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RESUMO

LAGUARDIA, Clara Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Procariotos redutores de sulfato em amostras associadas a petroleo: diversidade e
susceptibilidade a biocida quimico. Orientador: Cynthia Canédo da Silva. Coorientadores:
Déborah Romaskevis Gomes Lopes e Sérgio Oliveira de Paula.

Os Procariotos Redutores de Sulfato (PRS) compdem um grupo diversificado de
microrganismos capazes de reduzir sulfato, produzindo sulfeto de hidrogénio (H,S), um géas
toxico e explosivo. Este grupo microbiano estd associado a biocorrosdo de superficies
metdlicas, intensificada pela atividade bacteriana resultante da formacdo de biofilmes,
causando prejuizos ambientais e econdmicos em diversas industrias, como a industria
petrolifera. Assim, a presenca e atividade desses microrganismos ¢ um problema relevante,
tornando o monitoramento e controle populacional essencial. Para o controle microbiano, os
biocidas sdo a principal estratégia. Esses produtos quimicos s@o aplicados em protocolos
preventivos ou corretivos, visando a eliminacdo de comunidades sésseis e planctonicas.
Também € interessante prevenir a entrada e o desenvolvimento de PRS no sistema usando
membranas de dessulfatacdo. O conhecimento da diversidade da comunidade, além do
isolamento e identificacdo dos microrganismos que o compdem, € necessirio para uma
melhor caracterizacdo do grupo e das comunidades em que estd inserido. Portanto, este
trabalho teve como objetivo analisar a diversidade de amostras de membranas de
dessulfatagdo da dgua do mar, bem como o isolamento e identificacdo taxondmica de PRS
dessas amostras, sendo ambas as andlises direcionadas ao gene 16S rRNA. Além disso, foi
avaliada a eficiéncia dos tratamentos corretivo e preventivo em comunidades planctonicas e
sésseis de dguas de produgdo. Para isso, o método do Numero Mais Provével, recomendado
pela NACE International, e métodos independentes de cultivo foram aplicados: PCR digital,
citometria de fluxo, quantificacdo de ATP e titulagdo potenciométrica de sulfeto de
hidrogénio. Na andlise da diversidade da membrana de dessulfatacdo, 31 filos, 56 classes, 124
ordens, 188 familias e 298 géneros foram observados, com abundancia variada entre as
diferentes amostras, que também apresentaram diversidade e dominancia varidveis. Foram
obtidos 23 isolados pertencentes ao filo Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria. Assim, foi
possivel caracterizar a comunidades de membranas de dessulfatacdo, ainda sendo necessarios
mais estudos para caracterizacdo dos isolados. Em relagcdo ao monitoramento de comunidades
de dgua de producdo tratadas com THPS, um efeito prolongado foi observado para aplicagdao

preventiva do quimico, com o desenvolvimento da comunidade apds o sétimo dia. Enquanto



isso, no tratamento corretivo, foram observados efeitos pontuais de reducdo, principalmente
entre os dias 5 e 7. Em geral, o tratamento preventivo apresentou maior eficiéncia, mas a acao
quimica foi direcionada para a comunidade planctonica em ambos os tratamentos. Quanto as
diferentes metodologias de monitoramento, foi possivel perceber respostas mais uniformes e
consistentes com o que se esperava na quantificacdo de atividade metabdlica (ATP e sulfeto
de hidrogénio). Assim, os resultados deste estudo seriam bem complementados com andlises
da diversidade e sucessdao dessas comunidades, esclarecendo mudangas que ocorreram na
comunidade durante os tratamentos. Quanto ao monitoramento, metodologias baseadas na
atividade metabdlica foram mais apropriadas para o propdsito e seria interessante analisar

conjuntos de amostras maiores para confirmar a aplicabilidade dessas técnicas.

Palavras-chave: PRS. Monitoramento microbiolégico. Membrana de dessulfatacio. Agua de

producdo.



ABSTRACT

LAGUARDIA, Clara Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2022.
Sulfate-reducing prokaryotes in petroleum associated samples: diversity and
susceptibility to chemical biocide. Advisor: Cynthia Canédo da Silva. Co-advisors: Déborah
Romaskevis Gomes Lopes and Sérgio Oliveira de Paula.

Sulfate Reducing Prokaryotes (SRP) comprises a diverse group of microorganisms capable of
reducing sulfate, producing hydrogen sulfide (H2S), a toxic and explosive gas. This microbial
group is associated with the biocorrosion of metallic surfaces, intensified by localized
bacterial activity resulting from the formation of biofilms, causing environmental and
economic damage to several industries, such as the oil industry. Thus, the presence and
activity of these microorganisms is a relevant problem, making monitoring and population
control essential. For microbial control, biocides are the main strategy. These chemicals are
applied in preventive or corrective protocols, aiming at the elimination of planktonic and
sessile communities. It is also interesting to prevent the entry and development of SRP in the
system using desulfation membranes. The knowledge of the diversity of the community, in
addition to the isolation and identification of microorganisms that compose it, is necessary for
a better characterization of the group and the communities in which it is inserted. Therefore,
this work aimed to analyze the diversity of seawater desulfation membrane samples®, as well
as the isolation and taxonomic identification of SRP from these samples, both analyses
directed to the 16S rRNA gene. In addition, the efficiency of corrective and preventive
chemical treatment in planktonic and sessile communities of production waters was evaluated.
For this, the Most Probable Number method, recommended by NACE International, and
cultivation-independent methods were applied: digital PCR, flow cytometry, ATP
quantification and potentiometric titration of hydrogen sulfide. In the diversity analysis of the
desulfation membrane, 31 phyla, 56 classes, 124 orders, 188 families and 298 genera were
observed, with varied abundance among the different samples, which also presented variable
diversity and dominance. Twenty-three isolates belonging to the phyla Bacteroidetes,
Firmicutes and Proteobacteria were obtained. Thus, it was possible to characterize the
desulfation membrane communities, requiring further studies to characterize the isolates. In
the monitoring of production water communities treated with THPS, a prolonged effect was
observed for preventive application of the chemical, with community development starting
after the seventh day. Meanwhile, in the corrective treatment, punctual reduction effects were

observed, mainly between days 5 and 7. In general, the preventive treatment showed greater



efficiency, but the chemical action were directed to the planktonic community in both
treatments. As for the different monitoring methodologies‘, it was possible to notice responses
more uniform and consistent with what was expected in the quantification of metabolic
activity (ATP and hydrogen sulfide). Thus, the results of this study would be well
complemented with analysis of diversity and succession of these communities, clarifying the
changes that occurred in the community during the treatments. As for monitoring,
methodologies based on metabolic activity were more appropriate for the purpose, and it is

interesting to analyze larger sample sets to confirm the applicability of these techniques.

Keywords: SRP. Microbial monitoring. Desulfation membrane. Production water.
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Introducao geral

Procariotos Redutores de Sulfato (PRS) compdem um grupo de organismos anaerdbios
estritos caracterizados pela capacidade de utilizar o sulfato como aceptor final de elétrons,
seja pela via dissimilativa, em que é produzido e excretado sulfeto de hidrogénio, ou pela via
assimilativa, em que sulfeto € incorporado a moléculas orginicas, como os aminodcidos
(Figura 1) (POSTGATE, 1965). Apesar do baixo rendimento energético da metabolizagcdo do
sulfato, jd que esse aceptor apresenta baixo potencial de reducio e gasto energético extra para

sua ativacdo, os PRS sdo um grupo extenso, diverso e ubiquo (HAMILTON, 1983, 1985;
PFENNIG; WIDDEL; TRUPER, 1981; RABUS et al., 2015).

|_Sulfate |
arp Lo -
ATP sulfurylase (Sat) Sat
2Pi <— PPi 2Pi <— PPi
Adenosine 5'- Adenosine 5'-
phosphosulfate (APS) phosphosulfate (APS)
ATP adenylyl sulfate kinase
CysC
ADP (CysC) -
3'-Phosphoadenosine 5'- T\ APS
phosphosulfate (PAPS) AMpe—"] reductase
Thioredoxingey (AprAB)
PAPS reductase (CysH)
Thioredoxing, ¥

NADPH o Fg Assimilatory e Dissimilatory sulfite
X sulfite reductase reductase
NARE 8 Fdor; i i DsrAB/ DsrC

O-acetylserine sulfhydrylase
\ 2

I Cysteine I

Figura 1: Vias de reducdo assimilativa e dissimilativa de sulfato, evidenciando os compostos, enzimas e
respectivos genes envolvidos. Na primeira, o sulfato absorvido pelas células é incorporado ao metabolismo por
meio dos aminodcidos; na segunda, o sulfato € transformado em sulfeto de hidrogénio, excretado pelas células.
Adaptado de Chandra er al (2020).

A etapa adicional de ativagdo do sulfato ocorre no inicio da sua metaboliza¢do pela
producao de adenosina 5’-fosfosulfato (APS), com gasto de uma molécula de ATP (RABUS
et al., 2015). Essa etapa de ativacdo afeta a taxa de crescimento desses organismos, ja que
apenas cerca de 10% do substrato consumido € direcionado ao aumento de massa celular
(CORD-RUWISCH; KLEINITZ; WIDDEL, 1987; PFENNIG; WIDDEL; TRUPER, 1981;
PLUGGE et al., 2011). Ap6s a ativacdo em APS, o sulfato segue pela via de reducdo, em que
parte do enxofre é reabsorvida pelos microrganismos para incorporagdo em macromoléculas,

7z

enquanto a outra parte é utilizada para producdo de sulfeto de hidrogénio (H,S), um dos
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N

agentes problemdticos relacionados a existéncia desses organismos em diversos ambientes
(Figura 1) (PLUGGE et al., 2011; RABUS et al., 2015). Ademais, apesar do nome do grupo,
sdo relatados organismos que podem utilizar outros aceptores finais de elétrons em condi¢des
de escassez de sulfato MUYZER; STAMS, 2008; PLUGGE et al., 2011).

No que diz respeito as fontes de carbono, os PRS sdo capazes de utilizar diversos
compostos organicos, como dcidos graxos, dlcoois e compostos aromaticos. Apesar da
variedade, o lactato parece ser o composto mais utilizado (HUSSAIN et al.,, 2016;
KLEIKEMPER et al., 2002). Quanto a utiliza¢do de carbono, esse grupo pode ser ainda
dividido em dois subgrupos: aqueles que realizam degradacdo incompleta da fonte de
carbono, produzindo acetato, e os que a degradam completamente, utilizando o acetato como
substrato e produzindo didxido de carbono (MUYZER; STAMS, 2008). Existem, ainda,
relatos de PRS capazes de realizar metabolismo autotréfico a partir de didxido de carbono
(HAO, 2003; RABUS et al., 2015). A fonte de carbono utilizada influencia diretamente no
biofilme formado por esse grupo. Apesar de ndao serem relatadas alteragdes bruscas na
composi¢do quimica, na estrutura do biofilme ou na sua biomassa, a composicdo e a
diversidade da comunidade sdo significativamente alteradas (DOS SANTOS, 2019).

A variedade metabdlica do grupo é fator determinante para sua ubiquidade, sendo
encontrados em ambientes de escassez ou auséncia de oxigénio, terrestres ou marinhos, com
caracteristicas ambientais distintas, sendo possivel encontrd-los até em ambientes com
caréncia de sulfato (PLUGGE et al., 2011; VIGNERON et al., 2018). Apesar de serem
majoritariamente mesofilicos e neutrofilos, existem relatos desses organismos em locais de
caracteristicas fisico-quimicas extremas (MUYZER; STAMS, 2008; PLUGGE et al., 2011).
Além disso, € preciso considerar que a variedade metabdlica é um fator que reflete na
diversidade taxon6mica do grupo, o que justifica a dificuldade de monitoramento e controle
desses microrganismos (HUSSAIN et al., 2016; RABUS et al., 2015).

O principal método empregado no estudo da diversidade de PRS é o uso de marcadores
moleculares, com destaque para o gene que codifica a subunidade 16S do RNA ribossomal
(RNAr), usado no estudo de bactérias em geral, e para os genes dsrAB, que codificam a
enzima sulfito redutase, que atua na reacdo final da via de reducdo de sulfato (MUYZER;
STAMS, 2008; RABUS et al., 2015; VIGNERON et al., 2018). Na literatura sdo relatados
mais de 60 géneros contendo representantes dos PRS, agrupados em cinco filos de bactérias e
dois de arqueas. Dentre os géneros bacterianos, se destacam, pelo nimero de representantes,

Desulfovibrio e Desulfotomaculum (HUSSAIN et al., 2016; RABUS et al., 2015).
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Andlises do gene dsrB, apontam o registro de mais de 100 mil OTUs (operating
taxonomic units) em nivel de espécie relacionadas ao gene da reducdo de sulfato. Porém,
destaca-se que, devido aos organismos que possuem o gene dsrB, mas ndo reduzem sulfato
ativamente, o nimero total de organismos que realizam esse processo pode ser superestimado
(RABUS et al., 2015; VIGNERON et al., 2018). Além disso, existem relatos de apenas 240
espécies cultivadas, representando menos de 0,2% dos organismos redutores de sulfato até o
presente momento. As limitacdes para isolamento e manuteng¢do in vitro dos organismos
desse grupo estdo relacionadas a coloniza¢do de locais extremos e ndo explorados cujas
caracteristicas dificilmente sdo reproduzidas artificialmente. Ainda € interessante destacar a
ndo deteccdo de espécies ubiquas, sugerindo a especializagdo de comunidades de acordo com
o local colonizado (RABUS et al., 2015; VIGNERON et al., 2018).

A formacgdo dessas comunidades especializadas € desencadeada pelo contexto em que
estdo inseridas, sendo afetada tanto por fatores ambientais, como disponibilidade de
nutrientes, pH e temperatura, quanto por fatores sociais, ou seja, 0s outros microrganismos
que compdem essa comunidade e as diversas relagdes sociais estabelecidas entre os seus
membros. As relacdes entre os microrganismos se estabelecem tanto intra-, quanto
interespécies e podem ser benéficas aos envolvidos, por disponibilizar produtos metabdlicos
que servem de nutrientes ou tornar o ambiente mais andxico; ou maléficas, pela disputa por
nutrientes e producdo de metabdlitos téxicos (CELIKER; GORE, 2013; FLEMMING;
WUERTZ, 2019; R@DER et al., 2020).

A acdo desempenhada pelos PRS pode ser favoravel a comunidade em que eles estdo
inseridos. Por exemplo, em ambientes contaminados com metais esses organismos podem ser
uteis na biorremediacdo; em ambientes em que a presenca de enxofre for indesejada e as
condi¢des de oxigenagcdo forem apropriadas serdo uteis na remocdo do composto, sem
producdo de sulfeto de hidrogénio adicional, enquanto nos ambientes marinhos, os PRS
podem ser responsdveis pela formacdo de biofilmes, que tornam desenvolvimento de sua
comunidade mais propicio (MUYZER; STAMS, 2008; PLUGGE et al, 2011;
ZARASVAND; RAI 2014).

Biofilmes sdo conceituados como comunidades microbianas aderidas a uma superficie ou
uma interface, nas quais as células se encontram inseridas em uma matriz extracelular (COS
et al., 2010). A matriz extracelular, também chamada de exopolissacarideo (EPS), apresenta
composi¢do complexa, contendo compostos inorganicos relacionados ao local de colonizagao,

nutrientes e diversos metabodlitos celulares, como proteinas de adesdao e DNA extracelular. A
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quantidade e propor¢do desses compostos sdo varidveis e determinadas pelos microrganismos
da comunidade, ja que cada organismo apresenta padrdes proprios de producdo de matriz
extracelular. O actimulo dessas substancias aliado as interacdes quimicas, eletrostdticas e
hidrofébicas s@o os responsdveis pela formagao da estrutura dos biofilmes, sendo influenciada
por condicdes ambientais e interacdes bacterianas (ALBUQUERQUE; ANDRADE; NEVES,
2014; MAUNDERS; WELCH, 2017; SCOFFIELD; WU, 2019).

A formacdo do biofilme € um processo sequencial em que, inicialmente, células se
deslocam préximo a superficie, encontrando um local propicio para se aderirem e iniciar o
desenvolvimento da matriz extracelular (Figura 2). Essa fase depende das caracteristicas
fisico-quimicas do meio e a adesdo por intermédio de estruturas celulares, e ainda €
reversivel. Em seguida, as células se aderem de maneira mais intensa a superficie, iniciando a
producdo de componentes da matriz, que substituirdo as estruturas celulares na adesdo a
superficie. A matriz se acumula e se desenvolve ao redor as células, formando a estrutura
basica do biofilme (BROWN; TURNER, 2019; COS et al., 2010; MAUNDERS; WELCH,
2017). Durante seu desenvolvimento, compostos captados do ambiente, como nutrientes, dgua
e oxigénio, se acumulam na periferia devido a dificuldade de difusdo pela matriz. Assim, os
organismos se direcionam a regides com condi¢des mais propicias ao seu desenvolvimento,
resultando na estratificacdo da comunidade (DRAGOS et al., 2019; STOODLEY et al., 2002).

Desta forma, além de disponibilizar condi¢des apropriadas para o desenvolvimento da
comunidade, o biofilme proporciona protecao as células, funcionando como uma barreira
fisica, além de reduzir a difusdo de compostos nocivos a elas. Algumas células assumem
estado de dorméncia ao adotarem a forma de biofilmes, o que também contribui para a menor
susceptibilidade aos efeitos ambientais e compostos quimicos (BAS; KRAMER; STOPAR,
2017; COS et al., 2010). Além disso, a proximidade das células permite a transferéncia
horizontal de genes, possibilitando um melhor desenvolvimento da comunidade, e a
ocorréncia de uma comunica¢do celular efetiva pelo mecanismo de quorum-sensing,
controlando a comunidade como uma unidade (ALBUQUERQUE; ANDRADE; NEVES,
2014; DONLAN, 2002). Quando o biofilme atinge o estidgio de maturagdo, com matriz bem
desenvolvida e aderida, inicia-se a fase de dispersdo, em que células individualizadas ou
fragmentos do biofilme se desprendem da estrutura principal, se direcionando para a
colonizacdo de outros locais e desenvolvimento de novas estruturas de biofilme (BROWN;

TURNER, 2019; COS et al., 2010; MAUNDERS; WELCH, 2017).
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Figura 2: Ciclo de formacao e dispersao de biofilmes. O processo é sequencial, sendo dividido em quatro etapas
principais — adesdo inicial, desenvolvimento, maturacdo e dispersdo. Adaptado de Koo ez al (2017).

