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EFEITOS DE BIOCIDAS COMERCIAIS SOBRE BIOFILMES DE BAC'I:ERIAS
HALOTOLERANTES ISOLADAS DE AGUA PRODUZIDA DE PETROLEO

Autor: Thais Diehl
Orientadora: Profa. Dra. Gertrudes Cor¢ao

RESUMO

A agua produzida (AP) na indastria de petroleo possui caracteristicas tipicas
associadas as respectivas condigbes de armazenamento que possibilitam um
ambiente favoravel para o0 crescimento microbiano descontrolado. Bactérias
halofilicas sé@o frequentes nesse efluente e podem estar envolvidas na deterioragéo
de equipamentos e na formacdo complexa de aglomerados microbianos (biofilme).
Para tentar diminuir os danos causados pela presenca de microrganismos, a industria
petrolifera utiliza métodos quimicos e/ou fisicos de controle em AP, sendo o uso de
biocidas o mais frequente. Todavia, 0 emprego de biocidas costuma ocorrer sem
monitoramento adequado, podendo estimular mecanismos de adaptacao e resisténcia
bacteriana. Considerando que o estilo de vida na forma de biofilme pode proporcionar
as bactérias um aumento na resisténcia a antimicrobianos, em comparacao as células
de vida livre, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de formagéo
de biofilme por bactérias halofilicas isoladas de amostras de agua produzida offshore
na industria petrolifera, assim como investigar o perfil de suscetibilidade dessas
bactérias aos biocidas Glutaraldeido, sulfeto tetrakis (hidroximetil) fosfénio (THPS),
2,2-dibromo-3-nitrilopropionamida (DBNPA), cloreto de alquildimetilbenzilamonio
(ADBAC), Bronopol e 3,3’-methylene bis (5-methyl oxazolidine) (MBO), bem como,
comparar a eficacia desses biocidas em resposta aos biofilmes formados. Para o
isolamento bacteriano, utilizou-se o meio de cultura Caldo Marinho e a identificacao
realizada por MALDI-TOF. A capacidade de formacdo de biofilmes e analise de
respostas aos biocidas foram avaliadas por crescimento em microplacas de
poliestireno associado a andlise da concentracdo inibitéria minima (MIC) por
microdiluicio em caldo. Este estudo revelou um predominio de bactérias
halotolerantes, as quais demonstraram uma elevada capacidade de aderéncia em
microplacas. Além disso, constatou-se a presenca de espécies halotolerantes
envolvidas na biocorrosdo do aco carbono. A exposicdo aos biocidas revelou
respostas distintas em relacdo a MBIC (Concentracgdo inibitoria minima de biofilme),
tanto entre as diferentes espécies isoladas quanto nos consércios das amostras
analisadas. Em geral, os biocidas Bronopol e ADBAC mostraram uma eficiéncia
superior na eliminacéo dos isolados em forma de biofilme, comparados aos demais
biocidas investigados. Foi observado um significativo aumento na MBIC sobre a MIC,
refletindo a ampla tolerancia dos isolados aos biocidas. As variacdes encontradas na
MBIC entre as amostras destacam a necessidade de abordagens de monitoramento
especificas.
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EFFECTS OF COMMERCIAL BIOCIDES ON HALOTOLERANT BACTERIA
BIOFILMS ISOLATED FROM OIL PRODUCED WATER
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ABSTRACT

The water produced (PW) in the oil industry has typical characteristics
associated with its storage conditions that provide a favorable environment for
uncontrolled microbial growth. Halophilic bacteria are frequent in this effluent and can
be involved in the deterioration of equipment and the complex formation of microbial
agglomerates (biofilm). In an attempt to reduce the damage caused by the presence
of microorganisms, the oil industry uses chemical and/or physical control methods in
PW, the most common of which is the use of biocides. However, the use of biocides
often occurs without adequate monitoring and can encourage bacterial adaptation and
resistance mechanisms. Considering that the biofilm lifestyle can provides bacteria
with increased resistance to antimicrobials compared to cells that are free-living, the
main objective of this work was to evaluate the biofilm-forming capacity of halophilic
bacteria isolated from offshore produced water samples in the oil industry, and to
investigate the susceptibility profile of these bacteria to the biocides Glutaraldehyde,
tetrakis  (hydroxymethyl)  phosphonium  sulfate  (THPS), 2,2-Dibromo-3-
nitrilopropionamide (DBNPA), alkyl dimethyl benzyl ammonium chlorides (ADBAC)
Bronopol and and 3,3-methylene bis[5-methyloxazolidine] (MBO), as well as to
compare the effectiveness of these biocides in response to the biofilms formed. For
the isolation bacterial, the Marine Broth culture medium was used and identification
was carried out by MALDI-TOF. The ability to form biofilms and analysis of responses
to biocides were evaluated by growth on polystyrene microplates associated with
analysis of the minimum inhibitory concentration (MIC) by microdilution in broth. The
present study revealed a predominance of halotolerant bacteria, which showed a high
ability to adhere to microplates. In addition, the presence of halotolerant species
involved in the biocorrosion of carbon steel was found. Exposure to the biocides
revealed different responses in relation to minimum inhibitory biofilm concentration
(MBIC), both among the different species isolated and in the consortia of samples
analyzed. In general, the biocides Bronopol and ADBAC showed superior efficiency in
eliminating isolates in biofilm form, compared to the other biocides investigated. A
significant increase in MBIC over MIC was observed, reflecting the broad tolerance of
the isolates to the biocides. The substantial variations found in MBIC between samples
highlight the need for customized monitoring strategies.

IMaster of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (78 p.),
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1 INTRODUCAO

Devido a crescente demanda global por petréleo e gas, a producao de agua
produzida em campos petroliferos tem aumentado significativamente. No entanto, as
condic¢des naturais encontradas nesse efluente agregado as circunstancias tipicas de
armazenamento possibilitam condi¢des para o crescimento microbiano descontrolado
e seus respectivos metabdlitos. Bactérias halofilicas, em condicbes aerbbias e
anaerobias, sdo frequentes em agua produzida de petroleo e podem contribuir para a
formag&o complexa de aglomerados microbianos (biofilmes). Além disso, podem estar
associadas a geracdo de acidos e problemas de biocorrosédo, representando, assim,
um grande desafio para a industria petrolifera (ZHANG et al., 2017; PANNEKEN et al.,
2019; PEREIRA et al., 2020; PEREIRA, PILZ-JUNIOR & CORCAO, 2021; VOGEL &
BELTRAME, 2022; KADNIKOV et al., 2023).

O uso de biocidas é geralmente a abordagem mais comum para evitar e
prevenir a proliferacdo de microrganismos no setor de petréleo (ZULKIFLIANI, 2017;
SHI et al., 2023). Todavia, € comum a utilizacao de concentracfes-padrdao sem atentar
para as propriedades fisico-quimicas existentes na agua produzida e para a
vulnerabilidade ou resisténcia do seu microbioma (MAILLARD, 2018; PEREIRA, PILZ-
JUNIOR & CORCAO, 2021). Essa aplicacéo frequente de biocidas sem um controle
especifico pode acabar favorecendo o aumento da pressdo seletiva e o
desenvolvimento de microrganismos adaptados, dificultando ainda mais o seu

monitoramento.

Nesse aspecto, € importante considerar a complexidade envolvida na
estrutura de biofilmes microbianos, os quais costumam demonstrar maior resisténcia
as dosagens de biocidas em comparacédo a elimina¢do de organismos plancténicos,
ou seja, de vida livre, devido ao seu ambiente protetor (FLEMMING & WINGENDER,
2010; SAUER et al., 2022; ALI et al., 2023). Assim, para um controle efetivo, é
relevante conhecer as caracteristicas particulares de cada espécie desse microbioma
e realizar estudos focados na capacidade de formacdo de biofilmes dos
microrganismos presentes na agua produzida de petroleo, bem como na
determinacdo da MIC, MBIC e a concentracdo minima de erradicacdo do biofilme
(MBEC) em resposta a diferentes biocidas; THPS, DBNPA, Glutaraldeido, ADBAC,
Bronopol e MBO.



Dessa forma, esse trabalho visa identificar e caracterizar as espécies
halofilicas, envolvidas em agua produzida de petréleo, demonstrando as diferentes
respostas obtidas por células plancténicas e em forma de biofilmes na presenca de
biocidas. Tais abordagens podem fornecer percepc¢fOes valiosas sobre como o0s
biocidas afetam os biofilmes, contribuindo para a eficiéncia das estratégias de controle

e manutencao da integridade dos ativos na industria petrolifera.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Investigar os efeitos de biocidas comerciais sobre a capacidade de
formacdo de biofilmes por bactérias halofilicas isoladas de agua produzida de

petroleo.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Isolar e identificar bactérias halofilicas de amostras de dgua produzida em
condi¢cBes aerodbias e anaerobias;

2.2.2 Determinar a maxima tolerancia em NaCl dos isolados;

2.2.3 Avaliar a capacidade de producdo de acido e a biocorrosdo gerada em
cupons de aco carbono;

2.2.4 Avaliar a capacidade de formacao de biofilme dos isolados;

2.2.5 Dimensionar e comparar a atividade inibitéria minima dos biocidas
comerciais nas bactérias isoladas e nos consoércios das amostras;

2.2.6 Dimensionar e comparar a atividade inibitéria minima dos biocidas
comerciais em biofilmes dos isolados e nos consorcios das amostras.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Induastria Petrolifera

O setor energético de petréleo possui atualmente papel significativo na
economia produtiva mundial. Embora muitos investimentos tenham sido realizados
em busca de novas fontes de energia, incluindo as renovaveis, ainda se espera um
crescimento na demanda global de petréleo no médio e longo prazo (OPEP, 2022).
Espera-se que até 2035 sejam produzidos 109,5 milhdes de barris por dia (mb/d),
chegando ao patamar de 109,8 mb/d em 2045 (OPEP, 2022). Essa grande
produtividade de petréleo pode ser explicada desde o seu destague como gerador de
energia até a aplicabilidade de seus derivados na confec¢do de diversos bens de
consumo usados diariamente (ALMADA & PARENTE, 2013).

No Brasil, o aperfeicoamento em refino, geragéo e comercializagao de
energia esta presente, principalmente, desde a descoberta do Pré-sal. A exploracéo
do Pré-sal possibilitou ao mercado de perfuracdo brasileiro estar entre os maiores
fabricantes mundiais, sendo hoje, considerado o 9° maior produtor de petréleo e gas
do mundo (IBP, 2023). Tais dados sustentam-se a partir de duas localidades
determinantes de exploracéo; as bacias em terra (onshore) e em mar (offshore).

As reservas em campos offshore, sdo responsaveis pela maior parte da
producéo brasileira de petrdleo, proporcionando ao territorio nacional experiéncia e
competéncia na exploracdo e producdo em &aguas profundas e ultraprofundas
(PETROBRAS, 2023a). Entre o litoral de Vitdria (ES) a Arraial do Cabo (RJ) e
Florianopolis (SC) a Cabo Frio (RJ) estéo localizadas as Bacias de Campos e Santos,
respectivamente, principais geradoras maritimas nacionais. Ademais, as bacias
sedimentares terrestres estdo concentradas, em maioria, no nordeste do pais. Apesar
do maior niumero de pocgos dispostos em terra, a produ¢do onshore corresponde
apenas a 5% da geracéao total brasileira (ANP, 2023).

Ainda que a atividade petrolifera possibilite continuo desenvolvimento
econdmico para a matriz energética brasileira e internacional, sua exploracao e
geracao causam consideraveis impactos ao meio ambiente (LIU et al., 2021; MOHD
NOOR, 2021). Estes impactos dependem da etapa do processo, dimensao e

complexidade do projeto, natureza do ambiente e das técnicas de mitigacéo e controle



utilizadas. Assim, podem ocorrer abalos aquéticos, atmosféricos e até mesmo

emergéncias potenciais (IBRAHIM, 2023).

3.2 Agua Produzida de Petréleo

3.2.1 Definicao, caracteristicas e disposicao

Agua produzida também denominada agua de produc&o, é a principal fonte
de residuos associada as operacdes de petréleo e gas (AL-GHOUT et al., 2019;
KHORRAM et al., 2023). Apenas em 2022, seu descarte no ambiente representou
cerca de 76.873 megalitros, 59% do volume gerado (PETROBRAS, 2022). A AP
possui alto potencial poluidor em razdo da sua formacdo quimica e € considerada
complexa em tratamento (JIMENEZ et al., 2018).

E trazida da formacéo rochosa a superficie juntamente com 6leo e gas e é
composta por 4gua naturalmente presente no reservatério (Agua de formacao), como
também pela agua que € injetada para manter a pressao e facilitar a recuperacao do
petroleo (HOLLANDA et al., 2021), conforme demonstrado na Figura 1, dependendo,
ainda assim, em constituicdo, da localizacdo e idade do campo. Entre as fontes
utilizadas como agua de injecdo offshore estdo a dgua do mar e a AP tratada, ja na
producdo onshore pode-se encontrar agua doce subterraneas ou superficiais e agua
do mar (DUDEK et al., 2020).

Em virtude do processo industrial, diferentes contaminantes, como
compostos suspensos e dissolvidos, de natureza organica e inorganica, também
podem estar incorporados na sua composicao, tal como, tracos de 6leo cru e carbono
residual (JIMENEZ et al., 2018; PANNEKENS et al., 2019; DUDEK et al., 2020; AL-
KAABI et al., 2021). Além disso, microrganismos da fonte sdo encontrados nesse
efluente (DUDEK et al., 2020). Dessa forma, a qualidade da AP depende das
propriedades e da geoquimica da formacao produtora, tipo de hidrocarboneto gerado,
dos métodos de extracdo e aditivos quimicos utilizados, assim como, o0 seu fluxo
também pode oscilar conforme o tempo, visto que o volume de AP muda durante a
vida util do reservatério. Em pocos mais antigos, de menor pressao, geralmente é

injetado gas ou agua para facilitar a recuperacéo do petréleo (KHATIB & VERBEEK,



2003; KAUR et al.,, 2009; GUERRA, DAHM & DUNDORF, 2011; ASSUNQAO,
ALMEIDA & VIEIRA, 2020; DUDEK et al., 2020).

