de carbono. >

3 Thomas, J. D.; Triggia, A. A.; et. al. Fudamentos de Engenharia do Petréleo. 2001, Ed. Interciéncia, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil.

4 Peters, K. E.; Walters, C. C.; Moldowan, J. M. The biomarker Guide: Biomarkers and Isotopes in the Environment and
Human History. 2005, vol. 1, ond Ed, Cambridge University Press.
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Figura 1 — Evolugdo da matéria organica durante e ap6s sedimentagdo. A escala de profundidade pode
variar dependendo do gradiente geotérmico e do tipo da matéria organica. (adaptado de Peters ef al.) *

Juntamente com a matéria organica, outros sedimentos também sao
depositados dando origem a rocha geradora de petréleo. Ela deve conter um
teor médio a elevado de matéria organica preservada com qualidade adequada
para geracio comercial do 6leo. ° Por exemplo, matéria orginica derivada de
vegetais superiores tendem a gerar gas, enquanto o material derivado de
zooplancton e fitoplancton, marinho ou lacustre, tendem a gerar 6leo. 2

ApOs sua geragdo, o petréleo é expulso da rocha geradora em direcdo a
rocha reservatdrio (migragcdo primaria). Em seguida o 6leo pode ser deslocado
através de falhas e discordancias até encontrar um reservatorio capeado por
uma rocha impermedvel (migracao secunddria), ou aflora a superficie. Durante

o processo de migracdao podem ocorrer mudangas na sua composi¢ao devido a

> Milles, J. A. lllustrate glossary of petroleum geochemistry, Oxford Science Publications, Oxford, 1989.
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geocromatografia, solubilizacdo em 4gua e extracdo de matéria organica
presente nas rochas por onde ele passa. °

Sendo assim, as pesquisas sobre origem, acimulo, migracdo e
biodegradacdo de dleos sao de grande importancia para a exploragdo eficaz do
petrdleo e estas sdo auxiliadas pela andlise das diversas classes de
biomarcadores utilizados em geoquimica organica. ~*°

Os biomarcadores sdo compostos organicos encontrados ndo somente no
petréleo, mas também em sedimentos e rochas, estruturalmente relacionados a
produtos naturais conhecidos, presentes em plancton, bactérias e vegetais
superiores, 0s quais, apos alteracdes bioldgicas e termoquimicas, preservam
seus esqueletos carbonicos basicos. 7' !

Embora representem apenas uma pequena fracdo do petréleo sdo de
grande importancia para geoquimica orginica. Sua composi¢do quimica, a
quantidade e as variagdes na estereoquimica de determinados compostos
servem como uma “impressdo digital” fornecendo informagdes acerca de sua

. . 11. 12 . ..
origem, marinha ou lacustre,  °; ambiente deposicional da rocha geradora ou

16, 17

.13, 14 < a g . 15 .
paleoecologia; ™ estdgio de evolugdo térmica ™ e nivel de

biodegradacdo. "

® Trindade, L. A. F. Dissertation for the degree of Doctor of Philosophy, Stanford University, 1992.

" Philp, F. P.; Fossil Fuel Biomarkers: Applications and Spectra, 1th ed., Elsevier, New York, 1985.

8 Mello, M. R.; Telnaes, N.; Gaglianone, P. C.; Chicarelli, M. L.; Brassell, S. C.; Maxwell, J. R. Organic
Geochemistry. 1988, 13 (1-3), 31-45.

° Holba, A. G.; Dzou, 1. L; Wood, G. D.; Ellis, L.; Adam, P.; Schaeffer, P.; Albrecht, P. Greene, T.; Hughes,
W. B. Organic Geochemistry. 2003, 34(3) 441-469.

10 Mello, M. R., Gaglianone, P.C., Brassell, S. C., Maxwell, J. R.; Mar. and Petrol.Geol. 1988, 5, 205-223.

" peters, K. E., Moldowan, J. M.; The Biomarker Guide, 1th ed., Prentice-Hall, Inc., Englewood Cliffs, New
Jersey, 1993.

12 Brocks, J. J.; Sumons, R. E. et al., Geochimica et Cosmochimica Acta, 2003, 67, 22, 4321-4335.

13 Holba, A. G.; Dzou, L. L, et al., Organic Geochemistry, 2004, 34, 441-469.

14 Cmiel, S.; Fabianska, M. J.; Iternational Journal of Coal Geology, 2004, 57, 77-97.

15 Tolosa, 1., Mora, S. ET al.; Marine Pollution Bulletin, 2004, 48, 44-60.

16 Frysinger, G. S.; Gaines, R. B.; J. Sep. Sci., 2001, 24, 87-96.

" Hauser, A.; Dashti, H. et al.; Fuel, 1999, 78, 1483-1488.
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1.1 Biodegradacao

Desde o inicio da producdo comercial de petréleo, a indudstria tem se
deparado com problemas relacionados a acdo de microrganismos nas diversas
. .. 18 - . .
etapas de seu refino e beneficiamento. ° Estes sdo os responsdveis pela
degradacdo do petréleo, corrosdo dos equipamentos de transferéncia e dos
19
tanques de estocagem.

Esta degradacdo resulta da acdo conjunta de consorcios de
microorganismos que utilizam os varios constituintes do petrdleo,
hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e nafténicos, compostos contendo
enxofre, oxigénio, nitrogénio e constituintes organometalicos como fonte de
nutrientes e energia.”’ Nos reservatérios o processo de degradacio ocorre a
diferentes temperaturas e pressdes, porém existem discussdes quanto a

~ . . . 21" 21, 22, 2
degradacio ser realizada pelos microorganismos aerébios > ** * ou

anaerébios. > > 2%

Aqueles que acreditam na acdo de microrganismos aerobios assumem
que a temperatura miaxima durante o processo encontra-se em torne de 60-
80°C e envolve a incursdo de dguas metedricas que carreiam oxigénio e

nutrientes necessdrios a manutencdo destes microrganismos dentro do

reservatorio. J4 a outra vertente prega que a demanda de oxigénio ¢é

18 Magot, M.; Ollivier, B.; Patel, B. K. C. Antonie van Leewenhock. 2000, 77, 103-116.

19 Cord-Ruwich, R.; Kleinitz, W.; Widdel, F. Journal of Petroleum Technology. 1987, 1, 97-106.

Van Hamme, J. D., Singh, A., Ward, O. P., Microbiol. Mol. Biol. Rev. 2003, 67 (4), 503-549.

*! Orphan, V. J.; Taylor, L. T.; Hafenbradl, D.; Delong, E. F. Applied and Environmental Microbiology. 2000,
66, 700-711.

2 Bonch-Osmolovskaya, E. A.; Miroshnichenko, M. L.; Lebedinsky, A. V.; Chernyh, N. A.; Nazina, T. N.;
Ivoilov, V. S.; Belyaev, S. S.; Boulygina, E. S.; Lysov, Y. P.; Perov, A. N.; Mirzabekov, A. D.; Hippe, H.;
Stackebrandt, E.; L "Haridon, S.; Jeanthon, C. Applied and Environmental Microbiology. 2003, 69, 6143-
6151.

z Borzenkov, I. A.; Milekhina, E. I. Gotoeva, M. T.; Rozanova, E. P.; Beliaev, S. S. Mikrobiologia. 2006, 75,
82-89.

2 Coates J. D.; Woodward, J.; Allen, J.; Philip, P.; Lovley, D. R.; Applied and Environmental Microbiology.
1997, 63, 3589-3593.

» Korda, A.; Santas, P.; Tenente, A.; Santas, R. Applied and Environmental Microbiology. 1997, 48, 677-686.
6 Voordouw, G. et al. Applied and Environmental Microbiology. 1996, 62, 1623-1629.
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insuficiente para manter os aerébios ativos e, com isso, apenas 0s anaerobios,
restritos ou facultativos, seriam capazes de sobreviver em tais condicoes.

As pesquisas desenvolvidas pelo nosso grupo corroboram a hipétese que
estes dois grupos de microrganismos biodegradam o petréleo, porém em
tempos geologicos diferentes sendo que os dois processos sdo
complementares. > Onde os componentes do petréleo e outros metabélitos
presentes no reservatdrio que sao recalcitrantes para os aerdbios sao
facilmente biodegradados pelos anaerdbios e, por outro lado, aqueles que sao
de dificil degradacdo pelos anaerébios podem ser completamente
biodegradados pelos aerdbios.

O problema da degradacdo do petréleo esta no fato que seus efeitos
prejudicam o valor econdmico do O6leo por diminuir os teores de
hidrocarbonetos saturados e o grau API (American Petroleum Institute), além
de aumentar a densidade, o conteudo de enxofre, a acidez e a viscosidade o
que afeta diretamente a producdo através da reducdo da velocidade de vazao e
a eficiéncia do refino. 2 Por isso, a importancia de estudos na drea de
biogeoquimica, biologia molecular e microbiologia para a determinacdo de
espécies envolvidas e entender suas atividades e o processo de biodegradagao
sobre os 6leos in situ.

Ja foi visto que as rotas metabdlicas de degradacdo podem variar
dependendo da enzima envolvida ou do substrato a ser degradado, mas em se
tratando de biodegradacdo de petrdleo algumas condicdes sdo necessarias para

favorecer esse Processo.

7 Da Cruz, G. F.; Santos Neto, E. V.; Marsaioli, A. J. Organic Geochemistry. 2008, 39, 1204-1209.
28 White, N.; Thompson, M.; Barwise, T. Nature 2003, 426, 334-343.
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1.1.1Condicoes necessarias a biodegradacao

Provavelmente, a maior parte do petr6leo no mundo estd total ou
parcialmente biodegradada e este processo leva milhdes de anos para ocorrer.

29 : ~ o . 4
Biodegradacdo esta que ocorreu nos reservatorios devido a alguns fatores:

v’ presenca de aceptores de elétrons e nutrientes inorganicos;
v’ porosidade e permeabilidade adequadas da rocha reservatério
permitindo a difusdo de nutrientes e motilidade de microorganismos;

v’ temperatura do reservatdrio abaixo de ~ 80 °C;

<\

salinidade da dgua de formagao na faixa de ~ 100-150%o;
v’ presenca de microrganismos capazes de degradar componentes do

petrdleo.

Com isso, para estudar os mecanismos de biodegradacdo do petrdleo €
preciso utilizar condi¢Ges ideais para que O processo ocorra em curtos
intervalos de tempo, quando comparados ao tempo geoldgico. No laboratério
essas condi¢cdes também precisam ser otimizadas para se obter resultados
analogos aos da biodegrada¢do natural.

Os efeitos da biodegradacdo na composi¢cdo molecular e propriedades
fisicas do 6leo sd@o bem estabelecidos e afetam a qualidade do 6leo, mas € de
fundamental importancia conhecer todos os fatores que afetam o processo de
biodegradacdo como a presenca de oxidantes, quantidade de oxigé€nio no
meio, quantidade de 6leo, propriedades fisiologicas, potencial bioquimico de

. . 30
microrganisSmos etc.

¥ Head, I. M.; Jones, D. m.; Larter, S. R. Nature. 2003, 426, 344-352.
30 Roling, W. F. M.; Head, 1. M.; Larter, S. R. Research in Microbiology. 2003, 321-328.
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Apesar das observagdes empiricas mostrarem que as temperaturas
maximas para que ocorra biodegradacdo em reservatorios de petrdleo sdo de

aproximadamente 60-80 °C, *" "

o que € consistente com uma grande
variedade de microrganismos mesofilicos, estas sdo mais baixas que o 6timo
de temperatura para muitos microrganismos termofilicos, o que indica que

também possa ocorrer biodegradacdo a temperaturas maiores (100-105 °C). ©

1.1.2 Metabolismo

Um dos fatores primordiais para ocorrer a biodegradacio € a presenca de
aceptores de elétrons e nutrientes adequados para manter ativos os
microrganismos de diferentes espécies. Os microrganismos aerdbios
necessitam da presenca de oxigénio molecular para seu crescimento e para
converter os seus substratos (hidrocarbonetos, por exemplo) em CO,, H,O e
biomassa. Existe ainda a possibilidade da presenca de alguns microrganismos
facultativos que adaptam seu metabolismo em func¢do das condi¢des do
ambiente.

Outros nutrientes inorganicos, como nitrogénio e fosforo sdo essenciais
na biossintese de proteinas, acidos nucléicos e fosfolipidios. Tracos de metais,
como molibdénio, cobalto e cobre sdo importantes em reacdes enzimaticas e
podem limitar o processo de biodegradacdo do petréleo. >

A principal via metabdlica de biodegradacdo de hidrocarbonetos por
microrganismos aerdbios ja é bem estabelecida na literatura e pode ocorrer na

33, 34, 35

por¢do terminal e/ou subterminal da cadeia carbOnica. A etapa inicial é

31 Evans, C. R.; Rogers, m. A.; Bailey, N. J. L. Chemical Geology. 1971, 8, 147-170.

32 Peters, K. E.; Walters, C. C.; Moldowan, J. M. The Biomarker Guide: Biomarkers and Isotopes in the
Environment and Human Historyy. 2005, vol. 1, nd Ed, Cambridge University Press.

3 Atlas, R. M. Microbiology Review. 1981, 45(1), 180-209.

34 Berthe-Corti, L.; Fetzner, S. Acta Biotechnology. 2002, 3-4, 299-336.
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a oxidacdo do substrato por oxigenases com a utilizacdo de oxigénio
molecular como aceptor de elétrons. A oxidacdo terminal inicia-se com a
formacao de um dlcool primdrio. Em seguida o dlcool € oxidado a aldeido e
posteriormente a dcido carboxilico, que por sua vez € utilizado como substrato
pela acil-CoA sintetase e € biodegradado pelo processo de P-oxidagcdo. A
oxidacdo subterminal gera dlcool secunddrio, cetona e éster. O éster € entdo
biotransformado a dlcool primdrio mais um &4cido carboxilico por agdo de

esterases completando o ciclo até a B-oxidagdo, Esquema 1.

[ n-alcano ]

Biodegradagdo

subterminal Biodegradagdo

M;?ooxig{lase terminal

( Alcool secundério] [ Alcool primério ]
Alcool l /Aldeido Al Alcool

desidrogenase desidrc desidrogenase

[ Cetona ] ( Aldeido ]

Baeyer-Villiger Aldeido
monoxigenase desidrogenase

Est ] [ . . - ]
( ster - Acido carboxilico
L lAcil-CcA

Esterase sintetase

L Acil-CoA ]

l B-oxidagdo

[ CO; € outros metabdlitos ]

Esquema 1 — Rota de biodegradacdo aerdbia de alcanos.(adaptado de Wentzel et al.)*®

A biodegradagcdo de compostos arométicos também € iniciada pela acao
de monoxigenases (mono- ou dioxigenases) que promove a oxidacdo do

substrato formando didis, seguida de clivagem do anel e formagdo de catecol

35 Wentzel, A.; Ellingsen, T. E.; Kotlar, H-K.; Zotchev, S. B.; Throne-Holst, M. Applied Microbiology and
Biothechnology.

3% Wentzel, A.; Ellingsen, t. E.; Kotlar, H-K; Zotchev, S. B.; Throne-Holst, M.; Applied Microbiology and biotechnology.
2007, 76, 1209-1221.



que é degradado diferentes intermedidrios, como acetaldeido, piruvato e

. 37, 38
succinato.™

Dioxigenase
NADH 02
NADH NAD"

Monooxigenase
NADH

Catecol
o]
Cllvagem Chvagem
orto meta
= coom COOH
SN COOH

| | |

Succinato + Acetil-CoA Acetaldeido + Piruvato

CO; e outros metabdlitos CO,; e outros metabolitos

Esquema 2 — Rota de biodegradacdo aerdbia de hidrocarbonetos aromaticos (adaptado de
Fritsche et al.)39

1.1.3 Triagem de alto desempenho

A alta variedade e complexidade da microbiota envolvida nos processos
de biodegradacao requer o uso de técnicas para a rdpida triagem das atividades
enzimdticas numa grande quantidade de microrganismos. Para isso, as

técnicas de triagens de alto desempenho (High-Troughpout Screening — HTS)

7 Evans, P. J.; Ling, W.; Goldschimidt, B.; Ritter, E. R.; Young, L. Y.; Applied Environment Microbiology.
1992, 58, 496-501.
38 Berthe-Corti, L.; Hopner, T.; Paleo.2005, 219, 171-189.