A presenga de PRS e outros microrganismos capazes de formar biofilmes sdo causa de
grande preocupacdo na industria petrolifera devido a capacidade de colonizacdo e adesdo a
superficies, acarretando o entupimento de tubulacdes e a corrosdo de estruturas metdlicas. A
corrosdo influenciada microbiologicamente (MIC, na sigla em inglés de microbiologically
influenced corrosion) ocorre por ag¢do do metabolismo celular na superficie metalica,
causando sérios danos as estruturas (ALBUQUERQUE; ANDRADE; NEVES, 2014;
ZARASVAND; RAI 2014).

A MIC pode se dar por dois mecanismos distintos: EMIC (corrosado elétrica influenciada
microbiologicamente) x CMIC (corrosdo quimica influenciada microbiologicamente) (Figura
3). A primeira alternativa é também conhecida como corrosdo direta. Nesse caso, o ferro da
superficie metdlica € utilizado como doador de elétrons para as reacdes metabdlicas
envolvendo hidrogénio e sulfato, que culminam na formacao de sulfeto de hidrogénio (H,S).

Ja no segundo mecanismo, a corrosdo acontece por acdo do H,S produzido durante o
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metabolismo celular. Essa espécie quimica propicia a oxidacdo da superficie metdlica,
liberando hidrogénio para ser usado em reacdes metabdlicas. Em ambos os casos pode ser
observada a formacao de precipitado de sulfeto de ferro (FeS), sendo que na CMIC essa

reacdo ¢ mais imediata (BROWN; TURNER, 2019; ENNING; GARRELFS, 2014).

EMIC CMIC
so, (CH,0 sO.
v v
(CH,0) S0,

Figura 3: Comparagdo dos mecanismos de EMIC e CMIC. No primeiro, a acdo se da por acdo direta do
metabolismo celular, que retira fons ferro da estrutura metilica. Enquanto isso, no segundo mecanismo, um
produto metabdlico (H,S) € o principal envolvido, ocasionando a formacdo de precipitados de sulfeto de ferro
(FeS). Adaptado de Enning e Garrelfs (2014).

No ambiente da industria petrolifera, além dos compostos usualmente encontrados na
matriz dos biofilmes, essa também apresenta grande quantidade de produtos de corrosdo e
quantidade significativa de calcdrio e areia (ALBUQUERQUE; ANDRADE; NEVES, 2014;
BROWN; TURNER, 2019; LITTLE et al., 2020). Esses biofilmes apresentam grande
diversidade microbiana em sua composi¢do, unindo organismos com diferentes caracteristicas
nutricionais e fisioldgicas, tornando a estrutura bastante complexa (SANDERS; STURMAN,
2005). Ainda, destaca-se a presenca predominante de organismos fermentativos, redutores de
sulfato e de ferro, e metanogénicos (ALBUQUERQUE; ANDRADE; NEVES, 2014;
BROWN; TURNER, 2019; LITTLE et al., 2020). A presenca de PRS nesse contexto acarreta
problemas adicionais, resultantes da sua capacidade de producdo de altos niveis de H,S, que
influencia nas taxas de corrosdo, na producdo e precipitacdo de compostos insoliveis e
acarreta problemas de biosseguranga nas plataformas de exploragdo, por ser um gas toxico e
explosivo (BROWN; TURNER, 2019; KORENBLUM et al., 2013; LITTLE et al., 2020;
SENTHILMURUGAN et al., 2019).

Desta forma, o estabelecimento desses microrganismos e, consequentemente, a formagao

de biofilmes em ambientes associados a produgdo e a exploragdo de petrdleo estdo associados
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a prejuizos para inddstria petroleira que ja ultrapassam US$ 2,5 trilhdes, o que correspondia a
aproximadamente 3,4% do PIB mundial em 2013. Esse valor compreende os custos para
reparacao de danos causados em estruturas metdlicas e, principalmente, os gastos relacionados
ao controle das populacdes de PRS (PROCOPIO, 2020).

Diferentes técnicas podem ser empregadas para o controle populacional bacteriano, como
por exemplo, o emprego de unidades de remocao de sulfato (URS) baseadas em membranas
de dessulfatacdo — que visam retirar o sulfato da dgua a ser injetada nos pocos para
recuperagao de 6leo — e biocidas — que atuam na supressao do crescimento ou da atividade
microbiana por meio de diferentes mecanismos e amplo espectro de acdo (ARAUJO et al.,
2013; HUPSEL et al., 2020). Em ambos os casos, € interessante caracterizar a comunidade
microbiana presente nas amostras antes do tratamento, visando uma maior eficiéncia na
remog¢do dos microrganismos e biofilmes, e depois do tratamento, para avaliar sua real
efetividade e necessidade de novas intervencdes (BALDONI-ANDREY et al., 2015;
CAVALCANTI, 2001).

Dessa forma, nesse trabalho avaliamos a diversidade de microrganismos nas
comunidades provenientes de sistemas de dessulfatacao de 4gua do mar inseridos em industria
petrolifera, através de andlise de amostras frescas e enriquecidas em diferentes meios de
cultivo e de isolamento bacteriano dessas mesmas amostras. Além disso, também construimos
microcosmos a partir de amostras de dgua de producdo para monitorar o crescimento
microbiano dos PRS por meio de diferentes técnicas e avaliar a efetividade de tratamentos
com biocida quimico. Esses estudos possibilitam o avanco do conhecimento acerca desse
ambiente e desse grupo que, apesar de bastante estudado, ainda apresenta diversas lacunas. Os
resultados desse trabalho permitirdo a otimizagdo de tratamentos aplicados para controle de

comunidades microbianas e o avango das técnicas de monitoramento microbioldgico.
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CAPITULO 1 - DIVERSIDADE BACTERIANA EM SISTEMA DE
DESSULFATACAO DE AGUA DO MAR DA INDUSTRIA PETROLIFERA

1. Introducao

A extracdo de petréleo depende diretamente da pressao interna do reservatdrio, no entanto
ao longo do tempo de exploracdo, a pressdo decai naturalmente e deve ser reestabelecida a
partir da injecdo de fluido aquoso no sistema. O fluido de injecdo utilizado deve ser
quimicamente compativel com o meio e ndo apresentar s6lidos em suspensio para que esse
processo ndo acarrete prejuizos adicionais a inddstria. Uma opcao de fluido ja estabelecido € a
dgua do mar, devido a sua alta disponibilidade e a salinidade compativel ao sistema (BADER,
2007; HUPSEL et al., 2020).

Apesar da ampla utilizagdo, existem problemas associados a aplicagdo da dgua do mar
como fluido de injecdo dentre os quais se destaca a presenca de sdlidos em suspensdo e
sulfato em sua composi¢do, o que contribui para a precipitacdo de sais insoldveis e
crescimento microbiano (HUPSEL et al., 2020). Para contornar essas adversidades a opc¢do
mais eficiente e com custos de instalacdo e manutencdo relativamente baixos € a filtracdo da
dgua em membranas de nano filtracdo anteriormente a entrada no sistema. Esse processo
promove a filtracdo seletiva de compostos orgéanicos e inorganicos de alto peso molecular,
enquanto permitem a passagem de ifons monovalentes, cooperando para a manuten¢do da
salinidade da dgua do mar (BAILLIE, 2009; DA SILVA et al., 2015; HILAL et al., 2004).

As membranas de nano filtracio empregadas para a dessulfatacio de dgua do mar se
apresentam em configuracdo espiralada (Figura 1) e estdo inseridas em um sistema de
tratamento complexo, que inclui etapas de pré-tratamento, bombas de injecdo e desaeradores,
chamado Unidade de Remoc¢do de Sulfato (URS). O tratamento completo visa a obtencdo de
um filtrado com caracteristicas mais apropriadas a injecio (HUPSEL et al., 2020;
MOHANTY; PURKAIT, 2011). As membranas sdo fabricadas a partir de diferentes
polimeros, apresentando poros de cerca de 1 nm e carga superficial varidvel. Assim, o
mecanismo de filtracdo se baseia tanto na exclusdo molecular quanto nas interagdes
eletrostaticas entre a membrana e as moléculas do filtrado (BOCZKOWSKI; ERIKSSON;
SIMIONATO, 2015; MOHAMMAD et al., 2015).
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Figura 4: Estrutura de membrana de nano filtracdo para dessulfatacdo de d4gua do mar. A membrana se apresenta
em configuracio espiralada, visando o aumento da eficiéncia do processo de filtragdo e remog¢do de sulfato e
compostos orgadnicos e inorganicos de maior peso molecular. O fluxo da 4gua injetada apresenta sentido
perpendicular ao da espiral da membrana (setas brancas), enquanto o filtrado dessulfatado apresenta sentido

semelhante ao da espiral (seta cinza pontilhada). Adaptado de Mohanty e Purkait (2011).

A utilizac@o sucessiva dessas membranas resulta em perda da capacidade filtrante devido
a formacgdo de incrustacdes pelo acumulo de sais em sua superficie, assim como pela
obstru¢do de poros devido a formagdo de biofilme pelos microrganismos presentes
naturalmente no ambiente marinho e que sdo retidos pelo sistema (HILAL et al., 2004;
MOHAMMAD et al., 2015). Para solucionar essas limitacdes € possivel modificar a
superficie da membrana visando a reducdo da sua afinidade com os sais e as células, ou
aplicar quimicos, que devem ser usados em dosagens e periodicidade determinadas,
promovendo um resultado eficaz e evitando o desgaste excessivo das membranas
(KOCHKODAN; HILAL, 2015; KOO et al., 2017; MOHAMMAD et al., 2015).

O conhecimento da comunidade microbiana, bem como o isolamento de microrganismos
das membranas de dessulfatacdo da dgua do mar possibilita a exploragdo da microbiota e da

sua ecologia com a perspectiva de melhoria dos tratamentos aplicados e o estabelecimento de

novos produtos quimicos para o controle dos biofilmes microbianos.

2. Objetivos
2.1 Objetivos gerais

Analisar e comparar a diversidade bacteriana de amostras de membrana de

dessulfatacdo de 4gua do mar antes e apds enriquecimento em diferentes meios de cultivo,
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determinando as condi¢des de enriquecimento que resultam em uma comunidade mais
semelhante a da amostra fresca, além de isolar e identificar taxonomicamente PRS a partir

de amostras de sistema de dessulfatacdo de d4gua do mar.

2.2 Objetivos especificos

e C(Cultivar a amostra de membrana de dessulfatacio em diferentes meios de
enriquecimento durante um e seis meses;

e Extrair DNA de amostras frescas de membrana de dessulfatacdo de 4gua do mar e
apo6s o enriquecimento em diferentes meios;

e Sequenciar amostras de DNA de membrana enriquecidas e nio enriquecidas para
andlise da diversidade bacteriana;

e [solar PRS de amostras provenientes de sistema de dessulfatacdo de 4gua do mar;

e Extrair o DNA e sequenciar o gene 16S RNAr de isolados obtidos de amostras de
membrana de dessulfatacdo de dgua do mar;

e Identificar os isolados obtidos da membrana com base no sequenciamento parcial

do gene 16S RNAr.

3. Material e Métodos

3.1  Anailise da diversidade bacteriana das membranas de dessulfatacao

3.1.1 Cultivo e enriquecimento das culturas

A partir de uma membrana de dessulfatacdo de d4gua do mar foram feitos recortes de 100
cm” (10 cm x 10 cm) de cada porcdo (entrada e saida), abrangendo trés camadas de sua
estrutura. O biofilme presente na superficie dessas porgdes foi solubilizado em solugdo salina
redutora (3,5 % de sal e 0,124 g/L de tioglicolato de sodio). Aliquotas da suspensao celular de
cada amostra foram reservadas para extracdo de DNA referente a amostra fresca, enquanto
outras aliquotas das mesmas por¢des foram inoculadas em meios de enriquecimento, onde
foram incubadas por 30 dias e seis meses a 30 °C (Tabela 1), quando foram obtidas novas
aliquotas para extragdo de DNA e avaliacdo das comunidades enriquecidas. Os meios
utilizados para enriquecimento, visando a comunidade de PRS, foram: Postgate E, para PRS;

BANHT, para bactérias anaerdbias totais; e BFHT, para bactérias anaerébias facultativas.
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Tabela 1 — Identificacio das amostras do sistema de dessulfatacio de agua do mar. As
siglas apresentadas serdo usadas para referéncia as respectivas amostras nos resultados.

Amostra Sigla
Entrada da membrana fresca EF
Saida da membrana fresca SF
Entrada da membrana enriquecida por um més em meio Postgate E EIP
Saida da membrana enriquecida por um més em meio Postgate E S1P
Entrada da membrana enriquecida por um més em meio BANHT EIBAN
Saida da membrana enriquecida por um més em meio BANHT SIBAN
Entrada da membrana enriquecida por um més em meio BFHT E1BF
Saida da membrana enriquecida por um més em meio BFHT S1BF
Entrada da membrana enriquecida por seis meses em meio Postgate E E6P
Saida da membrana enriquecida por seis meses em meio Postgate E S6P
Entrada da membrana enriquecida por seis meses em meio BANHT E6BAN
Saida da membrana enriquecida por seis meses em meio BANHT S6BAN
Entrada da membrana enriquecida por seis meses em meio BFHT E6BF
Saida da membrana enriquecida por seis meses em meio BFHT S6BF

O meio Postgate E, por litro, consiste em 0,5 g de KH,PO4, 1,0 g de NH4CI, 1,0 g de
Na,;SOy, 1,0 g de CaCl, « 2 H,0, 1,83 g de MgCl, « 6 H,0, 0,1 g de CcHgOg, 1,0 g de extrato
de levedura, 0,5 g de FeSO4+ 7 H,0, 1,9 g dgar, 7,0 mL de lactato de sédio (50% p/v) e 4 mL
de solugdo 0,025% p/v de resazurina. O meio foi preparado com dgua do mar natural e o pH
ajustado para 7,6. Apds envase anaerébio e esterilizacio em autoclave, o meio foi
suplementado com 1% (v/v) do volume final de solu¢do de tioglicolato de sédio (12,4 g/L).

O meio BANHT, por litro, consiste em 5,0 g de glicose, 4,0 g de peptona universal, 1,0 g
de extrato de levedura e 4 mL de solucdo 0, 025% p/v de resazurina. O meio foi preparado
com agua do mar natural e o pH ajustado para 7,6. O meio de cultura foi preparado sob
agitacdo e purga constante de nitrogénio e a esterilizacdo foi feita em autoclave. Em seguida,
o meio de cultura € suplementado com solugdo de tioglicolato de sodio (12,4 g/L) com
volume correspondente a 1% (v/v) do volume final.

O meio BFHT, por litro, consiste em 1,0 g de glicose, 5,0 g de peptona, 1,0 g de extrato de

levedura e 4 mL de solucdo 0,025% (m/v) de resazurina. Além disso, 0,1 g de citrato de ferro
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foram solubilizados separadamente e adicionado ao meio apds o resfriamento. O meio foi

preparado com dgua do mar natural e o pH ajustado para 7,6.

3.1.2 Extraciao de DNA das comunidades microbianas

Uma aliquota de 20 mL da amostra fresca, assim como aliquotas dos trés meios de
enriquecimento nos tempos de 1 e 6 meses, foi centrifugada a 6000 g por 10 minutos e o
pellet foi lavado duas vezes com tampao SET (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8 e 1 mM
EDTA) e ressuspendido em 500 uL do mesmo. Os pellets ressuspendidos foram usados para
iniciar o protocolo de extracdo descrito por Silva e colaboradores (2010). Cada amostra foi
tratada com 50 pL de lisozima (GE Health Care®) na concentracio de 100 mg/mL e incubada
a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente foram adicionados 25 pL de proteinase K (Sigma®)
10 mg/mL e 100 pL de SDS 10 % (m/v) e a amostra foi incubada por 60 minutos a 60 °C. Na
sequéncia, foram realizados trés ciclos de freeze-thaw (2 minutos em nitrogénio liquido e 2
minutos a 65°C em cada ciclo). Entdo, foi adicionado igual volume de fenol saturado (pH 8) e
os tubos foram agitados vigorosamente por 30 minutos. Apds centrifugacdo a 12000 g por 5
minutos, a fase aquosa foi recuperada em um novo tubo, onde foi adicionado igual volume de
cloroférmio:élcool isoamilico (24:1). Apds 30 minutos de agitagdo vigorosa, foi repetida a
centrifugacdo anterior. Novamente a fase aquosa foi recuperada em um novo tubo e nele
foram adicionados 0,1 volume de NaCl 5 M e um volume de isopropanol gelado. Os tubos
foram centrifugados a 12000 g por 20 minutos e o pellet foi lavado com etanol 70 % (v/v)
gelado e deixado para secar. O DNA foi ressuspendido em 100 pL de agua ultrapura
autoclavada, quantificado usando espectrofotdmetro NanoDrop'™ 2000 (ThermoFisher

Scientific, Waltham, Estados Unidos) e visualizado em gel de agarose 1,0 % (m/v).

