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RESUMO

Apesar de alternativas renovaveis para fontes de energia serem cada vez mais comuns, a queima
de combustivel fossil ainda registra um valor expressivo no conjunto da matriz energética
mundial, representando cerca de 31% de toda a produ¢ao mundial em 2022 (Statistical Review
of World Energy 2022). Dentre os combustiveis fosseis, o petroleo se caracteriza como o
principal, sendo extraido a partir de plataformas onshore e offshore, transportados por
embarcagoes, caminhdes ou dutos e, por fim, refinados. Contudo, mesmo que haja medidas de
seguranga, acidentes relacionados a extragdo e transporte dessa matéria prima sao catastroficos
e imprevisiveis, gerando graves impactos ambientais para ecossistemas atingidos. Uma das
mais promissoras alternativas para recuperagdo de areas afetadas por acidentes envolvendo
derramamento de petrdleo ¢ a biorremediagdo, que se utiliza de microbiota para degradar os
compostos que formam no 6leo. Dessa forma, essa pesquisa se voltou para o estudo da
biodegrada¢ao do fenantreno, pertencente ao grupo dos hidrocarbonetos policiclico aromaticos
(HPA), principal grupo de hidrocarbonetos presentes na composi¢do do 6leo bruto. Através
deste estudo, pdde-se isolar, selecionar e identificar a microbiota enriquecida por meio de
microcosmos contendo com fenantreno, de modo que fizesse dele sua principal fonte de
carbono. Ao total, foram realizados dois experimentos independentes a partir de enriquecimento
de microcosmos em batelada, sendo as amostras finais submetidas ao isolamento, sele¢ao e
identificacdo microbiana a partir do processo de metabarcoding para analise do rRNA do gene
16S. O processo de isolamento microbiano resultou em duas principais colonias, que chamamos
de A1l e B3 tendo um resultado de fator de degradacao médio de 80,3% durante o periodo de 29
dias. Ao todo, foram identificados 6 principais filos bacterianos, os Actinobacteria,
Bacteriodetes, Euryarchaeota, Firmicutes, Protobacteria e Synergistetes. Assim sendo, os filos
Firmicutes e Protobacteria foram os com maior abundancia relativa. O resultado traz um novas
informacodes sobre a ecologia microbiana relacionada a degradagdo do fenantreno e outros HPAs

presentes no oleo bruto, auxiliando assim nos processos de biorremediacdo ambiental.

Palavras chaves: biorremedia¢cdo; microbiota indigena; hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos; enriquecimento microbiano; identificacdo microbiana; degrada¢dao do fenantreno;

metabarcoding



ABSTRACT

Despite the increasing prevalence of renewable alternatives for energy sources, fossil
fuel combustion still constitutes a significant portion of the global energy matrix, accounting
for approximately 31% of the total global production in 2022 (Statistical Review of World
Energy 2022). Among fossil fuels, petroleum stands out as a primary source, extracted from
both onshore and offshore platforms, transported via vessels, trucks, or pipelines, and ultimately
refined. However, even with safety measures in place, accidents related to the extraction and
transportation of this raw material are catastrophic and unpredictable, leading to severe
environmental impacts on affected ecosystems. One of the most promising alternatives for
remediating areas affected by accidents involving oil spills is bioremediation, which employs
microbial communities to degrade the compounds present in oil. Thus, this research focused on
the study of phenanthrene biodegradation, a member of the polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) group, which constitutes a major component of crude oil composition. Through this
study, microbiota enriched with phenanthrene were isolated, selected, and identified using
reactors as enrichment sources for carbon. Two independent experiments were conducted
through batch reactor enrichment, and the final samples underwent microbial isolation,
selection, and identification using metabarcoding analysis of the 16S rRNA gene. The microbial
isolation process resulted in the identification of two predominant colonies, designated as Al
and B3, yielding an average degradation factor of 80.3% over a 29-day period. A total of six
major bacterial phyla were identified, namely Actinobacteria, Bacteroidetes, Euryarchaeota,
Firmicutes, Proteobacteria, and Synergistetes. Among these, the Firmicutes and Proteobacteria
phyla exhibited the highest relative abundances. This outcome provides new insights into the
microbial ecology associated with phenanthrene and other PAHs degradation present in crude

oil, thus aiding in environmental bioremediation processes.

Palavras chaves: bioremediation; indigenous microbiota; polycyclic aromatic
hydrocarbons; microbial enrichment; microbial identification; phenanthrene biodegradation;

metabarcoding.
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1 INTRODUCAO

Ao decompor compostos que constituem os derivados do petrdleo, é possivel gerar
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), que sdo considerados Xxenobidticos e
frequentemente encontrados em diversos ambientes. Esses compostos sdo organicos
recalcitrantes, bioacumulaveis e, em sua maioria, semivolateis, constituidos por dois ou mais
anéis benzénicos fundidos linear ou angularmente com forte energia de ressonancia, o que
dificulta sua degradacao natural (Di Toro et al., 2000).

