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AVALIAGAO DA UTILIZAGAO DE BIOCIDAS NO TRATAMENTO DE AGUA
PRODUZIDA NA INDUSTRIA DE OLEO E SEU IMPACTO NA RESISTENCIA
BACTERIANA

Autor: MSc. Gabriela Feix Pereira
Orientadora: Prof’. Dr’. Gertrudes Corgéo

O impacto da acao bacteriana na industria de 0leo e gas se estende desde a extracao
do petroleo e armazenagem até o processo de transporte e refino. Uma das maiores
fontes de contaminag&@o microbiolégica é a Agua produzida, cuja composic¢éao fisico-
qguimica varia de acordo com as condi¢des geograficas e com 0s processos quimicos
especificos de cada plataforma. Alguns grupos bacterianos como as bactérias
redutoras de sulfato (BRS) e as bactérias produtoras de acido (BPA) sdo comumente
encontrados na agua produzida e seu desenvolvimento esta relacionado com o
aumento da geracéo de sulfeto de hidrogénio (H2S), com o aumento das taxas de
corrosdo em estruturas metalicas e, até mesmo, com entupimento de dutos e filtros
pelo acumulo de biofilmes. A aplicacdo de biocidas é uma alternativa de mitigacao
para essa problematica. Entretanto, o emprego de biocidas sem a selecédo e
monitoramento adequados induzem a aplicacdo de subdosagens que acarretam o
aumento da pressdo seletiva, selecionando bactérias mais resistentes. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as diferencas na composi¢cdo do
microbioma de diferentes amostras de agua produzida, e como estas diferencas
impactam na resisténcia bacteriana aos biocidas comumente utilizados na industria
de petroleo. O sequenciamento de amplicons do gene 16S rRNA foi utilizado para
avaliacdo de taxonomia das amostras de agua produzida e avaliacbes de
concentracdo inibitéria minima (CIM), inibicdo e erradicacdo de biofilmes foram
utilizadas para avaliagdo da resisténcia aos biocidas. As avaliagbes de taxonomia
das amostras de agua produzida indicaram composi¢cdes microbiolégicas diferentes
entre todas as amostras avaliadas. A CIM dos consorcios de BPA e BRS variou
conforme o biocida. Entretanto, quando avaliados os biofilmes, o biocida mais
utilizado em campos de petroleo brasileiros, sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfénio
(THPS), demonstrou tendéncia de aumento na formacdo de biofilmes, mesmo
utilizando sobredosagem. Em relagdo a manutencédo do microbioma de BRS ap0s o
enriquecimento em meio de cultura, observou-se uma maior diversidade na agua
produzida, o que demonstra que a maior parte das BRS presentes nas amostras nao
eram cultivaveis. Esses resultados levantam um alerta relacionado a necessidade do
planejamento detalhado de tratamentos de controle microbiolégico na industria de
petréleo, destacando-se a importancia da selecdo de métodos de monitoramento
adequados, que representem o cenario microbiolégico encontrado nas plataformas.
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da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (127 p.)
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EVALUATION OF BIOCIDAL USE DURING THE TREATMENT OF PRODUCED
WATER IN OIL AND GAS INDUSTRY AND ITS IMPACT ON BACTERIAL
RESISTANCE

Author: Gabriela Feix Pereira, MSc.
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The impact of bacterial growth in oil and gas industry extends from the oil extraction
to transportation and refining process. One of the greatest sources of microbiological
contamination is the produced water, which physical-chemical composition varies
according to the geographic conditions and specific chemical processes of each
platform. Some bacterial groups such as sulfate-reducing bacteria (SRB) and acid-
producing bacteria (APB) are commonly found in produced water and their
development is related to generation of hydrogen sulfide (H2S), increase of corrosion
rates in metallic structures and even clogging of pipelines and filters due to the
accumulation of biofilms. The application of biocides is an alternative to mitigate this
problem. However, the use of biocides without adequate selection and monitoring
culminates in the application of low concentrations that lead to increased selective
pressure, selecting more resistant bacteria. In this context, the objective of this study
was to evaluate the difference in microbiome composition of different samples of
produced water, and how these differences impact bacterial resistance to biocides
commonly used in the oil and gas industry. The sequencing of 16S rRNA gene
amplicons was used to evaluate the taxonomy of the produced water samples.
Minimum inhibitory concentration (MIC) and biofilm inhibition and eradication were
used to evaluate the resistance to biocides. The taxonomy evaluations of the
produced water samples indicated different microbiological compositions among all
evaluated samples. The MIC of the APB and SRB consortia varied according to the
biocide. However, when evaluating the biofilms, the most used biocide in Brazilian oil
fields, tetrakis(hydroxymethyl)phosphonium sulfate (THPS), showed a tendency to
increase the formation of biofilms, even using overdose. Regarding the maintenance
of the SRB microbiome after enrichment in culture medium, a greater diversity was
observed in the produced water, which demonstrates that most of the BRS present in
the samples were not cultivable. These results raise an alert related to the necessity
of detailed planning of microbiological control treatments in the oil industry,
highlighting the importance of selecting adequate monitoring methods that represent
the microbiological scenario found on platforms.
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Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.
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1. INTRODUCAO

A contribuicdo brasileira no cenario mundial relacionado a industria de 6leo
e gas tem sido crescente nos ultimos anos. Com a descoberta da camada pré-sal,
anunciada em 2006 pela Petrobras, o Brasil passou a ser considerado uma poténcia
mundial em producao de petréleo. Com isso, preocupacdes relacionadas a eficiéncia
do sistema produtivo, garantia da integridade de equipamentos e questdes
ocupacionais tornaram-se de grande importancia. Uma das grandes problematicas
esta relacionada ao armazenamento e descarte da agua produzida, principal efluente

da extracao de petréleo e importante fonte de contaminag&do microbioldgica.

A composicao fisico-quimica da agua produzida varia de acordo com as
condi¢cBes geograficas e com 0s processos quimicos aos quais a agua foi submetida.
Essas diferencas na composi¢cédo juntamente com as condi¢cdes de temperatura e
processamento tipicas de cada plataforma, impulsionam o desenvolvimento de um
microbioma especifico que pode variar até mesmo entre po¢os de extracao vizinhos,
em um mesmo reservatoério. Alguns grupos bacterianos como as bactérias redutoras
de sulfato (BRS) e as bactérias produtoras de &cido (BPA) sdo comumente
encontrados em agua produzida. Embora tanto as BRS, quanto as BPA estejam
intrinsecamente presentes, outros géneros da familia Enterobacteriaceae, também
sdo encontrados em abundancia somente apds o contato da agua produzida com
atividade humana. A heterogeneidade no microbioma desse ambiente favorece as
interacOes entre 0s grupos bacterianos, resultando em uma populacdo mais robusta
e resistente a agentes externos. O desenvolvimento desenfreado destes grupos
bacterianos esta relacionado com a geracdo do géas sulfeto de hidrogénio (H2S), a
potencializacdo da corrosdo em dutos, tanques e equipamentos e, até mesmo, 0

entupimento de dutos e filtros pelo acumulo de biofilmes.

A aplicacdo de biocidas € uma das alternativas comumente empregadas
para mitigar a proliferacdo desenfreada de microrganismos. Entre os biocidas mais
utilizados na industria do petréleo estdo sulfato de tetrakis (hidroximetil) fosfénio
(THPS), glutaraldeido, 2,2-dibromo-3-nitrilopropionamida (DBNPA) e cloreto de alquil
dimetil benzil aménio (ADBAC). Usualmente, concentracfes padrdo sao aplicadas
em campos de petréleo, muitas vezes sem considerar as condi¢des fisico-quimicas

da agua produzida e a suscetibilidade do seu microbioma. O uso de biocidas sem



uma avaliacao prévia das moléculas e concentracdes mais adequadas em cada caso
pode induzir a aplicacdo de subdosagens ou sobredosagens. Subdosagens
acarretam o aumento da pressao seletiva, gerando populagbes bacterianas com
menor susceptibilidade ao tratamento aplicado, enquanto sobredosagens geram
aumento da exposicdo ocupacional e do impacto ambiental. Para aumentar a
probabilidade de sucesso de tratamentos com biocida a definicdo clara do objetivo
do tratamento e a sele¢éo prévia das moléculas adequadas para cada caso através
de ferramentas microbioldgicas sdo pontos chave.

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi demonstrar as
diferencas na composicdo do microbioma de amostras de agua produzida e o
impacto dessas diferencas na susceptibilidade a biocidas. Com isso, amostras de
agua produzida de campos de petroleo brasileiros localizados em terra (onshore) e
no mar (offshore) foram coletadas e avaliadas. Além disso, o impacto de biocidas na
inibicdo da formacdo e na erradicacdo de biofilmes foi avaliada, uma vez que
biofilmes sdo considerados fendétipos de resisténcia. Ferramentas moleculares foram
utilizadas juntamente com avaliagdes em meio de cultura, possibilitando uma visao

ampla do perfil microbiol6gico das amostras.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a composicdo do microbioma de diferentes amostras de agua

produzida coletadas em plataformas brasileiras localizadas em terra (onshore) e no

mar (offshore), bem como o impacto dessas diferengas na susceptibilidade a biocidas.

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

2.2.6

2.2.7

2.2.8

Buscar e sintetizar informacdes disponiveis em literatura relacionadas a
aplicacé@o de biocidas em industrias de petréleo (artigo 1);

Avaliar a diversidade e composicdo do microbioma em amostras de agua
produzida de plataformas de petréleo onshore e offshore através de
sequenciamento 16S rRNA (artigo 2);

Correlacionar a diversidade microbiana com fatores abiéticos (teor de cloretos
e teor de sulfato) nas amostras de agua produzida (artigo 2);

Enriquecer consércios de BPA e BRS provenientes das amostras de agua
produzida (artigo 2);

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos biocidas THPS,
DBNPA, ADBAC e glutaraldeido nos consoércios enriquecidos de BPA e BRS
(artigo 2);

Avaliar a composicdo do microbioma nos consércios enriquecidos de BRS
através de sequenciamento de amplicons do gene 16S rRNA (artigo 3);

A partir do resultado do sequenciamento, analisar a abundéncia de rotas
metabdlicas de interesse nos diferentes consorcios de BRS e a diferencga entre
os perfis metabdlicos (artigo 3);

Investigar o impacto da exposi¢do a biocidas na inibicdo e erradicacédo de

biofilmes formados pelos consorcios de BRS (artigo 3).



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aindustria brasileira de petroleo

A descoberta do pré-sal em 2006 impulsionou o aumento da producédo de
petrdleo no Brasil, chegando a inserir 0 pais entre os dez maiores produtores mundiais
(IBP, 2021). Em territério nacional existem nove bacias petroliferas offshore e 155
plataformas operantes. Dentre as plataformas operantes, 69 sao plataformas
localizadas em aguas profundas e 86 séo plataformas fixas localizadas no Nordeste e
Sudeste. Além disso, o Brasil possui 114 blocos de exploracdo onshore, sendo a
maioria nas bacias do Recbéncavo, Potiguar, Espirito Santo e Parnaiba. A Figura 1
apresenta a distribuicdo das bacias produtoras de petréleo em atividade no territorio

brasileiro (em verde).
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Figura 1 — Bacias brasileiras produtoras de petrdleo onshore e offshore
(PETROBRAS, 2022).

A aumento na producao de petréleo ao longo dos anos levou a geracao
de maiores volumes de &gua produzida, considerada o principal efluente gerado
durante a extragéo de petroleo (AL-GHOUTI et al., 2019a). O volume gerado de agua
produzida tem relacdo direta com a idade do poco produtor e com o método de

extracao utilizado. Em pocos maduros, o volume de agua produzida pode chegar a



nove vezes o volume de petroleo extraido. Além disso, durante a extracao secundaria
de petroleo, agua do mar pode ser injetada a fim de aumentar a pressado do poco,
aumentando ainda mais o volume gerado de agua produzida (NEFF; LEE; DEBLOIS,
2011; JIMENEZ et al., 2018).

Apls o processo de extracdo, 0 petréleo sobe até a plataforma e é
separado da agua produzida. O objetivo final desse processo € atingir um teor de
agua abaixo de 1% v/v no petréleo, para poder ser exportado para as refinarias
(MORIGAKI et al., 2010). O processo de separacdo ocorre normalmente por
gravidade, e ap0s a separacdo, o petréleo e a agua produzida seguem caminhos
distintos, conforme demonstrado na Figura 2. Mesmo apds o processo de separacao,
a agua produzida ainda pode conter aproximadamente 500 mg-L* de 6leo. Para
descarga no mar, a concentracao de 6leo é um critério fundamental, sendo que no
Brasil, Equador e Colombia a agua produzida deve conter até 30 mg-L* de 6leo para
estar apta ao descarte. Outros paises como Argentina, Venezuela e Estados Unidos
tém limites mais rigidos. Quando a agua produzida ndo atinge o0s requisitos
necessarios para descarte, a reinjecdo € uma alternativa. Nesse caso, para evitar
problemas de entupimento é adequado que o teor de sélidos nao ultrapasse 10 mg-L-
1 e o teor de 6leo seja menor de 42 mg-L™* (JIMENEZ et al., 2018).
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Figura 2 — Sistema de producéo de petréleo e geragdo de agua produzida.
Adaptado de JIMENEZ et al., 2018.



A agua produzida que ndo se enquadra nos requisitos de descarte ou
reinjecdo é estocada em tanques de armazenamento (Figura 3). Entretanto, as
condicdes fisico-quimicas encontradas nesses tanques 0s torna propicios para o
desenvolvimento de diversos grupos microbianos (MAGOT,; OLLIVIER; PATEL,
2000). O oleo residual presente na agua produzida forma uma camada que dificulta
a difusdo do oxigénio, e aliado a pouca ou nenhuma agitacao, fornece um ambiente
adequado para o desenvolvimento de microrganismos anaerébicos. Além disto,
microrganismos capazes de metabolizar hidrocarbonetos como fonte de carbono tém
vantagem sob os demais. As varia¢cdes na composi¢ao da agua produzida, como teor
de cloretos, teor de sulfato, temperatura e pH, tornam o microbioma nos tanques
bastante diverso. Também contribuem para a diversidade do microbioma a
localizacdo geografica, a composi¢cdo quimica do petréleo, os produtos quimicos
utilizados durante o processo de extracdo, entre outros fatores (AL-GHOUTI et al.,
2019a).

Figura 3 — Processo de limpeza de tanque de armazenamento de agua produzida.

Imagem cedida pela Dorf Ketal Brasil Ltda.
3.2 Problemas de origem microbiolégica na indUstria de petroleo

O desenvolvimento microbiano descontrolado ao longo do processo de
separacao e estocagem da agua produzida gera problemas importantes, que oneram
em bilhdes de dodlares a cadeia de producéo de petréleo mundial, anualmente (JIA et
al., 2019a). Dentre os mais recorrentes estdo a corrosdo induzida por



microrganismos, ou biocorrosdo, que também estd associada ao surgimento de

biofilmes, e a geracéo de sulfeto de hidrogénio (H2S), ou biosouring.

A biocorroséo afeta estruturas metélicas como dutos e equipamentos e é
decorrente de uma variedade de processos metabdlicos que contribuem para o
aumento das taxas de corrosdo. Em ambientes com baixo teor de oxigénio, a
biocorrosdo em metais é classificada em dois tipos. A biocorrosdo Tipo | esta
relacionada ao uso por células sésseis de ions presentes no metal, por exemplo ions
de ferro, como doadores de elétrons. A biocorrosdo Tipo | é chamada de
transferéncia extracelular de elétrons. Ja o Tipo Il esta relacionado a corrosao gerada

por metabolitos secretados por microrganismos (JIA et al., 2019a).

Esses processos podem ser gerados pelo crescimento de bactérias,
archaea ou fungos, sendo o processo bacteriano o mais estudado. Nesse caso, 0
grupo das bactérias redutoras de sulfato (BRS) € o mais recorrente, ja que o sulfato
normalmente esta presente em altos teores na agua produzida (LV; DU, 2018). As
BRS sédo relacionadas principalmente a biocorrosédo Tipo |, ja que o processo de
reducdo de sulfato pode utilizar ferro como doador de elétrons, levando a
despolarizacéo catddica (LI et al., 2018). Outro grande grupo bacteriano associado a
processos corrosivos € o grupo das bactérias produtoras de acidos (BPA), ou
bactérias fermentativas. Esse grupo contribui principalmente para a biocorroséao Tipo
Il, onde acidos organicos gerados como subproduto de metabolismo podem elevar
as taxas de corrosao (SENTHILMURUGAN et al., 2019). Entretanto, em microbiomas
complexos como os da agua produzida, a biocorrosédo ocorre de maneira dinamica,
muitas vezes através de ambos os mecanismos de biocorrosdo simultaneamente,
como em caso de biofilmes heterogéneos de BRS e BPA (XU; LI; GU, 2016).

Além de estarem associados a biocorrosdo, o acumulo de biofilmes pode
prejudicar o escoamento de fluidos e a filtragdo em membranas utilizadas nos
processos de remocdo de sais. Biofilmes sdo formados pela adesdo de células
planctonicas as superficies, metalicas ou néo, através da liberagcdo de uma matriz
polimérica, composta por exopolissacarideos, proteinas e acidos nucleicos
(FLEMMING et al., 2016). Biofilmes heterogéneos de BRS e BPA compostos por
diversas camadas estruturadas de acordo com a sensibilidade ao oxigénio ja foram
descritos (XU; LI; GU, 2016).



A geracdo de H2S é outro problema comum na industria de petroleo e
qgue pode ter origem microbiologica. O H2S € um gas extremamente toxico, corrosivo
e inflamavel. A corroséo associada a este gas é chamada de sour corrosion e possui
uma morfologia de corroséo localizada, gerando perfuracées no metal chamadas de
pites (KVAREKVAL; MOLONEY, 2017). Além das questdes relacionadas a
toxicidade e a corrosédo, o Hz2S é responsavel pela elevacéo do teor de enxofre no
petréleo, reduzindo seu valor agregado. O Procariotos redutores de sulfato (PRS),
incluindo bactérias e archaea, sao os principais responsaveis pela geracéo biolégica
desse gas (MUYZER; STAMS, 2008). Esses microrganismos estdo presentes desde
0 reservatorio até o destino final da agua produzida (MYHR et al., 2002; PICENO et
al., 2014; GOVIL et al., 2019).

3.2.1 Procariotos redutores de sulfato (PRS)

PRS sdo um grupo polifilético de sete linhagens filogenéticas: cinco
pertencentes ao dominio Bactéria e duas ao dominio Archaea (HIDALGO et al.,
2021). O dominio Bactéria (referido como BRS) é o mais comum em campos de
petréleo e é representado principalmente pelas classes Deltaproteobacteria e
Clostridia (SANTOS et al., 2020; HIDALGO et al., 2021). Reservatérios de petréleo
podem chegar a altas temperaturas (até 300°C), e apesar de microrganismos
somente serem identificados até aproximadamente 80°C (MAGOT; OLLIVIER;
PATEL, 2000), nesses locais podem ser encontradas BRS termofilas do filo
Thermodesulfobacteria e das familias Nitrospirae e Thermodesulfobiaceae. O
dominio Archaea, menos abundante, é composto pelos filos Euryarchaeota e
Crenarchaeota (MUYZER; STAMS, 2008; LI et al., 2017a).

BRS usam uma ampla variedade de moléculas como fonte de carbono,
como etanol, lactato, piruvato e malato. Além disso, demonstraram a habilidade de
metabolizar acidos graxos de cadeia curta, acidos graxos de cadeia longa e
compostos aromaticos, por exemplo fenol e benzoato, encontrados em abundancia
no petréleo e na agua produzida (MUYZER; STAMS, 2008; ALVES et al., 2020).
Sulfato e outros compostos sdo utilizados pelas BRS como aceptores de elétrons no
metabolismo energético. A via de reducdo do sulfato pode ser dividida em
assimilatéria, onde o Hz2S é um intermediario cujo enxofre é aproveitado na sintese

de compostos celulares, e dissimilatoria, que resulta na liberagéo de H2S para o meio



(BARTON; FAUQUE, 2022). Diversos géneros de BRS tém sido reportados em agua
produzida. Os mais frequentes sdo Desulfovibrio, Desulfonauticus, Desulfoplanes,
Desulfotomaculum, Thermodesulfobacterium e Thermodesulfovibrio (BONIFAY et
al., 2017; SANTOS et al., 2020; HIDALGO et al., 2021; JURELEVICIUS et al., 2021,
PEREIRA; PILZ-JUNIOR; CORCAO, 2021).

3.2.2 Bactérias produtoras de acido (BPA)

BPA também estdo presentes em abundancia no microbioma da agua
produzida e podem oxidar moléculas organicas complexas como hidrocarbonetos,
através da fermentacao anaerdbica, produzindo subprodutos como os acidos-graxos
volateis (AGV), acetato, lactato, propionato e butirato, que podem ser utilizados como
doadores de elétrons por BRS (XU; LI; GU, 2016). Além disso, as formas anidnicas
desses subprodutos podem ser encontradas, como acido acético, acido latico, acido
propibnico e acido butirico, entre outros. Essas formas acidas influenciam na
corrosdo por dissociacdo, produzindo ions hidrogénio (H*) (XU; LI; GU, 2016;
DAWUDA; TALEB-BERROUANE; KHAN, 2021).