? Fritsche, W.; Hofrichter, M.; In: biotechnology.2000, Vol. 11b (J. Klein, ed.), John Wiley & Sons, New
York, p.146-164.
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ttm sido empregadas. Dentre os vdrios métodos que permitem o
monitoramento da atividade enzimatica no formato HTS, os ensaios
fluorogénicos ou cromogénicos sio os mais utilizados. *°

As vantagens desses métodos rapidos em relacdo aos métodos
convencionais sao a alta sensibilidade o que permite a utilizagdo de pequenas
concentracdes de substrato e de biocatalizadores no formato de microplacas

. 1 41
aumentando a velocidade das analises.

0 Bessler, M. K.; Jaeger, K. E. Trends in Biotechnol. 2006, 6, 248-250.
I Schimdt, M.; Bornscheuer, U. T.; Biom. Eng. 2005, 22, 51-56.
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2 Objetivos

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo estudar as
microbiotas de dois reservatdrios de petréleo, Campo Pintassilgo, da Bacia
Potiguar (RN) e Campo Pampo Sul, Bacia de Campos (RJ) e a acdo das
mesmas sobre biomarcadores do petréleo. Os itens especificos de interesse

para pesquisa foram:

1. Obter consoércios microbianos € microrganismos isolados de amostras de
6leos do Campo Pintassilgo, da Bacia Potiguar (RN), através de

enriquecimentos sob condi¢des aerdbias.
2. Verificar o potencial enzimatico dos consorcios, aplicando métodos de
triagem enzimatica de alto desempenho para avaliacdo de atividade de

hidrolases.

3. Investigar a acdo de consOrcios e microrganismos isolados em

biomarcadores de petrdleo, através de ensaios de biocatélise convencional.

4. Avaliar a capacidade biodegradadora de microorganismos isolados de

petréleo do Campo Pampo Sul, Bacia de Campos (RJ).

5. Auvaliar a capacidade biodegradadora do consércio do Campo Pintassilgo,

Bacia Potiguar (RN) utilizando o petréleo direto no meio.

12



Por uma questdo de coeréncia os trés primeiros itens foram discutidos
no capitulo I “Microbiota Aerdbia de Petrdleo” e os dois ultimos no capitulo II

“Biodegradaciao Aerdbia de Petrdleo”.
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Capitulo I

“Microbiota Aerobia de Petroleo”
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Capitulo I — “Microbiota Aerobia de Petrdleo”

1 Resultados e Discussoes

1.1 Obtencao e identificacao dos microrganismos

Existem muitos dados na literatura sobre a biodiversidade de espécies e
ecossistemas encontrados no nosso pais. As bacias e reservatorios de petrdleo
do territério nacional também ndo escapam a regra quando falamos da sua
diversidade de microrganismos. Sendo assim para recuperar a maior variedade
possivel da microbiota indigena cultivavel de amostras de petrdleo e dgua de
formagio do Campo Pampo Sul, Bacia de Campos (RJ) *’ Co2 e de petréleo
do Campo Pintassilgo, Bacia Potiguar (Terra), RN CON 1, utilizaram-se
diferentes meios de cultivo (NA, TSA, MA, GYM, Zinder) que apresentam
composicoes diferentes de nutrientes. Variou-se ainda a porcentagem de NaCl
adicionado para simular os diferentes ambientes de salinidade encontrados nos
reservatorios.

Os consorcios obtidos foram denominados conforme o 6leo utilizado,
Tabela 1, Os microorganismos do Co2 foram isolados num estudo anterior
(Tese de doutorado de Georgiana F. da Cruz, IQ 2009) e ficando para este

trabalho a avaliagcdo da atividade enzimaética

O isolamento do CON 1 foi realizado pelo método de esgotamento e
conseguindo-se recuperar 30 microrganismos. A avaliacdo preliminar revelou

uma grande variedade morfoldgica (cor, textura, etc.) desses microrganismos.

17



Capitulo I — “Microbiota Aerobia de Petrdleo”

Tabela 1 — Caracteristicas geoquimicas das amostras utilizadas no presente estudo.

Indicadores geoquimicos de fonte™”,

Profundidade biodegradaciio® e maturidade térmica® Temperatura
Poco Ts/ Consércio
(m) Esterano/ C,TT/ NOR25/ ©C)
Hopano®  CpsTT" H30°¢ (Ts + Tm)
PS1
801 - 803 0,05 1,96 - 0,54 48,3 CON1
RN
P1
2405-2588 0,35 1,20 0,06 0,24 82 Co2
RJ

dCalculado a partir das respectivas areas em m/z 217 de Cy7, Cog € Coo acia. (20R + 22S) e afp (20R + 22S) esteranos regulares
e a partir das respectivas areas em m/z 191 de Ce-C33 17a(H)-hopanos (20R + 225).; ®Calculado a partir das respectivas areas
em m/z 191 de Cy terpano triciclico (TT) (22R + 22S) / Cys terpano triciclico (TT) (22R + 228, °Calculado a partir das
respectivas areas em m/z 191 de Cy 25-nor-17a(H) hopano / C3, 17a,21B(H) hopano; dCalculado a partir das respectivas areas

em m/z 191 de Cy 18a(H)-22,29,30-trisnorneohopano (Ts) e Cy7 17a(H)-22,29,30-trisnorhopano (Tm).

Esses microrganismos serdo submetidos a identificacdo por técnicas de
DNAr 16S, em trabalho com colaboragdo com a professora Valéria do

CPQBA — UNICAMP.

1.2 Triagem de alto desempenho

Com o intuito de se obter maiores informagdes a respeito do arsenal
enzimdtico desses microrganismos foram feitos ensaios miniaturizados
evidenciando as reacdes quimicas catalisadas por enzimas através de sinais
fluorescentes provenientes de sondas fluorogénicas. ** Esse formato ¢é
adequado para os ensaios de triagens de alto desempenho e se tornam

ferramentas essenciais para exploracdo da biodiversidade na busca de novas

*2 Goddard, J. P.; Reymond, J. L.; Trends in Biotechnol. 2004, 22, 363-370.
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Capitulo I — “Microbiota Aerobia de Petrdleo”

enzimas, principalmente quando h4 wuma enorme quantidade de

43

microrganismos a serem testados. Eles consistem na utilizacdo de um

substrato capaz de liberar um croméforo ou fluor6foro como conseqiiéncia da
acdo enzimatica. ** **

Portanto, os microrganismos isolados foram submetidos a ensaios
enzimadticos, usando um modelo que utiliza substratos fluorogénicos e enzimas
isoladas, inicialmente desenvolvidas por Reymond e colaboradores, € mais
tarde adaptado para células integras em colaboracao com 0 nosso grupo.

Os ensaios consistem numa seqiiéncia de reacdes iniciada pela acdo
enzimadtica sobre os substrato fluorogénico (1-5) que se transformam num diol
(6) que seguido de oxidacdo por NalO, leva ao composto carbonilico 7, o qual
origina o fon fluorescente umbeliferila (8) através de uma [-eliminacdo
catalisada pela albumina do soro bovino (BSA). A eficiéncia de cada
microrganismo frente as sondas de esterases (ES1, ES2 e LIP) e epoxido-
hidrolases (EP1 e EP2) pode ser quantificada a partir da medida do sinal de
fluorescéncia, Esquema 3.

Para os ensaios foram utilizadas cinco sondas fluorogénicas, as quais
foram inicialmente sintetizadas pela Dra. Luciana de Oliveira e pela Dra. Lu
Shi Chen. Para deteccdo de epdxido-hidrolase foram utilizadas duas sondas, a
7(1,2-epdxibutdxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (1) e a 7-(3,4epdxi-hexiloxi)-2H-
1-benzopiran-2-ona (2). Para a deteccdo de esterases foram utilizadas trés
sondas sendo a 7-(1,2-diacetato-butéxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (3) para
deteccdo de hidrdlise de acetatos, a 7-(1,2-propionato-butdxi)-2H-1-

benzopiran-2-ona (4) para a deteccdo de hidrélise de propionatos e a 7-(1,2-

43 Wabhler, D.; Boujard, o.; Lefreve, F.; Reymond, J. L.; Tetrahedron. 2004, 60, 703-710.
* Reymond, J. L.; Enzyme Assays. 2004, 22, 51-56.
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Capitulo I — “Microbiota Aerobia de Petrdleo”

octanoato-butdxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (5) para a deteccdo de hidrdlise de
octanoatos. Além disso, foram sintetizados os controles positivos 7-(1,2-
diidréxi-butéxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (6) e 7-(3,4-diidroxi-hexiléxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona.

O preparo de duas sondas fluorogénicas para detec¢do da atividade de
lipases com ésteres de Ci6 € C;s ndo foi bem sucedida e serd sem sucesso no

preparo das sondas.

A OR A
Wo o o 0 o o

1R=H 3 R = acetil
2R =etil EH LPeES 4 R = propanoil
5 R = octanoil
PRGB!
HON
0 o So
6
NaIO4 l

0] A X
‘v BSA
o o So PH>70 G4 o o
7 8

Esquema 3 — Reacgdes envolvidas no processo de triagem para as sondas de lipase(5),
esterase (3 , 4) e epoxido hidrolase (1 e 2).

Os ensaios foram feitos em duplicata em microplacas de polipropileno
com 96 cavidades (fundo plano) e monitoradas por leitor de fluorescéncia
(Flashscan 530 Analitic Jena) apds 24 horas de reacdo, utilizando filtros de
comprimento de onda de excitacdo de 365 nm e de leitura de 460 nm. Foram
realizados também controles negativos para monitorar a intensidade de
fluorescéncia liberada pela hidrdlise ndo enzimdtica dos substratos, controles

positivos para avaliar uma possivel interferéncia na fluorescéncia do produto
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Capitulo I — “Microbiota Aerobia de Petrdleo”

resultante da reacdo de biotransformacdo e o controle microbiano para
monitorar possivel autofluorescéncia dos microrganismos.

O tratamento dos dados foi feito pela diferenca entre a média dos valores
de intensidade de fluorescéncia dos ensaios com microrganismos (FE) e a
média de intensidade de fluorescéncia emitida pelo controle negativo (FN) e
esta foi convertida em porcentagem considerando como 100% o controle
positivo (FP).

Dos 63 microrganismos, previamente isolados, > do Co2 foram
selecionados 10 microrganismos (Bacillus pumilus) que apresentaram
atividade significativa frente as sondas fluorogénicas, Tabela 2, os quais

foram utilizados nos ensaios de biodegradacao com petréleo (Capitulo II).

Tabela 2 - Atividades enzimdticas (hidrolases) em bactérias isoladas do Co2 (% de conversdo)*.”’

MO Sondas MO Sondas

EP1 EP2 ES1 ES2 LIP EP1 EP2 ES1 ES2 LIP
SG04 2% 6% 2% 7%  15% | SG26 04% 2% 1% 5%  T7%
SG10 2% 7% 05% 2% 17% | SG27 0,5% 5% 3% 17%  81%
SG12 2% 6% 2% 3%  46% | SG29 3% 9% 0,6% 3% 35%
SG13 1% 6% 3% 18%  51% | SG30 2% 8% 1% 7% 6%
SG16 0,6% 7% 0,3% 1% 11% | SG42 2% 5% 09% 2% 1%

Ja dos 30 microrganismos isolados de CONI1, 13 apresentaram resultados
positivos para uma das sondas de epoxido hidrolase (EP1), 17 apresentaram
resultados positivos para pelo menos uma das sondas de esterase e 7
apresentaram resultados positivos para a sonda de esterase com uma cadeia

lateral maior, Tabela 3.
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Tabela 3 — Atividades enzimaticas (hidrolases) em bactérias isoladas do CON1 (% de conversao)*.

Sondas Sondas

MO MO
EP1 EP2 ES1 ES2 LIP EP1 EP2 ES1 ES2 LIP

CFA01 3% 0% 7% 34% 1% | CFA16 16% 0% 2% 14% 2%

CFA02 2% 0% 3% 25% 1% | CFA17 8% 0% 12%  13% 0%

CFA03 5% 0% 10%  40% 1% | CFA18 4% 0% 0% 2% 0%

CFA04 0% 0% 0% 0% 0% |CFA19 11% 0% 54% >99% 0%

CFAO05S 8% 0% 2% 12% 0% | CFA20 4% 0% 16%  70% 0%

CFA06 11% 0% 12%  24%  31% | CFA21 36% 2% 63% >99% 0%

CFA07 15% 1% 36% >99% 34% | CFA22 20% 0% >99% 82% 0%

CFA08 4% 0% 0% 0% 1% | CFA23 3% 0% 0% 0% 0%

CFA09 9% 1% 19% T77% 33% | CFA24 3% 0% 0% 0% 1%

CFA10 2% 0% 1% 1% 0% | CFA2S 0% 0% 0% 0% 0%

CFA1l 3% 0% 0% 1% 0% | CFA26 8% 0% 3% 0% 0%

CFA12 2% 0% 0% 1% 1% | CFA27 8% 2% 2% 5% 9%

CFA13 3% 0% 0% 1% 0% | CFA28 2% 0% 1% 1% 9%

CFA14 1% 0% 5% 29% 5% | CFA29 2% 1% 1% 4% 8%

CFA1S 8% 0% 42% 27% 0% | CFA30 0% 0% 5%  25% 0%

Um fato interessante foi que os microrganismos recuperados da Bacia de
Campos foram mais ativos frente as sondas de ep6xido mais impedidos (EP2)
e os ésteres de maior cadeia lateral (LIP), enquanto que os microrganismos
recuperados da Bacia Potiguar foram mais ativos frente as sondas de epoxido

menos impedidos (EP1) e os ésteres de menor cadeia lateral (ES1 e ES2).
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1.3 Biotransformaciao com substratos nao fluorogénicos

Para estes ensaios utilizou-se a técnica de multibioreagdes, onde as
reacOes catalisadas por um microrganismo sdao monitoradas na presenca de
varios substratos num mesmo pote reacional. Essa técnica permite avaliar
rapidamente a eficiéncia enzimética dos microorganismos frente a substratos
de interesse. As multibioreagdes foram realizadas as bactérias isoladas que
apresentaram atividade frente as sondas fluorogénicas com substratos de

interesse e serao discutidas abaixo.
1.3.1 Substratos de interesse sintético

Para confirmar os resultados obtidos através dos ensaios de HTS

realizaram-se ensaios de biocatdlise tradicional com substratos nao
~n . 45 . . ..

fluorogénicos.™ Dentre os microrganismos que se destacaram para a atividade
de epoxido-hidrolase frente as sondas fluorogénicas, realizaram-se ensaios de
biocatélise tradicional utilizando como substratos o () 1,2-epoxi-1-feniletano
(9) e 0 (¢) 1,2-epoxidecano (11) a fim de determinar os valores de conversao
frente a esses substratos de interesse sintético, Esquema 4. As reacdes foram

monitoradas por CG/EM, Tabela 4.

OH
? OH
MO
9 10

OH
\/\/\/v<(|) —>MO \/\/\/\)\/OH
11 12

Esquema 4 — Reacao de hidrdlise de 9 e 11.

* Ensaios realizados em conjunto com a aluna de graduacio Bruna Karla.
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Tabela 4 — Rendimento de hidrélise de 9 e 11 apds 96 h de reacao.

Microrganismo % conversao
10 12
CFA03 15,7 4,0
CFA05 43,6 6,1
CFA06 5,2 1,7
CFA07 14,5 1,2
CFA09 23,2 *
CFA15 13,6 *
CFA21 6,2 10,0
CFA22 32,0 2,8

* ndo houve detec¢@o do produto.

Todos os ensaios foram monitorados a cada 24 horas, € em alguns casos
pode se observar que houve o consumo do diol (12), formado a partir de 11,
que variou de 25 a 40 %, porém nao foi possivel observar nenhum produto
desse consumo. Os valores de conversdo foram obtidos pelo cdlculo da
concentracdo do produto através da coinjecdo de um padrdo interno
(heptadecano) com uma concentracdao conhecida. Para o célculo da conversdo

utilizou-se drea dos produtos.