3.1.3 Sequenciamento de DNA das comunidades microbianas e analise de dados

O DNA extraido de cada amostra foi liofilizado e enviado para sequenciamento das
regides hipervaridveis V3 e V4 do gene 16S do RNA ribossomal, com o par de primers 341F
(5’-CCTAYGGGRBGCASCAG-3’) e 806R (5-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3’) na
empresa Novogene (https://en.novogene.com, Beijing, China) pela plataforma Illumina
MiSeq. Os dados obtidos foram processados por meio do pacote dada2 versdo 1.16.0 no
software R versao 1.4.1106. As sequéncias foram filtradas e trimadas, os contigs foram
montados, e as quimeras foram removidas. As amplicon sequence variant (ASVs) foram

definidas com base no banco de dados Silva, em sua versao 138.1 (https://www.arb-silva.de/).
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As andlises de diversidade e multivariada foram realizadas utilizando o pacote mctoolsr
versdao 0.1.1.2 no software R versdo 1.4.1106 e o software Past 3. A andlise de predi¢dao
funcional foi realizada utilizando o software FAPROTAX 1.1 e a comparagcdo entre as

comunidades frescas e enriquecidas foi realizada no jvenn (BARDOU et al., 2014).

3.2  Isolamento bacteriano e identificacao taxonomica

3.2.1 Cultivo bacteriano

Um recorte de 100 cm® (10 cm x 10 cm) de trés camadas da membrana de dessulfatacao
de 4gua do mar, nas por¢des de entrada e saida, foi utilizado e o biofilme presente nessa
por¢do foi solubilizado em meio Postgate E adaptado (sem ferro e sem agar), preparado em
condi¢des anaerdbias. Em seguida, essas culturas foram plaqueadas em meio Postgate E
solido contendo ferro pelo método de spread-plate. A partir dessas placas incubadas e
repiques sucessivos em estrias simples e compostas foi realizado o isolamento das diferentes
colOnias. As colonias isoladas foram transferidas para tubos Hungate contendo 9 mL de meio
Postgate E adaptado (sem ferro e sem dgar) para cultivo continuo.

Uma amostra de rejeito do sistema de dessulfatacio, que consiste no residuo da filtragdo
da dgua do mar, também foi utilizada para isolamento bacteriano. O rejeito foi filtrado em
membrana 0,22 pM e as células retidas foram solubilizadas em meio Postgate E adaptado
(sem ferro e sem dgar). Uma aliquota de 0,1 mL da suspensdo foi plaqueada pelo método de
spread-plate em meio Postgate E sélido, com ferro. A partir de sucessivos repiques, colonias
isoladas foram obtidas e transferidas para tubos Hungate contendo 9 mL de meio Postgate E

adaptado (sem ferro e sem dgar) para cultivo continuo.

3.2.2 Extracao de DNA dos isolados

Os isolados obtidos das amostras do sistema de dessulfatacdo de d4gua do mar tiveram seu
DNA extraido de acordo com o protocolo descrito por Pospiech e Neumann (1995).
Inicialmente, a cultura foi centrifugada a 6000 g por 10 minutos e lavada com tampao SET
(100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI pH 8 e 1 mM EDTA) por duas vezes, sendo o pellet
ressuspendido em 500 pL do mesmo tampao. Em seguida, foram adicionados 5 pL de
lisozima (GE Health Care®) em concentra¢io de 100 mg/mL. Os tubos foram incubados a 37
°C por 30 minutos, ¢ em seguida foram adicionados 0,1 volume de SDS 10 % (m/v) do
volume de SDS 10 % e 25 pL de proteinase K (Sigma®) 10 mg/mL e os tubos foram
incubados novamente a 60 °C por 1 hora. Foi acrescentado igual volume de cloroférmio e os

tubos foram homogeneizados por 30 minutos a temperatura ambiente. Os tubos foram
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centrifugados por 10 minutos a 12000 g e o sobrenadante foi recolhido em novo tubo, onde
foi adicionado um volume de isopropanol e um terco do volume de NaCl SM. A solucdo foi
homogeneizada e centrifugada novamente a 12000 g por 10 minutos. Apds repetir a
centrifugacdo anterior, o pellet foi lavado com etanol 70 % (v/v) gelado. Depois de o DNA
estar seco, foi ressuspendido em volume apropriado de dgua destilada autoclavada. O DNA
extraido passou por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) para confirmar sua integridade e,

por ultimo, foi quantificado em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Massachusetts - USA).

3.2.3 Sequenciamento e identificacio taxonémica dos isolados

O DNA extraido dos isolados foi amplificado por PCR com os primers 10F e 1100R
(LANE et al., 1991) homodlogos para regidoes conservadas do gene codificante da subunidade
16S do RNA ribossomal (RNAr). Para uma reagcdo com volume total de 25 uL, foram
adicionados 2,5 pL de tampao 2X, 2 uL. de MgCl, (25 mM), 0,5 pL de cada primer (20 uM),
0,5 uL. de ANTP (10 mM), 0,25 pL de enzima GoTaq® Flexi DNA Polimerase (5,0 U/uL)
(Promega, USA), 2 uL de DNA bacteriano (50 ng/uL) e 4gua mili-Q autoclavada para
completar o volume. A amplificacio foi realizada em termociclador C100 Touch (BIO-RAD,
Hercules - USA), usando o seguinte programa: 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 1
minuto, 59 °C por 25 segundos e 72°C por 1 minuto; em seguida, uma etapa de extensao final
de 72 °C por 5 minutos. A amplificacdo do gene de interesse na PCR foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) e quantificados no Qubit 4 (Invitrogen, Carlsbad -
USA), para que fossem diluidos na concentragdo apropriada do sequenciamento. Os produtos
de PCR obtidos foram enviados ao Instituto René Rachou (Fiocruz Minas) para
sequenciamento pelo método de Sanger.

As sequéncias obtidas foram analisadas pelo software DNA Baser Assembler (Heracle
BioSoft S.R.L., Romania) para montagem dos contigs, que foram comparados a sequéncias
armazenadas na base de dados “nucleotide collection nr/nt” do NCBI
(http://’www.ncbi.nlm.nih.gov). Os resultados obtidos para cada sequéncia de isolado foram
ordenados de acordo com a identidade entre as sequéncias, em ordem decrescente, e foram
analisados os 100 primeiros resultados.

A identificacdo taxondOmica foi realizada por comparagdo com as sequéncias de DNA
selecionadas na etapa anterior e que estivessem depositadas no GenBank
(http://’www.ncbi.nlm.nih.gov) elou no  RDP  (Ribosomal  Database  Project

(http://rdp.cme.msu.edu)). A éarvore filogenética foi construida usando o software MEGA X e
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foi aplicado o método de Neighbour-Joining com bootstrap de 1000 e método de substituicdo

Kimura 2 pardmetros, em que sdo consideradas transicdes e transversoes.

4. Resultados

4.1 Diversidade bacteriana no sistema de dessulfatacao de agua do mar

Os fragmentos do gene 16S RNAr gerados a partir das diferentes amostras avaliadas
foram associados a um total de 5976 ASVs, agrupadas em 26 filos, 50 classes, 122 ordens,
188 familias e 298 géneros (Figura 2). Ao analisar os filos relacionados as amostras frescas e
enriquecidas, € possivel observar a presenca uninime de Bacteroidota, Firmicutes,
Proteobacteria e Synergistota (Figura 2A). Bacteroidota e Firmicutes se mostraram mais
abundantes em SF e S1BAN, respectivamente, e Proteobacteria foi observado em maior
numero em EF. O filo Actinobacteriota esteve ausente em amostras de BFHT e Postgate E e
apresentou abundancia destacada em EIBAN. Foi possivel observar a presenca de
Thermotoga nas amostras enriquecidas por seis meses nos meios BANHT e Postgate E
(E6BAN, E6P, S6BAN, S6P), sendo maior a abundancia na entrada da membrana (E6BAN e
E6P). Chloroflexi e Desulfobacterota ndo foram observados nas amostras enriquecidas por
seis meses no meio BFHT (E6BF e S6BF), mas foram os mais abundantes nas amostras de
entrada enriquecidas por seis meses em BANHT e Postgate E (E6BAN e E6P).

No nivel de classe (Figura 2B) foi observada a presenca de nove das mais abundantes em
todas as amostras, sendo elas: Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Anaerolineae, Bacilli,
Bacteroidia, Clostridia, Desulfovibrionia, Gammaproeobacteria e Synergistia. Para o nivel de
ordem (Figura 2C), nove das mais abundantes foram presentes em todas as amostras:
Bacteroidales, Caulobacterales, Clostridiales, Flavobacteriales, Peptostreptococcales-
Tissierellales, Petrotogales, Rhizobiales, Rhodobacterales e Synergistales. No nivel de familia
(Figura 2D), apenas quatro das mais abundantes nio foram observadas em todas as amostras,
sendo elas Geopsychrobacteraceae, Petrotogaceae, Propionibacteraceae e Sneathiellaceae.

Na andlise de géneros (Figura 2E), observa-se uma maior variagdo entre as amostras.
Quatro géneros foram observados em todas as amostras, sendo eles: Anaerophaga,
Dethiosulfatibacter, Dethiosulfovibrio e Paramaledivibacter. Nas amostras frescas, foi
observada a presenca de Desulfuromusa apenas na saida da membrana (SF), além da maior
abundancia de Dethiosulfovibrio e Nitratireductor nessa mesma amostra e da maior
abundancia de Sneathiella na amostra de entrada da membrana (EF). O género Desulfuromusa

também estava presente em ambas as amostras enriquecidas por um més no meio BFHT
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(E1BF e S1BF) e na de entrada enriquecida por um més no meio Postgate E (E1P), com

abundancia reduzida na dltima. Além disso, a grande abundancia de Nesiotobacter na amostra

de entrada em meio BFHT enriquecida por seis meses (E6BF) também se destaca.
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Figura 2: Abundancia relativa dos diferentes tdxons de microrganismos presentes nas amostras frescas da

entrada e saida de membrana de dessulfatacdo de dgua do mar e enriquecidas em meios de cultura por um e seis

meses. Para cada taxon foram representados os 15 mais abundantes e os restantes foram agrupados em “Other”.

A) Filo. B) Classe. C) Ordem. D) Familia. E) Género.
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No que diz respeito ao grupo dos PRS, foco de maior interesse nesse trabalho, foram
encontrados diversos géneros pertencentes ao grupo, como Desulfitibacter, Desulfocella,
Desulfobulbus e Sulfitobacter. Fusibacter foi encontrado em todas as amostras analisadas,
enquanto Desulfovibrio estava presente em amostras de todos os meios de enriquecimento.
Além disso, Desulfobulbus e Desulfuromusa estavam presentes nas amostras enriquecidas e
Dethiosulfatibacter e Dethiosulfovibrio foram observados em todas as amostras analisadas. A
representatividade dos PRS em relacdo a comunidade total variou entre 0,57 % e 29,93 % nas
diferentes amostras analisadas, sendo a menor porcentagem referente a amostra de saida

enriquecida por um més em meio BANHT e a maior correspondente a amostra de saida

enriquecida por seis meses em meio Postgate E (Tabela 2).

Tabela 2 — Representatividade da populacao de PRS em relacio a comunidade total.

Amostra Representatividade de PRS (%)
EF 1,12
SF 2,57

E1P 28,38
S1P 10,78
E1BAN 1,20
SIBAN 0,57
EIBF 20,60
S1BF 5,57
E6P 14,08
S6P 29,93
E6BAN 15,02
S6BAN 19,71
E6BF 2,76
S6BF 11,53

Na andlise de predicao funcional (Figura 3), foram observadas oito diferentes funcodes
relacionadas ao metabolismo de enxofre, com destaque para a respiracdo de compostos de
enxofre e de tiossulfato, observadas em todas as amostras analisadas. Além dessas fungdes, a
respiracdo de sulfato foi observada em ambas as amostras frescas e nas amostras de

enriquecimento em meio Postgate E. As amostras de entrada também apresentam, com
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unanimidade, essas fun¢des ja citadas. Para o meio Postgate E, em ambos os tempos de
enriquecimento, foi observado aumento de abundancia das funcdes de respiracdo e reducdo
das de oxidacdo. De maneira geral, houve predominincia das fun¢des de respiracdo sobre as
de oxidacdo e as alteracdes de abundancia das fungdes ndo apresentou nenhum padrdo claro

em relacdo ao meio ou tempo de cultivo utilizado no enriquecimento.

m Oxidacédo de compostos de enxofre

m Oxidacéo de sulfito

m Oxidagao de enxofre

m Oxidacdo de tiossulfato

m Respiragio de compostos de
enxofre

m Respiragdo de sulfato

= Respiragao de sulfito

= Respiragdo de tiossulfato

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Abundéancia relativa de ASVs (%)

Figura 3: Abundancia relativa de ASVs relacionadas a funcdes do metabolismo de enxofre em andlise de

predicdo funcional.

Uma visdo mais geral da andlise de predi¢do funcional (Figura 4) demonstrou oito fungdes
metabolicas principais relacionadas nas amostras analisadas. Degradacdo de hidrocarbonetos,
quimioheterotrofia, fermentacdo e metabolismo de sulfato foram funcdes relacionadas a todas
as amostras analisadas. Nas amostras frescas, apenas a acetogénese estava ausente, enquanto
as amostras enriquecidas por um més apresentavam apenas as fungdes observadas em todas as
amostras como unanimes € as amostras enriquecidas por seis meses demostraram, o
metabolismo de metano, além das fungdes ja citadas como presentes em todas as amostras. A
quimioheterotrofia foi a fun¢do predominante em todas as amostras, com excecao da amostra
de saida enriquecida por seis meses em meio BFHT (S6BF), que apresentou o metabolismo
de sulfato como funcdo de maior destaque. Enquanto isso, a acetogénese foi a de menor
abundancia em todas as amostras analisadas.

Essa andlise evidenciou a perda de determinadas fungdes presentes nas amostras frescas

em razdo da especializagdo da comunidade devido ao enriquecimento da amostra, como o
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metabolismo de metano e nitrogénio nas amostras de entrada cultivadas por um més nos
meios Postgate E e BFHT. Outras fungdes, como a degradacdo de hidrocarbonetos e a
oxidacdo de hidrogénio, foram reduzidas nas amostras enriquecidas, mas nao chegaram a ser
perdidas. Além disso, o enriquecimento originou aumento de abundancia de determinadas

funcgdes, como € o caso do metabolismo de sulfato nas amostras enriquecidas em Postgate E.

S6BF

E6BF
= Ouimi )
S6BAN Quimioheterotrofia

E6BAN ® Fermentago

S6P
® Metabolismo de metano

E6P

S1BF B Metabolismo de nitrogénio

EIBF H Acetogénese

SIBAN
® Oxidagdo de hidrogénio
EIBAN

S1P Metabolismo de sulfato
ElP Degradagao de hidrocarbonetos
SF

EF

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Abundincia relativa de ASVs (%)

Figura 4: Abundancia relativa de ASVs relacionadas a funcdes metabdlicas gerais em andlise de predi¢do

funcional.

Em relacdo aos indices de diversidade, Shannon apresentou média de 3,38 (Tabela 3). O
maior valor observado foi da amostra de entrada da membrana (EF - 4,49), seguido da
amostra de entrada enriquecida por seis meses em meio BANHT (E6BAN — 4,29) e da
amostra de saida enriquecida por um més em Postgate E (S1P — 4,19), as tinicas com valores
superiores a 4. O menor valor foi observado para a amostra de saida enriquecida por um més
em meio BANHT (S1BAN — 1,37), tnico valor de indice abaixo de 2.

Ao comparar as duas porgdes distintas da membrana, entrada e saida, ndo houve diferenca
significativa entre suas diversidades. Entre os diferentes meios de cultivo, BFHT e BANHT
(2,99 e 2,98, respectivamente) apresentaram diversidade reduzida em relacdo as amostras
frescas (4,21), mas que ndo diferem significativamente entre si, enquanto o meio Postgate E

ndo apresenta diferenca significativa em relacdo a nenhum dos dois conjuntos. Quanto ao
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tempo de enriquecimento, o conjunto de amostras enriquecidas por um més apresenta indice
de diversidade significativamente menor que as amostras frescas (3,09 e 4,21,
respectivamente), enquanto as amostras enriquecidas por seis meses, nao apresentam
diferencga significativa em relacdo a nenhum dos outros conjuntos.

As amostras apresentaram riqueza média de 380, sendo o minimo 214 — para SIBAN —e
o maximo 626 — para EF (Tabela 3). As amostras frescas apresentam maior riqueza que as
amostras enriquecidas nos diferentes meios de cultivo e ndo apresentam discrepancia entre as
porcdes de membrana (EF — 626 e SF — 592). Para as amostras enriquecidas, a0 comparar os
diferentes meios de cultivo, Postgate E, BFHT e BANHT apresentaram riquezas semelhante
(327, 343 e 354, respectivamente); em relacdo ao tempo de cultivo, as amostras enriquecidas
por um e seis meses apresentaram riqueza semelhante e menor que as amostras frescas (313,
369 e 609, respectivamente). Novamente, ndo foi observada diferenca significativa entre os
indices referentes as diferentes porcdoes da membrana analisadas.

No quesito riqueza esperada, representada pelo indice de Chao-1 (Tabela 3), o valor
médio foi de 417,7, sendo o maior 720,3 — para EF — e o menor 242,2 — para SIBAN. As
amostras frescas (693,7) apresentaram indice maior que as enriquecidas nos diferentes meios
(350,7 para Postgate E, 377,3 para BFHT e 387,1 para BANHT), sendo que esses nio
apresentaram diferencas significativas entre si, Em relacdo ao tempo de enriquecimento, ndo
houve diferenca entre um e seis meses (337,8 e 405,6, respectivamente), que apresentaram
indice mais baixo do que as amostras frescas (693,7). Novamente, ndo foi observada diferenca
entre as porcdes de entrada e saida da membrana analisada. E importante destacar que a
riqueza esperada foi maior que a observada para todas as amostras, mas as diferencas nao
foram muito altas, indicando boa cobertura da analise.

No que diz respeito a domindncia, de modo geral, os indices mostraram uma baixa
dominancia entre as populacdes, sendo a amostra SIBAN a de maior indice (0,52) (Tabela 3).
Opondo as amostras frescas as amostras enriquecidas, foi possivel notar que, apesar do
aumento dos indices para as amostras enriquecidas, apenas existe diferenca significativa entre
os meios de cultivo BANHT e Postgate E (0,22 e 0,07) Em relagdo ao tempo, ndo houve
diferencga entre os indices observados (0,181 para um més e 0,138 para seis meses), assim

como para as diferentes por¢cdes da membrana (0,12 para entrada e 0,17 para saida).
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Tabela 3 — Indices de diversidade de espécies de amostras frescas da entrada e saida de
membrana de dessulfatacdo de 4gua do mar e enriquecidas em meios de cultura por um e seis
meses.