Em comparacédo com o volume de Oleo gerado, o fluxo de AP, na década
de 2000, correspondia a cerca de trés barris de agua produzida para um barril de
petréleo (3:1), na escala global (KHATIB & VERBEEK, 2003; KHORRAM et al., 2023).
Em 2018, estimou-se um valor proximo de 4:1, variando conforme a origem do campo
(ECHCHELH, HESS & SAKRABANI, 2018). Esse fluxo tende a aumentar ainda mais
com a intensificagcdo da exploracdo e o amadurecimento dos pocos (KHATIB &
VERBEEK, 2003; KAUR et al., 2009; AL-GHOUTI et al., 2019; ABDEL-SHAFY,
MANSOUR & EL-TOONY, 2020; ASSUNCAO, ALMEIDA & VIEIRA, 2020).

Apos a elevacdo dos constituintes para a area de processamento, na
superficie, seja ela maritima ou em terra, ocorre a separacéo dos fluidos envolvidos
(fases gasosas, oleosas e aquosas), por intermédio da gravidade e densidades
distintas (PINTOR et al., 2016; SOBOLCIAK et al., 2020). Posto isso, 6leo e gas
separam-se do complexo residuo de AP e seguem para tratamentos especificos, a fim
de obter um produto estavel, com os padrdes minimos exigidos, para viabilizar seu
transporte as refinarias e permitir o direcionamento de seus derivados ao mercado
consumidor. O efluente liquido por sua vez é encaminhado para o sistema de
tratamento de agua produzida com o proposito de ser descartado no ambiente ou
reinjetado no poco (ECHCHELH, HESS & SAKRABANI, 2018; BEYER et al., 2020).

Oleo Gas

Oleo e agua

Sistema de Tratamento

de Petroleo Separagdo de Fases

Agua Produzida

-

Oleo| | Agua
v VL

Sistema de Tratamento de Agua Produzida

Extragao

Reinjecao

Descarte - Mar

Agua de Formacio

Reservatorio

Figura 1 - Esquema da producdo e gerenciamento de fluidos em campos offshore.
Adaptado de JIMENEZ et al., 2018 e OJO et al., 2022.



Conforme a Resolugéo n° 430/2011 do CONAMA (Conselho Nacional do
Meio Ambiente) (BRASIL, 2011), efluentes de qualquer fonte poluidora somente
poderdo ser lancados diretamente em corpos receptores desde que obedecam as
condi¢cbes e padrbes previstos em lei, desta forma, o tratamento de dgua produzida
deve atender aos parametros de qualidade e descarte definidos em legislacao
ambiental. Atualmente, o gerenciamento brasileiro de AP offshore cumpre o disposto
na resolucdo CONAMA n° 393/2007 (BRASIL, 2007), a qual dispbe sobre o descarte
continuo de 4gua produzida em plataformas maritimas. Essa resolugédo limita o Teor
de Oleos e Graxas (TOG) diario e mensal em agua produzida, sendo esses
respectivamente 42 mg/L e 29 mg/L e, adicionalmente proibe o despojo de AP em raio
inferior a dez quildmetros de unidades de conservacéao e a cinco quildometros de areas
ecologicamente sensiveis. Ademais, a resolucao solicita monitoramento semestral de
presenca e concentragcdo de compostos organicos e inorganicos, radioisétopos e
salinidade da agua. Apesar de uma legislacdo, em parte, rigorosa, a carga total de
Oleos e graxas em agua produzida descartada no ano anterior foi de aproximadamente
1,3 mil toneladas (PETROBRAS, 2022).

Alternativamente, a industria petrolifera realiza a reinjecdo de &agua
produzida no poc¢o para recuperacao secundaria de petréleo. Essa técnica possibilita
o controle da presséao do reservatorio, tal como tende a auxiliar no direcionamento do
fluxo de petréleo para a superficie, resultando, consequentemente, em um recurso
mais (til e vantajoso equiparado ao descarte (JIMENEZ et al., 2018; ABDEL-SHAFY,
MANSOUR & EL-TOONY, 2020; BEYER et al., 2020). A agua reinjetada necessita de
tratamento prévio para atender as demandas operacionais e ambientais de modo a
evitar entupimento de poros no poco e falhas do sistema (ZHENG et al., 2016). Para
isso, a concentracdo de O6leo e residuos sélidos deve ser compativel com o
reservatério (LI & LEE, 2009). As especificacdes gerais solicitam que o teor de sélidos
seja menor que 10mg-L*e TOG menor que 42mg-L1, além disso, em reservatérios
de baixa permeabilidade é necessério filtragem de particulas maiores que 3um
(BADER, 2007; JUDD et al., 2014; JIMENEZ et al., 2018). Ainda, deve ser realizado

um controle microbiolégico na agua a ser reinjetada.

3.2.2 Diversidade microbiana em agua produzida



Durante 0 percurso para 0S respectivos corpos receptores, a agua
produzida pode ser estocada em tanques de armazenamento, seja para o fim de
garantir que o volume descartado/reinjetado alcance os limites maximos permitidos ou
devido a quantidades excessivas de dgua produzida (TORRES et al., 2016; ZHANG
et al., 2017; PETROBRAS, 2023b). Em geral, as condi¢cdes naturais encontradas em
tanques de armazenamento agregado as condi¢des tipicas da agua produzida
(temperatura, pH, teor de NaCl e oxigénio e concentracdo de sulfeto e sulfato)
propiciam o crescimento microbiano descontrolado, viabilizando oportunidade de
nichos, principalmente, para bactérias e arqueias, aerobias e anaerdbias, como
redutoras de sulfato e nitrato, oxidantes de ferro e manganés, haldfilas e
halotolerantes, fermentadoras, acetogénicas e metanogénicas, assim como fungos
(ATAGANA, 1996; MAGOT, OLLIVIER & PATEL, 2000; BIRKELAND, 2004; ZHANG
et al., 2017; PANNEKEN et al., 2019; PEREIRA et al., 2020). Nesse caso, a detecc¢éo
de microrganismos em amostras de agua produzida pode ndo ser somente nativa do
reservatorio, ou seja, habitante natural do reservatério antes do inicio da exploracao
de petréleo (DAHLE et al., 2008).

A maioria das amostras de agua produzida fornecidas para andlises
laboratoriais sédo obtidas de tanques de armazenamentos, separadores, flotadores e
hidrociclones (sistemas de tratamento), por exemplo (ZHANG et al., 2017), logo,
microrganismos também podem ser introduzidos no processo de producéo através de
perfuracdes, operacdes em pocos e tubulagcdes (MAGOT, OLLIVIER & PATEL, 2000).
A maioria das bactérias aerbébicas que compdem a comunidade microbiana da
industria de 6leo e gas (O&G) geralmente sdo introduzidas durante tais processos de
perfuracdes ou através da agua de injecdo (AN et al., 2013; BRIGGS et al., 2019).
Destaca-se ainda uma maior diversidade de comunidades microbianas em tanques
de armazenamento em relacdo aquelas presente em separadores (ZHANG et al.,
2017).

Ademais, a temperatura € um dos impulsionadores da diversidade
microbiana, visto que a abundéancia e a riqueza tendem a alterar apos a extracéo dos
fluidos do reservatoério. Foram constatadas diferencas notaveis em amostras de agua
de reservatorios de altas e médias temperaturas, observando-se o dobro de OTUs
(Unidades Taxondbmicas Operacionais) em locais do reservatério com altas

temperaturas (65-80°C) em relacdo aqueles de temperatura medianas (36°C), no



entanto, em ambientes com condi¢cbes atmosféricas médias houve uma maior
diversidade bacteriana em género e espécie (TIAN, XUE & YANLING; 2020). Desse
modo, a concentracdo microbiana presente em campos produtores de O&G pode ser

numerosa e heterogénea.

3.2.2.1 Haldfilos e Halotolerantes

A &gua produzida de petroleo é considerada hipersalina (quatro vezes
maior que a agua do mar), tornando-se um ambiente favoravel para o
desenvolvimento de bactérias halofilicas e halotolerantes (VIEIRA, CAMMAROTA, &
CAMPORESE, 2003; BELYAKOVA et al., 2006; CRISPIM et al., 2019; PEREIRA,
PILZ-JUNIOR & CORC;AO, 2021; VOGEL & BELTRAME, 2022). Esses
microrganismos estdo adaptados a vida em elevadas concentracfes de sal e a alta
pressdo osmotica de seu ambiente, em razdo de adaptacdes celulares e enzimaticas
especificas (GUPTA et al., 2015). O acumulo de ions K* e CI" ou a sintetizacdo de
solutos compativeis, aminas e alcoois, no interior da célula sdo duas importantes
estratégias adaptativas para regular o equilibrio osmotico interno (OREN, 2013).

Halofilos apresentam um crescimento 6timo em meios de 0,5 - 2 M de sal
e podem crescer em até 5,9 M de sal, isto é, requerem altas concentracdes de sal
para seu desenvolvimento. Por outro lado, organismos halotolerantes, ndo precisam
necessariamente do sal para o seu crescimento, mas podem tolerar niveis moderados
e elevados, sendo mais versateis em termos de tolerancia (OREN, 2006; EDBEIB,
WAHAB & HUYOPET, 2016). A classificagdo mais aceita, de acordo com a
dependéncia e tolerancia ao sal, esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo dos microrganismos de acordo com sua resposta ao sal.

Categorias Propriedades Exemplos
Nao haléfilo Cresce melhor em meios contendo menos de 0,2M de sal A maioria das bactérias de agua doce
Ligeiramente haléfilo Cresce melhor em meios contendo 0,2—-0,5M de sal Halomonas zhaodongensi
Haléfilo moderado Cresce melhor em meios contendo 0,5M—-2,5M de sal Halobacillus sediminis
Haldfilo extremo limitrofe Cresce melhor em meios contendo 2,5-4,0M de sal Desulfovibrio retbaense
Haldfilo extremo Cresce melhor em meios contendo 4,0-5,9M de sal Halobacterium salinarum
Halotolerante Nao haldfilo que pode tolerar sal, se é viavel sal acima Staphylococcus aureus

de 2,5 M; é considerado extremamente halotolerante

Adaptado de OREN, 2006 e EDBEIB, WAHAB & HUYOPET, 2016.
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Microrganismos com capacidade de desenvolvimento em alta salinidade
estdo amplamente distribuidos entre todos os trés dominios da vida, ou seja, Archaea,
Bacteria e Eukarya, podendo ter tanto capacidades aerdbias quanto anaerdbias
(OREN, 2006; EDBEIB, WAHAB & HUYOPET, 2016). Em agua produzida,
demonstrou-se a presenca dos géneros haléfilos Halomonas, Guyparkeria,
Desulfovermiculus, e em maior abundéancia, Halanaerobium (filo Halanaerobiaeota)
(PEREIRA et al., 2020; PEREIRA, PILZ-JUNIOR & CORCAO, 2021; KADNIKOV et
al., 2023). Organismos haldfilos e halotolerantes, incluindo esses citados acima,
possuem uma ampla diversidade metabdlica, por exemplo, a reducao dissimilatoria de
sulfato pode ocorrer até altas concentracdes de sal. Ademais, acredita-se que a alta
tolerancia ao sal esteja relacionada com a temperatura do ambiente, visto que ha
casos descritos em que tanto a tolerancia quanto a necessidade de sal foram
aumentadas em temperaturas elevadas (OREN, 2006).

3.3 Problemas de origem microbiolégica na Indastria Petrolifera

As interac@es sinérgicas de diferentes grupos microbianos e os respectivos
metabdlitos gerados em sistemas de armazenamento/tratamento de agua produzida
podem acarretar complicacdes consideraveis para a industria de O&G (DOS SANTOS
et al., 2022). Estudos atuais relacionam a presenca de microrganismos a producéao de
acidos - como o sulfeto de hidrogénio (H2S), problemas de biocorrosdo e a formacéo
complexa de aglomerados microbianos (biofilme) (ELUMALAI et al., 2021; DOS
SANTOS et al., 2022). Esses transtornos podem acarretar grandes prejuizos em
equipamentos e instalacées de producao, assim como, alteracdes na geoquimica do
reservatorio, mediante introducdes excessivas de sulfato e oxigénio via reinjecao de
agua produzida no poc¢o (YOUSSEF, ELSHAHED, MCINERNEYET, 2009; PICENO et
al., 2014; VIGNERON et al., 2016).

A abundancia de &cidos na industria de O&G pode comprometer o valor
agregado ao petroleo através do aumento do teor de enxofre em sua composicao,
bem como, contribuir para a corroséo localizada em tubulac¢des. Além disso, H2S é um
gas toxico e, portanto, pode comprometer a saude de trabalhadores locais (ECKFORD
& FEDORAK, 2002; PEREIRA, 2023). Nesse contexto, destacam-se alguns
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procariotos envolvidos na geracdo de acido em agua produzida de petréleo; as

bactérias redutoras de sulfato e bactérias produtoras de acidos.

