UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

Desenvolvimento de coquetéis fagicos inespecificos para o controle de
biofilme produzido por bactérias redutoras de sulfato

Diana Layla Lemos Santos
Magister Scientiae

VICOSA - MINAS GERAIS
2026



DIANA LAYLA LEMOS SANTOS

Desenvolvimento de coquetéis fagicos inespecificos para o controle de
biofilme produzido por bactérias redutoras de sulfato

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-
Graduacdo em Microbiologia Agricola,
para obtencdao do titulo de Magister
Scientiae.

Orientador: Sergio Oliveira de Paula

VICOSA - MINAS GERAIS
2026



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vicosa - Campus Vicosa

S237d
2026

Santos, Diana Layla Lemos, 2000-

Desenvolvimento de coquetéis fagicos inespecificos para o
controle de biofilme produzido por bactérias redutora de sulfato /
Diana Layla Lemos Santos. — Vicosa, MG, 2026.

1 dissertagdo eletronica (70 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Sérgio Oliveira de Paula.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Biologia Geral, 2026.

Referéncias bibliogréficas: f. 65-70.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2026.444

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Bacteriofagos. 2. Biofilmes - Controle biolégico.
3. Inddstria petrolifera. 1. Paula, Sérgio Oliveira de, 1976-.
II. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Biologia
Geral. Programa de P6s-Graduacdo em Microbiologia Agricola.
III. Titulo.

CDD 22. ed. 579.26

Bibliotecario(a) responsdvel: Euzébio Luiz Pinto CRB-6/3317




DIANA LAYLA LEMOS SANTOS

Desenvolvimento de coquetéis fagicos inespecificos para o controle de
biofilme produzido por bactérias redutoras de sulfato

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de Poés-Graduagcdo em
Microbiologia Agricola, para obtengao do titulo
de Magister Scientiae.

APROVADA: 8 de maio de 2026.

Assentimento:

Diana Layla Lemos Santos
Autora

Sergio Oliveira de Paula
Orientador

Essa dissertacao foi assinada digitalmente pela autora em 30/07/2026 as 19:33:37 e pelo orientador
em 30/07/2026 as 19:42:53. As assinaturas tém validade legal, conforme o disposto na Medida
Proviséria 2.200-2/2001 e na Resolugdo n? 37/2012 do CONARQ. Para conferir a autenticidade,
acesse https://siadoc.ufv.br/validar-documento. No campo 'Cédigo de registro', informe o cédigo
5109.MKF9.P9PL e clique no botdo 'Validar documento'.



A Deus, meus pais, irmaos, amor e amigos que me mantiveram forte até aqui.



AGRADECIMENTOS

Acima de tudo e de todos, agradeco a Deus, que me sustentou, capacitou e guiou
durante toda esta caminhada. Sem Ele, nada eu seria. Sou grata pela sabedoria
concedida, pela forga nos momentos dificeis e por ter me segurado quando pensei
que nao conseguiria continuar.

Aos meus pais, Débora e Ronaldo, agradeco de todo o coracado por todo amor,
apoio e cuidado. Obrigada por ouvirem meus choros, minhas insegurancas € meus
desabafos, e por sempre me lembrarem de que eu sou capaz de muito mais do que
imagino. Vocés sempre mantiveram minha autoestima la no alto e foram
fundamentais para que eu chegasse até aqui. Amo muito vocés. Ao meu irmao
Rhyan, obrigada por sempre me apoiar e por estar disposto a me ajudar sempre que
precisei, bebezinho. Ao meu irméo Diego, agradeco por abrir caminhos e me fazer
acreditar que somos capazes de realizar aquilo que desejamos. Obrigada tia Lili por
todas as oracdes. Minha familia, esta conquista ndo é sé minha, é por todos vocés.
As minhas amigas Thaina e Maria Eduarda, agradeco por estarem sempre ao meu
lado, mesmo a distancia, me apoiando, aconselhando e ouvindo tudo o que eu tinha
a dizer. Vocés sao presentes de Deus na minha vida, meninas super poderosas. A
José, Charles e Maria Vitéria, obrigada por compartiiharem comigo tantas
experiéncias em Vigosa e por tornarem essa caminhada mais leve, divertida e, as
vezes, cadtica, mas de um jeito bom. Nada teria a mesma graga sem vocés.
Agradeco também a todos os amigos que estiveram presentes nessa jornada, em
especial Ayeska e Maria Cecilia, minhas divas inspiradoras. Obrigada, meus amigos,
vocés sao incrivelmente especiais.

Ao meu amor, Victor, que desde o comecinho me acompanhou durante todo esse
caminho, agradeco por suportar meus dias ruins, que nao foram poucos, e por
comemorar comigo cada pequena vitéria. Obrigada por estar ao meu lado, por me
dar forgas e por me ajudar a aguentar cada momento. Ufa, conseguimos, amor. Esta
conquista € nossa.

Ao meu orientador, professor Sérgio Oliveira de Paula, agradecgo pela oportunidade
e o convite de fazer parte do seu laboratério e por me apresentar ao Programa de
Pés-Graduagao em Microbiologia Agricola. Vocé foi essencial para hoje eu pudesse
escrever esta dissertacéo.

Aos meus colegas de laboratério, agradeco pela ajuda. Em especial, a Adriele, por
ter me ensinado tanto durante o mestrado e por todo o suporte oferecido. Agradeco
também a Luciana e a Paloma, pelos conselhos, apoio e disponibilidade quando
precisei. Ao Igor, minha gratidao por toda ajuda em diversos momentos e por ter sido
essencial



para que este trabalho saisse do papel.

Sou grata a Universidade Federal de Vigosa e ao Programa de P6s-Graduacao em
Microbiologia Agricola pela oportunidade e pela honra de fazer parte desta
instituicao. Agradeco também ao Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), pela disponibilidade, suporte técnico e
contribuicdo fundamental para a realizagdo das andlises de microscopia eletrénica
desenvolvidas neste trabalho. E ao professor Sukarno Olavo Ferreira, do Laboratério
de Nanoscopia do Departamento de Fisica da UFV, pela colaboracdo, auxilio
durante as analises, que foram essenciais para a obtencdo dos resultados
apresentados nesta dissertacdo. Expresso minha sincera gratiddo a todos os
profissionais envolvidos, que contribuiram direta ou indiretamente para o
desenvolvimento deste estudo.

Este trabalho foi realizado com o apoio das seguintes agéncias de pesquisa
brasileiras: Coordenacgédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES) — Cdbdigo de Financiamento 001, Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq).



“Ver um sonho realizado s6 depende de vocé”.
(Walt Disney)



RESUMO

SANTOS, Diana Layla Lemos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2026. Desenvolvimento de coquetéis fagicos inespecificos para o controle de
biofilme produzido por bactérias redutoras de sulfato. Orientador: Sergio Oliveira
de Paula.

A corrosao influenciada por microrganismos (CIM) representa um problema
relevante na industria do petréleo, estando diretamente associada a atividade de
bactérias redutoras de sulfato (BRS), que formam biofilmes e produzem sulfeto de
hidrogénio (HS), um composto toxico e corrosivo. Nesse contexto, o presente estudo
teve como objetivo desenvolver e avaliar coquetéis fagicos inespecificos como
estratégia alternativa aos métodos convencionais para o controle de biofilmes
formados por culturas mistas de BRS, como o uso de biocidas quimicos.
Inicialmente, bacteriéfagos com alta performance litica, previamente isolados, foram
selecionados e utilizados na formulagcao de trés coquetéis distintos, os quais foram
avaliados em ensaios de prevencao e degradacao de biofilmes em placas de 96
pocos por meio da quantificagdo da biomassa utilizando a técnica cristal violeta.
Com base nesses resultados, o coquetel mais eficiente foi selecionado para ensaios
em sistema de tanques piloto, simulando condi¢gbes industriais. Nessa etapa, o
delineamento experimental foi direcionado exclusivamente para o controle de
biofilmes previamente estabelecido, uma vez que, em ambientes industriais, essas
estruturas ja se encontram formadas. O experimento foi conduzido em tanques
pilotos, ao longo de 28 dias, com aplicacdo do coquetel fagico nos dias 7, 14 e 21,
apods periodo inicial destinado a formacao do biofilme em cupons de ago carbono. A
eficacia do tratamento foi avaliada por meio do monitoramento do crescimento
microbiano por densidade éptica medida a 600 nm (DO), producdo de HS,
quantificacao de células viaveis por Niumero Mais Provavel (NMP), analise molecular
por Quantitative Real-Time (qPCR), atividade metabdlica do biofilme (ATP), além de
andlises estruturais por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e perfilometria
Optica, e avaliacao da corrosao por perda de massa e taxa de corrosdo dos cupons
metélicos. Os resultados indicaram redugdo na biomassa do biofilme em placas de
96 pocos, na atividade metabdlica microbiana e na producdo de HS nos sistemas
tratados, além de menor intensidade de corrosdo em comparagdo ao controle. As
andlises estruturais evidenciaram desorganizacdo do biofilme no sistema tratado.
Embora algumas varidveis nao tenham apresentado diferenca estatistica
significativa, os dados demonstram o potencial biotecnoldgico do uso de coquetéis
fagicos inespecificos como estratégia



complementar no controle da CIM em sistemas industriais.

Palavras-chave: sulfeto de hidrogénio; bacteriéfagos; tanques pilotos; culturas
mistas; biomassa aderida; corrosdo influenciada por microrganismos



ABSTRACT

SANTOS, Diana Layla Lemos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2026.
Development of non-specific phage cocktails for the control of biofilms produced by
sulfate-reducing bacteria

. Adviser: Sergio Oliveira de Paula.

Microbiologically influenced corrosion (MIC) represents a significant problem in the oil
industry and is directly associated with the activity of sulfate-reducing bacteria (SRB),
which form biofilms and produce hydrogen sulfide (HS), a toxic and corrosive
compound. In this context, the present study aimed to develop and evaluate non-
specific phage cocktails as an alternative strategy to conventional methods, such as
the use of chemical biocides, for the control of biofilms formed by mixed cultures of
SRB. Initially, bacteriophages with high lytic performance, previously isolated, were
selected and used to formulate three distinct cocktails, which were evaluated in
prevention and degradation assays of biofilms in 96-well plates by quantifying
biomass using the crystal violet staining method. Based on these results, the most
effective cocktail was selected for experiments in a pilot-scale tank system simulating
industrial conditions. At this stage, the experimental design focused exclusively on
the control of pre-established biofilms, since in industrial environments these
structures are already formed. The experiment was conducted over 28 days, with
application of the phage cocktail on days 7, 14, and 21, following an initial period for
biofilm formation. Treatment efficacy was assessed through monitoring microbial
growth by optical density at 600 nm (OD), HS production, quantification of viable cells
by the most probable number (MPN) method, molecular analysis by gPCR, biofilm
metabolic activity (ATP), as well as structural analyses by scanning electron
microscopy (SEM) and optical profilometry, and corrosion evaluation through mass
loss and corrosion rate of metal coupons. The results indicated a reduction in biofilm
biomass, microbial metabolic activity, and HS production in treated systems, in
addition to a lower corrosion intensity compared to the control. Structural analyses
revealed biofilm disorganization in the treated system. Although some variables did
not show statistically significant differences, the data demonstrate the
biotechnological potential of non-specific phage cocktails as a complementary
strategy for the control of MIC in industrial systems.

Keywords: sulfate-reducing bacteria; biofilm.; bacteriophages;



microbiologically influenced corrosion; pilot-scale tanks
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1 INTRODUGCAO

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) desempenham um papel essencial no
ciclo do enxofre e na biorremediacdo de metais pesados (LI et al., 2018). Essas
bactérias realizam respiragao anaerobia, utilizando o sulfato como aceptor final de
elétrons na via de reducéio dissimilatéria do sulfato. Nesse processo, os elétrons séo
provenientes da oxidacdo de compostos organicos ou inorganicos, como lactato,
acetato e hidrogénio molecular, resultando na producédo de sulfeto de hidrogénio
(H=S), um composto altamente téxico e corrosivo. O H.S representa sérios riscos a
saude humana em ambientes industriais, podendo causar irritacdo nas vias
respiratorias e, em concentracdes elevadas, levar a perda de consciéncia e morte.
Além disso, esse gas promove a corrosdo acelerada de superficies metalicas por
meio da formagao de sulfeto de ferro (FeS), e pode induzir fissuras em materiais
submetidos a tensdo, fenbmeno conhecido como "sulfide stress cracking" (SSC)
(ENNING; GARRELFS, 2014; MUYZER; STAMS, 2008). Portanto, a presenca e
atividade das BRS em ambientes industriais constitui uma ameacga significativa a
integridade de equipamentos, a seguranca ocupacional e ao equilibrio ambiental
(DIAS, 2022).