Diversidade Dominincia
(Shannon) Riqueza (5) Chao-l (Simpson)

EF 4,49 626 720,30 0,03
SF 3,93 592 667,10 0,09
E1P 3,71 238 256,03 0,05
S1P 4,19 413 426,23 0,05
E1BAN 2,42 258 273,50 0,24
S1BAN 1,37 214 242,20 0,52
E1BF 3,60 374 416,27 0,08
S1BF 3,24 382 412,33 0,15
E6oP 3,92 321 362,20 0,05
S6P 3,13 336 358,43 0,13
E6BAN 4,29 486 533,67 0,04
S6BAN 3,86 460 499,03 0,07
E6BF 2,32 320 358,20 0,34
S6BF 2,79 294 322,37 0,20

A andlise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) usando o indice de
Bray-Curtis mostrou que a maioria das amostras apresentaram uma comunidade microbiana
particular (Figura 5). Observamos que as amostras enriquecidas por 6 meses apresentam
menor dissimilaridade entre si e o mesmo pode ser observado para as amostras frescas, EF e
SF. As amostras enriquecidas por um més se encontraram dispersas, mostrando maior
dissimilaridade entre as comunidades microbianas. As amostras se agruparam de acordo com
o tempo de enriquecimento, independente da origem da amostra (se entrada ou saida da
membrana) e do meio de enriquecimento. Dentre os diferentes meios de cultivo, as amostras

enriquecidas em meio BANHT apresentaram maior dissimilaridade das comunidades.
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Figura 5: Andlise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) usando indice de Bray-Curtis das
amostras frescas da entrada e saida de membrana de dessulfatacdo de dgua do mar e enriquecidas em meios de
cultura por um e seis meses. As amostras enriquecidas durante um més apresentaram alta dissimilaridade, se
encontrando dispersas horizontalmente, enquanto as amostras frescas apresentam baixa dissimilaridade,
formando um grupo bastante coeso, assim como as amostras enriquecidas por seis meses (em destaque nos

circulos cinza).

A andlise de composicao de cada amostra em nivel de género (Figura 6) evidenciou
que, apesar das diferencas demonstradas nos outros pardmetros analisados, existe grande
semelhanca entre ASVs encontradas. Ao contrapor os diferentes enriquecimentos as amostras
frescas correspondentes, a sobreposicdo varia entre 76,6 % e 100 %, sendo a menor referente
a amostra de saida enriquecida por seis meses em meio Postgate E e a maior compartilhada
pelas amostras de entrada enriquecidas por seis meses em meio Postgate E e BANHT e por

um més em meio BFHT e de saida enriquecidas por 6 meses em meio BANHT e BFHT.
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Figura 6: Diagramas de Venn referentes a comparag@o da composi¢do em nivel de género das comunidades das
amostras frescas e enriquecidas nos diferentes meios de cultivo utilizados nesse trabalho de A) entrada e B) saida

da membrana de dessulfatacdo de dgua do mar.

4.2  Isolamento bacteriano e identificacao dos isolados

Foram obtidos 23 isolados, dos quais 10 foram provenientes da amostra da porcdo da
entrada da membrana de dessulfatacdo, nove da amostra da saida da membrana e outros
quatro foram obtidos a partir da amostra do rejeito do sistema. Todos eles foram nomeados
com uma letra e um nimero, sendo a letra referente ao local de isolamento (M — membrana e
R —rejeito) e o nimero referente a ordem de isolamento.

A comparagdo das sequéncias do gene RNAr 16S proveniente dos isolados com as
existentes no banco de dados NCBI mostrou que os primeiros hits foram associados a
sequéncias de organismos ainda ndo cultivados e, portanto, ndo identificados, além de
sequéncias com identificacdo apenas de género. A andlise filogenética dos 23 isolados
mostrou a distribuicdo em trés filos, Firmicutes, Proteobacteria e Bacteroidetes, sendo que a

maioria foi afiliada a este dltimo (Figura 7).
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Figura 7: Arvore filogenética dos isolados provenientes das amostras de sistema de dessulfatacdo de dgua
do mar (membrana de dessulfatag¢@o e rejeito). Os cddigos apresentados entre parénteses indicam o niimero de
acesso das sequéncias da andlise nos bancos de dados utilizados. Os cédigos iniciados em S sdo ligados ao RDP
e indicam organismos tipo, enquanto os iniciados em outras letras sdo relacionados ao GenBank. O organismo

Thermoproteus uzoniensis foi utilizado como outgroup nessa andlise.
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Um grupo foi composto por organismos dos filos Firmicutes, Actinobacteria e
Proteobacteria. Nesse agrupamento, dois dos isolados (M18 e M19) estdo associados as
sequéncias do filo Firmicutes, sendo que M19 se encontra em um braco ligado diretamente a
Bacillus circulans (Figura 7). Outros seis isolados se mostraram mais proximos ao filo
Proteobacteria, sendo dois isolados (R1 e R2) relacionados ao género Thalassospira (classe
Alphaproteobacteria), quatro isolados (M3, M6, R3 e R4) relacionados a classe
Gammaproteobacteria, sendo M3 e M6 mais proximos do género Marinobacter, R3 mais
préximo do género Marinobacterium e R4 mais relacionado a Enterobacter.

Outro grupo, onde se encontra a maioria dos isolados, apresenta organismos pertencentes
ao filo Bacteroidetes. Dos quinze isolados relacionados a esse filo, M1 e M21 se mostraram
mais proximos aos organismos do género Maribellus, enquanto os outros treze se localizaram
proximos ao género Sunxiuginia, entretanto mostraram maior relagdo entre si do que com as
sequéncias desse género depositadas no banco de dados.

Os bootstraps foram varidveis e os valores mais baixos foram associados a bracos que
envolveram isolados e/ou sequéncias de organismos ndo cultivados. Porém, existiram bragos
que relacionam isolados e organismos identificados até género ou espécie com bootstrap de
80-100 %, como M19 com Bacillus circulans, R1 e R2 com o género Thalassospira, R4 com
o género Enterobacter, R3 com o género Marinobacterium, M3 com Marinobacter

hydrocarbonoclasticus e M1 e M21 com Maribellus comscasis.

S. Discussao

As membranas de dessulfatacio sdo topico frequente de estudo em outras dreas do
conhecimento, como na avalia¢do de modifica¢des superficiais visando a otimizacdo do fluxo
e das condicdes de funcionamento do sistema de filtracio (HUANG et al., 2021; NADY et al.,
2011) e recebem certa atengdo no campo da microbiologia, com estudos que abordam a
reducdo de incrustagdes bioldgicas (KOCHKODAN; HILAL, 2015; MOHAMMAD et al.,
2015). Entretanto, ndo sdo encontrados trabalhos na literatura relacionados a microbiota
associada a essas membranas, de modo que os resultados do presente estudo apresentam
grande aplicacdo tanto para a industria petrolifera, como para os diversos setores em que
membranas de nanofiltracdo semelhantes sdo aplicadas.

A comunidade microbiana identificada nesse estudo apresentou semelhangas com
comunidades de dgua do mar provenientes da regido da Califérnia, da costa da India, do mar
Mediterraneo, do oceano Atlantico e da costa brasileira no que diz respeito aos tdxons mais

abundantes, principalmente em nivel de filo (RATYANI; SINGH, 2020; UL-HASAN et al.,
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2019; ZHOU et al., 2018). Alguns géneros observados por Raiyani e Singh (2020) em elevada
abundancia, como Bacillus, Marinobacter e Thalassospira, foram observados nesse estudo,
mesmo que nio estejam entre os 15 de maior abundancia. Amostras de sedimentos andxicos
marinhos também apresentam certas semelhangas de tdxons com o presente estudo, como os
filos Chloroflexi, Proteobacteria, Planctomycetes e Firmicutes (HOSHINO et al., 2020).

Além disso, a partir de diversos estudos de diversidade de comunidades microbianas
marinhas, foi possivel determinar alguns taxons “chave” desse ambiente, como o clado
SAR11 de Alphaproteobacteria e os géneros Flavobacteria e Prochlorococcus (SEYMOUR,
2014), que figuram nos resultados presentes na literatura assim como nos do presente estudo,
mesmo que ndo entre os mais abundantes. Ainda, os indices de diversidade observados para
as amostras frescas da membrana ndo foram muito diferente aos observados para as dguas
marinhas da costa californiana e indiana, com as maiores diferencas notadas no quesito
dominéncia (RAIYANI; SINGH, 2020; UL-HASAN et al., 2019).

Apesar das semelhancas observadas, verificamos que as membranas apresentam estrutura
de comunidade propria, com diferengas significativas em relacdo as comunidades de aguas
marinhas. Isso se deve ao fato de que as membranas estdo inseridas em um ambiente
complexo e sofrem acdo de diversos quimicos (HUPSEL et al., 2020; MOHANTY;
PURKAIT, 2011). Além disso, é preciso considerar que a localizacdo geogréfica e,
consequentemente, as diferentes condi¢des fisico-quimicas a que cada comunidade esta
submetida (SEYMOUR, 2014) também apresentam influéncia sobre a comunidade observada.

A influéncia das condi¢Oes fisico-quimicas sobre a comunidade é um elemento importante
a ser considerado no momento do delineamento de procedimentos de limpeza e manutencao
das membranas. Isso se deve ao fato de que, para maior eficiéncia do tratamento, ele deve ser
direcionado a comunidade em questdo, evitando a presenca de populagcdo residual ou a
selecdo de microrganismos resistentes (ARAIjJ O et al., 2013; SALGAR-CHAPARRUO et al.,
2020). Dessa forma, tratamentos alternativos, como a utilizacao de bacteriéfagos ou diferentes
antimicrobianos, poderia ser uma op¢do aos tratamentos com biocidas quimicos
frequentemente utilizados (LIN; BALLIM, 2012; MOTLAGH; BHATTACHARIJEE; GOEL,
2016; ZAIN; SALLEH; ABDULLAH, 2018). Além disso, no contexto das membranas, é
importante também adequar os tratamentos, visando um menor desgaste de sua estrutura
(KOCHKODAN; HILAL, 2015; MOHAMMAD et al., 2015; MOHANTY; PURKAIT,

2011), e essas alternativas também poderiam contribuir nesse quesito.
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A andlise de predicdo funcional fornece uma visdo geral das funcdes metabdlicas
presentes nas comunidades analisadas, evidenciando alteracdes nas fungdes de cada
comunidade por acdo do enriquecimento, ndo sendo possivel determinar um efeito claro das
condic¢des utilizadas para o cultivo. Além disso, é preciso destacar que essa andlise apresenta
uma limitacdo bastante destacada, que € o fato de ser baseada em dados encontrados na
literatura. Isso pode implicar na subestimacdo das funcdes encontradas, ji que diversos
microrganismos podem apresentar a fungdo metabdlica, mas essa ainda nio estar descrita e
registrada (SANSUPA et al., 2021). Além disso, as nossas andlises demonstraram grande
abundancia de organismos nao identificados, o que também apresenta grande influéncia no
resultado dessa analise.

Outro ponto interessante € a influéncia dos fatores tempo e meio de cultivo de
enriquecimento na comunidade observada. Foi possivel notar que o tempo que a amostra foi
cultivada teve uma importancia maior do que o meio utilizado para tal na composicao da
comunidade microbiana. Esse fato pode ser explicado pela semelhanca na composicao dos
meios de cultivo utilizados, que sdo direcionados a grupos microbianos que apresentam certo
grau de sobreposi¢do (heterotréficos anaerobios, heterotroficos anaerdbios facultativos e
PRS), além do cultivo em condicdes semelhantes de temperatura. Caso fossem utilizados
meios de cultivo de diferentes composi¢des associados a diferentes condi¢des de cultivo
(JOINT; MUHLING; QUERELLOU, 2010; MU et al., 2021), poderia ser observada uma
importancia maior desse fator na comunidade microbiana analisada.

Segundo Weissbecker, Buscot e Wubet (2017), a sobreposi¢do de 70-80% de ASVs em
relacdo a amostra controle € suficiente para caracterizar um método de preservacdo ou
conservagdo como apropriado para manuten¢do da comunidade original. No nosso trabalho,
todos os enriquecimentos apresentaram percentual de sobreposi¢do em relagdo ao controle
acima desse limite, sendo caracterizados como apropriados para a manutencdo da comunidade
das amostras frescas provenientes da membrana de dessulfatacdo de dgua do mar. Apesar de
todas as condicdes de enriquecimento se mostrarem apropriadas a manuten¢do da
comunidade, em uma visdo geral de todas as andlises, o meio Postgate E se mostra mais
promissor para a manutengdo dessas amostras. Além disso, esse meio € seletivo para os PRS e
todos os esses fatores justificam a sua utilizacdo no isolamento a partir das amostras de
membrana de dessulfatagdo e nos experimentos subsequentes desse trabalho.

E interessante destacar que a membrana em andlise nesse trabalho é utilizada para a

remog¢do de sulfato da dgua de inje¢do, com o objetivo de reduzir a concentragdo desse
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composto no sistema de exploragdo, contribuindo diretamente para o controle populacional do
grupo dos redutores de sulfato (HUPSEL et al., 2020). Devido a possivel concentracdo do
composto nesse ambiente, nas nossas amostras foram observados alguns géneros comumente
relacionados ao grupo dos PRS, como Desulfobulbus, Desulfocella, Desulfoplanes e
Desulfovibrio (PIRES et al., 2021; RABUS et al., 2015; SANTOS et al., 2020). Além disso, é
preciso salientar que devido ao tamanho dos poros da membrana, ela também serve como
barreira fisica a passagem desses microrganismos para espacos subsequentes do sistema de
exploracdo de petrdleo, contribuindo para a redugcdo dos danos causados por eles nesse
contexto (ALBUQUERQUE; ANDRADE; NEVES, 2014; ZARASVAND; RAI 2014).

Devido a sua inser¢do em comunidades complexas, como as observadas nesse estudo, e a
sua capacidade de formacdo de biofilmes, PRS frequentemente se encontram associados a
outros microrganismos, os chamados satélites (KUSHKEVYCH, 2020; MUYZER; STAMS,
2008; RODER et al., 2020). Esse é um fator limitante para a purificagdo e manutengéo in vitro
de representantes desse grupo microbiano. Além da utilizacdo de um meio de cultivo seletivo
para esses organismos, como o meio Postgate E anaerdbio, existem alternativas para auxiliar
na separacdo dos PRS dos microrganismos satélites. Em nosso trabalho, a aplicacdo do meio
de cultivo seletivo sem a utilizacio nenhuma alternativa adicional, permitiu a obtencdo de
coldnias isoladas de colorag¢do escura, o que era um indicativo da capacidade de redugdo de
sulfato (KUSHKEVYCH, 2020).

A coloracido escura das coldnias é observada devido a precipitagdo de sulfato ferroso
advindo da reacdo entre o H,S produzido pelos microrganismos e o ferro adicionado ao meio.
Apesar da via cldssica para produgdo de sulfeto de hidrogénio ser a reducdo de sulfato, esse
gds pode ser produzido por outras vias metabdlicas microbianas, como a protedlise em
ambientes andxicos (DUNNETTE; CHYNOWETH; MANCY, 1985). Considerando que o
cultivo dos isolados ocorreu em anaerobiose, essa pode ser uma possivel explicagdo para a
observacdo das colonias escuras de organismos que ndo foram relacionados com géneros ou
espécies de PRS descritos pela literatura, que ainda relata que Sunxiuginia elliptica DQHS4 é
capaz de produzir sulfeto de hidrogénio a partir de cisteina quando cultivada em Agar 2216E
a30 °C (QU et al., 2011).

Ainda € preciso considerar que linhagens diferentes da mesma espécie bacteriana
apresentem capacidades distintas de produgdo de sulfeto (TILLEY, 1923). Entdo, é possivel
que as sequéncias selecionadas para comparacao filogenética sejam pertencentes a linhagens

incapazes de produzir sulfeto e os isolados sejam capazes de produzir esse composto.
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Portanto, € razodvel considerar a possibilidade de os isolados produzirem sulfeto de
hidrogénio por vias alternativas, o que justifica a observacao das colonias de coloracdo escura.
O Bootstrap € um método estatistico que permite inferir sobre a confianca de relacdes
estabelecidas a partir da constru¢do de uma drvore filogenética. A técnica consiste em realizar
réplicas da arvore com alinhamento de subconjuntos de sequéncias do alinhamento original,
ou seja, com grupos amostrais distintos. Assim, o valor atribuido pela andlise representa a
porcentagem de aparicdes de determinado brago entre todas as drvores-réplica. Determinar
um valor que indique a qualidade minima ndo é simples, mas, frequentemente, bootstraps de
70 sdo adotados como referéncia de corte (CALDART et al., 2016; FELSENSTEIN, 1985).

Tomando esse valor como referéncia, observamos diversos bracos que atenderam ao
requisito de qualidade. A partir dessas relacdes foi possivel verificar a identidade do isolado
M19 como Bacillus circulans e a proximidade entre os pares de isolados: R1 e R2, M11 e
M22, M14 e M17. Sobre os outros isolados, com base na topologia da arvore foi possivel
afirmar apenas a qual grupo foi relacionado, ndo sendo possivel chegar de forma confidvel a
espécie. Portanto, andlises complementares, como o sequenciamento de outros genes
conservados — como gyrB, recA ou rpoB, genes funcionais com alta taxa de conservacao
(SANTOS; OCHMAN, 2004) — e testes de caracterizacdo bioquimica — como producdo de
sulfeto de hidrogénio e de 4cido, utilizacdo de nitrato, citrato e de diferentes carboidratos
(MANDRAGUTTI et al., 2021) — poderiam ampliar o conhecimento sobre esses isolados e
fornecer resultados mais esclarecedores acerca de sua espécie.

