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RESUMO

Os processos de producdo biogénica de CH4 e CO2 tém sua relevancia ndo apenas para
guestdes ambientais, no que diz respeito a emissdo de gases que intensificam o efeito estufa, mas
também no cenario energético, visto que a geracdo de CH; a partir da biodegradacdo de
compostos organicos pode ser associada a formacdo de reservas de gas natural ao longo do
tempo.

Este trabalho buscou avaliar a influéncia de condicbes ambientais, tais como presenca de
agua e concentracdo de sulfato, no processo de geracdo de CH4 e CO2 devido a biodegradacgéo de
petroleo em arenitos, assim como estimar taxas de geracdo e emissdo destes gases para a
atmosfera.

Para alcancar os objetivos propostos, foram realizados experimentos de incubacdo em
vials a partir de amostras de arenito (Formacao Pirambdia, Bacia do Parana) impregnadas com
hidrocarbonetos de alta viscosidade. Estas rochas sdo portadoras de petréleo pesado e ocorrem
na borda leste da Bacia do Parana, no Estado de S&o Paulo.

Foi notavel a influéncia da agua no processo de geracgéo biogénica de CH4 e CO2, uma vez
que os valores de producao obtidos foram maiores para os experimentos em condi¢des Umidas, se
comparados aos experimentos sob condigbes secas. Quanto ao sulfato de célcio (gipsita), os
experimentos realizados demonstram que, nas concentragdes avaliadas, que seriam proximas as
condi¢Bes naturais, a presenca de sulfato ndo influenciou na geracéo biogénica destes gases. Os
experimentos de incubacgéo realizados indicam valores crescentes das concentragfes de CH, e
CO, ao longo do tempo, com producdo média de 16,6ml/ano de CH, por tonelada de arenito, ou
cerca de 100 mil litros/ano de CH,, se considerada as ocorréncias de arenitos com petréleo
pesado da area de estudo.

Além disso, foram realizadas analises isotdpicas dos gases obtidos para definicdo da
assinatura do 8C, de forma a buscar esclarecimento de sua origem, se biogénica ou com
eventual presenca de gases termogénicos herdados da fase de soterramento dos arenitos. Essas
andlises indicam uma assinatura mais pesada do carbono (-24%. para 8"*Cco, € -50%. para 6"*Ccpa,
em relacdo ao V-PDB) do que era esperado para CH,; e CO, biogénicos. Isso poderia ser
explicado pela eventual presenca de gases termogénicos ainda retidos nos arenitos e/ou pelo
carater isotopico do petréleo pesado precursor dos gases gerados.

1 Padrdo V-PDB (Vienna PeeDee Belemnite).



ABSTRACT

Processes controlling the biogenic production of CH, and CO, have relevance not only to
environmental issues related to greenhouse gases emissions, but also in the energy scenario,
since the biogenic generation of CH, can be associated with the formation of natural gas reserves
over time.

This work aimed to evaluate the influence of environmental conditions, such as the
presence of water and sulfate concentration, in the process of CH, and CO, generation from oil
biodegradation in sandstones, as well as to estimate rates of generation and emission of these
gases to the atmosphere.

In order to reach the proposed objectives, incubation experiments were carried out using
samples of tar sandstones (Pirambdia Formation, Parana Basin) impregnated with high viscosity
hydrocarbons. These tar sandstones outcrop on the eastern border of the Parana Basin, in the
State of S&o Paulo.

The influence of water in the biogenic generation of CH, and CO, was remarkable, since the
obtained values were higher for the experiments under wet conditions (water saturated samples),
when compared to experiments performed under dry conditions. Incubation experiments with
addition of calcium sulfate (gypsum) demonstrated that the presence of calcium sulfate did not
influence the biogenic generation of CH, and CO,. Incubation experiments indicated increasing
concentrations of CH, and CO, over time, with a mean production rate of 16.6 ml/year of CH, per
ton of sandstone, or about 100 thousand liters/year of CH,4, considering the volume of heavy oil in
the tar sandstones of the study area.

In addition, carbon isotopic (6'*C) analysis was carried out in order to constrain the origin of
the CH; and CO,, if biogenic or with possible presence of thermogenic gases inherited from the
sandstone burial phase. The 8'3C results indicated a relatively heavy carbon signature (-24 %o for
0"Cco2 and -50 %o for §'*Ccna, relative to the V-PDB standard?) than expected for biogenic CH4 and
CO.. This could be explained by the presence of thermogenic gases still retained in the sandstones
and/or by the isotopic character of the heavy oil acting as precursor of biogenic generated gases.

1 v-PDB Standard (Vienna PeeDee Belemnite).
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1. INTRODUGCAO

Dado o cenério de mudanca climatica exigindo esforco global para a reducdo da emissdo
de gases de efeito estufa, e sabendo que o CH4tem potencial de aquecimento global até 28 vezes
maior que o CO2 (IPCC, 2014), é importante que sejam compreendidos os fatores controladores de
suas produc¢Bes naturais e input de diferentes fontes para a atmosfera. O metano é também o
principal hidrocarboneto presente na atmosfera terrestre, com uma concentracéo global média de
1,7 ppm, enquanto que a do CO; é de 390.5 ppm (Dlugokencky, 1994). Modelos de budget de
metano levantados no relatério do IPCC (2013), a partir de diferentes fontes e sumidouros,
estimam emissfes globais de CH, para diversos ambientes, inclusive geolégicos. No entanto,
geracOes de gases a partir da biodegradacédo de contetudos petroliferos ndo sao levadas em conta
nas estimativas, o que lhes confere carater subestimado e confirma a importancia ambiental de se
avaliar essas producdes biogénicas de gases.

Uma vez que a biodegradacdo de petroleo é tida como potencial fonte de CO, e CH, e
sabendo das acumulagfes rasas de petroleo da Formacdo Pirambodia, as mesmas se mostram
como excelente caso para estudos relacionados a tais emissfes, levando-se em conta outras
acumulag6es analogas ao redor do mundo, como tar sands no Canadé e Venezuela, para as quais
poderiam ser feitas extrapolagbes dos resultados obtidos neste trabalho, se mantidas as
propor¢des e condicoes.

Além disso, cerca de 20% das reservas de gas natural do mundo séo formadas a partir de
gases de origem biogénica, (Rice, 1992), sendo o metano o principal hidrocarboneto gerado no
processo de biodegradacgdo anaerébia de petréleo (Jones et al., 2008).

A Formacdo Pirambdia, dentro da Bacia do Parana, é composta por arenitos médios e
finos, dispostos em sequéncias de estratificacdes cruzadas métricas, associadas a um sistema
deposicional edlico umido, com facies de depdsitos interdunas bem marcadas em lentes de siltitos
e argilitos intercaladas com as séries de arenitos com estratificagfes cruzadas (Caetano-Chang,
1997). Os afloramentos da area de estudo na borda leste da Bacia do Parana possuem aspecto
escuro e asfaltico (arenitos asfalticos), dado o carater pesado do petréleo disseminado nos
arenitos (aproximadamente 5° API), de alta viscosidade e com médio a alto teor de enxofre (2 a
3% em peso) (Thomaz Filho et al., 2008).

O petréleo da Formacgdo Pirambdia é proveniente dos folhelhos pirobetuminosos da
Formacdo Irati, constituindo o Sistema Petrolifero Irati-Piramboia (Thomaz Filho, 1982), e seria

associado a fortes processos de biodegradacao, correlacionaveis a uma geracao de gas metano



(CH4) e didxido de carbono (CO2) como produtos metabodlicos finais da biodegradacdo por
microrganismos anaerébios, como as Archaeas (Cabral, 2006),

Fatores naturais como presenca de agua, sulfato, acetato, ions metélicos ou variacao de
temperaturas no substrato, podem exercer influéncia positiva ou negativa no processo de
biodegradacéo. O sulfato apresenta-se como importante componente da cimentagdo em arenitos e
rochas sedimentares, sendo muitas vezes formado a partir da oxidagdo de minerais sulfetados e
precipitacao durante a mesodiagénese (Bloch, 1994), além de atuar como um aceptor de elétrons
por bactérias sulfato redutoras no processo de degradagcédo de matéria organica (Colleran et al.,
1995). A reducao do sulfato, por sua vez, é associada a acidificacdo do meio (Reis et al., 1991),
reduzindo o pH da solucdo. Além disso, em unidades sedimentares préximas da superficie é
comum a presenca de agua.