Dependendo da etapa de tratamento da agua produzida, diferentes
comunidades de BPA podem estar presentes. No reservatorio e antes da estocagem
da agua produzida em tanques, a predominancia é de bactérias da ordem
Halanaerobiales, especialmente os membros do género Halanaerobium (OLLIVIER;
CAYOL, 2005; BOOKER et al., 2019; DANIEL et al.,, 2021; E. et al.,, 2021;
RAJBONGSHI; GOGOI, 2021). Outro géneros bastante comuns sdo Thermotoga,
Thermosipho e Geotoga, que pertencem ao grupo dos termofilos (GRIGORYAN et
al., 2008; LI et al., 2017a). ApoOs a separacdo do petroleo e posterior estocagem da
agua produzida em tanques, a predominancia de BPA pertencentes ao grupo das
enterobactérias tem sido reportada, principalmente os géneros Enterobacter, Serratia
e Enterococcus (AGRAWAL; VANBROEKHOVEN; LAL, 2010; SONG et al., 2019;
TIAN; XUE; MA, 2020). A presenca dessas bactérias é fortemente relacionada com
atividades antropogénicas (VIGNERON et al., 2017), e pode ser explicada pela
mistura da agua produzida com outros residuos aquosos gerados na plataforma,

como agua da chuva e agua de limpeza.
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O grupo das enterobactérias tem sido extensivamente estudado devido a
sua resisténcia a agentes antibacterianos e biocidas. Membros deste grupo possuem
diferentes mecanismos de resisténcia, com destaque para a transferéncia horizontal
de genes de resisténcia por plasmideos (KRAEMER; RAMACHANDRAN; PERRON,
2019; MEADE; SLATTERY; GARVEY, 2021). A relacao sintrofica entre BPA e BRS
ja foi descrita, e a possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia entre os
géneros é um assunto preocupante, uma vez que ambos 0S grupos coexistem em

ambientes como os tanques de armazenamento de agua (CAMPA et al., 2019a).
3.3 Métodos para o controle de microrganismos na industria de petréleo

O controle de microrganismos na industria de petroleo pode ser realizado
por métodos quimicos e/ou fisicos, sendo a aplicacdo de biocidas o método mais
comum. Biocidas oxidantes e nao-oxidantes possuem diferentes caracteristicas,
enquanto biocidas ndo-oxidantes sdo menos reativos e mais seletivos, biocidas
oxidantes sdo extremamente reativos, inclusive podendo ter sua eficiéncia reduzida
em sistemas com maior teor de matéria organica (JONES; JOSHI, 2021). A
reatividade dos biocidas oxidantes se estende também aos metais, resultando no

aumento das taxas de corrosao, o que limita a sua aplicacéo na industria de petréleo.

Dentre os biocidas mais utilizados mundialmente para tratamento de agua
na indastria de petrleo estdo glutaraldeido, 2,2-dibromo-2-cianoacetamida
(DBNPA), sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfénio (THPS), cloreto de
alquildimetilbenzilamnio (ADBAC), também conhecido como cloreto de benzalcbnio,
e hipoclorito de sodio (KAHRILAS et al., 2015). Dentre os cinco, apenas o hipoclorito
de sodio é classificado como oxidante, os demais sdo biocidas ndo oxidantes com
modos de agdo distintos. Glutaraldeido, THPS e DBNPA s&o classificados como
eletrofilicos, ou seja, possuem grupos funcionais aceptores de elétrons que reagem
com nucledfilos -SH (tiol) e -NH (amina secundaria) de proteinas. ADBAC é um
biocida litico. Os biocidas liticos atuam na bicamada lipidica que compde a
membrana celular bacteriana, onde a permeabilidade é aumentada induzindo a
liberacdo de enzimas autoliticas, que resultam na lise celular (JONES; JOSHI, 2021).
A Tabela 1 explora detalhes do modo de acédo de cada um dos biocidas citados

acima.
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Tabela 1 — Modo de acao de biocidas utilizados na industria do petrdleo

Biocida/

CAS number Molécula

Modo de acéo

Glutaraldeido 0 0
111-30-8 HWH

Crosslinking de proteinas por, pelo menos, oito diferentes reacdes (MIGNEAULT et
al., 2004). Efetivo contra biofiimes de BRS (GARDNER; STEWART, 2002). Induz a
superexpressdo de genes relacionados ao choque térmico de proteinas. A
modificacdo quimica de proteinas pelo glutaraldeido leva a perda ou modificacdo da
funcéo e a célula bacteriana passa a reconhecer essas proteinas como desnaturadas,
similares a proteinas que passaram pelo processo de choque térmico (LEE et al.,
2010).

DBNPA reage com nucledfilos -SH, liberando bromo. Nao é considerado um biocida
oxidante pois o potencial de oxirredu¢cdo ndo é similar a classe (WILLIAMS;
MCGINLEY, 2010). DBNPA penetra na parede celular por difusdo, atingindo os
nucledfilos -SH encontrados em aminoacidos (ex. Glutationa e cisteina), causando
danos irreversiveis a proteinas, interrompendo o transporte na membrana celular e
inibindo a respiracdo e sintese de adenosina trifosfato (ATP) (BARROS; MELO;
PEREIRA, 2022). Por outro lado, aminoacidos n&o sulfurados como a tirosina,
aumentaram a eficiéncia do DBNPA contra Desulfovibrio vulgaris (UNSAL et al.,
2021).

Sob condig¢bes alcalinas, o THPS libera tris hidroximetil fosfina (THP), que reage com
pontes dissulfeto em aminoacidos (KAHRILAS et al., 2015). A sinergia do THPS com
moléculas naturais no controle de biofilmes tem sido estudada, e resultados
promissores foram encontrados utilizando Peptideo A — um peptideo sintético
baseado em uma proteina de anémona do mar (JIA et al., 2019).

Atinge a membrana citoplasmatica bacteriana, interrompendo o transporte de solutos,
o movimento flagelar e a geracdo de ATP. Uma vez em contato com o ADBAC, a
expressao celular de genes relacionados a proteinas de membrana é afetada (LEE et
al., 2010). O ADBAC tem um efeito sinérgico bem conhecido com o glutaraldeido e
ambas as moléculas sdo comumente usadas na industria de petréleo (GREENE et al.,
2006).

o
DBNPA NV
_01- NH
10222-01-2 AN
Q
0-5-0
THPS T
55566-30-8 HO._P_OH HO\/;\/OH
OH HO
ADBAC \/\/\/\/\/\/\/\N/MQ
68424-85-1 8.
Hipoclorito de sodio NaOCI

7681-52-9

Promove danos oxidativos a membrana celular, proteinas intracelulares e
aminoacidos. O aumento da permeabilidade na membrana celular induz a entrada de
NaOCI no citoplasma, danificando organelas (JONES; JOSHI, 2021).
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A busca por tratamentos biocidas mais eficientes e com menor toxicidade
tem levado a exploracéo de tecnologias alternativas. A mistura de moléculas é uma
das estratégias convencionalmente adotadas para aumentar eficiéncia de
tratamentos biocida. Resultados superiores a aplicacdo de apenas uma molécula tém
sido relatados através de combinacBes com inibidores metabdlicos, como nitrito e
nitrato; com aminoacidos e através do uso concomitante de biocidas com diferentes
modos de acdo, como THPS ou glutaraldeido com ADBAC (GREENE et al., 2006; LI
etal., 2016; KEASLER et al., 2017). A utilizacdo de moléculas com diferentes modos
de acdo aumenta o espectro de atuacdo do tratamento, tornando-o mais robusto e
menos suscetivel a problematica relacionada a resisténcia bacteriana. O produto
comercial DEFENDER OG 327B (Dorf Ketal Brasil Ltda.) € um exemplo dessa
estratégia. Nesse produto, duas moléculas com efeito sinérgico e distintos modos de
acao (segredo industrial) foram combinadas. Uma das moléculas é classificada como
um biocida litico, derivado de guanidina, enquanto a outra € um liberador de
formaldeido. O produto é indicado pelo fornecedor para tratamento de &agua
produzida.

Sob a 6tica da reducédo da toxicidade pela exposicdo a biocidas, moléculas
de fontes naturais tém sido exploradas, como 0s 6leos essenciais e biosurfactantes
(JIA et al., 2019; SOUZA et al., 2017). Apesar de efetivas e menos téxicas ao ser-
humano, essas moléculas necessitam de uma avaliagdo mais aprofundada quanto
ao custo-beneficio e a disponibilidade de matéria-prima para suprir as necessidades
da industria de petroleo. Uma alternativa sintética, mas com menor toxicidade
comparado aos biocidas convencionalmente utilizados € o para-cloro-meta-xilenol
(PCMX; CAS number 88-04-0; Figura 4A).

O PCMX é extensivamente utilizado na industria farmacéutica e cosmética
como preservante e higienizante devido a sua baixa toxicidade dérmica (GUESS;
BRUCH, 1986). A acdo do PCMX na célula bacteriana se da através da reducéo da
fluidez da membrana celular, aumentando a rigidez e podendo causar o rompimento
da membrana, conforme demonstrado na Figura 4B (POGER; MARK, 2019).
Contudo, mais estudos séo necessarios para uma melhor compreensédo da atuagéo

do PCMX na célula bacteriana. Em relacao a eficiéncia, as informacdes se restringem
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as areas onde o PCMX € comumente utilizado, ndo contemplando microrganismos

ambientais, como BRS e BPA.

®q *
A OH B ™ ® ¢ pemx

> v
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REDUGAO DA FLUIDEZ DA MEMBRANA

Figura 4 — Estrutura quimica do PCMX (A) e esquema relacionado ao modo de
acao (B) — adaptado de POGER; MARK, 2019.

3.4 Resisténcia bacteriana

Biocidas apresentam um espectro de acdo estendido e baixa
especificidade celular quando comparados a outras classes de antimicrobianos.
Mesmo assim, tratamentos mal dimensionados e subdosagens podem induzir no
microbioma o aumento da expressdo de genes relacionados a mecanismos de
resisténcia intrinsecos, por exemplo, bombas de efluxo, alteracdes na membrana
celular e formacao de biofilmes (MAH; O'TOOLE, 2001; CHAPMAN, 2003; SOUZA
et al., 2017; MAILLARD, 2018).

O aumento na formacéo de biofilmes € um dos mecanismos mais comuns
de resisténcia bacteriana. Condigbes como variacbes na disponibilidade de
nutrientes, na vazao de fluidos e presenca de substancias toxicas, como biocidas em
concentracfes inadequadas, induzem ao estresse celular, gerando respostas
morfolégicas para agrupamento de células em uma superficie (JENNEMAN; DE
LEON, 2022). Fluidos aquosos com vazdes menores de 1 m3/s, como as encontradas
em tanques, induzem ao desenvolvimento de biofilmes pois parte da matriz aquosa
e solidos suspensos ficam parados no fundo do tanque, criando condigcbes em que
as bactérias sésseis sao expostas a ciclos intermitentes de disponibilidade e
limitacdo de nutrientes (JENNEMAN; DE LEON, 2022). A heterogeneidade do

biofilme também € um importante fator de resisténcia. Associacbes complexas de
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microrganismos incluindo BRS e BPA, produzindo grandes quantidades de
polissacarideos extracelulares para protecao ja foram descritas (VASCONCELLOS
et al.,, 2011; XU; LI; GU, 2016; DAWUDA; TALEB-BERROUANE; KHAN, 2021). O
controle de biofilmes é um desafio, uma vez que a penetragdo de biocidas nessas
estruturas é dependente, entre outros fatores, da densidade celular (STEWART,;
GRAB; DIEMER, 1998) e biofilmes densos requerem concentracdes de biocidas até
dez vezes maiores em comparacdo a microrganismos plancténicos (SAUER et al.,
2009).

Além da formacéo de biofilmes devido as condi¢des citadas acima, outras
condi¢cBes ambientais podem aumentar a pressao seletiva e, consequentemente, a
resisténcia bacteriana. Campos de petroleo sdo ambientes altamente estressantes
para a populagéo bacteriana devido a condi¢gdes como alta salinidade, temperaturas
e pH extremos. Essas condicbes afetam o metabolismo bacteriano, gerando
periodos de crescimento lento e dorméncia, modificando o nivel energético das
células e interferindo na susceptibilidade a biocidas. Condi¢bes que induzem a
reducdo do nivel energético celular como a presenca de inibidores de crescimento
bacteriano como nitrito, aumentam a susceptibilidade a biocidas. Condicbes que
induzem ao aumento do nivel energético, como variacées na salinidade e a presenca
de biofilmes maduros, reduzem a susceptibilidade (JENNEMAN; DE LEON, 2022).

3.5 Ferramentas de andlise microbioldgica

A fim de selecionar biocidas e concentracbes adequadas para cada
aplicacdo e monitorar o tratamento em campo, algumas ferramentas de analise
microbiolégica podem ser utilizadas. Analises com base em técnicas dependentes
de cultura sdo as mais utilizadas e recomendadas por normas da area. A norma
NACE TM0194-2014 - Field Monitoring of Bacterial Growth in Oil and Gas Systems,
por exemplo, descreve meios de cultura para enumeracao de BRS e outras bactérias
e protocolos de teste com base nesses meios para a avaliacédo de biocidas. A norma
API-RP-38 - Recommended Practice for Biological Analysis of Subsurface Injection
Waters, também recomenda diferentes meios de cultura para a enumeracao de
bactérias. A norma em desenvolvimento NACE TM21495 - Laboratory Evaluation of

the Effect of Biocides on Biofilms abordara protocolos de avaliacdo em laboratério
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com base em meio de cultura para andlise da eficiéncia de biocidas em biofilmes
(WADE et al., 2023).

A avaliacdo de biofilmes em laboratorio pode ser realizada através de
técnicas como o crescimento em microplacas e avaliagcdo por espectrofotometria
(STEPANOVIC et al., 2007) ou ainda sob cupons metéalicos e quantificacdo por
Numero Mais Provavel (NMP) ou diluicdo seriada (JIA et al., 2017a; WANG et al.,
2022). Cupons metélicos podem ser utilizados também como superficie de adeséo
para biofilmes em campo, bem como para a quantificagcdo de corrosao do sistema
(MCGINLEY; VAN DER KRAAN, 2012).

Na pratica, a complementacao dessas analises com métodos moleculares
independentes de cultura pode ser necessaria, ja que se sabe no minimo 90% dos
microrganismos ambientais ndo séo cultivaveis, especialmente aqueles advindos das
condi¢cBes extremas dos campos de petréleo (SKOHUS; WHITBY, 2019). Diversos
estudos reportam a utilizacdo de sequenciamento do gene 16S rRNA para avaliacao
da diversidade do microbioma em campos de petrdleo (KEASLER et al., 2013; LI et
al., 2017b; HIDALGO et al., 2021). Além da diversidade, essa técnica fornece dados
relacionados ao possivel metabolismo dos microrganismos presentes através da
predicédo funcional. Embora seja uma ferramenta ainda onerosa em termos de custo,
a sua utilizacdo pode ser crucial para a definicdo dos alvos do tratamento com
biocidas. Outra ferramenta molecular de importancia nesta area de estudo € a técnica
PCR em Tempo Real (RTPCR), com a qual através de oligonucleotideos especificos
para um determinado gene se pode quantificar os microrganismos presentes em uma
amostra sem a necessidade de crescimento em meio de cultura e também avaliar a
expressao de genes de resisténcia que possam afetar a eficiéncia do tratamento em
campo (CAMPA et al., 2019a; MARSHALL et al., 2019).

Ferramentas com base em reacdes enzimaticas também podem ser
utilizadas para compor a gama de andlises da eficiéncia de biocidas. A quantificacdo
de ATP fornece dados de concentracdo total de células viaveis na amostra
(HAMMES et al., 2010). Apesar de n&o ser indicada como ferramenta unica devido a
abrangéncia da resposta, pode ser utilizada como técnica complementar, uma vez
gue devido ao amplo espectro de acao dos biocidas, uma redugao na concentracao

total de células € esperada.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de realizag&o do estudo

As estruturas utilizadas para realizacdo desta pesquisa foram o
Laboratério de Microbiologia da Dorf Ketal Brasil Ltda., localizado em Nova Santa
Rita — RS; o Laboratério de Pesquisa e Analises Microbiologicas da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS-ICBS), o Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular de Microrganismos (UFRGS -ICTA), localizados em Porto Alegre — RS; e
a empresa Neoprospecta Microbiome, localizada em Floriandpolis - SC. As anélises
envolvendo cultivo foram realizadas na Dorf Ketal, enquanto as preparacdes para 0s
sequenciamentos de DNA foram realizadas na UFRGS. Os sequenciamentos foram

realizados na UFRGS e também na empresa Neoprospecta.
4.2 Coletas de agua produzida

Cinco amostras de agua produzida de quatro diferentes campos de
petréleo brasileiros foram utilizadas neste estudo (Tabela 2). Um mapa dos pontos
de coleta das amostras pode ser observado no ARTIGO 2 - Figure 1. As amostras
foram cedidas pela empresa Dorf Ketal Brasil Ltda. Apds a coleta, as amostras foram
imediatamente enviadas ao laboratério em isopor com gelo para manutencao das

caracteristicas. O tempo médio de trajeto até o laboratério foi de 48 h.

Tabela 2 — Relacédo de amostras de agua produzida e seus respectivos consorcios
utilizados neste estudo.

Bacia Campo Artigo 2 Artigo 3
Bacia de Campos — RJ 1 Offshore 1a CON1
Bacia de Campos — RJ 1 Offshore 1b
Bacia de Campos — RJ 2 CONZ2
Bacia do Recdncavo — BA 3 Onshore 1

Bacia do Recbncavo — BA 4 Onshore 2 CON3
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4.3 Avaliacado das propriedades fisico-quimicas da agua produzida

As amostras de agua produzida foram caracterizadas quanto a salinidade,
teor de sulfato, pH e concentragdo de ATP. A salinidade (teor de cloreto) foi
determinada por titulacdo potenciométrica em Titrino Plus 848 (Metrohm, Suica). O
equipamento foi conectado a um eletrodo de prata, tendo como padréo a solucéo de
AgNOs 0,01 mol-Lt. A quantificacdo de sulfato em amostras de agua foi realizada
através do equipamento ICP-OES Agilent 5100 (Agilent, EUA). Um padréo de enxofre
foi usado para determinar o teor de sulfato. O pH foi determinado com um medidor
de pH (Hanna Instruments, EUA). A concentracdo microbiana foi determinada pela
guantificacdo de ATP usando um lumindmetro Photonmaster (Luminultra, Canada) e

kit ATP Quench Gone Aqueous (Luminultra, Canadd).
4.4 Diversidade microbiana nas amostras de agua produzida
4.4.1 Extracdo de DNA das amostras de a4gua produzida

As amostras de agua produzida a serem analisadas foram divididas em
duas aliquotas de 100 mL cada e filtradas em membrana de 0,45 um para a obtencao
de duplicatas. O DNA genbmico total foi extraido das membranas usando o kit
DNEasy PowerSoil (Qiagen, Alemanha). Resumidamente, pequenos pedacos das
membranas foram agitados vigorosamente com microparticulas de vidro e tampao
de lise. Depois de centrifugadas, o sobrenadante foi aplicado a colunas para a
extracdo de DNA. A coluna foi primeiramente lavada com tampéo e por ultimo DNA
foi eluido com Tampéao Tric/HClI 10mM/EDTA 1mM pH 8,0. Apés eluigdo, o DNA

extraido foi quantificado através do fluorimetro Quantus (Promega, EUA).
4.4.2 Amplificacdo do gene 16SrRNA

A regido conservada V4 do gene 16S rRNA foi amplificada através dos
primers 515F (5° GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 3) e R806 (5
GGACTACHVGGGTWTCTAAT 3’) (CAPORASO et al., 2011). A amplificacdo por
PCR foi realizada através da mistura de aproximadamente ~100 ng de DNA
gendmico, 1,0 mM de MgClz, 0,5 uM de cada primer, 0,2 mM de dNTP, 2 U de
Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Life Technologies, EUA) e tampéao de
reacao 1x. Para a amplificagéo foram utilizados ciclos de 2 min a 94°C seguidos por
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25 ciclos de 45 s a 94°C, 45 s a 55°C e 1 min a 72°C e um ciclo final 6 min a 72°C,
utilizando o equipamento Mastercycler Personal 5332 Thermocycler (Eppendorf,
Alemanha). Os amplicons foram purificados utilizando Agencourt AMPure XP beads
(Beckman Coulter, EUA).