1.3.2 Classe de substratos presentes no petréleo

A atividade enzimdtica depende muito do substrato e embora a triagem
de alto desempenho (HTS) fornece uma avaliagdo rapida ndo significa que a
mesma seja relevante para os componentes do petrdleo e seus derivados assim
foi feita uma avaliacdo da acdo dos microrganismos isolados sobre alguns
representantes das principais classes de biomarcadores do petréleo. Para tanto
foi aplicado o protocolo de multibioreagdes com substratos semelhantes a

biomarcadores presentes no petrdleo: Sa-colestan-3-ona (13), 4cido
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nonadecandico (14), esqualano (15), 4-colesten-3-nona (16), fenantreno (17),

9,10-diidrofenantreno (18),

Figura 2. ** ¥

17 18

Figura 2 - Substratos utilizados nas multibiorea¢des, cujos esqueletos sdo representantes
de algumas classes de compostos presentes no petréleo.

Os microrganismos listados a seguir e que apresentaram melhores
resultados frente as sondas fluorescentes foram selecionados para a realizacdo
dos ensaios: CFA 03, 06, 07, 09, 14, 15, 16, 17, 19, 20 e 21. Cabe ressaltar
que as interpretacoes dos resultados sdo preliminares e mais estudos
envolvendo a sintese de padrdes para confirmar as estruturas sugeridas a partir
das andlises dos espectros de massas € da compara¢ao dos mesmos com dados

da literatura (Apéndice 1).

% Ensaios realizados em conjunto com a doutoranda Francine Fonseca.
7 Sendo que em determinado momento a Sa-colestan-3-ona (13) foi substituida por 4-colesten-3-nona (16) e
0 9,10-diidrofenantreno (18) pelo fenantreno (17), devido a falta dos reagentes.
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Na Figura 3 temos o cromatograma da amostra controle onde podemos
visualizar os substratos avaliados, contudo os cromatogramas dos ensaios

serdao apenas mostrados quando houver resultados.
100 18

80

(o2}
o

Abundancia
I
o

N

o
-y
Y

0 5 10 15 20 25
Tempo de retencio (min)

Figura 3 — Cromatograma da amostra controle dos ensaios de multibioreacdo com classes
de compostos presentes no petréleo.

Nos ensaios com o microrganismo CFA 21, percebeu-se que com 7 dias
ja houve total remog¢ao do dcido nonadecandico (14) mas sem deteccdo dos
subprodutos dessa degradagdo o que poderia indicar uma incorporag¢ao passiva
desse composto pelas cé€lulas. Pdde-se detectar a degradacdao do 9,10-
diidrofenantreno (18) dando origem aos produtos 9,10-diidro-9,10-
diidroxifenantreno  (20), 9,10-diidro-9-hidroxifenantreno (19), 9,10-

diidroxifenantreno (25) e 9-hidroxifenantreno (21), Figura 4.
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Figura 4 — Cromatograma de ions (CG/MS) obtido apés 7 dias de reagdo com a bactéria
CFA 21 utilizando esqualeno (15), 4c. Nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10
diidrofenantreno (18).

A andlise dos produtos indica que neste processo houve a atuacdo de
uma monoxigenase e uma dioxigenase. Pois, mesmo que 21 possa ser obtido
da desidratacdo de 20, o 19 teria que ser obtido pela acdo de uma
monoxigenase (Esquema 5).*

A 9,10-fenantrenodiona (22) também detectada pode ter sido originada
da oxidacdo de 20 e/ou 25, porém a presenca de 10-hidroxi-9,(10H)-
fenantrenona (24) indica que 22 poderia ser formado de 20. O 4cido (1,1'-
bifenil)-2,2'-dicarboxilico (26), detectado como ester metilico, pode ter sido
originado da clivagem orto de 25, e o (1,1'-bifenil)-2,2'-dicarboxaldeido (23)
poderia ter origem numa retro condensacdo de aciloina (acyloin
condensation) de 24.*>*° Com base nestes produtos é possivel sugerir a rota
catabdlica do 9,10-diidrofenantreno por essa bactéria, Esquema 5. Onde
mais estudos precisam ser realizados para desvendar a real seqii€éncia de

degradacdo. Entretanto fica claro que se isolou uma bactéria com grande

a8 Herwijnen, R.; Wattiau, P.; Bastiaens, Daal, L.; Jonker, L.; Springael, D.; Govers, A. J.; Parsons, J. R.
Research in Microbiology. 2003, 154, 199-206.

9 Moody, J. D.; Freeman, J. P.; Doerge, D. R. Cerniglia, C. E. Applied an Environmental Microbiology.
2001, 1476-1483.

0 Faber, K.; Ghisalba, O.; Godtfredsen, S. E.; Godtfredsen, H. L. et al. In: “ Biocatalyst for fine Chemical
Synthesis”. 1999, John Wiley & Sons, New york
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potencial para degradacdo de compostos aromdticos um assunto de interesse

da Petrobras.

0 y OH 25
Clivagem
HO O orto
O OH

26 O
Esquema S — Rota de degradacdo proposta para o 9,10-diidrofenantreno para o
microrganismo CFA21.

Outro composto biotransformado por esse microrganismo foi a 4-
colesten-3-nona (16), dando origem a trés produtos de degradacdo: a 7-
colesten-3-ona (28), onde houve uma isomerizacdo da dupla ligacdo, a 3-
colestanona (29) onde houve a redugdo da dupla na posi¢do 4 e a colesta-4,6-

dien-3-ona (30) onde houve uma desidrogenacdo aumentando as insaturacoes,
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Figura 5 e Esquema 6, reacdes estas realizadas por enzimas capazes de

oxidar e reduzir esse substrato.

20 — 16

Abundancia

25 26 27 28
Tempo de retencdo (min)

Figura 5 - Cromatograma de ions (CG/MS) obtido ap6ds 7 dias de reacdo com a bactéria
CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. Nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10
diidrofenantreno (18).

Esquema 6 — Intermedidrios da degradacdo da 4-colesten-3-nona obtido através do CG/EM
do ensaio com o microrganismo CFA 21.
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Outro microrganismo que apresentou biotransformag¢do dos compostos
foi o CFAO3 que com 21 dias ja havia consumido praticamente todo acido

nonadecandico e iniciado a degradacdo da 4-colesten-3-nona com surgimento

de 30, Figura 6.

16

Abundancia
1

30

O T T T T T I T T T T T I
26 27 28
Tempo de retencio (min)

Figura 6 - Cromatograma de ions (CG/MS) obtido apds 21 dias de reagdo com o
microrganismo CFA 03 utilizando esqualano (15), d4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-
ona (16) e fenantreno (17).

Ap6s 28 dias houve também o consumo do fenantreno com surgimento
de 32 e 33, Figura 7 e Esquema 7, possivelmente devido a acdo de uma
dioxigenase seguido de uma clivagem orto (33) e reducdo dos anéis, enquanto
que o espectro de massas do composto 32 indica que este composto possui um

oxigénio e uma insaturacao a menos que 33.
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17 32

Abundancia
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| I »
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14 15 16
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Figura 7 - Cromatograma de ions (CG/MS) obtido apds 28 dias de reagdo com o
microrganismo CFA 03 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-
ona (16) e fenantreno (17).

g U

17 33

Esquema 7 — Intermedidrios de degradacdo do fenantreno obtidos através do CG/EM do

ensaio com o microrganismo CFA 03.

O microrganismo CFA 06 também foi capaz de degradar o 4cido
nonadecandico (14) e o 9,10-diidrofenantreno (18), e assim como no CFA21
foi possivel observar alguns intermedidrios da degradacdo do diidrofenantreno
(17, 19, 21, 22 e 25), ap6s 21 dias de reacdo. Ele também foi capaz de
degradar a 4-colesten-3-nona produzindo epéxido da 4-colesten-3-nona (34) e
0 36 que com base no espectro de massas sugere-se que seja uma 4-colesten-
3-nona com insercdo de uma hidroxila na cadeia lateral, possivelmente devido
a acdo de uma monoxigenase tipo P450, Figura 8 e Esquema 8.
Adicionalmente foi detectado o composto 35 cujo espectro de massas era
compativel com a 3-colestanona mostrando a existéncia de enzimas capazes

de realizar reacdes de reducdo, Esquema 8.
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Figura 8 - Cromatograma de fons (CG/MS) obtido apds 21 dias de reagdo com o

microrganismo CFA 06 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-

ona (16) e 9,10-diidrofenantreno (18).

Esquema 8 — Intermedidrios de degradagdo da 4-colesten-3-nona obtidos através do
CG/EM do ensaio com o microrganismo CFA 06, ap6s 21 dias de reagdo.
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Ja o CFA 20 diferente dos demais iniciou a biodegradacdo do &cido
nonadecandico (14), com 14 dias de ensaio, porém dessa vez foi possivel
observar alguns intermedidrios dessa transformacdo, Figura 9. O interessante
foi que diferente do que se costuma observar onde a degradacdo de 4cidos
ocorre com a perda de dois 4tomos de carbono, neste experimento observou-se
a perda de um dtomo de carbono,

Figura 10. Entretanto ndo se pode descartar a hipdtese ser um metabdlito

do microorganismo.

14

37
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Figura 9 - Cromatograma de ions (CG/MS) obtido apds 14 dias de reacdo com o
microrganismo CFA 20 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecanéico (14), 4-colesten-3-
ona (16) e fenantreno (17).

O CFA 20 assim como o CFA 14, 16 e 19 também foi capaz de degradar
a 4-colesten-3-nona (16), e em todos foi possivel observar os intermedidrios

28, 30 e 36. Os demais microrganismos (CFA 07, 09, 15¢ 17) nao

apresentaram biodegradacao significativa dos compostos testados.
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Figura 10 — Intermedidrios de degradagdo do 4cido nonadecandico obtidos através do
CG/EM do ensaio com o microrganismo CFA 20, ap6s 14 dias de reagdo.
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2 Conclusao

O estudo das atividades enzimaticas mostrou a existéncia de lipases,
esterases, epoxido-hidrolases, mono e dioxidases, redutases e até algumas
ligases responsaveis por reacdes de formagdo e/ou rompimento de ligacdes
carbono-carbono como na clivagem orto das moléculas aromdticas ou nas
reacOes de retro condensacdo de aciloina. Atividades essas importantes na
degradacdo do petréleo e outras fontes de carbono.

Os ensaios de multibioreagdes apresentaram também resultados
importantes na degradacdo de classes de compostos como 0s aromdticos, que
corroboram para o uso desses microrganismos em técnicas de biorremediacdo
de solos e dguas contaminadas. Contudo mais estudos precisam ser realizados
para que se tenha um melhor entendimento do metabolismo de degradacio
desses microrganismos para encontrar mais aplicagcdes para esses

microrganismos de ambiente extremos.
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Capitulo 11

“Biodegradacao de Petroleo”
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1 Resultados e Discussoes

1.1 Microrganismos isolados do Campo Pampo Sul, Bacia de Campos

Dando continuidade ao trabalho anterior,”’ cujo objetivo é o
entendimento do processo de biodegradaciao do petrdleo realizaram-se ensaios
com microrganismos previamente isolados de amostras de Oleos e dguas de
formacgdo da Bacia de Campos. Dos microrganismos isolados selecionaram-se
os que tiveram maior atividade frente as sondas fluorogénicas (hidrolases), os
quais foram utilizados nos ensaios de biodegradacao com petréleo (P1) como
principal fonte de carbono, estes foram realizados em duplicata e o
monitoramento se deu em intervalos de 30 e 60 dias. Os experimentos foram
realizados com os microrganismos ainda em fase log de crescimento.

O extrato organico do experimento de biodegradacdo foi entdo
fracionado em coluna de silica gel51 fornecendo trés fragdes F1 (saturados), F2
(arométicos pesados) e F3 (asfaltenos). As fra¢des F1 foram entdo analisadas
por CG/EM onde foi possivel acompanhar o processo de biodegradagdo

ocorrido nas classes de compostos abaixo listados:

e n-Alcanos (parafinas normais) e isoprendides (isoparafinas);

e Terpanos biciclicos, triciclicos, tetraciclicos, pentaciclicos (hopanos e
norhopanos);

¢ Alquilbenzenos e alquilcicloexanos.

e Fenantrenos e alquilfenantrenos.

3! Cruz, G. F. Tese de Doutorado — Instituto de Quimica — UNICAMP — 2009.
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Para avaliar o processo de biodegradagdo foi necessario realizar anélises
utilizando o monitoramento de todos os ions (total ion chromatogram — TIC) e
monitoramento seletivo de alguns fons caracteristicos das principais classes de
biomarcadores (Reconstructed lon Chromatogram — RIC e Single Ions

Monitoring — SIM), Tabela 5.

Tabela 5 — Biomarcadores monitorados e seus respectivos ions-fragmentos caracteristicos.

Classe de biomarcadores ions-fragmentos monitorados (m/z)
Alcanos lineares e isoprendides 71, 183
Terpanos triciclos e tetraciclicos 123, 191
Terpanos pentaciclicos (hopanos) 191
Hopanos desmetilados (norhopanos) 177
Esteranos regulares 177
Alquilbenzenos 92, 106
Alquilfenantrenos 192, 206
Alquilcicloexanos 82

Analisando a fracdo alifatica da amostra de 6leo P1, Figura 11, observa-
se a presenca de hidrocarbonetos de nC; a nCs3 com um maximo em nCg a
nC, indicando uma amostra levemente biodegradada de acordo com a escala
de Peters & Moldowan (nivel 1 - 2), Figura 12. A andlise do IPC mostrou que
a amostra tem uma predominancia de alcanos com nimero impar de carbonos
sobre os com nimero par (IPC > 1,00; Indice de Preferéncia de Carbono,

IPC14_33 = [2 X 2(7’1C15 a nC33)] / [nC14 +2x Z(I’lCm a nC30) + nC32].).
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Figura 11 - RIC m/z 71 obtido da andlise por CG/EM da fracdo F1 da amostra controle —
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Figura 12 — Nivel de biodegradacao em amostras de 6leos.(Adaptado de Peter &
Moldowan) "' 1. Deplecdo de n-alcanos de baixo peso molecular; 2. Degradagio das n-
parafinas; 3. Traco das parafinas n-lineares; 4. Auséncia das parafinas, isoprendides
aciclicos ainda intactos; 5. Isoprendides aciclicos ausentes; 6. Esteranos parcialmente
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1.1.1 n-Alcanos e isoprenéides

Inicialmente avaliou-se a biodegracdo na classe dos hidrocarbonetos
lineares, estes que constituem a maior parte de um petréleo pouco
biodegradado, e que sdo os mais susceptiveis a degradacdo microbioldgica.

Os padroes de distribuicdo dos n-alcanos podem ser utilizados como
parametros para determinacdo de algumas caracteristicas do 6leo como, por
exemplo, origem da matéria organica. * Sabe-se que rochas geradoras imaturas
ou que se formam da deposi¢do de matérias organica de plantas terrestres
apresentam hidrocarbonetos impares em maior quantidade (IPC > 1),
principalmente os de cadeias longas (C,7, Cy9, Cs1). J4 no caso de matéria
organica de origem marinha carbondtica e evaporitica (hipersalino), e dleos
mais maduros observa-se uma pequena predominincia de hidrocarbonetos
pares ou nenhuma preferéncia (IPC ~ 1).

O ions de m/z 71 (RIC) foi selecionado para o monitoramento seletivo
desta classe de compostos e a andlise dos cromatogramas revelou que alguns
dos microrganismos tiveram uma maior preferéncia para biodegradar n-
alcanos de menor peso molecular (SG 10 e 12), Figura 13, enquanto em
outros essa preferéncia ja ndo foi tdo evidenciada e a biodegradagao se deu de
maneira mais uniforme. No total cinco microrganismos (SG 10, 12, 13, 29,
42) apresentaram biodegradacdo bastante significativa, para essa classe, no

periodo avaliado.
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Figura 13 — RIC m/z 71 obtido da andlise por CG/EM da fracdo F1 do 6leo P1
biotransformado por: a) Bacillus pumilus (SG10) 30 dias b) Bacillus pumilus (SG10) 60
dias.