Compreender como esses fatores atuam se torna fundamental para a caracterizagdo da
geracdo biogénica de CH, e CO,. Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar a influéncia
dessas do sulfato e da agua no processo de biodegradacdo de petréleo, em matriz de arenitos

asfalticos.

2. OBJETIVOS

Este projeto tem como principais objetivos a avaliacdo das taxas de producéo potencial dos
gases metano (CH,;) e dioxido de carbono (CO,), oriundos da biodegradacdo de petroleo
acumulado nos arenitos edlicos da Formagdo Pirambodia, dentro do sistema petrolifero Irati-
Pirambdia da Bacia do Parana, bem como a investigacdo da influéncia da quantidade de agua e
sulfato nesse processo.

Objetivos secundarios foram quantificar a emissdo desses gases para a atmosfera,
procurando entender o papel da biodegradacéo de petréleo no balango de gases estufa, em escala
local; estimar a producéo e o fluxo de CH,; e CO; ao longo do tempo; e definir a origem dos gases

obtidos, a partir da caracterizagao isotépica de 8'*C dos gases.

3. JUSTIFICATIVA

Os arenitos asfalticos, do inglés “tar sands”, sdo arenitos com acumulagbes de petroleo
considerado pesado, com alta viscosidade, geralmente menor que 10° APl (American Petroleum
Institute), que atribui aos reservatorios o carater ndo-convencional. Tais acumulacbes tém

conquistado cada vez mais espagco no mercado energético mundial, principalmente em paises



como Canada, RuUssia e Venezuela, onde podem ser classificadas como reservas, visto que
atingem a viabilidade econémica para producéo (BP Statistical Review, 2017).

No Canada, por exemplo, a producéo de petréleo a partir dessas reservas ja atingiu valores
maiores que 40% da producdo anual total de petroleo, com producéo de cerca de 1,1 milhdes de
barris por dia e reservas na ordem de 1,7 trilhdes de barris de 6leo em tar sands em 2014, de
acordo com relatérios anuais na pagina virtual do WEC (World Energy Council).

No Brasil, os arenitos asfalticos da Formag&o Pirambdia representam caso semelhante, de
menores dimensdes. A disponibilidade de contetdo organico pode ser entendida ndo s6 como
uma possivel fonte energética, mas também como cenério para um processo de biodegradacéo
generalizado, dadas as baixas profundidades dos reservatérios, gerando gases tais como CH, e
CO, (Thomaz Filho, 1982). Assim, acumulacdes da Formacdo Pirambdia serviriam para um
estudo de caso cujos resultados contemplariam também, de forma indireta, reservatdrios globais
analogos.

Acumulacdes de CH, podem constituir reservas de gas natural e fontes naturais de gases
de efeito estufa (CH,; e CO,) (Rice, 1993). Além disso, hd um restrito nimero de estudos sobre
CH, proveniente de biodegradacgéo de petrdleo, sendo um tema recente e recorrente, com grande
potencial, dada a importancia ambiental e econdmica do mesmo.

Sendo assim, a quantificacdo de possiveis fluxos para a atmosfera de CH, e CO, gerados
pela biodegradacado de petréleo em acumulagbes de tar sands da Formacdo Pirambodia e a
caracterizacdo de parametros controladores de sua producdo e da composicao isotépica (6'3C)
destes gases auxiliariam no entendimento dos processos de biodegradacdo de petrdleo e
consequente producdo e emissdo de gases. Os resultados obtidos para a Formacao Pirambdia
poderiam ser extrapolados, consideradas limitacbes relacionadas a diferentes contextos
geoldgicos ou climaticos, para sistemas analogos e outras formacgdes ao redor do globo.

Posto isto, o presente trabalho busca colaborar para a compreensdo do impacto desses
processos, tanto no aspecto de contribuicdo para o efeito estufa, quanto no aspecto econdémico,
auxiliando na possivel avaliacdo de viabilidade de producdo energética a partir de concentracdes

de CH, de origem biogénica.



4. TRABALHOS PREVIOS

4.1. Sistema Petrolifero Irati-Pirambodia

De acordo com Milani, et al. (2001), um sistema petrolifero "compreende a existéncia e o
funcionamento sincronos de quatro elementos (rochas geradoras maturas, rochas reservatorio,
rochas selantes e trapas) e dois fendmenos geolégicos dependentes do tempo (migracdo e
sincronismo)".

Dentre as unidades englobadas pela Bacia do Parana, o presente projeto tem como foco a
Formacdo Piramboia (Soares,1975). A citada formacao é um importante reservatério de petréleo
da Bacia do Parand, tendo sido alvo de pesquisa desde 1897, quando Auguste Collon realizou
estudos numa area no Morro do Bofete (Rodovia Castelo Branco, km 173,5 sentido capital-
interior). Na formacéao, a litologia predominante é de arenitos fino-médios, bem selecionados, com
estratificagfes cruzadas acanaladas de grande porte, até 1,5m de espessura, com adelgacamento
no topo e na base das séries, com facies interdunas bem marcadas em niveis mais argilosos com
estratificagdes plano-paralelas intercalados na sequéncia, com até 1m de espessura, associados a
um sistema deposicional edlico tmido, (Caetano-Chang, 1997).

Como peculiaridade de tais arenitos, destaca-se a coloracdo escura de alguns
afloramentos da borda leste da bacia no Estado de S&o Paulo, devido a concentragdo de
hidrocarbonetos pesados, provenientes de folhelhos pirobetuminosos da Formacéo Irati,
estratigraficamente inferior (Thomaz Filho, 1982). No geral, as impregnacfes de petréleo se dao
na facies duna, enquanto a facies interduna desempenha a funcédo de selante interna dentro do
sistema petrolifero, dadas as maiores concentracdes de material pelitico.

O sistema petrolifero Irati-Pirambdia tem, portanto, os folhelhos pirobetuminosos da
Formacao Irati como rocha geradora, cuja migracao de hidrocarbonetos através de fraturas, falhas
e diques ao longo da bacia, geraria acumulacdes nos arenitos da Formacgado Pirambdia, com selos
internos de facies peliticas de zonas interdunas, segundo Thomaz Filho (1982). A Formacéao
Pirambdia caracteriza-se como reservatério do sistema petrolifero Irati-Pirambdia, cuja
acumulacéo de 6leo é estimada em cerca de 5,7 milhdes de barris de petréleo somente na area de
Anhembi (Thomaz Filho, 1982), considerando um teor médio de 5,5% de 6leo em peso (Grossi
Sad e Saraiva, 1981). Hettich (1981) estima que no total as ocorréncias somam cerca de 26
milhdes de barris de 6leo, totalizando um volume de cerca de 32 milhdes de barris mineraveis na
formacgéo.

Esse 06leo é tido como imaturo, com altos teores de enxofre (2 a 3% em peso) e de alta

viscosidade (5° API) (Tomaz Filho, 1982), constituindo um ambiente ideal para a ocorréncia de



biodegradacdo, o que traria como resultado a producdo de CH,; e CO,, podendo contribuir

positivamente para o aumento dos gases efeitos estufa na regiéo.

4.2. Origem do CH,; e o processo de biodegradacao

De acordo com Roadifer (1987), a maioria dos reservatérios de petréleo em subsuperficie
do mundo seria afetada por processos de biodegradacdo, sendo esses predominantes em
reservatorios rasos (Winters et al, 1969), com dominancia da degradacdo de hidrocarbonetos sob
condi¢Bes anaerbbias (Head et al., 2003).

Em bacias sedimentares o gas metano pode ser originario de processos termogénicos ou
biogénicos e reservas de gas natural podem conter misturas de gases de diferentes fontes
(Whiticar, 1999). O CH,; termogénico, fruto da producdo quimica termocatalitica a partir do
aquecimento acima de 120°C de querogénio, pir6lise ou reacbes inorganicas com rochas
ultramaficas, origina-se da alteracdo térmica da matéria organica disseminada nas rochas
sedimentares, sendo o metano o produto final (Schoell, 1980). Por outro lado, a geracdo biogénica
requer ambientes sob condi¢ces andxicas, com disponibilidade de CO, e baixas concentracbes de
sulfato (Oremland, 1988), sob temperaturas entre 9°C e 110°C (Kotelnikova et al., 1998).

