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RESUMO

As Bactérias redutoras de sulfato (BRS) s&o responsaveis pela corrosao de tubos de
metal e estruturas em estacbes de petréleo, devido a producdo de sulfeto de
hidrogénio, um fendmeno denomina de acidificacdo do Oleo (souring). Para inibir a
acao dessas bactérias, o glutaraldeido tem sido utilizado em pocos de petréleo como
biocida de forma sistematica, mas seu uso tem alguns inconvenientes a saude
humana e ao meio ambiente. A obtencédo de novas moléculas através do processo de
modelagem molecular (Docagem), a utilizacdo de 6leos essenciais além dos
bioprodutos, vem se tornando uma alternativa promissora devido a grande
aplicabilidade e aceitacdo ecoldgica. Essas substancias foram utilizadas na inibicdo
do crescimento de BRS. Os resultados obtidos foram bastantes promissores,
utilizando como modelo a atividade da enzima desidrogenase. O 6leo essencial de
melaleuca mostrou um indice de inibicdo de 50% da atividade a uma concentracao
de 0,1%:; o 6leo de alecrim 0,4%; o liofilizado da cepa BCGP-01, apresentou inibicéo
de 50% da atividade desidrogenase a uma concentracdo de 100ug/ml e o liofilizado
da cepa LV-01 & uma concentracdo de 200ug/ml; as moléculas obtidas por docagem:
0 acido oxalico e o HEDTA apresentaram reducdo da atividade desidrogenase em
50% nas concentracdes de 265ug/ml e 125ug/ml respectivamente. Os resultados
surgem como alternativas na busca de novos compostos com potencial antimicrobiano
permitindo ensaios que possibilitam a criacdo de uma nova estratégia no controle
microbiano em ambientes industriais. Diante do exposto, o presente trabalho tem
finalidades: a deteccdo e quantificacao e identificacdo de BRS em amostras de agua
produzida, de modo a avaliar inibicdo microbiana sobre a acdo de compostos naturais
obtidos através de dinamica molecular e bioprodutos de origem vegetal e microbiana.

Palavras-chave: Biossulfetogénese, BRS, bioprodutos.
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ABSTRACT

Sulphate reducing bacteria (SRB) are responsible for the corrosion of metal pipes and
structures at oil stations due to the production of hydrogen sulfide, a phenomenon
called souring. To inhibit the action of these bacteria, glutaraldehyde has been used in
petroleum wells as a biocide in a systematic way, but its use has some drawbacks to
human health and the environment. Obtaining new molecules through the process of
molecular modeling (Docking), the use of essential oils in addition to bioproducts, has
become a promising alternative due to the great applicability and also due to the
ecological acceptance. These substances were used in inhibiting the growth of BRS.
The results obtained were quite promising, using as model the activity of the enzyme
dehydrogenase. Melaleuca essential oil showed an inhibition index of 50% of the
activity at a concentration of 0.1%; rosemary oil 0.4%; the freeze-dried strain BCGP-
01 showed 50% inhibition of the dehydrogenase activity at a concentration of 100 ug /
ml and the lyophilizate of the LV-01 strain at a concentration of 200 ug / ml; The results
appear as alternatives in the search for new compounds with an antimicrobial potential
allowing tests that allow for the production of antimicrobial agents. creation of a new
strategy in microbial control in industrial environments. In view of the above, the
present work has the following objectives: the detection and quantification and
identification of BRS in samples of water produced in order to evaluate microbial
inhibitions on the action of natural compounds obtained through molecular dynamics
and bioproducts of vegetal and microbial origin.

Key words: Biossufetogenesis, SRB, bioproducts.
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1. INTRODUCAO

A industria de petroleo enfrenta problemas associados a presenca de gas
sulfidrico, que é toxico e corrosivo, no processo de producado de 6leo e gas. Uma das
fontes de producdo desse gés é a biossulfetogénese, que ocorre devido a presenca
de bactérias redutoras de Sulfato (BRS) nos pocos de petréleo. A producao de sulfeto
constitui sério problema econdémico para a industria de petréleo, ja que afeta os
sistemas de producdo, transporte e armazenamento de 6leos e a qualidade do
petréleo produzido, além de risco para a saude dos trabalhadores (KJELLERUP et al.,
2005; HUPERT; VOORDOUW, 2007; ZHANG, 2010).

A reinjecdo de agua (recuperacdo secundaria), consiste em adicionar agua,
nesse caso do mar, para aumentar a pressao do poco. Os maiores problemas
associados a reinjecdo de agua para recuperacao secundaria de petréleo sédo o
controle da corrosdo e a minimizacdo da producdo de sulfeto de hidrogénio no
reservatorio. Esses processos corrosivos em sistemas de injecdo de agua podem ser
tanto de natureza quimica (presenca de oxigénio e produtos corrosivos) quanto
induzida por micro-organismos (PENNA et al., 2002; MOTTA, 2013). O fendmeno de
producdo microbioldgica de sulfeto (Hzs), € conhecido hd mais de 70 anos e sabe-se
gue sua presenca no poco de petroleo pode causar tamponamento dos reservatorios,
corrosdo metalica dos equipamentos e toxicidade para os trabalhadores (EKINS et al.,
2007).

Alguns estudiosos acreditam que os BRS foram introduzidos neste ambiente
juntamente com a dgua de injecao que € utilizada na recuperacao secundaria do 6leo,
uma vez que, os efeitos da presenca de BRS em pocos de petrdleo sdo mais intensos
quando é utilizada a 4gua do mar para aumentar a recuperacdo do 6leo (BENKA-
COKER et al., 1995; BAO et al., 2009). Isto acontece, pois, a &gua do mar é rica em
sulfatos, aumentando a concentracdo desse &anion no meio, favorecendo o
crescimento desses micro-organismos. A teoria mais aceita, no entanto, € que eles
sejam indigenas autoctones dos reservatorios. Esses ambientes apresentam grande
guantidade de Oleos parafinicos, oferecendo as cadeias simples de carbono
necessarias para o crescimento microbiano (BAO et al., 2009).

O estudo da ecologia microbiana dos sistemas de distribuicdo 6leo e agua na

industria de petroleo, tradicionalmente foi baseado na cultura de organismos a partir
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de amostras de agua em massa. O desenvolvimento e aplicacdo de métodos
moleculares forneceu novas ferramentas para examinar a diversidade microbiana e
atividade de amostras ambientais, produzindo novos insights sobre a comunidade
microbiana e sua diversidade dentro desses ecossistemas e criando uma nova area
da ciéncia, a Ecologia Molecular. O advento das técnicas moleculares permitiu a
caracterizacdo de comunidades microbianas naturais sem a necessidade de cultivar
micro-organismos e introduziu novas informacdes sobre ecologia microbiana de
diferentes ambientes (KAHLISCH et al., 2012). Dentre essas técnicas a hibridizacao
fluorescente in situ merece destaque quando se trata de uma microbiota onde as
técnicas convencionais de cultivo ndo obtém éxito, como no caso das bactérias
redutoras de sulfato (KAHLISCH et al., 2012).

A corrosdo microbiologicamente induzida (CMI) é constituida por diversos
micro-organismos, destacando-se as bactérias redutoras de sulfato (BRS) devido a
sua relevancia nos problemas associados a biocorrosdo: constituicdo do biofilme
promotor e a formacao do nodulo de corrosdo (NEUMANN, 2012). As BRS tém como
importante caracteristica a capacidade de degradacao anaerdbia da matéria organica,
através da reducédo do sulfato a sulfeto, tendo como uns dos produtos finais o H2S,
provocando a acidificacdo dos reservatérios (souring) e o desenvolvimento da
biocorrosédo. Esses micro-organismos sdo apontados como 0s principais responsaveis
pela biocorrosdo de materiais de ferro e aco na industria de petréleo, gerando um
custo elevado na manutencéo de equipamentos e metais usados (BODTKER et al.,
2009; CORTEZ, 2009).

Os biocidas néo-oxidantes tais como glutaraldeido, diaminas, e compostos
quaternarios de amonio, sdo utilizados para reduzir a atividade microbiana em
instalacdes de producédo de petréleo (GARDNER; STEWART, 2002; YANG et al.,
2014). Os efeitos positivos destes tratamentos sdo normalmente dependentes de
condicdes do reservatdrio, tais como: a temperatura; a permeabilidade e a
composicdo quimica da agua produzida. Casos de resisténcia a esses biocidas apo6s
uso prolongado também ja foram descritos (GARDNER; STEWART, 2002). Além
disso, estas substancias podem trazer riscos para trabalhadores e ao meio ambiente,
necessitando em alguns casos, medidas de controle alternativas.

Para evitar os problemas que resultam da utiliza¢do do glutaraldeido nos pogos
de petréleo, uma opc¢ao interessante seria a utilizagdo de micro-organismos e/ ou seus

bioprodutos para promover a inibicdo das BRS (seja por atividade antimicrobiana, seja
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por inativacdo enzimatica). Neste sentido, sabe-se que muitos micro-organismos
produzem substancias quimicas como resultado do seu metabolismo primério e
secundario (BANAT, 2000). No metabolismo secundéario estdo envolvidas vias
metabdlicas para a sintese de produtos naturais que ndo Sao essenciais para o
crescimento do organismo produtor, mas sao derivados dos seus precursores de
energia, gerada através do metabolismo primario. Estes compostos naturais
produzidos podem ser alcalbides, terpendides, aromaticos e glicosideos descobertos
(BANAT, 2000; MELO; AZEVEDO, 1998; OLIVEIRA et al., 2011; GOMAA, 2012).

Outra alternativa € a utilizagédo de substancias que competem com o sulfato nos
sitios de ligacdo da enzima APS-redutase, uma enzima chave na reducéo do sulfato
a sulfeto. (MAGALHAES, 2014). Alguns desses compostos podem ser obtidos por
ensaio de dindmica molecular (docking), que permite prever possiveis pontos de
ligagéo da substancia com a enzima alvo (SANTOS et al., 2013).

Neste escopo, a busca por métodos alternativos no controle da atividade das
BRS e, consequentemente, da geracdo de H2S biogénico, de modo a prevenir a
corrosdo microbiologicamente induzida, em substituicdo aos de biocidas como
glutaraldeido vem ganhando importancia. Diante do exposto, se faz necessario pelos
BRS em reservatérios de petréleo, através de novas tecnologias tais como: o uso de
compostos quelantes; e/ou novos produtos como 6leos essenciais, assim bioprodutos

microbianos que tenham poder de agir no controle desses micro-organismos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

v/ Avaliar o potencial de substancias antimicrobianas ndo convencionais no

controle da producéo biolégica de sulfeto em po¢cos maduros.

2.2. Especificos

v

Detectar e quantificar e os micro-organismos sulfetogénicos presentes nas
amostras de agua produzida que foram coletadas dos campos de petroleo pré-
selecionados;

Identificar e caracterizar o perfil ecofisiol6gico de bactérias redutoras de sulfato
isoladas da agua produzida

Isolar e identificar microrganismos com potencial biotecnolégico isolados de
amostra de 4gua produzida

Testar o potencial de agentes antimicrobianos ndo convencionais para a
indastria do petréleo como os 6leos essenciais, evidenciando seu potencial de
acao e de interacdo (sinergia) com solvente de diluigdo alcodlicos (etanol)
Testar o potencial de agentes antimicrobianos como o acido oxalico e HEDTA,

demonstrando seu potencial de agéo e de interagcao (sinergia)
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O poco de petrdleo e a agua produzida

Originado da transformacéo de grandes deposi¢cdes fosseis, o petréleo € uma
mistura com composicado variavel de compostos organicos, predominantemente
hidrocarbonetos. Esta composi¢do varia amplamente em funcdo das caracteristicas
geoquimicas, tipo e qualidade da matéria organica original, grau de evolucao térmica
da rocha geradora, estado de biodegradacéo do 6leo e fracionamento sofrido durante
a migracao até a rocha reservatoério, entre outras. Os hidrocarbonetos presentes na
composicdo do petréleo sdo compostos quimicos apolares, o que limita sua
solubilidade na &gua do mar, favorecendo a tendéncia de associacdo a particulas
sélidas (materiais em suspensao, tecidos biolégicos e aos sedimentos) e a destinacao
final em deposicdo sedimentar. Assim sendo, os sedimentos sdo compartimentos
ambientais propicios ao registro dos padrbes de distribuicdo temporal destes
compostos.

Na exploracdo e producdo de petréleo, a agua estd presente na rocha
juntamente com o petréleo e o gas natural. Estes fluidos estdo separados em
camadas. O mais denso, a 4gua, fica usualmente na parte inferior da rocha, sobre ela
0 petréleo e acima deste, o gas. E comum a injecdo de agua no reservatorio para
manter a pressao e auxiliar o fluxo do petréleo para a superficie. A agua a ser injetada
na rocha pode ser doce, salgada ou aquela produzida juntamente com o 6leo depois
de separada.

A agua encontrada no reservatério misturada com os hidrocarbonetos é
denominada de &gua produzida quando chega a superficie com o 6leo cru ou o0 gas
natural (VEIL et al., 2004). Além da agua de formacéo (prépria do poco), a agua
produzida pode ser oriunda também da agua injetada no reservatorio através dos
pocos de injecao a fim de alcancar, por aumento de pressao e diminuicdo de
viscosidade, uma maior recuperacdo de Oleo (recuperacdo secundaria); da
condensacdao de gas injetado, com 0 mesmo propadsito anterior; e de agua proveniente
de varios tratamentos quimicos empregados nos pog¢os durante a perfuracdo e a
producdo (EKINS et al.,, 2007). Atualmente, tendo em vista os aspectos legais e

econdbmicos pertinentes, o melhor método indicado para a disposicdo da agua
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produzida é a injecéo no préprio poco, sendo a injecdo simplesmente um processo de
disposicdo ou parte de um projeto de recuperacao secundaria (Figura 1) (EKINS et
al., 2007).

Figura 1. Esquema do processo de recuperagao secundaria do petroleo.

m @ o

Current Opinion in Biotechnology

Fonte: Voordouw, p. 403 (2011).

Amostras de agua produzida sédo geralmente usadas para cultivo microbiano e
posteriores estudos. Culturas obtidas dessas amostras sao verdadeiros enigmas, pois
a certeza da comunidade microbiana nativa ndo pode ser confirmada devido a alguns
problemas na obtencdo das amostras: sdo introduzidos micro-organismos no
reservatorio durante o processo de perfuracdo; amostras séo frequentemente obtidas
de reservatorios inundados e a inje¢cdo de agua contendo nutrientes, favorece o
crescimento de micro-organismos nédo indigenas, conduzindo mudancas dentro da
comunidade microbiana do po¢o (MAGOT, 2005; HUSSAIN, 2016).



21

3.2. Ecologia microbiana de poc¢os de petrdleo

O campo petrolifero consiste em um ecossistema rico em compostos organicos,
gue favorecem o crescimento microbiano, porém com condi¢cdes adversas. Mdltiplos
grupos de micro-organismos com diversas habilidades fisiolégicas e metabdlicas e
ligacBes filogenéticas tém sido recuperados de reservatorios de petroleo. A presenca
de comunidades microbianas indigenas em reservatérios é atualmente um fato
cientifico bem estabelecido e tem mostrado a ocorréncia de diversas comunidades de
bactérias e arqueas (YOUSSEF et al., 2007). Dessa forma, é 6bvio que muitos micro-
organismos se adaptaram as essas condigces ambientais desses ecossistemas,
especificamente temperatura, disponibilidade de oxigénio e pressdo (VARJANI,
GNANSOUNOUB, 2017).

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) séo relatados como indigenas de
ecossistemas petroliferos. As primeiras BRS foram isoladas da agua de producéo
(BASTIN, 1926). As bactérias redutoras de sulfatos foram reconhecidas como
contribuintes para a corrosao em sistemas de distribuicdo de 4gua, campos e sistemas
de petréleo e gas, bem como a acidificagdo do reservatorio (LI et al., 2010;
DAVIDOVA et al., 2012; ZHAO et al., 2005). Principais processos microbianos
prevalecendo em ecossistemas de campos de petroleo e hidrocarbonetos de petréleo
impactados ambientes sdo reducdo de sulfato, fermentacdo, acetogénese e
metanogénese, reducdo de nitrato, reducdo de ferro e manganés (LV et al., 2016;
ZHAO et al., 2005).