Destes cinco microrganismos, dois (SG 12 e 29) foram capazes de
biodegradar o pristano e o fitano quase que simultaneamente aos
hidrocarbonetos lineares 0o que ndo € comum ji que no geral hidrocarbonetos

ramificados sdo mais resistentes a biodegradacao, Figura 14.
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Figura 14 — RIC m/z 71 obtido da andlise por CG/EM da fracdo F1 do 6leo P1
biotransformado por Bacillus pumilus (SG12) 60 dias.

A andlise dos parametros de biodegradacdo revelou que a maioria dos
microrganismos isolados (SG 10, 12, 26, 30 e 37) apresentou maior
preferéncia pelos hidrocarbonetos pares (IPC), Tabela 6, e também como ja
era esperado os hidrocarbonetos lineares foram mais biodegradados que os
ramificados (Pr/n-C17 e Ph/n-C18) até mesmos quando esses eram
biodegradados, sendo o pristano biodegradado preferencialmente, Tabela 6.

Contudo também tivemos microrganismos (SG 16 e 29) que
biodegradaram preferencialmente os hidrocarbonetos impares.

Em resumo observou-se que alguns microrganismos foram capazes de
biodegradar preferencialmente hidrocarbonetos pares (aumento do IPC),
enquanto outros biodegradavam preferencialmente os impares (diminui¢dao do
IPC). Com isso o IPC, quando houver biodegradacdo, ¢ um parametro ndo
recomendavel para caracterizacdo de um 6leo e deve ser utilizado em conjunto

com outros parﬁmetros.

44



Capitulo Il — “Biodegradacdo de Petroleo”

Tabela 6 - Parametros de biodegradacdo para os ensaios com microrganismos isolados.

Microrganismo Per.iodo Parametro

(dias) IPC Pr/n-C17 Ph/n-C18 Pr/Ph
Controle 30 1,08 1,13 0,90 1,45

60 1,12 1,13 0,94 1,31
T
6 12 IR S v W AT
SG 13 23 1,_12 1,?7 0,?8 14312
6 16 @ o i iee i
56 26 @ o ih 0w ias
5629 @ % w i
56 3 @ in i om i
TS I
56 42 W i

Finalmente a média dos resultados dos experimentos de biodegradacdo
de n-alcanos in vitro com microorganismos isolados indica que ndo existe
nenhuma preferéncia pela degradacdo de n-alcanos pares ou impares o que €
consistente com a biodegracdo do petrdleo in vitro e in vivo com consorcios

microbianos.

1.1.2 n-Alquilcicloexanos

A origem dos n-alquilcicloexanos (AC,) € relatada na literatura como

: L. D " 12, 52
sendo de derivados de bactérias ou da ciclizacao de acidos carboxilicos. =™ E

estes foram encontrados na amostra controle desde o n-nonilcicloexano até o

2 Fabianska, M. J.; Bzowska, G.; Matuszewska, A.; Chem. Erde. 2003, 63, 63-91.
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il

n-eicosilciclohexano, Tabela 7, e foram monitorados através do RIC m/z 82 e

83, Figura 15.
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Figura 15 — RIC m/z 82 obtido da andlise por CG/EM da fragcdo F1 da amostra controle.
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Figura 16 - Espectro de massas do n-nonilcicloexano representante da série homologa
alquilcicloexanos.

Tabela 7 — Andlise dos alquilcicloexanos através do RIC m/z 82.

Composto Nome Abrev. | Formula IR MM
46 n-nonilcicloexano ACy; C,5Hzg 1551.758 210
47 n-decilcloexano ACis CisHso 1655.968 224
48 n-undecilcicloexano ACyy Ci7Hs4 1760.270 | 238
49 n-dodecilcicloexano ACi3 Ci3H3s 1864.366 252
50 n-tridecilcicloexano ACj9 CioHss 1968.314 266
51 n-tetradecilcicloexano ACy CyoHag 2072.482 280
52 n-pentadecilcicloexano ACy Co1Ha 2176.349 294
53 n-hexadecilcicloexano ACy, CrrHuy 2280.221 308
54 n-heptadecicloexano ACx Ca3Hus 2384.427 322
55 n-octadecilciclohexano ACyy Co4Hyg 2488.015 336
56 n-nonadecicloexano ACys CysHso 2592.258 350
57 n-eicosilcicloexano ACyq CasHso 2695.465 364

Onde: Ts = tempo de reteng@o da substancia analisada; TC,.

¢ T5 = PCay = tempo de reten¢@o do alcano que elui antes da substancia
IR=|l/—7—]%1 DU] + 10020, o analisada;TC, = tem de retenc¢o do alcano que elui depois da
k Tcﬂ- - Fc-‘:-i substincia analisada;C,.; = ndmero de dtomos de carbono do

alcano que elui antes da substincia analisada
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Figura 17 — RIC m/z 83 (n-alquilcicloexanos + n-alcanos) obtido pela anélise por CG/EM
da fracdo F1 do 6leo P1: a) ndo biodegradado; b) biodegradado por Bacillus pumilus
(SG42-1) 30 dias e ¢) biodegradado por Bacillus pumilus (SG42-1) 60 dias.

Esta classe se mostrou susceptivel a degradacdao por alguns dos
microrganismos testados (SG 10, 12, 13, 29 e 42) sendo que em alguns casos

foram tdo biodegradados quanto aos hidrocarbonetos lineares. Ainda
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analisando os ensaios foi possivel confirmar que os alquilcicloexanos sdo
biodegradados mais intensamente apds a remog¢ao dos alcanos lineares (C,),

Figura 17.
1.1.3 Aromaticos leves

Os biomarcadores aromaticos fornecem informacgdes a respeito da fonte
da matéria organica em sedimentos e podem ser usados em correlacdes de

P , . ~ , . . 4
Oleo-rocha geradora, além de grau de maturidade e evolugao térmica da bacia.

1.1.3.1 Alquil, metil-alquil e trimetil-alquilbenzenos

Os alquilbenzenos (BC,) foram encontrados desde o n-nonilbenzeno até
o n-eicosilbenzeno, Tabela 8, e suas distribuicdes cromatogrificas sdo
similares as dos rn-alquilcicloexanos possivelmente devido a uma mesma
origem biogé€nica, existem relatos na literatura de que sua origem pode estar
relacionada a presenca de bactérias na matéria organica de origem. > Também
foram detectados os metil-alquilbenzenos (MC,) desde o metil-octilbenzeno

até o metil-heptadecilbenzeno, Tabela 9.

33 Fowler, M. G.; Stasiuk, L. D. et al.; Organic Geochemistry. 2004, 35, 425-441.
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Figura 18 - RIC m/z 92 obtido da analise por CG/EM da fragcdo F1 do 6leo P1 da amostra
controle.

Tabela 8 — Andlise dos alquilbenzenos através do RIC m/z 92.

Abundincia

a0

0

40/

20

Composto Nome Abrev. | Féormula IR MM
58 n-nonilbenzeno BCi; Ci5Hos 1573.629 204
59 n-decilbenzeno BCie Ci6Hzs 1677.231 218
60 n-undecilbenzeno BCy7; Ci7H2g 1781.811 232
61 n-dodecilbenzeno BCig CisHszo 1886.239 246
62 n-tridecilbenzeno BCio CioHzo 1990.663 260
63 n-tetradecilbenzeno BCy CooHzs 2095.274 274
64 n-pentadecilbenzeno BCy C>1Hzs 2199.585 288
65 n-hexadecilbenzeno BCy CooHsg 2304.156 302
66 n-heptadecilbenzeno BCy; Ca3Hyo 2408.286 316
67 n-octadecilbenzeno BCyy CoHyp 2513.969 | 330
68 n-nonadecilbenzeno BCss CosHyy 2617.357 344
69 n-eicosilbenzeno BCy CogHug 2722.054 358

Onde: Ts = tempo de retenc¢do da substincia analisada; TC, | =
—TC 3 tempo de retenc¢do do alcano que elui antes da substincia
IR = [ e = ,_L_r:: Ti DE'] + 100 ﬂ.-_n_-_ analisAada.;TCn = tem de retenc{ﬁo do alca’mo que elui depois da
i i substincia analisada;C,.; = nimero de dtomos de carbono do

alcano que elui antes da substincia analisada

1311

Figura 19 — Espectro de massas do n-nonilbenzeno representante da série homdloga dos

alquilbenzenos.
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Figura 20 - RIC m/z 105 obtido da anélise por CG/EM da fracdo F1 do 6leo P1 da amostra

Abundincia

=]

=]

40

20

controle.

Tabela 9 — Andlise dos metil-alquilbenzenos através do RIC m/z 105.

Composto Nome Abrev. | Formula IR MM
70 metil-octilbenzeno MC;;5 Ci5sHos 1578.446 | 204
71 metil-nonilbenzeno MCq Ci6Hog 1682.079 | 218
72 metil-decilbenzeno MCy,; Ci17Hog 1786.513 | 232
73 metil-undecilbenzeno MCig CisHso 1891.041 | 246
74 metil-dodecilbenzeno MCio CioHs3, 1995.268 | 260
75 metil-tridecilbenzeno MCy CroHzs 2100.184 | 274
76 metil-tetradecilbenzeno MGy, C>1Hzg 2205.005 | 288
77 metil-pentadecilbenzeno | MC,, CyrHsg 2309.664 | 302
78 metil-hexadecilbenzeno MC»xs CasHyg 2414.487 | 316
79 metil-heptadecilbenzeno | MCyy CoyHyo 2519.491 | 330

Onde: Ts = tempo de reteng@o da substancia analisada;

Ts =TC _ 'tl;C,,,l = templo dz re:rtzngﬁo do zlcano que eéui a}ntes da
[ Awl | substincia analisada;TC, = tem de reten¢do do alcano que

iR= I'- TC"n —TC 'I AL00)+ 1&@54:”1._ elui depois da substancia analisada;Cf_l = niimero dg
atomos de carbono do alcano que elui antes da substancia

analisada
1051 mzl0s-
2182
RElU g5z 10 1150 == 01850 )
O O 0 A 1 O P A N
IR B A T R T T Y T T T T " T " "N P>
mz

Figura 21 - Espectro de massas do metil-nonilbenzeno representante da série homéloga

dos metil-alquilbenzenos.
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A classe dos alquilbenzenos e dos metil-alquilbenzenos também se
mostrou passivel de biodegradacdo por alguns dos microrganismos (SG 10,
12, 13, 29 e 42), e esta ocorria em conjunto com a dos n-alcanos. Sendo que
em um caso (SG 13) os alquilbenzenos foram totalmente consumidos antes
dos n-alcanos, porém nao se pode dizer que foi devido a uma preferéncia por
estes compostos ji que ambos foram biodegradados simultaneamente e os
alquilbenzenos se apresentam em menor quantidade que os n-alcanos.

Outra classe encontrada foi os trimetil-alquilbenzenos, detectados através
do monitoramento do m/z 133. Esta classe pode estar relacionada a
contribui¢des de comunidades bacterianas da familia das Chlorobiaceae, que
sao sulfobacterias verdes anaerdbicas reportadas de ocorrerem em mares
antigos que possuem alguns carotendides aromadticos que podem ser
precursores dos 1-alquil-2,3,6-trimetilbenzenos encontrados. %39 E em nossos
ensaios também se observou a biodegradacdo dessa classe em menor

propor¢ao quando comparada aos metil-alquilbenzenos.

60 — 8 g

85

Abundincia

Tempo de retengio (min)

Figura 22 - RIC m/z 133 obtido da andlise por CG/EM da frag¢ao F1 do 6leo P1 da amostra
controle.

* Xinke, Y.; Pu, F.; Philip, R. P.; Organic Geochemistry. 1990, 15 (4), 433-438.
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Tabela 10 - Andlise dos trimetil-alquilbenzenos através do RIC m/z 133.

Composto Nome Abrev. | Formula IR MM
80 1-pentil-2,3,6-trimetilbenzeno TB14 CisHa - 190
81 1-hexil-2,3,6-trimetilbenzeno TB5 Ci5Hos 1575.809 | 204
82 1-heptil-2,3,6-trimetilbenzeno TBis Ci6Hoe 1665.222 | 218
83 1-nonil-2,3,6-trimetilbenzeno TBs CisHszo 1863.075 | 246
84 1-decil-2,3,6-trimetilbenzeno TB9 Ci9Hz» 1922.602 | 260
85 1-undecil-2,3,6-trimetilbenzeno TB»o CyoHss 2033.436 | 274
86 1-dodecil-2,3,6-trimetilbenzeno TBy; C>1Hze 2120.977 | 288

Onde: Ts = tempo de retenc¢do da substancia analisada; TC,.
1 = tempo de reteng@o do alcano que elui antes da
substincia analisada;TC, = tem de reteng@o do alcano que
elui depois da substancia analisada;C,.; = nimero de
4tomos de carbono do alcano que elui antes da substincia
analisada

Ts =TC,_, |
m_—_,_cr_-) 3'1'1':'] + 10GaCh. g

m:[(
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Figura 23 - Espectro de massas do 1-heptil-2,3,6-trimetilbenzeno representante da série
homéloga dos trimetil-alquilbenzenos.

1.1.3.2 Alquilnafténicos, trimetil e tetrametilnafténicos

A classe dos naftalenos e seus derivados também € muito pouco
estudada, mas estes podem ser usados como indicares do nivel de
biodegradacdo dos Oleos. Em nossa amostra encontramos alguns
representantes dessa classe, que foram degradados por alguns microrganismos
durante o processo de degradacio.

Os alquilnafténicos,

Figura 24, encontrados na amostra de 6leo encontram-se na Tabela 11
com um destaque para o I-naftil-undecano que foi encontrado em maior

quantidade que os demais. Estes foram levemente degradados pelos Bacillus

52



Capitulo Il — “Biodegradacdo de Petroleo”

pumilus SG 16 e 26 e severamente degradados pelos SG 13 e 29, mas se

mostraram mais resistentes que os alcanos lineares para todos os ensaios.

20 (CH2)«CHs
| 90
= i OO
2
S 87 89
s | 88
Ha)
<
0'I'I'I'I'II'II'I'I'I'I'I
27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Tempo de retencao (min)

Figura 24 - RIC m/z 141 obtido da andlise por CG/EM da fracdo F1 do 6leo P1 da amostra

controle.

Tabela 11 - Andlise dos alquilnafténicos através do RIC m/z 141.

Composto Nome Abrev. | Formula IR MM

87 1-naftil-heptano ANy Ci7Ha, 1907.9 226

88 1-naftil-octano ANig CigHos 2014.664 | 240

89 1-naftil-nonano AN9 CioHog 2122.361 | 254

90 1-naftil-undecano ANy, Co1Hso 2338.758 | 282
Onde: Ts = tempo de reten¢@o da substancia analisada; TC,.
TS —TCn 1) 1 = tempo de reteng@o do alcano que elui antes da substancia

IR =]l === fxd 00 + 10028, 4 analisada;TC, = tem de retencdo do alcano que elui depois

da substincia analisada;C,.; = nimero de dtomos de

= TChi
carbono do alcano que elui antes da substancia analisada

Na Figura 25 podemos ver o espectro de massas caracteristico dessa

classe para um dos compostos encontrados (90).
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Abundincia

Figura 25 - Espectro de massas do 1-naftil-undecano representante da série homdloga dos
alquilnafténicos.
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Figura 26 - RIC m/z 141 obtido pela anélise por CG/EM da frac¢do F1 do 6leo P1: a)
biodegradado por Bacillus pumilus (SG29) 30 dias e b) biodegradado por Bacillus pumilus
(SG29) 60 dias.

Outros derivados nafténicos encontrados foram os trimetilnafténicos
(TriMN) e os tetrametilnafténicos (TeMN), Figura 27, estes também foram
biodegradados, de moderado a severo, pela maioria dos microrganismos sendo

que alguns (SG 12, 29, 30, 37 e 42) biodegradaram preferencialmente os
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TriMN e os demais (SG 13 e 26) biodegradaram ambas as classes de maneira

uniforme, Figura 28.
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Figura 27 - RIC m/z 155 (trimetilnafténicos) + m/z 184 (tetrametilnafténicos) obtido da
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Figura 28 - RIC m/z 155 (trimetilnafténicos) + m/z 184 (tetrametilnafténicos) obtido pela
andlise por CG/EM da fracdo F1 do 6leo P1: a) biodegradado por Bacillus pumilus (SG13)

30 dias e b) biodegradado por Bacillus pumilus (SG13) 60 dias.
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Estes ndo puderam ser identificados individualmente devido a grande
semelhanca entre os espectros de massas de cada isOmero e a pequena
quantidade desses compostos nas amostras estudadas. Mas foram facilmente

1dentificados como classes.