Assim, a produgdo microbial do CH, resulta da biodegradacdo anaerdbica de compostos e
€ associada a processos de fermentacéo do acetato (CH;COOH — CH,4 + CO,) e reducao do CO,
(CO, + 4H, —» CH,4 + 2H,0), os quais podem operar simultaneamente, mas sdo quantitativamente
importantes em diferentes estagios da deposi¢cédo do conteldo organico, sendo que a reducao do
CO, opera principalmente em reservatorios de gas e sedimentos de deposicdo mais antiga
(Claypool e Kaplan, 1974, Schoell, 1980). Ambientes anoxicos, com grande disponibilidade de
material organico e altas porosidades, sdo favoraveis a ocorréncia da biodegradacao (Reinhart e
Townsend, 1997), o que ocorre com maior frequéncia em profundidades rasas, até 3km,
considerando-se um gradiente geotérmico de aproximadamente 30°C/km.

A producdo biogénica de CH, é atualmente creditada as Archaea (ou arqueas)
metanogénicas, as quais sdo tolerantes aos mais indspitos ambientes, podendo ser halofilicas,
adaptadas a ambientes hipersalinos, ou termofilicas, sobrevivendo em altas temperaturas (Rice,
1993). A metanogénese, por sua vez, tem sido descrita em uma série de ambientes anodxicos,
incluindo reatores de biogas, sedimentos marinhos e aquaticos, pantanos, areas alagadas, solos
de tundra, aterros sanitérios, e em tratos gastrointestinais animais (Balch et al., 1979, Whitman et
al., 1991).
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Processos de biodegradacao levam a diminuicdo do teor de hidrocarbonetos saturados e
do grau API (American Petroleum Institute), além de crescente aumento da densidade e da
viscosidade, o aumento no conteudo de asfaltenos, teor de enxofre, metais (como Ni e Va) e
acidez do Oleo, de acordo com Huang et al. (2004). O gas metano é o principal hidrocarboneto
formado durante a biodegradagcdo de petréleo, ainda que estudos de Bokova (1953) tenham
indicado também a formac&o de pequenas quantidades de gases C2".

Dessa forma, para a ocorréncia de tais processos, € necessario que sejam atingidas
condi¢bes tais como: temperaturas menores que 110°C; presenca de agua ou outro tipo de
aceptor elétrico (Fe, SO4, N, Mn) em contato com o Oleo; presenca de microorganismos e
nutrientes, tais como nitratos e fosfatos (Connan, 1984; Head et al., 2003).

Durante a biodegradacdo de compostos, sob condicbes anaerdbias, a disponibilidade
desses aceptores de elétrons é fundamental, sendo preferencialmente utilizados aqueles com
maior potencial redox, como NOs", seguido por Fe(lll), SO, e CO,, por exemplo (Lueders e
Friedrich, 2002). De acordo com Colleran et al. (1995), o sulfato se faz como um aceptor de
elétrons para bactérias sulfato redutoras em ambientes onde ha a degradacdo anaerdbica de
compostos organicos. Sendo assim, a redugdo de sulfato é associada a uma acidificacdo do meio,
na presenca de matéria organica (Reis et al., 1991). Dessa forma, seria esperada a reducao do
pH nos experimentos de incubagéo na presenca de sulfato ao longo do tempo.

Segundo Milkov (2011), estima-se que 65.500tcft de metano de origem microbial,
associado a biodegradacgdo, podem ter sido gerados em acumulacdes de petroleo e betume ao
redor do mundo, ao longo da histéria geoldgica. Desses, cerca de 845-1644 tcf seriam
acumulagcbes de metano in situ recuperaveis, na forma livre ou dissolvida em reservas de
petréleo, o que representa cerca de 5-11% do gas convencional global recuperavel (Milkov, 2011).
Ainda segundo o autor, a maior parte desse volume gerado seria possivelmente oxidada para CO,,
seja sob condi¢cbes aerGbias ou anaerObias; porém, uma por¢cdo poderia ser emitida para a
atmosfera e influenciar no clima global.

Assim, os arenitos impregnados com hidrocarbonetos pesados disseminados da Formacao
Pirambdia se apresentam como ambiente ideal para a acdo desses microorganismos. De fato,
estudos de Cabral (2006) indicam a acéo de fortes processos de biodegradacédo na unidade.

Além disso, a presenca de inclusdes fluidas de hidrocarbonetos em veios de calcita,
preenchendo fraturas da Formacdo Irati, aponta também para a existéncia de gases de origem
termogénica, indicando que a rocha geradora da Formacdo Irati teria sido submetida a condi¢cdes
dentro da janela de maturacdo de gas, e, portanto, o 6leo pesado acumulado na Formacao
Pirambdia nado seria originalmente pesado, 0 que reafirma possiveis processos de biodegradacao
(Oliveira, 2012).
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1 tcf = Unidade de medida (Trillion Cubic Feet), equivalente a 2,8 E™° ma.

4.3. Estudos Isotdpicos de 813C

De acordo com Rice (1993), acumulacbes de CH, de origem biogénica sdo associadas a
diversos ambientes, marinhos e terrestres, e tipos de rochas, como carbonatos, rochas clasticas e
carvao. Estudos das analises isotdpicas dos gases podem ser utilizados para a determinagéo de
sua origem. Grandes concentracbes de CH, associadas a presenca de outros hidrocarbonetos
podem ser indicativas de possiveis fontes biogénicas (Claypool e Kaplan, 1974, Vogel et al., 1982).

Originalmente acreditava-se que o CH, de origem biogénica era definido exclusivamente
por valores de 6'C variando entre -60 e -90%. (PDB), com produgao relacionada as Archaea
anaerébias (Claypool e Kaplan, 1974, Nakai, 1960, Rosenfeld e Silverman, 1959, Schoell, 1980),
enquanto valores de &"C maiores, entre -30 e 50 %o (PDB) seriam tipicamente de fontes
termogénicas de gas natural (Sackett, 1978). No entanto, o CH, gerado a partir da redugéo de
CO, e fermentagéo do acetato possui uma composic¢ao isotopica do carbono diferenciada (Whiticar
et al., 1986), sendo a temperatura, substrato organico e idade fatores influentes nesses processos
(Schoell, 1988).

Ainda que, no geral, o metano residual deva ser enriquecido em 13C durante a
biodegradacéo, assim como outros gases hidrocarbonetos (Whiticar, 1999), assinaturas isotopicas
mais pesadas de gases de origem biogénica poderiam ser associadas, por exemplo, a oxidacao
anoxica do CH, ou a uma biodegradacdo de conteudo orgénico previamente enriquecido em
isétopos pesados, refletindo em uma assinatura mais pesada do que seria esperado para 0s gases
gerados (Kotelnikova, 2002; Whiticar, 1999). Essa oxidacdo andxica do metano pode ocorrer na
presenca de bactérias redutoras de sulfato e Archaea metanotréficas, as quais oxidam o CH,
como um doador de elétrons para uso na reacdo de reducéo do sulfato (SO,* a H.,S), conforme
Madigan et al. (2016).

Outro fator de enriquecimento dos valores de 6"C possivel seria a oxidagao microbial do
metano, uma vez que fra¢des isotdpicas mais leves do carbono séo preferencialmente consumidas
por microorganismos (Alperin et al., 1988, Barker e Fritz, 1999, Ovsyannikov e Lebedev, 1967,
Aravena e Wassenaar, 1993). Sendo assim, a composicao isotopica do carbono, tanto do CH,
quanto do CO,, pode ser modificada pela oxidacdo microbial do CH,, ficando o 8'*C do CH,
residual mais pesado, enquanto o do CO, fica mais leve (Whiticar e Faber, 1985).

A composicdo isotépica do CH, gerado a partir da reducdo do CO, é controlada
principalmente pelo §'*C do substrato do CO, original, o que relaciona assinaturas pesadas do CH,

biogénico a reducdo microbial de CO, isotopicamente pesado (Kotelnikova, 2002). H4 ainda a
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possibilidade de mistura de gases de origens distintas, como CH, de origens biogénicas e gases
derivados de processos abiogénicos, como o craqueamento termal do petréleo, o que poderia
alterar a assinatura isotépica do 8"Ccys (Kotelnikova, 2002). De acordo com Milkov (2011),
acumulacbes de gases com CO, enriquecido em 12C teriam maior contribuicdo de metano
termogénico, e podem representar a geracgéo inicial de CO, pela biodegradacéo de petréleo ainda
ndo convertido em metano (Feisthauer et al., 2010).

Em resumo, gases de origem microbial secundaria, gerados pela biodegradacdo de
petroleo, teriam assinaturas 6'*C variadas para CH, e CO,, dependendo da composic¢éo inicial do
petroleo, condi¢cdes do meio, tipo de microorganismos atuantes, nivel da biodegradacgéo e volume
de CO, convertido em CH, (Milkov, 2011). Ainda, considerando-se que sistemas petroliferos séo,
na maioria, sistemas semi-abertos, a maioria dos gases em subsuperficie representam misturas de
moléculas de diferentes fontes e origens (Milkov, 2011).