O setor de Petrdleo e Gas possui uma importancia fundamental para a
economia global. Segundo dados da Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), o Brasil movimentou mais de 106 milhdes de barris de
petréleo em operagdes de importagdo ao longo do ano de 2023 (ANP, 2024). No
setor petrolifero, as BRS representam um grande desafio, uma vez que um dos
principais fatores que dificultam seu controle é a formagao de biofilmes, que atuam
como uma barreira protetora, tornando essas bactérias mais resistentes aos biocidas
convencionais (PEREIRA et al., 2017). Como consequéncia, a corrosao influenciada
por microrganismos (CIM), também conhecida como biocorrosdo, torna-se um
problema ainda mais grave, afetando diretamente a integridade de estruturas
metalicas (SILVA et al., 2020). Além disso, a producao de H.S pelas BRS contribui
para a reducdo da qualidade do petréleo, aumentando sua acidez, viscosidade e
densidade, o que impacta negativamente seu valor de mercado (ARGOLO, 2017).

Diante desses desafios, novas estratégias vém sendo estudadas para mitigar
os impactos das BRS na industria petrolifera. Uma alternativa promissora € o uso de
bacteriéfagos, virus capazes de infectar e destruir bactérias-alvo. Os fagos possuem

a capacidade de penetrar e degradar biofilmes bacterianos por meio de diferentes
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mecanismos, destacando-se a producdao de enzimas depolimerases, capazes de
degradar componentes da matriz extracelular, como exopolissacarideos, alterando
sua estrutura tridimensional e reduzindo a protecao conferida as células aderidas
(PARASION et al., 2014).

Neste contexto, estratégias inovadoras baseadas no uso de bacteriéfagos
tém sido investigadas como alternativas promissoras para o controle de biofilmes
microbianos em ambientes industriais. Estudos recentes reforcam essa estratégia ao
demonstrarem que bacteridfagos e seus derivados como enzimas, podem atuar no
controle de biofilmes complexos, incluindo biofilmes polimicrobianos, por meio da
lise bacteriana, da penetracdo na matriz extracelular e da acao de enzimas
associadas aos fagos, como depolimerases (CHANG et al., 2022; GLIZNIEWICZ et
al.,, 2024). Assim, ainda que os fagos utilizados ndo atuem diretamente sobre as
BRS, sua acido sobre outras bactérias presentes no biofilme pode promover a
desestruturacdo da matriz extracelular e facilitar o acesso de biocidas convencionais
as células protegidas. Essa estratégia combinada visa ampliar a eficacia do
11controle da CIM em ambientes industriais de dificil manejo.

Diante da necessidade de novas estratégias para o controle da corrosao
microbiologicamente influenciada associada a atividade de bactérias redutoras de
sulfato, este trabalho propde o desenvolvimento e a avaliagdo de coquetéis fagicos
inespecificos como alternativa complementar aos métodos convencionais de
controle. A eficacia dessa abordagem sera investigada por meio de parametros
relacionados a formagao de biofilmes, a producdo de sulfeto de hidrogénio (H-S) e

outros métodos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias redutoras de sulfato (BRS)

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) s&o procariotos anaerdbios
amplamente distribuidos em ambientes naturais e industriais. Esse grupo nao
corresponde a uma unica classificacdo taxonOmica, estando distribuido em
diferentes linhagens bacterianas, principalmente nas classes Desulfobacteria e
Desulfovibrionia. Entre os géneros mais estudados destacam-se Desulfovibrio,
Desulfotomaculum, Desulfobacter, Desulfobulbus e Desulfococcus, frequentemente

associados a produgdo de sulfeto de hidrogénio (H.S) e a corrosao
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microbiologicamente influenciada. Essas bactérias estdo presentes em ambientes
anoxicos com disponibilidade de matéria organica, que é utilizada como doadora de
elétrons em seu metabolismo, resultando na reducdo de sulfato e na producao de
H.S (MUYZER; STAMS, 2008; RABUS; HANSEN; WIDDEL, 2013).

Esses grupos de procariotos podem ser encontrados em ambientes
aquaticos ou terrestres, como aguas marinhas, sedimentos e corpos d’agua com
elevada salinidade, também ja foram identificados em ambientes de altas
temperaturas, como sedimentos hidrotermais. Observou-se atividade de reducgéo de
sulfato por esses microrganismos termofilicos em temperaturas de até 80°C
(ELSGAARD et al., 1994), além de ambientes associados a extragdo de petréleo
(SINGH et al., 2023).

Nas industrias petroliferas, a injegdo de agua do mar em reservatérios
offshore é uma pratica comum utilizada para aumentar a recuperacédo de petréleo.
No entanto, como o sulfato (SO.*") esta presente em alta concentragdo nessa agua,
essa pratica acaba favorecendo o desenvolvimento de BRS em diversos contextos
operacionais. Esses microrganismos anaerobios prosperam em ambientes anoxicos,
onde utilizam compostos sulfurados, como sulfato, tiossulfato ou enxofre elementar,
como receptores de elétrons durante a respiracdo anaerdbia para obtencido de
energia (JOHNSON et al.,, 2017; VIDELA, 1996). Como consequéncia, ocorre o
fendbmeno conhecido como souring biogénico em sistemas de produgéo de petrdleo,
no qual BRS utilizam o sulfato como aceptor final de elétrons, resultando na
formagdo de H.S. Esse composto é altamente tdxico, inflamavel e corrosivo,
representando sérios riscos a saude ocupacional, a integridade das instalagdes e ao
meio ambiente (GIEG; JACK; FOGHT, 2011), de acordo com o Anexo 11 da Norma
Regulamentadora N° 15 (NR-15) do Ministério do Trabalho e Emprego, o limite
maximo de tolerancia para a exposi¢ao ocupacional ao gas H:S é de 8 ppm para
jornadas de trabalho de até 48 horas semanais. Esse gas também causa outros
efeitos sobre os metais das tubulagdes, como a ocorréncia de depdsitos de sulfeto
de ferro, que podem causar entupimento das tubulagdes.

Outro problema intimamente relacionado é a CIM, também chamada de
biocorrosdo, que corresponde a degradacao de materiais, especialmente metais,
causada ou intensificada pela atividade metabdlica microbiana (YEMASHOVA et al.,
2007). Alem das BRS, outros grupos, como bactérias formadoras de biofilme,

redutoras de ferro e oxidantes de enxofre, também participam desse processo,
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promovendo alteragdes no ambiente local, como variagbes de pH, gradientes de
ions e acumulo de metabdlitos corrosivos. Esses microrganismos aderem as
superficies metalicas e formam biofilmes que geram modificagdes eletroquimicas,
favorecendo reagdes que levam a corrosdo. A producido de compostos como acidos
organicos e H.S, bem como a remogdo de oxigénio por processos respiratérios
anaerodbios, sdo exemplos de mecanismos que contribuem para o avanco da CIM.
Como consequéncia, ha comprometimento da integridade estrutural, aumento nos
custos operacionais e riscos a seguranga e a continuidade das atividades industriais.
Estudos recentes destacam que a CIM é responsavel por uma parcela significativa
das falhas em pocgos de petrdleo e corrosdo interna de dutos, sendo um foco
crescente de pesquisa para o desenvolvimento de estratégias eficazes de
monitoramento e controle (KHAN; HUSSAIN; DJAVANROODI, 2021).

Além disso, a formacédo do biofilme por culturas mistas de BRS atua como
uma barreira protetora, dificultando a agcéo de agentes antimicrobianos tradicionais,
como os biocidas. Essa resisténcia estrutural dificulta a eliminacdo eficaz dos
microrganismos e contribui para a produgdao de H.S e da corrosdo. Diante desse
cenario, estratégias alternativas como o uso de coquetéis inespecificos de
bacteriéfagos tem sido analisadas por seu potencial na prevengao da formagéo e na
remocgao de biofiimes, além de seu possivel efeito indireto na redugao da produgao
de H:S em sistemas industriais (DO CARMO SANTOS et al., 2024).

Em estudos que investigam BRS, frequentemente sdo utilizadas culturas
mistas para representar de forma mais realista a complexidade dos biofilmes
formados em ambientes andxicos. Em sistemas naturais ou industriais, como dutos
e tanques da industria de petréleo, as BRS normalmente ndo ocorrem isoladamente,
mas sim em consorcios microbianos. Esses consoércios formam biofilmes
estruturalmente mais complexos e resistentes, nos quais as BRS tendem a se
concentrar nas camadas mais profundas, em zonas com menor disponibilidade de
oxigénio (JIA et al., 2019). Trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, também
utilizaram culturas mistas, reconhecendo sua relevancia para simular de forma mais
fiel as condi¢gdes encontradas no ambiente real (CARMO, 2019; CUNHA, 2021).
Dessa forma, o uso de culturas mistas € considerado fundamental para proporcionar
uma avaliacao representativa da eficacia dos tratamentos propostos para o controle
de biofilmes de BRS.
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2.2 Biofilmes microbianos e suas implicagées em sistemas industriais

Os biofilmes correspondem a estruturas altamente organizadas, formadas por
comunidades microbianas aderidas a superficies e envolvidas por uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) (FLEMMING et al., 2023). Esses
sistemas podem ser definidos como ecossistemas microbianos complexos, nos
quais o0s microrganismos apresentam elevada capacidade de crescimento,
adaptacdo e sobrevivéncia em ambientes hostis, conforme descrito por Oliveira
(2008). A matriz, composta predominantemente por polissacarideos, proteinas,
lipidios e DNA extracelular, desempenha papel central na arquitetura e estabilidade
do biofilme, contribuindo para a adesao celular, retengdo de agua e nutrientes e
protecdo contra condi¢gbes adversas, incluindo a agao de agentes antimicrobianos
(Shree et al., 2023).

A formacgédo de biofilmes estd intimamente associada a uma transicdo no
estilo de vida bacteriano, na qual as células passam do estado plancténico para um
modo de crescimento séssil. Esse processo ocorre de forma dindmica e sequencial,
compreendendo etapas como a adesao inicial reversivel a superficie, seguida pela
adesao irreversivel, formacdo de microcolbnias e maturacdo do biofilme
(Hall-Stoodley et al., 2004), Como demonstrado na figura x. Durante essas fases, os
microrganismos sofrem alteragoes fisioldgicas e metabdlicas que contribuem para a
organizacao e estabilidade da comunidade microbiana. A regulagcao desse processo
€ influenciada por fatores ambientais, como a disponibilidade de nutrientes, e por
sistemas de comunicagao celular, destacam-se mecanismos regulatérios como o
quorum sensing, um sistema de comunicagcao dependente da densidade celular
baseado na producdo e detecgcdo de moléculas sinalizadoras, e a sinalizagao
intracelular mediada por c-di-GMP, um mensageiro secundario que regula a
transicdo entre os estados planctbnico e séssil. Esses sistemas desempenham
papel fundamental na formagao, maturacdo e manutengao de biofilmes bacterianos.
(Forsythe, 2013).
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ADESAO INICIAL ADESAO MATURAGAO DESNATURAGCAO
(reversivel) (irreversivel) (dispersao)

Figura 1. Representacdo esquematica das etapas de formacédo e
desenvolvimento do biofilme bacteriano, incluindo a adesao inicial reversivel, adesao
irreversivel, maturacdo com producdo de matriz de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) e disperséao celular.

Os biofilmes representam um importante desafio, uma vez que as células
associadas a essas estruturas apresentam maior tolerdncia a agentes
antimicrobianos quando comparadas as células em estado plancténico (Flemming et
al., 2016). Essa tolerancia esta relacionada a multiplos fatores, incluindo a limitagao
na difusdo de compostos quimicos pela matriz de EPS e a presenga de
subpopulagdes celulares em estado metabdlico reduzido ou dormente. Como
consequéncia, os tratamentos convencionais frequentemente ndo sao capazes de
promover a completa erradicacdo do biofiime, favorecendo a recorréncia do
crescimento microbiano. Esse cenario resulta no aumento da aplicagédo de biocidas,
especialmente do tetrakis(hidroximetil)fosfonio sulfato, um dos compostos mais
utilizados atualmente pela industria petrolifera para o controle de bactérias redutoras
de sulfato e biofiimes. Consequentemente, ha uma elevagcdo dos custos
operacionais, sendo estimado que a industria do petrdleo despenda
aproximadamente 2 bilhdes de dolares anuais com o uso desses compostos
(BALDWIN; SUMMER, 2012).

As BRS sao frequentemente associadas a biofiimes em ambientes andxicos,
ocupando preferencialmente camadas mais profundas em comunidades microbianas
mistas (Jia et al., 2019). Os microrganismos aerobios e facultativos presentes nas
camadas superficiais consomem oxigénio, favorecendo a formagdo de

microambientes anaerdbios que permitem o crescimento das BRS. Durante seu
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metabolismo, essas bactérias produzem sulfeto de hidrogénio (H.S), contribuindo
para a manutencao das condigdes redutoras.

Diversas estratégias tém sido propostas para o controle de biofilmes,
incluindo abordagens fisicas, quimicas e biolégicas. Nesse contexto, alternativas
biolégicas vém sendo exploradas, com destaque para o uso de bacteriéfagos como
agentes de controle microbiano.