A alta hidrofobicidade e baixa volatilidade dos HPAs contribuem para sua persisténcia
no meio ambiente. Geralmente, os HPAs sdo adsorvidos em sedimentos ricos em matéria
organica e acumulados nas cadeias tréficas (Imam et al., 2022). A Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (U.S. EPA, 2018) lista 16 principais HPAs, o qual inclui-se o
fenantreno (Puglisi et al., 2007). O fenantreno é considerado um dos compostos-modelo para
estudos de degradacdo de HPA, uma vez que é mais prevalente em ambientes contaminados
(Mrozik e Piotrowska-Seget, 2010), pois € um hidrocarboneto aromatico triciclico encontrado
em grandes concentracBes em locais contaminados com alcatrdo de carvdo e em ambientes
aquaticos poluidos com derivados de petréleo por exemplo.

De acordo com de Almeida et al. (2022), microrganismos indigenas presentes em aguas,
solos e sedimentos sdo capazes de mineralizar HPAs e podem ser usados para processos de
biorremediacdo. A degradacdo do HPA € influenciada por varios fatores fisico-quimicos e
ambientais, bem como pela presenca de microrganismos adaptados com as ferramentas
enzimaticas necessarias para degradar esses compostos complexos (Xu et al., 2018). Vérios
microrganismos sao relatados como capazes de degradar HPA em ambientes naturais
(Meckenstock et al., 2016).

Contudo, o devido processo de enriquecimento, isolamento, selecdo e identificagédo
microbiana para posterior utilizacdo da microbiota em regiGes contaminadas costuma ser muito
trabalhoso e demorado, sendo importante a manutencdo de cepas bacterianas identificadas e

inoculadas em laboratério (Mishra, et al., 2001).
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Essa necessidade da disponibilidade de microrganismos degradadores de compostos do
6leo bruto se mostra importante em situacdes de acidentes ambientais, como 0 que ocorreu no
nordeste brasileiro a partir do ano de 2019 até inicio de 2020, onde houve um acidente ambiental
envolvendo derramamento de dleo no litoral, sobretudo na costa do estado de Pernambuco,
atingindo aproximadamente 3000 km de costa, indo do estado do Maranh&o até o Rio de
Janeiro.

Portanto, ainda ha muitas lacunas a serem preenchidas no conhecimento de
microrganismos degradadores de HPAs, especialmente do fenantreno, que podem ser utilizados

para biorremediacao de areas contaminadas com derivados de petroleo.

2 REFERENCIAL TEORICO

Para a andlise da concentracdo de fenantreno durante o experimento com sedimento de
solo de manguezal foi utilizado o procedimento adaptado da Wannouussa et al.. Com relacao a
quantificacdo do fenantreno foi seguido a metodologia proposta por Wannoussa et al., (2015),
onde se utiliza 1 g do sedimento imido, 1g de sulfato de sodio anidro e 10mL de hexano como
solvente. As condic@es utilizadas para o procedimento de andlise da concentracdo de fenantreno
no HPLC foram de uma curva cromatogréafica que abrange as concentra¢des de 0,5 - 12,5 mg/L
de fenantreno, fluxo de fase mdvel de 1 mL/minuto, coluna de fase estacionaria C18 da
MERCK, fase mdvel composta de 80% de acetonitrila e 20% de agua, detector DAD
temperatura de forno de 40 °C, tempo de corrida de 8,5 minutos/vial, tempo de retencédo de 7,1

minutos e volume inicial de injecdo de 20 uL.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Estudar o processo de degradagdo do fenantreno com microcosmos aerdbios e isolar,
selecionar e identificar os principais grupos microbianos responsaveis pela degradacdo desse
hidrocarboneto. Além dos objetivos gerais, 0 estudo tem como objetivos especificos:

1. Enriquecer cepas selecionadas capazes de sobreviver em ambientes contaminados
com fenantreno.

2. Realizar o isolamento, selecdo e a identificacdo microbiana.

3. Estudar o processo de biodegradacdo do fenantreno a partir de cepas bacterianas

isoladas.

4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi subdividido em 4 etapas, sendo essas presentes no fluxograma abaixo:

Figura 1 — Fluxograma das etapas do estudo.




FLUXOGRAMA DE EXPERIMENTOS

Experimento
com sedimento
de manguezal

Preparacéo do reatores com
sedimentos de solo, meio
mineral adaptado e solugéo de
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Analise semanal da
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Wannousa et al (2015)
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meio mineral
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micro nutrientes
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catecol, benzoato e
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Processo de

Preparagéo do meio marinho
adaptado com agar para

Isolamento microbiano
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Fonte: O Autor (2023)
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4.1 MICROCOSMOS INOCULADOS COM SEDIMENTO DE MANGUEZAL

4.1.1 MONTAGEM DOS MICROCOSMOS

O experimento consistiu no primeiro processo de enriquecimento microbiano a partir
de microcosmos em triplicata, contendo sedimento de solo, meio mineral e solucdo de
fenantreno em acetona, onde a concentragdo de fenantreno nos microcosmos foi analisada
semanalmente.

O sedimento de solo utilizado foi extraido do estuario do rio Massangana como esta
presente na Figura 2 e foi escolhido por ter sido atingido pelo derramamento de 6leo 4 meses
anterior a extracdo in loco. Esse sedimento foi extraido entre 0 e 20 cm do solo e sofreu
peneiramento em uma malha de 1mm para retirada de pedras e raizes, sendo sua composicao
majoritaria de areia fina, assim como realizado em de Almeida et al. (2022).