3.3.1 Bactérias Redutoras de Sulfato e Bactérias Produtoras de Acidos

Os maiores responsaveis pela geragcdo biologica de H2S em fluidos
petroliferos sdo bactérias redutoras de sulfato (BRS), as quais estdo parcialmente
classificadas nos filos Proteobacteria, Firmicutes, Nitrospira e
Thermodesulfobacterium (VARJANI & GNANSOUNOU, 2017). Dependendo da
natureza do reservatério, relata-se a identificacdo de diversos grupos de BRS;
psicrofilos , mesofilos, termdfilos, haldfilas e baréfilas (MAGOT, OLLIVIER & PATEL,
2000; TAKAI et al.,, 2004; BELYAKOVA et al., 2006; DAVIDOVA et al.,, 2012;
TORBAGHAN & TORGHABEH, 2019; PEREIRA, PILZ-JUNIOR & CORC}AO, 2021).
O mesofilo Desulfovibrio € comumente encontrado, reduzindo sulfato, em agua
produzida de petrdleo. Destaca-se ainda, em &gua de formacdo, a BRS
Desulfovermiculus halophilus; gram negativa haldfila estritamente anaerdbica com
faixa de crescimento de 25-47°C e concentracdo 6tima de NaCl entre 80 a 100 g/L
(BELYAKOVA et al., 2006). A reducédo de sulfato, também é relatada, em minoria, em
arqueias dos grupos Crenarchaeota e Euryarchaeota (VARJANI & GNANSOUNOU,
2017).

As BRS possuem capacidade de utilizar os anions sulfatos (SO4%) como
aceptores finais de elétrons para geracdo de energia metabdlica durante a
dissimilacdo energética, para tal possuem a enzima sulfito redutase (Dsr), que é
codificada no operon dsrAB e intervém na etapa final de reducdo do sulfato,
catalisando a reducédo do sulfito (SO3?) formado em sulfeto (H2S), o qual é liberado
como produto final da via dissimilatéria (GHOSH & BAGCHI, 2015; MOSQUERA,
IVEY & CHEVRIER, 2023). Além disso, procariotos redutores de sulfato podem
capturar o H2S presente no ambiente, decorrente da rota dissimilatéria e, incorporar
enxofre em suas moléculas, através da via assimilatéria, para uso no seu crescimento
e sintese celular.

Bactérias produtoras de acido (BPA) também estdo amplamente
distribuidas na industria de petroleo. A geracdo destes acidos ocorre principalmente
durante o processo de fermentacdo anaerobia, sendo que acgucares, proteinas e

hidrocarbonetos atuam como doadores de elétrons para este grupo (VARJANI &
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GNANSOUNOU, 2017). Ao final do processo metabdlico produzem acidos como
acético, latico, propibnico e butirico e gases como Hz e CO2 (OKORO et al., 2017).
Estes podem ser corrosivos e servir como metabolitos para BRS (BRIGSS et al.,
2019). Em campos de petroleo é recorrente a identificacdo do género halofilo
Halanaerobium, produtor de acetato, solventes e gases (H2 e CO2) como resultado do
seu processo de fermentacdo (VARJANI & GNANSOUNOU, 2017; PEREIRA et al.,
2020; PEREIRA, PILZ-JUNIOR & CORCAO, 2021). Este género manifesta relevancia
na catélise do ago carbono, material habitual em tubulacdes de petréleo (LIANG et al.,
2014; PEREIRA et al.,, 2021). Destaca-se também o predominio dos géneros
Enterobacter, Serratia e Enterococcus em tanques de armazenamento de agua

produzida como bactérias produtoras de acido (SONG et al., 2019).

3.3.2 Corroséo Influenciada Microbiologicamente (CIM)

CIM é a terminologia aplicada quando as ac¢des de microrganismos
influenciam o processo corrosivo de materiais metalicos e ndo metalicos (KNISZ et al.,
2023). Na industria petrolifera, a ocorréncia de CIM é responsavel por 40% de todos
0s eventos de corrosao interna, podendo ser observada desde a exploracdo e
producdo até o transporte por sistemas de ductos, afetando, assim, a integridade das
instalacbes e aumentando os custos operacionais (LIU et al., 2017; SKOVHUS
ECKERT & RODRIGUES, 2017; KHAN et al., 2021).

O processo corrosivo define-se como um fendbmeno natural de deterioragao
de um material, geralmente metalico, mediante a acao fisico-quimica com o0 meio. Em
geral sua natureza é eletroquimica, envolvendo a oxidacdo de um metal e a reducao
de um agente oxidante, ou seja, reacdes anddicas e catddicas (GENTIL, 2007). A
corrosao influenciada por microrganismos ou biocorrosdo néo €, portanto, uma forma
especifica de corrosdo, e sim, € a interacdo entre microrganismos, direta ou
indiretamente, que induzem, intensificam ou mantém a cinética das reacdes de
corrosdo (NAGIUB & MANSFELD, 2002; TELEGDI, SHABAN & TRIFET, 2020; KNISZ
et al., 2023).

Considera-se a CIM como a principal envolvida na corrosao localizada de
superficies, incluindo corroséo do tipo pites e fendas (KHAN et al., 2023a). A corrosao
por pites manifesta-se sob a forma de pequenas depressfes na superficie metélica,

as quais podem ser profundas e gerar danos significativos, ja o tipo fendas associa-
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se a corrosao localizada entre as frestas existentes na superficie metélica, ocorrendo
dentro ou ao redor da abertura estreita. E dificil prever a CIM, ainda mais ao se tratar
de uma corrosdo extremamente localizada, como o tipo pites. Para tal, geralmente
monitora-se utilizando cupons de metais na tubulacdo, onde s&o recuperados e
inspecionados cotidianamente (ALAMRI, 2020).

A CIM pode ser induzida por metabdlitos liberados por microrganismos
tanto em condi¢Bes aerdbias quanto anaerdbias, assim como, pode ser acelerada por
mediadores sollveis. Esses permitem a obtencdo de energia por microrganismos a
partir da transferéncia de elétrons obtidos no metal, contribuindo para a corrosdo
acelerada do material, como € o caso das BRS, por exemplo, que utilizam ferro como
fonte de elétrons para suas funcdes metabdlicas, contribuindo para a corrosao e
producao de H2S. As BPA também estdo envolvidas em processos corrosivos através
da producéo de &cidos como parte do seu processo metabolico (LI et al., 2018; KHAN
et al., 2021; KHAN et al., 2023a; KNISZ et al., 2023).

Ademais, para que a CIM ocorra, a disponibilidade de substrato e as
condi¢cdes ambientais devem favorecer o desenvolvimento de microrganismos sob a
forma de biofilmes. Biofilmes abrangem um ambiente complexo e dinamico que
propicia condi¢des favoraveis a microrganismos, incluindo aqueles envolvidos na CIM,
além de estarem vinculados, em maioria, diretamente a superficies de materiais,
sobretudo aquelas de origem metdlica. Logo, a interacdo de microrganismos
especificos na estrutura do biofilme pode induzir o processo corrosivo (BEECH &
SUNNER, 2004).

3.4 Biofilme

3.4.1 Definicéo

Biofilme refere-se a comunidades estruturalmente complexas e
organizadas que estdo envolvidas por uma matriz tridimensional contida por
substancias poliméricas extracelulares (EPS) (WOLCOTT et al., 2013; KARYGIANNI
etal., 2020; RATHER, GUPTA & MANDAL, 2021). Essa agregacao pode ocorrer tanto
pela disposicdo de organismos da mesma espécie quanto por multiplas espécies, do
mesmo modo, é frequente uma elevada densidade populacional (DE BEER &
STOODLEY, 2006; CHATTOPADHYAY, USMAN & VARJANI, 2022). Pode-se
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encontrar na matriz do biofilme uma grande heterogeneidade de comunidades, como
bactérias, arqueias, algas, protozoarios, fungos e até macrorganismos, adquirindo
assim a designacéao de biofouling (CHARACKLIS, 1990). Biofilmes estdo aderidos a
superficies biodticas (por exemplo, dentes) ou abidticas (por exemplo, corpos
estranhos) (MENOITA et al., 2012), no entanto, recentemente descobriu-se bactérias
gue podem formar agregados néo ligados a superficies com taxas de crescimento
comparaveis as de biofilme aderidos, como visto em Pseudomonas aeruginosa, sendo
também reconhecidas como biofilme (ALHEDE et al., 2011; SAUER et al., 2022)
(Figura 2). Todavia essa estrutura sistematizada molda-se tanto para sua propria
protecdo quanto para expansdo de colbnias, sendo considerada uma importante
estratégia fenotipica (SHARMA et al., 2023).
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Figura 2 - Representacao biofilme. a: Representacéo classica de biofilme aderido em
uma superficie solida abidtica. b: Agregados nado ligados na superficie bidtica -
revestidos por um muco/fluido. Adaptado de SAUER et al., 2022

Sua natureza foi revelada por Characklis em 1973 e definida em termo pela
primeira vez no ano de 1978 por William J. Costerton e colaboradores (CHARACKLIS,
1973; COSTERTON, GEESEY & CHENG, 1978). Desde entéo, a analise de biofilme
tornou-se um tema comum de pesquisa em microbiologia, visto que sua atividade esta
associada a areas de extrema relevancia para a atualidade, como a medica,
farmacéutica, industrial e ambiental. Estima-se que estejam envolvidos em 65% de
todas as infec¢des hospitalares, devido a sua frequéncia em dispositivos médicos ou
no proprio hospedeiro, além disso, sdo desfavoraveis em industrias de alimentos e em
sistemas de distribuicdo de agua e efluentes, provocando notaveis problemas de
biocorrosdao em equipamentos e tubulagcées (PREST et al., 2016; SRIVASTAVA &
BHARGAVA, 2016; CARRASCOSA et al., 2021). A ocorréncia de tais preocupacoes
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advém da organizagdo complexa do biofilme, a qual dificulta 0 seu monitoramento e
impulsiona processos de resisténcia bacteriana (LUDENSKY, 2003).

Essas redes complexas de interacdo apresentam vantagem de
sobrevivéncia, resisténcia, em relagdo a microrganismos em estado plancténico, ou
seja, de vida livre, uma vez que estdo mais protegidos de alteracées ambientais e de
diversas situacdes de estresse, como dessecacao, toxicidade de compostos, radiacédo
ultravioleta e defesas imunoldgicas do hospedeiro (FLEMMING & WINGENDER,
2010; SAUER et al., 2022; ALl et al., 2023). Tal estilo de vida so € possivel devido a
um conglomerado de diferentes tipos de biopolimeros conhecidos como substancias
poliméricas extracelulares, as quais sdo produzidas, principalmente, pelos proprios
organismos envolvidos (FLEMMING & WINGENDER, 2010).

3.4.2 Substancia poliméricas extracelulares e seus constituintes

As substancias poliméricas extracelulares formam a arquitetura
tridimensional do biofilme, permitindo, por exemplo, a adesdo em superficies e a
coesdo associada. A vista disso, possibilitam intensas interacdes, incluindo
comunicacédo célula a célula e a formacgédo de consércios sinérgicos. Em funcéo da
retencdo de enzimas extracelulares, por meio do sequestro de nutrientes dissolvidos
em seu entorno, fornece compostos contidos por carbono, nitrogénio e fésforo,
proporcionando, assim, um ambiente nutritivo e energético para 0s organismos
envolvidos. Além disso, possibilitam um local altamente hidratado, protegendo as
respectivas comunidades de dessecacdo e deficiéncia de agua (FLEMMING &
WINGENDER, 2010; FLEMMING et al., 2023).

Na maioria dos biofilmes estabelecidos, os microrganismos representam
menos de 10% da matéria seca, enquanto a matriz de EPS representa mais de 90%.
A constituicdo de EPS dispde aproximadamente em 70% de proteinas extracelulares,
20% em lipidios, 5% de acidos nucleicos e o restante de outras substancias (BRANDA
et al.,, 2005). Essa composicdo varia sobretudo de acordo com as condigbes
ambientais, estagio de desenvolvimento, espécies correlacionadas, mensageiros
secundarios e moléculas sinalizadoras (FLEMMING et al., 2023). Devido a essa
composicdo variada, biofiimes, em geral, assemelham-se, estruturalmente, a um

recife de corais, conforme demonstrado na Figura 3, item a.
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Figura 3 - Microscopia Confocal de Varredura a Laser de um biofilme ambiental. a:
complexidade e heterogeneidade da matriz do biofilme; b: volume de distribuicdo de
células bacterianas; c: auto fluorescéncia de clorofila a, indicando algas; d: volume
macico de glicoconjugados especificos de lectina contendo fucose; e: volume de
polissacarideos, como celulose (FLEMMING et al., 2023).

Os constituintes da matriz extracelular interagem de forma distinta entre si,
promovendo caracteristicas préprias ao biofilme. Entre esses, destaca-se 0s
polissacarideos, formados por variadas espécies microbianas, o qual tem como sua
principal atribuicdo tornar a matriz estavel. Cita-se nesse caso, a Pseudomonas
aeruginosa, a qual produz pelo menos trés polissacarideos - Psl, Pel e alginato - com
funcdes diferentes no desenvolvimento e arquitetura do complexo extracelular, o
alginato, por exemplo, esta envolvido no estabelecimento de microcol6nias no inicio
da constituicdo do biofilme e no equilibrio mecanico de biofilmes maduros, por outro
lado, a interacdo entre o polissacarideo Pel e o inibidor ecotina possibilita protecéo
contra possiveis proteases de hospedeiros. Além disso, a celulose, um polissacarideo
de matriz insolluvel, presente em uma ampla gama de espécies, fornece papel
essencial na agregacao celular microbiana em razdo da sua estrutura dominada por
ligacdes B-glicosidicas. Polissacarideos também auxiliam na retencéo de exoenzimas,
0 que torna matriz de biofilme um sistema de digestdo externa (FLEMMING et al.,
2023).