Madigan et al. (2010), relataram Desulfotomaculum spp. como géneros
bacterianos gram-positivos, porém a maioria de géneros BRS sao relatados como
Gram negativos, sendo as BRS mesdfilas mais frequentemente isolado de
reservatérios de producdo de petréleo e de agua produzida, merecendo destaque o
género Desulfovibrio spp. (MAGOT, 2005; HUSSAIN et al., 2016).

O reservatério de petréleo assim como a agua produzida contida nele, nos
reserva uma grande diversidade microbiana, porém, apesar do grande nimero de
micro-organismos ja isolados e caracterizados, o cultivo de representantes dessa
microbiota nativa consiste em um desafio significativo (MAGOT, 2005;
BEERSTECHER, 2013). Os métodos comumente utilizados (métodos microbiolégicos
baseados em cultivo), acessam somente uma pequena parte das comunidades

presentes no reservatorio. Alguns dos parametros de seletividade para isolamento de
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culturas representativas do reservatério de petroleo sédo: pH, salinidade, presséao,
condicBes redox e temperatura (ORPHAN et al., 2000; BEERSTECHER, 2013).

O conhecimento dos micro-organismos presentes nos ecossistemas dos
reservatorios de petrdleo; suas propriedades fisiolégicas e biologicas ajudam na
elucidacdo de vérias demandas com relacdo a producdo e qualidade do Oleo
produzido e de uma estratégia de exploracdo bem-sucedida. A compreensdo da
microbiologia do campo petrolifero de petroleo pode ser usada para melhorar a
recuperacdo de petroleo, na solucao de problemas com souring e corrosao ja que 0s
micro-organismos reservatérios de 6leo produzem varios metabdlitos como: gases,
acidos, solventes, biopolimeros e biossurfactantes (VARJANI; GNANSOUNOUB,
2017).

As estratégias de isolamento devem levar em consideracdo os parametros
ambientais supracitados e devem refletir as condicbes In Situ do reservatorio de
petréleo, coisa muito dificil de manter ou entdo muito dispendiosa. Entretanto, os
estudos em ecologia microbiana avancaram rapidamente com a introducdo das
técnicas moleculares de rDNA baseadas no ribossomo 16S, tornando possivel a
deteccdo e caracterizacdo de muitas comunidades microbianas (ORPHAN et al.,
2000)

A hibridizacdo In Situ fluorescente (FISH) € uma das muitas técnicas
moleculares utilizadas no estudo de diversidade e estrutura de comunidades
microbianas ndo-cultivaveis (AMANN, 1992; SANTOS et al., 2010; BATISTA, 2013).
Utilizando-se das técnicas de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), associada a
técnica de FISH, foi possivel desenhar sequéncias para varios grupos microbianos de
importancia ecoldgica relacionados aos reservatorios de petréleo (AMANN et al.,
1992; MANZ et al.,1992).

Em um estudo conduzido por Orphan e colaboradores (2000), foi elaborada
uma biblioteca de sequéncias de 16S, que continha uma diversidade enorme de
micro-organismos oriundos de amostras de agua de producédo de reservatoérios de
petréleo com temperatura entre 70-75°C. Nesse estudo foram encontrados 83 clones
anicos dos 480 clones triados, sendo que apenas 8,8% era pertencente ao dominio
Archaea e 0% de representantes do dominio Eukarya. Do dominio Bacteria, foram
encontrados: alfa, gama e delta proteobacterias, além de bactérias Gram positivas
com baixo teor de G+C. Hoje sabemos que esses micro-organismos do reservatorio,

apresentam uma série de intera¢des ecoldgicas com relacao a degradagcéo da matéria
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organica existente no reservatorio (FOWLER et al., 2012; BEERSTECHER, 2013;
BIAN et al., 2015; FARIAS, 2016; LIANG et al., 2016).

Em um ambiente muito competitivo, oS micro-organismos desenvolveram
estratégias para sobreviver, as chamadas estratégias r e K. Os micro-organismos que
seguem a estratégia r se reproduzem depressa enquanto o ambiente esta rico em
substrato, apresentando altas taxas de crescimento especifico e altas constantes de
saturacdo do substrato. J& 0s micro-organismos que seguem a estratégia K,
apresentam baixo crescimento especifico e baixas constantes de saturacdo do
substrato, sendo esses micro-organismos 0s mais estaveis dentro da comunidade
microbiana, e os predominantes no reservatério de petroleo (MAGOT, 2005; FOWLER
et al., 2012; BEERSTECHER, 2013; BIAN et al., 2015).

3.3. As bactérias redutoras de sulfato - BRS

O metabolismo anaerébio é uma conquista das bactérias e representa um
grande salto evolutivo no que diz respeito a exploracdo de novos nichos. O
metabolismo anaerdbio apresenta uma diversidade muito grande de vias que
possibilitam a vida em auséncia de oxigénio, tais como reducao de radicais oxidados
(nitrato e sulfato), assim como a oxidacdo de metais como ferro e manganés
(ZARASVAND; RAVISHANKAR 2014; ENNING et al., 2012; HUSSAIN et al., 2016;
OKORO et al., 2017). A reducdo desassimilatéria de sulfato realizada por micro-
organismos € uma importante atividade metabdlica em muitos ambientes com
potencial redox baixo (reduzido) como sedimento marinho, aquiferos contaminados,
terrenos alagados, etc. Esta atividade é mediada por diversos grupos de bactérias
redutoras de sulfato.

As Bactérias redutoras de sulfato (BRS) foram os primeiros micro-organismos
recuperados de ecossistemas de reservatorios de petréleo (Bastin, 1926). Hussain et
al. (2016), relataram que até agora mais de 220 espécies de 60 géneros de BRS em
Oleo de petrdleo foram descritas. As BRS sao parcialmente classificadas em quatro
diferentes filos bacterianos e dois Archaea. Os filos bacterianos sdo os seguintes:
Proteobactérias; Firmicutes; Nitrospira; Termodesulfobacterium (HUSSAIN et al.,
2016; MADIGAN et al., 2010; OKORO et al., 2017).
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Outros séo classificados em filos dentro do dominio Archaea, Euryarchaeota
género Archaeoglobus e Crenarchaeota géneros Thermocladium spp. e Caldivirga
spp. (HUSSAIN et al., 2016; MADIGAN et al., 2010;). Dentro desse grupo merecem
destaque alguns géneros de bactérias tais como: Desulfobacter spp., Desulfobulbus
spp., Desulfonema spp., Desulfovibrio spp., Desulfobaculum spp. e Desulfosporosinus
spp. (CASTRO et al., 2000; TANG et al., 2009; VARJANI; GNANSOUNOUB, 2017).

Estes micro-organismos usam como fonte de carbono, compostos diversos:
hidrocarbonetos aromaticos, n-alcanos, acidos graxos e produtos organicos polares
formados de bactérias aerdbias a partir de carboidratos, além de &cidos graxos
volateis e compostos organicos de cadeia curta como lactato e acetato, achados
naturalmente em pocos de gas natural e petréleo (MAGOT, 2005; TANG et al., 2009;
OYEKOLA et al., 2012).

O metabolismo energético das bactérias redutoras de sulfato é conduzido em
ambientes cujo potencial de oxirredugao se encontre na faixa de -150 a -200 mV, uma
vez que esses micro-organismos nao necessitam de cofatores da cadeia
transportadora de elétrons cujas formas estaveis s6 sdo encontradas em valores de
potencial redox positivos. Sendo assim, um dos pré-requisitos para o cultivo e
crescimento de bactérias redutoras de sulfato € o baixo potencial de oxirreducao do
ambiente, em torno de -100mV (inicialmente) (VOORDOUW, 2001; DAVIDOVA,
2012).

De modo mais frequente a presenca dos BRS esta associada a uma ampla
disponibilidade de sulfato, geralmente presente em ambientes naturais e na industria,
a exemplo de ambientes como: solo de mangue, sedimentos marinhos, aguas em
estacbes de tratamento, lagos permanentemente congelados, em campos e
reservatorios de petroleo, dentre outros (GIEG et al., 2011; MUYZER; STAMS, 2008;
RAJASEKAR et al., 2010; VARJANI; GNANSOUNOUB, 2017).

Dentre os géneros de BRS, o0 mais estudado é o género Desulfovibrio, comum
em habitats aquaticos ou solos encharcados, contendo matéria organica em
abundancia e concentracdes suficientes de sulfato. Esse género possui grande
importancia na industria do petroleo, pois estd associada a corrosao
microbiologicamente influenciada de tubulagdes metéalicas de campos de petréleo
(MADIGAN et al., 2010; MAGOT, 2005; TORTORA et al., 2012; ENNING et al., 2012).
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3.4. Areducdo bioldgica do enxofre e a APS-redutase - A biossulfetogénese

Na natureza, os compostos nitrogenados e sulfurados sdo continuamente
sintetizados, degradados e convertidos em outras formas. O metabolismo destes
compostos tem muito em comum, pois ambos os elementos podem ser utilizados
pelos micro-organismos em varios estados de valéncia, desde estados mais reduzidos
(amonia/sulfeto de hidrogénio) a estados mais oxidados (nitrato/sulfato). As formas
reduzidas (NHs e NOz2, Hz2S e S) podem ser utilizadas como doadores eletrénicos na
formacao aerdbia de energia e na fixacdo de didxido de carbono no escuro. As formas
oxidadas (NO3, NO2-/SO4-, S03) servem como aceptores de elétrons na respiracao
anaerobia.

A reducdo biologica do enxofre esta associada a respiracdo anaerobia do
sulfato, havendo armazenamento de energia celular a partir da oxidacdo de um
substrato organico (MADIGAN et al., 2010). Na respiracdo anaerdbia, compostos
organicos ou hidrogénio (H2) sdo oxidados, havendo transferéncia de elétrons através
de um complexo enzimatico celular, conhecido como cadeia respiratéria, até um
aceptor inorgéanico, que nao o oxigénio (MUYZER; STAMS, 2008; WIDDEL, 1988). No
metabolismo bioldgico, o sulfato € transportado para o interior da célula através da
membrana citoplasmatica. O complexo enzimatico responsavel pela transferéncia de
elétrons na respiracdo esta localizado no citoplasma celular e na membrana interna
da célula (CYPIONKA, 1995). O processo biolégico de producédo de sulfeto a partir da
reducao do sulfato € chamado de “reducao desassimilatéria do sulfato”.

O transporte do sulfato transmembrana, ocorre comumente a partir de um
gradiente i6nico, havendo evidéncias para um sistema de troca ibnica com H*/Na*, a
partir de um gradiente de sddio ao longo da membrana celular dos BRS (CYPIONKA
& KONSTANZ, 1989). Neste processo ndo ha gasto energético, contudo, quando em
baixas concentracfes de sulfato no meio, moléculas de ATP podem ser consumidas
para produzir um gradiente i6nico favoravel para o transporte de sulfato (CYPIONKA,
1995). A ativagdo do sulfato citoplasmatico ocorre a partir da sua fosforilacdo pela
enzima ATP sulfurilase (uma fosforilagdo ao nivel do substrato), havendo producéo
de adenosina 5’-fosfosulfato (APS), também conhecida como adenilsulfatase
(KRAMER; CYPIONKA, 1989). Neste processo, hd consumo de um mol de ATP por

mol de sulfato ativado, e producgéo de pirofosfato. O carater anaerdbio dos BRS pode
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estar relacionado com essa enzima ja que sua atividade estda condicionada a
ambientes andxicos estritos (BAUMGARTNER et al., 2006) (Figura 2).

Figura 2. Representacdo esquematica da ativacdo do sulfato como aceptor de elétrons pela
APS-Redutase.
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A APS formada é o aceptor imediato de elétrons, sendo convertido a sulfito e
AMP. A reducéo de APS é catalisada por uma redutase (APS redutase), encontrada
em varias espécies de BRS (KRAMER; CYPIONKA, 1989). O mecanismo de
transferéncia de elétrons ao sulfito para a formacéo de sulfeto pode ocorrer por dois
caminhos: pela via do tritionato ou pela reducao direta de sulfito a sulfeto (THEBRATH
et al., 1989) (Figura 3).

Figura 3. Representacdo esquematica da transferéncia de elétrons na redugéo dissimilativa
do sulfato, com compostos carbdnicos como fonte de energia e sulfato como aceptor de
elétrons.
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Fonte: Adaptado de Matias et al. (2005).

As informacodes obtidas ao logo dos anos revelaram que as BRS presentes na
industria de petréleo, em sua maioria, fazem parte da microbiota autoctone originada

do movimento de fluido superficiais em reservatorios, podendo também ser
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introduzidas por operacgfes de perfuracdo e pela recuperacdo secundaria do petréleo
(ALMEIDA et al., 2006).

3.5. Biocorrosao

Os processos corrosivos mediados por BRS afetam varias indastrias, entre as
quais, as petroliferas, de gas, de distribuicdo e de tratamento de agua, de engenharia
civil, de construcdo naval, entre outras. Esses processos corrosivos causam danos
nas suas estruturas, como sistemas de refrigeracdo, tanques, condutas e tubulacdes,
cascos de embarcacdes, etc. Os danos causados traduzem-se em elevados prejuizos
econdbmicos, sobretudo associados a biocorrosdo, mas também em problemas de
saude e seguranca (ICGEN et al., 2006; ITO et al., 2002;).

A biocorrosdo é um processo complexo de deterioracdo de materiais
geralmente metalicos, promovido pela atividade de diversos micro-organismos, em
consequéncia do seu crescimento e metabolismo, resultado da acdo dos processos
biol6gicos que ocorrem no interior do biofilme e eletroquimicos que ocorrem na
interface deste com o metal, tendo por consequéncia a sua degradacdo (BEECH,
2004; VIDELA, 2002; VIGNERON et al., 2016).

Os micro-organismos e 0s produtos resultantes da sua atividade influenciam as
reacoes catddicas e anddicas na superficie do metal, criando condi¢cdes de corrosao
(BEECH, 2004). No caso dos BRS a corrosdo pode ser atribuida sobretudo a trés
fatores: formacao de biofilmes e producéo de substancias poliméricas extracelulares;
producdo de metabdlitos corrosivos como o sulfeto de hidrogénio; e despolarizacéo
catédica (ENNING et al., 2012).

O primeiro estudo que descreveu a CMI foi no ano de 1930, através de uma
pesquisa pioneira realizada pelos cientistas Von Wolzogen Kuhr e Vander Klugt, em
gue 0os mesmos observaram a causa da aceleracdo da corrosdo anaerdbia externa
sobre dutos ndo protegidos em solos umidos, associando-a a acédo das BRS (VON
WOLZOGEN KUHR; VANDER KLUGT, 1934).

A partir das observacdes inicias sobre a CMI, propostas pelos pesquisadores
supracitados, novas pesquisas em estruturas como: gasodutos, oleodutos e
plataformas offshore, visando prevenir danos nos sistemas de transportes de petroleo,

tornaram-se possiveis uma vez que essas observacdes serviram de base para o
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interesse da industria petrolifera no desenvolvimento de novas técnicas de detecgéo,
quantificacdo e controle das BRS (BEECH, 2004; SOUSA et al., 2010; VIGNERON et
al., 2016).

As observacdes supracitadas também promoveram estudos mais detalhados
sobre a natureza e diversidade de bactérias que se desenvolvem em ecossistemas
complexos, como é o caso das BRS, visando o entendimento das atividades
metabdlicas in situ, uma vez que estas atividades sdo amplamente ignoradas. Para
prevenir os problemas causados a industria de petroleo, em funcdo do processo
corrosivo, métodos de controle e inibicdo das BRS séo utilizados a fim de reduzir os
gastos com efeitos deletérios de problema (BEECH, 2004; YANG et al., 2014,
TSESMETZIS et al., 2016).