Estudos realizados por Loutfi et al. (2011) em extrato organico obtido a partir de folhelhos
geradores da Formacao Irati, com altos teores de COT, indicam valores de 8"C do conteudo
organico entre -22,6 e -23,0%0 PDB, o que j& seria um contetdo relativamente enriquecido em
is6topos pesados. Deve-se ter em mente que esse contetdo organico seria associado a geragao
do petréleo acumulado nos arenitos asfalticos da Formagéo Pirambdia (Thomaz Filho, 1982), cuja

biodegradacao é aqui estudada.

5. MATERIAIS E METODOS

Para alcancar os objetivos propostos no presente trabalho, experimentos de incubagcéo em
amostras da Formagdo Piramboia foram desenvolvidas sob diferentes condi¢gbes, em ambiente

controlado, conservados sob temperatura ambiente (22°C) fora do alcance da luz solar.

5.1. Amostragem

Foi realizado trabalho de campo em duas localidades especificas (Figura 1), para coleta de
amostras a serem utilizadas neste estudo:

a) Fazenda Betumita, 14 km a noroeste de Anhembi, SP, coordenadas UTM 835744E /
7510757N. O acesso a area pode ser feito através da Rodovia SP-147, sentido municipio de
Anhembi e utilizando uma estrada de terra a cerca de 40 km da cidade, a qual segue para a
Fazenda;

b) Morro do Bofete, na beira da Rodovia Castelo Branco, SP-280, km 173,5 sentido interior,
coordenadas UTM 783254E / 7432376N, proximo a cidade de Bofete (SP).
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Na amostragem, foram feitas coletas de material in situ, tanto de amostras sélidas quanto
de amostras gasosas (Figuras 2 e 3). Foram coletadas trés amostras impregnadas de arenito na
Fazenda Betumita e duas no Morro do Bofete, totalizando cinco amostras de material impregnado
da mesma formagéao, devidamente identificadas e armazenadas.

Para a coleta de amostras gasosas in situ foram utilizadas 5 camaras de cloreto de polivinil
(PVC), espacadas em aproximadamente 10m uma da outra em linha reta, sobre solo (Figura 3).
Todas foram fechadas e isoladas ao mesmo tempo, realizando-se coletas no momento de
fechamento, 10, 20 e 30 minutos depois (Hutchinson e Livingston, 1993), em vials de vidro de
20ml, previamente evacuados e selados com rolhas de borracha (Khalil et al., 2004). Com isso,
buscou-se avaliar a variacdo das concentracfes no interior das camaras ao longo do tempo para,

entdo, proceder com o calculo de fluxos gasosos, conforme Davidson et al. (2002).
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laranja). Modificado de Teixeira et al. (2018).
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Figura 2: Afloramento da Formac&do Piramboia na Fazenda Betumita. E possivel observar a facies interduna (clara) e
facies duna (escura) impregnada com hidrocarbonetos. (Fonte: o autor).

Figura 3 : Coleta de gases com camara nas proximidades da Fazenda Betumita. (Fonte: o autor).
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5.2. Preparacdo dos experimentos de incubacé&o para producéo de CH, e CO,

Foram realizados dois experimentos distintos, um para analise da influéncia da presenca
de 4gua (a) e outro para a andlise da influéncia da concentracdo de sulfato (b).

A preparacdo do material para incubacéo foi feita a partir da desagregacdo das amostras
coletadas no Laboratorio de Tratamento de Amostras (LTA) do Instituto de Geociéncias, a partir de
almofariz e moinho de agata hidraulico. No mesmo local foi feita a moagem de amostra de gipsita
pura (sulfato de célcio di-hidratado), para obtencdo de sulfato em p6 para adi¢cdo no experimento.

Posteriormente, esse material foi peneirado a seco, em agitador de peneiras mecanico,
recolhendo-se o material passante na malha de 0,063mm, no Laboratério de Sedimentologia
(LabSed) do Instituto de Geociéncias, de forma a se obter uma granulacdo fina e o mais
homogénea possivel (Figura 4). Aliuotas desse material final foram investigadas por Andlise
Granulométrica por Difragdo a Laser, com o uso do equipamento Malvern, do mesmo laboratorio,
buscando-se a conferéncia de sua homogeneidade granulométrica de modo a se evitar
interferéncias de possiveis variagdes granulométricas nos resultados dos experimentos.

Para o primeiro experimento (a), foram realizadas incubac¢des para as trés amostras da
Fazenda Betumita (MPA, MPB e MPC), sob condi¢gbes naturais seca e umida, em triplicatas para
cada condigéo, totalizando seis incubagfes para cada amostra e dezoito incubacdes no total.

A preparacao das incubacdes consistiu da adicao de 15¢g de arenito asfaltico desintegrado
em vial de vidro transparente de 100ml, seguida pela adicdo de 20ml de agua deionizada para os
experimentos sob condi¢cdes Umidas (Dannenberg et al., 1997). Apos isso, os vials foram selados,
lacrados, evacuados e preenchidos com nitrogénio 5.0 (de alta pureza 99,999%), para a simulacéo
de condi¢Bes andxicas, favoraveis ao desenvolvimento de microorganismos anaerodbicos (Figura
5).

Para o segundo experimento (b), determinou-se a realizacdo de incubacdes para analise
de influéncia no meio de 4 concentracbes de sulfato distintas, em triplicatas para cada
concentracdo, totalizando 12 incubacbes por amostra e sendo utilizadas duas amostras da
Fazenda Betumita (MPB e MPC) e duas do Morro do Bofete (Bof e IP-03-R2) para a andlise,
totalizando quarenta e oito incubacdes preparadas no total. As concentragdes de sulfato utilizadas
foram definidas a partir de valores naturais de teor de sulfato encontrados principalmente sob
forma de cimento em amostras diversas de arenitos (Okada, 1971), 0%, 0,5%, 2% e 5% de massa
de sulfato em relacdo ao valor da massa total da amostra incubada. As incubacdes para avaliacdo
da influéncia de sulfato foram realizados sob condi¢gbes Umidas, buscando-se uma aproximacgao
das condi¢Bes naturais, nas quais geralmente, em baixas profundidades e abaixo do nivel freético,

as formagfes encontram-se suscetiveis a infiltracdo de aguas, sejam subterrdneas ou meteoricas.
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A rotina para o desenvolvimento do segundo experimento englobou a preparacdo das
incubacgdes com adicdo de 15¢g de arenito asfaltico desintegrado por vial de vidro transparente de
100ml, seguida da adicdo de gipsita e por 20ml de 4gua deionizada em todos os recipientes. Apds
isso, os vials foram selados, lacrados, evacuados e preenchidos com atmosfera de nitrogénio da

mesma forma que no primeiro experimento.

Figura 5. Processo de evacuacéo e insercéo de

= 35 3 2

Figura 4. Peneiras utilizadas para selegéo e N2 nos vials j& preenchidos com o contetdo

homogeneizacdo granulométrica da gipsita para analise.
moida, para preparacéo dos experimentos.

5.3. Determinacédo da concentracdo de CH, e CO, por cromatografia gasosa

As amostras de gas coletadas em campo com camaras foram submetidas a uma analise de
cromatografia gasosa cada, de forma a avaliar a concentracdo de CH, e CO, para célculo de
emissdes atmosféricas na area de estudo da bacia.

Por outro lado, as andlises por cromatografia das concentragées do CH, e CO, nos vials
dos experimentos foi feita a partir da injecdo de 4ml de N, nos recipientes (nas mesmas
especificagfes ja mencionadas) e retirada do mesmo volume para a andlise, de forma a manter as
condi¢cdes do ambiente interno constantes. Essas amostragens sdo realizadas em periodos de
tempo previamente definidos (Tabela 1), de forma a se acompanhar a evolu¢do das producdes
gasosas. Assim, a primeira medicao (TO0) foi feita no momento de fechamento das incubacgfes e as
medi¢cBes seguintes sdo feitas a partir de intervalos de tempo crescentes. O experimento (a) foi
conduzido ao longo de aproximadamente um ano, com acompanhamento continuo das producdes.
Ja o experimento (b) teve uma duracédo de cerca de 45 dias, também com medi¢cbes continuas.
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O método utilizado para medicbes foi a cromatografia gasosa por ionizacdo de chama a
partir do cromatdégrafo Thermo-Scientific Trace 1310, no Laboratério de Espectrometria Gama e

Luminescéncia (LEGaL) do Instituto de Geociéncias da USP.