A funcdo proteica de enzimas extracelulares também merece certa
notoriedade, visto que sdo importantes na catalise enzimética de substancias
bioquimicas e degradagcéo de macromoléculas, assim como, na modulacao da matriz
atraveés de hidrolases, esterases, proteases e liases degradadoras de polissacarideos,
0 que permite uma reconstrucdo continua a matriz (FLEMMING et al., 2023). Outro
componente relevante sdo os amiléides, proteinas insollveis em agua, 0s quais
possuem multiplas funcdes bioldgicas em biofilmes; amiloides auxiliam na

estabilizacdo da matriz, divisdo celular, armazenamento de nutrientes, modulacao da



17

tensdo superficial, regulagdo e comunicagédo do ciclo celular, floculagédo, resisténcia a
dessecacdao, toxicidade, viruléncia e evasao do sistema imunolégico do hospedeiro,
assim como, contribuem para a resisténcia contra estressores mecanicos, térmicos e
quimicos do biofiime (VAN GERVEN et al., 2018; SERRA & HENGGE, 2019;
LEVKOVICH, GAZIT & BAR-YOSEF, 2021; FLEMMING et al., 2023).

DNA extracelular (eDNA) é um dos polimeros mais frequentes na matriz do
biofilme. Sua liberacdo, para o meio extracelular do biofilme, esta relacionada a
atividades secretoras, autolise, bem como, liberacdo por vesiculas de membrana,
estando assim, associado principalmente a processos de lise celular e ao DNA
genbmico (IBANEZ et al., 2017). O componente eDNA contribui para estrutura do
biofilme, colaborando na estabilizacdo da matriz e por conseguinte no aumento da
coesdo, além do mais, tem papel significativo na comunicagdo entre células do
biofilme, como fonte de nutrientes, protecdo contra-ataques e troca de genes
(KARYGIANNI et al., 2020). A troca de fragmentos genéticos entre as células € um
fator de grande relevancia para a estrutura do biofilme, visto que, plasmideos e genes
de resisténcia podem ser compartilhados por transferéncia horizontal de genes,
permitindo uma ampla diversidade genética e capacidade de adaptacéo
(KARYGIANNI et al., 2020; FLEMMING et al., 2023).

Em suma, as moléculas constituintes do EPS interagem de forma complexa
e dindmica, determinando as relativas condi¢fes de vida das células no ambiente do
biofilme. A disposicédo e concentragdo de moléculas autoproduzidas de EPS fornece
uma infraestrutura versatil e adaptavel a vida microbiana multicelular e demonstra
propriedades que nao sao compartilhadas por células plancténicas (FLEMMING et al.,
2023). Ademais, a matriz possui ainda capacidade de modulac¢éo, viscoelasticidade,
exibindo deformacéo elastica e fluéncia viscosa, em resposta a estresse mecénico e

quimico e para captura de nutrientes (NGUYEN et al., 2021).

3.4.3 Etapas de formacéo do biofilme

A formacdo da arquitetura tridimensional do biofilme é um processo
altamente complexo, em que as células de microrganismos passam do modo de
crescimento plancténico (com células Unicas e independentes) para o modo séssil
(agregados microbianos). Durante esse processo ocorre uma serie de alteracbes

fisiologicas, metabdlicas e fenotipicas, tal como, a expressdo de multiplos genes
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regulatérios, os quais variam de acordo com as espécies envolvidas e condi¢bes
ambientais detectadas (MUHSIN et al., 2015; CIOFU et al., 2022; ALI et al., 2023;
KHAN et al., 2023b). Segundo o modelo classico, a formacéo de biofilme em superficie
envolve, de modo geral; (1) adesao e fixacdo reversivel, (2) fixacéo irreversivel, (3)
desenvolvimento inicial da estrutura do biofilme e formac&o de microcolbnias, (4)

maturacédo do biofilme e (5) dispersao, conforme demonstrado na Figura 4.
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Figura 4 - Modelo classico de cinco etapas de desenvolvimento de biofilme em
superficies. Adaptado de SAUER et al., 2022.

A adesdao inicial de células plancténicas flutuantes a qualquer superficie
ocorre por meio de forcas fisicas e apéndices bacterianos, como flagelos, pili ou
fimbrias. Nesse estagio a ligacdo ainda é transitoria e facilmente reversivel. A
intensidade da aderéncia depende do tipo de material e sua respectiva composicao,
bem como, de circunstancias ambientais, como pressdo e temperatura. J4 a

pY 7

persisténcia de adesdo das células a superficie € mediada através de forcas
hidrofébicas, repulsdo estéricas, eletrostaticas, de van der Waals e até mesmo por
adesdo proteica. Todavia, tais mecanismos auxiliam as células a superar forcas
repulsivas ao se ligar a uma superficie, formando uma monocamada de células
bacterianas (VEERACHAMY et al., 2014; MUHSIN et al., 2015; CIOFU et al., 2022,
SHARMA et al. 2023).

A etapa seguinte envolve ligagdes entre estruturas microbianas, através de
adesinas especificas e a camada mais externa do substrato, o que proporciona de
fato, a ancoragem (AN et al., 2000). Nessa fase, organismos frouxamente conectados
solidificam-se pelo sistema de adesao produzindo EPS que interagem com o material

da superficie e/ou com os receptores presentes em pili, fimbrias ou fibrilas. Logo, a
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adesdo torna-se mais resistente a remocgao por intervencgdes fisicas ou quimicas e 0s
micrébios planctdnicos ligam-se entre si, formando agregados (MUHSIN et al., 2015;
SHARMA et al., 2023).

Posteriormente, sucede-se a multiplicagéo e divisdo celular para formacéao
de microcolbnias, tal processo é provocado por sinalizagdes quimicas especificas que
ocorrem na matriz de EPS. A constituicdo de microcolonias em biofilme é diversa e
sua estabilidade esta relacionada a cooperacao entre comunidades (quorum sensing),
visto que é importante, por exemplo, a troca de substratos e metabdlitos (SHARMA et
al., 2023). Por conseguinte, essa maturacdo se intensifica ainda mais através do
amadurecimento e desenvolvimento de micro e macrocol6nias, as quais expandem-
se em tamanho e espessura. O amadurecimento envolve canais e poros para
transporte de agua e nutrientes. No entanto, a maturagao é possibilitada pela secrecéo
de fatores de sinalizacao bacterianos, decorrentes da liberacdo de EPS, ocasionando
a expressao de genes proprios no biofilme, o que auxilia, sustenta e protege a
estrutura (MUHSIN et al., 2015; CIOFU et al., 2022; SHARMA et al., 2023).

Por altimo, ocorre o desprendimento e disseminacgéo de células (individuais
ou em agregados) do biofilme. Para tal, o biofilme € rompido por meio de regulactes
genéticas e liberacdo de enzimas que auxiliam na lise de polissacarideos ancorados
na matriz. A dispersao esta relacionada a coloniza¢édo de novos locais, como também
para obtencao de nutrientes escassos, baixo nivel de oxigénio, no caso de organismos
aerobios, densidade celular excessiva ou abundancia de metabdlitos (CIOFU et al.,
2022; SHARMA et al., 2023)

Vale ressaltar que a formacéao de biofilme n&o ocorre de maneira similar a
todas as espécies. Os biofilmes sdo normalmente representados na literatura pelo
modelo classico de cinco etapas associado a superficie (apresentado acima), todavia
tornou-se evidente que seu desenvolvimento pode apresentar caracteristicas
exclusivas em razéo de espécie ou condicdo, como é o caso dos tapetes microbianos,
gue podem ser altamente estratificados ao longo de camadas horizontais, bem como,

aqueles agregados nao aderidos em superficie (SAUER et al., 2022).

3.4.4 Sistema de comunicacao do Biofilme — Quorum sensing
Quorum sensing (QS) é um sistema de comunicacdo célula-célula

dependente da densidade microbiana, ou seja, estimula mudang¢as no comportamento
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celular quando a populacdo atinge uma densidade critica (ABISADO et al., 2018;
ISRAEL et al., 2023). O mecanismo € ordenado por auto indutores que penetram na
membrana celular e provocam uma série de respostas, estes diferenciam entre si
conforme espécies envolvidas, por exemplo, em bactérias gram positivas as
moléculas sinalizadoras, que facilitam o QS, sdo baseadas em peptideos, enquanto
em bactérias gram negativas predomina-se a molécula acil-homoserina lactona
(AHLs) (ISRAEL et al., 2023). O sistema QS pode influenciar uma ampla gama de
processos bioldgicos, como a bioluminescéncia, formacgéo de biofilme, competéncia
celular, transferéncia horizontal de genes, expressao do fator de viruléncia, relagbes
simbidticas, esporulacdo de fungos, producdo de pigmentos, motilidade, producéo
de toxinas e até mesmo a producdo de antibioticos (JOSHI, KOTHARI & PATEL,
2016; PREDA & SANDULESCU, 2019; ALBUQUERQUE & CASADEVALL, 2012;
INAT et al., 2021; VAN GESTEL et al., 2021; ARMES, WALTON & BUCHAN, 2022;
WANG et al., 2022).

A deteccdo do QS foi observada primeiramente em duas bactérias
marinhas; Vibrio fischeri e Vibrio harveyi, os autoindutores lactona N-acil-homoserina
e autoindutor-2 (Al-2) séo sintetizados quando ha baixa populagéo bacteriana e ligam-
se a proteinas receptoras especificas quando a densidade populacional atinge um
nivel ideal, o que desencadeia diversos eventos de sinalizacdo, que por sua vez, ativa
genes lux e consequentemente a emissao de bioluminescéncia (BRODL, WINKLER
& MACHEROUX, 2018; ISRAEL et al., 2023). Desde entdo, foram identificados
homologos desses genes em varias comunidades, proporcionando assim um melhor
entendimento dos padrées comportamentais em agregados (ISRAEL et al., 2023).

No biofilme, 0 ambiente € propicio para a comunicacao celular devido a alta
densidade microbiana. O sistema QS proporciona mudancas estruturais e fisiologicas
para a estrutura envolvida, incluindo a fixagao irreversivel, sintese de EPS, canais de
fluido, auxilio na maturacéo e dispersdo (ISRAEL et al., 2023). Tais alteracbes séo
comumente reguladas por AHLs e peptideos. Logo, a formacé&o do biofilme depende
de QS, o qual colabora para sua estabilidade e possui um papel vital na coordenacao
de atividades microbianas (GHOSH et al., 2022).

3.4.5 Biofilme em Agua Produzida de Petréleo
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A incorporagdo de uma ampla variedade de microrganismos e seus
versateis metabolitos na estrutura do biofilme desencadeia efeitos desagradaveis para
a industria de petréleo e gas. Sistemas de extracdo, producdo, tratamento e
distribuicdo sao favoraveis para a formacgéo e desenvolvimento de biofilme, incluindo
aqueles relacionados a tanques de armazenamento de &gua produzida, devido,
principalmente, a baixa vazéo (fluxo lento), a qual promove estagnacéo de nutrientes
favoraveis a formacéo do biofilme (JENNEMAN & DE LEON, 2022).

A contaminag&o microbiana em AP esta fortemente associada a liberagédo
de &cidos, deposicdo de sulfeto de ferro, intensificacdo do processo corrosivo (a partir
da CIM) e entupimento (biofouling e/ou bioincrustacdo) de equipamentos, tubulacdes
e instalacdes de producéo, em geral (PAULUS, 2005; YIN et al., 2008; DOS SANTOS
etal., 2022). Em biofilmes heterogéneos, ou seja, constituidos por BRS, BPA, arqueias
metanogénicas e outros microrganismos (aerébios e/ou anaerébios), prejudiciais para
a industria, € possivel ocorrer a associacdo desses problemas, o que dificulta
largamente o seu controle (XU, LI & GU, 2016; JENNEMAN & DE LEON, 2022).

Além da liberagcdo de metabdlitos e transferéncia de elétrons por
microrganismos em biofilmes, a inducdo da CIM pode estar relacionada a presenca
de oxigénio, visto que este colabora para o tipo de corrosédo eletroquimica. Desse
modo, o proprio crescimento do biofilme, em superficie metéalicas, pode resultar em
CIM, em seu arranjo irregular pode existir uma concentracdo de oxigénio diferencial,
0 que pode favorecer a cinética de reacdes anddicas e catddicas e propiciar o
mecanismo corrosivo (BEECH & SUNNER, 2004; KNISZ et al.,, 2023). Ainda, o
acumulo indesejavel de material biolégico, biofouling e/ou bioincrustacdo, em
estruturas petroliferas esta diretamente relacionado ao desenvolvimento de biofilme.
Este pode induzir a CIM (por corrosao sob depdsito orgéanico), obstruir equipamentos
e tubulacg@es, reduzindo o fluxo tanto de petréleo quanto de agua produzida, o que
pode afetar negativamente a aplicabilidade das operacdes (GORMLEY et al., 2018;
GIZER et al.,, 2023; KNISZ et al., 2023). Entretanto, para reter as complicacdes
relacionadas a complexidade do biofilme, é necessario utilizagdo de tratamentos

customizados, bem como, um amplo monitoramento.