2.3 Bacteriofagos

Os Dbacteriéfagos, ou simplesmente fagos, s&o virus que infectam
exclusivamente bactérias e, como os demais virus, sdo considerados parasitas
intracelulares obrigatérios (CLOKIE et al.,, 2009). Esses virus estdo amplamente
distribuidos em diversos ambientes, como solos, oceanos, efluentes e regides com
condigdes extremas. Estima-se que os fagos sejam os organismos mais abundantes
da biosfera, superando até mesmo a quantidade de células bacterianas (SUTTLE,
2005; WEINBAUER, 2004).

Os bacteriéfagos séo classificados, principalmente, em dois grupos: os
lisogénicos, que inserem seu material genético no DNA da célula hospedeira, onde
pode permanecer replicando-se juntamente com o genoma bacteriano sem causar
sua destruicdo imediata; e os liticos, que utilizam a maquinaria celular da bactéria
para replicar seu material genético e produzir novas particulas virais, culminando na
lise da célula hospedeira e liberacao dos novos virus (CLOKIE; KROPINSKI, 2009;
BRUSSOW et al., 2004).

Os bacteriofagos apresentam alta especificidade, identificando alvos
bacterianos por meio de receptores moleculares presentes na superficie celular, o
que confere seletividade e eficacia a sua agao infecciosa. No entanto, alguns fagos
demonstram um espectro de atuacdo mais amplo, sendo capazes de infectar
diferentes espécies e até géneros bacterianos, caracteristica que os torna
ferramentas promissoras para o controle de comunidades microbianas complexas
(HYMAN; ABEDON, 2010; SULAKVELIDZE et al., 2001).

Apesar dessa capacidade, fagos individuais geralmente apresentam alcance
restrito, atuando de forma eficaz apenas sobre determinadas cepas bacterianas.
Essa limitagdo pode favorecer o surgimento de resisténcia bacteriana. Nesse
contexto, a utilizacdo de coquetéis fagicos contendo multiplos tipos de virus permite

ampliar o espectro de acdo e reduzir a probabilidade de selecdo de cepas



25

resistentes, uma vez que diferentes fagos podem reconhecer receptores distintos em
um mesmo hospedeiro (ALTAMIRANO; BARR, 2019).

Além da capacidade infecciosa, os bacteriéfagos produzem enzimas que
potencializam sua agédo contra microrganismos, especialmente em ambientes com
presenca de biofiimes (ABEDON, 2011; PIRES et al., 2016). Entre essas enzimas
destacam-se as endolisinas, responsaveis pela degradacdo da parede celular
bacteriana, as holinas, que promovem a formagdao de poros na membrana
plasmatica, e as depolimerases, capazes de degradar estruturas extracelulares
como capsulas polissacaridicas, lipopolissacarideos e a matriz de
exopolissacarideos que compde o biofiime (FISCHETTI, 2005; YOUNG, 2014;
LATKA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2020).

A acado dessas enzimas facilita o acesso dos fagos as bactérias-alvo e
contribui para a desestruturacdo da matriz do biofilme, frequentemente associada a
resisténcia a antibidticos e biocidas (CHAN; ABEDON, 2015; TKHILAISHVILI et al.,
2021). Dessa forma, coquetéis fagicos compostos por diferentes virus podem
combinar distintos espectros de acao e perfis enzimaticos, aumentando a eficiéncia
do tratamento contra biofilmes formados por comunidades bacterianas complexas.
Essa estratégia apresenta potencial para o controle da corrosédo
microbiologicamente influenciada em ambientes industriais, por associar
especificidade microbioldgica, capacidade de desestruturagao de biofilmes e menor
impacto ambiental (TKHILAISHVILI et al., 2021; LU; COLLINS, 2007)

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Desenvolver e avaliar coquetéis fagicos inespecificos como estratégia alternativa
aos métodos convencipnais para o controle de biofilme formados por culturas mistas
contendo BRS.
3.2 Objetivos Especificos
e Selecionar bacteriéfagos inespecificos para a formulacdo de diferentes
coquetéis;
e Avaliar a eficacia de coquetéis fagicos inespecificos no controle de biofilmes
formados por culturas mistas de BRS em cupons de aco carbono em sistema de

tanque piloto
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

Este trabalho consistiu em um estudo experimental in vitro, desenvolvido
inicialmente em escala de bancada e posteriormente ampliado para um sistema de
tanques piloto, permitindo uma melhor aproximacdo do tratamento alternativo
proposto as condi¢gdes encontradas em ambientes industriais.

No sistema de tanques, o delineamento experimental incluiu grupos controle,
sem aplicacdo de tratamento, e grupos tratados, nos quais foi avaliado o efeito do
coquetel fagico. A cultura mista bacteriana utilizada foi selecionada por ser
proveniente de ambientes associados a exploragdo e producdo de petroleo,
apresentando uma comunidade microbiana representativa das condigdes
encontradas em sistemas industriais suscetiveis a CIM.

A eficacia dos tratamentos foi determinada por meio da comparagao entre os
grupos controle e tratados, considerando os parametros microbiolégicos e quimicos

monitorados ao longo dos ensaios.

Ensaios preliminares em
bancada

Trat: t téi
Controle (sem coquetel) aEmalie)iso i Colieliis

fagicos)
Sistema de tanques piloto
TANQUE TRATAMENTO
TANQUE CONTROLE = Cultura bacteriana mista
= Cultura bacteriana mista « Adicdo de coquetel

* Sem coquetel fagico fagico apds o
estabelecimento do
biofilme

Monitoramento e anélises



27

Figura 2. Representagdo esquematica do delineamento experimental adotado neste
estudo, indicando as etapas de ensaios em bancada e em tanques piloto, bem como

a organizacao dos grupos controle e tratamento com aplicagéo do coquetel fagico.

4.2 Selecao dos bacteriofagos com alta performance litica

Fagos previamente isolados e armazenados na fagoteca do Laboratério de
Imunovirologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa, foram selecionados
para os ensaios. A escolha destes fagos baseia-se em caracteristicas como a
formagdo de extensas placas de lise nas cepas originais e/ou em dados de
sequenciamento que evidenciaram a presenca de genes codificadores de enzimas
depolimerases, indicadores de forte atividade litica e potencial capacidade de

degradagao da matriz exopolimérica de biofilmes.

4.3. Propagacao dos fagos

Tabela X. Bacteriéfagos utilizados e suas respectivas bactérias hospedeiras para
propagacao.

Fago Hospedeiro bacteriano Fago Hospedeiro bacteriano

KO Klebsiella oxytoca ATCC KP7 Klebsiella pneumoniae
13182 58B

K02 Klebsiella oxytoca ATCC KP8 Klebsiella pneumoniae 5B
13182

KV3 Klebsiella variicola (26E) KP9 Klebsiella pneumoniae 5B

KP4 Klebsiella pneumoniae 13 CIT1 Citrobacter freundii
(KP13)

kpe Klebsiella pneumoniae (58B) SHIG Shigella flexneri

Para os pré-inéculos bacterianos, colénias isoladas das bactérias hospedeiras
foram inicialmente cultivadas em caldo Luria-Bertani (LB), contendo peptona (10
g/L), extrato de levedura (5 g/L) e cloreto de sédio, NaCl (10 g/L), com pH ajustado

para 7,0. e incubadas overnight a 37 °C. Apos o periodo de incubagao, a densidade
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optica da cultura foi aferida em 600 nm (DOsw). Em seguida, os pré-indculos foram
transferidos para 300 mL de caldo LB, de modo que a cultura inicial apresentasse
DOsoo ajustada para 0,1, em frascos Erlenmeyer.

Apos o ajuste da densidade celular, 100 pyL da suspensdo viral
correspondente foram adicionados a cada frasco contendo a respectiva cultura
bacteriana hospedeira. As culturas foram mantidas a 37 °C, sob agitacdo de 100
rpm, por aproximadamente overnight, visando a propagacgao dos bacteriéfagos.

Decorrido esse periodo, as culturas foram transferidas para tubos de 50 mL e
submetidas a centrifugagdo a 8000 x g, a 4 °C, por 15 minutos, para a sedimentagao
dos restos celulares e a separagcao de fases. A fase aquosa foi removida, e
esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 um (Millipore, Billerica, MA, USA),
transferida para tubos esterilizados e armazenada a 4 °C. Todo o procedimento foi

conduzido individualmente para cada fago selecionado.

4.4 Titulagao de bacteriéfagos

Com o objetivo de verificar a eficiéncia da propagagcao e a viabilidade dos
bacteriéfagos, foi realizada a titulagdo das suspensdes virais por meio de diluicdes
seriadas em tampao SM, contendo cloreto de sédio — NaCl (5,8 g/L), sulfato de
magnésio heptahidratado, MgSO.-7H.O (2,0 g/L), Tris-HCI (60 mM) e gelatina
(0,01%), com pH ajustado para 7,4. Esse tampao foi utilizado por apresentar
composicado capaz de estabilizar as particulas virais, protegendo os bacteriofagos
contra processos de degradagdo e contribuindo para a manutengcdo de sua
infectividade.

As diluicdes obtidas foram plaqueadas em meio LB sdlido (contendo agar)
pelo método da dupla camada, utilizando a respectiva bactéria hospedeira. As
placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Apdés a incubagdo, foram
consideradas para contagem apenas as placas de Petri que apresentavam entre 30
e 300 placas de lise. O titulo viral foi determinado e expresso em unidades

formadoras de placa por mililitro (UFP/mL), utilizando a seguinte férmula:

__ _média do nimero de placas de lise X fator de diluicdo
UFP/mL - volume da aliquota plaqueada (mL)

Equacao 1



29

4.5 Formulagao dos coquetéis fagicos

Os coquetéis fagicos foram formulados a partir de combinagdes previamente
selecionadas de bacteriéfagos, resultando em trés formulagdes distintas,
denominadas Coquetel 1, Coquetel 2 e Coquetel 3, cada uma composta por quatro
fagos. Os coquetéis foram preparados de modo que o titulo final em cada pogo das
placas de 96 pocgos atingisse 10° unidades formadoras de placa por mililitro
(UFP/mL).

Posteriormente, as trés formulagdes foram avaliadas frente a diferentes
culturas mistas de bactérias redutoras de sulfato (BRS), tanto quanto a prevencéo
da formacdao de biofimes, quanto ao controle de biofimes previamente
estabelecidos, por meio da quantificacdo da biomassa aderida. Com base nos
resultados obtidos, um dos coquetéis foi selecionado para a realizagdo dos ensaios
subsequentes, os quais foram conduzidos em triplicata bioldgica e, posteriormente,

em experimentos em escala de tanque.

4.6 Ensaios de prevencdo e degradacao de biofiimes de BRS com
coquetéis fagicos

A avaliagcdo da agao dos coquetéis fagicos quanto a sua eficacia na
prevencao e no controle da formagao de biofilmes produzidos por culturas mistas de
bactérias redutoras de sulfato (BRS) foi conduzida em placas de 96 pogos.

Para os ensaios, utilizou-se o meio Postgate E modificado sem ferro,
preparado com agua do mar, contendo KH:PO. (0,5 g/L), NH.Cl (1,0 g/L), Na:SO.
(4,5 g/L), CaCl.-6H-.0 (0,06 g/L), MgCl.-6H:O (1,0 g/L), extrato de levedura (1,0 g/L),
lactato de sédio a 50% (7,0 mL/L), tioglicolato de sddio (0,13 g/L) e resazurina a
0,025% (4,0 mL/L), com pH ajustado para 7,4.

Os ensaios foram realizados utilizando culturas mistas previamente ajustadas
para densidade optica (DOsw) de 0,1. Todos os procedimentos foram conduzidos em
placas de 96 pogos, em camara de anaerobiose (Whitley A95), a 30 °C, sob
atmosfera composta por 10% de hidrogénio (H:), 10% de diéxido de carbono (CO:) e
80% de nitrogénio (N:), garantindo condi¢gdes adequadas para o crescimento das
bactérias redutoras de sulfato. Os coquetéis fagicos foram aplicados de modo a
atingir concentracao final de 10’ UFP/mL. Cada condigao experimental foi realizada
em triplicata. Como controle negativo, foram utilizados pogos contendo apenas a

cultura bacteriana, sem adigdo de fagos, enquanto o branco experimental consistiu
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de pogos contendo apenas meio de cultura e o coquetel fagico, sem a presenca de
bactérias.

No ensaio de prevencao da formacao de biofilme, foram adicionados 180 uL
da suspensédo bacteriana e 20 yL do coquetel fagico, totalizando 200 uL por poco.
Nos controles, foram adicionados 200 pyL da suspensao bacteriana. As placas foram
incubadas por cinco dias sob condicbes anaerdbias.

No ensaio de controle de biofilme pré-formado, foram inicialmente
adicionados 200 pL da suspensao bacteriana em cada poco, e as placas foram
incubadas por cinco dias para permitir a formacao do biofilme. Apds esse periodo, o
conteudo dos pocos foi removido cuidadosamente e substituido por 180 pyL de meio
Postgate E fresco e 20 uL do respectivo coquetel fagico. As placas foram entao
incubadas por mais 24 horas para avaliagdo da acdo dos fagos sobre o biofilme

previamente estabelecido.