1.1.3.3 Fenantrenos, metil e dimetilfenantrenos

O fenantreno (F) (m/z 178) e os metilfenantrenos (MF) (m/z 192, 191),
apesar de ndo serem considerados biomarcadores, sdo algumas vezes usados
no célculo de parametros de maturidade da rocha geradora. No total existem
cinco possiveis isOmeros para o metilfenantreno estes sdo o 1, 2, 3,4 e 9 —
metilfenantreno, Figura 29, as demais substituigdes simplesmente repetem
uma dessas cinco.

Desses o 4-metilfenantreno ¢ o menos abundante de todos e quando
presente representa menos de 1% de todos os MFs e por isso niao €
considerado. O indice MPI-1, inicialmente desenvolvido para o estudo de
carvdo, é o mais aplicado para esse fim. > Estes por sua vez também foram

encontrados na nossa amostra de 6leo, Figura 30.

33 Killops, S. D.; Killops, V. J.; In: An Introduction to Organic Geochemistry. 1993, Longman Scientific &
Technical, New York.
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1-MF 9- MF
2 -MF 3-MF

Figura 29 — Representacio esquematica dos metil-fenantrenos mais encontrados em
amostras de petréleo.
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Figura 30 — RIC m/z 178 (F) + m/z 192 (MFs) obtido pela andlise por CG/EM da fracdo F1

do 6leo P1 da amostra controle.

Os 1-MF e 9-MF possuem interacdes estéreas maiores que os 2-MF e 3-
MEF sendo assim os primeiros sdo termodinamicamente menos estaveis que os
demais. E o que ocorre € que durante a catagénese, quando hi o aumento da
temperatura, os grupos metilas podem se rearranjar para as posi¢des mais

estaveis ocasionando um decréscimo dos 1 € 9 MF e acréscimo dos 2 e 3 MF.
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Figura 31 — Correlacdo entre o indice MPI — 1 com os estdgios da geracdo do petréleo.
Adaptado de Killops e Killops.™

Contudo esses compostos apesar de serem considerados resistentes a
biodegradacdo em nossos ensaios pode-se observar que estes eram
biodegradados. O que novamente deve ser levado em considera¢ao na hora de
classificar a maturidade da rocha geradora por meio destes. Por exemplo, em
nossos ensaios encontramos microrganismos que no decorrer da
biodegradacdo elevaram o indice MPI -1 enquanto que em outros esse indice
diminuiu, Tabela 12, ¢ em um caso (SG 13) os MF foram completamente

consumidos apds 60 dias de ensaio, Figura 33.

Tabela 12 — Indice MPI — 1 das amostras de petréleo apés processo de biodegradacio.

MPI - 1* MPI - 1%
Amostra Amostra
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

Controle 0,77 0,78 SG10 0,77 0,74

SG12 0,73 0,67 SG13 0,83 -

SG16 0,78 0,78 SG26 0,59 0,73

SG29 0,77 0,74 SG30 0,76 0,82

SG37 0,75 0,72 SG42 0,76 0,74

#MPI — 1 = 1,5x{ [(2-ME)+(3-MF)//[(F)+(1-MF)+(9-MF]}

Outra classe avaliada foram os dimetil-fenantrenos, Figura 32, estes

também se mostraram suscetiveis a biodegradacdo e em alguns casos foram
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totalmente removidos, Figura 33, no geral sio menos biodegradados em
comparacdo aos metil-fenantrenos, mas como visto ndo estdo imunes a
degradagdo. Para nossos ensaios realizamos o cédlculo do indice DMP que ¢é
também utilizado para se obter informacdo da maturidade da rocha geradora e
vimos novamente que a biodegradacdo também esta influenciando esse indice,

Tabela 13.

40
gg‘_ DMF
PR A
2 2] r * N
5 20
=] -
2157
10 —
5
0 T I T I T I T I T I T I
28 29 30 31 32 33 34

Tempo de retencdo (min)

Figura 32 — RIC m/z 191 obtido pela andlise por CG/EM da fragdo F1 do 6leo P1 da
amostra controle.

Tabela 13 - Indice DMP das amostras de petréleo apSs processo de biodegradagio.

DMP#* DMP#*
Amostra Amostra
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

Controle 0.73 0.72 SG10 0.71 0.56

SG12 0.71 0.37 SG13 0.71 -

SG16 0.71 0.70 SG26 0.56 0.71

SG29 0.65 0.80 SG30 0.74 0.74

SG37 0.57 0.48 SG42 0.66 0.37

* DMP = Principal pico na classe DMP (»)/ [(F) + (XMFs)].
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Figura 33 — RIC m/z 191 obtido pela andlise por CG/EM da fracao F1 do 6leo P1: a)
Controle ndo biodegradado; b) biodegradado por Bacillus pumilus (SG 13) — 30 dias; ¢)
biodegradado por Bacillus pumilus (SG13) — 60 dias.
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1.1.4 Terpanos

1.1.4.1 Sesquiterpanos Biciclicos

Os sesquiterpanos foram primeiramente reportados em 6leos severamente
biodegradados do golfo do México. *® Sdo comuns nos éleos e betumes e
podem ser origindrios de bactérias ou plantas superiores. >’ Em nossa amostra
de 6leo encontramos o 8B(H)-homodrimano (m/z 123), Figura 34 ¢ Tabela
14, composto da classe dos drimanos ja descritos em Oleos de bacias

58, 59 174 ‘
H4 relatos também que esses

brasileiras em trabalhos do nosso grupo.
biciclicos podem ser originados durante a biodegradacio ® ou da degradacio
térmica dos terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos. ' No geral, sdo
menos susceptiveis a biodegradacdo do que os isoprendides, mas sao

. 12
removidos antes dos hopanos e esteranos.

91

Abundancia
1

O —jus b o n agnal M\I\M{W\ f\f“\/”\MW\'\ : i I
18 19 20 21
Tempo de retengio (min)

Figura 34 - RIC m/z 123 obtido pela anélise por CG/EM da fra¢do Fldo dleo P1 da
amostra controle.

%6 Bendoraitis, J. G.; Hydrocarbons of biogenic origin in petroleum-aromatic triterpenes and bicyclic
sesquiterpenes. In: Advances in Organic Geochemistry, Editions Technip, Paris (1974), 209-224.

7 Brocks, J. J.; Summons, R. E.; Treatise on Geochemistry. 2003, 8, 63-115.

8 Borin, J. E.; Dissertacdo de Mestrado — Instituto de Quimica — UNICAMP — Campinas — Brasil. 2003.

% de Lima, S. G.; Tese de Doutorado — Instituto de Quimica — UNICAMP — Campinas — Brasil. 2005.

60 Weston, R. J.; Philip, R. P.; Sheppard, C. M.; Woolhouse, A. D. Organic Geochemistry. 1989, 14, 405-421.

61 Trendel, J. M.; Restlé, A.; Connna, J.; Albrech, P.; Journal Chemical Society, Chemical Communicarion. 1982, 304-
306.
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Tabela 14 - Andlise dos sesquiterpenos biciclicos através do RIC m/z 123.

Composto Nome Formula IR MM
91 8B(H)-homodrimano Ci6Hzo 1556.575 | 222

a0 :
a0 Pz 137
o

551
g0 1091
e 1371 2071 2222
‘ 1029 ‘ ‘
-

1730
R o | L e |
4‘0 Eb Bh fﬂ S‘D Bb WEID 110 150 1§D 1410 Wéﬂ 160 170 1é0 WéD 260 21'0 2i0

mz

Abundincia

204 E7.0

Figura 35 - Espectro de massas do sesquiterpano biciclico 8 3(H)-homodrimano.

Em nossos ensaios em quase todos os casos houve biodegradacdo do
8B(H)-homodrimano (de 2 a 100%). Contudo em alguns casos houve um
acréscimo seguido de degradacdo e em outro (SG 16) houve degradacado
seguido de aumento, Figura 36. Esses resultados indicam que em nossos
ensaios estd havendo a formagao do terpano biciclico a partir da degradacgao
dos terpanos triciclicos, tetraciclicos ou pentaciclicos, que ocorre em

. . . 33
diferentes momentos para cada microrganismo.
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Figura 36 - Acompanhamento da concentra¢do do 83(H) — homodrimano nos ensaios de
biodegradacao.

1.1.4.2 Terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos

Os terpanos (m/z 191) sd@o usados como biomarcadores de correlacao
6leo-6leo, dleo-rocha geradora e como indicador do nivel de maturacdo e
biodegradacio de 6leos. '* Os triciclicos tém sua origem proposta da ciclizacdo
anaerébia do hexaprenol que forma o seu precursor direto tricicloexaprenol,

Figura 37.

C3oHs60

o C3oHse
432.43 416.44

Figura 37 — Terpano triciclico, formado anaerobicamente a partir da cicliza¢do do
hexaprenol.

62 Aquino Neto, F. R.; Trendel, J. M.; Restlé, A.; Albrecht, P. A.; In: Advances on Organic Geochemistry. 1981, John
Wiley & Sons, New York, 659-676.
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Os terpanos tetraciclicos sdo menos abundantes e sdao gerados da
degradacdo térmica ou microbiana dos terpanos pentaciclicos. J4 estes com
esqueleto do tipo hopanéide tém como precursor o bacteriohopanotetrol ' e
sua presenca em Oleos esta relacionada a contribuicio de biomassa
proveniente de bactérias metanotroficas, heterotroficas e cianobactérias na
diagénese do petrdleo. © Em nossos ensaios foi possivel notar o inicio da
biodegradacdo tanto dos terpanos triciclicos quanto dos pentaciclicos.

Em nossa amostra encontramos diversos representantes da classe dos
terpanos triciclicos, Tabela 15 e Figura 38, e pentaciclicos, Tabela 16 ¢

Figura 39, os quais sao caracteristicos pelos fragmentos m/z 191 e 123,

Figura 39 e Figura 1.

Abundancia

99100 101102

Tempo de retencdo (min)

Figura 38 - RIC m/z 191 obtido pela andlise por CG/EM da fra¢do F1 da amostra controle
(Terpanos Triciclicos).

% Simons, D-J. H.; kenig, F.; Organic Geochemistry. 2003, 34, 1177-1198.
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Tabela 15 - Anélise dos terpanos triciclicos e tetraciclicos através do RIC m/z 191.

Composto Nome Abrev. | Formula IR MM
92 Terpano triciclico Cy, 22TT CxHao 2118.442 | 304
93 Terpano triciclico Cy3 23TT CysHyo 2301.753 318
94 Terpano triciclico Cyy 24TT CosHus 2356.234 | 332
95 Terpano triciclico Cys 25TT CosHuye 2470.558 | 346
96 Terpano tetraciclico Cyy 24TET CosHao 2552.084 | 330
97 Terpano triciclico Cye(S) | 26TT(S) CogHug 2555.495 | 360
98 Terpano triciclico Co6(R) | 26TT(R) CogHug 2562.913 360
99 Terpano triciclico Cps(S) | 28TT(S) CogHso 2755.426 | 388
100 Terpano triciclico Co3(R) | 28TT(R) CysHs, 2769.195 | 388
101 Terpano triciclico Cxo(S) | 29TT(S) CooHsy 2813.737 | 402
102 Terpano triciclico C9(R) | 29TT(R) CooHsy 2831.434 | 402
Onde: Ts = tempo de retenc@o da substincia analisada; TC,.; =
alcano que elui antes da substancia analisada
.§ * a1 951
5'?'1 N s jaq 1371 ,,,‘;-'133 FE
Y N84
0 M‘D = h L h |\|\ WLl || I 1ﬁi.u. I.LTT .|.1|jl71|. 1l 2??1 ld P 24|B'2 it ZT 221, |
40 EIEI gl 'IdEI 'Ié[l 'It!lEI 'Ié[l 180 Zdltl ZéU ZJU 2|JSEI ZéU BﬁU SéU

Figura 39 - Espectro de massas do terpano triciclico Cp3, representante da classe dos
terpanos triciclicos.
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Figura 40 - RIC m/z 191 obtido pela anélise por CG/EM da frac¢do F1 do 6leo P1 da
amostra controle (Homohopanos).
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Tabela 16 - Andlise dos terpanos pentaciclicos através do RIC m/z 191.

Composto Nome Abrev. Férmula IR MM
103 18a-22,29,30-Trisnorneohopano Ts Co7Hus 2884.643 | 370
104 17a-22,29,30-Trisnorneohopano Tm Cy7Hus 2925.772 | 370
105 17a,180a,213-28,30-

Bisnorhopano 28,30BNH | CysHus 3020.840 | 384
106 170,21B-30-Norhopano 30NH Cy9Hs 3066.563 | 398
107 170,21B-30-Hopano 30Hop CsoHs» 3156.052 | 412
108 5a-Colestan-3-ona (PI) - - - -
109 170,21B3-Homohopano 31H(S) Cs31Hs4 3261.685 | 426
110 170,21B3-Homohopano 31H(R) Cs31Hsy 3275.426 | 426
111 Gamacerano Gam CsoHso 3296.891 | 412
112 170,213-Bishomohopano 32H(S) CsoHse | 3347.689 | 440
113 170,21B-Bishomohopano 32H(R) CsoHsg 3367.283 | 440
114 170,21B-Trishomohopano 33H(S) Cs3Hsg 3448.208 | 454
115 170,21B-Trishomohopano 33H(R) Cs3Hsg 3475.081 | 454
116 170,21B-Tetrakishomohopano 34H(S) Cs4Hgo - 468
117 170,21B-Tetrakishomohopano 34H(R) Cs4Hgo - 468
118 170.,21B-Pentakishomohopano 35H(S) CssHgo - 482
119 170.,21B-Pemtakishomohopano 35H(R) CssHgn - 482
Onde: Ts = tempo de retencdo da substincia analisada;ATC;n,l =
m=|( % Jx100] + 100s¢, analiondaTC, = toan do retongi do lcand qe el depors da

substincia analisada;C,.; = ndmero de dtomos de carbono do
alcano que elui antes da substincia analisada

a0

Abundincia

M52 281.0 aa7.4 4124
B .2 gme w2 w1 W we e amns || o6

L R e 7 A 5
miT

Figura 41 - Espectro de massas do 17a,21B-30-hopano, representante da classe dos
terpanos pentaciclicos.

Observando as razdes dos TT(C,s e Cy9)/C3s homohopano, Tabela 17,
ndo se pode tirar nenhuma conclusio a respeito da preferéncia de degradagdo

entre as duas classes, uma vez que tivemos microrganismos que
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biodegradaram preferencialmente os TT (SG 12, 13 e 30) e outros os
homohopanos (SG 29, 16 e 26).

Analisando ainda o indice homohopano que € a razdo entre o
pentakishomohopano (Css) sobre todos homohopanos (X C3-Css) e que esté
relacionado com o ambiente deposicional da matéria organica e maturidade da
rocha geradora, nota-se que este também sofre influéncia da biodegradacao.
Sendo que na maioria dos casos onde houve biodegradacdo significativa o
indice inicialmente sofre um incremento seguido de um decréscimo, mas
ficando ainda maior do que o controle, Figura 42 ¢ Tabela 17, possivelmente
pela biodegradacdo dos Cs3-C34 homohopanos estar ocorrendo anteriormente a
do Cs;s (R e S) homohopano. Com isso, a obten¢do de informagdes do
ambiente deposicional (6xico ou andxico) através desse parametro nio €

possivel sem entender o processo de biodegradacio do 6leo em questao.
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|

o

o

(=]
1

B 30 dias

B 60 dias

Indice Homohopano
L = L
o o o
(] ] =]
[l

&

2.00

1.00

0.00 A

Cont. 5G10 5G12 5G13 5G26 5G30 5G30 5629
Microrganismos

Figura 42 - Indice homohopano calculado para os ensaios de biodegradagio.