Para 0 meio mineral, foi utilizado o meio mineral adaptado com sais minerais e
concentragOes presentes na Tabela 1 assim como em Edwards e Grbic-Galic, (1994), enquanto
para o fenantreno, foi utilizada solugdo de fenantreno em acetona na concentracdo de 5000
mg/L.

Por fim, para a montagem de cada um dos trés microcosmos de 100 mL, foi adicionado
50g do sedimento de solo do manguezal, 30 mL do meio mineral adaptado e 1 mL solugédo

contaminada de fenantreno em acetona.

Figura 2 — Mapa do local de extragdo do sedimento do rio utilizado.

Fonte: Scribble Maps (2023)
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Tabela 1 - Concentragdes dos compostos no meio mineral utilizado para 0s microcosmos.

Solucéo Composto Concentracéo (mg L)
Solugédo tampéo K2HPO4 348
KH2PO4 212
Solugéo salina NH4CI 535
CaCl2.2H20 48
FeCl2.4H20 20
Solugdo de H3Bo3 60
micronutrientes
ZnCl 0,2
MnCl2 2,0
NaMo0O4.2H20 0,2
Al2(S04)3.18H20 0,2
CoCl2.6H20 3
NiCl2.6H20 15
CuCl2.2H20 0,2

Fonte: Edwards e Grbic-Galic (1994)

4.1.3 EXTRACAO DO FENANTRENO

Para a anélise de concentragdo de fenantreno presente nos microcosmos biologicos era
feita uma coleta de 1g de sedimento de solo presente em cada um dos microcosmos da triplicata
e adicionado 1 g de sulfato de sodio (Na2SO4) com o auxilio de uma espéatula para um tubo de
ensaio de vidro 13x100 mm com tampa rosqueavel, era adicionado 10mL do solvente hexano,
levado ao vortex (Agitador de laboratorio vortex Reax top) por aproximadamente 1 minuto cada
tubo ou até a homogeneizacdo da fase solida dos tubos de ensaio e entdo eram deixados na cuba

ultrassonica digital Solidsteel por 60 minutos a temperatura ambiente. Apos isso, as amostras
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foram deixadas no agitador horizontal A0-370 da Gehaka por aproximadamente 24 horas em
120 rpm a 28+2 °C.

No dia posterior, as amostras eram centrifugadas na Centrifuga Hermle, modelo Z 206
a 6.000 rpm por 15 minutos para separagdo da fase liquida e sélida. O hexano que compGe a
fase liquida era armazenado em tubos de fundo conico de polipropileno de 50 mL e eram
adicionados mais 10 mL de hexano nos tubos de ensaios de vidro 13x100 mm que ainda
continham a fase solida para realizar mais uma vez o processo de voértex, ultrassom e agitacao

horizontal.

No terceiro dia de experimento era repetido o processo de centrifugacdo para separacao
das fases, coletado o hexano e misturado com o0s 10 mL de hexano do dia anterior e entdo todos
0s tubos Falcon eram levados ao concentrador de amostras, juntamente com um tubo de fundo
conico idéntico preenchido com &gua a fim de balancear os movimentos do concentrador de
amostras. Todas as amostras eram entdo postas sem tampa para permitir a evaporagdao do
solvente hexano nas condicBes de 60 °C, no modo baixo ponto de ebulicdo do concentrador
(Low BP), com 25 minutos de tempo para a fase final e 5 minutos de fase final.  Podemos
acompanhar o processo de extracao de fenantreno a partir do fluxograma presente na Figura 3.

Figura 3 — Fluxograma de metodologia extragdo de fenantreno.

Amostras

Retirada - . R Amostras
Adlcmn_ado 1g Adigao Homogeinizagso deixadas na cuba deixadas aprox.
de sedimento de 10ml ultrassénica por
das fases o n 24 horas no
+1g de de . N 60 minutos a X
solicas no vortex agitador
hexano temperatura s t—
amhbiente
[
| [ zda
Realizagdo \:] o di
Amostras Extracdo da fase d t & 3 dia
PP liquida (hexano) as etapas
centrimug, n
a 6000rpm par:: tlxm tubo do dia 01
n
aco novamente.
[ Amostras dos trés Adigdo de SmL de e ;
Jungdo do 1mL da solugdo Realizada a
Am_ustras volume de reatores eram metanol em cada T —— cromatografia no
centrifugadas concentradas no tubo para li =
a 6000rpm hexano dos concentrador de ressuspenséo do em meta_n:; a H:LC ¢ ar:ot:gao
dlas 01 e 02 amostras fenantreno para viais B R

Fonte: O Autor (2023)
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4.1.4 ANALISE CROMATOGRAFICA

Ap0s a evaporacao do hexano pelo concentrador de amostras, era adicionado 10 mL de
metanol aos tubos contendo o fenantreno, que havia sido dissolvido pelo hexano, a fim de
dissolver mais uma vez o fenantreno ainda presente nos tubos de fundo cbnico e seguir com o
procedimento de analise cromatografica. Os tubos apos adicdo do metanol eram entéo agitados
levemente a fim de dissolver o fenantreno que havia se acumulado nas paredes do tubo, e entéo
eram extraidos 1mL de cada amostra utilizando-se de pipetas graduadas para vials de 1,5 mL e
submetidos a cromatografia no cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) da Shimadzu,
modelo LC20AT.