3.5 Controle de microrganismos em campos de petroleo
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3.5.1 Biocidas

As tentativas de eliminacdo de microrganismos na industria petrolifera
envolvem o uso de métodos quimicos e/ou fisicos, sendo biocidas o mecanismo mais
frequente de controle; principalmente pelo seu custo-beneficio (TURKIEWICZ et al.,
2013; ZULKIFLIANI, 2017; SHI et al., 2023). Biocidas sdo compostos quimicos,
organicos e/ou inorganicos, utilizados para eliminar ou evitar o crescimento de
microrganismos em uma determinada situag&do. Tais substancias costumam ser
aplicados durante a reinjecdo de &agua produzida no poco para recuperacao
secundaria do petrdleo de modo a prevenir danos de contaminacdo microbiana
(ZULKIFLIANI, 2017; PEREIRA, PILZ-JUNIOR & CORCAO, 2021). Esses produtos
devem ser aplicados em concordancia com um alvo especifico a ser resolvido, sendo
necessario um conhecimento aprofundado sobre o tipo de microrganismo a ser
atingido e seus respectivos metabdlitos, assim como o substrato ou material em que
vive. Podem ainda ser preparados com aditivos anti-incrustantes, sequestrantes de
oxigénio, dispersantes de Oleo, quelantes de cations divalentes e condicionadores de
superficie. De qualquer modo, o biocida ideal deve possuir atividade em baixas
concentracfes sobre um amplo espectro antimicrobiano, apresentar baixa toxicidade,
ser biodegradavel, disponivel economicamente e solivel em agua ou em outros
solventes (CAVALCANTI, 2001; CABRAL & SANTOS, 2019). Ademais, € importante
identificar sua toxicidade para que nao cause maiores impactos ambientais
(KAHRILAS et al., 2015; MAILLARD, 2018).

Existem diversos tipos de biocidas para tratamento na industria em geral,
gue podem ser divididos em oxidantes e ndo-oxidantes. Quando conceituados como
oxidantes, agem oxidando a matéria organica presente nas células e liberando
radicais livres téxicos (BARROS, MELO & PEREIRA, 2022), em exemplos esta o cloro,
ozb6nio e peroxido de hidrogénio (PERES et al., 2008). Biocidas oxidantes nao
costumam ter efeitos significativos na inibicdo da formag&o de biofilmes (SHI et al.,
2023). Ja biocidas considerados nao-oxidantes geralmente ndo Sao corrosivos e
atacam alvos especificos dentro da célula. Os principais representantes dessa Ultima
categoria, em agua produzida, sdo o Glutaraldeido, THPS, DBNPA e em menor
guantidade, ADBAC e Bronopol, ja o antimicrobiano MBO € comumente empregado
em biocombustiveis (KAHRILAS et al., 2015; ZIMMER et al., 2017; ALAMRI, 2020)
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(Figura 5). Destes, apenas o ADBAC é classificado como litico, o restante enquadra-

se como eletrolitico.
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Figura 5 - Estrutura molecular dos biocidas.

Biocidas eletroliticos interagem por ligagdo covalente com nucledfilos
celulares (grupos tiol (-SH) e amina secundaria (-NH)) em proteinas de membrana,
ocasionando a inativacdo enzimatica (BARROS, MELO & PEREIRA, 2022). Ja os
biocidas liticos, como compostos de amdnio quaternario (CAQs) e alcoois, interagem
com a membrana externa e posteriormente com a membrana citoplasmatica,
causando a perda de integridade e o vazamento intracelular de componentes, seguido
de lise celular (PAULUS, 2005; AMJAD, 2010). O biocida pertence a familia dos CAQs,
0 que significa que possuem um grupo amina quaternaria com carga positiva e uma
ou duas cadeias alquilicas (PATI & ARNOLD, 2020).

Ainda, os biocidas diferenciam entre si em composicdo quimica,
caracteristicas fisicas, estabilidade, toxicidade e modo de acdo. Estes, podem atuar
em multiplos alvos nas células bacterianas (MAILLARD & PASCOE, 2023). Por
exemplo, o biocida THPS tem capacidade de provocar danos extensivos a membrana
celular e de inibir a enzima lactato desidrogenase, utilizada por BRS e essencial ao
metabolismo de lactato (JONES et al., 2012). Por outro lado, Glutaraldeido reage com
proteinas de membrana, reticulando proteinas, alterando a permeabilidade celular e
causando inibicdo de funcdes da membrana externa, como transporte de nutrientes e

liberag&o de residuos (MAILLARD, 2002), sendo também efetivo contra biofilmes de
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BRS (GARDNER & STEWART, 2002). Ja a acdo do DBNPA depende da interacdo do
bromo com nucledfilos contendo enxofre (como cisteina e glutationa) presentes no
interior das células, ou seja, este ndo interage com a membrana (mantém intacta) mas
sim, com componentes-chave do metabolismo celular (BARROS, MELO & PEREIRA,
2022). Além disso, sabe-se que o Bronopol reage com grupos tiol em enzimas
citoplasmaticas ligadas a membrana, por exemplo desidrogenases, o0 que resulta na
inibicho metabdlica, bem como, demonstrou-se que em condicbes aerdbias, este
oxida cataliticamente proteinas contendo tiol, resultando em subprodutos de
superoxido e peréxido, os quais sdo responsaveis pela sua atividade bactericida
(COOMBS et al., 2023). O bronopol também estd associado a baixos niveis de
liberacdo de formaldeido, embora ainda ndo seja fortemente considerado como
liberador de formaldeido (COOMBS et al., 2023; ECHA, 2023). A constituicdo por
oxazolidinas presente no biocida MBO, permite inibicdo de sintese de proteinas e se
relaciona com seu modo de acdo o qual pode envolver a interacdo com estruturas
celulares externas, componentes da membrana plasmatica ou estruturas
citoplasmaticas. O ingrediente ativo MBO é considerado eficaz no controle de
microrganismos, como BRS (SIEGERT, 2009; YEMASHOVA et al., 2007; BUCKER,
2015).

A eficacia de um produto biocida pode ser influenciada por fatores inerentes
ao produto, como concentracdo do ativo, pH e excipientes da formulacao.
Caracteristicas inerentes aos microrganismos (tipo bacteriano, atividade metabdlica e
estilo de vida - biofilme) e fatores relacionados a aplicacao do produto também devem
ser considerados, tal como o tempo de contato e tipo de superficie. A concentracao é
sem duvidas mais importante, pois determina a extensdo e a gravidade do dano
causado a célula bacteriana, podendo resultar em efeitos bactericidas irreversiveis ou
bacteriostaticos reversiveis. Baixas concentracfes de biocidas podem apresentar
interacOes especificas com a célula, logo, a falta de compreenséo desses fatores pode
contribuir para a sobrevivéncia bacteriana (MAILLARD & PASCOE, 2023).

Ademais, para um efetivo controle de microrganismos prejudiciais na
industria petrolifera, os biocidas séo utilizados em larga escala, o que pode estimular
mecanismos de adaptacao e resisténcia (MAILLARD, 2018; PEREIRA, PILZ-JUNIOR
& CORCAO, 2021). Desse modo, é importante que sua eficacia seja confirmada

primeiramente por testes laboratoriais para s6 entéo ser aplicado em sistemas reais.
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3.6 Resisténcia Bacteriana a Biocidas

O uso indevido de tratamentos ou baixas concentracdes (subdosagens) de
um biocida podem representar um fator para o desenvolvimento da resisténcia em
bactérias. Tal capacidade de sobrevivéncia depende do tipo de microrganismo
envolvido (enddsporos bacterianos e bactérias gram-negativas tendem a ser mais
resistentes que bactérias gram-positivas) e das propriedades fisioldgicas intrinsecas
e adquiridas, assim como, da influéncia dos biofilmes bacterianos (VAZ & LALL, 2021;
ZHANG & CHENG, 2022; MAILLARD & PASCOE, 2023).

A resisténcia adquirida esta diretamente relacionada a aquisicdo de
plasmideos ou transposons, ou ainda, a selecdo de mutantes resistentes de um
microbioma previamente exposto a um agente antimicrobiano. A resisténcia intrinseca
refere-se a capacidade natural de adaptacéo de uma espécie. Existem varias formas
de resisténcia intrinseca, como por exemplo, a reducao na permeabilidade celular de
algumas bactérias e a producdo de bombas de efluxo para diminuicdo da
concentracdo intracelular do biocida (MORTON et al., 1998; GOUDARZI &
NAVIDINIA, 2019; VAZ & LALL, 2021; COOMBS et al., 2023).

Em relacdo a permeabilidade celular, em bactérias gram-negativas,
compostos hidrofilicos tendem a ter dificuldades para atravessar a bicamada lipidica
e devem ser facilitados por canais de porinas ou porinas de membrana externa
(Omps). Entretanto, a exposicao frequente a antimicrobianos pode induzir mutacfes
no gene que codifica a proteina Omps, resultando em sua reducdo ou perda e
contribuindo assim, para o desenvolvimento da resisténcia (ZHANG & CHENG, 2022).
Por outro lado, as bombas de efluxo representam um sistema de autoprotecdo que
evita a acumulacdo de substancias téxicas nas células através do bombeamento
dessas moléculas para fora da bactéria, tal sistema é considerado o mecanismo de
resisténcia bacteriana mais rapido e eficaz de resposta ao estresse. O efluxo tem sido
amplamente associado ao aumento de 2 a 10 vezes na MIC em biocidas (ZHANG &
CHENG, 2022; MAILLARD & PASCOE, 2023). Ha outros mecanismos que também
podem estar envolvidos na resisténcia a biocidas, como a producédo de enzimas
inativadoras, alteracbes metabdlicas, mudancas na morfologia celular, inducéo de
sistemas de autorreparo e a formacdo de biofilme (NOURBAKHSH et al., 2022;
ZHANG & CHENG, 2022).
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O estilo de vida na forma de biofilme proporciona as bactérias um aumento
de 10-1000 vezes na resisténcia aos antimicrobianos em comparacao com as células
plancténicas (MAH & O'TOOLE, 2001; ARAUJO et al., 2011; RODIS et al., 2020). Essa
baixa suscetibilidade esta relacionada, em grande parte, a matriz do biofilme, a qual
atua como uma barreira de difuséo, limitando a penetracdo de biocidas. Nesse
sentido, ha relatos que o polissacarideo alginato, presente na matriz do biofilme como
uma EPS, pode reter agentes antimicrobianos. A expressdo de bombas de efluxo
também é regulada positivamente em biofilmes. Além de todo o ambiente protetor, o
biofilme promove a estabilidade de plasmideos e pode facilitar, através da
comunicacdo célula-célula, a transmissdo de elementos genéticos moéveis que
codificam genes de resisténcia (ANDERSON & O'TOOLE, 2008; MOZINA, KLANCNIK
& RASPOR, 2013; RODIS et al., 2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizagao do estudo

Todas as andlises foram desenvolvidas no Laboratorio de Pesquisa e
Analises Microbiologicas do Departamento de Microbiologia (Lab. n® 537), Imunologia
e Parasitologia, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICBS/UFRGS).

4.2 Amostras de dgua produzida e biocidas utilizados

Quatro amostras de diferentes plataformas de campos de petréleo offshore
localizados no estado do Rio de Janeiro e S&o Paulo foram utilizadas para esse estudo
(Tabela 2). A empresa Dorf Ketal Brasil Ltda, destaque na industria de especialidades
guimicas para area do petréleo, foi responsavel pela coleta e fornecimento das
amostras de 4gua produzida, assim como, dos biocidas THPS, Glutaraldeido, DBNPA,
ADBAC, Bronopol e MBO, utilizados neste estudo. O biocida MBO foi incluido neste

estudo para avaliagcdo de uma possivel acao inibitéria em AP.

Tabela 2 - Dados das amostras de agua produzida utilizadas no estudo.

Amostra Bacia Campo Plataforma Local na Plataforma
A Bacia de Campos — RJ 1 A Agua livre do poco
B Bacia de Campos — RJ 1 B Hidrociclone
C Bacia de Campos — RJ 2 C Separador
D Bacia de Santos — SP 3 D Flotador

Os biocidas comerciais disponibilizados possuiam diferentes valores de
teores ativos (m/m). Para permitir suas respectivas comparacodes, foram igualmente
equalizados, para uma dosagem de 50% de teor ativo, através de diluicdes com agua
destilada estéril. A fim de manter a integridade da molécula, as solu¢cbes estoques

foram preparadas no mesmo dia das andlises.

4.3 Caracterizagéo fisico-quimica e bioldgica da agua produzida
As amostras foram disponibilizadas previamente caracterizadas quanto
ao teor de cloreto, turbidez e pH pela empresa Dorf Ketal Brasil Ltda. A salinidade foi

avaliada por titulacdo potenciométrica no equipamento Titrino Plus 848 (Metrohm,
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Switzerland), no qual foi conectado a um eletrodo de prata e teve como solugéo padrao
AgNOs3 0,01 mol-L-1. A turbidez foi analisada por meio de turbidimetro- modelo
Aqualytic AL250-IR sendo utilizada uma solucdo de formazina para calibracdo. Para
a andlise do potencial hidrogenidnico foi necessario medidor de pH (Hanna
Instruments, EUA) (Apéndice A).

A concentracdo microbiana total da amostra foi quantificada por meio de
diluicdes seriadas em agua peptonada e semeadura em Plate Count Agar (PCA) pelo
método de espalhamento em superficie. Posteriormente, foi realizada a contagem de
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) em placa utilizando o Contador de Colonias
Manual CP608, Phoenix Luterco (Apéndice B).

4.4 Isolamento e cultivo de bactérias halofilicas

As bactérias halofilicas foram isoladas a partir das amostras de agua
produzida na extracdo de petrdleo pela técnica de enriquecimento durante 21 dias.
Para a identificacdo de organismos halofilos foi utilizado o meio de cultura Caldo
Marinho (Marine Broth 2216, Sigma Aldrich). Sendo assim, as amostras foram
individualmente semeadas em 40 mL de Caldo Marinho 2x na proporgcéo 1:1 e
incubadas em condicdes aerObias e anaerGbias a 30°C. Para permitir o
desenvolvimento e cultivo de bactérias halofilicas/halotolerantes em condi¢cdes
anaerobias foi utilizada jarra de anaerobiose e gerador atmosférico Anaerobac®
(Probac, Brasil), assim como, indicador de gas carbdnico (CO2) e fita indicadora de
anaerobiose. Semanalmente, in6culos de 10% (v/v) foram transferidos para frascos
contendo Caldo Marinho 1x. Apds os 21 dias, foi realizada uma diluicdo seriada do
crescimento em agua peptonada e semeadura em placas de agar Marinho para
isolamento de coldnias e posterior identificacdo. A diluicdo em agua peptonada foi
realizada em 20 vezes (10 até 10?°) e a semeadura em agar Marinho a cada duas
diluicbes. Apds o crescimento, foram selecionadas trés coldnias de cada morfologia

colonial distinta (cor, aspecto e tamanho) conforme menor dilui¢o.