3.5.1. Biofilmes

Os biofilmes sdo ecossistemas microbianos extremamente complexos,
podendo ser constituidos por bactérias, fungos, algas e protozoarios. Estes micro-
organismos produzem substancias insoliveis denominados de exopolissacarideos
(EPS), que aderem a superficie metalica sob a forma de incrustacdes, permitindo o
estabelecimento e manutencédo do biofilme. Com a producéo de EPS, o crescimento
de novas células e adesao de outras, presentes na fase liquida, passa a envolver e a
aglutinar novos micro-organismos, resultando na colonizacdo da superficie sélida.
Deste modo, séo estabelecidas condi¢cdes adequadas para o desenvolvimento de
micro-organismos anaerobios, como os BRS. Os ambientes anaerébios séo criados
através do metabolismo microbiano, quer pelo consumo de oxigénio, quer pela
secrecdo de EPS, limitando a difusdo do oxigénio até a base do biofilme (PERES,
2006).

3.5.2. Metabdlitos corrosivos

Metabolitos de natureza quimica diversa, tais como, acidos, bases, sulfetos,

entre outros, formados por micro-organismos podem ser corrosivos, uma vez que

transformam o meio originalmente inerte em quimicamente ativo (BEECH, 2004,



29

YANG et al., 2014). No caso dos BRS, o sulfeto de hidrogénio resultante da reducao
de sulfato € um produto metabdlico bastante agressivo que quando dissolvido na
agua, ataca o ferro formando depdsitos de sulfeto de ferro (FeS), de coloracéo escura
(PERES, 2006).

3.5.3. Despolarizacéo catodica

A corrosédo mediada por BRS pode ainda ser explicada pela despolarizacao
catddica, devido ao consumo de hidrogénio no catodo, causado pela atividade de
enzimas do grupo das hidrogenases, presente nesses micro-organismos. Na
presenca de oxigénio dissolvido as reacdes quimicas tendem a remover o hidrogénio
da &rea catddica, promovendo a corrosdo. As hidrogenases dos BRS permanecem
ativas dentro da matriz do biofilme, mesmo na forma extracelular tendo um papel

significativo na biocorroséo do ferro e das ligas ferrosas (BEECH, 2004).

3.6. Biocidas convencionais

3.6.1. Glutaraldeido

O glutaraldeido € um dialdeido, alifatico de baixo peso molecular, liquido,
miscivel em &gua, alcool e solventes organicos, tem potente acdo biocida, sendo
bactericida, viricida, fungicida e esporicida. Sua atividade é devida a alquilacdo de
grupos sulfidrila, hidroxila, carboxila e amino dos micro-organismos alterando seu
DNA, RNA e sintese de proteinas. Nos esporos o glutaraldeido atua reagindo com a
superficie do esporo, provocando o endurecimento das camadas externas e morte do
esporo. Nos ultimos anos (desde 2010 no Brasil; 2000 nos EUA e Oriente Médio) o
glutaraldeido vem sendo utilizado em pocos de petrdleo como um dos principais
agentes biocida (GARDNER; STEWART, 2002). Porém seu uso apresenta efeitos
adversos devido a exposicdo ocupacional, tais como: nauseas, cefaléia, obstrucao
das vias aéreas, asma, rinite, irritacdo dos olhos, dermatite, além de apresentar efeito

ecotéxico contaminando solo e aquiferos (ANVISA 2007).
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3.7. Bioprocessos e bioprodutos

O uso de micro-organismos e seus bioprodutos: polimeros (como a xantana),
biossurfactantes (ramnolipideo, surfactina e soforolipideos), e substancias
antimicrobianas vem se tornando uma alternativa promissora para a industria de
petrdleo, seja para utilizacdo na Recuperacdo Avancada de Petroleo por Acgéo
Microbiana (MEOR), seja como agentes de inibicdo da biossulfetogénese (ALMEIDA
et al., 2004; GANA et al., 2011).

Bioprocessos conduzidos por micro-organismos, tradicionalmente conhecidos
como processos fermentativos, sdo importantes fontes de produtos biolégicos usados
nas indastrias farmacéutica, quimica e alimenticia. Além disso, exercem importante
papel nos processos vitais dos ciclos geoquimicos, como também sao fundamentais
no equilibrio de populagdes, na remediacdo ambiental e na manutencdo de
ecossistemas (PEREIRA JR.; 2008).

Os micro-organismos produzem substancias quimicas como resultado do
metabolismo primario e secundario. No metabolismo secundario estdo envolvidas vias
metabdlicas para a sintese de produtos naturais que ndo sdo essenciais para o
crescimento do organismo produtor, mas sao derivados dos seus precursores de
energia, gerada atravées do metabolismo priméario. Estes compostos naturais
produzidos podem ser alcalbides, terpendides, aromaticos e glicosideos descobertos
(MELO; AZEVEDO, 1998).

Os micro-organismos que sintetizam estes compostos podem ser utilizados na
producdo de antibidticos e/ou nas aplicagbes biotecnoldogicas. A producdo de
biossurfactantes por micro-organismos vem merecendo destaque nas Uultimas
décadas, exercendo um papel importante na inibicdo bacteriana, segundo alguns
autores (GOMAA, 2012; MAGALHAES:; NITSCHKE, 2012).

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos que apresentam propriedades de
reducdo das tensbes superficiais e interfaciais, aumentando a solubilidade e a
biodegradabilidade de substancias hidrofébicas. Os biossurfactantes (de origem
microbiolégica) sdo mais eficientes e mais efetivos que os surfactantes convencionais
(de origem industrial), pois produzem menor tensdo superficial em menores
concentracbes de biossurfactante e consistem em subprodutos metabdlicos de
bactérias, fungos e leveduras (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
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Muitos biossurfactantes ndo séo afetados por fatores ambientais como
temperatura, pH e tolerancias idnicas. Por exemplo, a liquenisina produzida pela cepa
Bacillus licheniformis néo foi afetada em Intervalos de temperatura de até 50°C, uma
faixa de pH de 4,5-9,0, concentracdo de NaCl de 50g/L e concentracdo de Ca 25g/L
(MUTHUSAMY et al., 2008).

A maioria dos biossurfactantes conhecidos é sintetizada por micro-organismos
cultivados em hidrocarbonetos imisciveis em agua, mas alguns sdo produzidos em
substratos solUveis como glicose, glicerol e etanol (TABATABAEE et al., 2005). Eles
podem se encontrar como moléculas intracelulares, serem secretados pelas células
microbianas ou ficarem aderidos a sua superficie (CAMEOTRA; SINGH 2009;
MARIANO et al., 2007; SEO et al., 2009).

A presenca de biossurfactantes no ambiente desempenha um papel natural,
aumentando a degradacdo de compostos hidrofébicos, uma vez que, aumentam a
area superficial das micelas, permitindo o acesso de mais bactérias ao substrato,
otimizando a producdo de biomassa bacteriana, permitindo assim, uma melhor
ocupacao e exploracdo do meio, além de promover a inibicdo de grupos microbianos
competidores (GOMAA, 2012).

Esses biocompostos podem ser classificados de acordo com a massa
molecular. Sendo assim, séo divididos em dois grupos: biossurfactantes de baixa
massa molecular, como exemplo o0s (glicolipideos, lipopeptideos, acidos
corinomicélicos e fosfolipideos; e biossurfactantes de alta massa molecular como
emulsan, liposan polissacarideos e proteinas complexas (MAGALHAES; NITSCHKE,
2013). Os biossurfactantes apresentam diversas propriedades, tais como reducao da
tensdo superficial e interfacial (que aumenta a area de contato e a biodisponibilidade
de compostos insollveis em agua), quelacdo de metais pesados, patogénese
bacteriana, atividade antimicrobiana e formacéo de biofiime (CAMEOTRA,; SINGH,
2009; GOMAA, 2012; MAGALHAES; NITSCHKE, 2013).

A atribuicdo da atividade antimicrobiana de alguns biossurfactantes vem
ganhando for¢a a medida que surgem novos estudos que corroboram essa afirmacéo.
Gana e colaboradores (2011) estudando o potencial antagonista de uma espécie nao
patogénica de Bacillus ssp., obtido a partir de um campo de petréleo argelino contra
um consércio de BRS, observaram que o inibidor biolégico produzido pela cepa
apresentou melhor desempenho e eficacia na inibicdo da producéo de sulfeto pelas

BRS, quando comparado com o biocida quimico THPS. Em trabalhos recentes ja s&o
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demonstrados a acdo comprovada de alguns biossurfactantes com agentes
antimicrobianos em especial bactérias Gram positivas (GOMAA, 2012; MAGALHAES;
NITSCHKE, 2013).

Os SLs sdo compostos de um dissacarideo sofhorose que é B-glicosidicamente
ligado a uma longa cadeia de &cidos graxos. SLs podem ocorrer na forma de &cido
livre com uma cauda de acido graxo livre ou na forma lacténica com uma esterificagcdo
interna entre a extremidade carboxilica do acido graxo e o grupo hidroxila 4 ‘da cabeca
soforose. Além disso, pequenas diferencas nos acidos graxos hidroxi ocorrem com 16
ou 18 atomos de carbono e uma ou mais liga¢gdes insaturadas. A diferenca estrutural
em SLs pode causar grande variagdo em suas propriedades fisico-quimicas (van
BOGAERT et al., 2011). Demonstrou-se que SLs possuem varias atividades
antimicrobianas particularmente contra bactérias Gram-positivas (DELBEKE et al.,
2016). Séo glicolipideos produzidos pelo processo de fermentacdo de leveduras do
género Candida, tais como Candida bombicola, Candida apicola, entre outras. Shabh;
Badia (2007) relataram primeiro que os SLs naturais e seus derivados quimicos de
primeira geracao sao espermicidas e microbicidas eficientes. Delbeke e colaboradores
(2016), mostraram que SLs apresentam uma efetiva atividade antimicrobiana além
disso, os SLs demonstraram ser agentes anticancerigenos eficazes contra linhas
celulares cancerosos. Uma das principais desvantagens dos SLs até agora tem sido
suas atividades citotoxicas.

A Surfactina € um lipopeptideo surfactante produzido por bactéria do género
Bacillus em especial. E dos mais poderosos biossurfactantes conhecidos, tendo a
capacidade de reduzir a tenséo superficial da 4gua de 72 para 27 mN/m mesmo em
baixas concentracdes. Possui uma das menores concentracao micelar critica (CMC)
dentre os biossurfactantes. Devido a sua elevada atividade superficial aliada a
sua biodegradabilidade e baixa toxicidade, € um dos mais estudados biossurfactantes
sendo, portanto, apontado com potencial insumo para diversos setores industriais,
ambientais, agricolas e saude.

Os biossurfactantes lipoproteicos sao talvez os mais conhecidos pelas suas
atividades antimicrobianas (MAIER, 2003). A atividade antimicrobiana demonstrada
por varios biossurfactantes principalmente os da classe lipopeptidico (surfactina) e
glicolipidico (ramnolipideo), se deve a solubilizacdo de varios componentes da

membrana plasmatica. Através da excrecdo dessas substancias no meio, os micro-
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organismos adquirem maiores chances de sobrevivéncia frente a competicédo
ecoldgica (LIN, 1994).

3.8. Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo liquidos naturais aromaticos e volateis que podem ser
derivados de diferentes partes das plantas, incluindo flores, raizes, cascas, folhas,
sementes, casca, frutos, madeira e plantas inteiras (HYLDGAARD et al., 2012).

As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais se devem ao fato de
conseguir transitar com facilidade através da membrana plasmatica, interferindo assim
em diversos sistemas de transporte celular (GONI et al., 2009). Oleos essenciais
comumente exibem maiores propriedades inibitérias contra bactérias Gram-positivas
do que com bactérias Gram-negativas devido a barreira lipopolissacaridica na
membrana externa das Gram-negativas (TECHATHUVANAN, et al., 2014; TEHRANI;
SADEGHI, 2015). Como citado em diversos estudos e artigos, os 6leos essenciais
possuem atividades antibacterianas e antifungicas contra diferentes micro-

organismos.

3.8.1. 6leo essencial de melaleuca

Plantas conhecidas como “tea tree”, pertencem a um grupo de espécies plantas
nao relacionadas, algumas das quais incluem Camellia sinensis, Kunzea ericoides,
Leptospermum scoparium, Leptospermum petersonii e Melaleuca alternifolia.
Algumas dessas espécies aromaticas tém sido usadas historicamente pelos
aborigines australianos, bem como pelos primeiros colonos europeus para uma
variedade de condic¢des infecciosas, incluindo o trato urinario, sendo a espécies de
arvores de cha mais bem estudada a Melaleuca. alternifolia, sendo os estudos de
composicao quimica e sua atividade antimicrobiana mais realizados (VAN VUUREN
et al., 2014). Nesse contexto, 0 uso de compostos naturais como 0Oleos essenciais,
com propriedades antimicrobianas parece ser uma opg¢ao interessante. A atividades
antibacterianas e antifiingicas dos 6leos essenciais (OEs) ha muito tempo vem sendo

reconhecido, mas é a industria de alimentos que vem obtendo os resultados mais
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eficazes com a sua aplicagédo como antimicrobianos natural (DU PLOOQY et al., 2009).
A principal vantagem OE € a sua aplicagdo como agente antimicrobiano, devido a sua
maior atividade em comparacdo a antimicrobianos convencionais provavelmente
devido a sinergia e a baixa ocorréncia de efeitos colaterais (BAKKALI et al., 2008). O
Oleo essencial de Melaleuca alternifolia, também chamado de arvore do cha, é uma
mistura complexa de hidrocarbonetos terpénicos e éalcoois tercidrios para os quais
uma norma internacional estabelece niveis de 14 componentes (HAMMER et al.,
2006).

Os principais compostos responsaveis para a atividade antimicrobiana séo
terpinen-4-ol e 1,8-cineole. Atualmente, o regulamento padrédo internacional para OEs
estabelece um contetdo de 30% de terpinen-4-ol e um teor maximo de 15% 1,8-
cineole para atender aos requisitos da Farmacopéia Européia (ISO 4730). Os
mecanismos de acdo do OE de melaleuca ndo foram claramente identificados, mas
eles parecem estar relacionados com a natureza hidrofébica dos terpenos (VAN
VUUREN et al., 2014), que possivelmente pode interagir com as membranas
plasmaticas provocando sua lise.

Os beneficios potenciais dos usos do OE de melaleuca vem surgindo como
uma boa alternativa antimicrobiana, sendo amplamente utilizado, uma vez que vem
representando uma boa alternativa como drogas antifingicas, uma vez que as
leveduras frequentemente apresentam resisténcia a produtos convencionais
(JULIANO et al., 2008).

3.8.2. 6leo essencial de alecrim

Os metabdlitos secundéarios que ocorrem nas plantas aromaticas tém sido
reconhecidos por seu efeito antifingico, antibacteriano (ADRAR et al., 2016), sendo
amplamente utilizados na medicina (BAJALAN et al., 2017; BENDIF et al., 2017). Com
0 aumento da resisténcia bacteriana aos antibioticos, h4 um interesse notavel em
avaliar os efeitos antimicrobianos de metabdlitos secundarios de plantas. contra uma
variedade de patdégenos, a fim de descobrir novas classes de antimicrobianos seguros
e eficazes para o combate a infecgdes.

Alecrim (Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae) é uma planta aromatica nativa

da regidao do Mediterraneo e utilizada mundialmente pela sua atividade microbiana e
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antioxidante. Esta planta também tem muitos outros efeitos benéficos dados por sua
atividade anti-inflamatoria (RAHBARDAR et al., 2017). R. officinalis € considerado
uma das mais importantes fontes de compostos bioativos volateis e ndo volateis
(OJEDA-SANA et al., 2013).