Para o HPLC (High-performance liquid chromatography), foi utilizado uma curva
cromatografica que abrange as concentracfes de 0,5 - 12,5 mg/L de fenantreno. As condicdes
de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram um fluxo de fase mével de 1 mL/minuto,
coluna de fase estacionaria C18 da MERCK, fase mdvel composta de 80% de acetonitrila e
20% de agua, detector Diode-Array Detector (DAD) para detec¢do das concentracdes de
fenantreno, temperatura de forno de 40 °C, tempo de corrida de 8,5 minutos/vial, tempo de
retencdo de 7,1 minutos e volume inicial de injecdo de 20 uL. A curva de calibragdo para analise
de fenantreno utilizada abrangia concentrac¢Ges de 0,5 mg/L a 12 mg/L. Por fim, era anotado o
valor final de concentracéo a partir de um tempo de retencéo previsto na curva de calibracao.

Figura 4 — Microcosmos durante o final da primeira semana de analise (T1).
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4.1.4 CINETICA DE DEGRADACAO

Para a determinacédo da cinética de degradacao do fenantreno e seus parametros foi utilizado o
modelo matemaético de decaimento de primeira ordem conforme a Equacdo 1, que é usado para

baixas concentrac@es de substrato.

Equacdo 1
C = Cr+ (Ci—Cr) - e(=k'app-1)
Fonte: Mockaitis et al. (2012)

4.2 ATIVACAO DO INOCULO PETROQUIMICO

4.2.1 ATIVACAO DO INOCULO

Para analises em novas condi¢des de microcosmos, foi notado a necessidade da ativacdo
de um novo in6culo para servir como microbiota dos microcosmos. Para isso, foi utilizado, um
inéculo de origem petroquimica presente na Figura 5. Além disso, foram feitas alteracfes na
metodologia de modo que acontega a degradacdo do composto, até a etapa de analise no HPLC.

A principio, foram utilizados 2 erlenmeyers de 250 mL como microcosmos a fim de

enriquecer o inéculo petroguimico, garantindo sua ativacdo para a etapa de isolamento e
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enriquecimento microbiano subsequentes. Para isso, utilizou-se do meio mineral presente na
Tabela 2, que contém macro e micronutrientes importantes para o processo de enriquecimento
da microbiota do inéculo. Mais informacdes estarao disponiveis apos o processo de publicacédo

da dissertacdo de mestrado que serviu como referéncia.

Figura 5 — Lodo petroquimico inativado utilizado como in6culo.

Fonte: O Autor (2022)

Tabela 2 - ConcentracGes do meio mineral adaptado para utilizacdo no processo de

isolamento microbiano do indculo petroquimico.

Tipo Composto Concentracéo (mg L)
Macronutrientes K2PH4 26,667
KH2PO4 40,000
NazHPO4 80,000
NH4CI 13,333
CaCl2 0,227
(NH4)2S04 66,667
MgS04.7H20 6,667
Micronutrientes FeCls. 6H20 0,013
MoO3 0,133
CuCl2.2H20 0,373
H2Bo3 0,013

CoCls .6H20 0,080
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MnSOs 0,013
NiSO4.6H20 0,109
Fenantreno CHu 25,93

Fonte: O Autor (2022)

O meio liquido era composto de 93,75 mL de agua deionizada, 31,25 mL de meio
mineral, 25 mL de lodo petroquimico (in6culo) e 0,78mL da solucdo de fenantreno em acetona
(5000 mg/L), resultando em uma concentracao de fenantreno de 25,93 mg/L, sendo 100 mL de
headspace em cada reator. Além disso, foi adicionado 0,4 g de extrato de levedura aos
microcosmos para servir de fonte de carbono a microbiota.

A medicéo do pH inicial do meio mineral foi feita com o medidor de pH mPA 210, a
demanda quimica de oxigénio (DQO) foi feita com e para os solidos totais utilizou-se da mufla
a 550 °C e pesagens na balanca analitica do prato de evaporacdo de ceramica com o indculo
indicando a pesagem do prato (P1), a pesagem com o indculo (P2) e a pesagem seca (Ps), sendo
calculada da forma:

Equacéo 2
_ (=P
(P, — F)

Fonte: O Autor
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Ao final da ativacdo do indculo petroquimico, que durou aproximadamente 2 meses, 0s
microcosmos foram unidos e analisados em concentracdo de catecol, benzoato e anilina. Apds

isso, foi iniciado o processo de plagueamento da microbiota.

4.3 ISOLAMENTO MICROBIANO ATRAVES DO PLAQUEAMENTO

Para o isolamento microbiano, foi preparado um meio marinho adaptado com agar assim
como utilizado em Eldon R. Rene (2006), et al para utilizar como meio sélido nas placas de
Petri, sendo 0os compostos e as concentracdes descritos na Tabela 3.