Estudos que realizaram isolamento bacteriano a partir de amostras de sistema de
dessulfatacdo ndo foram encontrados na literatura. Nenhum dos isolados obtidos foi
relacionado aos filos Planctomycetes, Actinobacteria, nem as classes Betaproteobacteria e
Deltaproteobacteria, tdxons que apresentam espécies capazes de reduzir sulfato, entretanto
foram elencados como pertencentes a alguns dos filos mais abundantes em amostras
relacionadas ao ambiente marinho (UL-HASAN et al., 2019).

Assim, 0s organismos que apresentaram relacdo com os isolados obtidos apresentam
origens de isolamento condizentes com os resultados desse trabalho. Parte das sequéncias
selecionadas para andlise foi proveniente de isolados de ambiente marinho, como sedimentos
marinhos, dreas costeiras e dguas salgadas (CHANG et al., 2013, 2007; HUANG et al., 2014;
KODAMA et al., 2008; QU et al., 2011; TAKAI et al., 2013; YOON; KASAI 2014; ZHOU
et al., 2019). Ainda, os organismos do género Enterobacter citados foram isolados a partir de

efluentes industriais e Thalassospira tepidiphila apresenta relacdo mais direta com a industria



39

petrolifera, ja que foi isolada a partir de amostras de 4dgua contaminada por petréleo
(KODAMA et al., 2008).

Ademais, um ponto bastante interessante a se destacar € a correlacdo entre o0s
resultados da andlise de diversidade e do isolamento realizados nesse estudo. De todos os
géneros observados na identificacdo dos isolados (Figura 7), apenas Mangrovibacterium e
Maribellus nao foram encontrados entre os tdxons da andlise de diversidade das amostras da
membrana de dessulfatacdo de dgua do mar. Devido a presenca de tdxons ndo identificados,
ainda é possivel que esses organismos estejam presentes nas comunidades analisadas. Ainda,
¢ interessante observar que o género Sunxiuginia, ao qual 56,5% dos isolados foi relacionada,
figura entre os 15 mais abundantes nas comunidades analisadas, presente em ambas as

amostras frescas, demonstrando sua importancia nesse contexto.

6. Conclusoes e perspectivas

A andlise de diversidade das amostras de membrana de dessulfatacdo de dgua do mar
permite a ampliacdo do conhecimento acerca das comunidades microbianas existentes nesse
ambiente ainda ndo explorado. Além disso, através da comparacdo de tdxons, foi possivel
confirmar que essas comunidades apresentam semelhancas com comunidades de ambientes
marinhos, mas exibem alguns grupos distintos que estdo relacionados a sua inser¢ao no
sistema complexo da industria petrolifera. Adicionalmente, foram observados géneros de
PRS, que chegam a representar quase 30% das comunidades em determinadas condicdes de
enriquecimento utilizadas, confirmando a presenga desse grupo nas membranas de
dessulfatacdo. O conhecimento dessas comunidades permite uma tomada de decisdo mais
assertiva para combate e prevengdo as bioincrustacoes.

Ainda, por meio da comparacdo das amostras frescas e das enriquecidas, foi possivel
concluir que o tempo de enriquecimento representa um fator com maior influéncia sobre a
composi¢do da comunidade do que o meio de cultivo selecionado para esse processo. Essa €
uma observagdo interessante a ser levada em conta durante o planejamento de um
experimento de enriquecimento. Além disso, de acordo com as sobreposicdes observadas
entre as amostras frescas e enriquecidas em nivel de género, € possivel manter as amostras
originais preservadas por até seis meses nos meios BANHT, BFHT ou Postgate E, sendo as
comunidades obtidas representativas daquelas analisadas nas amostras frescas. Assim, é
possivel a manuten¢do dessas amostras em laboratério, permitindo a realizacdo de diferentes

andlises a partir das amostras de membrana de dessulfatacdo de 4gua do mar.
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A andlise de amostras de membranas de dessulfatacdo de diferentes localidades seria uma
adicdo interessante aos resultados apresentados nesse trabalho, permitindo a comparacao dos
resultados com os de amostras do mesmo tipo e o melhor entendimento sobre a influéncia das
condicdes fisico-quimicas do ambiente na composicao dessas comunidades microbianas.

Os 23 isolados obtidos a partir das amostras de sistema de dessulfatagdo sdo relacionados
aos filos Proteobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes. Apesar do desenvolvimento da coloragdo
escura no meio Postgate E com ferro, os isolados nao foram identificados como pertencentes
ao grupo dos PRS, sendo agrupados em sete géneros, Sunxiuginia, Bacillus, Maribellus,
Marinobacter, Marinobacterium, Enterobacter e Thalassospira. O conhecimento acerca
destes isolados é promissor, pois viabiliza o controle populacional das comunidades em que
estdo inseridos, e este trabalho foi o primeiro que isolou microrganismos desse tipo de
amostra. A partir disso, € possivel pensar na realizacdo de isolamentos em diferentes meios e
condi¢des de cultivo e amostras de outros sistemas de dessulfatacdo, visando o maior
conhecimento da fisiologia dos microrganismos que colonizam esse sistema.

Além disso, é de extrema importancia a realizacdo da caracterizacdo bioquimica e da
andlise filogenética a partir de outros genes desses isolados. Ambas as analises fornecerdao
informacdes relevantes desses isolados e dos papéis que desempenham na comunidade em

questdo, que apresenta grande relevancia industrial e ambiental.
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CAPITULO 2 - SUSCEPTIBILIDADE DA MICROBIO’I:A A ACAO PREVI:INTIVA E
CORRETIVA DE BIOCIDA UTILIZADO NA INDUSTRIA DE PETROLEO

1. Introducio

A extracdo de petréleo € um processo que depende diretamente da pressdo interna do
reservatorio. Ao longo do tempo de exploracdo, a pressdo dos reservatdrios decai
naturalmente e deve ser reestabelecida. Para isso, € necessdria a injecao de um fluido aquoso,
chamado de dgua de injecdo (Al), para que a pressdo se eleve novamente e permita que o
petréleo seja extraido com maior eficiéncia (HUPSEL et al., 2020). No interior dos pocos,
essa dgua entra em contato com a dgua de formacgdo (AF), de origem geoldgica e composicao
varidvel de acordo com a localidade e quando esse conjunto entra em contato com OS
quimicos de producdo (aqueles inseridos em qualquer fase da exploracdo), é formada a dgua
de producao (AP) (AL-GHOUTI et al., 2019; NEFF; LEE; DEBLOIS, 2011).

A AP € um dos produtos gerados na exploracdo de petréleo e sua producdo € crescente ao
longo do tempo de exploracdo do poco. Em plataformas nas quais a exploracdo é recente,
representa 5-15 % do volume total de petrdleo, podendo chegar até 90 % com o passar do
tempo, devido ao aumento do montante de Al adicionada aquele poco (DE SOUZA et al.,
2017). Na composi¢ao da AP sdo observados compostos organicos e inorganicos, diluidos e
em suspensdo, que variam com as propriedades do poco, como profundidade e caracteristicas
geoquimicas (AL-GHOUTI et al., 2019). Assim como o pogo, toda a extensdo da plataforma é
colonizada por microrganismos, que estdo associados a problemas operacionais e prejuizos
para industria petrolifera, com destaque para a corrosdo influenciada microbiologicamente
(MIC, microbiologically influenced corrosion) de estruturas metdlicas (LITTLE et al., 2020).
Assim, € essencial atuar no controle e na remog¢do dos microrganismos desse ambiente.

Dentre as diversas opg¢des para controle microbiano em ambientes associados a produgdo
de petrdleo, como a limitacdo de sulfato, a remocao fisica de biofilmes, a aplicac@o de nitrito
ou nitrato e o uso de bacteriéfagos (MOTLAGH; BHATTACHARJEE; GOEL, 2016; SHEN
et al., 2018; SOKOLOVA et al., 2021; XUE; VOORDOUW, 2015), a técnica mais aplicada é
a utilizacdio de biocidas quimicos (ARAUJO et al., 2013). Os biocidas quimicos sio
formulacdes contendo solventes e aditivos, visando aumento da eficicia, além do composto

ativo, o verdadeiro responsavel pela acdo antimicrobiana (JACK, T.R; WESTLAKE, 1995).
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Os principais compostos ativos aplicados na industria petrolifera sdo o glutaraldeido e os
sais quaterndrios de amonio e fosfonio (CAVALCANTI, 2001; JURELEVICIUS et al., 2020).
A acgao desses quimicos se da por supressdo do crescimento e/ou atividade metabdlica, que
ocorre em funcdo de diferentes mecanismos, como (a) modificacdes na membrana celular,
aumentando sua permeabilidade e ocasionando perda de material intracelular; (b)
interferéncia na estrutura e acdo de proteinas chave do metabolismo celular ou (c) danos ao
seu material genético, ocasionando a morte dos organismos (Figura 1) (ARAUJO et al., 2013;
CAVALCANTI, 2001). Diferentemente dos antibidticos, os biocidas apresentam amplo
espectro de acdo, visando efeitos sobre a comunidade bacteriana como um todo, o que fica
evidenciado pelos seus possiveis mecanismos de acdo. Porém, € possivel que alguns
organismos apresentem mecanismos intrinsecos de resisténcia a determinados biocidas ou os

adquiram, devido ao uso inapropriado dos quimicos (KEASLER et al., 2017).
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Figura 1: Mecanismos de acdo de biocidas quimicos em células microbianas. A a¢do pode ocorrer por: a)
modifica¢cdes na membrana celular, b) interferéncia em estrutura ou atividade proteica ou c) danos ao material

genético. Adaptada de Li et al (2008).

O Sulfato de Tetrakis Hidroximetil Fosfonio (THPS) € um dos biocidas amplamente
utilizado na industria petrolifera (HAACK, THOMAS K., DOWNWARD; TALBOT, 1997).
Esse quimico apresenta baixo potencial de bioacumulacdo e é biodegraddvel, o que sao
caracteristicas interessantes para sua aplicagdo em contexto ambiental. Além disso, a hidrdlise
do composto ocorre nas condicdes em que ele € aplicado, sendo dependente de pH e

resultando em meia vida entre 72 e 7 dias (pH 7-9) (BENSON et al., 2000; EHS SUPPORT,
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2021). Dentre os possiveis mecanismos de acdo dos biocidas, o THPS age, principalmente,
sobre as proteinas celulares. Mais especificamente, esse quimico atua pela interferéncia em
ligacdes do tipo dissulfeto e grupos tiol, resultando em desnaturagdo proteica e
desestabilizacdo celular (CAVALCANTI, 2001; KEASLER et al., 2017; MORRIS; VAN
DER KRAAN, 2017). Outro efeito importante desse biocida para um contexto em que PRS
estdo inseridos € a reducdo do teor de H,S em solucdo por acdo de espécies quimicas liberadas
no meio durante sua aplicagdo, resultando na neutraliza¢do desse composto nocivo a industria
e ao ambiente (MOISEEV; JAMES, 2020).

Esses compostos podem ser aplicados em diferentes protocolos, que se diferenciam,
principalmente, pela finalidade e frequéncia do tratamento. Além disso, também € possivel
pensar na utilizagdo de sondas mecénicas para auxiliar na distribuicdo do quimico e eficacia
do tratamento. Frequentemente, esse tratamento estd associado ao uso de outros quimicos,
como quelantes de cétions e inibidores de corrosdo, de maneira a tornar o controle biolégico
ainda mais efetivo (CAVALCANTI, 2001; JACK, T.R; WESTLAKE, 1995). Além disso, a
forma de vida das bactérias também € um fator determinante na efici€éncia do tratamento, ja
que organismos sésseis contam com uma resisténcia adicional, que se deve tanto a barreira
fisica constituida pela matriz extracelular, quanto a reducdo do metabolismo celular nessas
condi¢des (BAS; KRAMER; STOPAR, 2017; COS et al., 2010).

Assim, visando a maior efici€éncia do tratamento, € preciso (1) escolher um biocida
apropriado ao contexto; (2) determinar a concentracdo apropriada para erradicagdo da
comunidade microbiana e (3) encontrar o protocolo adequado de dosagem para que a
comunidade seja controlada por um periodo considerdvel. Esses fatores devem ser pensados
visando a¢do sobre a maior parte dos organismos da comunidade e o ndo desenvolvimento de
novos mecanismos de resisténcia dos organismos, o que tornaria o tratamento ineficiente
(ARAUJO et al., 2013; JACK, T.R; WESTLAKE, 1995).

Para determinar a abordagem mais apropriada para o tratamento com biocida, o
monitoramento da comunidade microbiana é uma etapa fundamental (BENNET, 2017;
SKOVHUS; ECKERT; RODRIGUES, 2017). A quantificacdo de microrganismos auxilia no
entendimento do contexto inicial da comunidade e na escolha do tratamento mais adequado,
assim como permite avaliar a eficiéncia do tratamento e determinar a periodicidade de novas
dosagens. Para a quantificacdo das comunidades microbianas podem ser usados métodos
dependentes ou independentes do cultivo microbiano (BENNET, 2016; KEASLER et al.,

2013). Atualmente, os métodos dependentes de cultivo sdo mais aplicados na industria de
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petréleo devido a padronizacdo ji estabelecida pela NACE International (NACE, 2004),
autoridade mundial em solug¢des para controle da corrosao.

Dentre as técnicas mais aplicadas, a do Numero Mais Provavel (NMP), que consiste na
estimativa do grupo microbiano alvo na amostra avaliada, se destaca. Para o grupo dos
Procariotos Redutores de Sulfato (PRS), um dos principais responsaveis pela MIC na
industria de petréleo (BROWN; TURNER, 2019; ECKERT; SKOVHUS, 2018; KHOUZANI
et al., 2019; SOKOLOVA et al., 2021), € utilizado meio de cultivo anaerébio contendo ferro,
cuja reacdo com o sulfeto metabdlico forma precipitado, que é utilizado como indicador de
crescimento microbiano. Dilui¢des seriadas da amostra e o cultivo em triplicata resultam na
maior confiabilidade da técnica (BENNET, 2016; BHAGOBATY, 2014; NACE, 2004).

Apesar de ser uma técnica de baixo custo, o NMP € laborioso e, para os PRS, necessita de
incubacdo da cultura por 28 dias, periodo muito longo para tomada de decisdo corretiva
(BENNET, 2016). Além disso, a detecc@o por esse método depende dos organismos estarem
metabolicamente ativos e € estimado que até 80% das comunidades ambientais podem estar
dormentes ou inativas (KEASLER et al., 2013) e a manipulacio da cultura durante a
amostragem, somada a alteracdo das condicdes naturais de crescimento podem causar a morte
de organismos da comunidade, podendo reduzir a viabilidade a 10% das populacdes originais
(BENNET, 2016). Assim, como em todas as técnicas dependentes de cultivo, o maior entrave
do NMP € a deteccdo de uma comunidade diferente da real, além da impossibilidade de
quantificar individuos que ndo podem ser cultivados em condic¢des artificiais de laboratdrio
(MAUERHOFER et al., 2019; SKOVHUS; ECKERT; RODRIGUES, 2017).

Devido as limitacdes dessa técnica, existe uma crescente tendéncia de estudos para
aplicagdo de métodos moleculares para a caracterizagdo e o monitoramento de comunidades
microbianas (BONADONNA; BRIANCESCO; LA ROSA, 2019; KEASLER et al., 2013;
MARTIN-SANCHEZ; GORBUSHINA; TOEPEL, 2018; MAUERHOFER et al.,, 2019;
SENTHILMURUGAN et al., 2021). Esses métodos poderiam agilizar a obtencdo de
resultados, reduzir o limite inferior de detecc¢do e ainda tornar a quantificagdo mais precisa e
representativa, por possibilitarem a deteccdo de individuos ainda ndo cultivaveis (KEASLER
et al., 2013; SENTHILMURUGAN et al., 2021). Nesse contexto, sdo propostas alternativas
como técnicas quantitativas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), como qPCR ou
ddPCR, ou a citometria de fluxo aliada a utiliza¢do de sondas (Flow-FISH) (KEASLER et al.,
2013; MARTIN-SANCHEZ; GORBUSHINA; TOEPEL, 2018). Ainda, a utilizacdo de

técnicas baseadas na quantificacdo de metabdlitos, como o ATP ou da producio de sulfeto,
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representariam uma forma promissora de monitorar a atividade microbiana (BONADONNA;
BRIANCESCO; LA ROSA, 2019).

O ddPCR se baseia na particdo da amostra a ser avaliada em nano gotas e na ocorréncia da
reacdo de PCR em cada uma das parti¢des, o que contribui para a redugdo do limite de
deteccdo. Ao associar essa distribuicdo a estatistica de Poisson, € possivel realizar a
quantificacdo de DNA na amostra, sem o uso de curvas de calibracdo ou padrdes. Essa ¢ uma
técnica potencialmente mais precisa e reprodutivel que a PCR quantitativa (QPCR). Além
disso, a técnica permite também a deteccdo de organismos ndo cultivdveis, j4 que ¢é
independente de cultivo (BONADONNA; BRIANCESCO; LA ROSA, 2019; CAO et al.,,
2020; NETZER et al., 2021). A principal desvantagem da técnica estd relacionada ao alto
custo, o que pode inviabilizar sua aplicacio em larga escala (BONADONNA;
BRIANCESCO; LA ROSA, 2019). Além disso, a recente aplicacio da metodologia em
contexto ambiental representa uma limitacdo, exigindo maiores esforcos e estudos para sua
correta aplicacdo. Essa limitacdo deve ser superada rapidamente com a difusdo da
metodologia (CAO et al., 2020; NETZER et al., 2021).