4.6.1 Quantificagcdo da biomassa de biofilme por coloragdao com cristal
violeta

ApOs as etapas de incubagdo em ambos 0s ensaios, 0s sobrenadantes foram
descartados e os pocos lavados trés vezes com 250 uL de PBS 1X com pH 7,4 para
remogao das células ndo aderidas. Apds cada lavagem, as placas foram mantidas
em estufa a 50 °C por 15 minutos, para secagem completa.

Para a fixacao do biofilme, foram adicionados 250 uL de metanol a 99% em
cada poco, permanecendo por 15 minutos. Apds a remocdo e a evaporagao
completa do metanol, os biofilmes foram corados com 250 pL de solugao de cristal
violeta a 1% (m/v) por 20 minutos (Figura 2).Em seguida, o excesso de corante foi
removido por trés lavagens sucessivas com 250 yL de tamp&o PBS 1X, contendo
NaCl (8,0 g/L), KCI (0,2 g/L) Na.HPO. (1,44 g/L) e KH:PO. (0,24 g/L), e as placas
foram novamente submetidas a secagem. O corante retido pelo biofiime foi entéo
solubilizado com uma solugao de acetona e etanol na proporgéo de 20:80 (v/v). A
absorbancia foi determinada a 590 nm em leitor de microplacas, de acordo com o
método descrito por Weiss-Muszkat et al. (2010). Os valores de absorbéancia obtidos
foram utilizados como medida da biomassa total do biofiime. Os dados foram

analisados utilizando o software GraphPad Prism (versao 8.0.2).
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Figura 3. Placa de 96 pocos utilizada para a quantificagcdo da biomassa de

biofilme por coloragdo com cristal violeta.

4.7 TESTES EM TANQUE PILOTO

4.7.1 Estrutura do sistema de tanques piloto

Os tanques piloto (FIGURA 3A) utilizados apresentam volume util de 8 L,
sendo constituidos por um corpo principal em material plastico e extensdes laterais
(“bracos”) confeccionadas em policloreto de vinila (PVC) transparente, o que permite
a visualizagdo do volume interno do sistema. A parte superior € composta por uma
tampa contendo quatro conexdes rosqueaveis e um sistema de vedacdo em
borracha, garantindo maior estanqueidade e condigbes de anaerobiose, na parede
do tanque foram inseridos os corpos de prova (Figura 3B) utilizando fita dupla face
para a fixagdo, enquanto a regido inferior possui uma valvula responsavel pelo

escoamento e controle do volume do sistema .
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Figura 4. Sistema de tanques piloto e equipamentos auxiliares utilizados no
experimento. (A) Estrutura geral do sistema de tanque piloto; (B) detalhe da insergao
dos corpos de prova na parede interna do tanque; (C) bomba peristaltica
responsavel pela circulagdo continua do meio liquido em circuito fechado,
promovendo a homogeneizagao do sistema, evitando a sedimentagao de particulas
e simulando condi¢des hidrodindmicas semelhantes as encontradas em ambientes
industriais; (D) torneira de trés vias (triway) acoplada as mangueiras, permitindo a
coleta de amostras de forma pratica, controlada e sem a necessidade de interromper

o fluxo do sistema.

4.7.2 Sistema experimental em tanques piloto

Visando aproximar as condi¢cdes experimentais as encontradas em ambientes
industriais, foi desenvolvido um sistema de tanques piloto com capacidade para
replicar, em maior escala, os testes previamente conduzidos em bancada.

O experimento ocorreu em tanques piloto com o objetivo de avaliar o efeito de

um coquetel de bacteriéfagos sobre uma comunidade microbiana mista, que em sua
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composi¢cdo estava presente bactérias redutoras de sulfato (BRS) e bactérias
anaerobicas heterotroficas totais (BAnHT). O ensaio teve duragao total de 28 dias e
foi conduzido utilizando quatro tanques, sendo dois tanques controle e dois tanques
submetidos ao tratamento com o coquetel fagico.

Inicialmente, no dia 0 do experimento, os tanques foram inoculados com a
cultura bacteriana mista de BRS, com o objetivo de permitir o estabelecimento e a
formacgao de biofilme nos cupons metalicos presentes no sistema.

Ap6s um periodo inicial de 7 dias, destinado a formacdo do biofilme,
iniciou-se a aplicacdo de 80 mL do coquetel fagico nos tanques de tratamento. O
coquetel foi adicionado em trés momentos distintos do experimento: no 7°, 14° e 21°
dia, atingindo concentracéo final de 10’ UFP/mL.

O experimento foi composto por quatro tanques piloto independentes, sendo
dois tanques controle, contendo apenas a comunidade microbiana sem adicdo de
bacteriéfagos, e dois tanques de tratamento, nos quais o coquetel fagico foi aplicado
conforme o cronograma experimental. O ensaio teve duracdo de 28 dias e, para
cada tanque, foram coletadas trés amostras destinadas as analises microbiolégicas
e fisico-quimicas. A comparacao entre os sistemas controle e tratamento permitiu
avaliar o efeito da aplicagdo do coquetel fagico sobre a densidade microbiana, a
formagao de biofiime e a produgdo de sulfeto de hidrogénio (H.S) ao longo do
periodo experimental.

Para o preparo do meio de cultivo nos tanques, a agua do mar sintética
(CENPES/PDEDS/BIO), composta por NaF 0,003 g/L, SrCl.-6H-0O 0,02 g/L, Hs:BO:s
0,03 ¢g/L, KBr 0,10 g/L, KCI 0,70 g/L, CaCl.-2H.O 1,11 g/L, Na.SO. 4,00 g/L,
MgCl.-6H.O 10,78 g/L, NaCl 23,50 g/L, Na:SiOs-9H.0 0,02 g/L, Na:EDTA 0,001 g/L e
NaHCOs 0,20 g/L, preparada em agua destilada, foi previamente aquecida em cerca
de 65 °C e submetida a purga com nitrogénio por 30 minutos, a fim de estabelecer
um ambiente anaerébio adequado. Somente apds esse periodo foi realizada a
suplementagdo com a solugéo nutritiva 10X (extrato de levedura 10 g/L, glicose 2,5
g/L, lactato de sédio 40 mL/L) , correspondente a 10% do volume total do tanque
que é de 8 litros. Essa solugdo também foi previamente aquecida e purgada com
nitrogénio, visando manter as condi¢gdes anaerobias ideais para o crescimento das
bactérias.

Trés dias antes da inoculagdo dos tanques, foi realizado o preparo dos

pré-inodculos da cultura microbiana mista de bactérias redutoras de sulfato (BRS).
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Para isso, a cultura foi cultivada separadamente em dois meios de crescimento
distintos: meio Postgate E (POSTGATE, 1984) modificado (KH2PO4 0,5 g/L, NH4CI
1 g/L, Na2S04 1 g/L, CaCI2.6H20 1 g/L, MgCI2.6H20 1,83 g/L, extrato de levedura
1 g/L, acido ascorbico 0,1 g/L, lactato de soédio 50% (m/v) 7,0 mL, resazurina 0,025%
(m/v) 40 mL, pH 7,6) com &agua do mar sintética. E o meio BANHT
(CENPES/PEDES/BIO) modificado (glicose 5,0 g/L, peptona universal 4,0 g/L,
extrato de levedura 1,0 g/L, resazurina 0,025% (m/v) 4,0 mL, pH 7,6), preparado em
agua do mar sintética, com posterior adigdo de tioglicolato de sédio 1,24 g/L . As
culturas foram mantidas em incubacao a 30 °C, condi¢cbes de anaerobiose.

Apos o periodo de cultivo, as duas culturas foram utilizadas para a
preparagao do indculo final destinado aos tanques experimentais. Para cada tanque,
foram combinados 200 mL da cultura cultivada em meio Postgate E e 200 mL da
cultura cultivada em meio BANHT, totalizando 400 mL de in6culo, correspondente a
5% do volume total do tanque.

A inoculacéo foi realizada por meio da transferéncia desse volume para cada
tanque experimental utilizando bombas peristalticas. Aléem da introdug&o do indculo,
o sistema de bombeamento também foi utilizado para promover a circulacdo do
fluido no interior dos tanques, permitindo o controle do fluxo. Essa configuragao
experimental possibilitou a simulagdo de condi¢gdes hidrodindmicas semelhantes as

observadas em tanques industriais de armazenamento.

4.8 Monitoramento microbiolégico do sistema

4.8.1 Crescimento microbiano e Quantificagdo de sulfeto (H.S)

Durante o periodo experimental, o crescimento bacteriano foi monitorado
diariamente por meio de medigdes da densidade Optica a 600 nm (DOsw). Para isso,
trés aliquotas das amostras foram coletadas diretamente dos tubos Hungate,
previamente esterilizados e purgados com nitrogénio, e utilizadas para a leitura da
densidade 6ptica em espectrofotdmetro (Hach®). As coletas foram realizadas 1 hora
apés o acionamento das bombas peristalticas, de modo a garantir a
homogeneizagdo do sistema. Paralelamente, a produgdo de sulfeto de hidrogénio
(H=S) também foi determinada diariamente por titulagao potenciométrica utilizando
titulador automatico (Mettler Toledo®). Para a analise, aliquotas de 1 mL das
amostras foram adicionadas a uma solugdo sequestrante composta por 50 mL de
hidroxido de sodio (NaOH) e 5 mL de hidroxido de aménio (NH:OH). Em seguida, as
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amostras foram analisadas no titulador automatico, utilizando solucéo de nitrato de
prata (AgNOs:) como titulante. Durante a titulagdo, a variagdo do potencial foi
monitorada automaticamente pelo equipamento, permitindo a determinacdo da
concentracdo de H:S presente nas amostras. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

4.8.2 Estimativa de células viaveis planctonicas

A estimativa de células viaveis no fluido foi determinada pelo método dos
tubos multiplos, expresso como numero mais provavel (NMP). As analises foram
realizadas em trés momentos do experimento: no primeiro dia apds a inoculagéo, no
décimo quarto dia e no ultimo dia antes da finalizagdo do ensaio. Para isso, 1 mL da
amostra liquida (controle e tratamento) foi submetido a diluicbes seriadas em salina
redutora (NaCl 3,5% m/v) até 10”7. Em seguida, aliquotas de 1 mL de cada diluicéo
foram inoculadas em triplicata em frascos contendo 9 mL de meio de cultura
anaerobio. Foram utilizados os meios Postgate E, suplementado com FeSOs. (0,5
g/L), especifico para deteccédo de bactérias redutoras de sulfato (BRS), e BANHT,
utilizado para estimativa de bactérias anaerdbias heterotroficas totais presentes na
comunidade microbiana. A formagdo de precipitado preto no meio Postgate E,
decorrente da formagado de sulfeto de ferro (FeS), foi considerada indicativa de
crescimento positivo de BRS, enquanto a turvagdo do meio BANHT foi considerada
indicativa de crescimento bacteriano. A estimativa do Numero Mais Provavel (NMP)
foi realizada com base na tabela de Harrigan, utilizando o padrao de tubos positivos
obtidos em cada série de diluigao.

4.9 Caracterizagao do biofilme nos cupons

4.9.1 Cupons de a¢o carbono para formacgao de biofilmes
Serao utilizados cupons de aco carbono AlISI 1020 com 10 x 10 mm como base para
a formacgao dos biofiimes. A etapa de limpeza dos cupons foi feita por jateamento
com areia, utilizando o equipamento Trijato Protecni®, e colocados sobre luz UV 15
min cada lado. Apds a limpeza, os cupons foram pesados em balanca analitica para
registro da massa. Até o inicio dos testes, permanecerdao armazenados em um

dessecador para evitar oxidagao.
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4.9.2 Concentracao de ATP no biofilme

A atividade metabdlica do biofilme formado sobre os cupons metalicos foi
avaliada por meio da quantificagcdo de ATP total (tATP), utilizando o kit LuminUltra®
ATP Testing Kit (Deposit & Surface Analysis — DSA). Para essa analise, foi
empregado o método denominado Biofilm Collector, no qual o ATP é extraido
diretamente da superficie contendo biofilme.

Apos a remocdo dos cupons do sistema experimental, o excesso de fluido foi
cuidadosamente removido e cada cupom foi lavado em PBS 1x e foi inserido em um
tubo contendo solugcdo de extracdo UltraLyse® 7. Os tubos foram entdo agitados
vigorosamente para promover a dispersdo do biofime no fluido de extragao,
permanecendo em incubagdo por aproximadamente 5 minutos para permitir a
liberagdo do ATP presente nas células.

Em seguida, foi realizada a diluigdo da amostra, transferindo-se 1 mL da
solucdo de extragao para um tubo contendo 9 mL da solugao de diluicdo UltraLute®,
seguido de homogeneizagao por inversao. Para a leitura no luminbmetro, 100 pL da
solugédo de Luminase® foram adicionados a um tubo de ensaio, seguidos da adi¢gao
de 100 pyL da amostra diluida. Apdés homogeneizagdo suave, a emissao de luz foi
registrada em lumindmetro, sendo o resultado expresso em unidades relativas de
luminescéncia (RLU).