O meio produzido foi filtrado por filtracdo a vacuo como presente na Figura 6 com
auxilio de uma bomba para suc¢do do meio liquido através do filtro, sendo esses de microfibra
de vidro Whatman com diametro de 47 mm e poros de 1,2 um até a filtragem completa do meio

liquido, sendo apos o processo adicionado a quantidade de &gar da Tabela 3.

Figura 6 — Processo de filtracdo a vacuo do meio marinho adaptado

Fonte: O Autor (2022)
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Para o processo de plagueamento foram utilizadas Placas de Petri 100x15 mm e algas
de inoculacdo de 10 pL. O plaqueamento foi feito dentro da cabine de fluxo laminar presente
na Figura 7, sendo feita a pré-higienizacdo dentro da cabine com alcool 70% e esterilizagédo
com raios ultravioletas (UV) seguindo cuidados para evitar ao maximo contaminacéo das placas
com cepas indesejadas.

Figura 7 — Cabine de fluxo laminar utilizada no processo de repiques.

Fonte: O Autor (2022)
O procedimento de inicio do plaqueamento consistiu no estriamento da microbiota do

momento apos a ativacdo do indculo em uma placa de Petri, onde o &gar presente nas placas
que foi preparado com o0 meio adaptado. A cada novo estriamento das cepas, novas placas foram
sendo necessarias, uma vez que era notada diferenciacdo visual entre diferentes grupos

bacterianos em diferentes segmentos das estrias.

Tabela 3 - Concentra¢des do meio liquido 2216 adaptado para utiliza¢do no processo

de isolamento microbiano do inéculo.

Concentragdo dos compostos no meio 2216 adaptado (mg/L)

Composto Concentracdo (mg L)
Citrato férrico 100,0
Cloreto de sodio 19450,0
Cloreto de magnésio 8800,0
Sulfato de sodio 3240,0
Cloreto de célcio 1800,0
Cloreto de potassio 550,0
Bicarbonato de sodio 160,0

Brometo de potassio 80,0
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Cloreto de estroncio 34,0
Acido borico 22,0
Silicato de sodio 4,0
Fluoreto de sodio 2,4
Nitrato de ambnia 1,6
Fosfato de sodio 8,0
Peptona 5000,0
Fenantreno 198,8
Extrato de levedura 1000,0
Agar (adicionado apo6s filtragéo) 18750,0

Fonte: Eldon R. Rene adaptado

Apds o processo de isolamento, as cepas que melhor se adaptaram ao meio com o
fenantreno foram submetidas ao processo de identificacdo microbiana, a fim de obter resultados
para comparagdo com a base de dados MG-RAST, assim podendo identificar geneticamente a

microbiota do local.

As cepas escolhidas juntamente com o in6culo armazenado refrigerado anterior ao
processo de plagueamento foram enviados para o laboratério NGS Solugfes Gendmicas
(Piracicaba, SP, Brasil) através de microtubos tipo Eppendorfs contendo 0,5 mL de glicerol e
um recorte quadrado da amostra da regido do plaqueamento de cada Placa, conforme na Figura
8.

Apos isso, foi utilizado do mesmo método de insercéo de agar, porém para preparacao

de oito microcosmos de sacrificio, a fim de seguir com anélise de degradacéao de fenantreno.

Figura 8 — Recorte da regao do meio solido da placa de Petri contendo a coldnia de interesse.
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Fonte: O Autor (2023)

4.4 SEQUENCIAMENTO DO DNA E PROCESSAMENTO DE DADOS

O processo de analise do material genético das cepas foi realizado por meio do método
de metabarcoding. A partir das analises de DNA da microbiota, foi possivel armazenar os dados
de nucleotideos desses DNAs em formato de texto no formato de “.fasta” e “.fastq”. Com isso,
podemos realizar comparagdes entre esses arquivos e bancos de dados de bases nitrogenadas
sequenciadas de microbiotas ja catalogadas e relacionar o sequenciamento presente no arquivo
FASTA com o banco de dados. O MG-RAST foi o banco de dados escolhido para fazer essa

comparagao com o DNA extraido do reator, in6culo, isolado Al e isolado B3.

Para o p6s-processamento dos dados, foi utizado o Past 4.03 e o Origin 2022, de modo
que fosse possivel relacionar a base de dados obtida pelo MG-RAST com graficos que auxiliam

no entendimento das colbnias analisadas.

4.5 ENRIQUECIMENTO MICROBIANO E DEGRADAGAO DO FENANTRENO

451 MONTAGEM DO PROCESSO DE ENRIQUECIMENTO DOS
MICROCOSMOS

Foram preparados oito microcosmos aerdbios para enriquecimento da microbiota

presente no plagueamento, sendo utilizado um meio liquido similar ao 2216 presente no
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plagueamento, como podemaos ver na Tabela 4. Os microcosmos preparados adicionando estdo
como os presentes na Figura 9.

Figura 9 — Configuracdo dos microcosmos de enriquecimento microbiano utilizados.

Fonte: O Autor (2022)

Tabela 4 - Concentra¢des do meio liquido 2216 adaptado para utilizacdo no processo

de enriquecimento microbiano.