A citometria de fluxo possibilita a quantificacio do numero total de células presente em
uma amostra, além da presenga de determinados genes ou viabilidade celular por meio de
marcacdo com corantes e sondas especificas (HAMMES et al., 2008; LIU et al., 2013;
SAFFORD; BISCHEL, 2019; VAN NEVEL et al., 2017; WANG et al., 2010). Outras
vantagens da técnica sdo a rapidez e a independéncia de etapa de extracio e como
desvantagens, podem ser destacadas a andlise de dados sofisticada, a dependéncia de um
laboratério e mao de obra especializada (WANG et al., 2010). Além disso, é possivel que o
tempo de resposta da andlise seja maior que o de outras metodologias de monitoramento
microbioldgico independentes de cultivo (VAN NEVEL et al., 2017).

O ATP € uma molécula presente em todas as células vivas e estd diretamente envolvida no
metabolismo celular e sua quantificacio em amostras permite a avaliagdo da atividade
bioldgica e microbiana em determinado contexto. Para isso, as células da amostra sao lisadas
e o contetido de ATP € quantificado por reagdo enzimatica fluorescente. Essa técnica € répida,
apresenta um baixo limite de deteccdo, inclui os organismos nao cultivdveis na anélise e, em
teoria, pode ser realizada em campo. Por outro lado, a precisdo da técnica € baixa em
comunidades com contagem celular muito reduzida e, dependendo do protocolo aplicado, nao
€ possivel diferenciar a origem do ATP quantificado (intra- ou extracelular) (BONADONNA;
BRIANCESCO; LA ROSA, 2019; ZHANG et al., 2019).
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Todas as técnicas supracitadas representam alternativas para a resolu¢do dos gargalos

apresentados na técnica de NMP, que é o padrdo utilizado para avaliacdo da eficiéncia de

biocidas quimicos. Desta forma, neste trabalho utilizamos essas metodologias para

quantificacao de PRS antes e depois da aplicagao do biocida THPS.

2. Objetivos

2.1

Objetivo geral

Avaliar o efeito da aplicagdo corretiva e preventiva de THPS na dindmica da comunidade

de PRS e de bactérias totais de 4gua de producao por diferentes metodologias.

2.2

Objetivos especificos
Montar os tratamentos corretivo e preventivo, pela inoculacio de dgua de

producdo de petréleo em meio de cultivo para PRS com e sem adi¢do de THPS;
Quantificar PRS planctOnicas e sésseis nos tratamentos corretivo e preventivo com
e sem adi¢ao de THPS por NMP;

Quantificar PRS, pelo gene dsr, e bactérias totais, pelo gene 16S RNAr, presentes
nas comunidades planctonica e séssil dos tratamentos corretivo e preventivo com e
sem adicao de THPS por PCR digital;

Quantificar a producdo de ATP de comunidades planctonica e séssil dos
tratamentos corretivo e preventivo com e sem adi¢do de THPS por fluorescéncia;
Quantificar a produgdo de H»S nos tratamentos corretivo € preventivo com € sem
adicao de THPS por titulagdo potenciométrica;

Comparar as metodologias de quantificacdo microbiana e monitoramento de PRS.

3. Materiais e Métodos

31

Montagem dos microcosmos e tratamentos com THPS

Foram realizados dois tipos de tratamento usando biocida: um corretivo, em que se

observa a capacidade de acdo do quimico sobre uma comunidade planctonica ja desenvolvida

e de eliminacdo de biofilmes ja formados; e outro preventivo, em que se analisa a capacidade

do biocida de impedir ou retardar o desenvolvimento da comunidade e a consequente

formacdo de biofilmes. Para ambos, a dosagem e os tempos de andlise foram determinados

com base nos padrdes estabelecidos pela NACE Standard TM0194-2004 (NACE, 2004).
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- Experimento corretivo: foram adicionados em tubos de penicilina de 50 mL, 45 mL de
meio Postgate E adaptado (sem ferro e sem dgar) e 5 mL de amostra de dgua de producao.
Esses tubos ficaram incubados a 30 °C, sem agitacdo, por 72 horas. Apds esse tempo, foram
adicionados em cada um dos tubos quatro cupons de aco de 3 cm” (3 cm x 1 cm), sendo trés
para extracdo de DNA, NMP e citometria, e outro para quantificacdo de ATP. Apés 3,5,7¢9
dias de incubacdo do microcosmo foi feita a dosagem de biocida de 200 ppm de THPS
(Sulfato de Tetrakis Hidroximetil Fosfonio) em cada tubo e as andlises de quantificacao foram
realizadas ap6s 4 e 24 horas do tratamento.

- Experimento preventivo: foram adicionados em tubos de penicilina de 50 mL, 45 mL
de meio Postgate E adaptado (sem ferro e sem 4gar) e 5 mL de amostra de 4gua de producao.
Esses tubos ficaram incubados a 30 °C, sem agitac@o, por 72 horas. Apds esse tempo, foram
adicionados em cada um dos tubos quatro cupons de aco de 3 cm” (3 cm x 1 cm), sendo trés
para extracdo de DNA, NMP e citometria, e outro para quantificacio de ATP. Logo apds a
montagem do microcosmo, foi feita a dosagem de 200 ppm de THPS (Sulfato de Tetrakis
Hidroximetil Fosfonio) em cada tubo. Os tubos permaneceram incubados por 3, 5, 7 e 9 dias,

periodos em que os cupons foram retirados para analise.

3.1.1 Quantificacido de PRS por NMP

Para a montagem dos kits de NMP foram utilizados tubos de penicilina de 10 mL
contendo meio Postgate E (secdo 3.1.1 do Capitulo 1) ou solucdo salina redutora (3,5% m/v
de cloreto de sodio e 0,124 g/L de tioglicolato de sddio), sendo que cada kit o continha oito
tubos de penicilina com Postgate E em triplicata, totalizando 24 tubos, e 7 tubos de penicilina

com solucdo salina para diluicdo seriada do in6culo (10"a107) (Figura 1).

1mL TmL imL TmL TmL TmL
— — N T —

Solugao
salina
i 2 3 2 5 6 7 | redutora
| | ] | | | |
Amostra [ 1 mL (por replicata) ]
I T T T
Meio
Postgate E

Figura 2: Esquema do método de Numero Mais Provavel (NMP). Imagem criada com BioRender

(https:\\app.biorender.com).
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Para a quantificagdo da comunidade planctonica, uma aliquota de 4 mL do sobrenadante
do microcosmo foi retirada para o NMP, sendo 1 mL usado para a diluicdo seriada e os
demais 3 mL para aplicacdo de 1 mL em cada tubo da triplicata sem dilui¢do. No caso dos
biofilmes, os trés cupons inoculados foram sonicados (3 ciclos de 1 minuto, 40 HTz, 135 W)
em solugdo salina redutora (3,5% m/v de cloreto de sédio e 0,124 g/L de tioglicolato de s6dio)
e uma aliquota de 4 mL foi utilizada para quantificacdo por NMP, conforme descrito acima
para a comunidade planctonica.

Apds 28 dias de incubagdo a 30 °C, o numero de tubos positivos — aqueles em que €
observado precipitado escuro de sulfato de ferro — de cada diluicdo foi utilizado para obtencdo

do NMP de PRS em cada amostra avaliada (BENNET; HOFFMANN, 2018; NACE, 2004).

3.1.2 Quantificacdo microbiana por PCR digital (ddPCR)

Para a quantificacdo da comunidade planctonica do microcosmo por ddPCR, a cultura
liquida foi centrifugada a 6000 g por 10 minutos, o pellet foi lavado duas vezes com tampao
SET (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8 e 1 mM EDTA) e ressuspendido em 500 puL do
mesmo tampao.

Ja para a comunidade séssil, cada um dos trés cupons incubados para extracdo de DNA foi
transferido para um tubo de penicilina de 10 mL contendo 10 mL de solucdo salina (3,5 %
m/v) acrescida de 1 % (v/v) de solugdo de tioglicolato de sédio (12,4 g/L). Os cupons foram
submetidos a trés ciclos de sonicacao (40 HTz, 135 W) de 1 minuto cada e os 30 mL de
solugdo salina foram centrifugados a 6000 g por 10 minutos. O pellet foi lavado duas vezes
com tampao SET (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8 e 1 mM EDTA) e ressuspendido em
500 pL do mesmo tampao.

Os pellets ressuspendidos foram submetidos a extracdo de DNA pelo protocolo descrito
por Silva e colaboradores (2010) (secdao 3.1.3 do Capitulo 1). O DNA extraido foi
ressuspendido em 100 puL de agua destilada autoclavada, no caso das células planctonicas, e
em 50 pL, no caso das células sésseis. O DNA extraido foi analisado em gel de agarose 1%
(m/v) e em seguida foi quantificado no Qubit 4 (Invitrogen, Carlsbad - USA). As amostras de
DNA foram diluidas para a concentragdo de 1,5 pg/mL.

A técnica de PCR digital em gota se divide em quatro etapas: montagem da reacdo de
PCR, formacdo de gotas, amplificacdo e leitura das gotas. A reacdo de PCR continha 10 uL
de QX200 ddPCR EvaGreen Supermix (BIO-RAD, Hercules - USA), 1 uL de cada primer
(Forward e Reverse) na concentragao de 2 uM, 3 pL de DNA diluido e 5 pL de 4gua
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ultrapura. Todo o volume da reacdo de PCR foi transferido para suportes apropriados junto
com 60 uL de 6leo para geracdo de gotas e o suporte foi levado ao equipamento de formacao
de gotas (BIO-RAD, Hercules - USA). As gotas prontas foram recuperadas e transferidas para
uma placa de PCR de 96 pocos, que foi vedada e levada para o termociclador (BIO-RAD,
Hercules - USA). Apds a finalizacdo da reacdo de amplificacdo, a placa foi levada para o
contador de gotas e o threshold da leitura foi ajustado manualmente para cada primer de
acordo com o controle sem DNA (branco).

Para a quantificacio de bactérias totais foram wusados primers 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") (LANE et al, 1991) e 518R (5’-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3") (MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993) para o
gene 16S RNAr. Para a quantificacdio dos PRS foram usados primers dsrlF-deg (5°-
ACSCAYTGGAARCACG-3’) e  PJdsr853-deg  (5’-CGGTGMAGYTCRTCCTG-3’)
(QUILLET et al., 2012) para o gene dsr.

O programa usado para amplificacao foi de 95 °C por 5 minutos; 40 ciclos de 95 °C por
30 segundos, 58 °C por 1 minuto — para o gene 16S RNAr — ou 55 °C por 1 minuto e 30
segundos — para o gene dsr — e 72 °C por 2 minutos; 4 °C por 5 minutos e por ultimo 90 °C
por 5 minutos, antes do resfriamento final a 4 °C. Em todos os passos, foi adicionada rampa

de temperatura de 2°C/segundo.

3.1.3 Contagem de células microbianas por citometria de fluxo

Para quantificacdo das células totais das amostras, aliquotas de 1 mL de cada amostra
foram fixadas com paraformaldeido 3,7% (v/v), na propor¢dao de 1:3 Essa mistura foi
armazenada em geladeira até o momento da andlise, quando foi lavada com 4gua destilada.
Ap6s lavagem e centrifugagdo a 12000 g por 10 minutos, as células foram ressuspendidas em
1 mL da 4gua mili-Q autoclavada. A contagem de células totais foi realizada em citometro de
fluxo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences, New Jersey - USA) e a leitura foi fixada para o

volume de 50 uLL de amostra.

3.1.4 Quantificacao de ATP

O kit QuenchGone™ Organic Modified (QGO-M™) (LuminUltra, Canada) foi utilizado
para avaliacdo da comunidade planctdnica, onde uma aliquota de 1 mL do sobrenadante do
microcosmo foi recolhida e a andlise procedeu de acordo com o protocolo descrito pelo

fabricante até a leitura da amostra.
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No caso da comunidade do biofilme, foi utilizado o kit Deposit & Surface Analysis
(DSA™) (LuminUltra, Canada). Os cupons de 3 cm’ retirados dos microcosmos foram
usados diretamente para andlise, que procedeu de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante até a leitura da amostra.

A leitura foi realizada no equipamento PhotonMaster™ (LuminUltra, Canada).
Inicialmente, o leitor foi calibrado utilizando um tubo teste, onde foram adicionadas 2 gotas
de UltraCheckl (LuminUltra, Canada) e 100 uL de Luminase (LuminUltra, Canada). Em
seguida, em novos tubos foram adicionados 100 uL. de cada amostra e 100 uLL de Luminase
(LuminUltra, Canad4) e as amostras foram lidas.

Para as amostras da comunidade planctonica, o resultado da quantificacdo foi calculado a

RLUcpTP x 10000
RLU gTp

partir da féormula: cATP = , onde RLU.a1p € 0 valor de leitura de cada

amostra, RLUtp € o valor de leitura da calibracdo e V € o volume de aliquota usado para o
protocolo, em mL. O valor final de cATP € dado em pg ATP/mL.

Para as amostras de biofilme, o resultado da quantificacdo foi calculado a partir da

RLU¢taTP x 50000
RLU gTp1 area

férmula: tATP =

, onde RLUatp € o valor de leitura de cada amostra,

; . . - . . . 2
RLUatp; € o valor da leitura de calibragdo e drea é a drea do cupom analisado em cm”. O

valor final de tATP € dado em pg ATP/cm®.

3.1.5 Titulacao de H,S

A quantificacdo da produgdo de sulfeto de hidrogénio dos microcosmos foi realizada
utilizando um titulador compacto automdtico G10S (Mettler Tolledo, Columbus - USA).
Aliquotas de 1 mL de meio foram retiradas dos microcosmos, com seringa estéril e
adicionadas a um copo de titulagdo contendo 50 mL de NaOH 1 M e 5 mL de solucdo

concentrada de NH4OH. As amostras foram tituladas com solu¢do de AgNOs 0,1 M.

3.2  Anailise estatistica dos dados

Todas as andlises foram realizadas em triplicata. A comparacdo das médias foi realizada
usando o software MiniTab 17.1.0 (Minitab Inc., State College - USA) por ANOVA, seguida
de teste de comparacdo multipla de Tukey. Valores de p-valor menores que 0,05 foram

considerados significantes.
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4. Resultados

4.1  Aplicacao corretiva de THPS

O Numero Mais Provavel (NMP) de Procariotos Redutores de Sulfato (PRS) dos
tratamentos apresentou diferencas em relacdo ao controle nos diferentes tempos analisados
(Figuras 3A e 3B). Destaca-se que, para ambas as populacdes, planctonica e séssil, houve um
ponto que resultou no aumento da quantificagdo celular mesmo apds o tratamento com o0
biocida: aplicagdo do THPS por 4 horas apds 9 dias de incubacdo para a comunidade
planctdnica e apds 3 dias de incubagdo para a comunidade séssil. O efeito do tratamento com
THPS foi evidente apés 5 dias de crescimento para a comunidade planctonica, enquanto a
comunidade séssil apresentou maior susceptibilidade ao quimico no terceiro dia de maturacao.

Na comunidade planctonica (Figura 3A), verificou-se que o tratamento com THPS tanto
por 4 quanto por 24 horas dos microcosmos incubados por 5 dias resultou na maior reducao
populacional, da ordem de 10° e 10" células, respectivamente. Nos tratamentos das culturas
com 3 e 7 dias de incubacdo, apds 4 horas de acao do biocida, o NMP de PRS/mL nio sofreu
alteracdo e no tempo de 9 dias de incubacio, se observa o aumento populacional com 4 horas
de tratamento, da ordem de 102 ApO6s 24 horas de acao do THPS, nos tempos de 3, 7 e 9 dias
de maturacdo, ndo observamos alteracio do NMP de BRS/mL. Para a comunidade séssil
(Figura 3B), a melhor acdo do THPS foi observada apdés 24 horas de acdo do biocida para a
cultura com 3 dias de crescimento, quando foi observada reducdo da ordem de 10° no nimero
de BRS/mL em relagdo ao controle, e apOs 4 e 24 horas para a cultura com 7 dias de cultivo.

A quantificacdo da comunidade bacteriana total (gene 16S RNAr) e de PRS (gene dsr) a
partir do ddPCR também evidenciou padrdes diferentes de resposta ao tratamento para as
comunidades planctonica e séssil nos diferentes tempos de maturagao avaliados (Figuras 3C a
3F). Para a populagdo de bactérias totais (Figuras 3C e 3D), de modo geral, observamos o
aumento da quantificagdo do gene 16S rRNA apos adigdo do THPS nas comunidades
planctonica e séssil (Figuras 3C e 3D). Para a comunidade planctdnica, observamos reducao
da quantificacdo desse gene apenas apds de 4 horas de aplica¢do do biocida nas culturas com
5 e 7 dias de incubacdo (Figura 3C). Para a comunidade séssil, houve reducdo do nimero de
copias do gene apds 24 horas de aplicagdo do biocida na cultura crescida por 5 dias.

De modo geral, a quantificacio da populacdo de PRS pelo PCR digital ndo mostrou
reducdo populacional significativa por agdo do THPS em nenhuma das condi¢des avaliadas e,
inclusive, foi observado um aumento populacional em relagdo ao controle na comunidade

planctonica nos tempos de 3 e 9 dias de crescimento, apds 24 horas de adicdo do biocida
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(Figuras 3E e 3F). Na contagem de células microbianas totais por citometria de fluxo,
notamos que, em ambas as comunidades, planctonica e séssil, predominou o aumento da
contagem celular por acdo do biocida. Os aumentos mais expressivos para a comunidade
planctdnica ocorreram ap6s 7 dias de incubagdo tanto para o tempo de acao de 4h, como para
24 horas (Figura 3G). No caso da comunidade séssil, foi observado aumento expressivo da
quantificacdo celular ap6s 4 e 24 horas de aplicagcdo do tratamento quando a cultura havia sido
maturada por 7 e 9 dias (Figura 3H).