4.4.3 Sequenciamento dos amplicons do gene 16S rRNA e anélise taxonémica

e funcional

O sequenciamento foi conduzido no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (ICTA), no laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular de
Microrganismos, liderado pelo Prof. Dr. Jeverson Frazzon. A plataforma lllumina
MiSeq (lllumina Inc., EUA) foi utilizada. Os dados gerados foram processados
seguindo os protocolos padrdo de bioinformatica, incluindo controle de qualidade,
alinhamento das sequéncias com remoc¢ao de quimeras, classificacdo taxondémica,
agrupamento em operational taxonomic unit (OTU) e andlise de riqueza e diversidade
das comunidades através do software Mothur 1.44.3 (SCHLOSS et al., 2009) usando
a base de dados SILVA 138.1 (YILMAZ et al.,, 2014). As sequéncias foram
depositadas na base de dados do European Bioinformatic Institute (EBI) sob o
namero de acesso ERP121357. A riqgueza e abundancia foram avaliadas nas
amostras de acordo com a a-diversidade e B-diversidade. A predi¢cao funcional foi
realizada pelo software PICRUSt 2 (YE; DOAK, 2009; LOUCA; DOEBELI, 2018;
BARBERA et al.,, 2019; CZECH; STAMATAKIS, 2019; DOUGLAS et al., 2020) e
anotada através do KEGG (KANEHISA; GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2016, 2021,
KANEHISA, 2019).

Além disso, a analise de correspondéncia canbnica foi realizada para
verificagdo de padrdo de distribuicdo de microrganismos de acordo com as
propriedades abidticas das amostras de agua produzida, como pH, teor de cloretos
e sulfato. A analise foi conduzida através do pacote R Vegan: community ecology na

versao 2.5-7.
4.5 Meios de cultura

Meios de cultura especificos foram usados para crescimento de BRS e BPA.
Para o crescimento de BPA foi utilizado o meio comercial Caldo Vermelho Fenol
(Merck, Alemanha) com adicdo de 15 g-L* de glicose como fonte de carbono. Para
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o crescimento de BRS o meio de cultura Postgate E (POSTGATE, 1984; JAIN, 1995)
foi utilizado (Tabela 3).

Tabela 3 — Composi¢cao do meio de cultura Postgate E.

Componente Concentragao
KH2PO4 0,5g-L?t
NH4Cl 1,0g-L?
Na2S04 1,0g-L*
CaClz-6H20 10g-L?
MgClz2-7H20 1,89-L1
lactato de sédio 7,0 mL-L?
extrato de levedura 10g-L?
acido ascorbico 0,1g-L*
FeSO4 - 7H20 0,5g-L?
agar 1,0g9-L1

O pH do meio Postgate E foi ajustado para 7,6 com solu¢cdo de NaOH e como
indicador de oxigénio, 4,0 mL-L-1 de solucdo de resazurina a 0,025% (v/v)
esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 um foi adicionada. Ambos 0s meios
de cultura foram purgados com N2 para reducdo do teor de oxigénio (1 h por L)
(BALCH; WOLFE, 1976) e adicionados a frascos selados de 30 mL (Figura 4). Os
frascos foram esterilizados em autoclave por 15 min a 121°C. Antes do uso, 300 uL
de uma solucéo de tioglicolato de sddio 124 g/L previamente esterilizada por filtracdo

em membrana 0,22 um foram adicionados aos frascos para ajuste do potencial redox.

A L~ B h"“-

Figura 5 — Meios de cultura Caldo Vermelho Fenol (esquerda) e Postgate E

(direita), estéreis (A) e ap0s crescimento bacteriano (B).
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O meio de cultura Caldo Vermelho Fenol possui um indicador de pH em sua
composicdo de muda da cor vermelho para amarelo em pH < 6,5. O meio de cultura
Postgate E possui FeSO4na composic¢do, o que propicia a formacao de FeS por BRS,
gerando um precipitado preto (POSTGATE, 1984).

4.6 Enriqguecimento dos consorcios de BPA e BRS

Inicialmente, uma aliquota de 10% (v/v) de cada amostra de agua produzida
foi transferida para o respectivo meio de cultura e incubada a 35°C por 7 dias. Por
21 dias, semanalmente, aliquotas de 10% (v/v) das culturas foram transferidas para

frascos estéreis para enriquecimento.

Apoés o enriquecimento, os consorcios de BRS foram mantidos em meio de
cultura Postgate B modificado (Postgate 1984; McKenzie e Hamilton 1992). A
diferenca entre os meios de cultura Postgate E e Postgate B modificado é a auséncia
de agar no Postgate B modificado. O agar exerce um papel de reducdo da difusao
de oxigénio no meio (JAIN, 1995), entretanto, durante as avaliacdes optou-se pelo
Postgate B modificado a fim de reduzir possiveis interferéncias que pudessem ser
causadas pela presenca do agar, uma vez que o agar também pode ser uma fonte

de nutrientes para o crescimento bacteriano.
4.7 Avaliacdo da diversidade bacteriana em consoércios de BRS

Os consorcios de BRS foram enviados a empresa Neoprospecta Microbiome
(Santa Catarina, Brasil) para a realizacéo da extracado de DNA, amplificacdo do gene
16S rRNA e posterior sequenciamento de amplicons. A extracdo de DNA e preparo
das bibliotecas seguiu um protocolo proprietario. Basicamente, a extracdo de DNA
foi realizada manualmente por beads magnéticas com protocolo desenvolvido
internamente. O DNA total obtido por cada extracdo foi quantificado através do
fluorimetro Qubit (Thermo Fisher Scientific, EUA).

A regido V3/V4 do gene 16S rRNA foi amplificada usando os primers 341F
(5'-CCTACGGGRSGCAGCAG-3") e 806R (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3")
(Caporaso et al. 2011; Y. Wang et al. 2009), seguindo as etapas descritas no item
4.4.2. Entretanto, os primers 341F e 806R sequenciam uma regido mais ampla do

gene 16S rRNA em comparacdo aos utilizados no item 4.4.2. As bibliotecas de



21

amplicons foram sequenciadas na plataforma lllumina MiSeq (lllumina Inc., EUA). As
sequéncias foram depositadas no banco de dados National Center for Biotechnology
Information (NCBI) e estdo acessiveis sob o ID PRINA913889. A montagem das
sequéncias, a classificagdo taxondmica e a a-diversidade e [(-diversidade foram
realizadas através do software QIIME 2 (BOLYEN et al., 2019). A tabela com as
sequéncias foi utilizada para a predicdo metabdlica através do pipeline PICRUST?2
(YE; DOAK, 2009; LOUCA; DOEBELI, 2018; BARBERA et al., 2019; CZECH,;
STAMATAKIS, 2019; DOUGLAS et al., 2020). As rotas metabdlicas encontradas
foram comparadas com o banco de dados MetaCyc (KARP; CASPI, 2011; CASPI et
al., 2014, 2020). A preferéncia pela utilizacdo do MetaCyc em relacdo ao KEGG nesta
etapa deve-se ao fato de que o MetaCyc contém uma base de dados mais completa
em relacdo a rotas metabdlicas em comparacdo ao KEGG (CASPI et al., 2014).

4.8 Biocidas utilizados para avaliacdo da inibicdo de consdércios de BRS e BPA
e biofilmes de BRS

Os biocidas utilizados nesse estudo foram Glutaraldeido, THPS, DBNPA,
ADBAC, PCMX e o biocida comercial DEFENDER OG 327B, que é composto por
uma combinacdo de duas moléculas diferentes das citadas acima (informacfes

cedidas pela Dorf Ketal Ltda.; segredo industrial).

Os biocidas utilizados no estudo foram cedidos pela Dorf Ketal Ltda. e por
serem amostras comerciais, possuiam diferentes teores de ativo (m/m). O
glutaraldeido possuia 50% de teor de ativo; o THPS, 75%; o DBNPA, 20%; o ADBAC,
50%; o PCMX foi apresentado em forma de pd, com pureza > 99% e o DEFENDER
OG 327B, 30%. Para possibilitar a comparacéo entre os biocidas, os teores de ativo
foram equalizados através de diluicbes com agua destilada, realizadas

imediatamente antes das analises a fim de garantir a estabilidade das moléculas

O THPS, o glutaraldeido, o DBNPA e o ADBAC séo os biocidas mais utilizados
para controle microbiolégico em campos de petréleo (KORENBLUM et al., 2010;
KAHRILAS et al., 2015), enquanto o PCMX representa uma alternativa de menor
toxicidade ocupacional frente aos biocidas convencionais. O DEFENDER OG 327B
€ apresentado como uma alternativa por ser composto por duas moléculas

sinérgicas.
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4.9 Pré-indculos de consércios de BPA e BRS

Para garantir a viabilidade celular das bactérias nos consércios durante as
avaliacbes de MIC e biofilmes, pré-inéculos foram cultivados. Um volume de 10%
(v/v) de cada consorcio foi adicionado ao meio de cultura correspondente: Caldo
Vermelho Fenol para BPA e Postgate B modificado para BRS. As culturas foram

incubadas em estufa a 35°C por 24 h.

4.10 Avaliagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de biocidas em
consoércios de BPA e BRS

A metodologia utilizada foi baseada na metodologia de CIM em microplacas
de 96 pocos para avaliacdo da susceptibilidade a biocidas por bactérias (SCHUG et
al., 2020). Os meios de cultura Caldo Vermelho Fenol e Postgate B modificado foram
utilizados como matriz para avaliacdo da susceptibilidade de consorcios de BPA e
BRS, respectivamente. Inicialmente, 1% (v/v) de inéculo, cuja preparacao foi descrita
no item 4.9, foi adicionado em pocos contendo 200 pL de meio de cultura. Em
seguida, diferentes concentracdes dos biocidas foram adicionadas. As microplacas
foram incubadas em jarras com gerador de anaerobiose (Probac, Brasil) por 72 h a
35°C. Cada condicéo foi analisada em triplicata e controles positivos (meio de cultura
e inoculo) e negativos (somente meio de cultura) foram utilizados para validacao do
teste. A CIM foi definida como a menor concentracdo de biocida que inibiu o

crescimento bacteriano.
4.11 Formacéo e quantificagcdo de biofilmes de consorcios de BRS

Consorcios de BRS foram utilizados para formagdo de biofilmes em
microplacas de 96 pocos de poliestireno de fundo plano conforme metodologia
previamente descrita (STEPANOVIC et al., 2007). Os pré-indculos a serem utilizados
foram preparados conforme descrito no item 4.9. Em cada pogo foram adicionados
20 pL de pré-inéculo e 180 yL de meio de cultura Postgate B modificado. As
microplacas foram incubadas em jarra com gerador de anaerobiose (Anaerobac,

Probac, Brasil) a 35°C por 5 dias.

Apos o crescimento dos biofilmes, os pocos foram lavados com solucéo salina

estéril 0,85% NaCl para remocéao de células ndo aderidas. Os biofilmes foram fixados
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com metanol 99% por 15 min. Apds a fixacdo, 200 uL de uma solucéo cristal violeta
2% foi adicionada para corar os biofilmes, que permaneceram em contato por 5 min.
O excesso de cristal violeta foi removido com agua destilada. Por fim, os biofilmes
foram dissolvidos em 200 yL de etanol 95%. A quantificacéo foi realizada em um
espectrofotobmetro com leitor de microplacas (Anthos Zenyth 200rt, Biochrom Ltd.) a
570 nm.

4.11.1 Inibicdo de biofilmes de consércios de BRS por biocidas

A inibicdo da formacd@o de biofiimes dos consoércios de BRS através da
exposicao aos biocidas THPS, glutaraldeido, PCMX e DEFENDER OG 327B foi
avaliada. As concentracdes 0,5xCIM, CIM e 2xCIM foram utilizadas. Para a avaliacédo
de inibigéo, o protocolo descrito no item 4.11 foi seguido, com adi¢cdo dos biocidas a
serem analisados. Cada condicdo foi avaliada em octuplicada e controles negativo
(somente meio de cultura) e positivo (meio de cultura e indculo) foram utilizados para
a validacdo do teste. As microplacas foram incubadas em jarra com gerador de
anaerobiose (Probac, Brasil) por 5 dias a 35°C para formacao dos biofilmes. A média
da octuplicata foi realizada e a porcentagem de inibicdo foi calculada através da

comparag¢ao com o controle positivo.
4.11.2 Erradicacao de biofilmes de consércios de BRS por biocidas

A eficacia dos biocidas na erradicacdo de biofilmes previamente formados,
também foi avaliada. O protocolo de formacéo e quantificacdo de biofilmes descrito
no item 4.11 foi utilizado. Apés a formagéo dos biofilmes, o meio de cultura foi
removido e os pocos foram lavados com solucdo salina estéril (NaCl 0,85% (m/v)).
Agua do mar sintética (descrita na ASTM D1141) foi utilizada como matriz e 200 pL
foram adicionados em cada poco. Os biocidas foram testados nas concentracées CIM
e 2xCIM, que foram adicionadas juntamente a matriz nos poc¢os. Os biofilmes
permaneceram expostos aos biocidas por 24 h a 35°C. As condi¢des foram avaliadas
em octuplicata. Para cada consorcio de BRS, um controle positivo (biofilme nao
exposto a biocidas) foi realizado. Dois controles negativos, um utilizando somente
agua do mar sintética e outro utilizando somente meio de cultura foram utilizados para
validacdo. A porcentagem de erradicacdo dos biofiimes foi calculada através da

comparagao com o controle positivo.
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Resumo

O controle de problemas microbianos em campos de petrdleo pode ser considerado
um assunto complexo, uma vez que a diversidade do microbioma e as caracteristicas
fisico-quimicas da agua produzida (AP) originam um perfil Gnico nos campos de
petréleo. Devido a pressado seletiva gerada pelo uso incorreto de biocidas, grupos
microbianos importantes, como procariotos redutores de sulfato (PRS) e bactérias
produtoras de acido (BPA), tém demonstrado mecanismos de resisténcia
aprimorados. Devido ao aumento da resisténcia, maiores concentragdes de biocidas
tém sido necesséarias para o controle microbiano adequado em AP. No entanto,
biocidas padréo sédo geralmente moléculas toxicas e os altos volumes usados para
controlar os sistemas podem causar elevado impacto ambiental. A eficacia do
tratamento e, consequentemente, a reducdo do impacto ambiental, podem ser
melhoradas através de um planejamento adequado. A presente revisdo examina 0s
mecanismos de resisténcia bacteriana em campos de petréleo, apresenta
alternativas para substituir os biocidas padrdo e sugere uma abordagem de cinco
etapas para o planejamento do tratamento: 1) determinacdo de objetivos do
tratamento; 2) bioauditoria para uma viséo integrada do sistema; 3) selecado do(s)
biocida(s) adequado(s) em laboratério considerando as condicfes do processo e a
suscetibilidade do microbioma; 4) selecdo de indicadores-chave de desempenho

(KPI) representativos; e 5) monitoramento do tratamento.

Palavras-chave: agua produzida, campo de petréleo, biocida, resisténcia
bacteriana, BRS, BPA, monitoramento
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5.1.1. Introducéo

A agua produzida (AP) € o principal residuo aquoso gerado nos campos de
petréleo. O aumento da producéo de petréleo ao longo dos anos levou a geracéao de
maiores volumes de AP (Al-Ghouti et al. 2019). O volume gerado de AP esta
diretamente relacionado a idade do reservatério de 6leo e ao método de extracao
utilizado. Em poc¢os maduros, o volume de AP pode chegar a nove vezes o volume
de Oleo extraido. Além disso, durante a extracdo secundaria de petréleo, a 4gua do
mar pode ser injetada para aumentar a pressao do po¢o, aumentando ainda mais a

geracdo de AP (Jiménez et al. 2018).

O processo de gerenciamento da AP é um ponto critico em campos de
petréleo, pois a composicao fisico-quimica da AP e as condi¢Bes de processamento
e armazenamento podem impulsionar o desenvolvimento de microbiomas
especificos. Procariotos redutores de sulfato (PRS) e bactérias produtoras de acido
(BPA) séo onipresentes neste ambiente e associados a diversos problemas, como
deficiéncias na integridade das instalacdes e questdes de salude e seguranca dos
trabalhadores. O grupo PRS € conhecido principalmente pela geracdo de sulfeto de
hidrogénio (H2S), um géas corrosivo e téxico (Muyzer e Stams 2008). BPA, por sua
vez, podem liberar metabdlitos altamente corrosivos, por ex. acidos organicos,
aumentando a biocorroséo (Marciales et al. 2019). Além do impacto independente de
PRS e BPA no sistema, ja foram relatadas interacdes sintroficas entre os dois grupos
(Dawuda et al. 2021; Xu et al. 2016).

Com o objetivo de mitigar os problemas microbianos em campos de petrdleo,
sugere-se 0 uso de biocidas. Os biocidas mais utilizados - mundialmente sdo o
glutaraldeido, 2,2-dibromo-3nitrilopropionamida (DBNPA), sulfato de
tetraquis(hidroximetil)fosfonio (THPS) e cloreto de alquil dimetil benzil ambnio
(ADBAC) (Kahrilas et al. 2015). No entanto, o planejamento de tratamentos biocidas
baseados em moléculas ou concentracdes inadequadas, desencadeia a resisténcia
microbiana, diminuindo consideravelmente a eficacia do tratamento e causando

aumento dos danos ambientais.

Um planejamento de tratamento biocida adequado deve levar em
consideracdo os dados do processo anterior, a problematica a ser resolvida, o
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microbioma da AP e a suscetibilidade aos biocidas. Além do planejamento, o
monitoramento por meio de indicadores-chave de desempenho (KPI) alinhados com
0s objetivos é obrigatoério para a efetividade do tratamento (Abbas et al. 2020). Nesta
revisdo sdo apresentados os dados relativos a resisténcia aos biocidas mais
utilizados na industria do petréleo, bem como alternativas para substituir os biocidas
padrdo. Além disso, uma abordagem de planejamento de tratamento em cinco etapas
€ sugerida com o objetivo de melhorar a eficacia. As seguintes etapas foram
abordadas: 1) determinagcédo de objetivos claros de tratamento; 2) bioauditoria para
uma visdo integrada do sistema; 3) selecdo do(s) biocida(s) adequado(s) em
laboratorio considerando as condicdes do processo e a suscetibilidade do
microbioma; 4) selecdo de indicadores-chave de desempenho (KPI); e 4)

monitoramento do tratamento.
5.1.2. Composicdo do microbioma em AP

A geologia dos reservatorios e 0s processos de separacdo de petroleo
determinam as caracteristicas fisico-quimicas da AP, e essas caracteristicas
selecionam os microrganismos mais adaptados. Em geral, devido as condi¢cbes
extremas nos campos de petréleo, o microbioma € composto principalmente por
Bactéria e Archaea, no entanto, foi demonstrada a predominancia do dominio
Bactéria sobre Archaea (Hidalgo et al. 2021; Sierra-Garcia et al. 2017). Apesar da
variacdo na composicdo do microbioma, foi revelado um nudcleo funcional
permanente composto por fungdes celulares basicas relacionadas a energia e
replicacdo, vias de metanogénese e genes associados a degradacdo de
hidrocarbonetos (Hidalgo et al. 2021).

Devido ao impacto negativo na industria do petroleo, determinados grupos
microbianos sdo mais estudados do que outros. Procariotos redutores de sulfato
(PRS), principalmente bactérias redutoras de sulfato (BRS), estdo diretamente
relacionadas a geracdo biologica de sulfeto de hidrogénio (H2S) e tém sido
associadas a biocorroséo tipo | (Jia et al. 2019a; Rajbongshi e Gogoi 2021). Bactérias
produtoras de acido (BPA), também denominadas bactérias fermentativas, liberam
subprodutos de metabolismo corrosivos que podem aumentar a biocorroséao tipo Il
(Jia et al. 2019a; Marciales et al. 2019). Além do papel Unico de BRS e BPA,

interacOes sintroficas foram relatadas em populacbes de campos de petréleo.
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Biofilmes heterogéneos compostos por camadas BRS e BPA apresentaram
processos dinamicos de biocorrosédo através camadas de biofilme depositadas sob
superficies metélicas de acordo com a tolerdncia ao oxigénio. Dependendo do
sistema, essa deposicao pode originar biofilmes espessos, dificultando a penetracéo
do biocida (Xu et al. 2016).

Embora menos relatados, outros grupos microbianos apresentam papel
importante nos processos de biocorrosdo e deterioracdo do petréleo, como as
archaea metanogénicas e bactérias redutoras de nitrato (BRN) (Ji et al. 2020; Lahme
et al. 2019). As argueias metanogénicas estdo envolvidas na biodegradacdo de
hidrocarbonetos, devido a sua capacidade de oxidar o hidrogénio do petroleo bruto
e outros componentes, como n-alcanos, benzeno, tolueno e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (Rajbongshi e Gogoi 2021). BRN reduzem o nitrato a nitrito e
podem remover o sulfeto existente no sistema ou inibir a producéo de sulfeto na AP
(Rajbongshi e Gogoi 2021).

