Enzimas Microbianas na Biorremediacdo do Petroleo

Lab Bioinovar Alane Beatriz Vermelho
Unidade de Biocatalise, Bioprodutos e Bioenergia abvermelho@micro.ufrj.br
Instituto de Microbiologia - UFR] ENZITEC 2016



PETROLEO



-
* Decomposicao da matériaserganica provenienteide

animais e plantas

a 245 milhoes de anos

» Variacao na composi¢cao ocorre para campo e
até entre pocos em um mesmo campo.
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Outros compostos
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Sulfurados -
Metalicos 1
i i sulfetos, 4 .
Nitrogenados Oxigenados ulfetos Sais orgénicos
o polissulfetos, T
de piridina, Em forma ] dissolvidos na
Y N benzotiofenos e B i
quinolinas, pirrois, complexa, como derivados dgua emulsionada
indois, porfirinas e dcidos ao petroleo
C:0m[?05t05 CabeX/7iC05, ;??//é.CUIaS - Compostos
po//cfc//cos. con.7 fendis, cresois, pPo ’.C/C /CA'af co organometilicos
enxofre, oxigénio ésteres, amidas, L zjr 08! 6;’"0? complexos,
e metais. cetonas e oxigénio, gas
benzofuranos sulfidrico, AT Qi
dissulfeto de Mo, Co, As, Mn,
carbono, sulfeto de Ci, Na, Nie V.
carbonila e enxofre

elementar.
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em de petr6leo

e Vazamentos e
refino e armaze

eus
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Petr6leo Nno mar s medla 600 m|| toneladas
- - /

luente causa morte, woe danos para a biodiversida

« Compostos aromaticos w==sp mesmo em baixa concentracdo bloquei
quimiorecepgao de organismos marinhos -

* Alguns compostos aroma entes wmmp VA0 para a cadeia

alimentar



Contaminacao por Petrol

-
“

uerra do Golfo/Kuwait
240 milhges de galbes
de petréleo bruto

Golfo d
206 milhdes

Bacia do Rio gt Rio Cubatao
(PR) e contaminado
Um milh3o de galGes por petréleo ap6s

vazamento na Transpetro



Derramamento
de 6leo no
Golfo

17.000
empregos
perdidos

150 tartarugas
marinhas e 326
aves mortas
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Tipos de Poluigéo \\\ \

+ Hidrocarbonetos do Petréleo nos Ambientes Aquétic%

» Hidrocarbonetos do Petréleo no Solo

 Hidrocarbonetos do Petréleo no Ar

Pluma de
— contaminacao
- : M (area aungida
pelo combustivel)

-
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Medidas de seguranca \

- -

« CONAMA 398/08

Disp&e sobre o contetido minimo do Plano de Emergéncia

vidual para incidentes de

poluicdo por 6leo em aguas sob jurisdigdo nacional, originados em port?ganizados,
instalacGes portuarias, terqutos, sondas terrestres, plataformas e suas instalacées
de apoio, refinarias, estaleiros, marinas, clubes nauticos e instalagdes similares, e

orienta a sua elaborac3o.

« PETROBRAS CDAs - Centros de Defesa Ambiental



PETROBRAS CDAs

- Centros de Defesa Ambiental - \ \
»

Resposta a vazamentos.desnivel 1, 2 e 3;
/

24 horas de prontidio; ’
-

Tempo de Resposta: 2 horas para uma distancia de 20 km;
8 horas para uma disténcﬁm; 24 horas para qualquer distan

« Treinamento e manutengdo de todo equipamento da Petrobras;

-

* Planos de Contingéncia;

» Anilise de Risco para vazamw'

« Centros contam com mais de 200 pessoas treinadas e 2000 trabalhadores treinando



CDAs - Centros de Defesa%’h ental \
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Equipamentos

Barreiras de contﬁ"o de diversos tamanhos e para q

er aplicagdes

Barreiras absorventes

Mantas Absorventes B

-

Biorremediadores

~_—

- ;
Recolhedores de 6leo portateis, montados em embarcagdes e para quaisqu e 6leos

Tanques inflaveis

Embarcacdes de servico e recolhedoras de 6leo

« Bombas para hidrocarbonetos

« Barcos recolhedores de hidrocarbonetos

 Material de limpeza de areas atingidas par S.
 Equipamentos de Comunica pessoas.

« Sistemas para Aplicagio de dispersantes

 Dispersantes Quimicos



Barreiras de contencao




Remocao mecanica

I

Remocdo manual. Vazamento em oleoduto,
Sao Sebastidao, SP. Banco de imagens da CETESB.
<<



Remocao mecanica
-
-_—

Barcos recolhedores de 6leouus

Oil Skimmer
tipo vertedouro, preparado para

pa— bombear até 250m3/h (méx) de
6leo.