Concentragdo dos compostos no meio 2216 adaptado (mg/L)

Composto Concentragdo (mg L)
Citrato férrico 140,0
Cloreto de sodio 27250,0
Cloreto de magnésio 12320,0
Sulfato de sodio 4536,0
Cloreto de célcio 2500,0
Cloreto de potassio 770,0

Bicarbonato de sddio 2240
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Brometo de potassio 120,0
Cloreto de estroncio 475
Acido borico 30,8
Silicato de sédio 5,6
Fluoreto de sédio 3,4
Nitrato de amoénia 2,2
Fosfato de so6dio 11,2
Peptona 7000,0
Fenantreno 365,0
Extrato de levedura 1400,0

Fonte: Houjin Li (2005) adaptado

4.5.2 FILTRAGEM A VACUO E EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

A cada 10 dias eram feitas medicGes de densidade ética (OD 600) e de concentragdo de
fenantreno dos microcosmos. As amostras eram mantidas em movimento por um agitador

horizontal a 100 rpm entre os processos de medicdes.

Para medir o OD 600 de cada reator, era preparada uma solucdo diluida em agua
destilada, sendo a dilui¢do de 4:1 e entdo submetido ao espectofotdbmetro Spectroquant prove
300 da Merck para o comprimento de onda citado.

Para 0 acompanhamento da degradacdo do fenantreno a amostra dos microcosmos era
inicialmente filtrada & vacuo e extraida pelo processo de solid phase extraction (SPE). Na
filtragem a vacuo, o meio liquido era submetido a suc¢do pela bomba Prismatec modelo 131
para atravessar o filtro de fibra de vidro Whatman com poros variados, sendo priorizado o de
menor poro de 1,2 um chegando até poros de 0,45 mm e logo apoés era iniciado a extragdo em
fase sélida (SPE) com cartuchos C18-E da Merck sendo este devidamente limpo com metanol,
ativados com solucédo de 5% isopropanol e 95% agua destilada, passado o meio liquido dos

microcosmos e por fim 10 ml de diclorometano para captagédo do fenantreno retido nas colunas.

Para movimentagdo dos liquidos pela coluna era utilizada a mesma bomba Prismatec
modelo 131 utilizado no processo de filtracdo. Esse processo resultava na produgéo de uma
solucéo de fenantreno diluido em diclorometano e armazenado em frascos &mbar para cada

reator analisado. A disposi¢do dos materiais durante o processo de utilizacdo da coluna C18
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pode ser observado na Figura 10 e os frascos &mbar com seus respectivos vials estdo na Figura
11. Os frascos eram mantidos na capela de exaustdo por aproximadamente 24 horas ou até
evaporacdo completa do diclorometano. Era entdo adicionado 2 mL de metanol para diluicdo

do fenantreno dos frascos e transferidos 1 mL para vials.

Figura 10 — Processo de extracdo em fase sélida (SPE) utilizando a coluna C18-E.

Fonte: O Autor (2022)

Figura 11 — Frascos &mbar destinados a analise de cada reator.
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Fonte: O Autor (2022)

4.5.3 MEDIGCOES DE FENANTRENO PELO HPLC

Foram realizadas quatro analises de concentracdo em duplicata nos dias 0, 10, 20 e 30
do inicio de enriquecimento dos microcosmos, sendo o fenantreno suspendido em metanol e
analisado no HPLC com curva cromatografica de 0,05 a 0,5 mg/L. As condicGes
cromatograficas foram as mesmas do experimento com sedimento de manguezal, apenas
diferenciando-se na curva cromatogréafica utilizada, uma vez que seriam detectados menores
concentracdes de fenantreno. Utilizou-se um fluxo de fase moével de vazdo 1 mL/minuto, uma
coluna de fase estacionaria C18 da MERCK, fase mdvel composta de 80% de acetonitrila e
20% de &gua, detector Diode-Array Detector (DAD) para deteccdo das concentragfes de
fenantreno, temperatura de forno de 40 °C, tempo de corrida de 8,5 minutos/vial, tempo de
retencdo de 7,1 minutos e volume inicial de injecdo de 20 uL.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO COM SEDIMENTO DE MANGUEZAL

5.1.1 CONCENTRACAO DE FENANTRENO

A concentracdo de fenantreno durante as oito semanas analisadas dos microcosmos com
sedimento de manguezal estéo presentes na Tabela 5. As curvas de decaimento da concentragédo
de fenantreno nos microcosmos estdo presentes na Figura 12 e Figura 13, sendo essa a curva
gerada quando utilizada a equacao de cinética de degradacdo de Mockaitis et al. (2012). O yo

representa 0 Cresiqual da Equagéo 1, 0 Xo representa a inclina¢cdo maxima registrada k1.

Tabela 5 - Concentragdes de fenantreno detectado pelo HPLC ao longo das 8 semanas

de experimento.