As atividades bioldgicas do 6leo essencial de Alecrim sao principalmente dadas
por seus principais componentes sendo cetonas e hidrocarbonetos monoterpénicos
principais constituintes quimicos (BAJALAN et al., 2017). Esses componentes atuam
desorganizando a membrana citoplasmatica microbiana, o que causa uma perda na
permeabilidade da membrana para protons e ions maiores. alguns dos principais
compostos que podem ser indicados como responsaveis pela atividade antimicrobiana
do OE de alecrim sao: borneol, canfora, verbenona (um composto organico natural
classificado como um terpeno que é encontrado naturalmente em uma variedade de
plantas) e 1,8-cineole (CELIKTAS et al., 2007. BAJALAN et al., 2017).

3.9. Biocidas ndo convencionais - analogos de sulfato

Através da docagem, uma técnica de dindmica molecular que avalia os
encaixes entre as moléculas para que ocorra uma reagdo quimica, algumas moléculas
foram eleitas como provaveis inibidores da reducéo de sulfato através da enzima APS-
redutase. Por essa técnica foram analisados diversos tipos de moléculas, tais como:
acidos organicos de cadeia curta e ou arométicas (compostos fendlicos), e
substancias quelantes.

A capacidade desta enzima (APSr) em transportar elétrons pode ser modificada
intervindo nas reacfes de oxirreducdo. Tentando evitar a ligacdo da enzima ao
substrato nos locais de ligagdo com a utilizacdo de compostos quelantes ou
antioxidantes simplesmente modificando as propriedades de cofatores responséaveis
pelo transporte de elétrons. Podemos causar uma desaceleracdo do transporte
desses elétrons e, portanto, uma reducédo na velocidade das reac¢des de oxirreducao
(SCHIFFER et al., 2006; SANTOS et al., 2013). O procedimento de acoplamento de
moléculas com capacidade quelante € uma técnica que pode auxiliar na predicéo de
interacdes proteina-ligando embora os estudos de acoplamento sejam importantes

como um procedimento de rastreio para a pesquisa de inibidores, a avaliacao



36

experimental de sua acdo inibitéria contra os micro-organismos é um processo

complementar e muito importante.

3.9.1. Acidos Organicos

Os acidos organicos ou acidos carboxilicos sdo um grupo de moléculas
organicas que resultam muitas vezes do metabolismo de animais e plantas. Alguns
desses &cidos apresentam propriedades de interesse clinico e industrial como
atividade antioxidante e antimicrobiana (GUTIERREZ-FERNANDEZ et al., 2014). Em
alguns ensaios de dinAmica molecular (docking) algumas dessas moléculas tiveram
resultados satisfatorios com relacdo ao encaixe com a enzima APS-redutase em
substituicdo ao sulfato (KITCHEN et al, 2004; LENGAUER; RAREY, 1996; SANTOS
et al., 2013), além de apresentarem propriedades acima citadas (Tabela 1).

Tabela 1. Valores da docagem para a enzima APS-redutase.

Método 1Vv47

Ligantes
Ki(M)/Kcal/mol AG(KCal/Mol) AG(KJ/Mol) Poses
Ac. galico* 2,53E-07 -8,9 -37,2 1
Ac. oxalico* 0,000196651 -5 -20,9 2
Ac. salicilico 7,06E-05 -5,6 -23,41 1

3.9.1.1. Acido gélico

O acido gélico é uma substancia organica que deriva da via do &cido
chiguimico, um intermediario do metabolismo secundario de plantas, e é um
componente de taninos hidrolisaveis em vegetais. E o precursor para a producéo
comercial do antimicrobiano trimetoprim, um propil-galato com conservantes e alguns
corantes (GRUNDHOFER et al., 2001).

Esse metabolito e seus derivados apresentam propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e antimutagénicas (SOARES, 2002). Caracterizam-se por terem um
anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou

metoxila na molécula, conferindo propriedades antioxidantes aos alimentos e
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consequentemente ao organismo, sendo, por isso, indicados para o tratamento e
prevengao do cancer, doengas cardiovasculares e outras doengas (BRAVO, 1998;
CROFT, 1998; FERGUSON; HARRIS, 1999).

Por apresentar varias propriedades interessantes e aplicacbes comerciais,
esse composto é de grande interesse para as industrias farmacéutica e quimica
(YOSHIOKA et al., 2000). O acido gélico convencional é produzido por hidrélise acida
do &cido tanico, mas tem alto custo, baixo rendimento e pureza. Alternativamente, o
acido galico pode ser produzido pela hidrolise microbiana do acido tanico por tanase,

uma enzima induzivel, secretada por micro-organismos.

3.9.1.2. Acido salicilico

O &cido salicilico € um Beta-Hidroxiacido (R-Hidroxiacido) com propriedades
gueratoliticas (esfoliantes) e antimicrobianas, o que significa que afina a camada
espessada da pele e age evitando a contaminacdo por bactérias e fungos

oportunistas.

3.9.1.3. Acido oxalico

O &cido oxalico € um &cido organico saturado, de cadeia normal e relativamente
forte, sendo 10.000 vezes mais forte que o acido acético. Em solucao aquosa libera
2H*, por molécula, apresentando grau de ionizacdo de 60%, € fortemente acido e
muito venenoso. Ocorre naturalmente em inimeras plantas e animais, principalmente
sob a forma de sal. E uma substancia incolor, que cristaliza a partir de solucdes
aquosas com duas moléculas de agua de cristalizacdo. Neste estado de diidrato,
apresenta ponto de fusdo em torno de 189°C e elevada hidrossolubilidade, também
se dissolve com faciidade em &lcool comum. Em presenca de &cido
sulfrico concentrado (H2SO4), decompde-se, formando monoxido e didéxido de
carbono (CO e COg, respectivamente) em agua.

E um composto organico usado como mordente em tingimentos e como agente
antioxidante, possui a propriedade de se ligar a metais em especial a das familias 1A

e 2A. O anion oxalato, resultado da perda dos atomos de hidrogénio do acido oxalico,
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apresenta forte interacdo com todos os metais bivalentes, como € o caso do célcio e
do magnésio (presente na APSr), dando origem a complexos de baixissima
solubilidade (MELO et al., 2008). O oxalato pode atuar diretamente na parede celular
de micro-organismos sequestrando calcio, o que poderia provocar desestruturacao
entre as microfibrilas e um eventual aumento de porosidade (AGUIAR; FERRAZ,
2008). A presenca de cristais de oxalato de calcio em micro-organismos tem sido
amplamente descrita.

Em estudos de dinamica molecular o acido oxalico apresentou caracteristicas
que se mostraram promissoras como uma molécula analoga de sulfato, sendo

possivel prever alguns encaixes com a enzima APS-redutase.

3.9.2. Quelantes analogos de sulfato

Um guelante ou sequestrante de metais, € uma substancia que forma complexo
com ions de metais, estes complexos sdo conhecidos como quelatos, termo que vem

da palavra grega chele, que significa garra.

3.9.2.1. HEDTA

Os agentes quelantes sdo uma certa classe de compostos organicos e
inorganicos, que podem formar complexos com ions metalicos. Um exemplo de
agentes quelantes sédo o acido etileno-diamina-tetracético (EDTA) ou a sua forma n-
hidroxilada (HEDTA) que séo eficientes na remocédo de éxidos de ferro ou cobre.

Com base no sucesso da utilizagdo de EDTA como antimicrobiano para
erradicar biofilmes em cateteres, Raad; Sherertz (2001) patentearam a ideia de tratar
biofiimes de BRS usando esse quelante em combinacdo com biocidas. Os resultados
experimentais iniciais mostraram que o EDTA aumentou a inibicdo do crescimento
planctonico de BRS pelo glutaraldeido e THPS (WEN; GU, 2007; ZHAO et al., 2005).
A lenta biodegradabilidade do EDTA suscitou um apelo a sua substituicdo por um
guelante mais soluvel em agua, surgindo como forte candidato o HEDTA (VIDELA,
2002).
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Em alguns estudos de docagem o HEDTA se mostrou um promissor analogo a
molécula de sulfato com relacéo a encaixes junto a enzima APS-redutase (SANTOS
et al., 2013).
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4. MATERIAL E METODOS

A proposta dessa pesquisa foi testar o potencial de substancias nao
convencionais no controle da producao de sulfeto ou atividade de bactérias redutoras

de sulfato (BRS). As substancias testadas foram:

v' Caldo de cultura de cepa bacteriana isolada do poco de petréleo (BCGP-01);
Caldo de cultura de cepa de levedura isolada do poco de petréleo (LV-01);
Oleo essencial da planta do cha (OEM);

Oleo essencial de alecrim (OEA);

A interacdo entre os 0leos essenciais e um solvente alcoodlico (EtOH);

Acido galico, acido oxalico e acido salicilico;

HEDTA,

A interacdo entre os acidos organicos e HEDTA.

SR N N N N SR

ApoOs coleta da agua de producéo, foi realizado o trabalho de isolamento de
cepas bacterianas e de leveduras. Para realizacdo dos testes de producédo de
bioprodutos (biossurfactante) e de antagonismo contra a cepa de D. vulgaris, que é
uma BRS, foram escolhidas duas cepas microbianas denominadas de BCGP-01 e LV-
01. A primeira cepa foi tentativamente identificada pelo sequenciamento parcial do
16S rRNA como sendo do género Bacillus pumilus. A segunda foi tentativamente
identificada através de andlises metabdlicas. O caldo de cultivo sem a presenca de
células foi utilizado em testes de toxicidade aguda sobre a enzima desidrogenase. O
método de toxicidade aguda com a desidrogenase também foi utilizado para avaliar o
potencial antimicrobiano dos O6leos essenciais de melaleuca e alecrim e das
substancias como os acido organicos (galico, oxalico e salicilico) e HEDTA. Para
avaliar o potencial de interacdo entre essas substancias (sinergia) foram montados
varios experimentos utilizando o método estatistico de superficie de resposta
(combinacéo entre a probabilidade de resposta a partir de experimentos fatoriais). Os

procedimentos sdo descritos a seguir.
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4.1. Local do estudo

Os pocos de extracdo de petréleo, onde foram realizadas as coletas das
amostras de efluentes, sdo campos maduros, pertencentes a regido da Bacia do
Reconcavo Baiano que apresentam problemas de biocorrosao.

As amostras de agua produzida foram coletadas em poc¢os de petréleo em
estacado de producdao localizada no Agreste de Alagoinhas, regido de Taquipe em dois
momentos: T1 - 11 de marco de 2015; e T2 - 29 de junho de 2015. Os pocos dessa
regido apresentam uma grande quantidade de agua produzida devido a idade do poc¢o
e ao uso de agua de injecdo como método de recuperacao secundaria de 6leo.

A 4gua produzida coletada foi transportada em frasco de borossilicato ambar
até a unidade laboratorial. E todo experimento foi realizado no Laboratério de

Biotecnologia e Ecologia de Micro-organismos - LABEM, ICS, UFBA.

4.2. Deteccao e quantificacdo micro-organismos sulfetogénicos

4.2.1. Contagem direta de células - DAPI/FISH

Para detectar e determinar a populacdo microbiana da agua produzida utilizada
foi realizada a contagem total de células (DAPI) e contagem diferencial de BRS (FISH).
Foram centrifugados 150mL de agua produzida para a formacao dos pellets. Esses
pellets foram ressuspensos em 200uL de PBS (1X) e 600uL de tampéao de fixacéo
com paraformaldeido a 4% em PBS (1X), e entdo, 5uL da amostra foram colocadas
em laminas previamente tratadas para a fixacdo das células (ZARDA et al., 1997).

A metodologia adotada para a hibridizacdo segue como descrito por Sarti
(2007): foi utilizado 5pL da amostra para a hibridizacdo com tampéo contendo 0.9M
de NaCl, 20mM Tris/HCI, 10mM de EDTA, 0,01% de SDS e formamida. As sondas
utilizadas para a hibridizagdo foram EUB-338 para Eubactérias e BRS-335 para
bactérias redutoras de sulfato (Tabela 2). As laminas foram mergulhadas em um
tampéo (20mM Tris/HCI, 10mM EDTA, 0,01% SDS e 80mM NaCl), por 20 minutos e
em seguida coradas com 10uL de DAPI (4’,6-diamidino-2-fenil indol), durante 20
minutos, na auséncia de luz. ApoGs este periodo as laminas foram lavadas com agua

Milli-Q e secas em temperatura ambiente. Depois de secas, cada poco da lamina
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recebeu 4pL de solucéo anti-fading e foram cobertas com uma Hybridization Coverslip
(tratamento necessario para evitar o branqueamento das células apds o tempo de
eXposiCao ao microscopio).

As laminas foram analisadas no microscopio de fluorescéncia modelo Olympus
BX51, com camera para captura de imagens Olympus Q-Color e o software Image

Pro-Plus versao 5.1.

Tabela 2. Sequéncia das sondas para RNAr 16s utilizadas.

SONDA SEQUENCIA (5’-3’) ESPECIFICIDADE REFERENCIA
EUB-338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT  Maioria das Eubactérias. Amal’;ggt al.,
Maioria das o - Amann et al
BRS-385 CGGCGTCGCTGCGTCAGG proteobacteria e 1990 v
Desulfovibrionales. )

4.3. Determinacao de parametros fisico-quimicos (Eh/pH)

Os parametros fisico-quimicos avaliados foram: potencial redox (Eh) e o
potencial hidrogenidnico (pH). Esses parametros indicam as condi¢des eletroliticas do
meio, permitindo a inferéncia sobre qual via metabdlica ativa durante os testes. Para
realizar as andlises foram aliquotadas 7mL da amostra em tubos polietileno tipo
Falcon de 50mL. A leitura do potencial redox foi feita em eagametro da Thermo
Electron Corporation, modelo Orion 3 Star com eletrodo de platina e calamelano
saturado e calibrado em solucéo para -100 mV e 100 mV, os valores foram expressos
em miliVolt (mV). O pH foi medido em peagametro Thermo Electron Corporation,

modelo Orion 3 Star, calibrado em solucéo padréo para pH 4,0; 7,0 e 10,0.

4.4. Perfil ecofisiologico da agua produzida de Taquipe

O perfil ecofisiolégico de uma amostra nos permite avaliar quais fontes de
carbono sao utilizadas e por quais via 0 micro-organismo produz energia. Para a
realizacdo desse teste foi utilizado o meio Postgate E modificado sem fontes de
carbono. As fontes de carbono foram adicionadas posteriormente: acetato de sédio
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0,1M; lactato de Sodio 0,1M; piruvato de sodio 0,1M; benzoato de sédio 0,1M; e
butirato de sodio 0,1M. Apds o cultivo das amostras foram realizados testes
complementares como: coloracdo de Gram para avaliar as morfologias, teste de
motilidade para avaliar a presenca de flagelo e teste para reducdo de nitrato

(crescimento anaerdbio em caldo nitrato).

4.5. Identificagcdo dos micro-organismos

Foram aliqguotados 1mL da amostra de agua produzida e adicionados em tubos
com 9 mL de meio de cultura especificos: TSB (aerébios), CSB (mesofilos oxidantes
de enxofre), GYM (actinomicetos). As amostras foram colocadas em estufa a 38°C até
0s tubos apresentarem crescimento evidente. ApOs crescimento satisfatorio os tubos
passaram por diluicdes seriadas (10 a 10°), e foram repicados em placa nos meios;
TSA (aerobios), CSB (mesofilos oxidantes de enxofre), ACA (dgar amino-caseina). O
meio TSA apresentou os melhores resultados para crescimento microbiano. As
colbnias isoladas em TSA, foram selecionadas e avaliadas quanto a morfologia pela
coloragdo de Gram. Foram testados com relagdo a producdo de EPS
(exopolissacarideos) meio YMA (SOUZA e VENDRUSCOLO, 1999), producédo de
tensoativos (biossurfactantes) meio TSB. Foram isolados: 03 leveduras, 02 bacilos

Gram positivos e 04 bacilos Gram negativos.

4.5.1. Cepa LV-01

Para a identificacdo da cepa LV-01 foi realizado testes de perfil metabdlico. Os
testes realizados foram: assimilacdo de carbono e nitrogénio, teste da urease e
zimograma (teste de fermentacao).