5.1.3. Resisténcia bacteriana a biocidas

A maneira mais comum de mitigar problemas microbianos em campos de
petréleo é a aplicacao de biocidas. Os biocidas padrdo usados em todo o mundo em
AP e seus modos de acado descritos sdo apresentados na Tabela 1. Os mecanismos
de resisténcia descritos para os biocidas padrdo sdo demonstrados na Tabela 2. Os
biocidas usados quase exclusivamente em campos de petréleo (ou seja, THPS e
DBNPA) ndo apresentam o modo de acdo e 0S mecanismos de resisténcia
completamente elucidados. Por outro lado, os biocidas comumente aplicados nas

areas de saude e alimentacdo apresentaram alta densidade de estudos.

Dentre os principais mecanismos de resisténcia descritos estdo as bombas de
efluxo e a formacéo de biofilme. As bombas de efluxo s&o responsaveis por reduzir
a concentracao de moléculas toxicas na célula bacteriana. As familias de bombas de
efluxo AcrAB-TolC e MATE sdo amplamente disseminadas em bactérias e podem
conferir aumento na resisténcia a uma variedade de biocidas, como compostos
guaternario de amonio e glutaraldeido. O aumento da expressdo de genes
relacionados com bombas de efluxo foi identificado durante a exposicdo a biocidas,

suportando a ideia de um importante mecanismo de resisténcia em bactérias
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Tabela 1. Modo de acao dos biocidas mais utilizados em AP

Biocida/ CAS Frequéncia . .
Molécula Modo de acédo
number de uso?
Reticulagdo com proteinas por, pelo menos, 8 reacdes diferentes (MIGNEAULT et al., 2004). E eficaz
o o contra biofimes de BRS (GARDNER; STEWART, 2002) e induz a regulacdo positiva de genes

Glutaraldehyde
111-30-8

27%

HJ\/\)J\H

relacionados a proteinas de choque térmico. A modificacdo quimica e/ou reticulacdo pelo glutaraldeido
leva a proteinas disfuncionais ou modificadas, que a célula reconhece como semelhantes as proteinas

desnaturadas resultantes do choque térmico (LEE et al., 2010).

DBNPA
10222-01-2

24%

Q

Er Br

DBNPA reage com nucledfilos contendo enxofre liberando bromo — ndo é considerado um biocida
oxidante (WILLIAMS; MCGINLEY, 2010). O DBNPA penetra na parede celular por difusdo, atingindo
nucledfilos contendo enxofre (por exemplo, aminodcidos - glutationa ou cisteina), causando danos
irreversiveis as proteinas, interrompendo o transporte através da membrana celular e inibindo a
respiracdo e a sintese de ATP (BARROS; MELO; PEREIRA, 2022; KAHRILAS et al., 2015) . Por outro
lado, aminoacidos néo sulfurados, como a D-tirosina, aumentaram a eficiéncia do DBNPA contra
Desulfovibrio vulgaris (UNSAL et al., 2021).

THPS
55566-30-8

9%

Em condig¢Bes alcalinas, libera tris (hidroximetil) fosfina (THP), que reage com ligacdes enxofre-enxofre
nos aminoécidos dissulfeto (KAHRILAS et al., 2015). Moléculas sinérgicas naturais foram estudadas e
resultados interessantes contra biofilmes foram encontrados usando o Peptideo A (uma proteina sintética
dispersante de biofilme) (JIA et al., 2019) e aminoé&cidos (LI et al., 2016; XU et al., 2012).

ADBAC
68424-85-1

3%

v [
‘H-._/"--._—"‘*-._,--"a.._.--"a_.-ﬂ-._."--._.-g--A“::j
g

Composto quaternario de amdnio classificado como biocida litico devido a reacdo com a membrana
citoplasmatica, interrompendo o transporte de solutos, o movimento flagelar e a geragéo de ATP. Uma
vez em contato com o ADBAC, a expressao celular de genes relacionados a proteinas de membrana é
afetada (LEE et al., 2010). O ADBAC tem um efeito sinérgico bem conhecido com o glutaraldeido. Ambas

as moléculas sdo comumente usadas em campos de petréleo (GREENE et al., 2006).

1 Data referent to use of biocides in oil wells (KAHRILAS et al., 2015).
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Tabela 2. Mecanismos de resisténcia a biocidas utilizados em AP

Biocida

Mecanismos de resisténcia bacteriana

Glutaraldeido

Degradacgado enzimatica

A aldeido desidrogenase (ALDH) converte aldeidos em produtos menos nocivos e facilmente excretados
(PEREIRA; PILZ-JUNIOR,; COR(;AO, 2021). Em Escherichia coli, a tolerancia ao glutaraldeido aumentou
pela superexpresséo dos genes ALDH (MERCHEL PIOVESAN PEREIRA et al., 2021).

Reducéo da penetragdo em
biofilmes

Biofilmes heterogéneos dificultam a difus&o do biocida. O controle de biofilmes bacterianos pelo glutaraldeido
exigiu muito mais tempo do que as células planctonicas (EL-AZIZI; FARAG; KHARDORI, 2016). Genes
envolvidos na biossintese lipidica foram superexpressos durante a exposicdo ao glutaraldeido e podem
contribuir para a resisténcia do biofilme ao glutaraldeido (VIKRAM; BOMBERGER; BIBBY, 2015; HUANG et
al., 2019).

Bombas de efluxo

As bombas de efluxo foram induzidas ap6s a exposi¢do ao glutaraldeido, entretanto, a inibi¢do quimica das
bombas de efluxo potencializou a acao do glutaraldeido (VIKRAM; BOMBERGER; BIBBY, 2015).

DBNPA

Desconhecido

THPS

Formagcéo de biofilmes

O aumento na formacéo de biofilms por Desulfovibrio hontreensis foi observada quando a cultura foi exposta
a concentracdes inadequadas de THPS (XU et al., 2022).

ADBAC

Proteinas da membrana externa

Em Pseudomonas aeruginosa a superexpressdo de uma porina da membrana externa (OprR) foi
correlacionada com o nivel de resisténcia ao ADBAC (TABATA et al., 2003). Este resultado também foi
encontrado para Salmonella enterica (KARATZAS et al., 2008) e Escherichia coli (BORE et al., 2007).

Estrutura da membrana externa

The presence of the lipopolysaccharide (LPS) layer in Gram negative bacteria present a role in decreasing
the efficiency of membrane active agents such as ADBAC (MAILLARD, 2018). Wild-type strains of Escherichia
coli with no defect in LPS demonstrated resistance to ADBAC, whereas LPS-deficient strains were sensible
to the biocide (OBLAK; FUTOMA-KOLOCH; WIECZYNSKA, 2021).

Efflux pumps

Single component efflux pumps (e.g., PACE and SMR families) showed a high prevalence in
Enterobacteriaceae with decreased susceptibility to quaternary ammonium compounds, especially ADBAC
(MAILLARD, 2018) .
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(Bedoya et al. 2021; Morente et al. 2013). Além das bombas de efluxo, a formacéo
de biofilmes é um importante mecanismo de resisténcia, especialmente
considerando os campos de petrdleo. Campos de petréleo sdo ambientes altamente
estressores, com nutrientes limitados, pH e temperaturas extremas. Estas condicoes
aliadas a presenca de biocidas podem iniciar respostas morfolégicas na populacao
bacteriana que aderem a uma superficie como estratégia de sobrevivéncia. Apés a
fase de adesao do biofilme, a fase de crescimento pode ocorrer em tubulagées com
baixas taxas de vazéo de fluidos ou tanques de armazenamento, onde tanto a agua
guanto os solidos suspensos se depositam no fundo e criam condi¢cdes onde as
bactérias sésseis sdo expostas a ciclos intermitentes de nutrientes e fome, resultando
na formacéo de biofilmes (Jenneman e De Ledn 2022). A resisténcia dos biofilmes
aos biocidas aumenta de acordo com a maturidade do biofilme, atingindo
concentracfes necessarias para o controle até 10 vezes maiores quando comparado

a bactérias plancténicas (Sauer et al. 2009).
5.1.4. Tratamento biocida da AP

O uso de biocidas para controle microbiano em campos de petréleo ndo tem
sido seriamente considerado. Um tratamento biocida inadequado pode contribuir
para o0 aumento da presséao seletiva e, consequentemente, da resisténcia bacteriana
(Campa et al. 2019a). Este estudo sugere um planejamento de cinco etapas para
tratamentos biocidas, visando reduzir os impactos das variaveis fisico-quimicas,

microbioldgicas e de processo na eficacia do tratamento.
5.1.4.1. Etapal - objetivos do tratamento

Vérias razdes podem fundamentar a aplicacdo de biocidas em AP, por
exemplo o controlo da biocorroséo, a reducdo de H2S, a limpeza de tanques e dutos,
a inibicdo ou erradicagéo de biofilme em filtros, etc. Habitualmente, cada uma destas
guestdes esta associada a um ou mais grupos de microrganismos. Apesar do amplo
espectro de agédo dos biocidas em geral, a suscetibilidade dos microrganismos é
variavel (Pereira et al. 2021), e, por esta razdo, € importante determinar os objetivos

do tratamento e os alvos microbianos.
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5.1.4.2. Etapa 2 - bioauditoria

A etapa de bioauditoria visa investigar a presenca de microrganismos ao longo
do processo e encontrar 0s pontos criticos de contaminagédo. Amostras de diferentes
pontos do processo devem ser avaliadas e 0s pontos que apresentarem maior

concentracdo dos alvos microbianos sdo candidatos a injecéo do biocida.

A bioauditoria consiste na varredura do processo através do uso de
ferramentas microbiolégicas com abordagens moleculares, enzimaticas ou
dependentes de cultura (Paschoalino 2021). Analises baseadas em técnicas
dependentes de cultura sdo as mais utilizadas e recomendadas pelas normas para
determinar a concentracdo bacteriana. A norma NACE TMO0194-2014 -
Monitoramento de Campo de Crescimento Bacteriano em Sistemas de Petréleo e
Gas, por exemplo, descreve o método e meio de cultura para enumeragédo de SRB e
outros grupos bacterianos. A norma API-RP-38 - Pratica Recomendada para Analise
Biolégica de Aguas de Injecdo Subsuperficial, também recomenda diferentes meios

de cultura para a enumeracéo de diversos grupos bacterianos.

Na pratica, complementar essas analises com métodos moleculares,
independentes de cultura, pode ser necessario, pois sabe-se que pelo menos 90%
dos microrganismos ambientais ndo sdo cultivaveis, principalmente aqueles
encontrados em campos de petréleo com condi¢cdes extremas (Skovhus e Whitby
2019). Apesar das desvantagens em termos de custo, o uso de métodos moleculares
pode ser crucial para definir os alvos do tratamento biocida. Varios estudos relatam
0 uso do sequenciamento do gene 16S rRNA para avaliar a diversidade do
microbioma em campos de petroleo (Hidalgo et al. 2021; Keasler et al. 2013; Li et al.
2017). Outra ferramenta molecular importante nesta area de estudo é a técnica de
Real Time PCR (RTPCR), que utiliza primers especificos para quantificar um
determinado gene e correlacionar com 0sS microrganismos presentes na amostra.
Usando esta ferramenta também pode ser avaliada a expressdo de genes de

resisténcia que podem afetar a eficacia do tratamento biocida (Campa et al. 2019b).

Ferramentas enzimaticas também podem ser usadas na etapa de bioauditoria.

A quantificacdo de ATP fornece dados sobre a concentracéo total de células viaveis
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na amostra (HAMMES et al., 2010). Apesar de nao ser indicada como ferramenta

Unica pela abrangéncia da resposta, pode ser utilizada como técnica complementar.
5.1.4.3. Etapa 3 - Screening dos biocidas em laboratoério

Além da composi¢do microbiolégica, os dados fisico-quimicos dos pontos de
injecdo candidatos também precisam ser considerados antes da triagem de biocidas,
uma vez que a estabilidade quimica de biocidas sintéticos pode ser prejudicada por
determinadas condi¢des, por exemplo, pH, temperatura e presenca de produtos
quimicos reativos (Williams and Schultz 2015), e a desestabilizacdo quimica pode
afetar a eficacia do tratamento. A Tabela 3 mostra os principais interferentes
conhecidos na estabilidade quimica dos biocidas. Considerando a estabilidade
quimica, esta etapa visa encontrar os biocidas mais eficientes nas condi¢cdes do

sistema.

Os métodos padrdo mencionados no passo 2 (item 3.2.) também descrevem
‘challenge tests” para determinar a suscetibilidade de grupos bacterianos
plancténicos a biocidas. A norma NACE TM21495 - Laboratory Evaluation of the
Effect of Biocides on Biofilms, abordar4 protocolos de avaliacdo laboratorial
baseados em meio de cultura para andlise da eficiéncia de biocidas em biofilmes
(Wade et al. 2023). Além disso, os biofiimes podem ser avaliados através do
crescimento em microplacas de 96 pocos e lidos por espectrofotometria (Stepanovié¢
et al. 2007), ou sob cupons de metal e quantificados por NUumero Mais Provavel
(MPN) (Jia et al. 2017a; Wang et al . 2022).
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Tabela 3. Principais fatores fisico-quimicos que afetam a estabilidade quimica dos biocidas convencionais

Biocida

Interferentes

Prontamente hidrolisado sob condicbes &cidas e alcalinas. A meia-vida

pH aproximada do DBNPA é de 24 hem pH 7,5, 2 h em pH 8,0, 15 min em pH 9,0
(Loiko et al., 2022).
DBNPA A meia-vida do DBNPA reduz consideravelmente em temperaturas > 40°C (Gao
Temperatura
et al., 2001).
DBNPA é reduzido por diversas espécies contendo enxofre, como sulfito,
Presenca de sulfetos ) ) _ _
bissulfito, sulfeto, fenil, mercaptano e tiossulfato (Chervenak, 2000).
H O THPS néo é indicado para uso em sistemas com pH > 8.0 (Moiseev and James,
P 2020).
THPS O THPS é quelante de Fe?*, reduzindo seu o efeito como biocida. Concentragdes
Alto teor de ferro mais altas podem ser necessarias em sistemas com alto teor de FeS (Lu et al.,
2022).
. . Uma interacdo entre o ADBAC (um surfactante catibnico) e espécies anibnicas
ADBAC Espécies anibnicas

pode ser esperada, podendo interferir na eficacia biocida (Yuli et al., 2023).

pH
Glutaraldeido

Polimeriza rapidamente a pH > 9-10 (Migneault et al., 2004).

Aminas primarias

Incompativel com aminas primarias (Migneault et al., 2004).
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5.1.4.4. Etapa4 - Selecéo dos principais indicadores de desempenho (KPI)

Indicadores chave de desempenho (KPI) sdo usados para quantificar a
eficicia do tratamento com biocidas em campos petrolifero (Johnson 2017; Keasler
et al. 2017), e o uso de KPIs apropriados € um dos principais pontos para 0 Sucesso
do tratamento (Jiang et al. 2021). A selecdo do KPI depende do problema a ser
resolvido (etapa 1; item 3.1.), dos alvos microbianos (etapa 2; item 3.2.) e dos
biocidas selecionados para uso (etapa 3; item 3.3.). Este estudo classificou possiveis
KPIs de acordo com abordagens diretas e indiretas. KPIs diretos referem-se a dados
relacionados ao crescimento microbiano e biocidas. Exemplos de KPI direto sdo a
concentracdo de células planctonicas ou sésseis nos sistemas e o contetdo biocida
residual. Os KPIs indiretos estédo relacionados a integridade do sistema e dados
fisico-quimicos, por exemplo, taxas de corrosao, quantificacdo de subprodutos do
metabolismo corrosivo, teor de H2S, pressdo em tubulagdes e filtros de agua, entre

outros.
5.1.4.5. Etapa5 - Monitoramento do tratamento

O monitoramento de KPIs selecionados apoia a tomada de decisdes
relacionadas ao tratamento (Johnson 2017). Relacionado ao KPI direto, o
crescimento microbiano pode ser monitorado por diferentes métodos, desde técnicas
dependentes de cultura até técnicas moleculares (Paschoalino 2021). Os métodos
de quantificacdo microbiana descritos na etapa 2 (item 3.2.) também podem ser
utilizados durante o monitoramento. Os biocidas residuais podem ser analisados por
HPLC-MS/MS (Paijens et al. 2020). Quanto ao KPI indireto, o teor de H2S pode ser
monitorado por meio de métodos de titulagdo (Nasser et al. 2021), e as taxas de
corrosdo podem ser monitoradas por cupons metélicos instalados ao longo do
sistema, sondas de resisténcia elétrica, instrumentos de polarizacdo linear ou

meétodos equivalentes (Al- Janabi 2020).
5.1.5. Biocidas alternativos

A aplicagdo de moléculas alternativas aos biocidas sintéticos tem sido
estudada. Os 6leos essenciais, principalmente emulsionados, a fim de aumentar a
disperséo na AP, sdo uma abordagem recente. Citral, linalol, eugenol e geraniol

demonstraram eficiéncia contra um consorcio de BRS de AP, com uma concentracéo
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inibitéria minima (CIM) inferior a 78 ppm, sendo consideradas alternativas para
reduzir o uso de biocidas sintéticos segundo os autores (Souza et al. 2017). O extrato
de alho é outra alternativa que apresentou resultados promissores na inibicdo de
biofilmes, com CIM de 100ppm (Parthipan et al. 2018). Além dos 6leos essenciais,
os liquidos ibnicos, como o cloreto de 1-butilpirrolidinio ([BPm1,1]Cl), sdo alternativas
ecologicamente corretas, e os resultados tém mostrado acdo tanto biocida quanto na
inibicdo da corrosdo em aco carbono (Abbas et al. 2019). Apesar da sua eficiéncia e
caracteristicas ecofriendly, estas alternativas carecem de uma avaliagdo mais
detalhada no que diz respeito a disponibilidade de volumes necessarios para o

tratamento da AP e aos custos associados.

O efeito de diversos compostos naturais como biocidas é fato, mas o principal
desafio é viabilizar sua aplicacdo em sistemas industriais. A sintese quimica
inspirada em compostos naturais pode ser uma alternativa (Melander et al. 2020).
Um exemplo € a proteina Equinatoxina Il proveniente da anémona do mar Actinia
equina, que foi mimetizada a um peptideo ciclico sintético (“Peptideo A”) (Jia et al.
2019b; Zlotkin 2016). O Peptideo A demonstrou atividade na disperséo de biofilmes,
conservando a propriedade do representante natural. Avaliac6es adicionais foram
realizadas usando o Peptideo A como um potencializador do biocida THPS e
resultaram em uma reducéao adicional de 1 log nas contagens de células sésseis de
BRS e BPA, quando comparado ao THPS sozinho (Wang et al. 2022).

Outra forma de aumentar a eficacia do tratamento € adicionar moléculas
sinérgicas aos tratamentos biocidas sintéticos convencionais. D-aminoacidos como
D-metionina, D-tirosina, D-triptofano e D-leucina foram estudados como dispersores
de biofilme, devido ao seu papel no mecanismo de quorum sensing (Idrees et al.
2020). Os aminoacidos mostraram resultados promissores quando combinados em
baixas concentracbes com THPS, isotiazolinonas e ADBAC (Jia et al. 2017a; Jia et
al. 2017b; Liu et al. 2020).

Experimentos de laboratério e de campo demonstraram a eficacia da
aplicacdo de nitrato ou nitrito em adi¢cdo aos biocidas durante o controle de BRS.
Nitrato e nitrito atuam como inibidores do crescimento de BRS devido a um processo
de excluséo competitiva, onde BRN e BRS competem por substrato (Kamarisima et

al. 2019). A injecéo continua de nitrato além dos pulsos de THPS foi implementada
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em um campo de petroleo no Brasil. O tratamento controlou a producéo de H2S por
34 meses, em comparacdo com 17 meses quando o THPS sozinho foi usado
(Jurelevicius et al. 2021). Apesar dos resultados promissores, questdes
remanescentes tornam o meétodo controverso, por exemplo, a determinacdo de uma
concentracdo efetiva de nitrato e o periodo ideal para injecdo (Kamarisima et al.
2019). Ao contrario do nitrato e do nitrito, outros inibidores do crescimento de BRS
estao envolvidos na diminuigcdo da fungéo respiratéria em BRS, como a antraquinona

(Burger 2004) e o acido nitroso livre (Jiang et al. 2013).
5.1.6. Conclusdes

Esta revisao explora aspectos microbioldgicos em campos de petréleo e como
melhorar a eficacia dos tratamentos com biocidas. A variavel composicao fisico-
quimica do AP contribui para a presenca de uma populacdo microbiana diversa; no
entanto, PRS e BPA sao grupos onipresentes em campos de petrdleo. Tratamentos
biocidas inadequados podem levar a populacdes mais resistentes com mecanismos
mal compreendidos. Alternativas para substituir os biocidas sintéticos tém sido
desenvolvidas, mas em uma visdo holistica, considerando néo so a eficiéncia, mas
também a disponibilidade dos volumes necessarios para o tratamento da AP e o

respectivo custo, mais estudos sdo necessarios para estabelecer opcées viaveis.