A concentragao de ATP total presente no biofilme foi calculada de acordo com
a Equacao 2, considerando a area superficial do cupom analisado.

RLUt » X 50000

tATP (pg ATP/ cm?) = A7 — Equacio 2

RLUATPlx area (cm )

Em que RLUtATP corresponde ao valor de luminescéncia obtido para a

amostra analisada, RLUAT 1representa o valor de referéncia obtido durante a

P
calibragdo da enzima no lumindmetro, e a area corresponde a area superficial do

cupom utilizado na analise.

4.9.3. Estimativa de células planctonicas e aderidas por NMP
A estimativa de células viaveis aderidas ao biofilme formado sobre os cupons
metalicos foi realizada também pelo método do numero mais provavel (NMP). Para o

desprendimento das células aderidas, cupons em triplicata foram inicialmente
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lavados rapidamente trés vezes em salina redutora, com pH ajustado para 7,6 + 0,2.
A solugao foi preparada em agua do mar contendo 0,124 g de tioglicolato de sddio,
0,1 g de acido ascorbico e 4 mL de resazurina a 0,025%. com o objetivo de remover
células ndo aderidas. Em seguida, os cupons foram transferidos para frascos de
penicilina contendo 10 mL de salina redutora anaerdbia. Os frascos foram
imediatamente vedados para evitar a entrada de oxigénio e preservar as condi¢des
anaerobias da amostra. Posteriormente, os frascos foram submetidos a sonicagao
em banho de ultrassom (Cristofoli®), utilizando trés ciclos de 1 minuto, com o
objetivo de promover o desprendimento das células presentes no biofilme.

Apods a sonicagao, aliquotas de 1 mL da suspensao obtida foram submetidas
a diluigdes seriadas em salina redutora. Em seguida, 1 mL de cada diluicao foi
inoculado em triplicata em frascos contendo 9 mL de meio de cultura anaerdbio
Postgate E, bem como em frascos contendo meio BANHT, ambos suplementados

com tioglicolato de sdodio.

4.9.3 Quantificagdo dos microrganismos por qPCR

Inicialmente, foi realizada a padronizacdo das reacdes de qPCR utilizando o
SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad). As reagdes foram preparadas em
volume final de 12 pL, contendo 1X do supermix EvaGreen, primers forward e
reverse na concentragao final de 200 nM e 2 yL de DNA molde.

Para a quantificacdo dos microrganismos, foram utilizados primers especificos

para o gene 16S rRNA, empregado como marcador de bactérias totais, e para o
gene dsrA, utilizado como marcador de bactérias redutoras de sulfato (BRS).
A quantificacdo absoluta foi realizada por meio da constru¢ao de curvas padréo para
cada gene alvo, estabelecendo a relagdo entre os valores de Ct e o numero de
copias dos genes. Para isso, foram utilizadas diluicbes seriadas em base 10,
abrangendo uma faixa de concentracao de 3,0 x 10’ a 3,0 x 103 cépias/uL.

As reagdes foram conduzidas em equipamento de PCR em tempo real (Eco
Real-Time PCR, lllumina Inc.), sob as seguintes condigdes: desnaturagao inicial a 95
°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 62 °C por 90
segundos.

As reagdes foram organizadas em placas independentes para cada conjunto
de primers, com volumes ajustados de acordo com o numero de amostras

analisadas em cada ensaio. Todas as analises foram realizadas em ftriplicata. Os
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valores de Ct obtidos foram utilizados para a determinagdo do numero de cépias dos
genes alvo nas amostras, com base nas respectivas curvas padréo.

4.9.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para a avaliagao dos
biofilmes bacterianos, permitindo a visualizacdo em alta resolugdo da estrutura
tridimensional e da organizagao espacial dessas comunidades microbianas. Para a
realizacdo das analises por MEV, foi empregada uma adaptacdo do protocolo
descrito por Ribeiro et al. (2018).

Os cupons contendo biofilmes foram imediatamente lavados em PBS 1X e
submetidos ao processo de fixacdo quimica. A solugdo fixadora foi preparada
inicialmente pela dissolugao de 0,35 g de acido tanico em 10 mL de PBS 1X, sob
aquecimento (35—40 °C). Ap6s completa dissolugéo, foram adicionados 7,0 mL da
solugéo estoque de Alcian Blue a 1,5% (p/v). Em seguida, foram incorporados 47 mL
de paraformaldeido (PFA) a 3,7% (v/v) e 3,5 mL de glutaraldeido a 50% (v/v). O
volume final da solugcédo foi ajustado para 70 mL com PBS 1x, obtendo-se uma
solugao fixadora contendo 2,5% de PFA, 2,5% de glutaraldeido, 0,5% de &acido
ténico e 0,15% de Alcian Blue.

Os cupons foram totalmente submersos nessa solucdo e mantidos sob
refrigeragdo a 4 °C durante 24 horas, garantindo a preservacao estrutural do
biofiilme. Posteriormente, as amostras foram submetidas a trés lavagens
consecutivas com PBS 1x (5 minutos cada), seguidas de uma rapida lavagem em
agua destilada (10-20 segundos). ApOs essa etapa, o excesso de liquido foi
removido cuidadosamente por contato da borda do cupom com papel absorvente.

A desidratagdo das amostras foram realizadas por meio de uma série
crescente de concentragées de etanol (30%, 50%, 70%, 90%, 95% e 100%),
permanecendo 10 min em cada solugdo. Em seguida, realizou-se a substituicdo do
solvente por meio da imersdo das amostras em solugdo de
hexametildisilazano:etanol (1:1) por 10 minutos, seguida de uma etapa final em
HMDS 100% por 10 minutos. Apds esse procedimento, os cupons foram deixados
para secagem ao ar em capela de exaustao por aproximadamente 30—45 minutos e,
posteriormente, mantidos em desumidificador a vacuo contendo silica até a
realizagcao da metalizagao.

Para a etapa de metalizacdo, os cupons foram montados em suportes

metalicos (stubs) utilizando fita dupla face e posteriormente recobertos com uma fina



39

camada de ouro em metalizador (Quorum® Q150R S) como demonstra a figura 4.
As imagens foram obtidas em microscopio eletronico de varredura FEG Jeol IT700
HRLA, localizado no Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV).

Figura 5. Cupons metélicos montados em stubs e recobertos com ouro para

analise por microscopia eletronica de varredura (MEV).

4.9.5 Perfilometria 6ptica

A anadlise por perfilometria Optica foi realizada com o objetivo de avaliar a
topografia superficial dos biofilmes formados sobre os cupons metalicos, bem como
quantificar parametros de rugosidade da superficie. Para essa etapa, os cupons
previamente lavados em PBS 1x foram fixados em solucdo de paraformaldeido a
3,7% por 15 minutos a temperatura ambiente. Apos a fixagdo, as amostras foram
lavadas trés vezes por imersdao em PBS 1x e posteriormente deixadas para
secagem ao ar. Uma vez secos, os cupons foram mantidos em desumidificador a
vacuo contendo silica até o momento das analises.

A caracterizagao da superficie foi realizada utilizando um perfildmetro 6ptico
3D (Contour GTK, Bruker), baseado no principio de interferometria de luz, que
permite a obtencdo de mapas topograficos tridimensionais da superficie analisada. A
partir das diferengcas nos caminhos Opticos da luz refletida pela amostra, o
equipamento reconstroi a morfologia da superficie, possibilitando a avaliagao
detalhada das irregularidades associadas a presenga do biofilme. As analises foram
conduzidas no Laboratério de Nanoscopia do Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Para cada cupom, trés regides distintas e

selecionadas aleatoriamente da superficie foram analisadas.
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4.9.6 Perda de massa e taxa de corrosao

A perda de massa dos cupons metalicos foi determinada pela diferenca entre
a massa inicial e a massa final dos cupons apdés o periodo de exposicdo ao
experimento. Para a remocédo dos produtos de corrosao aderidos a superficie, os
cupons foram submetidos a um procedimento de limpeza quimica conforme a norma
ISO 8407:2009, utilizando solugao especifica para ago carbono composta por acido
cloridrico (HCI) a 50% (v/v) contendo 3,5 g de hexametilenotetramina como inibidor
de corrosao.

Os cupons foram submersos nessa solucdo por um periodo de 10 a 20
minutos, dependendo do grau de corrosdo observado na superficie. Apds a limpeza,
os cupons foram removidos da solugdo, lavados com agua destilada, secos a
temperatura ambiente e posteriormente pesados em balanca analitica para
determinacao da massa final.

A taxa de corrosao foi calculada de acordo com a norma ASTM G1-03,

utilizando a Equacéo 3:

KxW
AXT XD

Equacao 3

Em que K é uma constante de conversao (8,74 x 10*), W corresponde a perda
de massa do cupom (g), A representa a area exposta do metal (cm?), T corresponde

ao tempo de exposigao (h) e D representa a densidade do material (g/cm?).

4.10 Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism ® 8,
com o uso do teste t ndo pareado para comparar o grupo controle e o tratamento,

considerando significativo um valor de P < 0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Selecao dos bacteriofagos e composicado dos coquetéis fagicos

Os bacteriofagos utilizados neste estudo foram selecionados com base em
seus respectivos hospedeiros bacterianos e potencial de aplicacido no controle de

comunidades microbianas complexas. A composi¢cdao dos coquetéis fagicos foi
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definida visando a combinagdo de virus com diferentes espectros de infecgao,
buscando ampliar a atuagdo sobre diferentes grupos bacterianos presentes no
biofilme.

No total, foram utilizados bacteriéfagos previamente isolados a partir de diferentes
hospedeiros, incluindo Klebsiella variicola, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri e
Citrobacter freundii. A distribuicdo dos fagos entre os coquetéis foi realizada de
forma estratégica, permitindo tanto a diversidade de hospedeiros quanto a
sobreposigao parcial de fagos entre os diferentes coquetéis.

A composigdo dos coquetéis fagicos e seus respectivos hospedeiros bacterianos

estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Bacteriéfagos utilizados no estudo, seus respectivos hospedeiros
bacterianos e a composigcdo dos coquetéis fagicos empregados nos ensaios

experimentais.

Hospedeiro
Fago ] Coquetel1 Coquetel2 Coquetel 3
bacteriano
KV3 Klebsiella variicola X X
(26E)
KP6 Klebsiella X X

pneumoniae (58B)

KP7 Klebsiella X

pneumoniae (58B)

KPS Klebsiella X X

pneumoniae (58B)

KP9 Klebsiella X
pneumoniae (58B)

SHIG Shigella flexneri X X

CIT1 Citrobacter freundii X X




5.2 Ensaios preliminares de biofilme em placa

A avaliacdo comparativa dos coquetéis fagicos evidenciou diferencas no
desempenho das formulagdes frente as culturas mistas de bactérias redutoras
de sulfato (BRS). Foram analisadas 16 culturas mistas provenientes de
amostras coletadas em uma plataforma de exploracdo de petréleo, as quais
foram identificadas por letras, de A a P, para facilitar a apresentacédo e
discussao dos resultados. Para parte dessas culturas, havia informagdes
adicionais referentes ao local especifico de coleta e outras caracteristicas da
amostra, enquanto para as demais essas informacdées ndo estavam
disponiveis. Essa abordagem permitiu uma avaliacdo abrangente da eficacia
dos coquetéis fagicos em diferentes composi¢cées microbianas

Dentre as formulacdes testadas, o Coquetel 1 destacou-se por
apresentar o melhor desempenho global, promovendo as maiores redugdes na
biomassa de biofilme para o ensaio de controle. Em grande parte das culturas
avaliadas, observou-se diferenca estatisticamente significativa em relagcao aos
demais tratamentos, indicando maior eficiéncia desta formulagao.

A Figura 5 apresenta o desempenho do Coquetel 1 em trés culturas
mistas representativas, selecionadas dentre as 16 avaliadas, evidenciando seu
impacto expressivo na redugdo da biomassa aderida. Cada grafico
corresponde a uma cultura independente (Cultura A, B e C), escolhidas por
representarem diferentes perfis de resposta ao tratamento.

Com base nos resultados obtidos do controle, o Coquetel 1 foi
selecionado para a condugao dos ensaios em escala de tanque, utilizando uma
cultura mista padréo. Essa escolha foi fundamentada em sua maior eficiéncia e
consisténcia de resposta frente a diversidade microbiana avaliada, sugerindo

elevado potencial de aplicagdo em sistemas mais complexos.
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Figura 6. Avaliagdo do efeito do Coquetel 1 sobre a biomassa de biofilme em trés
culturas bacterianas mistas distintas de BRS. Cada grafico representa uma cultura
mista independente (Cultura A, B e C), selecionadas dentre as 16 culturas avaliadas.
Os valores correspondem a média de triplicatas experimentais, com barras de erro

indicando o desvio padréo.
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5.3 Crescimento microbiano no sistema de tanques

A leitura de (DOsw) foi utilizada para o monitoramento da dindmica de
crescimento microbiano ao longo do experimento, permitindo a avaliagdo
comparativa entre os tanques controle e tratamento.