Caracterfsticas fisico- qU|m|cas m& nha Contamim |

Depende dO"pquente G';?M ade em agua
ilidade

ensidade
Viscosidade
Ponto de orvalho

S

Ambiente: temperatura, nutrientes, salinidade, pressdao, oxigénio

r







Biorremediacdo — Microrgan

SRI0S
- \
* Biorremediacio in'sity -
| —

so de microrganismos - preferéncia: autc’)ctone’s. Cepas nati
solos, areas marinhas »

introduzidas: modificadas geneticaﬁ'e'nte/"
disponibilidade, aeragao, teW nutrientes (N, P, K, etc.) nas ar

o0 custo
- pode levar a parcial ou completa mineralizagao: ===p CO,, dgua, compostos inorganico

ntaminadas

* Bioestimulacio

Na bioestimulacio, nutrientes sao adici Icoes ambientais otimizadas visando o
desenvolvimento de populacées na e microrganismos.

Nutrientes: carbono, oxigénio, etc.




* Bioaumentacao

-
Sao adicionados microrm‘capazes de degr N

egradacdo de HC pode ser aumentada .
icando surfactantes. o

Cell membrane
Bacterial cell
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Biorremediacao ex situ
-
O solo é removido e tratddo'em uma estagio

| —
étodos incluem a compostagem, biorreators e landfarming

S

ra@me nto

Espalhamento da camada supefficial do solo contaminado escavado (no
1etros) promovendo a atividadea aerébia

* Bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petr6leo podem ser adicionadas

Landfarming




Mais degradado os degradado



Maxima degradagao Maxima degradacio
20-30°C 14-20°C
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Fatores que afetam a biodegradaﬁ
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Outros fatores
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MICROBIO



C petroleo e deri

Levedu ra\

Mlcrorgamlsmos encontr

Bactéria Arqu Microalgas

ndcleo sem membrana hdcleo com membrana



Degradadores de hidroc

Gram-negativos

ibrio
obacterium

ratia

 Acinetobacter

e Pseudomonas
« Haemophilus
e Marinobacter

hydrocarbonoclasticus

Vibrio

Pseudomonas



Biodegradag¢do usando /\/Iar/'noba,sz‘i dfOC&beﬂOC/&A
-

MICRO-ORGANISMS
feed on the hydrocarbons
in the spilied oil

WARM WATER
facilitates more
biodegradation




Degrada‘dores de hidrocakc . \
‘-—‘

l
Gram-negativos ‘

: - . ’ ‘ q: ] e .“4-';) » "‘{"
[canivorax borkumensis D —

ibacter

phaga
» PBacteroides

 Achromobacter Ca N P a.
NSl
 Proteus >

« Spirillum

Bacterioides Spirillum



Biodegradagao usando Alacanivgrax®grkumensis

6,

S ;" , < ) . ” : > ‘
R ) [~ anivorax & / 3 l
&borkumensis N
A e. ~CEOn
Biofilm formation &

around oil droplet / i \ \ Chaperones

Oligonutrient

SOS response
and DNA repair in
reaction to UV light

Alkane Osmotic uptake
hydroxylation stress

and oil endurance
emulsification

alkane phase



Gram-positivos

Nocardia,
odococcus

nibacillus 4 .
illus e . Rt
Anthrobacter
* Streptomyces
e Micrococcus
e Brevibacterium

e Anthrobacter

e Sarcina

Streptomyces Rhodococcus



Degradadores de hidroc
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hermococcus celer G-

COCCUS //'thoz‘roph7cu5 G+ /

haeoglobus fulgidus G*

Archaea

Coloracio de Ziehl-Neelsen \

» Mycobacterium

Archaeoglobus
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ccharomyces STy cos e 4
. robolomyces Debaryomyce
 Trichosporon
 Jorulopsis .'
« Debaryomyces 4 “
« Sporobolomyces B s e L W&
* Yarrowia *‘j 5 i : _ N -
* Pichia Trichosporon
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Fungos - Multicelularé&™

Degradadores de hidrocaa%)

emonium, Aspergillus,
basidium (Yeast-like),
peauveria, Botrytis,
Chrysosporium,
Cladosporium,
Cochliobolus,
Cylindrocarpon, Fusarium,
Geotrichum (fitopatogeno)
Glicocladium, Graphium
(fitopatogeno)

Fitopatogeno Botrytis

Glicocladium
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Degradadores de hidroc
-
Fungos - Multicelularé8™

icola,

erella (solo),
Hlomyces (saprofita
Penicillium, Phoma
(solo) Scolecobasidium
(endofitico), Sprotrichum,
Spicaria (fungo marinho)
Tolypocladium,
Irichoderma, Verticillium.