Ainda analisando os Cjs, Cs0, Cys, 30 € Cas, 28, 30 hopanos desmetilados
(norhopanos), estes ndo apresentaram nenhum incremento ou biodegradagdo

muito significativa durante o periodo avaliado, quando comparados com o Cs
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hopano, apesar da degradacdo inicial dos pentaciclicos hopandides. O que

pode ser comprovado pelo indice 25-norhopano (25-NH), Tabela 17, que teve

pequenos aumentos para alguns microrganismos com o decorrer da

biodegrada¢do, mas ndo foram tdo significativos. O que refor¢a a hipotese de

que parte da degradacdo dos homohopanos esteja dando origem aos

sesquiterpanos biciclicos.

Tabela 17 — Parametros de correlagdo da classe dos terpanos calculados para os ensaios de

biodegradacao.

Periodo Periodo

Microrganismo Razoes (dias) Microrganismo Razoes (dias)
30 | 60 30 | 60
C28TT/C35H" | 1.1 | 1.1 C28TT/C35H | 1.1 | 1.1
C29TT/C35H" | 1.5 | 1.5 C29TT/C35H | 1.4 | 1.3
Controle Ts/Tm" 03103 SG 10 Ts/Tm 03103
Ho-Ho° 69 | 6.8 Ho-Ho 7.116.7
25-NH* 23124 25-NH 251 2.5
C28TT/C35H | 0.9 | 0.9 C28TT/C35H | 0.8 | 0.8
C29TT/C35H | 1.2 | 1.3 C29TT/C35H | 0.9 | 1.1
SG 12 Ts/Tm 03103 SG 13 Ts/Tm 031]0.3
Ho-Ho 8.6 |76 Ho-Ho 8.6 |75
25-NH 2.5 |22 25-NH 24123
C28TT/C35H | 1.1 | 1.3 C28TT/C35H | 1.2 | 1.3
C29TT/C35H | 1.3 | 1.6 C29TT/C35H | 1.3 | 1.5
SG 16 Ts/Tm 03103 SG 26 Ts/Tm 0.31]0.3
Ho-Ho 76 |63 Ho-Ho 69 | 6.5
25-NH 24 |25 25-NH 24124
C28TT/C35H | 1.2 | 0.9 C28TT/C35H | 1.0 | 1.0
C29TT/C35H | 1.5 | 1.2 C29TT/C35H | 1.3 | 1.5
SG 29 Ts/Tm 03103 SG 30 Ts/Tm 031]0.3
Ho-Ho 7.2 | 8.1 Ho-Ho 72170
25-NH 25123 25-NH 23123

Calculado a partir das dreas obtidas do RIC m/z 191;  dos Cys-Cy9 terpano triciclico (TT) (22S+22R), Css
170,21B(H)-homohopano (C35H) (22R+ 22S); P dos Cyy 170(H),22,29,30-trisnorhopano (Tm) e Cy; 18a(H)-

22,29,30-trisnorneohopano(Ts); ¢ [Css (22R+22S)/(C5;-Cs5)(22R+22S)Homohopanos]x 100; d

partir do RIC m/z 177 do 25-norhopano (25-NH)/ZC30-C35 hopanos (m/z 191) + 25-NH]x100.
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1.2 Consorcios microbianos recuperados do Campo Pintassilgo, Bacia
Potiguar

Os diferentes consorcios obtidos para cada meio de cultivo utilizado na
recuperacdo da microbiota da amostra de 6leo PS1 foram reunidos em um
Unico consércio. O qual foi utilizado para realizacdo de ensaios de
biodegradacdo utilizando o 6leo PS1, previamente esterilizada, como principal
fonte de carbono. Ensaios estes realizados em duplicata com monitoramento
em intervalos de 10 dias durante 60 dias através de extracdes totais com
CH,Cl,. Todos os experimentos foram montados com 0s microrganismos
ainda em fase log de crescimento.

Os extratos organicos evaporados foram entdo fracionados em coluna de
silica gel e obtiveram-se trés fracdes F1 (saturados), F2 (arométicos pesados) e
F3 (asfaltenos). As fracdes F1 foram entdo analisadas por CG/EM onde foi
possivel acompanhar o processo de biodegradacdo ocorrido nas classes de
compostos abaixo listados:

e n-Alcanos (parafinas normais) e isoprendides (isoparafinas);

e Terpanos triciclicos, tetraciclicos, pentaciclicos (hopanos e
norhopanos);

¢ Alquilcicloexanos.

e Fenantrenos e alquilfenantrenos e alquilnaftalenos.

1.2.1 n-Alcanos e isoprendides

Com estes ensaios podemos perceber que o reservatério em estudo, da
Bacia Potiguar, apesar de in situ ndao ser biodegradado ja apresenta
microrganismos capazes de biodegradar pelo menos os hidrocarbonetos de

menor peso molecular, Figura 43.
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Ainda comparando esses dados com trabalhos anteriores, onde utilzou-se

uma microbiota recuperada de amostras de 6leos mais biodegradadas, pode-se

perceber que os microrganismos recuperados de amostras de 6leos ainda nio

biodegradadas foram menos eficientes na degradacdo do O6leo quando

comparados aos recuperados de amostras mais biodegradadas (Co2).
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Figura 43 — RIC m/z 71 obtido pela andlise por CG/EM da fracdo F1 do 6leo PS1
biodegradadas pelo consércio microbiano CONI. a) 10 dias; b) 30 dias e ¢) 60 dias.
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Tabela 18 - Parametros de biodegradagdo para os ensaios com o CONI.

Periodo Parametro
(dias) IPC Pr/n-C17  Ph/n-C18 Pr/Ph
10 1.10 0.88 0.31 2.56
20 1.11 0.83 0.30 2.53
30 1.07 0.74 0.27 2.38
40 1.11 0.97 0.30 2.10
50 1.13 0.98 0.29 2.08
60 1.11 0.89 0.28 1.95

Analisando ainda alguns parametros dessa classe pdde-se perceber que o
indice de preferéncia de carbono permaneceu quase que inalterado ndo
mostrando nenhuma preferéncia dessas microbiotas em degradar
hidrocarbonetos pares ou impares, Tabela 18.

Ja nos trinta primeiros dias foi possivel perceber uma maior preferéncia
em degradar os hidrocarbonetos lineares com relacdo aos isoprendides o que
foi invertido apds esse periodo. E novamente o isoprendide mais biodegradado

foi o pristano, Tabela 18.

1.2.2 n-Alquilcicloexanos

Encontramos também na amostra PS1 a série dos n-alquilcicloexanos e
estes foram totalmente degradados pelo CONI1 concomitante com a

degradacgdo dos hidrocarbonetos lineares mais leves, Figura 44.
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Figura 44 - RIC m/z 83 (n-Alquilcicloexanos + n-alcanos) obtido pela andlise por CG/EM
da fracdo F1 do 6leo PS 1 biodegradadas pelo consércio microbiano CONI1. a) 10 dias; b)
30 dias; ¢) 60 dias.

1.2.3 Fenantrenos, metil e dimetilfenantrenos
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O fenantreno e os metilfenantrenos também foram encontrados na
amostra PS1 e novamente foram removidos, agora antes mesmo da remocao
total dos hidrocarbonetos lineares, Figura 45. O que mostra de novo que esta
classe também esta susceptivel a degradacdao microbiana.

O mesmo também foi observado para os dimetilfenantrenos e tri e
tetrametilnaftalenos que apesar de ndo terem sido identificados
individualmente pdde-se visualizar que estas classes foram praticamente

removidas por completo (dados ndo mostrados).
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Figura 45 - RIC m/z z 178 (F) + m/z 192 (MFs) obtido pela andlise por CG/EM da frag¢ao
F1 do 6leo PS 1 biodegradadas pelo consércio microbiano CONT. a) 10 dias; b) 60 dias.

1.2.4 Terpanos triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos
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A série dos terpanos também foi encontrada na amostra PS1, mas em
menor quantidade que em P1, e diferentemente do que € esperado os terpanos
triciclicos estdo sendo consumidos pelo CON1 mesmo frente a resisténcia da

degradacdo dos hidrocarbonetos lineares de maior peso molecular, Figura 46.
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Figura 46 - SIM m/z 191 obtido pela andlise por CG/EM da fracdo F1 do 6leo PS1
biodegradadas pelo consércio microbiano CONT. a) 10 dias; b) 30 dias e ¢) 60 dias.
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E analisando as razdes entre os triciclicos terpanos (CsTT e C9TT) € os
homohopanos (Cs;;H), Tabela 19, percebe-se claramente a preferéncia do
CONI1 em degradar os TT em relacdo a série dos homohopanos. Estes que por
sua vez permaneceram praticamente intactos durante o periodo avaliado
(C5,H/C5pH). Pbdde-se notar também a resisténcia dos biomarcadores Ts e Tm
que mantiveram sua razdo quase que inalterada durante o processo. E
novamente ndo vimos o surgimento de nor-Hopanos com o decorrer da

biodegradacao.

Tabela 19 - Parametros de correlacdo da classe do m/z 191 para os ensaios com o CON1.

Razoes 10 dias 20 dias 30 dias 40 dias 50 dias 60 dias
CsTT/C5H 0.61 0.62 0.48 0.30 0.26 0.30
CyTT/C5H 0.80 0.75 0.62 0.45 0.37 0.37

C3,H/C;5;H 0.25 0.26 0.28 0.27 0.27 0.28
Ts/Tm+Ts 0.58 0.56 0.53 0.55 0.53 0.57

* para os cdlculos dos parametros utilizou-se o C;,H devido a dificuldade do célculo da area do CssH.
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2 Conclusao

Os resultados obtidos de experimentos de biodegradacdo de petrdleo in
vitroindicaram que os microrganismos isolados atuaram de forma diferente
entre si para cada classe de compostos avaliada. Foi possivel perceber também
que em algumas classes como os hidrocarbonetos essa biodegradacdo era
diferente quando comparada com aquela produzida pelo consércio (dados nao
mostrados), mas que quando avalidvamos a soma das tendéncias viamos que o
resultado era bem préximo do observado para o consércio. Contudo, esse fato
nao exclui o estudo da degradagdo in vitro com microrganismos isolados, uma
vez que quando se utiliza o consdrcio microbiano pode ocorrer supressao de
algumas atividades enzimdticas menos favorecidas. Portanto, a biodegradacao
do 6leo P1 pelos microrganismos isolados observou-se a seguinte ordem de
preferéncia: hidrocarbonetos lineares > arométicos leves > biciclicos >
terpanos triciclicos e hopanos.

Porém, para o consorcio avaliado, recuperado do 6leo da bacia Potiguar,
frente ao 6leo PS 1 observou-se a seguinte seqii€éncia de biodegradacao:
hidrocarbonetos lineares leves > aromaéticos leves > terpanos triciclicos. Sendo
que os hidrocarbonetos lineares mais pesados e hopanos ndo apresentaram
uma biodegradacdo tdo significativa. Fato inédito foi observar que os terpanos
triciclicos foram degradados preferencialmente em relacio aos
hidrocarbonetos mais pesados.

Todos os resultados nos mostram que os microrganismos recuperados na
forma de consércios podem degradar o petrdleo in vitro de maneira répida e
semelhante ao que acontece nos reservatorios possibilitando um melhor

entendimento dos mecanismos e preferéncias metabdlicas. Contribuindo com
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a racionalizacdo dos fendmenos que ocorrem em reservatorios e afetam a

qualidade do 6leo, dificultando sua exploragao e producdo comercial.
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1 Equipamentos e condi¢coes empregadas
1.1 Solventes, reagentes e meios de cultura

Neste trabalho foram utilizados reagentes, solventes e meios de cultura
analiticamente puros e/ou indicados pelos fabricantes para uso em diferentes
analises. Quando necessdrio os reagentes foram devidamente purificados antes
de seu uso seguindo métodos descritos na literatura. * Os meios de cultura
foram submetidos a esterilizagcdo em autoclave a 121 °C e pressdo 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 nio podde 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 solucdes utilizadas neste trabalho. Todos os ensaios foram
realizados em condi¢Oes aerdbias e foram manipulados em camaras de fluxo

laminar.

1.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As andlises cromatograficas em camada delgada, para monitoramento
das reacOes e acompanhamento das purificacoes dos produtos, foram
realizadas empregando-se cromatofolhas de aluminio (folha padrdao 20 x 20
cm), recobertas com silica gel com indicador de fluorescéncia em UVjs4ny

(Merck).

o4 Perrin, D. D.; Amarego, W. L. F.; Perrin, D. R. Purification of Laboratory Chemicals, 2* Ed., Pergamon
Press, New York, 1980.
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A revelagdo dos compostos se deu por irradiagdo de luz de lampada
UV3s4/3650m €/0u pulverizacao com solucdo de KMnQO, ou p-anisaldeido (p-

anisaldeido, H,SO,, AcOH e EtOH na razdo de 1:2:1:100) e subseqiiente

aquecimento a 300 °C com pistola aquecedora.

1.3 Cromatografia em coluna (CC)

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. Para o fracionamento das amostras de petrdleo a
silica foi previamente tratada com cloroférmio e ativada em estufa de 70 °C
durante 1h para eliminar possiveis impurezas. A relagdo entre a amostra € o
adsorvente, os eluentes utilizados € o volume de aliquota recolhidos variaram

de acordo com cada experimento.

1.4 Espectrometria de fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia das reacdes de triagem enzimdtica de alto
desempenho foram realizadas em leitor de fluorescéncia Flashscan 530
Analitic Jena, utilizando filtro de excitacdo de A, = 365 nm e leitura de
emissdo a Ao, = 460 nm. As leituras foram todas realizadas em placas de
polipropileno de 96 pocos (fundo plano) a temperatura ambiente (~22 °C) em
triplicatas durante 3 minutos com intervalos de 60 segundos entre cada

medida.
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1.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM)

As andlises por CG/E foram realizadas em cromatégrafo Hewlett
Packard 5890II e 6890, acoplado a um detector seletivo de massas HP5970-
MSD, operando com uma fonte de elétrons de ionizag¢do de 70 eV.

O cromatégrafo € equipado com um injetor tipo split/splitless com coluna
capilar de silica do tipo MDNS5S (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), cuja fase
estaciondria consiste de 5% de fenilmetilsilicone. As amostras foram
adequadamente diluidas e o volume de 1 pL foi utilizado nas injec¢des,
utilizando-se hélio como gis de arraste. As temperaturas do injetor e do
detector variaram conforme o método utilizado. O espectrOmetro de massas

operou com velocidade de 0,77 scans.seg.” na faixa de m/z 40-700.

2 Amostras estudadas

As amostras de petréleo e dgua de formacdo foram coletadas em
diferentes graus de biodegradacdo, profundidade e temperatura no Campo de
Pampo Sul, Bacia de campos, RJ e no Campo Pintassilgo, Bacia Potiguar, RN.
A Tabela 20 apresenta as caracteristicas geoquimicas dos 6leos utilizados

neste estudo.
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Tabela 20 —Caracteristicas geoquimicas das amostras de 6leo utilizadas para obtencao dos consércios e microrganismos isolados.

Indicadores geoquimicos de fonte, ™
Pocos Nivel de Temperatura | Profundidade biodegradacio ““ e maturidade térmica. © f
biodegradacio® °C) (m) Esterano / | C;6TT /| NOR,; e Ts/
Hopano ” | C,sTT €| /Hj, ? app (Ts+ Tm)*
1 NB (1-2) 82 2405-2588 0,35 1,20 0,06 0,49 0,24
2 B (5-6) 71 1988-2222 0,94 0,97 0,08 0,51 0,32
3 NB (1-2) 48,3 801-803 0,05 1,96 - 0,42 0,54

*Peter e Moldowan, 1993, NB (ndo biodegradada), B (biodegradada);
® Calculado a partir das respectivas dreas em m/z 217 de Cy;, Cyg € Cyo aaar (20R + 22S) e afff (20R + 22S) esteranos regulares e a partir das
respectivas dreas em m/z 191 de Cy9-Cs; 170(H)-hopano (20R + 22S);
¢ Calculado a partir das respectivas dreas em m/z 191 do Cys terpano triciclico (TT) (22R + 22S)/ C,s terpano triciclico (22R + 228S);
¢ Calculado a partir das respectivas areas em m/z 191 do Cpy25-nor-17o(H) hopano / Csy 17a,21B(H) hopano;
¢ Calculado a partir das respectivas dreas em m/z 217 do Coo Sau(H),14B(H),17B(H) (20R + 20S) 24-etilcolestano / Cyo Sau(H),14a(H),170.(H) (20R
+ 208S) 24-etilcolestano + C,9 Sou(H),14B(H),17B(H) (20R + 20S) 24-etilcolestano;
fCalculado a partir das respectivas dreas em m/z 191 de Cy; 18a(H)-22,29,30-trisnorneohopano (Ts) e Cy; 17a(H)-22,29,30-trisnorhopano (Tm).
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3 Procedimentos gerais adotados no laboratério de biocatalise

A vidraria foi lavada, seca e acondicionada com papel para esterilizagdao
em autoclave a 121 °C, 1,5 Pa por 20 min, e posterior secagem em estufa 45
°C. Todo material utilizado em contato com o0s microrganismos foram
autoclavados a 121 °C por 40 min antes de serem descartados ou
reaproveitados.