Concentracéo de fenantreno ao longo das semanas (mg L)

Semana 1A 2A 3A Média D.P. C. Var.
TO 3,63 4,77 4,24 4,21 0,57 13,53%
T1 4,15 4,52 4,28 4,31 0,19 4,36%
T2 6,05 5,35 5,20 5,53 0,45 8,22%
T3 6,29 6,27 6,16 6,24 0,07 1,11%
T4 1,27 4,42 3,80 3,00 159 53,20%
T5 4,12 5,09 4,78 4,67 0,49 10,59%
T6 4,88 4,78 4,28 4,65 0,32 6,96%
T7 5,00 5,42 5,23 5,21 0,21 3,94%
T8 4,89 5,70 515 5,25 041 7,82%

Fonte: O Autor (2022)
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Figura 12 — Curva de decaimento da concentracéo de fenantreno dos microcosmos.
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Fonte: O Autor (2022)

Figura 13 — Curva de decaimento da concentragdo de fenantreno de cada reator.
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Fonte: O Autor (2022)
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5.2 ATIVACAO DO INOCULO PETROQUIMICO

5.2.1 DENSIDADE OPTICA

O OD 600 medido antes anterior a ativacdo do inoculo esta presente na Tabela 6.

Tabela 6 — OD 600 do indculo anterior a sua ativacao.

Densidade Optica (600nm)
Semana 1A 2A 3A Média D.P. C. Var.
Inicio 0,294 0,297 0,323 0,305 0,013 4,27%

Fonte: O Autor (2022)

5.2.2 POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH), DEMANDA QUIMICA DE
OXIGENIIO (DQO) E SOLIDOS TOTAIS DO INOCULO

No inicio da ativacdo do indculo, foi feita a medicdo do potencial hidrogenidnico do
meio mineral utilizado, do DQO do inéculo e sélidos totais do indculo, onde foram obtidos os
valores de pH=6,73 a 31 °C/23 mV, DQO de 6065,47 mgDQO/L e 42,37% de sélidos totais

presentes no indculo petroguimico.

5.2.3 CONCENTRACAO DE FENANTRENO

A concentragdo de fenantreno medida durante o processo de ativagdo do indculo

petroquimico esta presente na Tabela 7.
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Tabela 7 - ConcentracGes de fenantreno detectado pelo HPLC ao longo da ativacdo do inéculo

petroquimico.

Concentracéo de fenantreno do meio (mg L™)

1A 2A Média D.P. C. Var.
Inicial 6,444 7,551 7,00 0,78 11,18%
Final 6,296 7,033 6,66 0,52 7,82%

Fonte: O Autor (2022)

5.3 ENRIQUECIMENTO MICROBIANO

5.3.1 DENSIDADE OPTICA

Tabela 8 - Absorbancia medida das analises de densidade Optica na faixa de 600nm para o

Reator com a cepa Al.

Densidade Optica (OD 600)

Coldnia A
Dia 1 2 3 4 Média D.P. C. Var (%)
0 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 0,000
10 0,319 0,289 0,301 0,318 0,307 0,014 4,704
20 0,465 0,484 0,458 0,480 0,472 0,012 2,604
30 0,303 0,300 0,303 0,300 0,302 0,002 0,574

Fonte: O Autor (2022)
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Tabela 9 - Absorbancia medida das anélises de densidade Optica na faixa de 600nm para o
Reator com a cepa B3.

Densidade Optica (OD600)

Colbnia Bs

Dia 1 2 3 4 Média D.P. C. Var (%)
0 0,001 0,001 0,001 0,001 0,0010 0,000 0,000
10 0,293 0,287 0,337 0,26 0,2942 0,032 10,845
20 0,354 0,354 0,354 0,354 0,3428 0,015 4,414
30 0,324 0,339 0,324 0,339 0,3320 0,009 2,612

Fonte: O Autor (2022)

5.3.2 CONCENTRACAO DE FENANTRENO DOS MICROCOSMOS Al E B3

A partir da analise da degradacdo do fenantreno dos microcosmos de enriquecimento
microbiano Al e B3, obtivemos os resultados de concentracdo presentes na Tabela 10 e Tabela
11.

Tabela 10 - Degradacéo do fenantreno para o reator Al

Concentracéo de fenantreno (mg L?)

Colbnia A1
Dia 1 2 Média D.P. C. Var (%)

0 0,80 0,80 0,80 0,00 0,00




10 0,07 0,04 0,06 0,02 0,39
20 0,26 0,26 0,26 0,00 0,00
30 0,15 0,22 0,19 0,05 0,27

Fonte: O Autor (2022)
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Tabela 11 - Degradagéo do fenantreno para o reator B3

Concentracdo de fenantreno (mg L)

Coldnia Bs
Dia 1 2 Média D.P. C. Var (%)
0 0,80 0,80 0,80 0,00 0,00
10 0,03 0,03 0,03 0,00 0,00
20 0,14 0,16 0,15 0,01 9,43
30 0,12 0,13 0,13 0,01 5,66

Fonte: O Autor (2022)
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5.4 IDENTIFICACAO MICROBIANA

5.4.1 CONTIGS DE 250PB

Para os resultados obtidos na identificagdo microbiana das cepas Al e B3, foi
requerido analises de laboratério com 250 pares de base (pb), de modo que fosse
comprovado a eficiéncia do sequenciamento e dos primers utilizados. Conseguimos
observar na Figura 14 a predominancia de 250 bp dentro do comprimento das

sequéncias solicitadas.

Figura 14 — Comprimento dos contigs do sequenciamento das amostras do reator,
indculo, Al e B3.

