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RESUMO 

A indústria de petróleo e gás enfrenta, anualmente, perdas significativas de equipamentos e 

degradação da qualidade dos produtos devido à presença de bactérias redutoras de sulfato 

(BRS), comuns em ambientes marinhos. Para mitigar esses impactos, a aplicação de biocidas é 

frequentemente empregada; no entanto, tais compostos podem interagir de maneira inesperada 

com o meio ambiente, afetar a biodiversidade, exigir aplicações contínuas — elevando os custos 

operacionais — e ainda promover a resistência e adaptação das BRS por meio de estresse à 

presença dos biocidas. Diante desse cenário, este estudo avaliou a aplicação da técnica de 

fotoinativação (FT) utilizando o sal duplo de cloreto de zinco de 1,9-dimetil-metileno azul 

(DMMB) como fotossensibilizador (FS). Foram testadas cinco diferentes concentrações de 

DMMB (0,050; 0,250; 0,500; 0,750; 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL) em combinação com luz Laser em 

exposições variadas (8,0; 10,0 12,0; 14,4 e 21,6J/cm²) em um consórcio de BRS, 

majoritariamente composto por bactérias Gram-negativas. Para o cultivo bacteriano, utilizou-

se um meio de Postgate C modificado (sem sulfato ferroso), e a quantificação celular foi 

realizada em alíquotas de 100 μL do consórcio, analisadas em espectrofotômetro (λ = 600 nm), 

sob condições de ausência de oxigênio e luz, à temperatura ambiente. As análises estatísticas 

incluíram ANOVA de dois fatores e ANOVA com interação, avaliando separadamente e 

conjuntamente os efeitos do FS e da luz Laser na eficácia da FT. Os grupos tratados 

exclusivamente com DMMB apresentaram redução microbiana apenas em concentrações 

superiores a 1,0 µg/mL, enquanto concentrações inferiores e os grupos submetidos apenas ao 

Laser não demonstraram efeitos significativos — não redução microbiológica. A aplicação 

combinada da FT resultou em atividade antimicrobiana em todos os grupos, com taxas de 

inibição superiores a 50% (p <0,05) para concentrações de DMMB acima de 1,5 µg/mL. As 

análises de ANOVA indicaram que a eficácia da técnica depende significativamente da 

concentração de DMMB e da intensidade luminosa, com uma interação positiva entre ambos 

os fatores. Reduções microbianas de 70,6% (intervalo: 55,7–70,6%; média: 66,7%) foram 

observadas com 1,5 µg/mL de DMMB e 70,1% (intervalo: 65,0–70,1%; média: 68,2%) com 

2,0 µg/mL, sob uma intensidade luminosa de 21,6 J/cm². Os resultados demonstram que a 

técnica de fotoinativação é uma alternativa promissora ao uso de biocidas na indústria de 

petróleo e gás, destacando-se por sua fácil aplicação, baixo potencial de indução de resistência 

bacteriana, segurança ambiental e compatibilidade com outras estratégias de controle 

populacional de BRS. Tendo um potencial de não desenvolver mecanismos de resistência 

bacteriana, o que estimula a formação de biofilme e dificulta o seu tratamento. 
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ABSTRACT 

The oil and gas industry annually faces significant equipment losses and product quality 

degradation due to the presence of sulfate-reducing bacteria (SRB), which are common in 

marine environments. To mitigate these impacts, biocides are frequently employed. However, 

these compounds can interact unpredictably with the environment, affect biodiversity, require 

continuous application—thereby increasing operational costs—and promote SRB resistance 

and adaptation through stress induced by the biocides. In this context, this study evaluated the 

application of the photoinactivation technique (PI) using the double salt of zinc chloride with 

1,9-dimethylmethylene blue (DMMB) as a photosensitizer (PS). Five different concentrations 

of DMMB (0.050, 0.250, 0.500, 0.750, 1.0, 1.5, and 2.0 µg/mL) were tested in combination 

with Laser light under varying exposures (8.0, 10.0, 12.0, 14.4, and 21.6 J/cm²) on an SRB 

consortium predominantly composed of Gram-negative bacteria. For bacterial cultivation, a 

modified Postgate C medium (without ferrous sulfate) was used, and cell quantification was 

performed using 100 μL aliquots of the consortium analyzed with a spectrophotometer (λ = 600 

nm) under anaerobic and light-free conditions at room temperature. Statistical analyses 

included two-way ANOVA and interaction ANOVA to evaluate the separate and combined 

effects of the PS and Laser light on PI efficacy. Groups treated exclusively with DMMB showed 

microbial reduction only at concentrations above 1.0 µg/mL, while lower concentrations and 

groups exposed solely to Laser light did not exhibit significant effects, showing no microbial 

reduction. The combined application of PI resulted in antimicrobial activity across all groups, 

with inhibition rates exceeding 50% (p <0.05) for DMMB concentrations above 1.5 µg/mL. 

ANOVA analyses indicated that the technique’s efficacy significantly depends on DMMB 

concentration and light intensity, with a positive interaction between these factors. Microbial 

reductions of 70.6% (range: 55.7–70.6%; mean: 66.7%) were observed with 1.5 µg/mL of 

DMMB, and 70.1% (range: 65.0–70.1%; mean: 68.2%) with 2.0 µg/mL under a light intensity 

of 21.6 J/cm². The results demonstrate that the photoinactivation technique is a promising 

alternative to biocides in the oil and gas industry, standing out for its ease of application, low 

potential to induce bacterial resistance, environmental safety, and compatibility with other 

strategies for controlling SRB populations. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

 

A indústria petrolífera tem prejuízos anuais com trocas de equipamentos de composição 

metálica devido a um processo de corrosão, bem como a acidificação dos poços.  A causa das 

falhas dos oleodutos estão associadas às bactérias redutoras de sulfato (BRS), um grupo 

filogeneticamente diverso, anaeróbico e que podem serem encontradas em ambientes marinhos 

e de estuários (EDUOK; OHAERI; SZPUNAR, 2019; MONTES, 2015).  