Solucdes de dlcool 70% (v/v) e solucdo de HCLO 5% (v/v) foram
utilizadas para desinfetar as bancadas de trabalho e camera de fluxo laminar,

diminuindo contaminacdo do material manipulado e do meio externo.

4 Preparo de solucoes e meios minerais

As solucdes e meios minerais descritos neste item foram utilizados nos
enriquecimentos para obten¢ao dos consorcios € microrganismos isolados, nos
ensaios de biodegradacdo e no estudo das atividades enzimdticas dos
microrganismos.

Meio Zinder: este meio foi utilizado nos enriquecimentos e ensaio aerébios
de atividade enzimética e biodegradacdo. E foi preparado pela dissolucdao de
0,5 g de NH,Cl; 0,4 g de KH,PO4; 0,1 g de MgCl,.6H,O; 0,05 g de
CaCl,.2H,0 e 10 mL de solucdo traco de metais em 1000 mL de dgua ultra
pura. O meio foi esterilizado e armazenado em frasco Schott a temperatura
ambiente. O pH final do meio Zinder foi ajustado para 7,0 utilizando-se
solu¢do de KOH 5M e HCL 6M quando necessdrio.

Solucao traco de metais: dissolveu-se 4,5 g de tritriplex II; 0,5 g de
FeSO,.7H,0O; 0,1 g de MnSO4.H;0; 0,2 g de CoCl,.6H,O; 0,2 g de
ZnS0,.7H,0; 0,2 g de H;BOs3; 0,02 g de NiCl, e 0,01 g de Na,MoO,4 em 1000
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mL de dgua Milli-Q. A solucdo foi esterilizada e armazenada em frasco Schott
a4°C.

Solucdo de vitaminas: dissolveu-se 0,002 g de acido félico; 0,005 g de
tiamina.HCI; 0,005 g de riboflavina; 0,005 g de 4cido nicotinico; 0,005 g de
pantotenato de calcio; 0,01 g de piridoxima.HCI; 0,0001 g de vitamina By;
0,005 g de 4cido lipéico em 1000 mL de dgua Milli-Q. As soluc¢des foram
esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 um, distribuidas em frascos de
penicilina de 50 mL mantidas sob fluxo de N, por 2 minutos, lacrados e

armazenados a 4 °C.

5 Enriquecimento para obtenciao dos microrganismos

Utilizou-se técnicas de enriquecimento microbiano com diferentes
meios de cultivo para recuperar consorcios aerobios com diferentes morfotipos
cultivdveis presente nas amostras de petroleo 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 adicionado de NaCl 1,5%, para recuperar bactérias
halofilicas moderadas;

(c) Meio mineral Zinder acrescido de solucdo traco de metais e vitaminas;

(d) Caldo Marinho (MB);

(e) Caldo de Tryptona-Soja (TSB), Oxoid;

(f) GYM — meio rico em nutriente composto por 4 g de glicose, 4 g de

extrato de levedura, 10 g de extrato de malte e 1000 mL de &4gua
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destilada, pH 7,2. (para o preparo do meio sélido € adicionado 2 g de
carbonato de célcio e 12 g de Agar);
(2) GYM acrescido de 1,5% de NaCl.
Obs.: Quando necessdrio meio soélido utilizou-se o0s respectivos meios

comerciais acrescidos de Agar.

5.1 Obtencao dos consoércios aerdébios

Os enriquecimentos foram realizados em erlenmeyers de 500 mlL,
contendo 300 mL de cada um dos meios de cultura citados acima e 40 mL da
amostra de petrdleo. Todas as amostras de petréleo quando necessario foram
aquecidas em banho-maria a 30 °C durante 30 minutos antes de adicioné-las
aos meios de cultura, para facilitar a transferéncia.

Os erlenmeyers foram entdo incubados em agitador rotacional (modelo
MA-420, Marconi) 200 rpm, a 28 C, durante 20 dias. O consércio foi entdo
repicado em um novo meio de cultura, os consorcios obtidos foram

preservados por métodos de liofilizacdo e criopreservagao.

5.2 Obtencao dos microrganismos isolados

A fim de isolar os microrganismos dos consorcios obtidos adicionou-se
aliquotas de 0,1 e 1 mL dos ensaios de enriquecimento (com 10 e 20 dias de
ensaio) em placas de Petri contendo 20 mL dos respectivos meios com Agar e
no caso do meio Zinder utlizou-se o meio sélido nutriente Agar. Entdo se
incubou as placas em incubadora B.O.D. (modelo MA 415, Marconi), a 28 C,

durante 3 dias. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas.
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A purificagdo das bactérias aerdbias isoladas foi realizada através de
sucessivos repiques em forma de estrias nos respectivos meios solidos através
da técnica de esgotamento. As culturas foram entdo analisadas por suas
caracteristicas macroscopicas (cor e brilho), microscépica (forma e tamanho
da col6nia). Estes ainda serdo enviados ao CPQBA-UNICAMP para serem

submetidos a técnicas moleculares de identificacao.

6 Ensaios enzimaticos de alto desempenho (HTS)

Os microorganismos utilizados nos ensaios de HTS foram cultivados
em “slants” contendo meio de cultivo especifico por 24 h. Apos esse tempo, as
células foram transferidas para Eppendorf estéril, onde foram pesadas e
suspensas em tampao borato pH 8,8 a 20 mM, e posteriormente diluidas a fim
de obter suspensdes celulares de 0,2 mg mL™". Os ensaios e controles foram

realizados em duplicatas e montados da seguinte maneira:

Ensaios: 10 pL das sondas 2 mM, 80 pL de BSA 5,0 mg mL™, 100 uL

de suspensio celular 0,2 mg mL™, e 10 uL de NaIO4 20 mM por poco.

Controle positivo: 10 pL do produto a 2 mM, 80 pL. de BSA 5,0 mg
mL™", 100 pL de suspensio celular 0,2 mg mL™, e 10 uL de NalO, 20
mM por pocgo.

Controle negativo: 10 pL. das sondas 2 mM, 80 pL. de BSA 5,0 mg
mL-1, 100 pL de solugdo tampao borato pH 8,8 e 10 mL de NalO,4 20
mM por pocgo.

Controle microbiano: 10 uL de solucdo tampao borato pH 8.8, 80 uL
de BSA 5,0 mg mL"', 100 uL de suspensdo celular 0,2 mg mL", e 10
puL de NalO4 20 mM por pogo.
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6.1 Prepara da soluc¢ao tampao borato

Inicialmente preparou-se uma solucdo estoque de H;BO; 0,2 M
dissolvendo-se 12,4 g do 4cido em 1,0 L. de dgua destilada, e solugdo estoque
de borax 0,05 M dissolvendo-se 19,05 g do sal em 1,0 L de 4gua destilada. Em
seguida a solucdo tampao com pH desejado foi preparada adicionando-se 50
mL da solucdo de H;BO3 a um volume da solucdo de borax, segundo Tabela

21 e diluindo para um volume final de 200 mL com dgua destilada.

Tabela 21 — Soluc¢do Tampao acido boérico-borax.

Solucio bérax H Solucio bérax H
0,05 M (mL) P 0,05 M (mL) P
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

6.2 Preparo de solucoes

6.2.1 Sondas fluorogénicas

As solugdes foram inicialmente solubilizadas acetonitrila (ACN) numa
concentracao de 20 mM, e posteriormente diluidas para uma concentragao de

2 mM em ACN:H,O (1:1). Solucdes estas conservadas a -20 °C.

6.2.2 Periodato de sodio

As solugdes de periodato de s6dio forma sempre preparadas momentos
antes do experimento, dissolvendo-se 4,3 mg de NalO, em 1 mL de 4gua

milli-Q resultando numa concentragdo final de 20 mM.

89



Parte Experimental
6.2.3 Solucao de BSA

A solugdo de albumina do soro bovino (BSA) a 2 mg/mL utilizada nos
experimentos de HTS foram preparadas através da dissolucdo de 5 mg de BSA
em 1 mL da solucdo tampao borato, seguida de suave agitacdo para evitar o

surgimento de bolhas.

7 Ensaios de biodegradacao

Os ensaios foram realizados para monitorar o potencial de
biodegradagdo dos consorcios aerobios, utilizando o petroleo P1 e PS1 como
fonte de carbono principal, através da comparagao dos perfis cromatograficos

obtidos por CG/EM.

7.1 Ensaios de biotransformacao convencionais (multibioreacoes)

Os microorganismos foram primeiramente cultivados em agar inclinado
(slant) contendo o meio de cultivo adequado, e posteriormente transferidos
para erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de meio de cultivo liquido, e
inoculados de 3-4 dias a 28 ° C sob agitacdo (150 rpm). Apos esse periodo de
crescimento, as células foram centrifugadas a 5000 rpm por 20 minutos a 18
°C, e posteriormente ressuspensas em meio Zinder adicionado de 0,5 mL de
solucdo de vitaminas e de 0,5 mL de solu¢do de bicarbonato de s6dio 10%.

Foram adicionadas 2,0 g de célula (peso umido) a cada 40 mL meio
Zinder pH 7,0 em erlenmeyers de 125 mL, e 10 uL de cada substrato. A
suspensdo resultante foi agitada em agitador orbital (shaker) a temperatura de
28 °C, e monitoradas periodicamente (a cada 7 dias durante 28 dias)
realizando-se extragdes totais. As aliquotas foram extraidas com 20 mL de

acetato de etila (2x 10 mL), por separacdo em funil de extracdo, apos
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saturacdo da fase aquosa com NaCl. A fase organica superior foi retirada e
seca sobre MgSO, anidro para remocdo de tracos de agua e subseqiiente
analise por CG/EM. As amostras para CG/EM foram preparadas na
concentracio de 1 mg.mL’' com solvente contendo 0,03 mg.mL’ de

nonadecano como padrao interno.

7.2 Biodegradacao de petréleo com microrganismos isolados

Os microrganismos isolados, obtidos dos consodrcios, foram cultivados
em seus respectivos meios liquido de cultivo por durante 3 dias. Os ensaios
foram entdo 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
(in6culo) foi adicionado a 40 mL do meio Zinder, acrescido de 0,5 mL de
solucdo de bicarbonato de s6dio 10%, 0,5 mL de solucado de vitaminas e 30 mg
de P1 (previamente esterilizado), resultando em uma concentracdo final de
0,75 mg/mL. Os experimentos foram todos realizados em duplicata
monitorados em 30 e 60 dias.

Os biomarcadores avaliados no processo de biodegradagdo tiveram seus
indices de retencao (IR) calculados, e avaliou-se o efeito da biodegradag¢do em

diversos parametros de correlagdo.

IR = |(7 =" )x100] + 1008
= \r¢, =7c,;/)* Honea

Onde:

Ts = tempo de retencdo da substancia analisada;

TC,.; = tempo de retencdo do alcano que elui antes da substancia analisada;

TC, = tem de retencdo do alcano que elui depois da substincia analisada;
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C,.1 = nimero de dtomos de carbono do alcano que elui antes da substancia

analisada.

7.3 Tratamento estatistico dos oleos

Para todos os ensaios foi feito pré-tratamento dos extratos brutos obtidos
dos ensaios de biodegradagdao com o intuito de se fracionar o extrato para obter
fracoes neutras e aromaticos leves (F1), aromaticos pesados (F2) e asfaltenos

(F3) para posterior andlise por CG/EM.

7.3.1 Obtencao da fracoes neutras

Os extratos brutos, realizados a cada 30 dias num periodo de 60 dias
através da extracdo com 2x10 mL de CH,Cl,, foram submetidos a um
fracionamento cromatografico em coluna cromatografica utilizando silica gel,
previamente tratada, obtendo-se 3 (trés) fracOes neutras distintas:
hidrocarbonetos saturados, insaturados e aromaticos leves(F1); aromaticos
pesados (F2); resinas e asfaltenos (F3).

As diferentes fracdes foram obtidas através da eluicdo do extrato com
diferentes solventes: 15 mL de hexano (F1), 10 mL de hexano:tolueno (1:1)
(F2) e 10 mL cloroférmio:metanol (95:5) (F3). A fracdo F1 foi entdo
evaporada, metilada com diazometano em éter para posterior andlise em
CG/MS, onde pesamos 6 mg da fracdo 1 obtida e a diluimos em 1 mL de

hexano bidestilado, Fluxograma 1.
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Extrato bruto
—CEHE,—

Rotaevaporador

Extrato Bruto
(30-35 mg)

CC silica gel (~70 mg)

Hexano/ Tolueno (1:1) Cloroférmio/metanol
(10 mL) (95:5) (10 mL)

F1 F2
Hidrocarbonetos Arométicos pesados

F3

Asfaltenos

Metilagao
(CHQNQ/ Eter)

Fluxograma 1 — Método de obtencao das fracdes neutras.
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Tabela 22 — Massas obtidas das fracdes para todos os experimentos

Parte Experimental

Microrganismo

SG10-1 SG10-2 SG12-1 SG12-2
Periodo Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
30 F1 - 9,2 10,2 -
dias F2 - - 20,7 3,6 27,9 4 - -
F3 - 13,3 13,9 -
60 F1 - 5.4 6.8 -
dias F2 - - 36,3 4,5 25,9 2,2 - -
F3 - 8 4,9 -
SG13-1 SG13-2 SG16-1 SG16-2
Periodo Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
30 F1 7,4 9,7 14,9 14,6
dias F2 23,7 3 26,5 3,6 29,7 4,1 28,2 3,7
F3 9,2 7,7 9,9 8,5
60 F1 5,4 8,8 13,5 15,7
dias F2 16,2 2,1 24,2 2.9 26,1 4,1 37,6 3,5
F3 5 6,7 6,5 8,4
SG26-1 SG26-2 SG29-1 SG29-2
Periodo Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
30 F1 16,9 13,4
dias F2 34,3 5,6 27,2 3,7 31,3 27,9
F3 8,2 4,1
60 F1 20,5 19,6
dias F2 36,9 4,1 25,2 5,8 26,5 28,4
F3 11,2 7
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SG30-1 SG30-2 SG37-1 SG37-2
Periodo Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
30 F1 11,7 19,3 14,1 12
dias F2 27,5 3,2 40,2 5,8 32,1 3,5 32,2 2,7
F3 8 10 10,5 8,4
60 F1 6,3 9,5 13,3 12,5
dias F2 18,4 1 22 2,2 28,5 3 27,5 2,6
F3 4,5 7 10 11,1
SG42(1)-1 SG42(1)-2 SGO1-1 SGO01-2
Periodo Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
30 F1 13,2 19,9 19 19,6
dias F2 28,6 2,8 39,7 5 39,1 3,5 39 33
F3 8,9 12,1 12,9 12,3
60 F1 18,3 15,3 21,1 20,2
dias F2 38,4 5 334 4,8 - 4,5 41,1 3,7
F3 13,1 9,4 13,4 12,9
SG32-1 SG32-2 Controle - 1 Controle - 2
Periodo Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes Bruto Fracoes
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
30 F1 14,7 5 16,8 16,5
dias F2 7,3 2,8 24 3,1 35 4,3 33,6 4.4
F3 10,6 8,9 7,9 8
60 F1 - - 11,4 21
dias F2 25,3 - 24 - 22,8 2,5 41,3 4.4
F3 - - 7,1 13,8
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7.4 Meétodos de Analise

7.4.1 Cromatografia e espectrometria de massas

Ap6s fracionamento das fragdes as amostras foram analisadas utilizando
um CG HP6890 acoplado a detector seletivo de massas (HP 5970-MSD)
através das técnicas de varredura de ions totais (TIC, Total Ion
Chromatogram) e monitoramento de ions seletivo (SIM, Single Ion
Monitoring).