Comprimento Sequencias - Indculo Comprimento Sequencias - Reator

1as
.
=
=

40000 -

Murmero de Sequencias
=]
2

Mumere de Sequenc
H 2
a

100 150 200 250 50 1CI":I

150 200
Contagem de leituras Contagem de leituras

Comprimento Seguencias - Isolado A1 Comprimento Sequencias - Isolado B3
. o 30000
L ]
g g
E 40000 g 60000
o o
» e
n 0
® @ 40000
1= 1=
5 20000 5
E E 20000
=3 =3
z z
¥ ] " IJ [l [} [} ]
100 150 200 250 50 100 150 200
Contagem de leturas Contagem de leturas

Fonte: O Autor (2022)
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5.4.2 INDICE DE PHRED

Para a observacéo da qualidade da amostra, obtivemos o indice de Phred (phred quality
score) como indicador, sendo maiores valores indicativos de maior nimero de leituras (reads)
e maior qualidade da identificacdo. A Figura 15 e Figura 16 nos mostram a predominancia desse

indice em valores no intervalo do indice entre 30 e 35.

Figura 15 — Distribuicdo da qualidade das leituras com base no niumero de reads das

amostras do reator, inodculo, Al e B3.
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Figura 16 — Boxplot da distribui¢do da qualidade das leituras com base no nimero de
reads das amostras do reator, indculo, Al e B3.
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Fonte: O Autor (2022)

5.4.1 COMPARACAO DO FASTA E FASTQ NO MG-RAST

A partir dos dados obtidos pela comparagdo dos nucleotideos presentes nas amostras,
foi possivel fazer analise dos filos presentes em cada como é apresentado na Figura 18.
Também conseguimos fazer analise do crescimento de cada género bacteriano a partir

do chord diagram presente na Figura 19.
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Figura 17 — Abundancia Relativa entre os filos sequenciados das cepas do Reator, In6culo, Al
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Figura 18 — Chord diagram dos géneros presentes e suas predominancias do Reator, Indculo,
AleB3.
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6 CONCLUSOES

6.1 SEDIMENTO DO MAGUEZAL COMO INOCULO

A partir da anélise da concentracdo de fenantreno no experimento utilizando sedimento
de solo de manguezal atingido pelo derramamento de 6leo, conseguimos observar que nao
houve uma presencga de uma possivel microbiota capaz de utilizar o fenantreno como fonte de
carbono para suas atividades metabdlicas, apesar do solo extraido também se encontrar préximo
a refinaria de petréleo de Abreu e Lima (RNEST), uma vez que a concentracao de fenantreno

ndo diminuiu durante as oito semanas do experimento.

Mesmo assim, o experimento foi importante para entender melhor como a microbiota
do sedimento do ecossistema de manguezal se comporta apds uma contaminacdo indevida por

derramamento do 6leo bruto.

6.2 LODO PETROQUIMICO COMO INOCULO

Para entendimento da degradacdo do fenantreno a partir de microbiota selecionada para
realizar esse metabolismo, a adi¢do do indculos nos microcosmos de enriquecimento foi
fundamental. A partir do in6culo foi possivel fazer diversas analises de degradacdo que ndo

haviam sido possiveis com o in6culo de sedimento.

6.3 METODO SPE PARA LEITURA DA CONCENTRACAO

A partir do sucesso das leituras de concentragdes realizadas com a extracdo em fase

solida (SPE) utilizando a coluna C18-E da Merck para introducdo da solugdo final no
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cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, conseguimos observar que o procedimento atendeu a
necessidade de retencdo do fenantreno dentro da coluna.

6.4 PLAQUEAMENTO COMO SELECAO MICROBIANA

O plagueamento como sele¢do microbiana se mostrou um método adequado e foi capaz
de realizar a selecdo de um indculo de lodo petroquimico em pequenos grupos bacterianos mais

homogéneos gque se mostraram de maior interesse para a pesquisa.

6.5 PERCENTUAL DE DEGRADACAO DO FENANTRENO

6.5.1 PRINCIPAIS GRUPOS MICROBIANOS

Ao fim do experimento que constitui o sequenciamento do material genético do gene
16S rRNA pelo processo de metabarcoding, pode-se observar os filos microbianos encontrados
no inéculo petroguimico que foram responsaveis pela degradacdo do fenantreno. Os filos com
material genético sequenciados que obtiveram maior desenvolvimento no ambiente
contaminado com o fenantreno foram o0s Actinobacteria, Bacteriodetes, Euryarchaeota,
Firmicutes, Protobacteria e Synergistetes. Também se notou que o filo Firmicutes possui grande
importancia na degradacdo de fenantreno pois contempla as principais familias responsaveis
pela degradacdo deste xenobidtico (Bacillus, Clostridiales, Clostridiaceae, etc). A Figura 10
mostra como se comportou a abundéncia dos filos nas cepas Al e B3.

Foi possivel verificar, também, a percentagem de microrganismos em comum entre
todas as condi¢des estudadas, dessa forma foi possivel confirmar o enriquecimento microbiano

das bactérias degradadoras de fenantreno. Esses grupos microbianos podem estar envolvidos
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diretamente na degradacéo do fenantreno ou possuirem sintrofismo metabdlico necessario para

sobreviver a presenca do hidrocarboneto, assim como as condi¢des ambientais aplicadas.
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