SO



Microalgas

CIANOBACTERIAS
Oscillatoria sp.
Microcoleus sp.

p.
Aphanocapsa sp.

DIATOMACEAS
Cylindretheca sp.
Amphora sp.

CHLOROPHYTA
Chlorella sp.
Dunaliella sp.
Chlamydomonas sp.

-

RODOPHYTA Porp/‘,yria’ium sp. Agmene//um sp.
Porphyridium sp.



Ambientes hipersalinos

(30% de sal) -
p—

agos naturais

e Efluentes industriais

* Agua produzida



Bactérias extremofilas e t

Halofilos - Microorganism Target substrate
Marinobacter Multiple HCs
hvdrocarbanoclasticus

Arhodomonas rozel _ Benzene, toluene
Marinobacter antarcticus
Thalassobacillus devorans Various aromatic HCs.
phenol
Arthrobacter halodurans -

Alcanivorax borkumensis C14-Cs n-alkanes

Acinetobacter venetianis n-alkanes
Oceanobacter kriegii Petroleum
Marinobacter vinifirmus
Stappia aggregate PAH, naphthalene,
Pseudoalteromonas ganghwensis phenanthrene, pyrene.
Thalassospira lucentensis
Kaistia adipata

Marinobacter alkaliphilus
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Tipos

- :
—-— ses (EC 1.1.3, -1.1.4)
' ma reacao

Classes: - ansferindo oxigénio

oredutases (E.C.1) -
: - : - . ’ ,
sam reacoes de oxidacao/reducao. - Monooxigenases

oes redox '

- sintese de compostos organicos
- oxigenases,oxidases, desidrogenases,
peroxidases, redutases

'NADPH).con
E- P450,CYP1

« Dioxigenases Rieske (2Fe 2S)

Subclasse

oxidases (EC 1.11.1)

* Lignina peroxidase (LiP)
Oxida tendo o peroxido de hidrogénio ( H,0O,)
como co- substrato

*  Manganés peroxidase (MnP)

Mn2+_ Mn+3



Monoxigenases: alcano hidrgxilases

Rd- Rubredoxina
FENR- ferrodoxina
redutase
Fer-férrodoxina
CYPX- Citocromo
P450

Transferéncia de
elétrons

Y

one-domain

two-domain

three-domain

one-domain

three-domain




Tipos

\\

. - ’ Subc
oredutases (E.C.1) > g "o)
isam reacdoes de oxidacao/reducao. . Oxidases cont
- 7 -Atuam em fenois, PA
moléculas semelhantes
- sintese de compostos organicos
- oxidases, desidrogenases, peroxidases, flilaidadesitiosenase

-Oxidam aldeidos a acidos
, oxigenases, redutases
XI|ICOS
—NAD NADP
-Alquil aldeidos —
intermediarios na degradacéao
de alcanos




Glicil radical enzimas (G

"
1. Grupo das X- SU(%!Mtetase (BSS
. Classe Ill nucleotideo réditase

classe Ill somente e mlcrﬂgawgy Obi

uma oxiredutase

vato formato liase (Iw

icerol desidratase (GDH) liase

5. 4-hidroxifenilacetato descarboxilase (HPAD) classe = liase

|/




= .
Formas para iniciar a degradacao C
Aer6bica - \\
O oxigénio molecular atua como co-substrato. para es envolvendo
ono ou dioxigenases em*f€acdes de hidioxilagéo

icdo de fumarato atra ma enzima “glycyl-radical e
etilacdo de aromaticos nao substituidos (proposto somente)

1. Hidroxilacdo com agua, através de enzi endo molibdénio como
co-fator e de um substituinte

4. Carboxilagao por uma enzima ainda nao caracterizada

eSII




Mechanisms for hydrocarbon activation
Aerobic Anaerobic

Short-Chain ——» alkanes C2- ¢ Non-heme iron monooxygenase * Fumarate addition
c10 similar to sSMMO (C2-C9)

e Copper-containing monooxygenase

similar to pMMO (C2-C9)

* Heme-iron monooxygenases (also

refered as soluble Cytochrome P450

(C5-C12)