Nos estagios iniciais do experimento, ambos os sistemas apresentaram
aumento progressivo da densidade celular, indicando o estabelecimento e
adaptacdo da comunidade microbiana as condigdes do meio (Figura 6). Esse
comportamento era o esperado, refletindo a atividade metabdlica inicial e a

disponibilidade de substratos.
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Figura 7. Curva DO600nm pela cultura mista de bactérias redutoras de sulfato em
sistema de tanques na auséncia (controle) e presenga (tratamento) do coquetel
fagico.

Durante os primeiros dias, até o 7° dia, ambos os sistemas apresentaram
comportamento semelhante, com aumento progressivo da densidade oOptica. Esse
crescimento inicial pode estar associado, em parte, a atividade de microrganismos
aerobios ou facultativos presentes na cultura mista, que contribuem para o consumo
de oxigénio e favorecem o estabelecimento de condicbes mais anaerdbias no
sistema.

O coquetel fagico 1 foi aplicado no 7°, 14° e 21° dia, e observou-se que seu
efeito ocorreu de forma progressiva ao longo do experimento. Apds a primeira

aplicagao, no 7° dia, ndo foi observada uma reducédo imediata acentuada da DO600

nm. No entanto, entre o 10° e o 14° dias, verificou-se uma diminuicdo mais

pronunciada da densidade oOptica no tanque tratamento em relagdo ao controle,
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indicando um efeito tardio do coquetel sobre a comunidade microbiana. Apds a
segunda aplicagao, realizada no 14° dia, observou-se um novo aumento nos valores

de DO600 nm no sistema tratado. Esse comportamento pode estar relacionado a

natureza complexa da cultura mista, na qual microrganismos n&o suscetiveis aos
fagos podem ter se beneficiado da reducdo de competidores, retomando o
crescimento.

Apesar desse aumento pontual, os valores de DO600 nm no tanque

tratamento permaneceram inferiores aos do controle na maior parte do experimento.
Apoés a terceira aplicagdo, no 21° dia, observa-se novamente uma tendéncia de
reducao e estabilizacdo da densidade optica, sugerindo um efeito acumulativo do
coquetel fagico ao longo do tempo.

De modo geral, a aplicagdo do coquetel fagico promoveu uma redugao
discreta no crescimento microbiano ao longo do experimento. Considerando todo o
periodo experimental, a densidade éptica média (DOsw) do sistema tratado foi 4,2%

inferior a observada no controle.

5.4 Producao de H.S
A Figura 7 apresenta a variagdo da concentragdo de sulfeto de hidrogénio

(H=S) ao longo de 28 dias nos tanques controle e tratamento.
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Figura 8. Curva de producédo de H2S pela cultura mista de bactérias redutoras de
sulfato que ocorreu durante 28 dias em sistema de tanques na auséncia (controle) e
presenca (tratamento) do coquetel fagico, adicionado em intervalo de tempos o qual

a seta indica.

Nos primeiros dias do experimento, observou-se um aumento acentuado na
concentracdo de H.S em ambos os sistemas, indicando o estabelecimento da
atividade das bactérias redutoras de sulfato (BRS). A partir do 3° dia, os niveis de
H.S ja atingiam valores superiores a 300 ppm, mantendo-se elevados até
aproximadamente o 7° dia, quando foram observados os maiores valores ao longo
do experimento.

Apos esse periodo inicial de crescimento, verificou-se uma tendéncia geral de
reducdo gradual na concentracdo de H.S ao longo do tempo. Essa diminuigdo
ocorreu de forma continua, com pequenas oscilagdes ao longo dos dias
subsequentes.

O coquetel fagico foi aplicado no 7°, 14° e 21° dias, e, a partir dessas
aplicagdes, observou-se a tendéncia de queda nos niveis de H.S no sistema,
principalmente nos tanques de tratamento. A diferenca entre os tratamentos
tornou-se mais evidente apés o 14° dia, quando o tanque controle apresentou
aumento nos valores, enquanto o tanque de tratamento manteve-se relativamente
constante.

Considerando todo o periodo experimental, a concentragdo média de H.S foi
de 260,08 ppm no controle e 213,76 ppm no tratamento, correspondendo a uma
redugdo média de 17,8% promovida pela aplicagdo do coquetel fagico. Ao final do
experimento, ambos o0s sistemas apresentaram concentracdes inferiores as
observadas na fase inicial; entretanto, o tratamento atingiu valores finais de
aproximadamente 53 ppm, enquanto o controle permaneceu em torno de 160 ppm,
representando uma reducdo de 66,9% na concentracdo de H.S em relagdo ao

controle no 28° dia.

5.5 Quantificagao microbiolégica (NMP)
As células plancténicas viaveis foram quantificadas ao longo de trés periodos
experimentais, correspondentes ao momento da inoculagéo inicial (tempo 0), aos 14

dias e aos 28 dias de experimento (Figura 9 A—C).
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No tempo 0, da cultura (Figura 9 A), os valores de NMP foram elevados e
semelhantes entre os sistemas controle e tratamento, indicando condig¢des iniciais
equivalentes para o estabelecimento da comunidade microbiana.

A presenga de resultados positivos no ensaio de NMP foi evidenciada pela
formacéao de precipitado escuro nos frascos, caracteristica associada a atividade de

bactérias redutoras de sulfato (Figura 8).

Figura 9. Exemplo de frasco do ensaio de Numero Mais Provavel (NMP) com
resultado positivo para bactérias redutoras de sulfato (BRS), evidenciado pela
formacéao de precipitado escuro no meio de cultura.

Aos 14 dias (Figura 9 B), os valores de NMP permaneceram proximos entre
0s grupos, com discretas variagdes entre os tanques avaliados.
Ao final de 28 dias (Figura 9 C), observou-se uma leve redugdo na densidade de
células planctbnicas, mais evidente no sistema tratado com o coquetel fagico
quando comparado ao controle.

Apesar dessa tendéncia de redugdo, a analise estatistica nao indicou

diferencga significativa entre os grupos (p > 0,05).
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Figura 10. Quantificagdo de células planctdnicas viaveis por meio do método
do Numero Mais Provavel (NMP) em sistema de tanques inoculados com
cultura mista. Avaliagéo realizada em trés periodos experimentais: (A) tempo 0
(inoculacao inicial), (B) 14 dias e (C) 28 dias, na auséncia (controle) e na
presenca de coquetel fagico. Barras representam média + desvio padrao.

De modo geral, os valores de NMP obtidos para as células aderidas ao
cupom (Figura 10) foram inferiores aos observados para as células
plancténicas. Além disso, observou-se uma tendéncia de redugao no sistema
tratado com o coquetel fagico em comparagao ao controle, especialmente para

as bactérias quantificadas em meio BaNHT.

Apesar dessa redugao aparente, a analise estatistica por teste t ndo indicou

diferencga significativa entre os grupos (p > 0,05), tanto para as BRS quanto para as

demais bactérias da cultura mista.



49

1%10°- Hl Controle Post E

1x108+ .
1%107- Tratamento (coquetel fagico) Post E

1x106-] Bl Controle Banht
1x105 Tratamento (coquetel fagico) Banht
1x104—
1x103+
1x102+
1x10"1
1%10°- , .
1 2

Figura 11. Quantificagdo de células viaveis por NMP no biofilme aderido aos cupons

NMP/cm?

metalicos apds 28 dias de experimento. As células foram recuperadas por sonicagao
em 10 mL de solugdo. A quantificacdo foi realizada em meio Postgate E, para
bactérias redutoras de sulfato (BRS), e em meio BaNHT, para as demais bactérias
da cultura mista, na auséncia (controle) e presenga de coquetel fagico. Barras

representam média + desvio padréo.

5.6 Quantificagao molecular (QPCR)
A quantificagdo por qPCR evidenciou diferengas na abundéancia bacteriana
entre os tanques controle e os submetidos ao tratamento com o coquetel fagico (

Figura 11).
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Figura 12. Quantificacdo de bactérias totais e bactérias redutoras de sulfato (BRS)
nos tanques controle e tratamento, determinada por gPCR.
Para as bactérias totais, os valores médios observados foram de 4,94 x 10°

cbpias no grupo controle e 1,59 x 10° copias no grupo tratado, correspondendo a
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uma reducao aproximada de 67,8%. Essa diferenga foi estatisticamente significativa
(teste t ndo pareado, p = 0,0020).

De forma semelhante, observou-se redugcdo na abundancia de bactérias
redutoras de sulfato (BRS), com valores médios de 4,10 x 10° copias no controle e
8,48 x 10° copias no tratamento, representando uma diminuicdo de
aproximadamente 79,3%. Essa diferenga também foi estatisticamente significativa
(teste t ndo pareado, p = 0,0003).

Em conjunto, os resultados indicam que o tratamento com o coquetel fagico
promoveu reducado significativa tanto da abundancia bacteriana total quanto da

populacdo de BRS no sistema avaliado

5.7 Atividade metabdlica do biofilme (ATP)

O ATP total reflete a atividade metabdlica global da comunidade microbiana
presente no sistema, abrangendo microrganismos aerébios e anaerdbios. Para a
quantificacdo do ATP associado ao biofilme. A figura 12 mostra a quantificacao de
ATP no biofilme formado em cupons apds 28 dias.

O biofime do tanque controle apresentou valores médios de
aproximadamente 3330 pg ATP/cm? enquanto o sistema tratado com o coquetel
fagico apresentou cerca de 2378 pg ATP/cm?, correspondendo a uma reducao de
aproximadamente 30% (Figura 12). No entanto, essa diferenca nao foi

estatisticamente significativa
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Figura 13. Quantificacdo de ATP (pg ATP/cm?) em biofilmes formados sobre cupons

metalicos apds 28 dias em sistema de tanques

5.8 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar o
biofilme formado nos cupons metalicos apdés 28 dias de experimento, permitindo
observar diferencas na morfologia superficial e na organizagao estrutural entre os
tanques controle e tratamento (Figura 13).

Nos cupons do tanque controle (Figura 13A, C, E e G), observa-se uma
cobertura mais densa e continua da superficie. Em menor aumento (Figura 13A), é
evidente a presenga de uma camada espessa de biofilme recobrindo o material
metalico. Em aumento intermediario (Figura 14C), destacam-se estruturas
tridimensionais bem definidas. Em maior ampliagdo (Figura 14E), observa-se a
presenca de estruturas com morfologia complexa, sugestivas de matriz extracelular
organizada. No maior aumento avaliado (Figura 13G), essas estruturas apresentam
alto grau de organizagc&o, com arranjos compactos e interconectados, caracteristicos
de biofilmes maduros.

Em contraste, os cupons do tanque tratamento (Figura 13B, D, F e H)
apresentam menor cobertura e organizagao estrutural reduzida. Em menor aumento
(Figura 13B), observa-se uma distribuicdo mais heterogénea e descontinua do
biofilme. Em aumento intermediario (Figura 13D), ha predominancia de pequenos
agrupamentos celulares, com menor formagédo de estruturas tridimensionais. Na
ampliagao de 5.000x (Figura 13F), observa-se a presenga de células mais dispersas
e com menor integracdo a matriz, sendo possivel identificar estruturas menos
organizadas, como destacado pela seta. No maior aumento (Figura 13H),
predominam células isoladas ou em pequenos agrupamentos, com auséncia de
arranjos estruturais complexos.

As descontinuidades e fissuras observadas na superficie dos cupons que
podem ser observadas na figura 13E apontada pela seta, estdo associadas ao
processo de preparacdo das amostras, especialmente a etapa de desidratagao, ndo
sendo necessariamente decorrentes da atividade microbiana.

De modo geral, os resultados evidenciam diferengas na estrutura e densidade do
biofiime entre os sistemas avaliados, sendo observada uma formacdo mais densa,
organizada e estruturalmente complexa no tanque controle, em comparagao ao

sistema submetido ao coquetel fagico.
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Figura 14. Micrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) de
cupons metalicos apos 28 dias de experimento. (A, C, E, G) Tanque controle; (B, D,
F, H) Tanque tratamento. As imagens correspondem a diferentes ampliagbes: 200x
(A, B), 1.000x (C, D), 5.000x% (E, F) e 10.000% (G, H).

5.9 Perfilometria

A topografia dos cupons foi avaliada por perfilometria Optica (Figura 14).
Nesta analise, o parametro de rugosidade quadratica média (Rq) foi escolhido para a
avaliagdo dos resultados, por apresentar maior sensibilidade a picos e vales
acentuados em comparagao a rugosidade média (Ra), uma vez que o calculo ao
quadrado amplifica desvios mais elevados.

As imagens evidenciam uma distribuicdo heterogénea de irregularidades na

superficie, com regides de picos e vales representadas por variagbes de cor. De
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modo geral, ndo foram observadas diferencas visuais marcantes entre os cupons
dos tanques controle e tratamento, indicando comportamento superficial semelhante
entre os sistemas.