Com foco em melhorar o controle microbiano na AP e reduzir interferéncias
devido a composi¢do fisico-quimica e microbiolGgica, esta revisdo sugere uma
abordagem de cinco etapas para tratamentos biocidas. Os objetivos do tratamento
devem ser claros antes do planejamento, e uma bioauditoria é desejavel para
entender a composi¢cao do microbioma e selecionar alvos microbianos precisos.
Depois de selecionar os alvos microbianos, uma triagem de biocidas em laboratoério
pode demonstrar quais biocidas sdo adequados considerando sua eficiéncia e
estabilidade quimica. Por fim, KPIs representativos de acordo com o0s objetivos do
tratamento podem ser monitorados por meio de varias técnicas descritas nesta

revisao.
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Abstract

Extreme conditions and the availability of determinate substrates in oil fields promote
the growth of a specific microbiome. Sulfate-reducing bacteria (SRB) and acid-
producing bacteria (APB) are usually found in these places and can harm important
processes due to increases in corrosion rates, biofouling, and reservoir biosouring.
Biocides such as glutaraldehyde, dibromo-nitrilopropionamide (DBNPA), tetrakis
(hydroxymethyl) phosphonium sulfate (THPS) and alkyl dimethyl benzyl ammonium
chloride (ADBAC) are commonly used in oil fields to mitigate uncontrolled microbial
growth. The aim of this study was to evaluate the differences among microbiome
compositions and their resistance to standard biocides in four different Brazilian
produced water samples, two from a Southeast Brazil offshore olil field and two from
different Northeast Brazil onshore oil fields. Microbiome evaluations were carried out
through 16S rRNA amplicon sequencing. To evaluate the biocidal resistance, the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the standard biocides were analyzed using
enriched consortia of SRB and APB from the produced water samples. The data
showed important differences in terms of taxonomy but similar functional
characterization, indicating the high diversity of the microbiomes. The APB and SRB
consortia demonstrated varying resistance levels against the biocides. These results

will help to customize biocidal treatments in oil fields.

Keywords: biocide, biocidal resistance, SRB, APB, amplicon sequencing,

oilfield.
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5.2.1. Introduction

In oil fields, systems containing water are prone to uncontrolled microbial
growth, which may trigger serious problems. Uncontrolled microbial activity can
increase oil contamination, microbially induced corrosion, biofouling and the
generation of dangerous metabolic byproducts, such as hydrogen sulfide (H2S),
known as biosouring (ISMAIL et al., 2017; KANNAN et al., 2018).

In mature fields, the secondary recovery of oil requires water/gas injection to
push the oil from the well to the platform surface. To decrease storage costs,
produced water generated during oil extraction is commonly used, but it first receives
a biocidal treatment to prevent microbial contamination in the well. Among the most
employed biocides worldwide used in produced water treatment are glutaraldehyde
(27% of the market share), dibromo-nitrilopropionamide (DBNPA; 24% of the market
share), tetrakis (hydroxymethyl) phosphonium sulfate (THPS; 9% of the market share)
and alkyl dimethyl benzyl ammonium chloride (ADBAC; 3% of the market
share)(KAHRILAS et al., 2015). The Brazilian O&G industry usually employs THPS
(batch application) and/or ADBAC (continuous low concentration application) as
chemical treatments for produced water (KORENBLUM et al., 2010).

Due to the extreme environmental conditions found in oil fields, such as high
temperature, low oxygen content and high salinity, some specific groups of bacteria
are present. Among them, the main biocide targets are acid-producing bacteria (APB),
also known as fermentative bacteria, and sulfate-reducing bacteria (SRB) (LI et al.,
2017b). APB produces several types of organic and inorganic acids and other
metabolites under anaerobic conditions. The generated metabolites interact with steel
surfaces, affecting electrochemical reactions and, consequently, the corrosion rate.
The SRB group, in addition to increasing corrosion, is known to generate H2S, a toxic,
corrosive and inflammable gas, which causes concerns in terms of oil field structural
integrity and worker safety (RAJBONGSHI; GOGOI, 2021).

The application of similar treatments over the years without technical
monitoring selects those microorganisms with high biocide resistance levels
(CHAPMAN, 2003). Factors such as microbiome composition, treatment history and
resistance level need to be observed to choose the best method for microbial control.
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Therefore, the aim of this study was to evaluate four different produced water samples
in terms of their microbiome compositions and metabolic activities. The Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) of glutaraldehyde, DBNPA, THPS and ADBAC against
SRB and APB consortia obtained from produced water samples were determined.

5.2.2. Materials and Methods

5.2.2.1. Produced water samples and biocides

Four samples of produced water from three Brazilian oil fields were used in this
study. Two samples were collected in different wells from the same offshore field
located in the state of Rio de Janeiro (Offshore 1a and Offshore 1b), and two samples
were collected from different fields in the state of Bahia (Onshore 1 and Onshore 2)
(Figure 1). Sampling flasks were filled to the top to avoid oxygen contamination. The
samples were kept refrigerated and in the dark during transportation and were filtered
immediately after the arrived, within 72 h by a 0.22 um filter. The filters were
maintained at -20°C before analysis. Dorf Ketal Brazil Ltda. provided the produced
water and biocide samples (glutaraldehyde, DBNPA, THPS and ADBAC).

5.2.2.2. Produced water characterization

Produced water samples were characterized immediately after receipt
according to salinity, sulfate content, pH, and microbial concentration. Salinity
(chloride content) was determined by potentiometric titration in a Titrino Plus 848
(Metrohm, Switzerland). The equipment was connected to a silver electrode, and 0.01
mol-Lt AgNOs solution was used as the standard. Sulfate quantification in water
samples was carried out by the ICP-OES Agilent 5100 technique (Agilent, USA). A
sulfur standard was used to determine the sulfate content. pH was determined with a
pH meter (Edge, Hanna Instruments). The microbial concentration was determined
by ATP quantification using a luminometer (Photonmaster, Luminultra) and specific
reagent kit (ATP Quench Gone Aqueous Kit, Luminultra).

5.2.2.3. DNA extraction and quality check

Two 100 mL aliquots of each sample were filtered through 0.45 pm membranes

to obtain duplicates. Total genomic DNA was extracted from each membrane using a
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DNEasy PowerSoil Kit (Qiagen, Germany) following the manufacturer’s instructions.

The extracted DNA was quantified by a Quantus fluorimeter (Promega, USA).
5.2.2.4. 16S rRNA gene amplification and sequencing

The V4 region of the 16S rRNA gene was amplified using primers 515F (5
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 37) and R806 (5" GGACTACHVGGGTWTCTAAT 3’),
both modified to contain an lllumina adapter region (CAPORASO et al., 2011). PCR
amplification was carried out by mixing ~100 ng of genomic DNA, 1.0 mM MgClz, 0.5
MM of each primer, 0.2 mM of dNTP, 2 U Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity
(Life Technologies, USA), and 1x reaction buffer. The thermal cycling conditions for
amplification were an initial denaturation (2 min at 94°C) followed by 25 cycles of
amplification (45 s at 94°C, 45 s at 55°C and 1 min at 72°C) and a final extension
cycle (6 min at 72°C) in a Mastercycler Personal 5332 Thermocycler (Eppendorf,

Germany).

Amplicons were purified using Agencourt AMPure XP beads (Beckman
Coulter, USA) following the manufacturer’s instructions. Sequencing was conducted
on the lllumina MiSeq platform (lllumina Inc., USA) with a v2 500 kit, which generates

paired end reads of 250 bp.
5.2.2.5. Taxonomic profiling of bacterial communities

All the data were processed following standard bioinformatics pipelines,
including quality control, sequence alignment (with chimera removal), taxonomic
classification, operational taxonomic unit (OTU) clustering and community richness
analysis (Mothur 1.44.3 (SCHLOSS et al., 2009)) using the SILVA database (YILMAZ
et al.,, 2014) (release 138.1). Amplicon sequences are available at the European
Bioinformatic Institute (EBI) under the EBI Metagenomic Database with accession
number ERP121357.

Functional abundances were predicted through PICRUSt 2
software(DOUGLAS et al., 2019) and annotated by KEGG (KANEHISA; GOTO, 2000;
KANEHISA et al.,, 2016, 2021; KANEHISA, 2019). The predicted functional

abundances were scaled based on the abundance of taxa from which they were
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derived. Thus, high taxonomic abundances usually generate high functional

abundances.
5.2.2.6. Composition of bacterial communities

Richness and bacterial abundance were examined in each sample for a-
diversity and B-diversity with multivariance analysis on a relative abundance matrix.
Richness, bacterial abundance and microbiome composition were compared through
Jaccard similarity based on observed richness using Tree.shared in Mothur
(SCHLOSS et al., 2009).

The a-diversity was evaluated through the observed richness, Simpson’s index
and Shannon’s index based on the number of OTUs. Diversity estimates were

compared between fields by applying two-way ANOVA with a posterior Tukey test.

To verify the spatial distribution patterns of bacteria and their response to
variables, multidimensional ordering was carried out to identify which explanatory
variables could affect the variances between location and abundance. A canonical
correspondence analysis (CCA) was performed to determine whether a linear or
unimodal ordering method could be applied to the data. The highest gradient obtained
was greater than 3.0 SD units, which indicated that a restricted method based on a
unimodal model was adequate. For that, we used CCA (double scale) with an
explanatory matrix (abiotic factors) with general averages for the following: pH,
chlorides, and sulfates. The communities were tested and inferred by the possible
ecological preferences for the explanatory variables, considering the different
collection points. For a more conservative approach, it the analysis was carried out
with the phyla and the main bacterial genera identified. Thus, a triple plot CCA was
performed to better observe how explanatory variables (vectored lines) influence the
distribution of samples and locations, represented in the axes. The type 2 scaling
parameter was used to observe the position of the maximum values of the variables
with the explanatory ones by the average of the orthogonal distance between samples
and vectored lines. The analysis was conducted using the Vegan community ecology

package in R version 2.5-7.
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5.2.2.7. Culture media

Specific culture media were used for SRB and APB growth. For APB growth,
Phenol Red Broth medium (Merck, Germany) with 15 g-L* glucose was used. The
medium was purged with N2 to decrease the oxygen content (BALCH; WOLFE, 1976)
(1 h per L) and added to 30 mL sealed bottles. The bottles were sterilized in an
autoclave for 15 min at 121°C. The same process was carried out for the SRB growth
medium, which was Postgate E (POSTGATE, 1984; JAIN, 1995) (KH2POa4, 0.5 g-L?;
NH4Cl, 1.0 g-L%; Na2S0s4, 1.0 g-L1; CaCl2-6H20, 1.0 g-L*; MgCl2-7H20, 1.8 g-L;
sodium lactate, 7.0 mL-L?; yeast extract, 1.0 g-L?*; ascorbic acid, 0.1 g-L%;
FeS04-7H20, 0.5 g-L!; agar, 1.0 g-L ). The pH was adjusted to 7.6 with NaOH
solution, and before the use, 4.0 mL-L! of a 0.025% resazurin solution previously
filtered in a 0.22 pum membrane filter, was added.

5.2.2.8. Enrichment of SRB and APB from produced water samples

APB and SRB consortia were enriched in specific media for 21 days at 35°C
(average oilfield temperature). APB and SRB consortia were transferred weekly (10%
(v/v)) to sterile sealed bottles containing Phenol Red Glucose Broth and Postgate E,
respectively. After inoculation with SRB or APB consortia, a layer of mineral oil was

added to maintain the anaerobic environment.

5.2.2.9. Minimum Inhibitory concentration (MIC) of biocides against SRB and
APB

To evaluate the resistance of the consortia against glutaraldehyde, DBNPA,
THPS and ADBAC, MIC analyzes were carried out. Concentrations of 25, 50, 100,
250 and 500 mg-L™* of the biocides were added in 96-well microtiter plates (SCHUG
et al., 2020) containing specific culture medium and an inoculum of 1x10° cells/mL,
qguantified by a luminometer (Photonmaster, Luminultra) using a specific reagent kit
(ATP Quench Gone Aqueous Kit, Luminultra). A positive control of each consortium
was used for the validation of the test. The bottles were incubated in an anaerobic jar

with an anaerobiosis generator (Anaerobac, Probac, Brazil) for 72 h at 35°C.
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5.2.3. Results and discussion

5.2.3.1. Produced water characterization

In the O&G industry, produced water is the term used for water emulsified with
oil during the extraction process, and due to the large volumes generated, it is
considered one of the most important effluents in O&G. In 2009, the world generation
of produced water was estimated to be >70 billion barrels per year. In Brazil, the
average generation is approximately 224 million barrels per day (AGENCIA
NACIONAL DO PETROLEO, 2020). Worldwide, the volume of produced water is
increasing due to the maturation process of reservoirs and the greater number of
production fields (DICKHOUT et al., 2017; AL-GHOUTI et al., 2019a).

Produced water presents a variable composition according to the geographic
location of the field, age and depth of the well, composition of the oil, and extraction
method (AL-GHOUTI et al., 2019a). Despite the proximity of the onshore fields where
the samples were collected (Figure 1), their chemical and biological characteristics
were very distinct. Onshore 1, approximately 50 km from Onshore 2, showed higher
salinity and sulfate contents but lower pH and microorganism concentrations. The
offshore samples presented more similar characteristics (except sulfate content), as
expected, since they were collected from the same platform but different wells (Table

S1 - supplemental material).
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Figure 1. Map of Brazil with detailed locations of the sample collection points in Bahia
State (right) and Rio de Janeiro State (botton). Created using the component ArcMap

from the software ArcGIS 10.6.1 (https://www.arcgis.com/).
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5.2.3.2. Composition of the bacterial communities from produced water

samples

The sequencing produced a total of 438,361 sequences from the produced
water samples. After removal of primers, sequences not belonging to the
hypervariable V4 region, preclusters and chimeras, 263,241 sequences were used
for taxonomic identification. Using Mothur for removal, 258,741 bacterial sequences
were filtered, of which 29,929 were unique sequences. A total of 2,636 OTUs were
obtained, covering a maximum distance of 3% for the 16S rRNA gene. The coverage
was evaluated by a rarefraction curve (Figure S1A — supplemental material), where a
trend in the reduction of the curve slope was observed, demonstrating that the
majority of OTUs were sampled but sometimes not detected. Figure S1B
(supplemental material) shows the results of alpha diversity analysis carried out in the
samples. Indications of alpha diversity showed significant differences (p <0.0001)
between the collection sites. The Chao 1 index showed that most samples presented
differences, except Offshore 1a and Onshore 1 (p = 0.8471). The Shannon index did
not show significant differences between the samples (p>0.9999). These data
demonstrate that bacterial communities do not share rare species in an expressive

way. OTUs from archaea were found in low number (less than 0.1%) in the samples.

Similar to the physical-chemical characteristics, the microbiome of produced
water changed according to the sample collection location. However, some
microorganisms with important ecological roles have been frequently reported.
Sulfate- and sulfur-reducing, acid-producing, thermophilic, halotolerant and halophilic
bacteria are the most common groups comprising oil reservoir ecosystems (LI et al.,
2017b; RAJBONGSHI; GOGOI, 2021). Phyla and genera belonging to these groups
were also identified in the produced water samples evaluated in this study. Figure 2A
shows the relative abundance of bacterial phyla found in the samples. The results
demonstrate the presence of Desulfobacterota, Proteobacteria, Halanaerobiaeota,
Firmicutes and Campylobacterota as the most abundant phyla. The relative
abundance of genera can be seen in Figure 2B; Desulfoplanes (SRB), Halanaerobium
(APB), Syntrophotalea (sulfur-reducing), Halomonas (APB), Desulfonauticus (SRB),
Sulfurospirillum (sulfur-reducing) and Guyparkeria, also named Halothiobacillus

(sulfur-oxidizing), were predominant. The identification of these groups of
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microorganisms can be explained by the extreme conditions found in oilfields, such

as high sulfur derivative contents in water, high salinity, and high temperatures.
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Figure 2. Heatmap of taxonomic analysis at the phylum level (A) and genus level (B)

Among the microorganisms found in the samples, SRB are generally the main
target in biocidal treatments due to the negative impact caused by H2S generation
and increased corrosion rates (XU; LI; GU, 2016; MARCIALES et al.,, 2019;
JURELEVICIUS et al., 2021). Produced water normally provides favorable conditions
for the development of SRB due to the concentrated supply of sulfate and low oxygen
content (MUYZER; STAMS, 2008; ROYCHOUDHURY et al., 2013). All samples
evaluated in this study demonstrated a high abundance of SRB. These
microorganisms are able to use sulfate (SO4?) as an electron acceptor in dissimilatory
sulfate reduction for anaerobic respiration processes, generating H2S and other
byproducts (MUYZER; STAMS, 2008; QIAN et al., 2019).

In the analyzed samples, the sulfate content was highest in samples Onshore
1 and Offshore la (Table S1 - supplemental material). Although sulfate plays an
important role in the development of the SRB group, the sulfate content was not the
only factor affecting the microbiome. Other factors, such as salinity, geographic
location, and bacterial competition, influence the predominance of some genera over

others.

Similar to SRB, sulfur-reducing bacteria generate H2S but use only sulfur (S°)

and oxidized forms as electron acceptors (except sulfate). Bacteria from sulfur-
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reducing groups are able to grow through the dissimilatory reduction of elemental
sulfur to sulfide in a respiratory type of metabolism (FAUQUE; BARTON, 2012;
GOVIL et al., 2019) and are frequently found in extreme environments, such as coal
mine wastewater and heavy metal-containing waters (GUY RIEFLER et al., 2008;
SUN et al., 2019). Despite their similarities with the SRB group, sulfur-reducing
bacteria show important differences in taxonomy (WANG et al., 2018), suggesting
that organic substrates suitable for SRB may not be suitable for their growth (GUO et
al., 2019). This group of microorganisms seems to have a key role in the balance of
determinate microbiomes, but in most environments, especially in oilfield

wastewaters, their role remains unclear.

APBs such as Halanaerobium and Halomonas intrinsically enter seawater due
to their halophilic characteristics and are involved in corrosive processes (AN;
KUNTE; KOERDT, 2021; ELUMALAI et al., 2021; PROCOPIO, 2021; WANG et al.,
2021). Halanaerobium, predominant in Offshore 1la, is a strictly anaerobic and
moderately halophilic genus that requires NaCl concentrations between 30,000—
200,000 mg-L* for optimal growth (OREN, 2014). The role of APB microorganisms
in biocorrosion has been demonstrated, mostly due to their capacity for biofilm
formation (LIANG et al., 2014; ELUMALAI et al., 2021) and the production of acids
from sugars (MATA et al., 2002; RAJBONGSHI; GOGOI, 2021). In addition, studies
have demonstrated the synergistic role of APB in SRB biofilms, where the presence
of both groups enhances biofilm aggressiveness (XU; LI; GU, 2016; WANG et al.,
2020). Another APB identified in the Offshore 1a sample was Geotoga. Despite the
low relative abundance in this sample, Geotoga has been identified in oil reservoirs
(S. et al., 2021; SOLER et al., 2021) and fuel storage tanks (GONZALEZ-BENITEZ
et al., 2020).

Another abundant genus found in the analyzed samples was Syntrophotalea,
also named Pelobacter (VIGNERON et al.,, 2017; WAITE et al., 2020). The
Syntrophotalea genus consists of strictly anaerobic gram-negative bacteria whose
members are unable to ferment sugars, metabolizing only an extremely limited
number of substrates. This genus plays an important role in the fermentative
degradation of unusual organic matter, such as ethanol and butanol, and is able to
use sulfur (S°) as an electron acceptor in these reactions (SUN et al., 2019). In

addition, the association of Syntrophotalea species with methanogenic bacteria in the
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degradation of crude oil alkanes, an intrinsic substrate from oil reservoirs, was
observed (GRAY et al., 2011; VIGNERON et al., 2021).

A significant number of unclassified genera (38% in the four samples),
especially those collected from onshore fields, and the high number of OTUs
demonstrated the high complexity of the microbiome in produced water. In addition to
environmental factors, such as temperature, pressure and geographic location (AL-
GHOUTI et al., 2019a), the microbiome complexity may be influenced by the water

composition.

Figures 3 and 4 show CCA plots of phyla and genera, respectively, according
to the abiotic factors associated with the produced water composition that may
interfere with microbiome complexity (pH, sulfate, and chloride content). Samples
Offshore 1b, Onshore 1 and Onshore 2 showed correlations with the factors pH and
sulfate content. Desulfobacterota, the most representative SRB phylum found in the
four samples, was influenced by these two factors. In addition, although much less
abundant, some known APB phyla also demonstrated correlations with pH and sulfate
content (Fermentibacterota, Acidobacteriota and Acetothermia). In terms of genera,
pH was the most influential, and Desulfovibrio, Desulfoplanes and Desulfonauticus

were influenced by this factor.
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Figure 3. Ordination tri plot of canonical correspondence analysis (CCA) between

study sites and abiotic factors and phyla.
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Figure 4. Ordination tri plot of canonical correspondence analysis (CCA) between

study sites and abiotic factors and genera.

On the other hand, produced water is a complex matrix, where a small group
of abiotic factors cannot reduce all other influences. In this case, factors not evaluated
in this study may have contributed to the Onshore 1a microbial composition. Extreme
conditions, such as pressure and temperature, and even the selective pressure
caused by chemical agents applied in oil fields are examples of possible interfering

abiotic factors.
5.2.3.4. Functional characterization of the microbiome from produced water

Through the taxonomic abundance of OTUs, the metabolic abundances were
predicted. Despite a quite different microbiome taxonomy, the four samples showed

remarkably similar metabolic activities (Figure 5A).