Tabela 1. Medidas e nimero de dias corridos a partir do inicio dos experimentos.

. Agua Sulfato
Medida I ias) | (dias)
TO 0 0
T1 1 2
T2 3 5
T3 7 14
T4 13 21
TS5 19 43
T6 25
T7 30
T8 91
T9 131
T10 202
T11 295
T12 363

5.4. Medic¢bes de pH

Foram realizadas medi¢Ses de pH do meio aquoso dos experimentos no inicio e ao término
dos mesmos, buscando avaliar sua influéncia. Na preparacdo das incubacdes, foi medido o pH do
meio aquoso das incubacfes antes do fechamento dos vials e ao fim dos experimentos, logo apés

a abertura dos vials, a partir da utilizacéo de indicadores acido-base, conforme Figura 6.

=2 \

Figura 6: Medigdo de pH do meio iaquoso interno a partir de indicador acido base, ao término do experimento. (Fonte: o

autor).
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5.5. Anédlises Isotopicas

A caracterizacao isotdpica e definigdo do '*C do carbono do CH, e CO, coletados a partir
dos experimentos foi realizada pelo Laboratorio de Is6topos Estaveis da UCDavis - Califérnia, a
partir de espectrémetro de massa de razao isotépica (ThermoScientific Delta V Plus - EA-IRMS)
acoplado a um concentrador de gas automatico (Thermo-Scientific PreCon). Os resultados finais
de 8"C foram apresentados em relacdo ao padrdo internacional % V-PDB (Vienna PeeDee
Belemnite).

O valor &'C do carbono é definido conforme Craig (1953), no qual R="*C/**C e R (PDB)
Pee Dee Belemite standard=0.0112372:

5"°C=[(Rsampie/Rpan)—11%1000.

Os gases utilizados nas analises foram extraidos de 2 amostras de vials dos experimentos
para andlise da influéncia de agua (MPB_hum e MPC_hum). Foram retirados 15ml da atmosfera
dos vials ao fim do experimento e transferidos para vials do tipo Exetainers (brand Labco), de
12ml, previamente evacuados, 0s quais foram enviados para as andlises.

Das andlises de dados e interpretagfes, foram levados em conta indicadores isotopicos
definidos por Milkov (2007) da seguinte forma: taxas de 8'*C de CH,; < -55 %, PDB séo
relacionadas a origem biogénica do mesmo, enquanto que se 83C de CH, > -55%. PDB, a génese
€ inferida como termogénica. Valores entre -55 %o e -35 %o s&0 questionaveis, sendo requeridos
dados de 0"C do CO,, de forma que se >+2 %o, a origem €& associada a processos de

biodegradacdo do material.
6. RESULTADOS OBTIDOS
6.1. Andlise Granulométrica Por Difracdo a Laser

Foram realizadas analises em 6 aliquotas do contetdo de sulfato obtido apés moagem e
peneiracdo. De acordo com os resultados das andlises de granulometria do contetido de sulfato
utiizado nas incubacgdes, a partir da técnica de Difracdo a Laser, pode-se determinar uma
predominancia das fracdes silte médio a grosso (Wentworth, 1922), somando cerca de 60% do
contetdo analisado (Tabela 2) e indicando um grau de homogeneidade satisfatério do material

utilizado no experimento.
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Tabela 2. Resultados de Andlise Granulométrica por Difracédo a Laser do contetido de sulfato, com valores indicando a

porcentagem da respectiva faixa na aliquota.

Faixa Granulométrica (%)
Areia Silte
Amostra| Muito L i Muito . , Muito | Argila
Grossa Grossa | Média Fina Fina Grosso | Médio Fino Fino
0,25 0,75 1,75 2,75 3,75 4,5 59 6,5 7.5 9
1 0 0 0 0,12 17,823 38,03 26,745 9,52 3,146 4,617
2 0 0 0 1) 11,086 | 32576 | 28974 | 14987 5.724 6,653
3 0 0,04 0,443 0,456 15,207 | 37,199 | 27,705 | 10,355 3.37 5,225
4 0 0 0 0,446 15076 | 36,445 | 27,502 | 11,025 3,937 5,569
5 0 0 0 0,466 15,54 37,507 | 27,245 | 10,218 3,761 5,259
6 0 0 0 0,493 12,821 | 31848 | 26814 | 14084 6,478 7,462

6.2. Andlise de pH

Foram realizadas medicbes do pH no inicio dos experimentos (4,5), e ao término dos
experimentos, no meio aquoso do interior dos vials, conforme resultados a seguir, apresentados
nas Tabelas 3 e 4.

Para o experimento de avaliacédo da influéncia da agua, que durou aproximadamente 1 ano,
a partir das medicdes de pH ao término dos experimentos, em comparagdo com o pH inicial da
agua (4,5), pode-se observar que esse parametro sofreu pouca ou nenhuma variacdo, mantendo

sua acidez constante, com pH final variando em torno de 4 a 5 (Tabela 3).

Tabela 3: Medida de pH do meio aquoso interno ao término dos experimentos.

Amostra pH
MPA_1 45
MPA_2 4
MPA_3
MPB_1
MPB_2
MPB_3
MPC_1
MPC 2
MPC_3

ol o o o o o1
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Para o segundo experimento de avalia¢do da influéncia do sulfato no processo, a partir das
medicdes de pH ao término dos experimentos, em comparagcdo com o pH inicial da 4gua (4,5),
pode-se observar que esse parametro também nédo sofreu variagcao significativa, mantendo sua
acidez constante, com pH final variando em torno de 4,5 a 5 para as incubacdes de todas as

amostras analisadas (Tabela 4).
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Tabela 4: Medida de pH do meio aquoso interno ao término dos experimentos.

Amostra Teor de pH Amostra Teor de pH Amostra Teorde pH Amostra Teor de pH
sulfato (%) sulfato (%) sulfato (%) sulfato (%)

BOF 1 4.5 IP-03-R2 1 4,5 MPC 1 5 MPB 1 5
BOF 2 4.5 IP-03-R2 2 4,5 MPC 2 5 MPB 2 5
BOF 3 4.5 IP-03-R2 3 5 MPC 3 5 MPB 3 5
BOF 1 0,5 5 IP-03-R2 1 0,5 5 MPC 1 0,5 5 MPB 1 0,5 5
BOF 2 0,5 4.5 IP-03-R2 2 0,5 4,5 MPC 2 0,5 5 MPB 2 0,5 5
BOF 3 0,5 4,5 IP-03-R2 3 0,5 MPC 3 0,5 5 MPB 3 0,5 4,5
BOF 1 2 5 IP-03-R2 1 2 5 MPC 1 2 5 MPB 1 2 4,5
BOF 2 2 4.5 IP-03-R2 2 2 MPC 2 2 5 MPB 2 2 5
BOF 3 2 4.5 IP-03-R2 3 2 4,5 MPC 3 2 5 MPB 3 2 5
BOF 1 5 4,5 IP-03-R2 1 5 5 MPC 1 5 5 MPB 1 5 5
BOF 2 5 4.5 IP-03-R2 2 5 4,5 MPC 2 5 5 MPB 2 5 4,5
BOF 3 5 4.5 IP-03-R2 3 5 4,5 MPC 3 5 5 MPB 3 5 5




6.3. Resultados da Cromatografia Gasosa

A partir das andlises de cromatografia gasosa realizadas nas amostras de gas coletadas in
situ e na atmosfera dos vials ao longo dos experimentos, foram obtidos os seguintes resultados,
aqui apresentados sob forma de graficos para cada experimento.

6.3.1. Avaliacao da emissao natural de gases in situ

Resultados de cromatografia gasosa realizada a partir das amostras de gas coletadas em

campo indicaram que nao ha fluxo de CO, e CH, a partir do solo para a atmosfera.

6.3.2. Avaliagcéo da influéncia da presenca de agua na geracao de CH,

A partir dos resultados das concentracdes de CH, e CO,, obtidos pela cromatografia gasosa,
e da elaboracdo de gréficos, pode-se concluir que a presenca de agua parece influir diretamente
nas taxas de producdo potencial dos gases, principalmente no periodo inicial, quando as
concentracbes de metano nas incubagfes Umidas sdo maiores que nas secas (Figuras 7 a 9).
Pode-se observar ainda que houve um progressivo aumento das concentracbes ao longo do
tempo, indicando que a geracao de gases foi mantida no decorrer do experimento.