4.5 Identificac&o e preservacao dos isolados
Inicialmente, utilizou-se a técnica de semeadura por esgotamento e
coloracdo de Gram para determinacdo da pureza e observagdes de caracteristicas

morfolégicas. Para a identificacdo dos isolados foi aplicado o método de MALDI-TOF
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(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Fly) a partir do
espectrofotometro Microflex LT Biotyper 4.0 (Bruker) e de acordo com as
especificacbes do fabricante. Na preparacdo das amostras foram utilizadas as
técnicas de andlise de Transferéncia Direta e Extracdo de Proteinas. Uma coldnia de
cultura recente, para técnica de transferéncia direta, ou 1uL do extrato protéico, foi
depositado em um spot na placa alvo do MALDI-TOF, apGs a secagem foi aplicado
1uL de matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) e em seguida foi realizada
a leitura pelo equipamento. Por meio do software flexControl e MBT RTC (Real Time
Classification) obteve-se um espectro caracteristico de espécie e diferentes escores
de confiabilidade foram gerados. Escores maiores que 2 foram considerados para
nivel de identificacdo de espécies, a medida que, escores de 1,70 a 1,99 foram
indicativos a nivel de género. Escores inferiores a 1,70 ndo foram considerados para
identificag&o.

Para confirmacdo em nivel de espécie do género Achromobacter foram
necessarios testes bioquimicos adicionais, desenvolvidos conforme BUSSE e STOLZ
(2006). Realizou-se a prova de redugdo nitrato-nitrito a partir do crescimento dos
isolados em caldo nitrato (Nitrate Broth, Himedia) e posterior aplicacdo de acido
sulfanilico e N-Dimetil-Naftilamina. P6 de zinco foi utilizado para contraprova dos
negativos.

As cepas ja identificadas foram preservadas a -20°C em caldo BHI (Brain
Heart Infusion Broth) com adicdo de leite em p6 desnatado e 10% de glicerol. Apés o
crescimento das cepas em 1mL de caldo BHI, a cultura foi centrifugada a 300 rpm por
1 minuto, retirou-se 900ul de sobrenadante e o pellet da célula foi homogeneizado
juntamente com skim milk e glicerol (SAEKI et al., 2015). A amostra foi congelada a -

20°C para analises posteriores.

4.6 Caracterizacdo das cepas bacterianas

4.6.1 Avaliacdo da tolerancia em NacCl
A tolerancia ao sal foi avaliada em nivel de espécie através de andlise visual
em tubos apos adicdo de TTC (Trifenil Tetrazolio 2,3,5 Cloreto) - indicador redox. A

maxima tolerancia ao NaCl foi testada em concentracdes de 0,1M; 0,5M; 1M; 2M e
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2,6M, utilizando Cloreto de Sdédio P.A. NaCl (Vetec Sigma Aldrich Brasil LTDA).
Ademais, as cepas deste ensaio foram escolhidas conforme maior escore de
identificacdo no MALDI-TOF, sendo utilizado uma cepa principal de cada espécie.

Os isolados foram cultivados overnight em agar TSA (Tryptic Soy Agar),
ajustados conforme a escala 0,5 McFarland em salina 0,9% e 40 ul do ajuste foi
inoculado em 4 mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth) suplementado com NaCl nas
devidas molaridades, produzindo uma suspensédo com 1x108 UFC/mL. Em tubos com
1,5 mL de TSB com suplementacdes de NaCl foi adicionado 1,5 mL da suspenséao
produzida. A incubacao foi de 24 horas a 35°C.

ApoOs o periodo de crescimento, foi adicionado aos tubos 300ul de TTC 0,5
% (10% do poco) para analise da viabilidade celular. A observacao de células viaveis
e metabolicamente ativas procedeu-se por meio da visualizagdo de coloracdo

vermelha nos tubos.

4.6.2 Capacidade de formacéo de biofilme

Todos os isolados foram classificados conforme seu nivel de aderéncia em
microplacas de 96 pocos de poliestireno com fundo plano de acordo com a
metodologia de Stepanovic e colaboradores (2007). ApOs o crescimento overnight em
TSA, os isolados foram ajustados para escala nefelométrica 0,5 de Mc Farland em
salina 0,9%. Em quintuplicata, 20uL do ajuste em salina foi adicionado em cada poco
em conjunto com 180uL de caldo TSB. A cepa ATCC 35984 (Staphylococcus
epidermidis) foi usada para controle positivo e 200uL de TSB estéril foi empregue para
controle negativo. As placas permaneceram incubadas durante 24 horas a 35°C.

Posteriormente ao desenvolvimento do biofilme, os sobrenadantes foram
retirados e os pocgos lavados trés vezes com solugéo salina 0,9% para remocao de
células nédo aderentes. Células aderentes foram fixadas com 200uL de metanol 99%
por 15 minutos. Seguida a fixacdo, o metanol foi descartado e adicionou-se 200uL de
solucao cristal violeta 2% filtrada. Apds 5 minutos, o excesso de corante foi removido
com agua destilada e acrescentou-se 200uL de etanol 99% para a solubilizacédo do
corante. A quantificagédo do biofilme formado foi realizada em espectrofotometro com
leitor de microplacas (Anthos Zenyth 200rt, Biochrom Ltd.) a 570nm.

Sendo assim, os isolados foram classificados em categorias de aderéncia

conforme média de densidade 6ptica dos isolados (DOi). A densidade 6ptica ponto de
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corte (DOc) foi definida em trés desvios padrao acima da média da densidade éptica
do controle negativo (DOn). Obedecido tais parametros, a formacao de biofilme foi
avaliada em nao aderente (DOi < DOc), fracamente aderente (DOc < DOi < 2 x DOc),
moderadamente aderente (2 x DOc < DOi £ 4 x DOc) e fortemente aderente (4 x DOc
< DOQi).

4.6.3 Capacidade de producéo de acido

Os isolados foram analisados, em nivel de espécie, conforme a sua
producdo de &cido a partir da utilizacdo do meio de cultura Caldo Vermelho Fenol
(CVF) com adicdo de 5g/L de glicose (Apéndice C). Bactérias produtoras de acidos
foram caracterizadas, apds o crescimento em CFV a 35°C, mediante indicador
vermelho fenol, no qual tornou-se de vermelho alaranjado para amarelo quando houve

producéo de acido (pH < 6,5) durante a fermentacéo de carboidrato.

4.6.4 Corrosao influenciada microbiologicamente em cupons de aco carbono

A CIM foi determinada por ensaios de perda de massa a partir de cupons
de aco carbono 1020 submetidos a teste de imersdo em caldo TSB durante 7 dias.
Tal procedimento foi realizado em duplicata de forma a avaliar a corroséo gerada por
nivel de espécie, assim como, a possivel corrosdo causada por caldo TSB estéril. Os
cupons utilizados neste ensaio foram fornecidos pela empresa Dorf Ketal Brasil Ltda.

Os cupons metalicos foram preparados conforme normas técnicas ASTM
(American Society for Testing and Materials) (G31-12) com modificacdes. Com auxilio
de lixa granulometria 120 mesh, os cupons foram polidos para remocédo de depdsitos
aderidos a superficie e posteriormente pesados em balanca analitica com preciséo de
0,0001g. Entao foram imersos em etanol 96% e através de sucessivas lavagens com
acetona P.A. e agua destilada autoclavada os conservantes foram eliminados. Apos
foram secos e esterilizados com radiacéo ultravioleta durante 30 minutos para cada
lado do cupom.

Mediante auxilio de luva e pinga estéril, os cupons foram presos com fio de
nylon e acomodados em frascos com 450mL de solugéo de TSB e 4,5mL de in6culo
ajustado na escala 0,5 Mc Farland (Figura 6), sendo devidamente identificados
através do fio e incubados pelo periodo de 7 dias a 35°C. Para esse teste, foi
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considerado o volume de solucédo de 0,20 mL para cada mm? de superficie, segundo
norma NACE TM0169/G31.

Figura 6 - Disposi¢ao dos cupons analisados em caldo TSB para verificagdo da taxa
de biocorrosdo por isolado representante das espécies analisadas no presente
estudo.

Posteriormente ao periodo de incubacéo, os cupons foram retirados e
submetidos a decapagem com acido cloridrico 10% por 10 minutos. Para verificar a
perda de massa, ao final da limpeza, foram novamente pesados em balanca analitica.
A taxa de corroséo foi expressa conforme a férmula abaixo (NACE TM0169/G31) e
interpretada segundo NACE RP-07-75 (2013) (Tabela 3).

- KXW
Taxa de corrosdo=
AXTXD

Onde K=constante em mpy (milésimo de polegada de penetracdo por ano)
(3,45 X 108); T=tempo de exposicdo em horas (168h); A= area do cupom exposta em
cm? (area total do cupom=19,73 cm?); W= perda de massa em grama dos cupons
apos limpeza; D= densidade do cupom de aco carbono 1020 em g/cm? (7,86 g/cm?).
Para o célculo da é&rea total do cupom, foram considerados as respectivas medidas:
12 mm de largura, 75 mm de comprimento, 1 mm de espessura e 0,6 mm no diametro

do furo.
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Tabela 3 - Avaliacao da corrosividade.

Taxa de corrosao

Corrosividade mpy* mm/y
Baixa <1 < 0,025
Moderada 1-49 0,025-0,120
Alta 50-10 0,130-0,250
Severa >10 > 0,250

*1 mpy=0,0254 mm/y (milimetros de penetracédo por ano).

4.7 Determinacdo da viabilidade de células planctbnicas na presenca de
biocidas

Todas as cepas identificadas foram avaliadas isoladamente e em forma de
consorcio (em duplicata) por amostra, conforme a menor concentracdo que inibiu o
crescimento bacteriano - Concentragdo Inibitéria Minima - de cada biocida (THPS,
Glutaraldeido, ADBAC, MBO, Bronopol e DBNPA). Para esse propésito, os isolados
foram crescidos overnight em agar TSA e seguidamente ajustados em escala 0,5 Mc
Farland em salina 0,9%. Para a analise MIC dos biocidas em consorcios considerou-
se uma suspensao contendo quatro cepas de cada espécie (exceto género Bacillus
sp., com 3 cepas) conforme a respectiva amostra (amostra A - 16 cepas e amostra B
- 11 cepas, conforme Apéndice D). Tanto para as cepas avaliadas separadamente
guanto para os consorcios obteve-se uma suspensédo com 1x10% UFC/mL em caldo
TSB 2x e 100uL da mesma foi adicionado em placas de 96 pogos de poliestireno com

fundo em “u” juntamente com 100uL de solugdo estoque das dosagens de cada
biocida utilizado. Também, foi incluido controle de viabilidade (controle positivo),
coloracédo e controle de esterilidade (controle negativo). As dosagens de biocidas
consideradas foram, respectivamente; 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 125 ppm, 250 ppm,
500 ppm e 1000 ppm. Estas dosagens foram escolhidas tendo como base ensaios
realizados pelo grupo em estudos anteriores (PEREIRA, PILZ-JUNIOR & CORCAO,
2021).

Seguidamente, procedeu-se a incubacao das placas de poliestireno por 24
horas a 35°C. Apds esse periodo, o crescimento foi observado através da turbidez e
a MIC foi determinada mediante primeiro po¢o com auséncia de crescimento visivel

(poco néo turvo).
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4.8 Determinacao da viabilidade de células sésseis na presenca de biocidas

Foi avaliado a concentracao inibitoria minima do biofilme e a concentracao
minima de erradicagdo do biofilme em espécie e consorcio de acordo com a amostra
relacionada. Para andlise de espécie utilizou-se quatro cepas (exceto género Bacillus
sp., com 3 cepas) com diferentes perfis de aderéncia e MIC, conforme amostras. Para
a determinacao do MBIC e MBEC em forma de consorcio realizou-se uma suspensao
com os mesmos isolados acima a partir da respectiva amostra (amostra A - 16 cepas
e amostra B - 11 cepas, conforme Apéndice D), em duplicata. As concentracdes
obtidas para MIC e 2xMIC de cada biocida foram utilizadas.

O protocolo descrito em 4.6.2 foi seguido para formacao do biofilme. Apoés
o desenvolvimento do biofilme, retirou-se por aspiracéo os sobrenadantes e 0S po¢os
foram lavados 3x com solucao salina 0,9% para remocédo das células planctonicas.
ApGs as lavagens, somente 0s microrganismos aderentes permaneceram no pogo,
adicionou-se entao, 100uL de TSB 2x e 100uL das solugdes estoques de cada biocida
e respectivas dosagens. O controle positivo foi composto somente por 200uL de TSB
estéril. As placas foram novamente incubadas por 24 horas a 35°C. Apés este periodo,
o crescimento visivel foi observado mediante turbidez para analise de MBIC.