Na quantificagdo de ATP ndo observamos variagdo significativa entre os tratamento e o
controle em nenhuma das comunidades avaliadas, exceto para a comunidade planctonica
crescida por 3 dias e tratada com o THPS por 24 horas que apresentou cerca de trés vezes
menos ATP que o observado no controle (Figuras 31 e 3J). A quantificagdo de sulfeto
demonstrou a reducdo de mais de 200 ppm de sulfeto produzido, em relacdo ao controle, na
cultura incubada por 5 dias e tratada com THPS por 4 e 24 horas (Figura 3K). Além disso, é
importante pontuar que, no tempo de 3 dias de maturacdo da cultura, a producdo de sulfeto ja
estd proxima a 600 ppm tanto no controle quanto no tratamento com o biocida. Essa producao

foi a maxima obtida nesse estudo.
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Figura 3: Quantificacdo, por diferentes métodos, da comunidade planctonica e séssil apés adi¢ao corretiva de
THPS por 4 e 24 horas em microcosmo de dgua de produgcdo em diferentes estagios de maturagdo (3, 5,7 ¢ 9
dias). A) NMP de células planctonicas. B) NMP de células sésseis. C) ddPCR do gene 16S de células
planctdnicas. D) ddPCR do gene 16S de células sésseis. E) ddPCR do gene dsr de células planctonicas. F)
ddPCR do gene dsr de células sésseis. G) Contagem de células totais da comunidade planctdnica por citometria.
H) Contagem de células totais da comunidade séssil por citometria. I) Quantificacdo de ATP de células
planctonicas. J) Quantificacdo de ATP de células sésseis. K) Quantificacdo de sulfeto total produzido pela
comunidade. O “*” destaca resultados que extrapolaram o limite de quantificagio do NMP e as letras (a, b e ab)

indicam os resultados da andlise estatistica e as diferengas significativas encontradas (p < 0,05)..

4.2  Aplicacio preventiva de THPS

A quantificacdo por NMP evidenciou que a ac¢do do biocida foi mais eficiente apds 5 dias
de tratamento tanto para a comunidade planctonica, quanto para a séssil. A partir do sétimo
dia ap0s a aplicacdo do quimico, observamos o aumento do NMP de PRS/mL para ambas as
comunidades (Figuras 4A e 4B).

Assim como no experimento corretivo, o resultado do PCR digital evidenciou padrdes
diferentes de acdo do quimico na comunidade, tanto para as bactérias totais, quanto para os
PRS (Figuras 4C a 4F). Para a comunidade planctonica de bactérias totais observamos um
aumento significativo da quantificacdo génica apos 3 dias de tratamento e apenas observamos
a reducdo do nimero de cépias do gene 16S rRNA apds 7 dias de tratamento (Figura 4C).
Para a comunidade séssil, foi observada apenas uma alteracdo significativa da quantificagdo,
sendo essa a redu¢do do numero de cOpias do gene 16S RNAr apds 5 dias de aplicagdo do
biocida (Figura 4D). Enquanto isso, para o gene dsr, observamos aumento significativo da
quantificacdo apds 3 dias de tratamento da comunidade planctonica e 5 dias da comunidade
séssil (Figura 4E). Além disso, foi observada reducao do nimero de cépias do gene analisado
apos 5 e 7 da adicdo do THPS na comunidade planctonica e apds 3 dias na comunidade séssil
(Figura 4F). A citometria de fluxo mostrou redu¢do no numero de células totais apos 5 e 7
dias de adi¢do de THPS na comunidade planctdonica e um aumento apds 9 dias de tratamento
(Figura 4G). No caso da comunidade séssil, foi observada reducdo da quantificacdo celular
somente apds 7 dias de tratamento, sendo notado aumento em todos os outros tempos
analisados (Figura 4H).

Ambas as quantifica¢Ges relacionadas ao metabolismo microbiano evidenciaram um efeito
interessante de reducdo populacional por acdo do quimico durante a maior parte do tempo
analisado. A quantificacdo do ATP mostrou que a aplicacdo preventiva do THPS provocou,

de modo geral, reducdo na atividade metabdlica em ambas as comunidades analisadas
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(Figuras 41 e 4J). A partir do 9° dia apds o tratamento € observado o aumento da atividade
metabdlica em ambas as comunidades, sendo que na comunidade séssil, j4 ndo € observada
diferenga significativa entre controle e tratamento a partir do 7° dia apds a aplicacdo do
quimico. A concentragdo de sulfeto reduziu, em relagdo ao controle, em todos os dias de
tratamento avaliados (Figura 4K). O pico de producdo de sulfeto do controle
(aproximadamente 600 ppm) foi observado no 3° dia, semelhante ao observado no tratamento

corretivo, e do tratamento (aproximadamente 100 ppm) observado no 9° dia.
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Figura 4: Quantificagdo, por diferentes métodos, das comunidades planctdnica e séssil ap6s 3, 5, 7 e 9 dias da
adi¢do de THPS em microcosmo de dgua de producdo. A) NMP de células planctonicas. B) NMP de células
sésseis. C) ddPCR do gene 16S de células planctonicas. D) ddPCR do gene 16S de células sésseis. E) ddPCR do
gene dsr de células planctonicas. F) ddPCR do gene dsr de células sésseis. G) Contagem de células totais da
comunidade planctdnica por citometria de fluxo. H) Contagem de células totais da comunidade séssil por
citometria de fluxo. I) Quantificacio de ATP de células planctdnicas. J) Qauntificacdo de ATP de células
sésseis. K) Quantificagdo de sulfeto total produzido pela comunidade. O “*” destaca resultados que extrapolaram
o limite de quantificagio do NMP e as letras (a, b e ab) indicam os resultados da andlise estatistica e as

diferencas significativas encontradas (p < 0,05)..

5. Discussao

Neste trabalho avaliamos o biocida THPS, que é amplamente utilizado na industria
petrolifera (CAVALCANTI, 2001; HAACK, THOMAS K., DOWNWARD; TALBOT, 1997;
KEASLER et al.,, 2017). Esse quimico apresenta amplo espectro de acdo e atua pela
interferéncia em ligacoes do tipo dissulfeto e grupos tiol, resultando em desnaturagcdo proteica
e desestabilizacdo celular (CAVALCANTI, 2001; KEASLER et al., 2017; MORRIS; VAN
DER KRAAN, 2017). Outro efeito importante desse biocida para o contexto em que PRS
estdo inseridos € a reducdo do teor de H,S em solucgdo por acdo de espécies quimicas liberadas
no meio durante sua aplicagdo, resultando na neutralizacido desse composto nocivo a industria
e ao ambiente (MOISEEV; JAMES, 2020).

A partir dos parametros avaliados neste estudo, notamos que, na maioria das vezes, a
comunidade séssil se mostrou equivalente ou menor em quantidade que a comunidade
planctonica, evidenciando que nesses microcosmos a maior parte dos microrganismos estava
na forma planctonica. Tal resultado contrapde o fato de que a maioria dos microrganismos nos
ecossistemas naturais se encontra na forma de biofilmes (STOODLEY et al., 2002).
Acreditamos que essa observacio seja reflexo do fato de que esse € um sistema artificial, em
que as condi¢des foram adaptadas para serem ideais para o crescimento dessas culturas,
diminuindo a acdo de elementos potencialmente estressores (JENNEMAN; DE LEON, 2022;
PANNEKENS et al., 2019).

O tratamento corretivo visa a eliminagdo de um problema existente, ou seja, o quimico €
aplicado em uma comunidade em estdgios mais avangados de desenvolvimento, objetivando
sua desestabilizacdo e remocdo (MOTSCHMAN; MOORE, 1999). As comunidades, ja
estabelecidas, apresentam relacdes sociais mais complexas, o que impacta diretamente na
maneira que respondem ao tratamento (LAWRENCE et al.,, 2012). J4 o tratamento

preventivo, é empregado para eliminar fatores que podem vir a causar problemas no futuro,
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ou seja, o biocida € usado em estdgios mais iniciais da comunidade, visando impedir o seu
desenvolvimento e os consequentes danos dela decorrentes (MOTSCHMAN; MOORE,
1999). Essas comunidades ainda ndo possuem tantos recursos para reverter a interferéncia
causada pelo quimico, se tornando mais susceptiveis a sua acio (LAWRENCE et al., 2012).

De maneira geral, para ambas as estratégias de tratamento aplicadas, foi observada uma
acdo mais efetiva do biocida sobre a comunidade planctonica do que sobre a comunidade
séssil. Tal resultado pode ser atribuido ao efeito protetivo conferido pela estrutura da matriz
extracelular da comunidade séssil as células nela inseridas ou ainda pelo fato de que nessas
estruturas existem diversas células em estado metabdlico menos ativo, o que as torna menos
susceptiveis aos diferentes estresses impostos pelas condi¢cdes ambientais ou pela adicdo de
quimicos no meio (BAS; KRAMER; STOPAR, 2017; COS et al., 2010; JENNEMAN; DE
LEON, 2022; SCOFFIELD; WU, 2019).

Nesse trabalho foi observado que, na maioria dos casos, os parametros de quantificacao da
comunidade se mantiveram inalterados na presenca do quimico ou estiveram aumentados para
o tratamento corretivo. Os resultados de tratamento eficaz e reducdo significativa de
populacdo foram pontuais. Nesse cendrio, fatores determinantes para o sucesso do tratamento
quimico, como a dose utilizada de biocida ou a frequéncia de sua aplica¢do, se tornam ainda
mais decisivos e precisam ser otimizados para que a eficiéncia do tratamento seja maximizada
(ARAUJO et al., 2013; JACK, T.R; WESTLAKE, 1995).

Além disso, devido a maior instabilidade da comunidade séssil nos estdgios iniciais de
desenvolvimento (BROWN; TURNER, 2019; MAUNDERS; WELCH, 2017), era esperado
que o efeito mais agudo do tratamento corretivo fosse observado nos primeiros dias de
andlise. Entretanto, essa observagao nio foi uma unanimidade em todas as anélises realizadas,
indicando que € possivel que a comunidade j4 apresente alguns mecanismos de defesa, como
a adog¢do de estados de metabolismo menos ativo (JENNEMAN; DE LEON, 2022; KOO et
al., 2017; ROMLING et al., 2014).

Para a aplicacdo preventiva foi observado um efeito do tratamento de acordo com o
esperado, ou seja, o crescimento da comunidade microbiana foi inibido por um determinado
periodo apds a aplicagdo do quimico. Nesse caso, essa acdo foi eficiente até o sétimo dia, a
partir de quando se observa um desenvolvimento tardio da comunidade avaliada. Esse
desenvolvimento tardio da comunidade pode ser explicado pela sua adaptacdo a presenga do
quimico, permitindo que mecanismos de defesa sejam elaborados e a comunidade seja

reestruturada e se recupere (SHI et al., 2021). No caso das comunidades sésseis, 0s
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microrganismos em estado de dorméncia inseridos nessas estruturas podem estar associados
com o reestabelecimento da comunidade no momento em que o efeito do quimico reduz a sua
influéncia sobre o meio (BAS; KRAMER; STOPAR, 2017; COS et al., 2010).

Ainda, no caso do tratamento preventivo, € possivel pensar que a retomada do
desenvolvimento da comunidade se dd por reducdo do efeito do quimico que ocorre
naturalmente pela sua degradacdo no meio. No caso especifico do THPS, sua hidrdlise ocorre
nas condicdes de pH e temperatura utilizadas para cultivo e a taxa de degradacdo ¢é
dependente de pH. A meia vida do composto esta entre 72 e 7 dias, considerando valores de
pH na faixa de 7,0 a 9,0. Além disso, em ambientes anaerdbios € relatada metabolizacdo de
60% do composto dentro de um prazo de 30 dias, resultando na formacdo de 6xido de
trihidroximetilfosfina (THPO) e acido bishidroximetilfosfonico (BMPA) (BENSON et al.,
2000; EHS SUPPORT, 2021).

Neste trabalho, a aplicagdo preventiva do biocida apresentou maior eficiéncia que a
corretiva. Isso pode ser comprovado pela maior redugdo populacional por adicio do THPS na
modalidade preventiva, além da observacdo do desenvolvimento tardio da comunidade sob
efeito do quimico. Ainda € possivel destacar que o tempo de maior eficiéncia do tratamento
corretivo com o biocida se d4 entre os dias 5 e 7 de maturagdo da cultura, proximo ao ponto
de desenvolvimento tardio da comunidade tratada preventivamente.

Em vista desse comportamento, a padronizacdo desses tempos para avaliagdo de acdo de
THPS em sistemas semelhantes € um artificio interessante, que possibilitaria a visualiza¢dao do
maior efeito e melhor eficiéncia do tratamento. Além disso, a utilizacdo desse tempo como
frequéncia de dosagem no delineamento de um tratamento permitira conciliar o efeito das
intervencdes preventivas e corretivas, alcancando uma reducdo populacional mais
significativa e, consequentemente, mais eficaz para o controle do dano. Adicionalmente, seria
interessante a combinacdo desses tratamentos com a remog¢do fisica de biofilmes, por
exemplo, visando ampliar a eficiéncia do tratamento (CAVALCANTI, 2001; LI et al., 2016).

A utilizacdo de diferentes metodologias de quantificacdo e monitoramento da comunidade
microbiana também representa outro ponto de destaque desse trabalho (Tabela 1). Apesar de o
NMP ser amplamente aplicado na industria petrolifera e recomendado pela NACE (2004)
para ensaio de eficiéncia biocida para controle de biocorrosdao, sdo observadas diversas
limitagdes relacionadas a sua aplicacdo (BENNET, 2016). Assim, discussdes acerca de
métodos alternativos para quantificacdo das comunidades ja sdo levantadas hd algum tempo

(BONADONNA; BRIANCESCO; LA ROSA, 2019; KEASLER et al., 2013; MARTIN-
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SANCHEZ; GORBUSHINA; TOEPEL, 2018; MAUERHOFER et al, 2019;
SENTHILMURUGAN et al., 2021).

Dentre as limitagcdes da aplicacio do NMP no monitoramento de comunidades
microbianas, nesse trabalho foi possivel observar que muitas amostras extrapolaram o limite
superior de quantificacdo da técnica, que é de 1,4 x 10’ células para a estrutura de NMP
utilizado no trabalho. Esse resultado impede uma quantificacdo precisa da comunidade
microbiana e, consequentemente, a verificacdo do efeito especifico do biocida na
comunidade, o que pode ocasionar a utilizacdo de tratamentos nao apropriados ao contexto e o
consequente desenvolvimento de resisténcia aos tratamentos (ARAUJO et al., 2013;
KEASLER et al., 2017). E possivel pensar na ampliacio da sequéncia de dilui¢io seriada
utilizada no NMP como forma de resolver essa limitacdo, mas essa adaptacio tornaria a
metodologia ainda mais laboriosa. Além disso, s6 é possivel perceber que a amostra
extrapolou o limite de quantificagdo apds o tempo de cultivo, o que inviabiliza a repeti¢cdo do
experimento utilizando as dilui¢des apropriadas.

Ainda, a principal limitacdo da técnica esta relacionada ao fato de ela ser dependente de
cultivo. Isso implica na quantificacio apenas dos microrganismos cultivaveis, que
representam apenas uma pequena porcentagem da totalidade dos microrganismos conhecidos.
Além disso, € necessdrio que os microrganismos cultivdveis estejam vidveis para que sejam
cultivados e é previsto que 80% dos microrganismos componentes das comunidades
ambientais estejam dormentes ou inativos, além da possibilidade de redu¢do da viabilidade da
comunidade em razdo da manipulacdo da cultura durante os procedimentos de amostragem,
principalmente pelo fato de esse grupo ser anaerébio (BENNET, 2016; KEASLER et al,
2013; MAUERHOFER et al., 2019; SKOVHUS; ECKERT; RODRIGUES, 2017). Assim,
como em todas as técnicas dependentes de cultivo, o maior entrave do NMP € a deteccdo de
uma comunidade essencialmente diferente da real.

Uma das alternativas para quantificacdo microbiana avaliada neste trabalho foi o PCR
digital em gota (ddPCR), que possibilitou resultados mais rdpidos e apresentou limites de
detec¢do mais amplos que o NMP (BAKER, 2012). No entanto, os resultados obtidos nesse
trabalho foram consideravelmente diferentes do esperado de acordo com o efeito presumido
para o quimico. Assim, pode ser interessante a andlise de um maior niimero de amostras para
o estabelecimento de estratégias mais precisas para emprego desta técnica para amostras

ambientais, que se mostra possivel pela aplicacio dessa metodologia para monitoramento
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microbioldgico de qualidade da dgua (CAO et al., 2020; NETZER et al., 2021; TIWARI et al.,
2022) de maneira eficiente.

Para que a quantificacdo dos grupos de interesse ocorra de maneira eficiente em amostras
ambientais é necessario trabalhar em otimiza¢des dos parametros utilizados nas andlises,
como as condicdes da reacdo de amplificacdo e a andlise dos resultados obtidos. Alguns
parametros da reacdo que sdo capazes de alterar a qualidade dos resultados sdo: a duracdo de
cada etapa da reacdo e rampa de temperatura utilizada, que irdo influenciar na eficiéncia da
separacdo das gotas positivas e negativas; bem como a concentragdo de DNA da amostra, que
resulta na diluicio de contaminantes e na reducdo de resultados falsos. Além disso, a
utilizacdo de controles positivos e negativos a cada rea¢do permite uma determinacdo mais
precisa do threshold (BAKER, 2012; CAO et al., 2020; KOKKORIS et al., 2021).

Neste trabalho ainda destacamos a possibilidade de contagem de células dessas amostras
por citometria de fluxo, sendo possivel diferenciar os controles e dos tratamentos, refor¢cando
a capacidade de deteccdo de células bacterianas tnicas e com alta acurdcia (HAMMES et al.,
2008). Essa técnica ja € amplamente aplicada no monitoramento microbiolégico da qualidade
de 4gua potdvel e de rejeitos industriais (HAMMES et al., 2008; LIU et al., 2013; SAFFORD;
BISCHEL, 2019; VAN NEVEL et al., 2017; WANG et al., 2010). Esses trabalhos avaliaram a
efetividade de diferentes métodos de tratamento aplicados para melhoria da qualidade dessas
aguas, estando, de certa forma, relacionados ao objetivo do presente trabalho.