No entanto, foram notados diferentes comportamentos para as diferentes amostras apés o
primeiro més do experimento. Para as amostras MPA (Figura 7A) e MPB (Figura 7B) essa
tendéncia se inverte a partir do primeiro e do quinto més, respectivamente (aproximadamente 40 e
150 dias), quando, entdo, amostras sob condicdo seca passam a ter concentracfes maiores de
metano. Ja para a amostra MPC (Figura 7C), as maiores concentracdes de CH, obtidas foram
sempre associadas a presenca de agua.

Em relacdo a producéo, considerando-se as taxas de geracdo obtidas ao final dos
experimentos, tem-se uma média anual de geragdo de aproximadamente 18 ml de CH, por
tonelada de material biodegradado, sob condi¢des Umidas, e de aproximadamente 25 ml/ton de

CH, para condicdes secas.
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Figura 7A: Taxa de producédo de CH4 (ml/ton) ao longo do tempo de experimento (dias) para a amostra MPA sob
condicdes seca e Umida.
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Figura 7B: Taxa de producéo de CH4 (ml/ton) ao longo do tempo de experimento (dias) para a amostra MPB sob

condicdes seca e Umida.
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Figura 7C: Taxa de produc¢édo de CH4 (ml/ton) ao longo do tempo de experimento (dias) para a amostra MPC sob
condi¢Bes seca e umida.



6.3.3. Avaliacao da influéncia da presenca de agua na geracao de CO,

A &gua mostrou-se como um fator condicionante fundamental na geracdo de CO, no
experimento, visto que as concentracdes nas amostras mantidas sob condi¢cdes Umidas superaram
em até 4 escalas de grandeza as concentracdes de amostras mantidas sob condi¢cdes secas
(Figuras 8A, 8B e 8C). Houve um crescimento gradual geral das concentracées em todos 0s casos
analisados, confirmando uma continuidade da geracdo de gases, jA observada na avaliagdo da
geracéo de CHj,.

Para todos os experimentos, a producdo de CO, na auséncia de 4gua teve um crescimento
gradual, com média anual de aproximadamente 1500 ml de CO, por tonelada de material
biodegradado para condi¢des secas e 1900 ml/ton de CO, para condi¢des na presenca de agua.
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Figura 8A: Taxa de producédo de CO, (ml/ton) ao longo do tempo de experimento (dias) para a amostra MPA sob

condicdes seca e Umida.
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Figura 8B: Taxa de producédo de CO, (ml/ton) ao longo do tempo de experimento (dias) para a amostra MPB sob

condicdes seca e Umida

26



C Taxa de Producdo de CO2
6,0E+04
B}
4
C 4,0E+04 _ -
5 E I
€
2,0E+04 ~ _
0,0E+00 =
0 50 100 150 200 250 300 350
(dias)
MPC hum e MPC sec

Figura 8C: Taxa de produgéo de CO; (ml/ton) ao longo do tempo de experimento (dias) para a amostra MPC sob

condi¢Bes seca e umida

6.3.4. Avaliacao das concentracdes de sulfato na geracéo de CH,

De acordo com os resultados dos experimentos de incubacdo com diferentes teores de
sulfato (0%, 0,5%, 2%, 5% em massa), foram elaborados graficos para concentracdes de CH, e
CO, obtidas.

Observando as Figuras 9A, 9B, 9C, 9D, nas quais sao relacionadas as taxas de producdo
de metano ao longo do tempo, para diferentes concentragfes de sulfato utilizadas para as
incubacdes (0%, 0,5%, 2% e 5%), é possivel observar uma tendéncia geral de crescimento na
producdo para todos os experimentos e amostras, o que indica que o sulfato, para as dadas
concentracdes, ndo seria um fator inibidor da producdo. Além disso, nota-se uma variagdo muito
pequena dessa producdo para diferentes teores de sulfato utilizados, sendo que para duas
amostras (Bof e MPC) houve maior producdo em incubagbes com 5% de sulfato em massa,
enguanto que para as outras duas amostras (IP-03-R2 e MPB) ocorreu o contrario, com menores
producdes para esse mesmo teor. O grafico da Figura 10 foi elaborado de forma a se buscar um
esclarecimento sobre a influéncia de diferentes teores de sulfato na producéo biogénica de gases.

A partir dos dados obtidos nesses experimentos, pode-se estimar uma média anual de
producdo de aproximadamente 110 ml/ton de CH,4 para concentracfes estudadas, partir de uma

tonelada de material biodegradado.
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Figura 19A: Comparacéo das taxas de producdo de CH4 (ml/ton) vs Tempo (dias) de cada teor de sulfato utilizado para
as diferentes amostras estudadas.
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Figura 9B: Comparagé&o das taxas de producdo de CH4 (ml/ton) vs Tempo (dias) de cada teor de sulfato utilizado para as
diferentes amostras estudadas.
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Figura 9C: Comparacéo das taxas de producao de CH4 (ml/ton) vs Tempo (dias) de cada teor de sulfato utilizado para as

diferentes amostras estudadas.
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Figura 9D: Comparacao das taxas de producéo de CH4 (ml/ton) vs Tempo (dias) de cada teor de sulfato utilizado para as

diferentes amostras estudadas.
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Figura 10: Concentragcdes maximas de CH4 (ml/ton) obtidas para cada amostra, de acordo com o teor de sulfato utilizado

na preparagdo das incubagdes.

6.3.5. Avaliagédo das concentracdes de sulfato na geracdo de CO,

A partir da observacdo dos graficos gerados para avaliagdo das concentracdes de CO,
obtidas ao longo do tempo (Figuras 11A, 11B, 11C e 11D), pode-se notar uma evolugéo crescente
gradual nas concentracdes de CO,, o que indica que a presenc¢a do sulfato também ndo atua
inibindo esse processo gerador.

Novamente pode-se notar a inexisténcia de um padrdo de influéncia que relacione os
diferentes teores de sulfato analisados (0%, 0,5%, 2% e 5%) com as taxas de producgédo de CO,
nos experimentos (Figura 12), confirmando a independéncia das concentragfes de sulfato na
geracao de gases nas dadas condi¢Oes, para arenitos asfalticos.

A partir dos dados, pode-se estimar uma producdo média, a partir da biodegradacao de 1
tonelada de material, de aproximadamente 2,2 E> ml de CO, na auséncia de sulfato (0%), 2,5 E°
litros para concentracées de 0,5% e 2% e de cerca de 2,8 E°> ml de CO, na presenca de teores de
5% de sulfato em massa. Tais médias e suas pequenas variagbes confirmam que o sulfato

também nao seria um fator de influéncia determinante nos experimentos.
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Figuras 11A: Comparacgéao das taxas de producao de CO; (ml/ton) vs Tempo (dias) de cada teor de sulfato utilizado para

as diferentes amostras estudadas.
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Figuras 11B: Comparacgéao das taxas de producao de CO; (ml/ton) vs Tempo (dias) de cada teor de sulfato utilizado para
as diferentes amostras estudadas.
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Figuras 11C: Comparacao das taxas de producédo de CO, (ml/ton) vs Tempo (dias) de cada teor de sulfato utilizado para

as diferentes amostras estudadas.
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Figuras 11D: Comparacao das taxas de producéo de CO, (ml/ton) vs Tempo (dias) de cada teor de sulfato utilizado para

as diferentes amostras estudadas.
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Figura 12: Concentra¢Bes maximas de CO; (ml/ton) obtidas para cada amostra, de acordo com o teor de sulfato utilizado

na preparagéo das incubagoes.

6.4 Anédlise de correlacdo e coeficiente de correlagdo de Pearson para CH, e CO,

Foram elaborados gréaficos de dispersdo, com correspondentes linhas de tendéncia e R?,
para avaliar o grau de correlagdo entre a geracdo de CH, e CO,, a partir dos resultados obtidos
nos experimentos, bem como seu comportamento em relacdo a mediana. Também foi realizado o

célculo dos Coeficientes de Pearson (r) para cada amostra estudada (Tabela 5), de forma a

compreender a dependéncia entre as duas matrizes.

6.4.1. Experimento para avaliacdo da influéncia da agua

Para o primeiro experimento, foram gerados gréaficos de correlacdo entre as producdes de
CH,4 e CO; para as amostras, em condi¢des secas (Figura 13) e umidas (Figura 14).0s valores de

R2, sdo maiores que 0,6, no geral, para ambas as condi¢cdes seca e Umida. Os coeficientes de

correlacéo de Pearson calculados (Tabela 5) para a geragédo dos gases variaram entre 0,78 e 0,98.
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Tabela 5 : Coeficientes de correlagédo de Pearson (r) obtidos para as amostras analisadas, ao término do experimento.