Para determinacdo da MBEC, foi retirado os sobrenadantes daqueles
pog¢os sem crescimento visivel e acrescentado 200uL de caldo neutralizante Dey
Engley Neutralizing Broth (DENB), Himedia. Mediante ponta de ponteiras estéreis foi
raspado as células restantes e todo o contetdo do poco foi adicionado em eppendorf
esterilizado, conforme técnica de Wang e colaboradores (2012). Levou-se o0s
eppendorfs para vortex para rompimento dos agregados celulares e 5uL do seu
conteudo foi semeado em agar TSA através de semeadura por gota. Apds 24 horas,
as placas de TSA foram avaliadas por presenca e auséncia de crescimento, sendo
MBEC definido através da primeira concentracdo sem crescimento visivel nas placas
de TSA.
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5 RESULTADOS

5.1 Identificacdo dos Isolados

Ao todo foram identificados 112 isolados em agua produzida, sendo 64 na
amostra A e 48 na amostra B. As amostras C e D foram descartadas por possivel
contaminacdo ambiental, visto que foram encontrados apenas espécies do género
Bacillus sp.

A caracterizagdo por MALDI-TOF foi precisa (escores de confiabilidade
maiores que 2) na grande maioria dos isolados identificados, sendo necessario testes
bioquimicos adicionais apenas para espécies do género Achromobacter (Amostra A),
0 qual obteve escores de 1,8 e 1,9 entre duas espécies - A. denitrificans e insolitus.
Apés prova de reducdo nitrato-nitrito, A. insolitus foi considerado como positivo para
a reducédo (coloracédo vermelha foi obtida no teste) e A. denitrificans como negativo
(incolor/cor do meio no teste). Em sintese, foram encontrados 49 isolados em
condicbes aerébias (CAe) na Amostra A; Pseudomonas aeruginosa (22),
Achromobacter denitrificans (18) e Achromobacter insolitus (9), em condicGes
anaeroébias (CAn) prevaleceu a espécie Enterobacter cloacae (15). Por outro lado, na
Amostra B, foram identificados 28 isolados em condicbes aerdbias, entre esses;
Pseudomonas balearica (Stutzerimonas balearica) (16), Bacillus cereus (3) e
Enterobacter cloacae (9) e em condi¢cbes anaerdbias apenas Enterobacter cloacae
(20) (Figura 7). N&o foi identificado nenhum isolado anaerdbio estrito, em razéo disso,

0s experimentos posteriores foram realizados em aerobiose.

= P d a aerugi m Pseudomona balearica
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Figura 7 - Identificacdo dos isolados nas amostras A e B em agua produzida offshore
de petroleo.
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5.2 Analise da Maxima Tolerancia a NaCl

A partir de andlise visual ap6s adi¢do de TTC percebeu-se que as espécies
Pseudomonas aeruginosa e Achromobacter insolitus obtiveram tolerancia maxima em
NaCl a 0,5M. Enquanto Bacillus cereus, Enterobacter cloacae e Pseudomonas
balearica apresentaram crescimento em até 1M e apenas Achromobacter denitrificans

apresentou viabilidade em 2M (Figura 8).
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Figura 8 - Observacdo da maxima tolerancia em NaCl dos isolados. Da esquerda para
a direita: Controle negativo, controle positivo, 0,1M, 0,5M, 1M, 2M e 2,6M.

5.3 Formacéao de Biofilme

O software ADAP foi utilizado para leitura da densidade 6ptica dos isolados.
Foi encontrado como média da DOn o valor de 0,024 e desvio padrdao de 0,011. O
ponto de corte com trés desvios acima da DOc foi igual a 0,032. A grande maioria dos
isolados (n=106) foi classificada como fortemente aderente (94,6%), com excec¢ao de
seis isolados que foram considerados como moderadamente aderente; cepa n®5, 12,
18 e 15 de Enterobacter cloacae, cepa n°® 10 de Bacillus cereus e cepa n° 22 de

Pseudomonas balearica.

5.4 Producéo de Acidos
O crescimento em CVF indicou Enterobacter cloacae (Enterobacteriaceae)

e Bacillus cereus (Bacillaceae) como bactérias produtoras de acido (Figura 9).
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Figura 9 - Crescimento dos isolados em CVF. D Da esquerda para a direita:
Pseudomonas aeruginosa, Achromobacter denitrificans, Achromobacter insolitus,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas balearica, Bacillus cereus e controle negativo.

5.5 Corroséao influenciada microbiologicamente

Os cupons de ac¢o carbono 1020 submetidos a avaliacdo da CIM, em nivel
de espécie, apresentaram uma taxa de corrosdo baixa a moderada ap6s a decapagem
acida. Observou-se taxa de corrosdo moderada nos isolados representantes de
Enterobacter cloacae (BPA), Bacillus cereus (BPA) e Pseudomonas baleriaca (Tabela
4). O controle negativo (TSB estéril) manteve-se com 0 mesmo peso inicial do inicio

do experimento.

Tabela 4 - Taxa de corrosdo observada em cupons de aco carbono 1020 quando
submetidos ao teste de imerséo durante 7 dias em caldo TSB contendo os isolados.

Identificagéo Perda de massa mpy mmy Taxa de corroséo
Fseudomona aeruginosa 0,001g 01324 0,0033 Baixa
0,002g 0,2648 0,0067 Baixa
Achromobacter denitrificans 0,002g 0,2648 0,0067 Baixa
0.001g 01324 0,0033 Baixa
Achromobacter insolitus 0,002g 0,2648 0,0067 Baixa
0,001g 0,1324 0,0033 Baixa
Fseudomona balearica 0,009g 1,1917 0,0302 Moderada
0,008g 1,0593 0,0269 Moderada
Bacillus cereus 0,011g 1,4566 0,0369 Moderada
00129 1,5890 0,0403 Moderada
Enterobacter cloacae 0,033g 43692 0,1109 Moderada
0,027g 3,5753 0,0808 Moderada

5.6 Concentracdo Inibitéria Minima frente aos biocidas

Os isolados testados exibiram valor MIC diferenciados para os 6 biocidas
analisados. As maiores concentracdes inibitorias minimas foram encontradas nos
biocidas Glutaraldeido e THPS, os quais apresentaram resisténcia em concentracdes
de 250 ppm a 1000 ppm. ADBAC apresentou MIC entre 10 ppm e 125 ppm, MBO em
50 ppm a 250 ppm, Bronopol de 10 ppm a 50 ppm e DBNPA demonstrou sua
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concentracgao inibitoria entre 25 ppm e 250 ppm. As informac6es detalhadas do MIC
obtido em cada uma das concentracdes e a quantidade de isolados em cada amostra

estao descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Quantidade de isolados das Amostras A e B em sua respectiva
concentragcdo inibitéria minima frente aos biocidas THPS, Glutaraldeido (GLUT),
ADBAC, MBO, Bronopol (BNP) e DBNPA.

Concentragéo THPS GLUT ADBAC MBO BNP DBNPA
A B A B A B A B A B A B

10 ppm - - - - 16 36 - - 44 15 - -

25 ppm - - - - 17 8 - - 20 31 15 -
50 ppm - - - - 3% 4 - 1 - 2 32 22
125 ppm - - - - 1 - 42 18 - - 17 24
250 ppm 23 12 - 2 - - 22 29 - - - 2
500 ppm 31 12 36 15 - - - - - - - -
1000 ppm 10 22 26 29 - - - - - - - -
>1000 ppm - 2 2 2 - - - - - - - -

Ademais, observou-se que o biocida Bronopol e ADBAC apresentaram a
mais baixa concentragao inibitéria minima em relagdo aos demais biocidas da analise.
Em concentracdes de 10 ppm, Bronopol inibiu 86,3% dos isolados identificados como
Pseudomonas aeruginosa, 100% dos isolados em Achromobacter denitrificans, 77,7%
em Achromobacter insolitus e 87,5% de Pseudomonas balearica. J& o biocida ADBAC
produziu melhores efeitos, na concentragcdo de 10 ppm, em Enterobacter cloacae
(59%), Bacillus cereus e Pseudomonas balearica (100%). As cepas analisadas
apresentaram distintos intervalos de MIC para cada biocida, em razdo disso, 0s
resultados foram apresentados por espécie. O MIC mais frequente, conforme espécie
da amostra, assim como o MIC do consoércio A e B, foram apresentados na Tabela 6
e’.
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Tabela 6 - MIC de maior frequéncia nos isolados conforme espécie e a MIC obtida
pelo consércio da Amostra A.

Amostra A

Pseudomonas Achromobacter Achromobacter Enterobacter ..
Consorcio A

aeruginosa denitrificans insolitus cloacae
THPS 500 250 250 500 500
Glutaraldeido 1000 500 500 1000 1000
ADBAC 50 50 25 10 50
MBO 125 125 125 250 250
Bronopol 10 10 10 25 25
DBNPA 25 50 50 125 125

Concentragbes em ppm.

Tabela 7 - MIC de maior frequéncia nos isolados conforme espécie e a MIC obtida
pelo consoércio da Amostra B.

Amostra B

Pseudomonas Enterobacter . ..
Bacillus cereus Consorcio B

balearica Cloacae
THPS 250 1000 500 1000
Glutaraldeido 500 1000 1000 1000
ADBAC 10 10 10 10
MBO 125 250 125 250
Bronopol 10 25 25 25
DBNPA 50 125 250 250

Concentracdes em ppm.

5.7 Concentracdo inibitéria minima do biofilme e a concentracdo minima de
erradicacao do biofilme

Os isolados analisados em forma de biofilme apresentaram distintos
intervalos de MBIC e MBEC para cada biocida. O MBIC e MBEC mais frequente entre
os isolados da mesma espécie, estdo apresentados na Tabela 8 e 9, conforme
respectiva amostra. Em geral, os resultados foram varidveis, mas o biocida

Glutaraldeido apresentou o maior MBIC em todas as analises, enquanto Bronopol e
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ADBAC apresentaram a menor MBIC. A concentracdo de erradicacdo do biofilme

mostrou, em todos o0s casos, um aumento significativo em relacdo ao MBIC. Em

ambas as amostras, obteve-se um grande aumento do MBIC e MBEC quando

submetidas a andlise de consorcios (Tabela 8 e 9). Em relacdo aos consorcios A e B,

percebeu-se respostas distintas para os respectivos biocidas.

Tabela 8 - MBIC e MBEC dos biocidas de maior frequéncia nos isolados testados
conforme espécie da Amostra A e MBIC e MBEC obtida pelo consércio A.

Amostra A
Pseudomonas Achromobacter Achromobacter Enterobacter
aeruginosa denitrificans insolitus cloacae Consorcio A
n=3, 36,39 e 51 n=7, 13,14 e 25 n=16, 22, 27 e 32 n=1,5,10e 15
MBIC MBEC MBIC MBEC MBIC MBEC MBIC MBEC MBIC MBEC
THPS 1000 1500 500 1000 500 1000 1000 >2000 2000 >2000
Glutaraldeido 1500 >2000 1500 2000 1500 >2000 2000 >2000 >2000 -
ADBAC 50 >250 50 250 50 250 50 250 125 >250
MBO 500 1000 250 1000 125 500 250 >1000 1000 >1000
Bronopol 50 >125 125 >125 125 125 50 125 >125 -
DBNPA 250 1000 500 1000 250 500 500 1000 1000 >1000

Concentragdes em ppm.

Tabela 9 - MBIC e MBEC dos biocidas de maior frequéncia nos isolados testados
conforme espécie da Amostra B e MBIC e MBEC obtida pelo consorcio B.

Amostra B
Pseudomonas Enterobacter .
. Bacillus cereus ..
balearica cloacae _ Consorcio B
n=7,8e10
n=2,5,9e 13 n=9,12,22e 26

MBIC MBEC MBIC MBEC MBIC MBEC MBIC MBEC

THPS 500 1000 1000 1500 500 >2000 >2000 -

Glutaraldeido 1500  >2000 2000 >2000 2000 >2000 >2000 -
ADBAC 50 250 50 250 50 250 50 >250
MBO 125 500 250 500 125 500 500 >1000
Bronopol 50 125 50 125 25 125 125 >125
DBNPA 250 500 500 1000 250 1000 1000 >1000

Concentragbes em ppm.
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6 DISCUSSAO

As espécies identificadas nas respectivas amostras de agua produzida de
petréleo offshore podem estar associadas aos métodos dependentes de cultivo, como
0 isolamento e a cultura, utilizados neste estudo. Embora essas técnicas fornecam
informacdes relevantes sobre as propriedades fisiologicas e funcionais das bactérias,
elas nao refletem a real diversidade da comunidade microbiana como em estudos que
usam metagendmica para analise da microbiota ou outros métodos independentes de
cultivo, ja que estes conseguem detectar bactérias ndo cultivaveis em laboratorio (LIU
et al., 2022; PANDEY & LAL, 2023). Em geral, Proteobactérias e Firmicutes estdo
entre os principais filos identificados em métodos de isolamento e cultivo (LIU et al.,
2022). J4 em estudos baseados em cultura de comunidades de reservatorios de
petréleo é esperado encontrar bactérias relacionadas as familias de
Pseudomoniaceae e Bacillaceae, como observado nas amostras do presente estudo
(SILVA et al.,, 2013; BATISTA, 2019). Ademais, constatou-se que a diversidade
microbiana presente na Amostra A foi ligeiramente maior que aquela encontrada na
Amostra B, 0 que pode estar relacionado ao local de coleta, uma vez que, mesmo
pertencendo a mesma bacia petrolifera, as amostras foram obtidas de plataformas e
locais distintos e, portanto, possuem caracteristicas fisico-quimicas especificas.