Para a realizagdo do auxanograma, foi inoculado 2mL da suspensao de
levedura diluida em solucéo salina (0,9%), com turbidez equivalente a 0,5 McFarland,
em placas de Petri contendo 30 mL dos meios: YCB (para assimilacédo de nitrogénio)
e YNB (para a assimilacdo de carbono), cada placa. Para a assimilacdo de carbono
foram testados o0s seguintes carboidratos: dextrose, maltose, lactose, sacarose,

galactose, xilose, melibiose, trealose, inositol, ducitol, celobiose e rafinose. Para testar
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a assimilagc&o de nitrogénio foram usados peptona e nitrato de potassio (KNO3). Como
prova adicional foi realizado o teste da urease (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Para fechar a identificacdo do micro-organismo foi realizado o zimograma.
Foram usados tubos contendo 5mL de meio base para zimograma (extrato
concentrado de levedura 4,5g; peptona 0,5g; azul de bromotimol 0,04Q), e testados as
fontes de carbono: glicose, maltose, sacarose, galactose, lactose e trealose. Cada
tubo continha um tubo de Durhan invertido para evidenciar a formagéo de gas durante

a utilizacdo da fonte de carbono.

4.5.2. Cepa BCGP-01

Devido a auséncia de provas bioquimicas conclusivas, para a identificacdo da
estirpe BCGP-01, foi realizado o sequenciamento da cepa, utilizando primers

universais para Eubactérias.

4.5.2.1. Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA foi utilizado o protocolo de extracdo para células de
crescimento em suspensdo, pelo método do Brazol (LGC Biotecnologia). Para a
realizacdo deste protocolo a cultura foi preparada no dia anterior (crescimento 18\24
horas).

Aliquota de 1 mL da amostra foi transferida para tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL.
A amostra foi centrifugada a 5.000xg por 5 min, para formar o pellet. Em seguida, as
células foram lisadas através de repetidas pipetagens pela adicdo de 1 mL do Brazol.
O tubo foi agitado com agitador, tipo VOrtex, por 2 min e adicionou-se 250uL de
cloroférmio gelado. A amostra foi agitada novamente.

Em seguida, a amostra foi centrifugada a 12.000xg, a 4° C, 20 min. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo contendo 500uL de etanol absoluto
gelado. O tubo foi agitado por inversao por 2 min, seguido de centrifugacéo a 12.000xg
por 15 min.

O sobrenadante foi desprezado por cuidadosa decantacéo, e o pellet foi lavado

em 500uL de etanol 70%. A amostra foi homogeneizada por inversao e centrifugada
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a 12.000xg, 4° C, 10 min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi dissolvido em
40uL de H20 Milli-Q estéril. A amostra foi armazenada em geladeira a -20° C, até a

sua utilizacao.

4.5.2.2. Reacao de PCR

O mix para a reagao de PCR foi realizado em um microtubo com capacidade
para 200uL. Foi utilizado a Taqg PCR Master Mix 2X da Promega e os primers, conforme

descrito abaixo:

Primer RNA ribossomal 16S de Eubactéria
fD1-5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3'
rP2 -5' - ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3'

Os reagentes utilizados na reacéo de PCR, para um volume final igual a 25pL,
sédo os que seguem: H20 Milli-Q esterilizada, até 25uL; enzima Master Mix 12,5yL;
forward primer (10uM) e reverse primer (10 uM) 0,8 uL; DNA molde 2uL.

As reacdes foram incubadas em um termociclador Veriti® 96 (Aplied
Biosystems), a 95° C, durante 3 minutos, para desnaturacdo do DNA e ativacdo da
Taq DNA polimerase (Master Mix 2X). ApGs a desnaturacao, a reacao de amplificacédo
foi composta por 35 ciclos formados por uma etapa de desnaturacéo, a 95° C durante
45 segundos, uma temperatura de anelamento a 59° C por 45 segundos e uma etapa
de extensdo a 72° C, durante 1 minuto. Ao final dos ciclos, a rea¢éo foi mantida a 72°
C, durante 20 minutos.

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada utilizando a enzima illustra

ExoPro Star 1-Step (GE) seguindo as recomendac8es do fabricante.

4.5.2.3. Reagao de sequenciamento

O resultado do PCR gerou um segmento de DNA de aproximadamente 1500

pb e o produto foi sequenciado pela plataforma de sequenciamento da Fundagéo

Osvaldo Cruz (FIOCRUZ). A sequéncia foi checada para presenca de chimera e a
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arvore filogenética foi construida usando sequéncias “tipo” do gene rRNA 16S
bacteriano depositados em “Silva” - High Quality Ribosomal RNA Databases. As
sequéncias foram alinhadas e analisadas pelo programa MEGA 5 usando o teste de
bootstrap para 1000 repeticbes com a técnica Neighbour-Joining gerado pelo

algoritmo Kimura 2-parametros.

4.6. Producao de bioprodutos com atividade antimicrobiana

Para a producédo dos biossurfactantes foram utilizados os micro-organismos
isolados das amostras de agua produzida. Os micro-organismos inicialmente foram
inoculados em tubos de ensaio contendo 9mL de caldo nutriente e incubados por 24h
a 38°C. Apés a incubacéo, as suspensodes de células de cada tubo foram submetidas
a leituras de densidade 6ptica a 650nm para padronizacao celular a 0,05 da escala
MacFarland (~1,5x108 cel/mL) e foram transferidas para frascos Erlenmeyer de 150mL
contendo 45mL de meio de producéo. A seguir foram incubados a 38°C e 180 rpm por
5 dias (120h). O caldo de fermentacao foi centrifugado a 9000 rpm por 20 min a 4°C
para separacdo das células (BANAT et al.,, 2000; FOX; BALA, 2000). Os caldos
fermentados isentos de células foram submetidos a andlise de indice de

emulsificacao, atividade antimicrobiana e composicao do bioproduto.

4.6.1. indice de emulsificacéo (E24)

O indice de emulsificacdo foi determinado em tubos de ensaio com tampa de
rosca pela adi¢cdo de 2,0mL de 6leo mineral e 2,0mL do sobrenadante, agitado em
Vortex por 2 min. e deixado em repouso por 24 horas. O indice de emulsificacao (E24)
foi calculado como segue: E24 = [altura da camada emulsionada (mm) / altura total do

liquido na coluna (mm)] x 100.
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4.6.2. Tensao superficial

A tensdo superficial foi determinada no meio de cultura livre de células
utilizando o Tensidbmetro KSV (modelo Sigma) a 25° C. Como controle, utilizaram-se
0sS meios de cultura sem inoculo. As analises foram feitas pelo método do anel de
distanciamento usando o tensiémetro de Du Nouy (JOSHI et al., 2013). Neste método,
a amostra € colocada em um recipiente do aparelho, com o anel inicialmente
submerso. Uma forca adicional € exercida sobre o anel no momento em que a lamina
do liquido vai se romper, sendo entdo determinada a tensio superficial (DAMIAO,
2012).

4.6.3. Atividade antimicrobiana

4.6.3.1. teste de inibicdo em placa

Com o objetivo de realizar o teste de efetividade contra a produc&o biogénica
de sulfeto, foi feito o teste de antagonismo em placas por sobrecamada como descrito
por Farias (2016) (Figura 4). Uma aliquota de 100ul das culturas a serem testadas
guanto a capacidade inibitoria, foram transferidas para tubos tipo Falcon contendo
10mL de caldo TSB, incubados a 30°C, 24h. Apés esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 10000 rpm, por 10 minutos, 4°C. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo Falcon estéril e foi centrifugado novamente (MAGALHAES, 2014). Em
seguida, o sobrenadante foi filtrado com membrana de 0,22um para a remocao de
todas as células microbianas.

Os sobrenadantes livres de células foram transferidos para frascos “tipo
penicilina”, cobertos com parafilme e armazenados em ultra freezer a -70°C por 24
horas. Apds esse periodo, as amostras foram concentradas por liofilizacdo em
liofilizador Liotop, modelo L101, -49°C, pressao abaixo de 500 pHg, ciclo continuo,
24h. O material liofilizado foi ressuspenso em 50uL de agua mili-Q estéril (amostras
200x concentradas), armazenado em geladeira, a 4°C, até a realizacéo do teste de

inibic&o.



48

Figura 4. Fluxograma do teste de inibicdo em placas por sobrecamada.
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Fonte: Farias, p. 50 (2016).

A cepa de BRS utilizada para os testes de antagonismo foi a Desulfovibrio
vulgaris, pertencente a colecdo de culturas do LABEM (Laboratorio de Biotecnologia
e Ecologia de Micro-organismos). A Desulfovibrio vulgaris (in6culo de 1mL) foi ativada
em frascos de penicilina contendo o meio Postgate E modificado (CARVALHO, 2010),
e incubada a 38°C, 24h. Posteriormente, foi feito a contagem das bactérias pelo
método do DAPI/FISH para determinar a concentracao do inéculo. A concentracao do
inéculo foi ajustada para 1x10° cel/mL. A partir dessa diluicdo, 1mL do inéculo foi

transferido para tubos de penicilina com meio Postgate modificado semissolido 1%
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(armazenados em banho maria a 45°C), resultando na diluicdo 10, utilizado para
fazer a sobrecamada.

Para os testes de inibicado por sobrecamada, 10uL do caldo livre de células
liofilizado (200x concentrado) foi inoculado em discos de papel filtro (5 mm) na
superficie de placas contendo o meio Postgate modificado, seguido de secagem por
30 min. Apés esse periodo, foi realizado o in6culo da cepa Desulfovibrio vulgaris (10°)
na forma de sobrecamada. As placas foram incubadas em camara de anaerobiose, a
38°C, 48h. Para cada um dos isolados, o experimento foi realizado em triplicata. A
formacéo de um halo claro ao redor das culturas indicou a inibigdo do crescimento
(ROSA et al., 2013).

4.6.3.2. Teste de inibicdo em caldo

Para os testes de inibicdo em caldo, foram inoculados uma aliquota de 100uL
das culturas a serem testadas como antagonistas de BRS, foram transferidas para
tubos tipo Falcon contendo 10mL de caldo TSB, incubados a 30°C, 24h. Apds esse
periodo, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm, por 10 minutos, 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo Falcon estéril e foi centrifugado
novamente (MAGALHAES, 2014). Em seguida, o sobrenadante foi filtrado com
membrana de 0,22um para a remoc¢do de todas as células microbianas. Os
sobrenadantes livres de células foram transferidos para frascos “tipo penicilina”,
cobertos com parafilme e armazenados em ultra freezer a -70°C por 24 horas. Apés
esse periodo, as amostras foram concentradas por liofilizacdo em liofilizador Liotop,
modelo L101, -49°C, pressdo abaixo de 500 pHg, ciclo continuo, 24h. O material
liofilizado pesado e feito solu¢des estoques paras as concentragdes de 10ug/ml; 50ug
/ml;100pg/ml e 200ug/ml. O volume de 100puL de cada solug&o foi inoculado nos
frascos de penicilina contendo meio Postgate E liquido. A inibicdo foi avaliada

utilizando um sal de tetrazolio (INT).
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4.7. Ensaio com os inibidores

4.7.1. Padronizacao do indculo

Para os ensaios com as substancias inibidoras, os inéculos foram
padronizados, a partir do mix de BRS obtidos das amostras de agua produzida, em
107 cel/mL e 10*cel/mL. Foi inoculado 10mL de agua produzida em 4 frascos do tipo
penicilina com volume de 100mL (10mL in6culo + 90mL de meio Postgate E), e
incubado a 38°C, por 16-24h. O frasco que apresentou crescimento nas primeiras 24
horas, foi utilizado para o teste com os inibidores (caldo de cultura enegrecido

evidenciando a precipitacao de sulfeto) (Figura 05).

Figura 5. Crescimento de BRS, agua produzida, campo Taquipe.

Fonte: Proprio autor.

Desse frasco foi feito um repique (1% de indculo), em meio Postgate E. O
in6culo foi monitorado até apresentar precipitacdo de sulfeto de ferro (16h de
incubacao), e realizado teste para determinar a populacao através do niumero mais
provavel (NMP). Apés esse periodo, foi feito um segundo repique (1% de inGculo),
monitoramento (16h), e NMP para confronto dos resultados.

A estimativa do NMP da populacédo estava em torno de 10° cel/mL. Foram
realizadas diluicdes a partir deste frasco de crescimento (108,107,108 e 10%), sendo os
frascos com concentracdes 108 e 10°, utilizados para a realizacéo dos testes com os
inibidores acido oxalico, acido gélico e acido salicilico, para alcancar as populacdes

107 e 104, respectivamente. Os frascos primarios 107 e 10* ainda foram submetidos a
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um novo NMP, antes da realizagcdo dos testes, para a quantificacdo de micro-
organismos (Figura 06).

Figura 6. NMP do in6culo para a realizagdo dos testes com inibidores.

Fonte: Proprio autor.

4.7.2. Teste qualitativo com os inibidores

Os inibidores utilizados neste experimento foram &cido oxalico, acido galico,
acido salicilico e HEDTA que foram utilizados isoladamente e combinados, totalizando
16 combinacdes (2", sendo “n” o numero de substancias usadas), mas, sempre
perfazendo a concentracao final de 500ug/ml. Em todos os grupos as andlises foram
realizadas em triplicata, em frascos tipo penicilina, utilizando 9mL de meio Postgate E
modificado e 1mL de inéculo com populacdes bacterianas de 107 e 10* cel/mL,
acrescida dos inibidores.

Cada inibidor foi preparado pela adi¢cdo de 0,125g da substancia em 10mL de
meio Postgate E, obtendo-se uma solucéo estoque de 12500ug /mL (12,5g/L), dessa

solucéo foi utilizada volumes conforme tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 3. Tabela de combinagéo concentrag&o/volume dos inibidores.

o Con. (ug/mL) - Con. final
o _ -
N° - inibidores cada Vol. (uL) - cada (ug/mL)
1 500 400
2 250 200
3 166 130 500
4 125 100

N° - numero; Con. - concentracdo; Vol. - volume.
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4.7.3. Teste de toxicidade aguda contra a atividade da desidrogenase

Dos inibidores testados foram selecionados 0s que se mostraram mais
promissores com agente de inibicdo para BRS.

O teste de toxicidade aguda foi realizado utilizando um consorcio de BRS
isolados de pogos maduros de petréleo. O efeito adverso das substancias testadas foi
avaliando através de mudancas na atividade da enzima desidrogenase que promovem
a reducéo do iodo-nitrofenil-tetrazolium (INT) para formazan. A redugéo in vitro de sais
de tetrazélio pela desidrogenase de BRS acontece porque esse composto substitui 0
sulfato durante o processo de respiragdo anaerdbia. O meio passa assim de uma cor
purpura-amarela para cor vermelha. A quantidade de formazan acumulado no meio
de cultivo é diretamente proporcional a atividade da enzima desidrogenase e,
portanto, associado ao metabolismo e crescimento de BRS no meio (CHINALIA et al.,
2008). Os sais de tetrazdlio funcionam, portanto, como indicadores fisioldgicos
(STOCKERT et al., 2018). A aplicacao desta técnica € usada em reacées metabdlicas
redox para estimar a atividade metabdlica de bactérias, nesse caso, de bactérias
redutoras de sulfato (FUKUI; TAKII, 1989).

As concentracOes utilizadas para realizacdo do teste de toxicidade aguda
foram: 0; 50; 100; 200; 400; 800; 1600 (ung/mL). A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 490nm, tem como controle a reacéo
sem inibidor como sendo 100% da atividade da desidrogenase (CHINALIA et al.,
2008).