As expected, primary metabolism, for maintenance of bacterial life, was the
most abundant in all samples; however, biosynthesis of secondary metabolites also
demonstrated substantial relative abundance. Secondary metabolites are produced
for survival under certain conditions, such as microbial competition for nutrients or
space and protection against abiotic stress (SINGH et al., 2019; YANG et al., 2021).
Secondary metabolites, such as pantothenate, fatty acids, prodigiosin, biotin,
cofactors and vitamins, inosine monophosphate, among others were predicted by

KEGG according to microbial composition data.
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Figure 5. Predictions using KEGG Database of functional abundance orthologous

classes (A) and genes involved in sulfur metabolism (B).

Other important metabolic activities found were quorum sensing, biofilm
formation, carbon, sulfur, nitrogen and methane metabolism, antimicrobial resistance,
and degradation of aromatic compounds. Quorum sensing and biofilm formation are
related to population density control and response to stress and can also be
associated with substrate limitation or other types of stress (PARSEK; GREENBERG,
2005; SIVAKUMAR et al., 2019). These metabolic activities have been described as
a trigger for biofouling in oil fields, causing damage to membrane units, clogging pipes
and harming systems and processes (MAH; O'TOOLE, 2001; VIKRAM; LIPUS;
BIBBY, 2016).



59

Carbon metabolism is essential for microbial growth due to its activity as an
electron donor for respiration, and it is incorporated into cells as biomass. Usually,
volatile fatty acids (VFAs) are the most common carbon sources in produced water,
but hydrocarbons, including aromatic compounds, have also been found (JOHNSON
et al., 2017). Initial hydrocarbon degradation presents high energy barriers to be
overcome due to the apolar C—H bond. Pelobacter, Desulfovibrio and other SRB are
part of complex communities involved in anaerobic degradation of hydrocarbons
under syntrophic conditions (RABUS et al., 2016).

Metabolism of sulfur and its derivatives has been frequently associated with
negative impacts in oil fields and can increase biosouring in oil reservoirs
(biosynthesis of H2S) (VIKRAM: LIPUS; BIBBY, 2016; JOHNSON et al., 2017;
PRAJAPAT et al., 2021). The main mechanism for H2S generation is the dissimilatory
sulfate-reduction pathway, where sulfate is converted to sulfite and then to sulfide by
an irreversible reaction. Additional studies suggest two possible alternative biosouring
mechanisms: 1) thiosulfate reduction, when the medium presents a low sulfate
content, or the presence of sulfate-reducing prokaryotes, and 2) sulfide generation
through hydrogen and formate metabolization, mostly by the Desulfonauticus genus
(PICENO et al., 2014).

Figure 5B shows the main metabolic pathways involved in sulfur metabolism
in the produced water samples evaluated in this study. The highest relative
abundances were observed for sulfate metabolism, sulfur amino acid synthesis and
thiosulfate metabolism, as expected. However, dimethyl sulfoxide (DMSO) reduction
seems to be an important method for anaerobic respiration in extremophiles (THUME
et al., 2018; MIRALLES-ROBLEDILLO et al., 2019).

Despite the low sulfate concentration of Offshore 1b (Table S1 — supplemental
material), the sample demonstrated the highest abundance of genes involved in
sulfate metabolism. This result was derived from the high abundance of the genus
Desulfoplanes in the sample (Figure 3). Possibly, an unknown specific condition was
promoting the growth of Desulfoplanes in Offshore 1b, for example, high
concentrations of alternative substrates. In addition to sulfate, Desulfoplanes can
metabolize fumarate, formate, lactate, and acetate (WATANABE; KOJIMA; FUKUI,
2015).
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According to OTU abundance, metabolic activities related to antimicrobial
resistance were present in all samples, with a relative abundance lower than 2%
(regarding the total metabolic activities; data not shown). Analyzing the gene
ontologies belonging to the observed OTUs, some similarities and differences can be

observed among the samples (Table 1).

Table 1. Prediction by KEGG Orthology of the relative abundance of antimicrobial

resistance genes in produced water samples.

Metabolic Predicted Relative Abundance (%) *
process gene Offshore 1a  Offshore 1lb  Onshore 1 Onshore 2
AcrA 5.54 6.52 12.88 6.49
AcrB 4.90 6.06 9.55 5.84
TolC 3.39 0.71 8.03 2.82
Efflux mechanisms AdeA - - 0.02 0.01
AdeB - - 0.02 0.01
AdeC - - 0.08 0.01
OprM - - 0.27 0.73
mrcA 7.20 8.81 12.48 7.67
Target modification mrdA 7.07 8.85 11.44 7.58
ftsl 4.10 5.97 8.64 5.86
o ALDH 4.04 3.39 - 3.96
Modification/degra
) ampC - - 0.11 0.03
dation of
o _ ampG 1.71 0.68 4.68 1.49
antimicrobial
penB 1.39 0.01 1.02 0.76
compounds
blaz - - 0.46 -

1 Abundance relative to total antimicrobial resistance mechanisms.

Antimicrobial efflux mechanisms were present in the four samples and can
include several types of efflux systems. The resistance-nodulation-division system
(RND) operates as part of a tripartite system and is found ubiquitously in bacteria,
archaea, and eukaryotes. RND pump ontologies, such as AcrA/AcrB/TolC,
MexAB/OprM and AdeABC systems, were widely found in microorganisms from
produced water samples. These systems can extrude multiple antimicrobials using
energy conversion from the proton motive force due to their broad substrate specificity
(POS, 2009; YOON et al., 2016; AUDA; ALI SALMAN; ODAH, 2020). Vikram et al.,

2015 described efflux systems as the main resistance mechanism used by
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Pseudomonas fluorescens biofilms against glutaraldehyde. A comparison of the
response to biocides of glutaraldehyde- and PBS-exposed biofilms at the
transcriptomic level revealed the induction of genes related to RND systems and ABC
transporters (VIKRAM; BOMBERGER; BIBBY, 2015).

Mechanisms related to target modification identified in the microbiome of
produced water samples are derived from penicillin-binding proteins (PBPs), which,
in addition to their role in cell wall synthesis, precisely in peptidoglycan crosslinking,
are membrane-associated macromolecules that play key roles in resistance
mechanisms (MACHEBOEUF et al., 2006). These enzymes are targets of B-lactam
antibiotics, but conformational modifications can lead to the nonrecognition of the
active site by antibiotics and, consequently, to antimicrobial resistance. PBP
ontologies found in the samples indicated higher abundances of the genes mrcA,
mrdA and ftsl. Despite the cross-resistance between antibiotics and biocides being
studied (CANDIDO et al., 2019), the role of PBP in resistance to biocides, specifically

in oil fields, remains unclear.

The modification/degradation of antimicrobials by microorganisms can occur
through the action of enzymes such as aldehyde dehydrogenase (ALDH), which
catalyzes the oxidation of aldehydes, commonly present in biocides, to carboxylic
acids. These enzymes are also involved in several other important metabolic
processes, including glycerol production and ethanol oxidation (SINGH et al., 2013).
ALDHSs from different microorganisms show different substrate specificities but are
able to degrade biocides such as glutaraldehyde and formaldehyde
(JAUREGUIBEITIA et al., 2007; GOMEZ-MANZO et al., 2010). For these reasons,
microorganisms able to produce ALDH enzymes should present advantages in terms

of intrinsic resistance against aldehyde-based biocides.

Although present in lower abundance in most samples, B-lactamases, uniquely
responsible for B-lactam degradation and resistance, were also present. Genes
codifying B-lactamase classes A, B, C and D were found, but those codifying classes
C and D demonstrated the highest abundances in the microbiomes.

In general, the microbiome from produced water samples demonstrated a huge
variety of pathways involved in primary and secondary metabolism. Studies have
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shown that microorganisms found in oil fields carry out extremely complex “cross
feeding” among them named anaerobic syntrophy (MCINERNEY; SIEBER;
GUNSALUS, 2009; RABUS et al., 2016; ELUMALAI et al., 2019). Due to these
microbial interactions and diverse microbiomes, oilfield microorganisms have an
interdependent lifestyle, which must be deeply studied to fully understand their

metabolic activities.
5.2.3.5. Biocidal resistance of SRB and APB consortia

SRB and APB consortia from produced water samples were previously
enriched in specific media, except consortia from Offshore 1b and Onshore 1, which
did not present cultivable SRB or APB or cultivable SRB, respectively. MICs of
biocides commonly applied in produced water treatment (50% glutaraldehyde, 50%
THPS, 50% DBNPA and 50% ADBAC; active contents were equalized to facilitate the

analysis) were applied to the SRB and APB consortia.

Table 2 shows the MIC results, where the different behaviors of the
consortia against the biocides can be observed. The SRB consortia demonstrated
higher susceptibility to glutaraldehyde and THPS, but at different levels. Offshore 1a
presented a lower MIC during glutaraldehyde exposure (<25 mg-Lt), while Onshore
2 presented reduced susceptibility to glutaraldehyde and THPS (MIC = 100 mg-L™,
for both molecules). In general, SRB consortia were less susceptible to DBNPA and
presented resistance against ADBAC. SRB resistance to ADBAC and other
guaternary ammonium compounds has also been reported in several studies (LEE et
al., 2010; XUE; VOORDOUW, 2015; SENTHILMURUGAN et al., 2019) but needs
further study.
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Table 2. MIC of glutaraldehyde, THPS, DBNPA and ADBAC against APB and SRB consortia from produced water samples in

Postgate E medium (for SRB) and Phenol Red Glucose Broth (for APB). +, positive growth; -, negative growth.

Biocide

SRB

APB

Concentration
(mg-L™)

Offshore la

Onshore 2

Offshore la

Onshore 1

Onshore 2

Positive control

0

Glutaraldehyde 50%

25
50
100
250
500

+ o+ |+

THPS 50%

25
50
100
250
500

DBNPA 50%

25
50
100
250
500

+ o+ F|+F o+ |+ + |+

+ + |+ + + A+ |+ + 4+ |+

+ o+ H|+F o+ [+ o+ |+

ADBAC 50%

25
50
100
250
500

+ o+ + + [+ + + + o+

+ + + +

+ + + + +

+ +
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High levels of APB resistance were reported, and unlike for SRB, only DBNPA
and ADBAC showed effectiveness at the tested concentrations. Glutaraldehyde and
THPS required concentrations above 500 mg-L* to exert bacteriostatic effects on the
APB consortia.

The use of alternative biocides can reduce microbial resistance, changing the
biocidal mechanisms to control microorganisms. Green molecules are becoming a
new trend due to their lower environmental impact and renewable sources. Natural
oils such as lemon (SOUZA et al., 2017), nem (PARTHIPAN et al., 2017), and clove
oils (PURWASENA et al., 2020; PARTHIPAN et al., 2021) and plant extracts such as
those of green tea (MD ZAIN; HAIRUL SALLEH; ABDULLAH, 2018) and garlic (MD
ZAIN; HAIRUL SALLEH; ABDULLAH, 2018), amino acids (LI et al., 2016) and
biosurfactants (PARTHIPAN et al., 2018) have all been successfully evaluated
against oilfield microorganisms and biofilms. Another way to broaden the
effectiveness of water treatment is the use of synergistic molecules, especially those

with different modes of action or cell targets.

For all tested waters, it is expected that the biocide treatment frequency can
be reduced if treatments are combined with other mitigation strategies such as
mechanical cleaning that can disturb the biofilms and thereby increase accessibility
of biocides to the microorganisms. These results can be further validated by
implementing the recommended treatment strategies in the field. For all tested waters,
it is expected that the biocide treatment frequency can be reduced if treatments are
combined with other mitigation strategies such as mechanical cleaning that can
disturb the biofiims and thereby increase accessibility of biocides to the
microorganisms. These results can be further validated by implementing the

recommended treatment strategies in the field.

5.2.4. Conclusions

This study revealed the high diversity of extremophiles in the produced
water microbiome, even in the samples collected from the same platform. Despite the
diversity, SRB, APB and sulfur-reducing bacterial groups were found with high

abundance in the four samples. Functional characterization of gene ontologies
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predicted for the microbiomes demonstrated similar activities, mostly due to the
similar nature of the samples. In terms of resistance, the SRB and APB consortia
enriched from produced water samples demonstrated varied resistance levels to
biocides commonly used in water treatment, indicating a specific taxonomic response
to each biocide, and reinforcing the idea of the necessity of combined treatments (with
more than one molecule) or new molecules to broaden treatment effectiveness. To
confirm the findings found in this study, further evaluations to identify the bacterial
composition of SRB and APB consortia need to be carried out in addition to further

resistance studies.

5.2.5. Supplementary information

Table S1. Composition of produced water samples according to physical-chemical

characteristics and microbial concentration.

. _ Chlorides  Sulfate
Sample Location Collect point pH Cells/mL
(mg-L%)  (mg-L™)

Water station
OnShOt’e 1 Bahia state 84,000 2,342 5.8 8.5 x 104
entrance

. Water station
Onshore 2 Bahia state 26,550 692 6.7 1.2 x 10°
entrance

Rio de Janeiro Production
Offshore 1a 38,150 3,314 6.6 2.2 x 107
state header A

Rio de Janeiro Production
Offshore 1b 30,250 983 6.6 4.2 x 107
state header B
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Figure S1. Bacterial abundance and diversity in the produced water samples. A)
Refraction curves of the collection site by the number of sequences. Operational
taxonomic units with a maximum distance of 3% for the 16S rRNA gene. B) Alpha
diversity (observed richness, Chaol and Shannon). Different letters represent

significant changes between the groups.
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RESUMO

A diversidade da populacdo bacteriana em campos de petroleo depende das
condicdes fisico-quimicas da 4gua produzida. No entanto, alguns grupos bacterianos
sdo considerados intrinsecos aos campos de petréleo, como as bactérias redutoras
de sulfato (BRS), e o controle de biofilmes heterogéneos de BRS em superficies de
tanques e dutos € um desafio. Para explorar esta questéo, trés consorcios de BRS
cultivados a partir de amostras de agua produzida foram usados neste estudo, suas
composic¢des taxondmicas foram avaliadas, bem como suas respostas a exposicdo a
diferentes biocidas. Analises de concentracdo inibitéria minima (CIM) foram
correlacionadas com vias relacionadas a resisténcia a biocidas previstas nos
consércios. Os consércios foram expostos aos biocidas sulfato de
tetraquis(hidroximetil)fosfénio (THPS), glutaraldeido, cloroxilenol (PCMX) e a mistura
comercial DEFENDER OG 327B, e a inibicdo e erradicacdo dos biofilmes foram
avaliadas. Os trés consorcios apresentaram diferentes composicfes bacterianas, mas
a presenca de bactérias produtoras de acido (BPA) associadas as BRS foi
amplamente identificada. A perda de diversidade nos consorcios em relagéo a agua
produzida demonstrou a dificuldade de crescimento das BRS em condi¢cdes de
laboratorio. A exposicdo de BRS planctdnicas e sésseis a biocidas gerou respostas
diferentes de acordo com a concentracdo do biocida e o consorcio testado. A Unica
tendéncia foi identificada durante a exposicdo ao THPS, especialmente na
concentracdo mais alta (2xMIC), que aumentou 2,62, 1,97 e 2,46 vezes a formagao
de biofilme por CON1, CON2 e CON3, respectivamente, em comparacdo com um
biofilme sem qualquer exposi¢ao a biocidas. Com base nesses achados, este estudo
demonstra a variabilidade na resposta de biofilmes aos biocidas de acordo com a
origem dos consorcios. Além disso, os resultados mostraram que nao ha correlacao
direta entre o aumento da concentragdo do biocida e a eficiéncia na inibicdo e/ou

erradicacao dos biofilmes.

Palavras-chave: biocida, biofilmes, bactérias redutoras de sulfato, agua
produzida, petréleo
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5.3.1. Introducéo

Os campos de petréleo podem ser considerados ambientes extremos,
propensos ao desenvolvimento de grupos bacterianos que dependem de condicdes
anoxicas e de alta salinidade (PEREIRA; PILZ-JUNIOR; CORCAO, 2021). Esse
microbioma anaerdbico € responsavel por importantes problemas na area de
petréleo, sendo as bactérias redutoras de sulfato (BRS) um dos grupos associados
a esses problemas mais estudados (NASSER et al., 2021). BRS s&o conhecidas por
gerar grandes quantidades de Hz2S durante o metabolismo de redugéo de sulfato
através de vias de respiracdo anaerobia (XU; LI; GU, 2016), podendo diminuir a
gualidade do 6leo, aumentar a biocorrosao e outros problemas relacionados a saude

ocupacional dos operadores em campo (NASSER e outros, 2021).

BRS podem formar biofilmes multicamadas em simbiose com bactérias
produtoras de acido (BPA) (XU; LI; GU, 2016), arqueias metanogénicas (SHI et al.,
2020) e possivelmente outros grupos ainda nao estudados. A presenca desses
biofilmes heterogéneos pode reduzir a eficiéncia dos biocidas utilizados no controle
microbiano devido a dificuldade de atingir as camadas mais profundas (JENNEMAN;
DE LEON, 2022). No entanto, a dindmica de resposta dos biofiimes aos biocidas
ainda nao é completamente compreendida. Um estudo demonstrou o aumento da
formacdo de biofilme apds a exposicao ao sulfato de tetraquis(hidroximetil)fosfénio
(THPS) por Desulfovibrio hontreensis (XU et al., 2022), indicando que essa
correlacdo entre a exposi¢ao ao biocida e o controle do biofilme pode nao ser linear.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a existéncia de correlagédo entre
concentragao de biocida e controle de biofilmes em consorcios heterogéneos de BRS
originados de amostras de agua produzida. Foram avaliados biocidas utilizados na
industria de Oleo e gas (THPS e glutaraldeido) e outras alternativas (cloroxilenol
(PCMX) e a mistura comercial DEFENDER OG 327B).
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5.3.2. Materiais e Métodos
5.3.2.1. Meio de cultura

O meio Postgate B modificado (POSTGATE, 1984; MCKENZIE; HAMILTON,
1992) (KH2POs4, 0,5 g-L%; NH4CI, 1,0 g-L; Na2S04, 1,0 g-L-1; CaCl2-6H20, 1,0 g -L°
1 MgCl2-7H20, 1,8 g-L*; lactato de sddio, 7,0 mL-L™!; extrato de levedura, 1,0 g-L%;
acido ascorbico, 0,1 g-L'; FeSO4-7H20, 0,5 g-L*) foi utilizado para o crescimento
dos consorcios. O pH foi ajustado para 7,6 com solucdo de NaOH. Solucao de
resazurina (0,025% p/v) 4,0 mL-L-1 foi adicionada como indicador de oxigénio. O
meio foi purgado com N2 (1 h por L) para reduzir o teor de oxigénio. O meio foi dividido
em frascos de 30 mL, lacrados com tampas metalicas e esterilizados (15 min, 121°C).
Antes do uso, foram adicionados 300 pL de solu¢éo de tioglicolato de sddio 124 g/L

previamente filtrada em membrana de 0,22 um para ajuste do potencial redox.
5.3.2.2. Enriquecimento dos consércios de BRS

Trés consoércios (CON1, CON2 e CON3) foram obtidos a partir de trés
diferentes amostras de 4gua produzida coletadas em campos de petroleo brasileiros.
CON1 e CON2 foram obtidas de 4gua produzida de campos offshore (22°32'48.6"S
40°04'02.6"W e 12°40'04"S 38°33'03"W, respectivamente). CON3 foi cultivado a
partir de 4gua produzida de um campo onshore (22°34'54.2"S 40°19'46.2"W). CON1
e CONS foram utilizados pela primeira vez em um estudo anterior (PEREIRA; PILZ-
JUNIOR; CORCAO, 2021). Uma aliquota de 10% (v/v) de cada amostra foi
adicionada a frascos selados contendo meio de cultura Postgate B modificado,
incubados a 35°C por 21 dias e transferidos semanalmente (10% (v/v)), para novos
frascos estéreis, também contendo meio Postgate B modificado, para o

enriquecimento.
5.3.2.3. Analises taxondmicas e predicéo funcional
5.3.2.3.1. Sequenciamento do gene 16S rRNA

Os trés consoércios foram enviados para a empresa Neoprospecta Microbiome
(Santa Catarina, Brasil) para extracdo de DNA, amplificacdo do gene 16S rRNA e
posterior sequenciamento do amplicon. A extracdo de DNA e a preparacdo da

biblioteca seguiram um protocolo proprietario. Basicamente, o DNA foi extraido
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manualmente usando esferas magnéticas com um protocolo desenvolvido
internamente. O DNA total obtido por cada extracdo foi quantificado usando o
fluorémetro Qubit (Thermo Fisher Scientific, EUA).