Os perfis lineares obtidos ao longo dos eixos X e Y (Figura 14, C e D)
corroboram essa observacio, apresentando variacdes de altura comparaveis entre
as amostras. Os valores dos parametros de rugosidade também refletiram essa
tendéncia (Tabela 2), com resultados proximos entre controle e tratamento apds 28
dias de exposicao.

Apesar das pequenas variagbes numeéricas nos parametros avaliados, nao
foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos,
indicando que o tratamento com coquetel fagico ndo promoveu alteragdes relevantes

na topografia superficial dos cupons nas condigdes analisadas.
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Figura 15. Analise da topografia superficial dos cupons metalicos por perfilometria
Optica apos 21 dias de exposi¢cdo. (A) Mapa de superficie do cupom do tanque
controle. (B) Mapa de superficie do cupom do tanque tratamento. (C) Perfis de
rugosidade ao longo dos eixos X e Y para o controle. (D) Perfis de rugosidade ao
longo dos eixos X e Y para o tratamento. A escala de cores representa a variagao de
altura da superficie, em que os tons de azul indicam as regides mais baixas (vales) e
os tons de vermelho representam as regiées mais elevadas (picos), enquanto as

cores intermediarias correspondem a alturas intermediarias.

Tabela 2. Valores médios dos parametros de rugosidade superficial (um) dos cupons

metalicos dos tanques controle e tratamento apds 28 dias de exposigéo.

Rugosidade da superficie (um) Tanque — Controle Tanque — Tratamento

Rugosidade média (Ra) 15,52 14,87
Altura maxima do pico (Rp) 112,74 106,35
Raiz quadrada média (Rq) 23,03 22,06
Total (pico + vale) (Rt) 176,28 198,01
Profundidade média do vale (Rv) -52,91 -54,90

5.10 Perda de massa e taxa de corrosao

Os graficos de perda de massa e taxa de corrosdo dos cupons metalicos
apos 28 dias de experimento demonstraram uma leve diferenca entre os tanques
controle e tratamento (Figura 15). A perda de massa no tanque controle apresentou
valor médio de aproximadamente 0,06 g, enquanto no tanque tratado com coquetel

fagico observou-se reducgao para cerca de 0,03 g.
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Figura 16. Perda de massa (g) e taxa de corrosdo (mm/ano) em cupons metalicos

apos 28 dias de experimento em tanques.

De forma semelhante, a taxa de corrosao também apresentou valores mais
elevados no controle, atingindo aproximadamente 0,95 mm/ano, enquanto o
tratamento apresentou taxa reduzida, em torno de 0,55 mm/ano. Esses resultados
indicam uma tendéncia de menor intensidade de corrosdo no sistema submetido ao
coquetel fagico. No entanto, apesar da redugdo observada no sistema tratado, a

analise estatistica nao indicou diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05).

6 DISCUSSAO

A reducdo da biomassa do biofilme, inicialmente observada nos ensaios em
placas sob condi¢des de anaerobiose, foi determinante para a progressao deste
estudo para experimentos em maior escala, evidenciando o potencial do coquetel
fagico no controle de comunidades microbianas complexas. Esse efeito pode estar
relacionado a agao indireta dos bacteriéfagos sobre a estrutura do biofilme, uma vez
que a lise de bactérias suscetiveis pode alterar a organizagdo da comunidade
microbiana e comprometer a integridade do EPS, favorecendo a dispersao do
biofilme mesmo quando nem todos os microrganismos presentes sdo diretamente
infectados pelos fagos (Sutherland et al., 2004; Harper et al., 2014; Chan & Abedon,
2013).

Além disso, muitos bacteridfagos codificam enzimas, como depolimerases,
capazes de degradar componentes da matriz de substancias poliméricas
extracelulares (EPS), promovendo a desorganizagao estrutural do biofiime e

expondo as células a condigbes ambientais adversas (Guo et al., 2023;
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Mayorga-Ramos et al., 2024). Esse mecanismo tem sido amplamente descrito na
literatura como uma das principais vias de atuacado de bacteri6fagos em biofilmes,
contribuindo n&o apenas para a redugao da biomassa aderida, mas também para o
aumento da suscetibilidade microbiana a outros agentes de controle, especialmente
em decorréncia da degradacdo da matriz de substancias poliméricas extracelulares
e da desestruturacédo da estrutura do biofilme (Min et al., 2024; Chen et al., 2022;
Chang et al., 2022). Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que o coquetel
fagico atuou predominantemente na desestruturacdo do biofilme, ao invés de
promover exclusivamente a eliminagcdo direta das células bacterianas, como
evidenciado nos ensaios iniciais.

O crescimento microbiano observado nos tanques, avaliado por meio da
densidade o6ptica (DOesw), apresentou um comportamento esperado durante as
etapas iniciais do experimento. Até o quarto dia, a semelhanca entre os sistemas
controle e tratamento indica que o estabelecimento da comunidade microbiana
ocorreu de forma equivalente, sendo influenciado principalmente pela disponibilidade
de nutrientes e pelas condi¢des fisico-quimicas do meio. Esse comportamento é
caracteristico de comunidades mistas em fase inicial de colonizagdo, nas quais
microrganismos aerobios e anaerodbios facultativos consomem o oxigénio dissolvido
e promovem a formacao de gradientes redox, favorecendo o estabelecimento de
microambientes anaerdbios que possibilitam o desenvolvimento e a atividade
metabdlica das bactérias redutoras de sulfato (BRS) (Lackner et al., 2020)

A auséncia de uma reducao imediata da DOsw ap0ds a primeira aplicagcao do
coquetel fagico que ocorreu no sétimo dia, seguida por uma diminuicdo mais
pronunciada entre o 10° e o 14° dias, sugere um efeito tardio da acao viral sobre a
comunidade microbiana. Esse comportamento pode estar relacionado ao tempo
necessario para que os bacteriéfagos se propaguem, caso infectem alguma célula
dessa cultura mista e atinjam densidades suficientes para impactar a populagao
bacteriana.

A manutencao de valores de DOesoo inferiores no sistema tratado ao longo da
maior parte do experimento, associada a tendéncia de estabilizacdo apds aplicacdoes
sucessivas, sugere um efeito cumulativo do coquetel fagico sobre a dinamica
microbiana. Em conjunto, esses resultados indicam que o tratamento n&o promoveu
uma eliminagdo imediata da populacdo bacteriana, mas atuou na modulagdo da

estrutura e das interagdes da comunidade, reforcando a hipétese de que a principal
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acao do coquetel esteja relacionada a reorganizagdo do sistema microbiano, mais
do que a acao bactericida direta.

A producao de sulfeto de hidrogénio (H.S), utilizada como indicador da
atividade metabolica das bactérias redutoras de sulfato (BRS), a qual foi
acompanhada por meio da titulagdo, apresentou um comportamento “dindmico” ao
longo do experimento, refletindo tanto o estabelecimento inicial da comunidade
quanto a influéncia do tratamento aplicado. O aumento acentuado observado nos
primeiros dias, com valores superiores a 300 ppm ja a partir do 3° dia e pico proximo
ao 7° dia, indica a rapida ativagdo do metabolismo redutor de sulfato, favorecida
pelas condicdes anaerdbias e pela disponibilidade de substratos no sistema. Esse
padrao inicial € esperado em culturas mistas, nas quais a atividade das BRS se
intensifica apos a adaptacdo ao ambiente e a consolidacdo de microambientes
anaerdbios (Rabus et al., 2015; Enning; Garrelfs, 2014). .

A partir desse periodo, observou-se uma tendéncia gradual de redugao nos
niveis de H.S, que se tornou mais evidente apds as aplicagdes do coquetel fagico,
especialmente a partir do 14° dia. Esse comportamento sugere um efeito progressivo
do tratamento sobre a atividade metabdlica das bactérias redutoras de sulfato
(BRS). Em sistemas de corrosdo microbiologicamente influenciada, as BRS estao
distribuidas tanto na fase plancténica quanto em biofilmes aderidos as superficies,
sendo ambas as populacbes capazes de contribuir para a produgcdo de sulfeto.
Assim, alteracbes na estrutura e na composicido da comunidade microbiana podem
refletir diretamente na producdo de H.S, mesmo quando a biomassa aderida nao
representa a maior fragdo da comunidade microbiana. Esse comportamento foi
observado por Dutta et al. (2021), que verificaram que modificagdes na comunidade
plancténica acompanharam a mitigagdo da produgado de sulfeto e a dissociagédo de
BRS de biofilmes em biorreatores industriais. Nesse contexto, a lise de bactérias
suscetiveis promovida pelo coquetel fagico pode ter alterado as interagdes
ecoldgicas da comunidade e reduzido indiretamente a atividade sulfetogénica das
BRS, contribuindo para a diminuigdo da producao de H:S

Além disso, a reducéo observada ao longo do tempo pode estar associada a
interferéncia nas interacbes microbianas estabelecidas na cultura mista. Em
comunidades microbianas complexas, a atividade das bactérias redutoras de sulfato
(BRS) depende das relagdes ecoldgicas e metabdlicas com outros microrganismos,

que influenciam a disponibilidade de nutrientes, a transferéncia de metabdlitos e a
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manutencgao de condigbes favoraveis ao metabolismo sulfetogénico. Nesse contexto,
a acao dos bacteriéfagos sobre bactérias suscetiveis pode modificar a estrutura da
comunidade e impactar indiretamente a atividade das BRS. Esse comportamento &
consistente com os resultados obtidos por Santos et al. (2024), que demonstraram
que a eficiéncia da infecgdo fagica em um consércio contendo BRS depende das
interacdes entre diferentes membros da comunidade microbiana, evidenciando que
alteragcdes em populagdes nao diretamente infectadas podem repercutir sobre a
dinamica e a funcionalidade do consorcio. Dessa forma, a redugdo gradual dos
niveis de H:S ao longo do experimento sugere que o coquetel fagico promoveu uma
diminuicdo da atividade sulfetogénica da comunidade microbiana. Embora as
concentragoes finais tenham sido inferiores a 100 ppm, esse valor ainda se encontra
acima dos limites de exposicdo ocupacional adotados na industria do petréleo e
proximo a concentragdo considerada imediatamente perigosa a vida e a saude
(IDLH = 100 ppm), indicando que, nas condicbes avaliadas, o tratamento n&o foi
suficiente para atingir niveis considerados seguros para os trabalhadores. Ainda
assim, a reducao observada demonstra o potencial do coquetel fagico como uma
estratégia complementar para a mitigacdo da produgdo de H.S e da corrosao
microbiologicamente influenciada, sendo necessarios estudos adicionais para
otimizar sua eficiéncia e ampliar sua aplicabilidade em condi¢des industriais.

A quantificagdo microbiolégica por NMP e a analise molecular por gPCR
permitram uma avaliagdo complementar do comportamento da comunidade
microbiana, evidenciando diferengas importantes. Os resultados de NMP indicaram
que, embora tenha sido observada uma tendéncia de reducdo tanto nas células
planctdénicas quanto nas aderidas no sistema tratado, essas diferengas nao foram
estatisticamente significativas. Esse comportamento pode estar relacionado a
natureza do método, que estima apenas a fragdo de microrganismos viaveis
capazes de crescer nas condi¢gdes de cultivo empregadas, podendo subestimar a
diversidade microbiana presente em culturas mistas complexas, especialmente em
condigbes anaerdbias (Lee et al., 2021). Em contraste, a qPCR possibilita uma
deteccdo mais sensivel dos microrganismos-alvo, independentemente de sua
cultivabilidade, sendo amplamente utilizada como ferramenta complementar para a
caracterizacao de comunidades microbianas complexas (Zhang et al., 2021).

Por outro lado, a quantificagdo por gPCR revelou uma redugéo significativa

tanto na abundancia bacteriana total quanto na populagao de bactérias redutoras de
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sulfato (BRS) no sistema tratado, indicando que o coquetel fagico foi capaz de
impactar a densidade microbiana do sistema. A divergéncia entre os resultados
obtidos por NMP e qPCR pode ser atribuida as diferengas inerentes as metodologias
empregadas. Enquanto o NMP é um método dependente de cultivo e quantifica
apenas a fragdo de microrganismos capaz de crescer nas condi¢gées experimentais,
a gPCR apresenta maior sensibilidade para detectar variagdes na abundancia dos
grupos microbianos-alvo por meio da quantificagdo de DNA, permitindo evidenciar
diferencas que podem n&o ser detectadas por métodos microbiolégicos
convencionais (Lee et al., 2021; Zhang et al., 2021).

Em conjunto, esses resultados indicam que o coquetel fagico promoveu
alteragbes relevantes na composicdo e na atividade da comunidade microbiana,
mesmo que nem todas as diferencas tenham sido detectadas por métodos
dependentes de cultivo. Dessa forma, a integracdo entre abordagens
microbiolégicas e moleculares se mostra essencial para uma compreensao mais
abrangente dos efeitos do tratamento em sistemas complexos, como os avaliados
neste estudo (Flemming et al., 2016; Mayorg et al., 2024).