4.8. Prospeccao tecnoldgica

A prospeccéo tecnoldgica foi realizada a partir do Banco Europeu de Patentes
(Espacenet®) entre junho e agosto de 2017. Inicialmente as buscas foram realizadas
utilizando palavras-chave com objetivo de encontrar 0s principais grupos de
classificagao relacionados com o tema. As palavras-chave utilizadas foram: control,
process, sulfide, sulfate-reducing bacteria e biocide. As palavras-chaves foram
combinadas usando os operadores booleanos OR e AND. Em decorréncia da
caracteristica da prospec¢do, que objetivou o0 levantamento dos processos

envolvendo as BRS e os mecanismos de controle existentes, n&o foi possivel utilizar
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um unico cédigo necessitando buscar informagdes em outros grupos da classificacéo.
A tabela 4 mostra os grupos selecionados e suas descri¢des e a tabela 5 a quantidade

de patentes por grupo.

Tabela 4. Grupos para classificacdo de patentes utilizados na prospecc¢ao.

Cdédigo CPC/IPC Descricdo dos cédigos

Aplicacdo ndo-mecéanica de material metalico a partir da superficie;
inibicdo a corrosdo de material metélico ou incrustacdo em geral;

C23F11 processos multipositivos para o tratamento de superficie de material
metalico que importa pelo menos um processo fornecido na classe
€23 e N0 menos um processo coberto por subclasses c21d ou c22f
ou classe c25.

Inibir a corrosdo do material metalico aplicando inibidores na
superficie em perigo de corrosdo ou adicionando-os ao agente

C23F11/00 corrosivo (adicionando inibidores a 6leo mineral, combustiveis ou
lubrificantes C10, adicionando inibidores as solugdes de
decapagem C23G).

C23F11/10 Utilizacdo de substancias e/ou compostos organico para inibir o
processo Corrosivo.

C23F15/00 Outros métodos de prevencgédo de corrosdo ou incrustacao.

Métodos ou aparelhos para a obtengéo de 6leo, gés, agua, materiais

E21B43 soluveis ou fusiveis ou uma pasta de minerais de pogos (aplicavel
apenas a agua E03B; obtencao de depdsitos de 6leo ou materiais
solaveis ou fusiveis por técnicas de mineragcdo E21C41 / 00;
bombas F04).

Emprego de produtos quimicos ou de atividade bacteriana (E21B
43/27 tem prioridade; composicfes quimicas ou de atividade

E21B43/22 bacteriana CO9K 8/58; caracteristicas quimicas da extracdo de
petroleo de areias petroliferas ou de xistos betuminosos C10G)
C12S3.

E21B43/27 Por meio de produtos quimicos erosivos, p. ex. acidos.

Cl2R1 Processos em geral utilizando micro-organismos.



http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub/?notion=scheme&version=20170101&symbol=E21B&menulang=pt&lang=pt&viewmode=f&fipcpc=no&showdeleted=yes&indexes=no&headings=yes&notes=yes&direction=o2n&initial=A&cwid=none&tree=no&searchmode=smart#E21B0043270000
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub/?notion=scheme&version=20170101&symbol=E21B&menulang=pt&lang=pt&viewmode=f&fipcpc=no&showdeleted=yes&indexes=no&headings=yes&notes=yes&direction=o2n&initial=A&cwid=none&tree=no&searchmode=smart#E21B0043270000
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub/?notion=scheme&version=20170101&symbol=E21B&menulang=pt&lang=pt&viewmode=f&fipcpc=no&showdeleted=yes&indexes=no&headings=yes&notes=yes&direction=o2n&initial=A&cwid=none&tree=no&searchmode=smart#C09K0008580000
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub/?notion=scheme&version=20170101&symbol=E21B&menulang=pt&lang=pt&viewmode=f&fipcpc=no&showdeleted=yes&indexes=no&headings=yes&notes=yes&direction=o2n&initial=A&cwid=none&tree=no&searchmode=smart#C10G
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Tabela 5. Quantidade patentes por grupo de classificagao.

X 9879
X 9156
X 8790

X 1000

X 3438
X 4456
X 1436

X 2000

X 1777




55

4.9. Andlise estatistica

Os testes com as substancias inibidoras foram avaliados utilizando testes
estatisticos como superficie de resposta, graficos de contorno e determinacdo do
coeficiente de regresséo, através de programas estatisticos como o STATISTICA e o
MINITAB.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Deteccao e quantificagcdo micro-organismos sulfetogénicos

5.1.1. Contagem direta de células - DAPI/FISH

A quantificagcdo dos membros do dominio Eubacteria foi realizada com a sonda
EUB-338 (5'-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3"). Ja as bactérias redutoras de sulfato
foram detectadas com as sondas especificas para células pertencentes a familia e
género do grupo BRS-385 (5"-CGGCGTCGCTGCGTCAGG-3"), que se ligam na fita
de DNA na regido que codifica o gene 16S do RNAr (AMANN, 1995; HESHAM;
ALAMRI, 2012; BATISTA, 2013).

O resultado da contagem direta de células das amostras de agua produzida

aparece resumido na Figura 7.

Figura 7. Contagem direta de células obtidas com a andlise das amostras A e B de agua
produzida. O método utilizado foi o DAPI/FISH.

Quantificacdo de BRS - DAPI/FISH
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com os resultados encontrados foi observado que a amostra A

apresentou uma densidade populacional total de 270 cel/mL. Desses 229 cel/mL
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(85%) mostraram compatibilidade com o grupo Eubacteria. Com relacdo a sonda para
BRS a densidade populacional da amostra foi de 110 cel/mL (41%).

Ja a amostra B apresentou uma densidade populacional total de 730 cel/mL.
Desses 71% (514 cel/mL) mostraram compatibilidade com o grupo Eubacteria. Com
relacdo a sonda para BRS as médias percentuais das amostras foram de 16% (120
cel/mL).

Ainda com base na analise do grafico podemos observar que ha um percentual
significativo de eubactéria (71-85%) que néo pertence ao grupo dos BRS (16-41%),
sugerindo a presenca de outros grupos microbianos.

A técnica de FISH (Hibridizacdo Fluorescente In Situ) é uma eficiente
ferramenta para o estudo e quantificacdo da comunidade microbiana complexa,
podendo fornecer informacdes especificas e rapidas sobre esta comunidade (AMANN
et al.,1995; BATISTA, 2013; BRYUKHANOQV, et al., 2011). Em relacdo a analise
quantitativa dos micro-organismos foi possivel observar que as amostras de agua
produzida dos pocos maduros da regido do Agreste de Alagoinhas vém decrescendo
em numero de BRS, ao mesmo tempo em que novas populacdes de micro-
organismos nao redutores vém surgindo. Farias (2016) trabalhando no isolamento,
selecdo e identificacdo de bactérias produtoras de bioativos com potencial para
aplicacdo na industria do petréleo, isolou espécies microbianas nao pertencentes ao
grupo dos BRS a partir de amostras de agua produzida.

A partir dessas informacfes e de estudos anteriores (SANTOS et al., 2010;
BATISTA, 2013), podemos observar uma queda no numero total de BRS devido ao
uso sistematico de biocidas como o glutaraldeido e quaternario de amonio, que vem

provocando uma pressao seletiva e posterior aquisicdo de resisténcia.

5.2. Determinacdo de parametros fisico-quimicos (Eh/pH)

Os resultados da caracterizacdo das amostras de agua produzida oriundas do
poco Taquipe séo apresentados na Tabela 6.

A partir da analise da figura, pode-se observar que o pH da agua, de ambas
amostras, permaneceu em torno da neutralidade. O potencial hidrogeniénico
encontrado no poco foi 7,2 para a amostra A e 7,5 na amostra B. Valores semelhantes

foram observados por Kaster et al., (2007) estudando o efeito do nitrato e nitrito na
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sulfetogénese por BRS termdfilas utilizando amostras de agua produzida do Mar do
Norte. Segundo Postgate (1984), valores de pH entre 7,2 e 8,0 fornecem condi¢des

adequadas a atividade dos BRS.

Tabela 6. Valores de Eh/pH encontrados nas amostras de agua produzida.

Parametros fisico-quimicos

Amostras
pH Eh (mV)
T1 7,2 -186
T2 7,5 -123

Jé o potencial redox (Eh) foi de -186 mV para amostra A e -123mV para amostra
B, evidenciando que os locais onde foram coletadas as amostras de agua produzida
ainda apresentavam carater redutor, ou seja, auséncia de oxigénio. Segundo Postgate
(1984) BRS requerem um Eh negativo para o seu crescimento inicial. Sendo assim, o
potencial redox encontrado para as amostras Tl e T2 sdo favoraveis para o
crescimento desse grupo de bactérias.

5.3. Perfil ecofisiologico - agua produzida Taquipe

Segundo Hussain e colaboradores (2016), o poco de petrdleo assim com a
agua de producdo séo ecossistemas com uma grande diversidade microbiana. No
caso das BRS nao é diferente, apresentando diversos grupos ecofisiolégico que séo
denominados pela sua predilecdo por determinados substrato (POSTGATE, 1984,
CASTRO et al.,, 2000; VARJANI; GNANSOUNOUB, 2017). com base nessas
informacBes foi montado uma estratégia para tracar um perfil ecofisiolégico das
amostras de agua de Taquipe T1 e T2, utilizando acidos carboxilicos de cadeia curta
como descrito em Postgate (1984) (Tabela 7).

Em ambas as amostras os resultados para os substratos: acetato e lactato
foram positivos. Sendo que os resultados do Gram e dos testes complementares
(motilidade e reducéo de NO3s), permitiram inferir sobre os provaveis géneros de BRS
presente na agua produzida de Taquipe, corroborando com Muyzer; Stams (2008),
que também detectaram a presenca desses dois géneros (Desulfovibrio e

Desulfobacter) em amostras de agua produzida.
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Tabela 7. Perfil ecofisiolégico das amostras de agua.

Fonte de Crescimento Reducéo de Motilidade  Gram Género

carbono (38°C) NO3
Acetato + - - - Desulfobacter
Piruvato - - - . Auséncia
Lactato + + + - Desulfovibrio
Benzoato - - - - Auséncia
Butirato - - - - Auséncia

5.4. Prospecc¢édo de micro-organismos com potencial biotecnologico

Os resultados da detecc¢éo e quantificacdo de BRS indicaram alta concentracao
de Eubactérias nas amostras de agua produzida. Com base nessa observacao foi
realizado em um trabalho de prospeccéao de micro-organismos aerébios com potencial
aplicacdo na industria do petroleo utilizando diferentes meios de cultura (FARIAS,
2016). A partir das amostras de agua produzida, foram isoladas 26 cepas de bacilos,
coco-bacilos, estafilococos e leveduras. Esses micro-organismos foram testados
quanto ao seu potencial biotecnoldgico para a producdo de biossurfactante. Os
resultados preliminares indicaram que a cepas BCGP-01 (bacilo Gram positivo) e a

LV-01 (levedura) seriam as melhores para a producdo de biossurfactantes.

5.5. Identificacdo dos micro-organismos

5.5.1. Cepa LV-01

A cepa LV-01 foi identificada como Candida parapslosis conforme resultado do
auxanograma (Tabela 8) (SIDRIM, 2004). A fermentacdo de acUcares simples
(zimograma) (tabela 9) assim como o auxanograma para nitrogénio completam as

provas utilizadas para a identificacéo da LV-01 (Tabela 10).
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Tabela 8. Resultado do auxanograma para a cepa LV-01.

Carboidratos Cepas
C. parapsilosis C. tropicalis LV-01
Glicose + + +
Maltose + + +
Sacarose + + +
Galactose + - +
Lactose + - +
Trealose + + +
Rafinose - + -
Xilose + + +
Melibiose + - +
Celobiose - - -
Inositol - - -
Ducitol + - +
Tabela 9. Resultado do zimograma para a cepa LV-01.
Zimograma Cepas
C. parapsilosis C. tropicalis LV-01
Glicose + + +
Maltose - + -
Sacarose - - -
Galactose - - -
Lactose - - -
Trealose - + -

Tabela 10. Resultado do auxanograma para o nitrogénio da estirpe LV-01.

. Cepas
Auxanograma (Nit) C. parapsilosis LV-01
Peptona + *
KNO3 - )
Urease - -

Nit - nitrogénio.

A fermentacéo dos acucares simples (zimograma) € utilizado rotineiramente em
laboratorios de micologia clinica e ambiental para a identificacdo de leveduras
conforme preconizado pela ANVISA (2013). Ja a capacidade de o micro-organismo
utilizar diferentes fontes de nitrogénio (auxanograma para o nitrogénio) é determinante

para a diferenciacédo de grupos de leveduras (SIDRIM, 2004).
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5.5.2. Cepa BCGP-01

O DNA da cepa BCGP-01 foi extraido e sequenciado utilizando os primers
universais que deveriam gerar uma sequéncia maior que 1000 pares de bases. No
entanto, os resultados do sequenciamento geraram uma sequéncia util do16S de
aproximadamente de 669 pb. A Figura 8 sugere que a sequéncia da BCGP-01
analisada esti associada as espécies de B. amyloliquefaciens e B. pumilus. A
identificacdo da cepa feita pela referida avaliacdo filogenética, no entanto, é imprecisa
por causa do tamanho do segmento analisado que nao foi suficiente para detectar
diferencas entre as duas espécies citadas. Dentro desse grupo de bactérias, no
entanto, encontram-se as cepas MF176945 e LC065162 (entre outras) que foram
depositadas no “NCBI Database” e reportadas em comunidades biodegradadoras de
diesel e de ambientes anaerdbios, respectivamente. Nota-se na arvore (Figura 8) a
presenca de MH236415 supostamente identificada como B. amyloliquefaciens, no
entanto, essa sequéncia foi obtida através de consulta no NCBI database que nao
possui 0 compromisso de exatamente identificar qualquer sequéncia nela depositada.

Essa caracteristica € o que distingue o site NCBI do Silva DATABASE.

Figura 8. Arvore filogenética de distancia (Neighbour Joinning) comparando um segmento de
669 pb do 16S rRNA da Cepa BCGP-01 com as sequencias “tipo” obtidas no site “Silva RNA
Database”. O alinhamento e analise de distancia foi executado utilizando o programa MEGA
IV, Kimura 2-parametros e bootstrap de 1000 repeti¢cdes (valores, em percentagens, que sao
mostrados nas jungdes). A arvore foi enraizada utilizando as sequencias de T. ammonificans
e T. ruber.
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A prevaléncia do género Bacillus spp. em amostras de agua produzida €&
corroborado pelos dados na literatura (OLIVEIRA et al., 2011; SETTE et al., 2007;
VASCONCELLOS et al., 2009).

Sette et al. (2007) analisando a composi¢cao das comunidades microbianas em
reservatorios de petréleo, utilizando métodos dependentes e independentes de
cultivo, identificaram 9 diferentes grupos taxondémicos. Estes micro-organismos
mostram-se relacionados a Acidithiobacillus spp, Arcobacter spp, Alicyclobacillus spp,
Bacillus spp, Acinetobacter spp, Halanaerobium spp, Leuconostoc spp, Marinobacter
spp, Rhodococcus spp, Streptomyces spp, Propionibacterium spp e Streptococcus
spp.

Bactérias aerobias também foram relatadas por Lopes (2010) estudando a
diversidade taxondmica de bactérias isoladas da agua de formacéo de reservatorios
de petréleo da Bacia de Campos. Os principais géneros isolados foram: Marinobacter
spp, Halomonas spp, varias espécies de Bacillus spp, Citreicella spp,
Stenotrophomonas spp, Achromotobacter spp, Micrococcus spp, Kocuria spp,
algumas espécies de Streptomyces spp, e Staphylococcus spp

Silva et al. (2013) estudando a diversidade de comunidades microbianas em
amostras de petréleo da Bacia do Potiguar isolaram vinte e trés cepas bacterianas
aerobias por meio de cultivo que pertenciam a diversos géneros entre eles: Bacillus

spp, Pseudomonas spp e o Streptomyces spp.

5.6. Producao de bioprodutos

5.6.1. indice de emulsificacéo (E24)

Os critérios utilizados para selecionar bactérias produtoras de biossurfactantes
sdo: habilidade de produzir emulsificado utilizando o caldo de cultura, reduzir a tensao
superficial abaixo de 40 mN/m, além de manter pelo menos 50% do volume da
emuls&o original por 24h ap6ds sua formacdo (DAMIAO, 2012).