Os programas utilizados para deteccdo e monitoramento dos

biomarcadores presentes na fracdo neutra estdo descritos a seguir:

v' Programa I (andlise de alcanos, isoprendides, arométicos
leves e sesquiterpanos biciclicos): Injetor a 300 °C; Linha de
transferéncia a 260 °C; Forno a 80 °C por 2 minutos, eleva-se
a temperatura at¢ 270 °C a 4 °C/min, depois se eleva
novamente até 300 °C a 10 °C por minuto e mantém nessa
temperatura por 25 minutos. Coluna capilar MDNSS
30m.0,25mm.0,25um;

v 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 por 2 minutos, eleva-se a temperatura a 190 °C
a 30 °C/min, depois se eleva novamente a 250 °C a 1 °C/min,
e novamente a 300 °C a 2 °C/min e mantém a temperatura por

25 minutos. Coluna capilar MDNS5S 30m.0,25mm.0,25um;
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v Técnicas de analise por EM: para todos os programas foram
feito varredura de ion totais (TIC) e monitoramento seletivo

de ions (SIM).
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8 Apéndicel

As bibliotecas utilizadas para comparagdo com os espectros de massas obtidos foram a Wiley

275 e NIST (National Institute of Standards and Technology) e o indice de similaridade dos espectros
experimentais com o0s espectros das bibliotecas serdo mostrados junto aos cromatogramas. Sendo que para a
biblioteca Wiley esse valor € reportado na forma de Qualidade (Qual) que varia de 0 a 100 e para a biblioteca NIST
match e r. match que variam de 0 a 1000.
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Figura 47 - Espectro de massas do composto 19 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da anélise do extrato bruto metilado apds 7
dias de reagdo com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e 9,10 diidrofenantreno
(18) como substratos.

O composto 19 ndo existia nas biblioteca de espectros de massas utilizada, mas com base nos ions

fragmentos obtidos e nos outros compostos encontrados sugeriu-se a estrutura do 9,10-diidro-9-hidroxi-fenantreno
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para o composto detectado. Podemos observar na Figura 47 os fons fragmentos m/z 196, 178, 165 e 152
correspondentes ao fon: molecular, perda de uma molécula de 4gua, perda do radical CH,OH e perda da molécula

CH,CHOH respectivamente.
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Figura 48 - Espectro de massas do composto 20 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds 7
dias de reag¢do com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandéico (14), 4-colesten-3-ona (16) e 9,10 diidrofenantreno
(18) como substratos.

O composto 20 apresentou o espectro de massas da Figura 48, onde podemos observar os ions fragmentos de
m/z 212, 194, 181, 165 e 152 correspondentes ao fon molecular, perda de uma molécula de dgua, do radical

CH,OH, perda de uma molécula de 4gua seguida de radical CHO e perda de molécula de dgua seguida da molécula
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CH,CO respectivamente. Com base nisso sugeriu-se que o composto 20 seria o 9,10-diidro-9,10-
diidroxifenantreno.
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Figura 49 - Espectro de massas do composto 21 obtido do cromatograma de fons (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apés 7
dias de reagdo com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e 9,10 diidrofenantreno
(18) como substratos.

O composto 21 apresentou o espectro de massas da Figura 49, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 194 e 165 correspondentes ao ion molecular e perda de um radical CHO respectivamente. Com base nisso

sugeriu-se que o composto 21 seria o 9-hidroxifenantreno.
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Figura 50 — Espectro de massas do composto 22 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds
7 dias de reacdo com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10
diidrofenantreno (18) como substratos.

O composto 22 apresentou o espectro de espectros de massas da Figura 50, onde podemos observar os ions

fragmentos de m/z 208, 180 e 152 correspondentes ao ion molecular, perda de uma molécula de CO e perda de uma

segunda molécula de CO respectivamente. Com base nisso sugeriu-se que o composto 22 seria a 9,10-

fenantrenodiona.
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Figura 51 — Espectro de massas do composto 23 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds
7 dias de reac@o com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10
diidrofenantreno (18) como substratos.

O composto 23 apresentou o espectro de massas da Figura 51, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 210, 181 e 152 correspondentes ao ion molecular, perda de um radical CHO e perda de um segundo radical de

CHO respectivamente. Com base nisso sugeriu-se que o composto 23 seria (1,1'-bifenil)-2,2'-dicarboxaldeido.
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Figura 52 — Espectro de massas do composto 24 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds
7 dias de reac@o com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10
diidrofenantreno (18) como substratos.

O composto 24 apresentou o espectro de massas da Figura 52, onde podemos observar os ions fragmentos de
m/z 210, 181, 165 e 152 correspondentes ao ion molecular, perda de uma molécula de CO, perda de um radical
COOH e perda de CO seguida de radical CHO respectivamente. Com base nisso sugeriu-se que o composto 24

seria 10-hidroxi-9,(10H)-fenantrenona.
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Figura 53 — Espectro de massas do composto 25 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds
7 dias de reacdo com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10
diidrofenantreno (18) como substratos.

O composto 25 apresentou o espectro de massas da Figura 53, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 210, 180 e 152 correspondentes ao ion molecular, perda de uma molécula de CH,O e perda de uma molécula

CH,O0 seguida de CO respectivamente. Com base nisso sugeriu-se que o composto 25 seria 9,10-fenantrenodiol.

105



Parte Experimental

Composto 26
Wiley: 217.
Maich: 381
'|I ity AT
ED_R__{aJM. 01
m
‘= B0
=
g
L
= \H/
S 11491
204 Fiak=] mz 211 o 108 1522 1ann 136.0
B30 840 952 126.0 ' 2389
] 5|j|3| | | | | || | ||| | || | |1D?|D|1|1|L;|D L1l 1] ||I yll ||I 1 | |1E‘:?9 1 | 18?2 I|| 2311 | 28?1
po —Liy BlljllllslljllIl1ﬂlﬂllll1iﬂlIII1a!l|jllll‘||15|jllIl1éﬂllllzdﬂl I2i|jllll24!l|jllll2|15|jlll
mT

Figura 54 — Espectro de massas do composto 26 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds
7 dias de reac@o com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10
diidrofenantreno (18) como substratos.

O composto 26 apresentou o espectro de massas da Figura 54, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 211, 196, 180 e 152 correspondentes a perda de um radical COOMe, perda de um radical COOMe seguida de
radical CHj;, perda de um radical COOMe seguida de radical OCH; e perda de dois radicais COOMe

respectivamente. Com base nisso sugeriu-se que o composto 26 seria 2,2'-dimetilester do acido (1,1'-Bifenil)-2,2'-

dicarboxilico.
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Figura 55 — Espectro de massas do composto 28 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds
7 dias de reacdo com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e 9,10
diidrofenantreno (18) como substratos.

O composto 28 apresentou o espectro de massas da Figura 55, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 384, 369, 271, 229 e 95 correspondentes ao ion molecular, perda de um radical CHj;, perda da cadeia lateral,
perda de trés metilas (Cy9, Cy, € Cy) € clivagem entre o anel A e B e perda da uma metila (C,;) e clivagem entre o

anel A e B. Com base nisso sugeriu-se que o composto 28 seria 7-colesten-3-one.
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Figura 56 — Espectro de massas do composto 29 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds
7 dias de reacdo com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10
diidrofenantreno (18) como substratos.

O composto 29 apresentou o espectro de massas da Figura 56, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 386, 371, 231, 217 e 95 correspondentes ao ion molecular, perda de um radical CHj3, perda de trés metilas (C,o,
C,, e Cy) e clivagem entre o anel A e B e perda da uma metila (C,;) e clivagem entre o anel A e B. Com base nisso

sugeriu-se que o composto 29 seria a 3-colestenona.
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Figura 57 — Espectro de massas do composto 30 obtido do cromatograma de fons (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado ap6s
7 dias de reacdo com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10
diidrofenantreno (18) como substratos.

O composto 30 apresentou o espectro de massas da Figura 57, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 382, 367, 269, 174 e 160 correspondentes ao ion molecular, perda de um radical CHs, perda de cadeia lateral,
clivagem no meio do anel C e clivagem entre anel B e C. Com base nisso sugeriu-se que o composto 30 seria a

colesta-4,6-dien-3-ona.
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Figura 58 — Espectro de massas do composto 30 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds
7 dias de reac@o com a bactéria CFA 21 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10
diidrofenantreno (18) como substratos.

O composto 31 apresentou o espectro de massas da Figura 58, contudo ndo foi possivel chegar a

propor uma estrutura.
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Figura 59 - Espectro de massas do composto 32 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds
28 dias de reagcdo com a bactéria CFA 03 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno (17)
como substratos.

O composto 32 apresentou o espectro de massas da Figura 59, onde com base nos fragmentos obtidos e
comparagdo com o espectro do composto 33 podemos observar que houve a inser¢do de mais um atomo de

oxigénio e a diminui¢do de uma insaturagdo, contudo nao foi possivel chegar a sugerir uma estrutura viavel.
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Figura 60 — Espectro de massas do composto 33 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato bruto metilado apds
28 dias de reagcdo com a bactéria CFA 03 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno (17)
como substrato.

O composto 33 apresentou o espectro de massas da Figura 57, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 232, 203, 187, 159, 130 e 103 correspondentes ao ion molecular, perda de molécula de CO, perda de radical
COOH, perda da cadeia lateral do 4cido, perda das duas cadeias laterais e perda das duas cadeias laterais mais

CHCH do anel B. Com base nisso sugeriu-se que o composto 33 seria a colesta-4,6-dien-3-ona.
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Figura 61 — Espectro de massas do composto 34 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da anélise do extrato organico metilado
apo6s 21 dias de reacdo com a bactéria CFA 06 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10-
diidrofenantreno (18) como substrato.

O composto 34 apresentou o espectro de massas da Figura 61, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 400, 385, 370, 355, 315, 287, 259, 245, 231 e 137 correspondentes ao ion molecular, perda de um radical CHj,
perda de dois radicais CHj;, perda de tr€s radicais CHj, perda de parte da cadeia lateral, perda da cadeia lateral,
clivagem do anel D, clivagem entre o anel C e D, clivagem entre o anel C e D mais perda de uma metila e clivagem

do anel B. Com base nisso sugeriu-se que o composto 34 seria a 4,5-epoxi-3-colestanona.
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Figura 62 — Espectro de massas do composto 35 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da anélise do extrato organico metilado
apos 21 dias de reacdo com a bactéria CFA 06 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10-
diidrofenantreno (18) como substrato.

O composto 35 apresentou o espectro de massas da Figura 62, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 372,357, 217, 165 e 149 correspondentes ao ion molecular, perda de um radical CHj;, clivagem entre o anel C e

D, clivagem do anel C e clivagem entre anel B e C. Com base nisso sugeriu-se que o composto 35 seria o colestano.
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Figura 63 — Espectro de massas do composto 36 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato organico metilado
apo6s 21 dias de reacdo com a bactéria CFA 06 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) € 9,10-
diidrofenantreno (18) como substrato.

O composto 36 apresentou o espectro de massas da Figura 63, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z correspondentes ao ion molecular, perda de um radical CH3, clivagem entre o anel C e D, clivagem do anel C e

clivagem entre anel B e C. Com base nisso sugeriu-se que o composto 35 seria o colestano.
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Figura 64 — Espectro de massas do composto 37 obtido do cromatograma de fons (CG/MS) da andlise do extrato organico metilado
apos 14 dias de reagdo com a bactéria CFA 20 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno
(17) como substrato.

O composto 37 apresentou o espectro de massas da Figura 64, onde podemos observar os ions fragmentos de
m/z 278 e 279 correspondentes a perda de uma molécula de CH3;0H,e um radical OCH;. Com base nisso sugeriu-se

que o composto 37 seria o dcido 10-nonadecendico detectado na forma de éster metilico.
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Figura 65 — Espectro de massas do composto 38 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato organico metilado
apo6s 14 dias de reac@o com a bactéria CFA 20 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno
(17) como substrato.

O composto 38 apresentou o espectro de massas da Figura 65, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 298 e 74 correspondentes ao ion molecular e perda do grupo éster. Com base nisso sugeriu-se que 0 composto

38 seria o acido octadecandico detectado na forma de éster metilico.
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Figura 66 — Espectro de massas do composto 39 obtido do cromatograma de fons (CG/MS) da andlise do extrato organico metilado
apos 14 dias de reagdo com a bactéria CFA 20 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno
(17) como substrato.

O composto 39 apresentou o espectro de massas da Figura 66, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 296, 264 e 265 correspondentes ao ion molecular, perda de uma molécula de CH;0H e perda de radical OCH3.

Com base nisso sugeriu-se que o composto 39 seria o dcido 9-octadecendico detectado na forma de éster metilico.
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Figura 67 — Espectro de massas do composto 40 obtido do cromatograma de fons (CG/MS) da anélise do extrato organico metilado
apo6s 14 dias de reac@o com a bactéria CFA 20 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno
(17) como substrato.

O composto 40 apresentou o espectro de massas da Figura 67, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 284 e 74 correspondentes ao ion molecular e perda do grupo éster. Com base nisso sugeriu-se que 0 composto

40 seria o 4cido heptadecandico detectado na forma de éster metilico.
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Figura 68 — Espectro de massas do composto 41 obtido do cromatograma de fons (CG/MS) da anélise do extrato organico metilado
apo6s 14 dias de reac@o com a bactéria CFA 20 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno
(17) como substrato.

O composto 41 apresentou o espectro de massas da Figura 68, onde podemos ver que € muito semelhante ao
do composto 40, porém eluiu em tempo de retencdo diferente. Através do espectro podemos ver que também se

trata de um 4cido carboxilico (detectado na forma de éter), mas ndo foi possivel atribuir nenhuma estrutura.
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Figura 69 — Espectro de massas do composto 42 obtido do cromatograma de fons (CG/MS) da anélise do extrato organico metilado
apo6s 14 dias de reacdo com a bactéria CFA 20 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno
(17) como substrato.

O composto 42 apresentou o espectro de massas da Figura 69, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 270 e 74 correspondentes ao ion molecular e perda do grupo éster. Com base nisso sugeriu-se que 0 composto

42 seria o acido hexadecanodico detectado na forma de éster metilico.
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Figura 70 — Espectro de massas do composto 43 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da anélise do extrato organico metilado
apo6s 14 dias de reac@o com a bactéria CFA 20 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno
(17) como substrato.

O composto 43 apresentou o espectro de massas da Figura 70, onde podemos observar os ions fragmentos de
m/z 268 e 237 correspondentes ao fon molecular e perda de molécula de CH;0H. Com base nisso sugeriu-se que o

composto 43 seria o dcido 7-hexadecendico detectado na forma de éster metilico.
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Figura 71 — Espectro de massas do composto 44 obtido do cromatograma de fons (CG/MS) da anélise do extrato organico metilado
apo6s 14 dias de reac@o com a bactéria CFA 20 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno
(17) como substrato.

O composto 44 apresentou o espectro de massas da Figura 71, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 256, 199 e 74 correspondentes ao ion molecular, perda de parte da cadeia lateral e perda do grupo éster. Com

base nisso sugeriu-se que o composto 44 seria o dcido 12-metil-tetradecandico detectado na forma de éster metilico.
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Figura 72 — Espectro de massas do composto 45 obtido do cromatograma de ions (CG/MS) da andlise do extrato organico metilado
apo6s 14 dias de reac@o com a bactéria CFA 20 utilizando esqualano (15), 4c. nonadecandico (14), 4-colesten-3-ona (16) e fenantreno
(17) como substrato.

O composto 45 apresentou o espectro de massas da Figura 72, onde podemos observar os fons fragmentos de
m/z 256 e 74 correspondentes ao ion molecular e perda do grupo éster. Com base nisso sugeriu-se que 0 composto

45 seria o 4cido pentadecandico detectado na forma de éster metilico.
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