A avaliagcdo da atividade metabdlica do biofilme, por meio da quantificagcao de
ATP, demonstrou uma reducdo nos valores observados no sistema tratado em
comparagao ao controle, embora sem diferenca estatisticamente significativa. Esse
resultado sugere que, apesar da presenca de células viaveis e metabolicamente
ativas, houve uma tendéncia de diminuicdo da atividade global da comunidade
microbiana aderida aos cupons. Ainda assim, quando analisados em conjunto com
os demais parametros obtidos nos tanques, como a reducdo da abundancia
bacteriana e de BRS por qPCR, a diminui¢gao da produgéo de H.S e a menor taxa de
corrosao observada no sistema tratado, os resultados de ATP reforcam a hipdtese
de que o coquetel fagico interferiu na atividade metabdlica da comunidade
microbiana. Embora a redu¢do do ATP nao tenha sido estatisticamente significativa
de forma isolada, a concordancia entre os diferentes parametros microbioldgicos e
fisico-quimicos indica um efeito global do tratamento sobre a funcionalidade do
biofilme e sobre os processos associados a corrosdo microbiologicamente
influenciada.

As alteragdes morfolégicas observadas nas imagens de microscopia
eletrébnica de varredura (MEV), caracterizadas pela menor cobertura superficial e

pela presengca de uma estrutura de biofilme menos densa no sistema tratado,
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reforgam os resultados obtidos nos ensaios de biomassa e sugerem que o coquetel
fagico interferiu na organizagdo do biofiime, comprometendo sua integridade
estrutural. Esse efeito pode estar relacionado a acdo de enzimas fagicas, como
depolimerases, capazes de degradar componentes da matriz de substancias
poliméricas extracelulares (EPS), responsaveis pela coesao e protegdo das células
no biofiime. A degradacdo dessa matriz favorece a exposicdo das células as
condigdes ambientais e dificulta a manutencdo da estrutura tridimensional
caracteristica de biofilmes maduros (Pires et al., 2022; Mayorga et al., 2024).

Além disso, a redugdo na organizagcdo estrutural observada no sistema
tratado pode estar associada a interferéncia nas interacbes microbianas que
sustentam a formacado do biofilme, especialmente em culturas mistas, nas quais
diferentes espécies contribuem de forma sinérgica para a produ¢cdo e manutencao
da matriz extracelular. Dessa forma, a agdo do coquetel fagico pode ter impactado
nao apenas a integridade fisica do biofilme, mas também sua organizagao estrutural,
resultando em uma arquitetura mais dispersa e menos estavel. Esse comportamento
esta de acordo com os resultados obtidos por Cunha (2021), que, ao desenvolver e
avaliar diferentes coquetéis fagicos para o controle de biofiimes de bactérias
redutoras de sulfato, observou reducado de até 44% na formagdo do biofilme e
destacou que os bacteriofagos podem degradar componentes poliméricos da matriz
extracelular, favorecendo a desestruturacdo do biofilme e a exposicdo das células
bacterianas a infeccido por novas particulas virais.

Em conjunto, as evidéncias obtidas por MEV corroboram os demais
resultados do estudo, e foi essencial na indicagdo de que o coquetel fagico
promoveu a desestruturacao do biofilme, reforgcando seu potencial como estratégia
para o controle de biofilmes em sistemas complexos.

A andlise da topografia superficial dos cupons por perfilometria 6ptica nao
evidenciou diferengas significativas entre os sistemas controle e tratamento, tanto do
ponto de vista visual quanto nos parametros quantitativos de rugosidade avaliados.
Os valores semelhantes de Rqg, Ra e demais parametros indicam que, nas
condigdes experimentais adotadas, o tratamento com coquetel fagico ndo promoveu
alteragdes expressivas na morfologia superficial do material. Esse resultado pode
estar relacionado ao tempo de exposi¢cao e a natureza do processo corrosivo, que
tende a ocorrer de forma gradual e cumulativa, especialmente em sistemas

complexos contendo culturas mistas, nos quais a estrutura e a atividade do biofilme
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evoluem ao longo do tempo, podendo influenciar progressivamente a morfologia da
superficie metalica (Wikiet et al., 2014)

Além disso, considerando que o coquetel fagico foi aplicado apds o
estabelecimento inicial da comunidade microbiana, é possivel que os efeitos do
tratamento tenham sido mais evidentes na modulag&o biolégica do sistema do que
na alteracdo direta da superficie metalica. Dessa forma, a auséncia de diferencas
significativas na perfilometria ndo invalida os efeitos observados nos demais
parametros, mas sugere que a modificagao da topografia superficial pode demandar
maior tempo experimental ou condi¢des mais intensas de corrosao para que
diferengas mais pronunciadas sejam detectadas.

Adicionalmente, considerando que os cupons metalicos foram distribuidos em
diferentes regides do sistema de tanques, foi possivel observar variagbes entre
cupons pertencentes a um mesmo tanque. Essa heterogeneidade pode estar
associada a formacdo de microambientes distintos no interior do sistema,
influenciados por fatores como fluxo, disponibilidade de nutrientes e distribuicdo da
comunidade microbiana. Em sistemas complexos, como os utilizados neste estudo,
€ esperado que ocorram gradientes locais que impactem de maneira diferenciada a
formacado de biofilme e os processos corrosivos. De fato, estudos experimentais
demonstram que variagbes nas condigdes ambientais, como disponibilidade de
nutrientes e caracteristicas do sistema, podem influenciar a estrutura dos biofilmes e
a intensidade dos processos de corrosdao microbiologicamente influenciada
(Salgar-Chaparro et al., 2020).

Ainda que tenha sido empregada a recirculagédo do sistema por meio de
bomba peristaltica antes das coletas, o tempo e as condi¢gdes de homogeneizagao
podem n&o ter sido suficientes para garantir a distribuicdo completamente uniforme
do fluido no interior dos tanques. Em sistemas complexos, como o presente, a
formagdo de gradientes locais de células e nutrientes pode resultar em
heterogeneidade espacial significativa.

Essa variabilidade pode ter influenciado diretamente as leituras de densidade
optica (DOsw), uma vez que diferengas na concentragdo celular entre regides do
sistema podem resultar em valores distintos de turbidez. Como consequéncia,
observa-se um possivel aumento no desvio padrao entre as replicatas, refletindo nao
apenas variagdes biologicas, mas também limitagdes associadas a homogeneizagao

do sistema experimental.
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A avaliagcédo da perda de massa e da taxa de corrosao indicou uma tendéncia
de redugdo no sistema tratado com o coquetel fagico, embora sem diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. A menor perda de massa e a reducgao
da taxa de corrosdo observadas no sistema tratado sugerem que o coquetel
contribuiu para a mitigacdo parcial dos processos corrosivos, possivelmente pela
modulacdo da comunidade microbiana e consequente reducdo da atividade
metabdlica associada a formacdo do biofime e a producdo de metabdlitos
corrosivos, com o H.S. Ainda que o coquetel ndo tenha sido direcionado
exclusivamente as bactérias responsaveis pela corrosdo, sua aplicacao resultou em
alteracdes na dindmica microbiana do sistema, refletidas pela reducdo da biomassa
do biofilme, da atividade metabdlica e da produgdo de H:.S. Dessa forma, os
resultados indicam que o coquetel fagico apresentou potencial para interferir nos
processos relacionados a CIM , atuando principalmente por meio da modulacéo da
comunidade microbiana e da reducdo de fatores associados a corrosividade do
ambiente.

Esses resultados sugerem que, embora o tratamento ndo tenha
promovido uma inibicdo significativa da corrosdo no periodo avaliado, o
coquetel fagico apresentou potencial para reduzir fatores associados a
corrosdao microbiologicamente influenciada, como a atividade metabdlica da
comunidade microbiana e a produgao de metabdlitos corrosivos. Considerando
que o sistema avaliado apresentava um biofilme previamente estabelecido e
uma comunidade microbiana complexa, a aplicacdo do coquetel pode ser
considerada uma estratégia complementar de controle, com potencial para
atuar na modulacdo do biofilme e na reducdo da agressividade do ambiente

corrosivo quando associada a outras medidas de mitigacéo.

7 CONCLUSOES

Este trabalho desenvolveu e avaliou o efeito de um coquetel fagico
inespecificos no controle de biofilmes produzidos por culturas mistas de bactérias
redutoras de sulfato (BRS), inicialmente em ensaios de bancada e, posteriormente,
em sistema de tanques piloto. Nos ensaios em tanques piloto, a aplicagao do
coquetel fagico em concentracdo de aproximadamente 10’ UFP/mL promoveu
reducdo na producdo de sulfeto de hidrogénio (H.S), além de tendéncia de

diminuicdo da atividade metabdlica do biofiime e da densidade microbiana quando
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comparado ao sistema controle. As analises estruturais indicaram desorganizagao
do biofilme nos sistemas tratados, com menor adesao celular e redu¢cao da matriz
extracelular.

Em relacdo aos parametros de corrosdo, mesmo que, observou-se tendéncia
de reducdo na perda de massa e na taxa de corrosdo dos cupons metalicos no
sistema tratado, essas diferengas ndao foram estatisticamente significativas. Esses
resultados sugerem que, embora o tratamento tenha impactado a estrutura e
atividade do biofilme, a resposta em termos de corrosdo pode estar associada a
complexidade da comunidade microbiana e as condi¢cdes do sistema experimental.

Esses resultados indicam que, embora o tratamento tenha promovido
alteragdes na estrutura e na atividade do biofilme, seus efeitos sobre o processo
corrosivo ndo ocorreram de maneira equivalente. Dessa forma, a reducdo da
biomassa ou a alteragdo da organizagdo do biofilme, por si s6, podem nao ser
suficientes para promover uma inibicdo completa da corrosdo, considerando que
outros fatores, como a atividade metabdlica residual da comunidade microbiana e a
persisténcia de células aderidas a superficie, podem continuar influenciando esse
processo.

Dessa forma, o coquetel fagico demonstrou potencial como estratégia
alternativa para o controle de biofilmes e mitigacao da corrosao microbiologicamente
induzida. No entanto, ajustes na formulagao, concentracao e frequéncia de aplicacao
podem ser necessarios para otimizar sua eficacia em sistemas complexos,
reforcando sua aplicabilidade como abordagem complementar no controle da

biocorrosao em ambientes industriais.

8 PERSPECTIVAS

O sistema de tanques piloto utilizado neste estudo representa uma
abordagem experimental relevante para simular condi¢des industriais associadas a
corrosdao microbiologicamente induzida. Os resultados obtidos fornecem uma base
inicial para compreensdo da atuacado desses coquetéis em sistemas complexos,
evidenciando a necessidade de ajustes e aprofundamento das analises realizadas.

Diante da complexidade da comunidade microbiana envolvida, abordagens
complementares, como analises metagenémicas, tornam-se relevantes para a
caracterizacao mais detalhada da composicdo microbiana dos biofiimes e para a

avaliacdo das alteragdes promovidas pela aplicagdo do coquetel fagico. Essas
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analises podem contribuir para a identificagdo dos grupos microbianos mais
impactados pelo tratamento, permitindo uma melhor compreenséo de seus efeitos
diretos e indiretos sobre a dinamica da comunidade. Além disso, analises genémicas
dos fagos utilizados no coquetel podem fornecer informagdes sobre o potencial
funcional desses virus, incluindo a identificagdo de genes associados a replicagao,
especificidade de hospedeiro e produgdo de enzimas relacionadas a degradacgéo da
matriz extracelular. Dessa forma, a caracterizagao do repertério genético dos fagos
pode auxiliar na elucidacdo dos mecanismos envolvidos na ag¢ao antibiofilme e
contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes de controle de
biofilmes microbianos.

Adicionalmente, € necessario avaliar o efeito do aumento do tempo de
circulagdo do fluido e da duragdo total do experimento, de modo a validar a
eficiéncia do coquetel fagico em aplicagcbes prolongadas, mais proximas das
condigdes reais de operagao industrial, de maneira que o fluido sempre esteja bem
distribuido. Durante a condugdo dos ensaios, foram observadas limitagcbes
relacionadas aos componentes do sistema responsaveis pela circulacao do fluido,
como mangueiras e pontos de entrada e saida, utilizados no bombeamento do
liguido. Esses fatores indicam a necessidade de aprimoramento estrutural do
sistema experimental.

Outra perspectiva relevante consiste no aumento do numero de repeti¢cdes
biolégicas por condicdo experimental, permitindo maior amostragem estatistica e
confiabilidade dos dados obtidos.

A avaliacdo do coquetel fagico em tanques contendo outras culturas
microbianas de relevancia industrial, também se apresenta como uma abordagem
importante para ampliar a compreensdo sobre sua aplicabilidade em diferentes
cenarios operacionais, considerando a diversidade microbiana presente em sistemas
reais da industria do petroleo.

Dessa forma, o presente trabalho contribui como etapa inicial no
desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas inovadoras, reforgando a
importancia da continuidade dos estudos para o aprimoramento e consolidagao do

uso de coquetéis fagicos no controle da corrosdo microbiologicamente induzida.
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