A Figura 9 mostra a quantificacdo em porcentagem da producdo de
biossurfactante através do método de indice de emulsificacdo. Comparando as
linhagens entre si observou-se que as cepas LV-01 e BCGP-01, apresentaram indice

de emulsificacdo acima de 50% apoés 24 horas. A producdo de biossurfactante para
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essas cepas variou entre 53 e 68%, sendo a maior producéo observada para a cepa
BCGP-01 (68%).

Esses valores sdo semelhantes aos encontrados por Farias (2016), que
estudando a producdo de bioativos por bactérias aerobias isoladas de agua de
producao, obteve indice de emulsificacdo maior que 60% com uma cepa de Bacillus
spp.

O caldo livre da levedura LV-01 nédo foi capaz de sustentar a emulsdo
produzida, por outro lado, a estirpe BCGP-01 manteve emulsdo estavel por mais de
90 dias de producédo. A producdo de emulsdes estaveis permite ao micro-organismo
se aderir a superficies hidrofébicas muito fortemente, com implicagbes na capacidade
de biodegradacdo (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002).

Figura 9. indice de emulsificagéo das cepas LV-01 e BCGP-01.

indice de emulsificacdo 24h

68%

70 53%

%

Lv-01 BCGP-01

Fonte: Proprio autor.

5.6.2. Andlise da tensao superficial

Foram efetuadas medidas da tensdo superficial para avaliar a eficiéncia do
biossurfactante produzido pelas cepas isoladas da agua produzida. A tensao
superficial do controle (meio de cultura sem inéculo) foi de 53,2 mN/m. Bons
produtores de biossurfactante reduzem a tensdo superficial a 40mN/m ou menos
(HABA et al., 2000). O caldo de cultivo da cepa BCGP-01 mostrou uma reducao de
41% na tensao superficial do meio (29,6 mN/m). Gouveia et al. (2003), estudaram



64

bactérias produtoras de biossurfactante que foram isoladas de pocos de petréleo. Os
autores relatam que Pseudomonas spp. produtoras de ramnolipideos que foram
isoladas desse ambiente sdo capazes de produzir um caldo de cultivo com uma tensao
superficial entre os valores de 28,2 e 34,05 mN/m, portanto, a BCGP-01 se assemelha
ao rendimento produtivo dessas bactérias.

Joshi et al. (2013) estudaram a producédo de biossurfactante por cepas do
género Bacillus spp isoladas de habitats diversos (dguas termais, oceano, po¢os de
petréleo, bomba de gasolina, etc.). Os autores relatam que das 24 cepas estudadas a
em todas a tensao superficial variou entre os valores de 28 e 35 mN/m. Nesse grupo
encontra-se também bactérias presentes em ambiente com alta salinidade e/ou
temperatura. B. licheniformis TT42 foi a que apresentou a maior reducao na tenséo
superficial do caldo livre de células (28 mN/m). Segundo os autores, esses resultados
sugerem que as bactérias desse género possuem um potencial biotecnolégico claro
para ser aplicado nos processos de recuperacdo de petréleo em po¢os maduros.

Os biossurfactantes apresentam varias propriedades Uteis para as industrias
de processamento tais como a atividade superficial, emulsificacédo, baixa toxicidade e
biodegradabilidade (NITSCHKE; COSTA, 2007). Além disso, alguns biossurfactante
vém demonstrando atividade antimicrobiana contra varios micro-organismos tais
como as bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Clostridium perfringens; Bactérias Gram-negativas: Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes; e os fungos: Phytophthora infestans,
Phytophthora capsici, Botrytis cinerea, Fusarium graminearum e Mucor spp.

O mecanismo da atividade antimicrobiana dos surfactantes ndo €
completamente compreendido, porém Ortiz et al. (2006), sugerem que o local de acéo
seria a membrana celular. Esses compostos possuem um caracter anfipatico que
permite a sua interagcdo com fosfolipideos aumentando assim a permeabilidade da
membrana e, consequentemente, causam danos a integridade da célula (SANCHEZ
et al., 2006; SOTIROVA et al., 2008).
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5.6.3. Atividade antimicrobiana

5.6.3.1 Teste em placa

O resultado dos testes laboratoriais de antagonismo em placas é ilustrado na
Figura 10. Os resultados mostram que as duas cepas isoladas possuem potencial
inibidor contra a bactéria Desulfovibrio spp.. Foram observados halos de até 10 mm
de diametro produzidos pela presenca da cepa BCGP-01 e de 20mm pela presenca
da levedura LV-01.

Figura 10. Teste de antagonismo em placas por sobrecamada das cepas contra a cepa
Desulfovibrio spp..

1 - Controle positivo; 2 - Inibi¢cdo caldo livre (10uL) 50x; 3-
Inibic&o caldo livre concentrado (100x); 4-Inibicao caldo livre
concentrado (200x).

Os valores de halos de inibicdo encontrados no presente trabalho para a cepa
BCGP-01 sdo superiores aos observados por Magalhaes (2014), que trabalhou com
bactérias que apresentavam atividade antagonista as BRS. A referida autora também
trabalhou com cepas isoladas de 4agua produzida de pocos de petréleo. No trabalho
citado, foi observado que as bactérias Halomonas aquamarina e Marinobacter
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hydrocarbonoclasticus produziram um halo de inibicdo que variou de 7 a 9 mm de
diametro.

Em seu artigo Korenblum e colaboradores (2005) descreveram testes com as
cepas de Bacillus subtilis, B. licheniformis e B. firmus, que também foram isoladas de
reservatério de petroleo. Os autores observaram que 0s extrato concentrados
microbianos produziram halos de inibicdo de 3mm.

A inibicdo mais expressiva encontrada no presente trabalho, 20mm para a
levedura LV-01, foi superior ao relatado por Rosa et al. (2013). Os autores estudaram
a acao antagonista de bactérias do género Streptomyces spp. contra bactérias
envolvidas em processos biocorroséo. Neste trabalho foi relatado que o maior halo de
inibicdo foi de 12 mm de diametro. Embora essa comparacao seja uma indicacéo do
potencial antimicrobiano das substancias produzidas pelos micro-organismos, deve-
se, no entanto, destacar que o didmetro de inibicdo ndo estd apenas associado a
poténcia da substancia inibidora. O tamanho do halo inibidor pode também estar
relacionado a concentracdo produzida do inibidor, que pode variar dependendo das
condicBes de meio e cultivo.

Kim e colaboradores (2002) descrevem substancias produzidas por leveduras
do género Candida, como sendo um agente antimicrobiano eficiente contra Bacillus
subtilis, Staphylococcus xylosus, Streptococcus mutans, e Propionibacterium acne,
em concentracbes que variaram de 0,5ug/mL a 4ug/mL. Em outro trabalho, os
soforolipideos derivados de C. bombicola inibiram o crescimento das cepas
Escherichia coli (ATCC 8739); P. aeruginosa (ATCC 9027); S. aureus (ATCC 6358) e
B. subtilis (ATCC 6633) (JOSHI-NAVARE, 2013).

5.6.3.2. Teste de toxicidade aguda por desidrogenase utilizando caldo livre de células
(BCGP-01 e LV-01)

Os caldos liofilizados das cepas BCGP-01 e LV-01 apresentaram atividade
inibitéria contra as BRS, com base na atividade da desidrogenase (DH) durante a
incubacéo de 6 horas nas concentragcdes de 100ug/mL e 200ug/mL, respectivamente.
O resultado é analisado de acordo com a formagdo e acumulo de formazan no meio
que é gerada pela oxidacéo do INT (Tabela 11) (FUKUI; TAKII, 1989).
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Tabela 11. Reducéo da Atividade desidrogenase pelas cepas BCGP-01 e LV-01.

Atividade Desidrogenase (DH)

Concentracgéo liofilizado

BCGP-01 LV-01

0 pg/mL 100% 100%
10 pg/mL 85% 92%

50 pg/mL 76,5% 77,4%

100 pg/mL 49,2% 69,3%
200 pg/mL 32,8% 49%

O decréscimo da atividade desidrogenase foi linear, com um coeficiente de
determinacdo de 92% (r> = 0,92), comprovando o efeito inibidor do caldo liofilizado da
cepa BCGP-01. Esse resultado corrobora com os reportados nos trabalhos ROSA,
2013; JOSHI-NAVARE, 2013; ZHANG et al., 2017 (Figura 11). Os ensaios com a cepa
LV-01 indicaram que a concentracéo de 200ug/mL foi capaz de reduzir em 50% (ECso)

a atividade da desidrogenase da cultura de BRS (Figura 12).

Figura 11. Efeito da acao inibitéria do caldo livre de células do cultivo de BCGP-01 na
atividade da desidrogenase de uma cultura mista de BRS que também foram isoladas de poco
maduro de petroleo.

% atv DH
100
Q
o
S 80
Q
S
g 60
O
©
g
g 40
[<H)
I
[a)
o 20
S
2
5 O
g 0 50 100 150 200 250
Caldo liofilizado BCGP-01 (ug/ml)

Fonte: Proprio autor



68

Figura 12. Efeito da acao inibitéria do caldo livre de células do cultivo da cepa LV-01 na
atividade da desidrogenase de uma cultura mista de BRS que também foram isoladas de poco
maduro de petroleo.
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5.7. Teste de toxicidade aguda contra a atividade da desidrogenase utilizando

Oleos essenciais

5.7.1. Testes de toxicidade da desidrogenase com 6leo essencial de melaleuca (OEM)

O Oleo da arvore do cha é um Gleo essencial que é obtido a partir da planta
Melaleuca alternifolia por destilacao a vapor, contém varios compostos volateis, como
terpinen-4, a-terpineol e 1,8 cineole, que confere a esse Oleo essencial propriedades
antimicrobianas (LI et al., 2017). Li e colaboradores (2017) demonstraram a acéo do
Oleo essencial de melaleuca (OEM) contra enzimas mitocondriais de fungos,
alterando, assim, além da morfologia da mitocondria, sua fisiologia.

A inibicdo de BRS pelo OEM foi demonstrada pelo teste de toxicidade aguda
utilizando um sal de tetrazolium (INT) (Figura 13). As concentracfes usadas foram de:
0,1%; 0,4%:; 0,7%,1,0%, 1.2% e 1,5%. Sendo o tempo de exposi¢cao ao agente inibidor
de 6h (CHINALIA et al., 2008). Pela analise do grafico é possivel observar que na
concentracéo de 0,1%, o Oleo essencial de melaleuca reduziu em 50% a atividade da
desidrogenase do consorcio de bactérias redutoras de sulfato que foram isoladas de
pocos de petroleo.
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Shi et al. (2016) utilizaram o OEM contras cepas de Staphylococcus aureus em
concentracdes de 1g/L a 2g/L, sendo considerado um resultado satisfatério. Ouyang
e colaboradores (2016) utilizaram OEM e constataram uma reducédo na biossintese
de ergosterol, reforcando a teoria dos mecanismos de acdo do OEM sobre a

membrana plasmética e seus componentes.

Figura 13. Reduc¢éo exponencial da atividade DH do OEM.
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5.7.2. Teste de toxicidade da desidrogenase com 6leo essencial de alecrim (OEA)

A inibicdo de BRS pelo OEA foi demonstrada pelo teste de toxicidade aguda
utilizando o INT, mostrando uma reducdo na atividade da desidrogenase, conforme

observado na Figura 14.
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Figura 14. Reducao exponencial da atividade DH do OEA.
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As concentraces usadas foram de: 0,1%; 0,4%; 0,7%,1,0%, 1.2% e 1,5%.
Sendo o tempo de exposi¢cédo ao agente inibidor de 6h (CHINALIA et al., 2008). Pela
andlise da figura observa-se que a concentracao efetiva do 6leo essencial de alecrim
gue reduziu a atividade da desidrogenase em 50% foi de 0,4%.

Bajpai et al. (2009) utilizando compostos naturais para o controle de patdégenos
alimentares, conseguiram inibir o crescimento desses micro-organismos, obtendo
halos de inibicdo de 10-18mm, utilizando concentragdes entre 125 a 2000 pg/mL.
Nesse trabalho, a concentracdo que atingiu a concentracéo efetiva que afetou 50%
da atividade de desidrogenase quando exposta ao OEA foi de 3200 ug/mL. Em outro
trabalho, Jordan et al. (2013) Avaliaram as propriedades dos compostos fendlicos do
Oleo essencial de alecrim (OEA) e concluiram que a atividade antimicrobiana desse
composto, se deve a altas concentracdes de compostos polifendlicos como: acido
rosmarinico, hesperidina e carnosol, além de 1,8-cineole, canfora e a-pinene. Bajalan
e colaboradores (2017) estudando a atividade antioxidante e antibacteriana dos 6leos
essenciais obtidos de Rosmarinus officinalis, obtiveram resultados de inibicdo em
bactérias Gram-positivas (Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus), e em
bactérias Gram negativas (Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae), com zona de
inibicdo de 18,5mm contra E. coli. Segundo os autores, 0s 0leos essenciais de alecrim
tém notavel atividade como agente antimicrobiano. O 6leo essencial de alecrim é

eficaz para a inibi¢cdo ou controle de bactérias, especialmente E. coli, e pode ser usado
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como agente antimicrobiano natural. No entanto, n&o foi encontrado nenhum relato
cientifico que relacionasse a concentracao desse 6leo com a reducdo da atividade de
desidrogenase. A Figura 15 faz uma comparacédo da atividade desidrogenase do OEA
x OEM.

E possivel observar que ambos 6leos essenciais demonstraram atividade
inibitéria frente as BRS com baixas concentracdes dos biocompostos. Pode-se
observar ainda, que a adicéo de 0,1% do OEM foi capaz de reduzir em 50% a atividade
desidrogenase das BRS. Dessa forma, o 6leo essencial de melaleuca foi selecionado
para teste de interacdo com etanol.

Figura 15. Comparacéo da atividade desidrogenase OEA x OEM.
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E possivel observar que ambos 6leos essenciais demonstraram atividade
inibitéria frente as BRS com baixas concentracfes dos biocompostos. Pode-se
observar ainda, que a adicédo de 0,1% do OEM foi capaz de reduzir em 50% a atividade
desidrogenase das BRS. Dessa forma, o 6leo essencial de melaleuca foi selecionado
para teste de interacdo com etanol.
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5.7.3. Teste de toxicidade aguda da desidrogenase para avaliar a interacdo OEM e
etanol

Para o teste de interagdo OEM/etanol, foi montado um experimento fatorial 2K,
onde K=2 como demonstrado na Tabela 12. Para elucidar uma real interacdo entre 0os
compostos testados, foram adicionados pontos axiais e repeticdes no ponto central, a

fim de estimar o erro padrédo do experimento.

Tabela 12. Planejamento fatorial 2x2 dos ensaios com OEM/etanol.

Ensaios Ponto Etanol OEM Resposta %
1 0 3,05 0,80 45,0
2 1 6,00 1,50 47,5
3 1 6,00 0,10 50,8
4 0 3,05 0,80 31,5
5 1 0,10 0,10 43,4
6 0 3,05 0,80 49,2
7 1 0,10 1,50 51,2
8 -1,4 3,05 0,00 46,9
9 -1,4 0,00 0,80 67,3
10 14 3,05 1,79 55,6
11 0 3,05 0,80 44,6
12 0 3,05 0,80 45,3
13 14 7,22 0,80 74,1
14 0 3,05 0,80 43,3

Os resultados da interacdo OEM/etanol, sdo apresentados nas Figuras 16, 17
e 18.
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Figura 16. Resultado do teste de superficie de resposta mostrando a relagdo entre a
percentagem da atividade em relagdo ao controle (resposta) e a concentragdo de Oleo
(%OEM, v/v) e a concentragdo de etanol (% v/v).
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Figura 17. Grafico de contorno de resposta mostrando a relagdo entre a percentagem da
atividade em relagdo ao controle (resposta) e a concentracdo de 6leo (%OEM, v/v) e a
concentracao de etanol (% v/v).
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Pela andlise das figuras, pode-se observar que os compostos 6leo essencial
de melaleuca e etanol, ndo apresentaram interagdo significativa na reducdo da
atividade desidrogenase, com consequente inibicdo de BRS. Na verdade, é possivel
notar um efeito sinérgico positivo da interacédo entre o solvente e o 6leo na atividade
da enzima desidrogenase. Por outro lado, o etanol tem sido demonstrado como um
adjuvante na acdo antimicrobiana de varios compostos descritos na literatura
(CHINALIA et al., 2018). Chinalia et al. (2018) estudando o impacto potencial da
utilizacao do surfactante lauril glicosideo e um co-surfactante alcodlico na atividade
das BRS, na recuperacdo avancada de petréleo, observaram que valores superiores
a 6,5% de etanol demonstrou capacidade de controlar o consumo de sulfato pelas
BRS. Esses resultados diferem dos encontrados no presente trabalho. Sendo um
solvente que interagem bem com compostos polares, é provavel que o alcool etilico
tenha solubilizado componentes do OEM alterando assim as propriedades
antimicrobianas de determinados compostos presentes no 6leo essencial de

melaleuca.