A regido V3/V4 do gene 16S rRNA foi amplificada com os primers 341F (5' —
CCTACGGGRSGCAGCAG-3) e B806R (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3")
(WANG et al., 2009; CAPORASO et al., 2011). As bibliotecas de amplicons foram
sequenciadas no MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., EUA), usando kits V3. As
sequéncias brutas foram avaliadas quanto a sua qualidade no software FastQC
(versdo 0.11.8) (ANDREWS, 2010). As sequéncias foram depositadas no banco de
dados NCBI SRA e estao acessiveis sob BioProject ID PRINA913889.

A andlise das sequéncias foi realizada usando o pipeline Mothur (1.46.1)
(SCHLOSS et al., 2009). As sequéncias foram alinhadas e classificadas de acordo
com sua taxonomia utilizando o banco de dados SILVA versédo 138.1 (YILMAZ et al.,
2014). A a-diversidade foi avaliada por meio dos indices de Simpson e Shannon
através do numero de unidades taxondmicas operacionais (OTUs). Para verificar
possiveis diferencas estruturais nas comunidades bacterianas, uma ANOVA two-way
e um teste de Tukey subsequente foram usados entre os indices. A plotagem do
perfil taxondmico foi construida em R, usando os pacotes "reshape2"”, "tidyverse" e
"RColorBrewer", usando dados de abundancia relativa, para fins de comparacéo
(CHAPPIDI; VILLA; CANTAREL, 2019).

5.3.2.3.2. Predic¢ao funcional

As andlises foram realizadas por meio do pipeline QIIME 2 2019.10 (BOLYEN
et al., 2019). As sequéncias fastq geradas foram filtradas por qualidade através do
plugin g2-demux e DADA2 (CALLAHAN et al.,, 2016). A tabela contendo as
sequéncias variaveis (ASVs) foi usada para inferir as vias metabdlicas através do
pipeline PICRUST2 (YE; DOAK, 2009; LOUCA; DOEBELI, 2018; BARBERA et al.,
2019; CZECH; STAMATAKIS, 2019; DOUGLAS et al., 2020). As rotas foram
comparadas com o banco de dados MetaCyc (KARP; CASPI, 2011; CASPI et al.,
2014, 2020) onde foi possivel estabelecer o perfil de cada rota metabdlica em
diferentes niveis. Para analisar as rotas separadamente foi utilizado o software
STAMP versao 2.1.3 (PARKS et al., 2014). Diferencas significativas no perfil
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funcional entre os trés consorcios foram analisadas por meio de ANOVA two-way (p
> 0,999).

5.3.2.4. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos biocidas

Quatro biocidas foram escolhidos para avaliar a resposta dos consorcios:
sulfato de tetraquis(hidroximetil)fosfénio (THPS; CAS 55566-30-8), glutaraldeido
(CAS 111-30-8), cloroxilenol (PCMX; CAS 88-04-0) e a mistura comercial
DEFENDER OG 327B (mistura comercial fornecida pela Dorf Ketal Brasil Ltda.). O
teor de ativo (m/m) dos biocidas foi igualado de acordo com a concentracdo nos
produtos para permitir comparacées entre eles. Agua destilada foi utilizada como

solvente de dilui¢ao.

A CIM dos dois biocidas utilizados em indastrias de petréleo (THPS e
glutaraldeido) e dos dois biocidas alternativos (PCMX e DEFENDER OG 327B) foi
avaliada para cada consorcio. Primeiramente, um pré-inéculo de 10% (v/v) de cada
consorcio foi adicionado a tubos contendo meio Postgate B modificado. Os tubos
foram incubados por 24 h a 35°C. Assim, 1% (v/v) de inéculo e diferentes
concentracOes dos biocidas foram adicionados a placas de microtitulagdo de 96
pocos contendo 200 pL do mesmo meio de cultura, conforme metodologia descrita
por Schug et al. 2020. Para a validacéo do teste foi utilizado um controle positivo de
cada consoércio, sem presenca de biocida, e foram realizadas triplicatas. As placas
de microtitulagdo foram incubadas em jarra de anaerobiose com gerador (Anaerobac,
Probac, Brasil) por 72 h a 35°C, e o crescimento foi indicado por um precipitado preto

observado no fundo do poco.
5.3.2.5. Formacéo e quantificacao de biofilmes

Os biofilmes foram formados em placas de microtitulacdo de poliestireno de
fundo plano estéreis de 96 pocos, com base na metodologia descrita em outro
trabalho (STEPANOVIC et al., 2007). Resumidamente, 20 pL de pré-indculo
(consércios incubados por 24 h a 35°C; descrito no item 2.4.) foram adicionados a
180 pL de meio Postgate B modificado em cada poco. As placas de microtitulacéo
foram incubadas em jarra de anaerobiose com gerador (Anaerobac, Probac, Brasil)
por 5 dias a 35°C.
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Apos o crescimento dos biofilmes, as placas de microtitulacdo foram lavadas
com solucao salina estéril (0,85% (m/v) NaCl) para remover as células nao aderidas.
Os biofilmes foram fixados com metanol 99% por 15 min. Apos a fixagéo, 200 uL de
solugéo de cristal violeta (2% (v/v)) foi adicionado aos pog¢os por 5 min. O excesso
de cristal violeta foi removido com agua destilada. Finalmente, os biofilmes foram
dissolvidos em 200 uL de etanol 95%, e a quantificacdo foi realizada em um
espectrofotometro com leitor de placas de microtitulacdo (Anthos Zenyth 200rt,
Biochrom Ltd.) usando 570 nm de comprimento de onda.

5.3.2.5.1. Inibicdo da formac&o de biofilmes

A inibicdo da formacdo de biofilmes foi avaliada usando as concentracdes
0,5xCIM, CIM e 2xCIM. O protocolo de formacdo e quantificacdo de biofilmes
descrito no item 2.5. foi seguido. Para esta avaliacdo, os biocidas foram adicionados
aos pocos previamente a formacéo do biofilme. As placas de microtitulacdo foram
mantidas a 35°C por 5 dias em jarra de anaerobiose com gerador (Anaerobac,
Probac, Brasil). As condigbes foram avaliadas em octuplicata e a inibicdo foi
calculada através da comparacéo da absorbancia dos controles positivos (biofilmes
sem exposicao aos biocidas) com os biofilmes formados durante a exposicdo aos
biocidas. Um controle negativo (somente meio de cultura) foi utilizado para a

validacdo do teste.
5.3.2.5.2. Erradicacgéao de biofilmes previamente formados

A eficacia dos biocidas na erradicacao de biofilmes formados durante 5 dias foi
avaliada. A formacéo e quantificacdo dos biofilmes foi realizada conforme item 2.5.
Apés a formacao do biofilme, o meio de cultura foi removido e os pogos foram lavados
com solucdo salina estéril (0,85% (p/v) NaCl). Os biocidas (CIM e 2xCIM) foram
adicionados aos pocos contendo o biofilme e uma matriz de agua do mar sintética
descrita na norma ASTM D1141. Os biocidas permaneceram em contato com 0s
biofilmes por 24 h a 35°C. As avaliagbes foram realizadas em octuplicata. Em seguida,
os biofilmes foram lavados e avaliados conforme descrito no item 2.5. Para calcular a
erradicacdo, cada condicdo foi comparada com o respectivo controle positivo
(biofilmes que ndo foram expostos a biocidas). Controles negativos (agua do mar
sintética e meio de cultura) foram usados para validacdo do teste.
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5.3.3. Resultados
5.3.3.1. Taxonomia e predic¢ao funcional

Apds o processamento dos dados, para os trés consoércios sequenciados,
foram utilizadas 709.397 sequéncias, distribuidas em 5.127 unidades taxondmicas
operacionais (OTU) com distancia maxima de 3% para o gene 16S rRNA. As analises
de alfa diversidade demonstraram diferencas significativas nos indices de Shannon
(F =1546, p <0,0001) e Simpson (F = 4624, p <0,0001) em todas as amostras (Figura
1).
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Figura 1. Analises de alfa diversidade (Shannon e Simpson) entre os consércios (****

representa p < 0,0001).

Em relacdo a composicdo taxonbmica, CON1 mostrou que o filo
Proteobacteria foi o mais abundante (75,84%), seguido por Desulfobacterota
(13,98%) e Firmicutes (5,93%). Em CON2, Proteobacteria também foi a mais
abundante (64,04%), mas Firmicutes (19,64%) demonstrou maior abundancia que
Desulfobacterota (5,86%). Em CON3, a dindmica de abundéancia em nivel de filo foi
alterada, sendo Firmicutes (28,55%) e Desulfobacterota (27,96%) os mais
representativos, e Proteobacteria foi menor em relacdo aos outros dois consorcios
(15,08%). Notavelmente, houve um aumento do filo Bacteroidota (10,83%) em CON3
(Figura 2A).
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Figura 2. Abundéancia relativa em nivel de filo (A) e nivel de familia (B) nos consorcios.

Em nivel de familia (Figura 2B), Enterobacteriaceae foi a mais abundante em
CON1 (37,59%), seguida por Desulfovibrionaceae (36,13%) e Clostridiaceae
(13,13%). Em CON2 a familia mais abundante foi Enterobacteriaceae (60,12%) e
Clostridiaceae (17,19%), com Dysgonomonadaceae aparecendo em 8,70% e
Desulfovibrionaceae em 5,81%. Para CON3, Desulfovibrionaceae demonstrou uma
abundancia de 50,32% e Enterobacteriaceae de 28,59%.

A predigéo funcional usando PICRUSt2 e comparando com o banco de dados
MetaCyc revelou 332 vias metabdlicas para os trés consorcios analisados. Para
facilitar a visualizacdo, as vias relacionadas a biossintese, degradacédo/ utilizacao/
assimilacdo, geracdo de precursores metabdlicos e energéticos, modificacdo de
macromoléculas e resisténcia antimicrobiana foram agrupadas de acordo com a
abundancia relativa de sequéncias.

A analise Two-way ANOVA ndo mostrou diferencas significativas para as vias
de biossintese entre os consorcios analisados (p > 0,999). As vias de biossintese de
transportadores, cofatores e vitaminas, aminoacidos e nucleosideos e nucleotideos
demonstraram a maior abundancia relativa de sequéncias. Para as vias de
degradacéao, nao foram observadas diferencas significativas entre as categorias (p >
0,999). As vias de degradacdo mais abundantes para os trés consércios foram
relacionadas a carboidratos e metabolitos secundarios.
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Considerando que ndo houve diferencas significativas quando as vias
metabdlicas foram agrupadas por categorias, as vias que apresentaram diferencas
significativas e outras vias que importantes para este estudo foram analisadas
(Figura 4). Vias relacionadas a fermentacédo, metabolismo do enxofre, resisténcia a
antibidticos e degradacdo de aldeidos foram selecionadas. Para essas vias
selecionadas, as maiores abundancias foram encontradas em CONZ2. A abundancia
das vias preditas estéa relacionada com a quantidade de informacdes disponiveis no
banco de dados para cada OTU, e microrganismos ambientais como BRS

apresentam consideravelmente menos estudos do que enterobactérias, por exemplo.

CODIGO METACYC

VIAMETABOLICA

PWY-5971 palmitate biosynthesis I

AEROBACTINSYN-PWY  aerobactin biosynthesis

PWY-6545 pynmidine deoxyribonucdieotides de novo biosynthesis 11l
PWY-7242 D-fructuronate degradation

PWY-1861 formaidehyde assimilation Il {assimilatory RuMP Cycle)
METHGLYUT-PWY superpathway of methylgiyoxal degradation
PWY-1622 formaldehyde assimilation | (serine pathway

PWY-6641 superpathway of sulfolactate degradation

RUMP-PWY formaldehyde oxidation |

PWY0-321 phenylacetate degradation | {aerobic)

PWY-6608 guanosine nucleotides degradation I

GLCMANNANAUT-PWY

superpathway of N-acetyiglucosamine, N-acetylmannosamine and
N-acetyineuramenate degradation

PWY-6071 superpathway of phenylethyfamine degradation

P461.-PWY hexitol fermentation to lactate, lomate, ethanol and acetate
PWY-1541 superpathway of taurine degradation

PWY490-3 nilrale reduction VI (assimdatory)

SULFATE-CYS-PWY superpathway of sulfate assimilation and cysteine biosynthesis
PWY0-1338 polymyxin resistance

PWY-6471 peptidoglycan biosynthesis IV

PWY-6470 peptidoglycan biosynihesis V (B-lactam resistance)
PWY-5304 superpathway of sulfur oxidation

PWY-3781 aarobic respiration | (cytochrome c)

P108-PWY pyruvate fermentation to propanoale |

P122.PWY helecolactic fermentation

P124-PWY Bifidobacterium shunt

P162-PWY L-glutamale degradation V (via hydroxyglularale)
P163-PWY fermentation (o acetate and butanoate

PWY-5677 succinale fermentation 1o butanoate

PWY-7013 propane-1.2-diol degradation

PWY-181 pholorespiration |

ANAEROFRUCAT-PWY
CENTFERM-PWY

homolactic fermentation
pyruvate fermentation 1o butanoate

P161-PWY acetylene degradation (anaerobic)

PWY-5022 4-aminobutanoate degradation V

PWY-5100 pyruvate fermentation to acetate and lactate ||
PWY-5676 CoA fermentaton 1o butanoale

PWY-7031 protein N-glycosylation

PWY-6700 queuosine biosynthesis | (de novo)

PWY0-1479 IRNA processing

PWY-5971 palmitate biosynthesis Il (type || fatty acid synthase)

CON!1

Numerode se%uéncias
0 20000

CON2

CON3

Figura 4. Predicao de vias metabdlicas relacionadas a fermentagéo, metabolismo do
enxofre, resisténcia a antibidticos e degradacdo de aldeidos com diferenca

significativa nos consorcios.
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5.3.3.2. Concentracdao Inibitoria Minima (CIM) dos biocidas

Os resultados de CIM do THPS, Glutaraldeido, PCMX e DEFENDER OG 327B
de cada consoércio foram apresentados na Tabela 1. Em geral, os resultados foram
variaveis, mas o glutaraldeido apresentou a menor CIM em CON1 e CON2, e o THPS

apresentou o maior CIM em todos os consorcios testados.

Tabela 1. CIM dos biocidas nos trés consorcios originados de amostras de agua

produzida.
Consoércio Biocida CIM (mg-L™)

THPS 100

Glutaraldeido 10

CONIT PCMX 50
DEFENDER OG 327B 50

THPS 90

Glutaraldeido 20

CON2 PCMX 30
DEFENDER OG 327B 50

THPS 90

Glutaraldeido 10

CON3 PCMX 5
DEFENDER OG 327B 60

5.3.3.3. Inibicdo da formacéo e erradicacao de biofilmes

A inibicdo da formacao de biofilmes apds a exposicao ao THPS, glutaraldeido,
PCMX ou DEFENDER OG 327B pode ser observada na Figura 5. O nivel de inibicéo

variou de acordo com o consoércio analisado, o biocida e sua concentragéo utilizada.

Uma correlacdo inesperada entre o aumento da formag&o de biofilmes e o
aumento da concentracdo de THPS foi observada nos trés consorcios testados
(Figura 5A). O THPS foi o unico biocida testado que apresentou essa correlagao nos

trés consorcios.

Embora o glutaraldeido seja um biocida comumente utilizado em campos de

petréleo, entre os consorcios analisados, apenas CON3 foi previamente exposto a
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esse biocida. Provavelmente devido a esse historico, quando exposto a maior
concentracdo de glutaraldeido esse consércio apresentou resposta semelhante ao

THPS (Figura 5B), de aumento da formacéo de biofilmes.

O PCMX foi o biocida com melhor resposta na inibicdo de biofilmes. Apesar
da variacao dos resultados de acordo com a concentracdo, ndo houve inducéo do da
formacédo de biofiimes em nenhuma dosagem. Considerando estes resultados, o

PCMX pode ser classificado como um biocida inibidor de biofilme (Figura 5C).

DEFENDER OG 327B (Figura 5D), desencadeou respostas diversas,
dependendo do consoércio. O biofilme CON1 apresentou resisténcia ao DEFENDER
OG 327B, independente da concentracdo utilizada. A formacdo de biofilmes do
CONZ2 foi induzida por concentracdes acima da CIM. A formacao de biofilmes pelo
CONS3 foi inibida nas trés concentragdes testadas.

1 80- 100~ == 0,5XCIM
Ll i ) ﬁ |E - CIM
T § . o {u . F 2 X CIM
* ! o
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E T
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5 3
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Figura 5. Inibicdo de biofilmes pelos consércios CON1, CON2 e CON3 através da
exposicdo ao THPS (A), glutaraldeido (B), PCMX (C) e DEFENDER OG 327B (D).
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A erradicacédo de biofilmes de 5 dias foi demonstrada na Figura 6. Todos 0s
biocidas testados demonstraram algum nivel de erradicacdo, mas o THPS
apresentou os melhores resultados em 2xMIC. Provavelmente o carater 4cido do
THPS, sintetizado pela reagdo quimica do gas fosfina com formaldeido aquoso na
presenca de acido sulfurico (HONGZHONG; XUSHENG; CHENG, 2005), tenha

contribuido para esses resultados.
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Figura 6. Erradicacdo de biofilmes de 5 dias pela exposi¢éo por 24 h ao THPS (A),
glutaraldeido (B), PCMX (C) e DEFENDER OG 327B (D).

5.3.4. Discussao

Observando a composicdo taxon6mica a nivel de filo, CON1 e CON2
(provenientes de campos offshore) compartilharam mais semelhancas do que CON3
(de um campo onshore). A nivel de familia, apesar da composicdo mineral especifica
do meio Postgate B modificado, uma diversidade consideravel foi identificada nos
trés consoércios. Os membros Enterobacteriaceae e Clostridiaceae podem ser
classificados como bactérias produtoras de acido (BPA). Enterobacteriaceae €
conhecida por estabelecer fortes interacdes simbibticas com BRS (KUSHKEVYCH,
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2019), tornando seu isolamento ainda mais dificil. A presenca de Enterobacteriaceae
nao é comum em agua produzida bruta, mas representantes dessa familia foram
identificados em campos de petrdleo somente apds o0 processamento e
armazenamento da agua produzida (SONG et al., 2019). A presenca dessa familia
esta fortemente associada as atividades antrOpicas, mas sua presenca na agua
produzida pode ser explicada pela mistura com outros dejetos aquosos em tanques,
como aguas pluviais e residuos de limpeza de plataformas. Outras familias como
Dysgonomonadeceae e Clostridiaceae também demonstraram abundéancia
significativa nos consorcios. Dysgonomonadeceae ndo € uma familia comum, mas
também foi mencionada em um estudo que analisou uma amostra de 6leo coletada
de um campo petrolifero iraquiano (SHLIMON et al., 2020). Neste estudo, as familias
Dysgonomonadeceae e Clostridiaceae foram descritas como dominantes e

possivelmente demonstrando algum tipo de relacéo

Curiosamente, quando o perfil taxonémico das amostras de agua produzida
gue geraram os consorcios foi previamente avaliado (Pereira, Pilz-Junior e Corcdo
2021), Desulfovibrionaceae ndo foi a familia de BRS mais abundante em Offshore
1A (CONL1) e, principalmente em Onshore 2 (CON3), onde essa familia era quase
indetectavel. Os resultados atuais demonstraram diferencas nos perfis microbianos
guando comparadas as amostras de agua produzida e seus respectivos consorcios.
A familia Desulfoplanaceae foi a mais abundante nas amostras de agua produzida
(PEREIRA; PILZ-JUNIOR; CORCAQ, 2021), mas poucos estudos foram encontrados
relatando seu crescimento em laboratorio (WATANABE; KOJIMA; FUKUI, 2015;
ZOUCH et al., 2017). Esses resultados trazem a tona a discusséo levantada por
WADE et al., 2023, relacionada a representatividade do uso de métodos
dependentes de cultura para avaliagdo de problemas microbioldgicos em campos de
petréleo, uma vez que grande parte das bactérias presentes em agua produzida nao

sao capazes de se desenvolver em meio de cultura.

Na tentativa de isolar as BRS presentes nos consorcios, foi utlizada a
metodologia descrita por Kushkevych, 2019. Na=S0Os (7,5 g-L-1) foi adicionado ao
meio Postgate B modificado como um inibidor de crescimento de géneros
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, incluindo também Bacteroides,
Pseudomonas e Clostridium. Cinco rodadas de isolamento foram realizadas; no

entanto, o isolamento das BRS néo foi atingido (dados ndo mostrados).
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A caracterizacdo funcional dos consorcios demonstrou abundancia
significativa de vias relacionadas a fermentacao e producéo de acidos graxos volateis
(AGV) (ANAEROFRUCAT-PWY, PWY-7013, PWY-5100, PWY-5676, entre outras).
Em geral, CON2 apresentou maior abundancia de vias relacionadas a essas fungoes,
seguido por CON1l e CON3. A presenca destas vias metabdlicas pode estar
relacionada a abundancia de Enterobacteriaceae (HARIRCHI et al., 2022). Por outro
lado, a abundéancia de vias relacionadas ao metabolismo do enxofre (PWY-5304,
SULFATE-CYS-PWY e SO4ASSIM-PWY) nao foi influenciada pela abundéncia da
familia Desulfovibrionaceae. Uma explicacdo € a selecdo, pelo meio Postgate B
modificado, de membros Enterobacteriaceae capazes de metabolizar derivados de
enxofre, embora tenham sido encontrados um numero limitado de estudos sobre
reducdo de sulfato por membros dessa familia (QIU et al., 2009; DE MATOS et al.,
2018).