Amostra r

MPA sec | 0,887788
MPA hum | 0,779673
MPB sec | 0,986987
MPB hum | 0,877651
MPC sec | 0,946981
MPC hum | 0,941948

CO, (ml/ton)

Grafico de correlagéo
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R2=0,7882

A MPB sec
R2=0,9741

uMPC sec
R2=0,8968
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40
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Figura 13: Grafico de disperséo e linhas de tendéncia entre as concentracdes obtidas de CH4e CO- ao longo dos

CO, (ml/ton)

experimentos para as amostras analisadas sob condi¢Bes secas.
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Figura 14: Gréfico de disperséo e linhas de tendéncia entre as concentracdes obtidas de CH4 e CO; ao longo dos

experimentos para as amostras analisadas sob condi¢cdes umidas.
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6.4.2. Experimento para avaliacdo da influéncia do sulfato

Para o caso dos experimentos desenvolvidos sob diferentes condicbes de sulfato, os
coeficientes de correlagdo de Pearson calculados (Tabela 6) para a geracdo dos gases (CH; e
CO,) foram, no geral, maiores do que 0,87, indicando que o CO, seja possivelmente um
subproduto ou associado a geragdo do CH,.

Em relac@o aos graficos, conforme Figuras 15A, 15B, 15C e 15D, pode-se definir uma
dependéncia e alta correlacdo entre essa producéo de gases, uma vez que os valores de R2 sdo
maiores que 0,79, no geral.

Tabela 6: Coeficientes de Pearson (r) obtidos para as amostras analisadas, ao término do experimento:

Amostra Teor r

0% 0,967
0,50% 0,953

BOF
2% 0,981
5,00% 0,963
0% 0,967
0,50% 0,927

IP-03-R2

2% 0,958
5,00% 0,958
0% 0,871
0,50% 0,967

MPB
2% 0,971
5,00% 0,889
0% 0,980
0,50% 0,963

MPC
2% 0,965
5,00% 0,953
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Figura 15A: Grafico de disperséo e linhas de tendéncia entre as concentracdes obtidas de CH4 e CO; ao longo dos
experimentos para as amostras (Bof) analisadas sob diferentes concentragfes de sulfato.
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Figura 15B: Gréfico de disperséo e linhas de tendéncia entre as concentracdes obtidas de CH4 e CO, ao longo dos

experimentos para as amostras (IP-03-R2) analisadas sob diferentes concentragfes de sulfato.
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Figura 15C: Gréfico de dispersao e linhas de tendéncia entre as concentra¢fes obtidas de CH4 e CO; ao longo dos
experimentos para as amostras (MPB) analisadas sob diferentes concentracdes de sulfato.
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Figura 15D: Grafico de disperséo e linhas de tendéncia entre as concentra¢bes obtidas de CH4 e CO; ao longo dos

experimentos para as amostras (MPC) analisadas sob diferentes concentragfes de sulfato.

6.5. Resultado das analises isotdpicas

Resultados da assinatura isotépica do "*C do carbono do CO, e CH,, obtidos a partir dos
experimentos (Tabela 7), foram plotados no gréafico adaptado de Milkov (2011), que correlaciona
caracteristicas isotdpicas dos gases a campos de origem determinados (Figura 16). A area de

resultados isotOpicos obtidos esta totalmente inserida no campo da geracdo termogénica de

gases.
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Tabela 7: Resultados das andlises da assinatura isotépica do &'*C para o CO, e CH4 obtidos nos experimentos

de incubacé&o sob condi¢des Umidas.

AMOSTRA CO,8"C CH,8"C Unidade
MPB_hum -24,63 -48,92 %oPDB
MPC_hum -23,74 -50,56 %oPDB
40
30 1 SECUNDARY
MICROBIAL GAS
20
GETR
s
2 01 co
i REDuc?rlon,.r'ﬂ
)
gbo '\Q-(}'
01 o i
c'(J"‘ g I
-20 {
-30 1 THERMOGENIC
-40 T
-70 -60 -50 -40 -30

5"C of CH, (%)
Figura 16 : Diagrama de &13C do CH4 vs. 813C do CO;, com 0s campos genéticos relacionados e campo de resultados
obtidos (em preto). Modificado de Milkov (2011).

7. INTERPRETACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A auséncia de fluxo de CH,; e CO, através do solo, detectada com as analises de
cromatografia gasosa, se mostra interessante no sentido de que, uma vez que foi confirmada
producdo de gases ao longo do tempo nos experimentos de incubagdo, esses gases seriam
possivelmente consumidos no solo. Esse consumo poderia ser associado a reagfes bioquimicas,
sendo os gases oxidados por acdo de microorganismos metanotréficos e carbonotroficos (Nesbit
et al., 1992) ou ainda adsorvidos na matriz mineral e confinados nos espacos porosos
intergranulares. De acordo com a literatura, apenas um grupo seleto de solos € associado a
emissdo de CH,4, como solos de arrozais, de turfa (Sundh et al, 1995) e aterros sanitarios (Whalen
et al., 1990), enquanto a maioria € considerada sumidouro, onde predomina a metanotrofia em

detrimento da metanogénese.
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A partir dos resultados de cromatografia obtidos, pode-se confirmar, primeiramente, a
influéncia positiva da agua no processo de biodegradacéo de petréleo, uma vez que, as geracdes
de CH,4 e CO,, principalmente no inicio dos experimentos, foram superiores em condi¢des umidas,
em detrimento das secas. A correlacdo positiva obtida, entre metanogénese e umidade, pode ser
associada ao papel da agua em reacdes de hidrélise, transporte de nutrientes e outras fungdes
catalisadoras para o processo de metanogénese (Reinhart, 1997).

Em relagéo ao sulfato, a partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o composto ndo
exerceu um papel fundamental na metanogénese a partir do processo de biodegradacdo de
petréleo acumulado em arenitos. Sendo assim, considera-se que o crescimento observado nos
experimentos seria independente da concentracdo de sulfato, sendo considerada a possibilidade
de existéncia de outros fatores controladores desse processo. Esse é um dado interessante, uma
vez que estudos anteriores, como o de Oremland (1988) e Harada (1994), afirmam que a
influéncia de sulfato no processo de biodegradacdo de compostos hidrocarbonetos, sob condicbes
anaerdbicas, é de reducdo na producao de metano.

No entanto, seria interessante para estudos futuros o desenvolvimento de mais
experimentos, avaliando diferentes concentra¢des e buscando uma rotina laboratorial de modo a
garantir a reacdo do sulfato com o meio. De acordo com Colleran et al. (1995), o sulfato se faz
como um aceptor de elétrons para bactérias sulfato redutoras em ambientes onde ha a
degradacédo anaerdbica de compostos organicos. Sendo assim, a reducao de sulfato é associada a
uma acidificacdo do meio, na presenca de matéria organica (Reis et al., 1991). Uma vez que,
dado que o pH se manteve inalterado ao longo desse estudo, 0 mesmo pode nao ter reagido com
0 meio em reac¢des de acidificacdo.

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos, pode-se realizar uma estimativa de volume
total de CH, que seria anualmente produzido a partir da biodegradacédo de petréleo em escala
local, considerando-se as dimensdes e caracteristicas da area de estudo, conforme Thomaz Filho
(1982). Conforme o autor, a area de ocorréncia dos arenitos asfalticos é de cerca de 0,4 km2, com
uma espessura de 0,08 km, totalizando um volume de 0,032 km3 (Thomaz Filho, 1982). A
densidade média usada para a estimativa no presente estudo foi calculada em laboratério a partir
das amostras de arenito coletadas em campo, com valores préximos de 1,8 g/ml. Por fim, foi
considerado um teor de 6leo em peso de 5,5 % (Thomaz Filho, 1982) para célculo do volume total
de 6leo da &rea em questao (cerca de 906 milhdes de litros).

Assim, o célculo baseia-se no volume de ocorréncia é estimada de 5,7 milhdes de barris
de petréleo para a localidade de Anhembi (Thomaz Filho, 1982), considerando uma massa total de
aproximadamente 57 milhdes de toneladas de arenitos asfélticos. A partir disso, bem como de uma

producdo anual média sob condi¢bes que seriam naturalmente Umidas, sujeitas a precipitagdo
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metedrica, dada suas profundidades rasas, e a presenca de corpos hidricos subterraneos, essa
producdo seria estimada em cerca de 17 ml de CH, por tonelada de material biodegradado,
conforme experimentos realizados, o que resultaria em um valor de geragdo de aproximadamente
9,5 E’ ml de CH,4 por ano apenas na localidade de Anhembi.