Figura 18. Grafico normal dos efeitos padronizados mostrando a relagdo entre a percentagem
da atividade em relag@o ao controle (resposta) e a concentracdo de 6leo (%OEM, v/v) e a
concentracao de etanol (% Vv/v).
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5.8. Testes de toxicidade aguda para desidrogenase com inibidores analogos de
sulfato

Os compostos fendlicos, tais como o acido galico, acido salicilico, ha muito vem
sendo estudados pelas suas atividades antimicrobianas, assim como &cido oxalico
que apresenta uma grande afinidade pelo calcio (oxalato de calcio), bem como a
outros metais da familia 2A como € o caso do magnésio (importante metal presente
na enzima APSr), funcionando assim, como quelante (MELO et al., 2008;
GUTIERREZ-FERNANDEZ, 2014).

Os inibidores testados foram: acido oxalico, &cido gélico e &cido salicilico,
selecionados a partir de analise de sua estrutura 3D em ensaios de dinamica
moléculas apresentaram resultados que parecia permitir um encaixe com a enzima
APS-redutase, servindo como substancia andloga de sulfato e de propriedades
quelantes, sendo assim a hip6tese proposta: essas substancias sao capazes de inibir
a atividade da desidrogenase de BRS. Foram 16 testes no total, e quando em mistura,
a soma total das substancias no teste nao deveria passar de 500ug/mL, ou seja, esse
valor deveria ser distribuido entre as substancias utilizadas, conforme descrito na
metodologia (Topico 4.4.).

As associacdes entre os acidos organicos, acido galico e 4cido salicilico ndo se
mostraram eficientes. Ja as associacfes contendo o acido oxalico sinalizaram para
uma provavel inibicdo dos BRS. Sendo assim, o acido oxalico foi escolhido para testes
em associacdo com o BHA e HEDTA que mostraram resultados satisfatérios em
relacdo a inibicdo de BRS (Tabela 13).

Tabela 13. Agdo do acido oxdlico isolado e, em combinacao, frente as BRS.

Acido oxalico
Com Com

Concentracdo Pop. BRS

(Mg /mL) (cel/mL)  Individualmente = L MIX
500 10* + - + -
500 107 ] ] N )

1000 10* + + +
1000 107 + - +

Pop.: populacéo; +: inibicdo positiva; - :Inibicdo negativa.



76

Com base na analise da tabela podemos observar que o acido oxalico
apresentou atividade antagonista aos BRS quando testado individualmente e em
associacbes, sendo que quando associado com o BHA a inibicdo ocorreu em
populacdes de 10* cel/mL e com altas concentragGes de inibidor. Os melhores
resultados foram observados quando esse &cido organico foi testado em associagédo
com o HEDTA, tendo acdo bactericida contra populacdes de até 107 cel/mL de BRS
em ambas as concentragodes.

Ainda analisando a tabela, pode-se observar que o teste de inibicdo acido
oxalico mais MIX (BHA/HEDTA), s6 apresentou atividade antimicrobiana em altas
concentragbes. O HEDTA se mostrou um bom potencializador da atividade
antimicrobiana de compostos naturais. Esse quelante apresentou atividade sinérgica

tanto com o BHA guanto com o acido oxalico.

5.8.1. Acido oxalico e HEDTA

Diante dos resultados obtidos com os agentes inibidores, o acido oxalico e
HEDTA, foram selecionados como 0s mais promissores para a realizacdo de testes
de toxicidade aguda para determinar as concentracdes efetivas para 50% de micro-
organismos (ECso).

O teste de toxicidade aguda da atividade desidrogenase para o acido oxalico é

apresentado na Figura 19.

Figura 19. Reducéo exponencial da atividade DH do acido oxalico.
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A concentragdo que afeta negativamente em 50% a atividade da desidrogenase
da populacdo de BRS (ECso) do acido oxdlico foi de 265ug/mL. Esse composto
apresentou uma reducdo exponencial da atividade da desidrogenase, com um
coeficiente de relacdo de 0,98 (r?), demonstrando uma relagdo direta entre
concentragéo do inibidor e diminui¢do da atividade DH.

O resultado do teste de toxicidade aguda da atividade da desidrogenase para
o HEDTA é apresentado na Figura 20. O HEDTA também apresentou uma reducao
da atividade DH de forma exponencial, mostrado um coeficiente de linearidade na fase
logaritmica (R?) de 0,97. A concentracéo efetiva (ECso) do HEDTA para a inibicédo da
desidrogenase foi de 125pug/mL.

Figura 20. Reducao exponencial da atividade DH do HEDTA.
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A figura 21 relaciona a reducéo da atividade desidrogenase obtida pelo ac.
oxalico e HEDTA. Os resultados obtidos para os compostos HEDTA (125ug/mL) e
acido oxalico (265ug/mL), reforcam a hipotese de que essas substancias possuem um
bom efeito inibitério frente as BRS. Ambos os inibidores, demonstraram uma queda
exponencial da atividade da desidrogenase das BRS, resultando na diminuicdo da
atividade celular.
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Figura 21. Avaliacdo da atividade desidrogenase.
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Ainda analisando a figura 21, é possivel observar que o HEDTA foi mais eficaz
que o acido oxalico, mostrando uma menor concentracdo de ECso, ou seja, foi
necessaria uma concentracdo menor de HEDTA para inibir 50% a atividade da enzima
desidrogenase. No entanto, o resultado do teste estatistico (ANOVA) néo identificou
diferenca significativa entre a variancia das medias de ambos os tratamentos,
acarretando, portanto, que os dois inibidores possuem a mesma efetividade (O F
calculado foi de 0,15 e o F tabelado foi de 5,32, aceita-se a hipétese de que ndo ha

diferenca entre os tratamentos).

5.8.2. Teste de toxicidade aguda da desidrogenase para avaliar a interacao entre
HEDTA e Ac. oxalico.

Para o teste de interacdo HEDTA/Ac. oxalico, foi montado um experimento
fatorial 2K, onde K=2 como demonstrado na Tabela 14. Para evidenciar a interacéo
entre os compostos, foram adicionadas repeticdes no ponto central, a fim de calcular

0s erros e residuos padronizados no experimento.



Tabela 14. Planejamento fatorial 2x2 dos ensaios com HEDTA/Ac. oxalico.

Ensaios Ponto HEDTA Ac. oxdlico  Resposta %
1 1 400 400 36,3
2 0 250 250 49,3
3 0 250 250 48,8
4 0 250 250 49,4
5 1 100 400 52,3
6 1 100 100 68,5
7 1 400 100 49,6
8 0 250 250 51,1
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Os resultados da interacéo Ac. oxalico/HEDTA, s&o apresentados nas Figuras

22 e 23.

Figura 22. Resultado do teste de superficie de resposta mostrando a relacdo entre a
percentagem da atividade em relacdo ao controle (resposta) e a concentracdo de Acido
Oxalico (w/v) e a concentragdo de HEDTA(W/V).
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Figura 23. Grafico de contorno de resposta mostrando a relagdao entre a percentagem da
atividade em relacdo ao controle (resposta) e a concentracdo de Acido Oxalico (w/v) e a
concentracdo de HEDTA (w/v).
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Pela analise das figuras pode-se observar que os compostos HEDTA e Ac.
oxalico, apresentaram interacao significativa na reducdo da atividade desidrogenase,
com consequente inibicdo de BRS. O grafico da superficie de resposta mostra haver
uma interacdo entre o acido oxalico e o HEDTA.

Segundo Aguiar; Ferraz (2008), o oxalato pode atuar diretamente na parede
celular de micro-organismos, provocando perda da integridade celular. Estudos de
dindmica molecular mostram que o acido oxalico apresenta se como uma substancia
promissora para o controle de BRS por também competir com a molécula de sulfato
para 0 encaixe no sitio ativo da enzima APS-redutase (SANTOS et al., 2013). O
mesmo foi observado com a HEDTA. Em alguns estudos de modelagem molecular de
docagem feitos entre o HEDTA e a enzima APS-redutase sugerem que esta
substancia € também competidora com o sulfato durante o processo de encaixe no
sitio ativo dessa enzima (SANTOS et al., 2013). Com base nos resultados desse
trabalho, portanto, observa-se que a agdo combinada entre o acido oxalico e o HEDTA
possuem atividade sinérgica para a reducdo atividade desidrogenase e

consequentemente controlar o metabolismo de BRS.
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5.9. Prospeccao tecnologica

A quantidade de patentes depositada por grupos de classificacdo segundo o
Banco Europeu de Patentes, nos mostra quantas patentes foram depositadas tanto
pelo Corporative Patents Cassification (CPC) quanto pelo International Patents
Classification (IPC) (Figura 24).

A evolugéo por periodo do numero de patentes depositadas a partir de 1990
até agosto de 2017. Os periodos de 1990-1995 e 2011-2015 apresentaram uma
guantidade maior depdsitos de patentes para a area envolvendo bioprocessos e

medidas de controle das bactérias redutoras de sulfato (BRS) (Figura 25).

Figura 24. Numero de patentes sobre o tema do trabalho depositadas por banco de dados.
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O processo de recuperacdo secundaria, ocasionou um aumento muito grande
da quantidade de agua injetada nos pocos, o que fez com que nas ultimas décadas,
uma busca por novas tecnologias e processos para o controle da producao bioldgica
de sulfeto por BRS (biossulfetogénese).

Com base no gréfico 25 podemos observar que em dois momentos distintos
tivemos um numero superior de depdésitos de patentes, um no inicio dos anos 90 onde
ocorreu o agravamento do problema de corroséo (BENKA-COKER et al., 1995), e no
periodo de 2011-2015 com o surgimento de novas tecnologias relacionadas aos

processos envolvendo micro-organismos e/ou seus metabdlitos (ALBUQUERQUE et
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al., 2014; MORADI et al., 2015). As patentes depositadas tratam principalmente, de
produtos e processos para o controle das BRS em sistemas de produgéo,
armazenamentos e redes de transportes de 6leo afim de inibir o processo de corrosao
e acidificacao do 6leo devido a producédo de acido sulfidrico a partir da dissolucéo do
sulfeto (B@ODTKER et al., 2009).

Figura 25. Numero de patentes depositadas sobre o tema do trabalho por periodo.
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Na Figura 26 o diagrama mostra a quantidade relativa dos detentores de

patentes no periodo de 1990-2017.

Figura 26. Distribuicdo percentual dos detentores de patentes relacionadas a tecnologia
pesquisada.
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Neste diagrama é verificado que 59% das patentes foram depositadas por
empresas, 27% o depositante foram Universidades e Institutos de pesquisas; 15%
foram depositadas por particulares, em geral, o préprio inventor.

O maior numero de depdsito € verificado em empresas do ramo de exploracao
de petroleo, embora na China a participacdo das Universidades é significativa. As
pesquisas nas areas biotecnolégicas demandam grande quantidade de recursos
financeiros e logisticos, de modo que as empresas privadas, com linha de atuacao
bem definida, se mantém a frente nas pesquisas nessas areas. Muitas vezes as
empresas financiam projetos junto as universidades e institutos de pesquisas e
recebem em contrapartida transferéncia de parte da tecnologia ou base tecnoldgica
aplicavel.

Na Figura 27 sao apresentados os resultados que relacionam o numero de
patentes por pais de origem do depositante. Nesta figura é identificada a
predominante participacdo da China que no século XXI, surge como uma grande
poténcia econbmica e tecnoldgica, ultrapassando assim paises tradicionais em

desenvolvimento tecnoldgico como Estados Unidos e Russia.

Figura 27. Distribuicdo do niumero de patentes sobre o tema do trabalho depositadas
por pais de 1990-2017.
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Observamos que a China detém 23 patentes (27%) contra 21 patentes dos
Estados Unidos (25%) e Russia 20 patentes (21%), com base nessas informacdes
podemos afirmar que apenas trés paises detém mais de 75% do numero de patentes
depositadas. Outros paises como o Japéo (5 patentes) e o Brasil (3 patentes) seguem
de longe no ranking de patentes depositadas relacionada a processos envolvendo
bactérias redutoras de sulfato e mecanismos para seu controle. Embora a China e os
Estados Unidos ndo sejam os maiores produtores de petréleo sdo, sem sombra de
duvida, os paises com maior desenvolvimento tecnolégico, o que justifica o maior
namero de patentes depositadas na area de controle de processos cOrrosivos e
biossulfetogénese na industria de petréleo. A Russia vem em terceiro se utilizando de
tecnologia remanescente da época da unido Soviética.

A partir dos resultados encontrados para a prospeccdo tecnolégica das
patentes depositadas no Banco Europeu de Patentes foi verificada a grande forca dos
China no desenvolvimento e apropriacdo de tecnologias no tema investigado. De
acordo com os dados levantados, China € o pais com o maior numero de patentes
depositadas e maior niumero de depositantes. Os Estados Unidos e a Russia sdo o
segundo e terceiro paises com maior numero de patentes depositados,
respectivamente.

Foram identificadas uma grande demanda por processos e tecnologias para
controle de bactérias redutoras de sulfato em linhas de producdo, armazenamento e
transporte de Oleo. Nas buscas foram identificadas patentes que tratam de técnicas
para o controle da biossulfetogénese, responsavel pela corrosdao de materiais
metdlicos, geracdo de gas sulfidrico e perda da qualidade do Oleo, baseado na

eliminacao das bactérias ou na inibicdo da atividade destas.
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6. CONCLUSAO

A existéncia de pocos maduros de producédo de petrdleo com problema de
biocorrosdo € uma realidade na regido do Agreste de Alagoinhas, e mostra a
necessidade de desenvolvimento de alternativas menos nocivas para o controle e
reducado dos problemas causados pelas BRS.

O isolamento e a identificacdo de micro-organismos aerébios possibilitaram
avaliar a presenca de uma microbiota com potencial biotecnoldgico, produtoras de
biocompostos com atividades tensoativas e antimicrobiana. O uso de bioprodutos de
origem microbiana mostraram ser bons candidatos na fung&o de inibidores de BRS.
Na literatura cientifica, alguns artigos ja relatam a acdo de alguns biossurfactantes
com agentes antimicrobianos em especial contra bactérias Gram positivas.

Os Oleos essenciais se mostraram uma boa alternativa no controle microbiano,
podendo os mesmos serem utilizados na industria de alimentos assim como em
instalacdes industriais como inibidores de corrosdo metdlica causada por micro-
organismos.

O Uso de HEDTA e do acido Oxalico apresentaram resultados satisfatério se
comparado com as concentracdes de inibidores utilizados em trabalhos e patentes
utilizados como referéncia.

Este trabalho serve como base para o desenvolvimento de diversos trabalhos
com potencial aplicacdo na industria do petroleo, tais como: (1) inibicdo de BRS por
producéo de substancias microbianas com atividade antimicrobianas; (2) utilizacao de
Oleos essenciais em processos de controle microbiano; (3) e a elaboracdo de uma

patente para o uso de substancias para a inibicdo e controle da biossulfetogénese..
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