A quantificacdo de ATP foi a terceira metodologia avaliada neste trabalho para verificar a
eficiéncia do biocida na microbiota. A técnica foi sensivel e evidenciou pontos referentes aos
tratamentos com biocida, em que houve reducio da atividade metabdlica, principalmente nos
pontos iniciais do experimento preventivo. O fato de o protocolo de andlise das comunidades
planctonicas ser baseado em etapas sequenciais de filtracio (ABUSHABAN et al., 2019;
BENNET, 2016; MAUERHOFER et al., 2019; ZHANG et al., 2019) introduz certo viés na
técnica, resultando em desvios notdveis observados nesse trabalho.

Os desvios foram bastante varidveis, nao sendo possivel estabelecer uma relagdo concreta
entre o tipo de amostra, planctonica ou séssil, ou o estidgio de desenvolvimento da
comunidade e a amplitude dos desvios. Ja no protocolo de anélise das comunidades sésseis, a
etapa de desprendimento do biofilme por agitacdo do tubo em que ele estd contido
(SOLEIMANI; ORMECI; ISGOR, 2013) pode acarretar resultados com maiores desvios, ja
que a manipulacdo pode induzir desprendimento diferente em cada cupom analisado. Um

ponto especifico que chamou atengdo foi a comunidade séssil do dia 3 do experimento



62

corretivo, que apresentou, tanto no controle, quanto no tratamento, desvios desproporcionais.
Tal resultado pode ser devido a formacdo desigual do estigio inicial de desenvolvimento da
comunidade de cada réplica, além da possibilidade de desprendimento desigual em
decorréncia do protocolo.

A quantificacdo de sulfeto ja € amplamente aplicada na industria, por meio de diferentes
técnicas, com finalidade de monitoramento dos niveis de H,S no ambiente (NARANJO;
KORNBECH, 2008). No que diz respeito aos seres humanos, efeitos nocivos a saide sao
observados a partir de exposi¢do por algumas horas a niveis entre 10 e 30 ppm. Os efeitos
adversos se intensificam e se tornam mais graves com o aumento da dosagem, sendo que em
niveis de 500-600 ppm, valores atingidos nesse experimento, a exposicdo por apenas 15
minutos causa disfungOes respiratdrias e circulatorias. Acima desse nivel esse gas pode levar a
morte em minutos (MAINIER; VIOLA, 2005).

Nesse trabalho foi possivel confirmar a sensibilidade da técnica (ASTM, 1989) por meio
da quantifica¢do de sulfeto presente na amostra do terceiro dia de tratamento preventivo, em
que foi observada redugdo significativa da comunidade de PRS pelas diversas técnicas
aplicadas. E importante ainda destacar que o fato de a aliquota a ser quantificada ser
adicionada em uma solucdo sequestrante reduz significativamente as chances de perdas do
composto em andlise, contribuindo para uma quantificacdo bastante préxima da real, além de
permitir que a amostra seja armazenada para andlise posterior, 0 que pode ser interessante no
caso do transporte até o laboratorio (WILLIAMS, 2003). Apesar de a titulagdo
potenciométrica ser uma técnica utilizada em escala laboratorial, ndo sdo encontrados
trabalhos na literatura relatando seu uso.

Para além das vantagens e desvantagens apresentadas para cada método, € preciso se
atentar a finalidade do monitoramento realizado para escolher a melhor técnica a ser
empregada. Caso o interesse seja avaliar a presenca de organismos no sistema ou o efeito de
um determinado quimico ou tratamento sobre a comunidade bacteriana, as técnicas de
quantificacdo celular s@o mais indicadas. Todavia, se o objetivo for avaliar a capacidade de
geracdo de danos de determinada populacao microbiana, a avaliacao de atividade metabdlica é
mais explicativa. Isso acontece porque a maioria dos danos ambientais e industriais €
decorrente do metabolismo dos organismos envolvidos e ndo somente da sua presencga, que ¢é

apenas indicativo da possibilidade de problema (CHEN; CHEN, 1984).
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6. Conclusoes e Perspectivas

As diferentes técnicas evidenciaram o melhor efeito do biocida entre os dias 5 e 7 para o
tratamento corretivo, além do efeito duradouro do tratamento preventivo, com inibi¢do do
crescimento por 7 dias. Assim, o uso desses tempos para padroniza¢do de andlises de efeito
biocida, especialmente quando utilizado o THPS, em comunidades semelhantes a avaliada
neste estudo, possibilitaria maior assertividade quanto a eficiéncia do tratamento delineado.
Ainda, € vidvel a proposicao da utilizacdo dessa frequéncia de dosagem de biocidas quimicos
para mitigacdo de PRS em industrias petroliferas, de modo a combinar a redu¢do populacional
inicial observada no tratamento preventivo, com a maior redu¢do populacional observada no
tratamento corretivo, permitindo um controle eficiente da comunidade microbiana. Estudos de
diversidade e sucessdo microbiana na comunidade em questdo possibilitariam o entendimento
das variacdes observadas nos parametros de quantificacdo populacional. Nos casos em que
ndo foi observada variagdo na quantificacdo, essa andlise seria ainda mais importante, pois
poderia mostrar se o quimico apresentou algum efeito na estrutura da comunidade, apesar de
ndo causar alteracoes quantitativas.

Quanto as metodologias avaliadas nesse trabalho para monitoramento da comunidade
microbiana, as quantificagdes baseadas em DNA (PCR digital dos genes 16S RNAr e dsr) ndo
apresentaram bons resultados, com grandes variacdes e divergéncias em relacdo ao efeito
esperado para o tratamento com biocida. E possivel pensar na aplicacdo de metodologias de
quantificagdo que utilizem como alvo moléculas de RNA, que apresentam correlacdo direta
com o estado metabdlico concreto da comunidade, como alternativas de maior viabilidade. As
metodologias baseadas na quantificacdo de atividade metabdlica (ATP e H,S) sdo promissoras
para complementagdo da andlise por NMP preconizada pela NACE Internacional (2004).
Essas analises permitiram a avaliacdo da comunidade total, assim como do grupo dos PRS,
além de estarem alinhadas a finalidade de monitoramento microbiano para reduciao de danos
causados a industria. Dessa forma, € interessante analisar um maior ndmero de amostras, além
de amostras de diferentes origens, para validacdo dos resultados aqui observados. Essa € uma
demanda especialmente importante no caso das metodologias baseadas em atividade
metabolica, devido a sua maior aplicabilidade e aos avangos que poderiam ser alcancados a

partir da sua aplicacao.
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Conclusoes gerais

Os estudos realizados nesse trabalho permitiram a constru¢do de conhecimento acerca
de uma comunidade microbiana pouco explorada até o momento, a membrana de
dessulfatacdo de dgua do mar, onde se observa predominincia de grupos relacionados ao
ambiente marinho. Além de explorar a diversidade desse ambiente, esse foi o primeiro
trabalho a realizar isolamento microbiano a partir desse tipo de amostra, totalizando 15
isolados. Uma melhor identificacdo destes isolados é de extreme importancia para ampliacao
do conhecimento cientifico e biotecnolégico. Nossos resultados também demonstram a
possibilidade de utilizar os meios de cultivo BANHT, BFHT ou Postgate E para preservacao
de amostras de membrana por tempos inferiores a seis meses.

Esse trabalho demonstra que os melhores efeitos dos tratamentos com THPS estdo
entre os dias 5 e 7, sendo interessante a utilizacdo desses tempos para combinacdo dos
resultados positivos nas modalidades corretiva e preventiva. Os resultados sugerem a
possibilidade de utilizacdo de metodologias de monitoramento microbiolégico baseadas em
quantificacdo de atividade metabdlica, como quantificacio de ATP por ensaio de
fluorescéncia e titulacdo potenciométrica de sulfeto de hidrogénio, em conjunto ou em
substituicdo a metodologia do NMP, amplamente utilizada atualmente. Devido as
inconsisténcias observadas para as técnicas baseadas em DNA na quantificacdo precisa da
abundancia de bactérias totais e grupos de PRS na comunidade microbiana, o trabalho propde
a utilizagdo da molécula de RNA em detrimento da molécula de DNA.

Novos estudos com ampliagdo do conjunto amostral serdo importantes para fortalecer
os resultados demonstrados. A realizacdo de andlises de diversidade e sequenciamento
também pode ser elucidativa para o entendimento, de maneira mais profunda, do

comportamento da comunidade frente ao tratamento com biocida quimico.
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APENDICE A

Tabela 1 — Comparacao de resultados de tratamentos com biocida em funcao das técnicas de monitoramento de microrganismos. Com

excecdo do NMP, os resultados sdo representados pela média das triplicatas. Os resultados da titulacio de H,S estdo repetidos para as

comunidades sésseis e planctonicas, ja que é dosado o composto presente no meio, sem diferenciacdo das comunidades celulares.

Tivo d Tivo d PRS Bactérias Totais Células totais
'po ¢ 'po e Tipo de célula Tempo 3 P
tratamento  amostra PRS/mL dsr/mL ppm de H,S 16S RNAr/mL pg ATP/mL ou cm Células/ml
(NMP) (ddPCR) (Titulacao) (ddPCR) (ATP) (citometria)
Dia 3 2.1x10° 5,7x 10° 6,3 x 10° 23x10° 23x10° 8,7 x 10*
Dia 5 3,5x 10° 1,3x 10° 5,9 x 10° 12x10° 25x10° 1,1 x 10°
Plancténicas
Dia 7 3,5x 10° 1,3x 10° 49x10% 48x 10* 24x10° 58 x 10°
Dia 9 2,8x 10° 1,4x10° 45x10% 45x 10* 1,8x10° 8,0x 10°
Controle
Dia 3 1,4 x 10 7,7 x 10° 6,3 x 10° 8,533 x 10° 1,1 x10° 45x10*
Dia 5 3,5 x 10* 7,1 x 10° 5,9 x 10° 1,7 x 10° 1,7 x 10* 1,6 x 10*
P i Sésseis
reventivo Dia 7 2,1x10° 2,6x10° 4,9 x 10 2,7 x 10* 1,4 x 10* 2,7 x 10*
Dia 9 93x10° 4,5 x 10? 4,5 x 10? 1,4x 10° 1,1 x 10* 2.7 x 10*
Dia 3 2,3x10° 4,0x 10* 1,9 x 10 40x 10° 1,3 x 10* 9,1 x 10*
Dia 5 93 6,1 x 10° 2,1 x 10! 1,4x 10° 3,0 x 10 2,0 x 10*
Plancténicas
Tratamento Dia 7 2,8 x 10° 7,7 x 10 8,9 x 10 1,6 x 10* 3,3 x 10* 2,7x10*
Dia 9 1,5x10° 1,4x10° 1,0 x 10? 9.4 x 10* 6,4 x 10* 98x10°
Sésseis Dia 3 1,1 x 10’ 2,3 x 10 1,9 x 10 6,4 x10° 3,4x10° 7.2 x 10*
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Dia 5 43x 10° 1,5x 10° 2,1 x 10! 1,0x 10° 8,7 x 10° 29 x 10*
Dia 7 1,5x 10° 4.8 x 10? 8,9 x 10! 3,1 x10* 1,1 x 10* 1,5 x 10*
Dia 9 9,3x 10° 45x10° 1,0 x 10? 1,6 x 10° 2,6 x 10* 6,1 x 10*
Dia 3 2.1x10° 9,0 x 10° 54x10° 1,9x 10° 3,2x 10° 7.4 x 10*
Dia 5 3,5 x 10* 3,8 x 10 4,7x 10% 1,1 x10* 9,6 x 10* 8,1 x 10*
Planctoénicas
Dia 7 9,3x10* 6,9 x 10? 2,6 x 10 1,2 x 10* 3,5 x 10* 7.9 x 10*
Dia 9 2,8x 10° 44x10° 2,9 x 10 2,0x10° 8,3 x 10* 7,0x 10°
Controle
Dia 3 9,3x10* 43x 107 5.4 x 10 1,7x 10° 1,0x 10° 29 x 10*
Dia 5 1,5x10* 2,7 x 10 47 x 10% 1,1 x10* 1,6 x 10° 1,1 x10*
Sésseis
Dia 7 1,4 x 107 3,1 x10? 2,6 x 10° 1,5x 10° 9.4 x 10* 2.4x 10*
Dia 9 1,4 x 107 5,9 x 10° 2.9x10° 4,7 x 10? 1,2x 10° 23x 10*
Corretivo Dia 3 2,1 x 10° 8,8 x 10° 5,5x 10° 8,4x10° 1,6 x 10° 25x 10°
Dia 5 2,1 x 10! 8,2 x 10! 2,6 x 10° 3,9x 10° 1,2x10° 3,5x 10*
Plancténicas
Dia 7 9,3x10* 1,1 x10° 2,5 x 10 5,9x 10° 1,3x 10° 3,6 x 10°
Tratamento Dia 9 2,1x10°  4,7x10° 3,2x 107 1,4x 10 1,9 x 10* 2,2x10°
4 horas Dia 3 1.1x107  3,1x10° 5.5 x 10 9.4x 10° 1.1x 10° 1,5x 10*
Dia 5 2,0 x 10* 3,8x 10° 2,6 x 10° 1,2 x 10* 1,2x10° 1,2 x 10*
Sésseis
Dia 7 1,5 x 10* 4.1 x 10 2,5x 10° 28x 10° 1,5x 10° 1,9x 10°
Dia 9 28x10° 42 x 10 3,2x 10° 1,5x 10° 1,0 x 10* 1,7 x 10°
Tratamento — Plancténicas Dia 3 7,5x10* 2,3x10° 4,6 x 107 1,1 x 10* 7,0x 10* 20x10°
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24 horas

Dia 5 43 x10° 9,0 x 10 2,3 x 10 1,8x 10* 3,0 x 10* 6,9 x 10°
Dia 7 1,1x10° 7.3 x 10° 23x10° 7.2 x 10° 1,0 x 10° 1,1 x 10°
Dia 9 7,5x10* 1,5x 10° 2,3 x 10 1,5x 10* 9,7 x 10* 74x10°
Dia 3 43 x 10" 2.4x10° 4,6 x 10* 12x 10° 6,6 x 10° 98x10°
Dia 5 43 x10° 3,9 x 10? 2,3 x 10 43x10° 8,6 x 10* 5,8x10*
Sésseis
Dia 7 1,5x10* 3,8 x 10? 2,3 x 10 9,7 x 10 9,2 x 10* 7,0 x 10*
Dia 9 1,4 x 107 5,3x 10° 23x10° 1,0x 10° 2.8x 10 23x10°

Tabela 2 — Andlise estatistica do indice de Shannon. Amostras que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes.

Amostras individuais Meio de cultivo
Fator Média  Agrupamento | Fator Média Agrupamento Fator Média Agrupamento Fator Média Agrupamento
EF 4,49 A S1BF 3,24 BCD Frescas 4,21 A BANHT 2,99 B
SF 3,93 AB E6P 3,92 AB Postgate E 3,74 AB BFHT 2,99 B
E1P 3,71 AB S6P 3,14 BCD Tempo de cultivo
S1P 4,19 A E6BAN 4,29 A Frescas 4,21 A
E1BAN 2,42 D S6BAN 3,86 AB 1 més 3,09 B 6 meses 3,39 AB
S1BAN 1,37 E E6BF 2,32 D Porciao da membrana
E1BF 3,60 ABC S6BF 2,79 CD Entrada 3,54 A Saida 3,22 A
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Tabela 3 — Analise estatistica do indice de Riqueza (S). Amostras que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes.

Amostras individuais

Meio de cultivo

Fator Média  Agrupamento | Fator Média Agrupamento Fator Média Agrupamento Fator Média Agrupamento
EF 626 A S1BF 382 ABC Frescas 609 A BANHT 354 B
SF 592 AB E6P 321 ABC Postgate E 327 B BFHT 343 B
ElP 238 C S6pP 336 ABC Tempo de cultivo
S1P 413 ABC E6BAN 486 ABC Frescas 609 A
EIBAN 258 BC S6BAN 460 ABC 1 més 313 6 meses 369 B
SIBAN 214 C E6BF 320 ABC Porcao da membrana
E1BF 375 ABC S6BF 294 ABC Entrada 384 A Saida 375 A

Tabela 4 — Analise estatistica do indice de Chao-1. Amostras que ndo compartilham a mesma letra s@o significativamente diferentes.

Amostras individuais

Meio de cultivo

Fator Média  Agrupamento | Fator Média Agrupamento Fator Média Agrupamento Fator Média Agrupamento
EF 720,30 A S1BF 412,30 ABC Frescas 693,70 A BANHT 387,10 B
SF 667,10 AB E6P 362,20 BC Postgate E 350,70 B BFHT 3773 B
E1P 256,00 C S6P 358,40 BC Tempo de cultivo
S1P 426,00 ABC E6BAN 533,70 ABC Frescas 693,70 A
E1IBAN 273,50 C S6BAN 499,00 ABC 1 més 337,80 6 meses 405,60 B
S1BAN 2422 C E6BF 358,20 BC Porc¢iao da membrana
E1BF 416,27 ABC S6BF 3224 BC Entrada 417,20 A Saida 418,20 A
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Tabela 5 — Analise estatistica do indice de Simpson. Amostras que nao compartilham a mesma letra sao significativamente diferentes.

Amostras individuais

Meio de cultivo

Fator Média  Agrupamento | Fator Média Agrupamento Fator Média Agrupamento Fator Média Agrupamento
EF 0,03 G S1BF 0,15 CDE Frescas 0,06 AB BANHT 0,22 A
SF 0,09 EFG E6P 0,05 FG Postgate E 0,07 B BFHT 0,19 AB
E1P 0,05 FG S6P 0,13 DEF Tempo de cultivo
S1P 0,05 FG E6BAN 0,04 G Frescas 0,06 A
E1BAN 0,24 C S6BAN 0,07 EFG 1 més 0,18 A 6 meses 0,14 A
SIBAN 0,52 A E6BF 0,34 B Por¢ao da membrana
E1BF 0,08 EFG S6BF 0,20 CD Entrada 0,12 A Saida 0,17 A
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