O THPS é o biocida mais aplicado nos campos de petréleo brasileiros
(KORENBLUM et al., 2010). Sabe-se que o THPS inibe o crescimento de bactérias
planctdnicas, mas o efeito sobre células sésseis é menos discutido. Ja foi
demonstrada a reducéo de células planctonicas usando THPS (CIM 75 ppm) seguida
por um aumento na producéo de biofilme por Desulfovibrio hontreensis SY-21 (XU et
al., 2022). Além disso, o0 mesmo estudo demonstrou que a biocorrosdo aumentou

65% quando as células foram expostas a 65 ppm de THPS.

Neste estudo, a mesma tendéncia de aumento na formagao de biofilmes
induzida THPS relatada anteriormente foi identificada nos trés consorcios analisados
(Figura 5). Uma hipotese € a ativagdo dos mecanismos de resisténcia presentes em
bactérias pré-selecionadas durante a exposi¢cado a biocidas no campo de petréleo.
Esses mecanismos podem estar relacionados a resposta fenotipicas de exposicao
ao THPS, que ocorrem como consequéncia de mudangas temporarias na expressao
génica, como a inducdo de reguladores de biofime (MERCHEL PIOVESAN
PEREIRA; WANG; TAGKOPOULOS, 2020). Uma investigacao aprofundada precisa
ser conduzida para esclarecer os mecanismos que impulsionam a formacdo de

biofilmes induzida pela exposicdo ao THPS.

O PCMX é amplamente utilizado na &area de saude e cosméticos, por

apresentar menor toxicidade que outros biocidas, principalmente para humanos
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(GUESS; BRUCH, 1986). Essa caracteristica também pode ser explorada no
tratamento da agua produzida, para reduzir os problemas de exposi¢cao ocupacional,
criticos para os biocidas. Este estudo revelou resultados promissores do PCMX na
inibicdo de biofilmes, que podem estar relacionados ao modo de a¢cdo do PCMX. O
PCMX atua principalmente na desestabilizacdo da membrana celular, diminuindo a
fluidez da membrana, aumentando sua rigidez e causando ruptura (POGER; MARK,
2019). Um modo de acdo semelhante € encontrado em biocidas liticos, conhecidos
por seus efeitos em biofilmes. Porém, antes da aplicacéo efetiva na dgua produzida,
o0 PCMX necessita de melhorias quimicas devido a sua baixa solubilidade em agua
(330 mg/L aproximadamente), que pode gerar problemas relacionados a solidos em

suspensao, e até entupimento de linhas.

Jé o produto comercial DEFENDER OG 327B foi desenvolvido para aplicacdo
em agua produzida. Apesar da composicdo sinérgica mencionada do DEFENDER
OG 327B (segredo industrial), os resultados demonstraram baixa atividade de
inibicdo e erradicagéo de biofilmes. A baixa eficiéncia contra biofilmes pode n&o ser
estendida a células planctdnicas, uma vez que os resultados de CIM demonstraram
o efeito deste produto em células plancténicas, e este aspecto nao foi avaliado em
profundidade neste estudo. O tratamento a base de DEFENDER OG 327B requer

um produto antibiofilme para preencher as lacunas.
5.3.5. Concluséo

Este estudo demostrou que a diversidade de BRS encontrada em &agua
produzida ndo € mantida durante o processo de enriguecimento em meio de cultura.
Por outro lado, mesmo no meio mineral Postgate B modificado, as familias de BPA
Enterobacteriaceae e Clostridaceae foram encontradas em abundancia. Esses
achados reforcam a ideia de que existe uma forte relacéo sintréfica entre os grupos
BRS e BPA.

Em alguns casos, a exposicdo dos consorcios bacterianos a biocidas
utilizados em campos de petréleo induziu a formagéo de biofilmes. Essa tendéncia
de aumento da formacéo de biofilmes foi observada principalmente durante o uso de
THPS, mesmo em concentragbes acima da CIM. De maneira geral, os resultados

demonstram que ndo houve aumento da inibicdo de biofilmes atrelado ao aumento
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da concentracdo do biocida. Foram observadas variacdes na eficiéncia de acordo
com o biocida utilizado, sua concentracdo e o consorcio bacteriano, mostrando a
necessidade de considerar esses aspectos durante o planejamento de tratamentos
biocidas em campos de petrdleo.
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6. DISCUSSAO GERAL

Esta tese foi redigida no formato de artigos, conforme modelo proposto
pelo PPGMAA. A sequéncia de artigos apresentada foi definida conforme os
objetivos apresentados para o trabalho. Neste item, sdo discutidos os principais

achados de cada artigo e a relacéo com o objetivo principal.

O artigo 1 (“Improving the microbial control in oil fields from biocide
selection to monitoring tools: a review”) foi escrito com o objetivo de consolidar os
dados mais recentes disponiveis em literatura envolvendo aplicagcdo de biocidas na
industria de petréleo. O artigo foi submetido para o periodico internacional Petroleum
Science & Technology, bastante acessado por industrias da area. O artigo teve como
principais focos a explanacao sobre o impacto da aplicacao de biocidas no aumento
da resisténcia bacteriana abordando modos de acao de cada biocida e a discussao
sobre estratégias e ferramentas a serem utilizadas para aumentar a eficiéncia dos
tratamentos em campo. Diferente dos demais artigos de revisdo sobre a aplicacéo
de biocidas na industria de petroleo, esta revisdo demonstrou a importancia das
etapas de definicdo clara do objetivo e alvos microbianos do tratamento, selecéo dos
biocidas adequados em cada caso e monitoramento através de indicadores de
performance (KPI). Esse conjunto de etapas buscam reduzir o impacto gerado pelas

variaveis fisicas, quimicas e microbiologicas no resultado do tratamento.

Tratamentos padrdo com moléculas e concentracdes que ndo variam de
acordo com o cendrio sdo amplamente utilizados na industria de petréleo (CAMPA
et al., 2019). Com isso, na tentativa de aumentar a eficiéncia do tratamento, muitas
vezes sobredosagens de biocidas intrinsecamente toxicos sao aplicadas na agua
produzida. Além da questdo envolvendo o impacto ambiental desse volume
excedente de biocida no meio-ambiente, questdes de saude ocupacional dos
operadores da plataforma também preocupam. O impacto na populagéo bacteriana
também é uma incégnita. Carecem estudos relacionados ao comportamento da
populacao bacteriana da agua produzida a sobredosagens de biocidas, uma vez que
esta populacéo é variavel e apresenta diferentes niveis de suscetibilidade (KEASLER
etal., 2017; PEREIRA; PILZ-JUNIOR; CORCAO, 2021). Sobredosagens de biocidas
inadequados podem acabar selecionando uma populagédo bacteriana ainda mais

resistente e/ou induzindo a fenotipos de resisténcia, como a producao de biofilmes,
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gerando um problema secundario. O mesmo ocorre com a aplicacdo de
subdosagens. Muitas vezes, concentracfes insuficientes do biocida para um efetivo
controle populacional acabam sendo gatilhos para o aumento da resisténcia
bacteriana.

A fim de reduzir essa problematica, o artigo abordou a necessidade de o
planejamento do tratamento estar alinhado ao objetivo e da utilizacdo de ferramentas
adequadas para o monitoramento. Sabe-se que € necesséria a atualizacdo de
normas e a criacdo de protocolos modernos relacionados a avaliacdo de biocidas
utilizados na indastria do petrdleo (WADE et al., 2023). As praticas difundidas na
industria utilizam, em sua maioria, apenas técnicas dependentes de cultura como
diluicdo seriada e Numero Mais Provavel (NMP), porém essas técnicas ndo sao
suficientes para uma avaliagdo aprofundada dos microrganismos ou para a selecéo
das moléculas. Técnicas moleculares para a analise da composicdo da populacéo
microbiana, especialmente de bactérias, como o0 sequenciamento de 16S rRNA e
guantificacdo de microrganismos especificos através de RTPCR podem ser
utilizadas a fim de englobar nas analises aqueles microrganismos nao-cultivaveis que
podem desempenhar papeis chave nos problemas a serem solucionados em campo.
O alto custo de implantacdo associado a técnicas moleculares é um desafio, porém,
ainda assim, sdo um recurso a ser explorado em casos de histérico de resisténcia
microbiana a tratamentos previamente utilizados. Além disso, o custo inicial
associado a implantacéo destas técnicas, pode ser reduzido quando observados os
efeitos promissores na reducédo de custos associados a corrosdo, tratamentos de

efluentes e outras questoes.

Juntamente aos aspectos praticos de selecdo e monitoramento de
biocidas, este artigo trouxe informacfes sobre os mecanismos de resisténcia a
biocidas dos principais alvos bacterianos na industria de petréleo, BRS e BPA.
Nesses microrganismos, bombas de efluxo e formacéo de biofilmes sao os
mecanismos de resisténcia mais fortemente associados a exposicdo ao THPS,
ADBAC e glutaraldeido (VIKRAM; BOMBERGER; BIBBY, 2015; EL-AZIZI; FARAG;
KHARDORI, 2016; MAILLARD, 2018; XU et al., 2022). Entretanto, este é um tema
gue necessita de estudos mais aprofundados, ja que maior parte dos estudos

abordando resisténcia bacteriana a essas moléculas foi realizada com
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microrganismos da area da saude. A resisténcia de microrganismos ambientais a

essas moléculas é menos explorada.

Com base nas informacdes coletadas no artigo 1, os experimentos do
artigo 2 foram planejados, buscando-se responder as seguintes questdes: 1) quais
as diferencas na composi¢cado microbiana da agua produzida de plataformas onshore
e offshore brasileiras; 2) qual a influéncia de determinados fatores abidticos na
composicdo microbiana; e, por ultimo, 3) quais 0s niveis de resisténcia de BRS e
BPA presentes nessas amostras aos biocidas comumente utilizados para tratamento
de agua produzida. O artigo 2 intitulado “The impact of bacterial diversity on
resistance to biocides in oilfields” foi publicado no periédico internacional Scientific

Reports.

Para o estudo foram utilizadas quatro amostras de agua produzida, duas
coletadas em diferentes pocos da mesma plataforma offshore e as outras duas
coletadas em diferentes plataformas onshore. Foi possivel observar uma grande
variagdo na composicdo microbiana das amostras. Com isso, buscou-se uma
correlacdo entre a composicdo microbiana e os fatores abiéticos teor de cloretos
(salinidade), pH e teor de sulfato. Tanto as BRS, quanto as BPA presentes nas
amostras Offshore 1b, Onshore 1 e Onshore 2 demonstraram correlacdo com o0s
fatores pH e teor de sulfato. Na amostra Onshore 2 ndo houve correlacdo com
nenhum dos fatores analisados. E importante salientar que, apesar da conhecida
importancia destes fatores abibticos para o desenvolvimento microbiano, a agua
produzida € uma matriz complexa onde outros fatores ndo abordados neste estudo
podem estar influenciando majoritariamente a composicdo da amostra.
Curiosamente, dentre os trés fatores abidticos analisados, a salinidade obteve a
menor influéncia. Estudos anteriores demonstraram que a salinidade da agua
produzida pode variar de 0 — 270.000 mg-L* de CI' (JIMENEZ et al., 2018; AL-
GHOUTI et al.,, 2019b) e esse fator é um dos direcionadores da composicao
microbiana. Teoricamente, quanto maior a salinidade, menor a diversidade, contudo

nestes resultados, outros fatores se sobrepuseram a influéncia da salinidade.

Consoércios de BRS e BPA foram enriquecidos a partir das amostras de
agua produzida. Nao houve crescimento em meio de cultura de BRS e BPA

originadas da amostra Offshore 1b, e BRS da amostra Onshore 1, demonstrando a
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alta abundéncia de bactérias nao-cultivaveis. Os consorcios de BRS obtidos
demonstraram diferencas de suscetibilidade aos biocidas, sendo ADBAC o biocida
que apresentou a maior CIM (> 500 mg-L?), ndo sendo indicado isoladamente para
tratamento de BRS em campos de petrdleo. Sabe-se que combina¢des de outros
biocidas com ADBAC sao sinérgicas (GREENE et al.,, 2006), mas nao foram
avaliadas neste estudo. THPS, o biocida mais utilizado pela industria de petréleo no
Brasil, obteve variacdo de CIM entre os consorcios. Os consorcios de BPA, por sua
vez, demonstraram maior resisténcia no geral aos biocidas testados. Quando
considera-se que ambos 0s grupos bacterianos estédo presentes na agua produzida
e interagem sintroficamente (XU; LI; GU, 2016; DAWUDA; TALEB-BERROUANE;
KHAN, 2021), principalmente através de biofilmes, a questdo da resisténcia aos
biocidas torna-se ainda mais preocupante.

O artigo 3, nomeado “Enhanced biofilm formation after exposure to
biocides by heterogeneous consortia containing sulfate-reducing bacteria”, foi
submetido ao periddico internacional International Biodeterioration & Biodegradation.
O artigo buscou responder as seguintes questbes: 1) a composicdao de BRS
encontrada na 4gua produzida se mantém nos consorcios; 2) qual o comportamento
dos biofilmes formados por consércios de BRS provenientes de diferentes amostras
de agua produzida as variacées na concentracao de biocidas. Os consércios obtidos
no artigo 2 (Offshore 1A (CON1) e Onshore 2 (CON3)), foram utilizados e, para
enriquecer o estudo, também foi avaliado um consorcio adicional (CON2)
proveniente de uma amostra de agua produzida coletada em um campo de petréleo
diferente dos demais. Em relagdo aos biocidas, optou-se por avaliar o THPS por
tratar-se do biocida mais aplicado no Brasil (KORENBLUM et al., 2010), o
glutaraldeido, biocida mais aplicado no mundo (KAHRILAS et al., 2015), e duas
alternativas, uma combinag&o de biocidas comercial (DEFENDER OG 327B) e um

biocida sem registro de aplicacdo nesta area (PCMX).

Apos a analise taxondmica dos consorcios em meio de cultura, observou-
se a presenca de diversas familias, além das pertencentes ao grupo das BRS. Entre
essas familias, destacaram-se Enterobacteriaceae e Clostridiaceae, que séo
integrantes do grande grupo das BPA. A interacdo entre BRS e BPA j& foi relatada
anteriormente (XU; LI; GU, 2016; DAWUDA; TALEB-BERROUANE; KHAN, 2021),

mas a predominancia do grupo de BPA frente a BRS em meio de mineral Postgate
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B modificado levanta duas hipoteses. A primeira hipétese reforca a ideia da relacéo
da relacéo sintréfica entre os dois grupos, onde, devido a baixa disponibilidade de
nutrientes no meio, as BPA utilizaram o lactato como fonte de carbono e as BRS
utilizaram subprodutos de metabolismo produzidos por BPA como fonte de energia.
A segunda hipétese € de que as condi¢Bes de laboratorio, incluindo a composicao
do meio de cultura, ndo foram adequadas para permitir a predominancia das BRS,

cujo desenvolvimento é mais fastidioso em relacéo as BPA.

Nos trés consorcios analisados, dois dos quais tiveram a composi¢cédo da
agua produzida apresentada no artigo 2 (CON1 e CON3), somente uma familia de
BRS foi identificada, Desulfovibrionaceae. Por outro lado, nas amostras de agua
produzida correspondentes, foram identificadas ao menos trés familias de BRS:
Desulfoplaneaceae, Desulfohalobiaceae e Desulfovibrionaceae. Essa redugao na
diversidade de BRS em meio de cultura demonstra a importancia da associacao de

ferramentas moleculares na definicdo de tratamentos biocida.

Os trés consorcios foram expostos aos biocidas a fim de avaliar a inibicdo
e erradicacdo de biofiimes em diferentes concentracbes baseadas na CIM. Em
ambas as avalia¢les, diferentes comportamentos foram observados de acordo com
0 consorcio, 0 biocida utilizado e sua concentracdo. Esta variacdo de resultados
remete novamente a importancia da avaliacdo caso a caso antes do estabelecimento

de um tratamento biocida.

Curiosamente, em todos 0s consdrcios analisados, as sobredosagens de
THPS (2xCIM) induziram ao aumento na formagéao de biofilmes. Como o THPS é um
biocida amplamente utilizado em campos de petréleo brasileiros, existe a
possibilidade de as bactérias presentes nos consorcios ja terem sido submetidas a
pressao seletiva referente a exposicdo ao biocida em campo, pré-selecionando a
populacdo mais resistente. A CIM encontrada para o THPS vai de encontro com essa
suposic¢do, pois foi a mais alta dentre os biocidas testados em todos 0s consorcios.
A tendéncia de aumento da formacéo de biofilme pela exposi¢cdo ao THPS por uma
cepa isolada de BRS ja foi relatada anteriormente (XU et al., 2022), entretanto o
comportamento de consorcios heterogéneos contendo BRS a essa molécula é uma

novidade. A avaliacdo de consorcios neste caso € importante, pois se aproxima mais
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da realidade do campo do que a andlise de bactérias isoladas, principalmente quando

a dindmica de interaces entre 0s grupos bacterianos é considerada.
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7. CONCLUSAO

Através do artigo 1 foi possivel demostrar as lacunas existentes durante o
planejamento e execucdo de tratamentos com biocidas por parte da industria de
petréleo. As metodologias baseadas em cultura sdo as mais utilizadas para selecéo
e monitoramento de biocidas, porém pode-se demonstrar que necessitam de
complementacdo com outros meétodos que ndo dependem do crescimento de
bactérias, como os métodos moleculares. Além disso, sugeriu-se a implementacao
de dois ou mais KPI alinhados com o objetivo do tratamento para acompanhar a
eficiéncia em campo. Observou-se também a menor disponibilidade de dados
associados a aplicacdo de biocidas em campos de petréleo comparado a outras

areas, como industria de alimentos e saude.

O artigo 2 demonstrou a grande variacdo na composi¢cdo microbiana da
agua produzida de campos de petréleo brasileiros, variando mesmo em pocos de
petréleo vizinhos. A presenca quase indetectavel de archaea nas amostras de agua
produzida analisadas demonstrou a predominancia absoluta de bactérias. Dentre as
amostras analisadas, observou-se a maior diversidade bacteriana na agua produzida
de campos onshore, mas maiores estudos sao necessarios para comprovar este

achado.

Em relacdo aos fatores abidticos, a influéncia dos fatores pH e teor de
sulfato na diversidade bacteriana se sobrep6s a salinidade. Outros fatores abi6ticos
ndo analisados neste estudo também podem impactar na composicao bacteriana das
amostras, como temperatura e a presenca de produtos quimicos utilizados durante
a extracdo de petréleo, como inibidores de corrosdo e sequestrantes de H:2S.
Entretanto, os grupos BRS e BPA estavam abundantemente presentes em todas as

amostras analisadas, concluindo-se que séo intrinsecos a este ambiente.

Em relacdo aos biocidas, a CIM variou de acordo com a composi¢do dos
consorcios. No geral, as BPA demonstraram um maior nivel de resisténcia aos
biocidas comparado as BRS. Esses resultados demonstram a necessidade de
avaliacao das caracteristicas da agua produzida e a sua relacdo com a concentracao

de biocida a ser utilizada em campo.
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No artigo 3, quando comparadas a composicdo bacteriana da agua
produzida e seu respectivo consorcio de BRS notou-se uma importante perda de
diversidade. Essa perda de diversidade pode estar associada a incapacidade de
reproduzir as condi¢cdes encontradas em campo no laboratério, selecionando assim

as bactérias menos fastidiosas.

Em relacdo ao efeito dos biocidas em biofilmes contendo BRS, houve
variacdo nos resultados dependendo do consorcio e da concentracdo utilizada.
Pode-se comprovar que na maioria dos casos néo existe um ganho de eficiéncia com
0 aumento indiscriminado da concentracdo de biocida. Ao contrario, no caso do
THPS, por exemplo, existe um estimulo ao aumento da formacédo de biofilmes
relacionado ao aumento da concentracao. Além disso, o impacto ambiental causado
pelo aumento indiscriminado da concentracdo de biocidas na agua produzida e as
guestdes de saude ocupacional dos colaboradores expostos a estes produtos
corrobora com a ideia de que cada tratamento deve ser planejado e executado de

forma individualizada.

Este estudo demonstrou a necessidade de um olhar mais aprofundado
sob a aplicacdo de biocidas em campos de petrdleo, considerando as caracteristicas
fisico-quimicas e microbiolégicas da agua produzida. Estudos futuros relacionados
aos mecanismos de resisténcia de BRS e BPA aos biocidas, especialmente ao
THPS, e andlises moleculares do efeito dos biocidas sobre esses grupos bacterianos
sdo importantes e podem contribuir para o desenvolvimento de tratamentos com

menor impacto ambiental e na salde ocupacional.
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