E importante ressaltar que esse valor seria apenas uma aproximacéo e que poderia estar
superestimado, uma vez que considera condigbes Umidas que ndo seriam, necessariamente,
naturalmente homogéneas, estando suscetiveis a variagdes climaticas e sazonais, por exemplo.

Esses valores de producdo podem parecer pouco relevantes em um primeiro cenario, se
comparados a taxas de emissdo de CH, e CO, a partir de sistemas petroliferos reportadas por
Etiope e Klusman (2002), cujos valores sdo da ordem de cerca de 600 Mt/ano. No entanto, o
conhecimento e caracterizacdo de fontes de contribuicdo biogénica na geracdo de CH, (e CO,
como subproduto) tém uma importancia fundamental na compreensao do budget desses gases a
nivel global.

Em relag@o aos coeficientes de correlacdo, conclui-se que ha uma possivel dependéncia
entre a produgdo de CH, e CO, ao longo de todo o experimento, visto que os valores de
coeficientes de correlagdo obtidos foram significativamente elevados. Os coeficientes de
correlagdo de Pearson calculados indicam uma possivel correlacdo positiva entre a geracdo de
CO, e CH,, porém deve-se levar em conta a possibilidade de atuag&o simultdnea de processos
independentes e microorganismos diferentes na geracdo desses gases, dando a falsa impressao
de correlacéo.

Assim, uma possibilidade seria que o CO, parece ser resultado da metanogénese,
associado a um sub-produto da geracdo de CH,; Outra possibilidade seria a ocorréncia de
oxidacdo anaerGbia do metano nos experimentos de incubacdo, gerando CO, em escalas
elevadas (Madigan et al., 2016). Isso também seria associado ao enriquecimento de 3C,
explicando a assinatura isotépica mais pesada dos gases obtida nas analises realizadas
(Kotelnikova, 2002; Whiticar, 1999).

Essa assinatura isotopica pesada dos gases biogénicos gerados durante os experimentos
de incubacéo realizados, a qual seria, a primeira vista, discordante dos padrfes de resultados
esperados e definidos em Milkov (2011), ja estd prevista e descrita na literatura, podendo ser
associada a alguns fatores de influéncia possiveis. Dentre esses fatores, pode-se considerar a
oxidagdo anoxica do metano (Kotelnikova, 2002), o enriquecimento prévio em isétopos pesados do
conteudo organico biodegradado (Whiticar, 1999), ou ainda mistura de gases de outras fontes que
poderiam estar adsorvidos na matriz mineralégica das amostras analisadas (Whiticar, 1999).

A partir dessa variada gama de fatores influentes na assinatura isotopica do CH, e CO,,

(Whiticar, 1999; Milkov, 2007), pode-se inferir que assinaturas isotépicas do metano gerado a partir
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de campos de petréleo, sozinhas, podem ser equivocadas em termos de indicacdo de processos
de origem (Jones, 2008), o que confere um carater de uso restrito do método para essa finalidade,
devendo-se fazer um uso restrito e criterioso do mesmo, a fim de se evitar interpretagdes erroneas.

Assim, o0s resultados das andlises isotopicas abrem uma ampla discussdo de
caracterizacdo da assinatura isotépica de gases e sua correlacdo com diferentes origens. A
assinatura isotépica pesada do carbono do CH, e CO, obtidos poderia ser associada a variados
fatores de influéncia, sendo necesséria a realizacdo de outras andlises isotdpicas, como &D, de
experimentos para compreensdo do fator de enriquecimento isotdépico e de experimentos
analogos, como a utilizacdo de inibidores de atividade microbiana, tais como o acido 2-
brometanossulfénico, BES (Jones et al., 2008) e molibdato de sédio (Sherry et al., 2013), para se
ter um controle negativo da geracado biogénica de gases.

Por fim, a partir das taxas de producdo de gases obtidas, pode-se estimar uma geragao
anual de cerca de 95 mil litros de CH, apenas na area de estudo. E importante considerar que a
area usada para calculo é restrita e a extensdo da Formacdo Piramboia com acumulacdes de
petroleo, caso estudado, é de propor¢cdes bem maiores. Essas dimensdes, associadas ao fator do
tempo geoldgico, que atua ha escala de milhdes de anos, podem significar volumes muito maiores
de gases gerados, impactando ndo s6 no meio ambiente, com possiveis emissbes de gases de
efeito estufa em reservatorios em contato direto com a atmosfera, mas também na geracéo de
acumulacdes de gas natural, em um cendrio de recursos energéticos.

Além disso, ha casos de reservatorios analogos de petréleo ao redor do mundo, como as
reservas provadas nos chamados tar sands do Canadd e Venezuela. Essas acumulagdes de
petroleo também estariam submetidas a processos de biodegradacdo, consideradas suas
particularidades e especificidades, o que aumenta a relevancia desse impacto na geracédo de

gases a nivel global.
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8. CONCLUSOES

O presente estudo apresenta como contribuicdo cientifica a caracterizagdo da geragéo de
CO, e CH, a partir da biodegradacéo de petroleo de arenitos asfalticos da Formacao Piramboia, da
Bacia do Parana, bem como a avaliacdo da agua e sulfato como fatores de influéncia nos
experimentos realizados.

Pode-se concluir que, embora nédo tenha sido definida a existéncia de emissbes desses
gases para a atmosfera através do solo, ha uma producdo em subsuperficie com taxas
consideraveis, quantificadas pelos experimentos e com uma média anual de cerca de 17 ml de
CH,4 e 19 litros de CO, por tonelada de material biodegradado, sob condicBes na presenca de
agua, tendo esta sido elencada como um fator catalisador fundamental no processo.

Esses dados de producdo podem ser integrados com outros estudos similares realizados,
de forma a se ter uma visdo mais ampla de como esses processos atuam em diferentes
reservatorios, como em Bertassoli et al. (2016), onde foi feita avaliacdo da geracdo de gases de
origem biogénica a partir de folhelhos de diferentes unidades da Bacia do Parana, obtendo-se
taxas de geracdo de CH,de 17 ml/ted e de 2.45 x 103 ml/tsd para CO,, sob condi¢bes secas, com
producdes até 50% e 151% maiores para condi¢cdes umidas, para CH, e CO,, respectivamente.

Assumindo a existéncia de outros reservatoérios de petréleo analogos ao redor do mundo e
o fator do tempo geoldgico na escala de milhdes de anos, pode-se estimar um grande volume de
gases que seria gerado e acumulado ao longo do tempo, o que poderia ter um grande reflexo tanto
no cenario energético de formacdo de reservas de gas natural, quanto no cenario ambiental de
emissdo de gases para a atmosfera e contribuicdo para o efeito estufa, em escala global. No
entanto, deve-se atentar para condicbes especificas de cada caso quando na extrapolagcédo dos
resultados obtidos nos experimentos aqui realizados, de forma a se evitar estimativas enviesadas.

Outra contribuicdo interessante diz respeito a melhor compreenséao da influéncia do sulfato
no processo de biodegradacdo de arenitos asfalticos, uma vez que, embora estivesse
anteriormente descrito na literatura que a presenca desse composto poderia causar uma reducao
das taxas de biodegradagédo (Oremland, 1988; Jones et al., 2008; Gray et al., 2010), esse efeito
néo foi observado nos resultados dos experimentos realizados, para as condi¢des e concentragdes
utilizadas, tendo sido aqui definida a independéncia do sulfato nos resultados obtidos.

No entanto, vale ressaltar que poderia ser interessante a realizacdo de novos estudos com
outras concentragBes de sulfato e maiores intervalos de tempo de analises para reavaliagdo de
sua influéncia no processo, ou ainda, avaliacdo de outros pardmetros e nutrientes que poderiam

influenciar, como temperatura, nitratos, S e Ca, por exemplo (Almeida, 2018). Também seria
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interessante a avaliacdo da influéncia de outros tipos de sulfatos, como o sulfato de sédio
(Na;S0,), com diferentes reatividades, que podem gerar resultados diferentes nos experimentos.

Em relacdo aos resultados isotopicos obtidos, pode-se concluir que é um método analitico
que deve ser utilizado com critério, havendo a necessidade de se descrever minuciosamente 0s
parametros de definicdo da origem dos gases a partir de suas assinaturas isotdpicas, uma vez que
h& diversos fatores de influéncia do carater isotopico do CH, e CO, (Milkov, 2007), podendo-se
chegar a conclusdes errbneas se baseadas em classificac6es genéricas.
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