Long-Chain alkanes =C10 * Heme-Monooxygenase (P450 type) e Fumarate addition
¢ [Fe2]-Monooxygenase » Carboxylation
* Non-heme iron monooxygenase
(AlkB-related) (C3-C13 or C10-C20)
e Flavin-binding monooxygenase
(AlmA) (C20- C36)
e Thermophilic flavin-dependent
monooxygenase (LadA) (C10-C30)

Aromatic hydrocarbons * [Fe]-Dioxygenase * Fumarate addition

¢ [Fe2]-Monooxygenase ¢ Hydroxylation

¢ [Flavin]-Monooxygenase * Carboxylation



Degradacdo aerobica de n- alcan

Alcano hidroxilases (AkIg)#8§&o monooxngenases
igenases

=0\,

n-alcano alcool primério aldeido acido c

\v”\/A\+02 NN N0H

ﬂICO

ano monooxigenase integral wna (AIkB) ——— mais conheci
Degrada alcanos de C10 to C16

Algumas AlkB de actinomicetos degradam alcanos com C32

Outra familia de alcano hidroxilases : citocromo P450 CYP153 —— degradam
alcanos de cadeia curta e média. waigenases



Metano monooxigenases solGveis
(sMMO)

Metano monooxigenases particuladas
(pMMO)

Alcano hidroxilases relacionadas
a AlkB

P450 oxigenase eucarioto

P450 oxigenase bacteriana

Dioxigenases

C'—C8 alcanos, alcenos e cicloalcanos

C'-C> (halogenados) alcanos e
cicloalcanos

C>-C'® alcanos, acidos graxos, alquil
benzenos, cicloalcanos

C'0—C'® alcanos, acidos graxos

C>5—C'® alcanos, cicloalcanos

C10—C30 3lcanos

Methylococcus sp.,
Methylosinus sp.,
Methylocystis sp.,
Methylomonas sp.,
Methylocella sp.

Methylobacter sp.,
Methylococcus sp.,
Methylocystis sp.

Pseudomonas sp,.
Burkholderia sp,.
Rhodococcus sp.,
Mycobacterium sp.

Candida maltose,
Candlida tropicalis,
Yarrowia ljpolytica

Acinetobacter sp.,
Caulobacter,
Mycobacterium

Acinetobacter sp.




Catechol

BTEX (benzene, toluene, ethylbenzene, xylene)



Degradagao aerobica dos aromatico

-
- Monooxigenase

H,O

NADH ! N ~\I)H
Benzene \AD Arene oxide trans-Dihvdrodiol NAD Catechol

—

\ Dioxigenase

OH
_~OH

\\\/\H

NADH NAD' IAD* NADH
Benzene R cis-Dihydrodiol - Catechol




D dacdo de HC Aticos = '
egradacdo de .saroma ICO @ \ca

. .
Catechol

s
- L

Muconic acid W

- ..
‘\... ".o'
- .
..’0 c’.‘
.... ..‘.
q.v.o
H
.
.
.
— :
.

AcetilCoA m“m Acetaldeido
+ succinato + Piruvato
+ CO,

r




Degradacdo de HC n-alcano

Hypothetical

Intermediate

Anaerobica




Degradagcao de HCs aromaticos

Anaerobica



Degradagdo anaerébica do t@
A

O B Benzylsuccinate
@/ = )f\/\(o Synthase (BSS)
l t
O
toluene
fumarate _
benzylsuccinate
B BSS BSS S.
H O Activating cit;\é}/etlc
> - Enzyme oiF 5
xTrNXtLuaL me “‘ﬁr \')LNHL SRS
O #H AdoMet, e~ 0
glycine residue glycyl radical thiyl radical

Ativacdo de uma glicil radical enzima
(A) BSS ativada catalisa a formacao cao C-C entre tolueno e fumarato.

(B) BSS-AE Gera um Gli radical sobre o BSS

BSS = "glycyl radical enzyme benzylsuccinate synthase”



| acases e aromaticos
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Lignina peroxidase — LIP, Manganés Pegoxidase (MnP)
]
LIP, MnP- .
. — N,
oxidacao

H,0,
PAH —= Free Radical generation

LiP, MnP, Lac

Quinones ~ —= Ring Fission—= — CO,




Lipase _

Oleic acid

Triolein s ' . -
OCOC,;H3; Diolein OCOC;;Ha;s Monolein OCOC,;Hs; Glycerol

0COC,;Hs;s
OCO b ———&45; Ezogoc My — E_

—5 [

SO OCOC/;H;3 0COC,;H3;

H,0

\L T H,0 Glycerol
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OIL, S:Plu,

EATER 1!
‘:ONCIETErJ'Ili»".

~ -

OIL SPILL EATER I
Um galao de cada galao de petréleo derramado

OSEIl Corporation '
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