Apesar da composicdo relativamente alta de cloreto de sédio no Caldo
Marinho utilizado para o isolamento (19,45 g/L), observou-se auséncia de espécies
halofilicas, predominando apenas microrganismos halotolerantes (com diferentes
graus de tolerancia em NaCl). Esse resultado pode estar associado as concentracdes
tipicas de cloreto de sodio encontrado nas respectivas amostras (21.410 e 24.377
mg/L). Haldfilos moderados, por exemplo, aqueles presentes nas familias
Halanaerobiaceae e Halobacteroidaceae, requerem concentracbes de NaCl entre
30.000 e 200.000 mg/L para crescimento ideal (OREN, 2014).

Além disso, constatou-se a prevaléncia de espécies aerdbias e somente
uma espécie anaerdbia facultativa (Enterobacter cloacae). O desenvolvimento de
bactérias aerébias no microbioma da industria de O&G esta fortemente relacionado
as atividades antrépicas durante o processo de producao (AN et al., 2013; BRIGGS et

al., 2019). Outra hipétese para o desenvolvimento de comunidades aerdbias em
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reservatérios de petréleo poderia ser a producdo in situ de oxigénio através do
metabolismo bacteriano anaerébio (SILVA et al., 2013).

Em nivel de filo, ambas amostras foram dominadas por Proteobactérias
(97,3%) com uma Unica espécie do filo Firmicutes presente na amostra B (Bacillus
cereus). A prevaléncia de Proteobacteria € comum na extracdo e injecdo de agua
produzida, assim como, em amostras da zona de transicdo Oleo-agua de campos
petroliferos (SONG et al., 2019; PANNEKENS et al., 2019). Apesar disso, alguns
estudos associaram a ocorréncia de géneros como Achromobacter e Enterobacter
apenas apos a extracdo e armazenamento da agua produzida (KORENBLUM, 2018;
SONG et al., 2019). No entanto, o género Achromobacter foi detectado em outros
estudos com amostras de Oleo-agua de reservatorios petroliferos brasileiros,
sugerindo a disseminagcdo generalizada dessas bactérias em campos de petréleo
(VASCONCELLOS et al., 2009; SILVA et al., 2013). Ainda, observou-se que todos as
espécies identificadas neste estudo sédo recorrentes em amostras de agua produzida
de campos offshore de petréleo, sendo o género Bacillus e Pseudomonas os mais
frequentes (GAO et al., 2016; BATISTA, 2019; KORENBLUM, 2018; PANNEKENS et
al., 2019; SONG et al.,, 2019). A espécie Enterobacter cloacae é comumente
relacionada a agua, esgoto e tanques de armazenamento residuais (OLEIWIS, NAJIM
& RADIF, 2021; NAJMULDEEN, 2021), portanto, a combinacéo de rejeitos aquosos
em tanques, juntamente com residuos de limpeza de plataformas, pode ser uma
explicacdo para sua presenc¢a na agua produzida.

Os resultados do presente estudo demonstraram que os membros da
familia de Enterobacteriaceae e Bacillaceae analisados podem produzir acidos como
fonte de carbono e contribuir, moderadamente, no processo de corrosao em cupons
de aco carbono 1020. A presenca de bactérias produtoras de 4cido em agua produzida
pode favorecer o desenvolvimento de BRS (BOGAN et al., 2004), corroborando ainda
mais na intensificacdo do processo corrosivo de instalacfes da industria petrolifera.
As BPA podem, ainda, desempenhar um papel significativo no estabelecimento de
biofilmes como primeiras colonizadoras (BRIGSS et al., 2019). A analise da taxa de
CIM por espécie também revelou que o isolado representante da espécie
Pseudomonas baleriaca apresentou uma taxa de corrosao significativa. Em um estudo
de Salgar-Chaparro (2020), Pseudomonas baleriaca foi isolada de aco corroido em

uma unidade flutuante de producdo e armazenamento de petréleo na Australia e
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associada como uma bactéria oxidante de ferro. Microrganismos oxidantes de ferro
obtém a energia necessaria ao seu metabolismo a partir da oxidac¢éo do ion ferroso
(Fe?*) a férrico (Fe3*), resultando na formacéo de depdsitos densos de 6xido de ferro
gue em contato com metais podem favorecer a corrosdo sob depdsito (LEE et al.,
2013; RAY, LEE & LITTLE, 2010).

As cepas submetidas aos efeitos de diferentes biocidas para avaliacdo da
MIC apresentaram respostas especificas a cada biocida. Observou-se em ambas as
amostras que a tolerancia dos isolados foi superior aos biocidas Glutaraldeido e
THPS. Esse dado possivelmente esta relacionado a ampla aplicacédo desses biocidas
em sistemas aquosos na industria petrolifera para controle bacteriol6gico, o que pode
estimular mecanismos de resisténcia bacteriana e consequentemente aumentar a MIC
(KAHRILAS et al., 2015). Por outro lado, biocidas como Bronopol e ADBAC, que
apresentaram a menor MIC entre os isolados, sdo empregados em menor parcela na
industria petrolifera (<1% e 3%, respectivamente) (KAHRILAS et al., 2015),
corroborando a hipétese de que ainda nédo ha resisténcia bacteriana contra eles.

Um efeito inibitério significativo foi observado em relacdo ao biocida MBO,
indicando ser uma alternativa promissora para o tratamento da 4gua produzida de
petréleo. Apesar de ser reconhecido como um liberador de formol, destaca-se por sua
liberacdo baixa e continua, garantindo reduzida toxicidade ao ambiente, sendo seu
uso, em combustiveis, aprovado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) e
ANP (EGUCHI, 2007; GROOT et al., 2010; 2012). No entanto, uma investigacdo mais
aprofundada de MBO em AP é recomendavel. A eficacia do biocida DBNPA na MIC
também foi considerada razoavel, mesmo sendo comumente empregado pela
industria petrolifera (KAHRILAS et al., 2015). No entanto, visando a otimizacédo de
seus efeitos, sugere-se a utilizacdo de DBNPA em conjunto com outros biocidas.

As variacdes obtidas de MIC entre espécies refletem diferencas
metabdlicas e genéticas entre as espécies estudadas. Ainda, evidencia aquelas
espécies de maior toleréncia aos biocidas, por exemplo, a presenca de Enterobacter
cloacae na Amostra A aumentou a MIC relativa ao consorcio A para o biocida MBO
em 2 vezes. Esses dados reforcam a necessidade de tratamentos customizados para
cada amostra, jA que a atividade antimicrobiana varia consideravelmente entre
diferentes tipos de cepas, inclusive da mesma espécie (MAILLARD, 2002; KAUR et
al., 2009; ALJOHANI, 2019). Além disso, houve variacdes, em MBIC, na exposi¢cao do
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mesmo biocida entre os consorcios A e B, como identificado em THPS (A: 2000 ppm
e B: >2000 ppm), CB (A:125 ppm e B:50 ppm), MBO (A:1000 ppm e B: 500 ppm) e
Bronopol (A: >125 ppm e B: 125 ppm), demonstrando ainda mais a importancia de
métodos especificos de controle. Conforme MBEC, todos os biocidas mostraram
efeitos bacteriostaticos, exigindo a necessidade de reaplicacdo apos determinado
periodo.

A abundancia de cepas classificadas como fortemente aderente (94,6%)
guando submetidas a teste de capacidade de formacdo de biofiime merece certa
atencdo na industria petrolifera. Conforme observado neste estudo houve um
aumento significativo na concentracao inibitéria minima dos isolados analisados em
forma de biofiime em ambas as amostras, principalmente quando submetidos a
formacdo de biofilme com mudltiplas espécies (consércio amostral). Diversos
mecanismos podem estar envolvidos nesse aumento, como exemplo, tem-se a
expressdo de bombas de efluxo em Pseudomonas aeruginosa que contribui para a
resisténcia de biofilmes ao biocida Glutaraldeido (VIKRAM, BOMBERGER & BIBBY,
2015) e a expressdo de fimbrias curli na formacéo de biofilme em Enterobacter
cloacae (KIM et al.,, 2012). O papel essencial do hidrocarboneto espermidina na
formacdo robusta de biofilmes em Bacillus sp. também deve ser considerado
(HOBLEY et al., 2017; DUTTA et al., 2023). E necesséaria uma investigacéo detalhada
para esclarecer todos os mecanismos que induzem a formacdo de biofiime a
exposicdo de biocidas e consequentemente o impulsionamento da resisténcia
bacteriana.

Em geral, os biocidas Bronopol e o ADBAC mostraram ser mais eficientes
na eliminacéo dos isolados tanto de vida livre, como em forma de biofilme, em relacéo
aos outros biocidas investigados. A mesma eficacia observada para esses biocidas
neste estudo também foi relatada por Kaur (2009), ao compara-los ao THPS e
Glutaraldeido no controle de BRS mistas em amostras de agua produzida de um
campo petrolifero na india, sendo a eliminac&o total de bactérias redutoras de sulfato
alcancada em apenas duas horas de tempo de contato para ambos biocidas. Bronopol
também obteve efeitos significativos na prevencdo de biofilmes e na inibicdo de
compostos quimicos prejudiciais em comunidades bacterianas corrosivas em sistema
de agua industrial (NARENKUMAR, RAMESH & RAJASEKAR, 2018). Em outros
resultados mostrou-se um efeito inibidor desejavel do biocida ADBAC na formacao da
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bioincrustacdo em sistemas industriais (CHANG, YANG & SHI, 2015). As
propriedades especificas presentes em Bronopol e ADBAC também podem contribuir
para os resultados encontrados neste estudo. Bronopol reage com grupos sulfidrila,
levando ao acumulo de radicais livres e consequentemente & morte celular, por outro
lado, o biocida ADBAC afeta a permeabilidade da membrana, inibindo a atividade
enzimatica e coagulacdo (MAILLARD, 2002; KAUR et al., 2009). Apesar dos efeitos
significativos relatados por ambos os biocidas, é consideravel um estudo aprofundado,
conforme amostras, sobre o tipo de microrganismo a ser atingido e seus respectivos
metabdlitos. Contudo, em razdo da toxicidade associada a baixos niveis de liberacao
de formaldeido provenientes do biocida Bronopol (COOMBS et al., 2023; ECHA,
2023), torna-se recomendavel realizar modificacbes na sua molécula a fim de

viabilizar sua aplicagdo no ambiente.



46

7 CONCLUSAO

Esse estudo revelou a identificacdo de bactérias halotolerantes em duas
amostras de agua produzida de campos offshore da indastria petrolifera brasileira,
assim como, das espécies halotolerantes envolvidas na CIM do acgo carbono,
enfatizando aquelas produtoras de acidos. Demonstrou-se, também, a elevada
capacidade de aderéncia dos respectivos isolados.

Através da exposicao de bactérias halotolerantes planctdnicas e sésseis a
diferentes biocidas foi possivel observar e comparar a viabilidade/resisténcia em nivel
de espécie e consoércios para cada biocida (MIC e MBIC). Entre os biocidas
analisados, foi constatado que o Bronopol e ADBAC mostraram ser mais eficientes na
eliminacéo dos isolados, tanto em células livres quanto em biofilmes, sendo preferiveis
para controle das respectivas amostras. No entanto, biocidas como Glutaraldeido e
THPS parecem nao ser tao eficientes em agua produzida de petrdleo devido a sua
ampla aplicabilidade na indUstria. Estes resultados podem fornecer uma base para o
desenvolvimento de novas estratégias de tratamentos adaptados a outras amostras
em ambientes similares.

O aumento observado na MBIC reflete uma alta tolerancia por parte dos
isolados, necessitando, assim, de doses mais elevadas para lidar com as
complexidades associadas a formacdo do biofilme. Por outro lado, as variacbes
substanciais identificadas nas MBIC entre diferentes amostras para um mesmo
biocida e as respostas distintas entre espécies enfatizam a essencialidade de

abordagens de monitoramento personalizadas.
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APENDICE A

Dados complementares das amostras.

Amostra Teor de cloreto  Turbidez pH

A 21.410 mg/L 63,8 NTU 7,6
B 24.377 mg/L 4,64 NTU 5,2

62



APENDICE B

Contagem da concentracdo microbiana em PCA.

o Amostra A Amostra B
Diluicéo
(UFC/mL) (UFC/mL)
101 1,97 X 104 >10°
102 1,5 X 104 1,81 X 10°
103 1,0 X 104 2,1 X 10°

10+ 3,0 X 10° 1,0 X 10°




APENDICE C

Composicao do meio de cultura Caldo Vermelho Fenol.

Componente Concentragao
Peptona 10 g/L
Extrato de carne 3g/L
Cloreto de sédio 5g/L

Vermelho fenol 0,018 g/L

Glicose 5g/L




APENDICE D
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Cepas utilizadas para as analises do consércio MIC e analises MBIC e MBEC.

Amostra Espécie Numero da cepa
Pseudomonas aeruginosa 3, 36, 39 e 51
A Achromobacter denitrificans 7,13,14 e 25
Achromobacter insolitus 16, 22, 27 e 32
Enterobacter cloacae 1,5,10e 15
Stutzerimonas balearica 2,5,9e13
B Bacillus cereus 7,8e 10
Enterobacter cloacae 9,12,22¢e 26




ANEXO A

Composicao do meio de cultura Marine Broth 2216 - Sigma Aldrich.

Componente Concentracao
Nitrato de amonio 1,6 mg/L
Acido bérico 22,0 mg/L
Cloreto de célcio 1,8 mg/L
Fosfato dissédico 8,0 mg/L
Citrato férrico 0,1g/L
Cloreto de magnésio 59g/L
Sulfato de magnésio 3,24 g/lL
Peptona 5,0g/L
Brometo de potassio 0,08 g/L
Cloreto de potassio 0,55 g/L
Bicarbonato de sodio 0,16 g/L
Cloreto de sédio 19,45 g/L
Fluoreto de sédio 2,4 mg/L
Silicato de sédio 4,0 mg/L
Cloreto de estroncio 34,0 mg/L

Extrato de levedura 1,0 g/L