Devido ao seu metabolismo adaptado a condições extremas de temperatura, pressão e 

acidez, capacidade de oxidar fontes de carbono e sulfato. Neste processo de redução do sulfato 

a sulfeto de hidrogênio (H2S), ocorre a liberação de H+ que acidifica os poços, corrosão dos 

dutos ao interagirem com as superfícies metálicas liberando íons metálicos e produção de 

biofilme (KREMER et al., 2020; MONTES, 2015). A dissociação destes íons acarretam em 

corrosão microbiologicamente induzida (CMI) que é facilitada pelo sulfato presente em águas 

marinhas e salobras que são utilizadas nos hidrotestes e em recuperação de óleo (UNSAL et al., 

2019). Sendo estas as condições ideias para o crescimento destes microrganismos. Embora a 

CMI só acontece quando se estabelece condições específicas que favoreçam metabolismo das 

BRS, podemos destacar a presença do sulfato (aceptor de elétrons); uma fonte doadora de 

elétrons livres (orgânica ou inorgânica); e água para gerar condição anóxica (MONTES, 2015). 

A sua interação com as superfícies metálicas estimula a produção de enzimas, exopolímeros, 

ácidos orgânicos e inorgânicos, compostos amoníacos, o sulfeto de hidrogênio (H2S) e a 

formação de biofilme (ALMEIDA; FREIRE; RABELO, 2009). O biofilme é principalmente 

composto por células, polímeros extracelulares, trações de minerais inorgânicos e orgânicos, 

sua formação naturalmente confere proteção as tornando resistentes as condições externas que 

podem variar e causar obstruções e avarias nos dutos (LIU et al., 2017). Existem estratégias 

para o controle das BRS e CMI, podendo citar como exemplo: remoção do sulfato na água 

utilizada nas tubulações; aplicação de biocidas; exposição da água a irradiações de micro-ondas 

e ultrassom (COSTA, 2012).  Enquanto aos biocidas, estes dependem de alguns fatores como 

célula-alvo, concentração para gerar inibição e redução de atividade microbiana, entendimento 

do meio que será aplicado como suas condições abióticas e bióticas, manejo, sistemas de 

batelada ou em dose única. Também são conhecidos por possuem a capacidade de gerar 
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compostos secundários que causam danos imprevisíveis ao meio ambiente e são 

constantemente injetados o que soma gastos a sua aplicação (MAGALHÃES, 2014). 

Deste modo, surge como alternativa o desenvolvimento de novas tecnologias para o 

controle das BRS. Em especial, a fotoinativação que é uma estratégia biomodal que combina 

luz, um fotossensibilizador que é ativado quando exposto a luz dentro de um espectro de 

absorção e oxigênio que ao interagirem obtêm-se um efeito citotóxico in situ gerando espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e radicais livres (VASSENA et al., 2014). Esse mecanismo induz 

danos às membranas lipídicas por meio da alteração da permeabilidade, oxidação de 

macromoléculas como proteínas, lipídios e ácidos nucleicos, ou modificação das atividades 

metabólicas, resultando, por fim, na morte celular por um desses caminhos (HU et al., 2018; 

HAMBLIN; ABRAHAMSE, 2018). 

Como descreve Blázquez-Castro (2017), os Lasers (Ligth amplification by stimulated 

emission of radiation – amplificação da luz por emissão estimulada por radiação) são a fonte 

de luz adequada para a extração de radicais livres e geração de oxigênio singleto (1O2). Existem 

evidências que mostram uma correlação entre a fotoinativação e a formação de ERO, 

desempenhando um papel importante na mediação da oxidação de biomoléculas que induzem 

a morte celular (GARCIA-DIAZ; HUANG; HAMBLIN, 2016).  

Diante do atual cenário em que o uso de biocidas é amplamente empregado no 

tratamento e controle de BRS, ainda há uma carência de estudos mais aprofundados não apenas 

sobre sua eficácia, mas também sobre a imprevisibilidade de suas aplicações, o estímulo à 

resistência microbiana, o aumento dos custos operacionais e os impactos na biodiversidade 

marinha. Dessa forma, a busca por uma alternativa mais sustentável, economicamente viável e 

que não favoreça o desenvolvimento de resistência bacteriana torna-se essencial. A 

fotoinativação surge como uma abordagem promissora nesse contexto, permitindo a inativação 

de consórcios de BRS em um ambiente controlado, mas sintrófico, que se assemelha às 

condições reais encontradas em poços de petróleo e gás. Utilizando de uma técnica que não 

promove a resistência bacteriana em várias concentrações de fotossensibilizador e intensidades 

de luz Laser em condições de anaerobiose e meio de cultura modificado. 
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2.0  REFERENCIAL TEÓRICO  

 

 

2.1 Bactérias redutoras de sulfato (BRS) 
 

Inicialmente as bactérias redutoras de sulfato podiam ser definidas através de sua 

morfologia e nutrição, redução do sulfato e outros componentes oxidados de enxofre, como um 

aceptor de elétrons para a dissimilação de sulfeto de hidrogênio (GIBSON, 1990). Estudos mais 

recentes já organizam as BRS pertencentes aos domínios Eubactéria e Archaea e que alguns 

gêneros e espécies podem até sobreviver em ambientes anaeróbicos facultativos com 

temperaturas que variam de -5°C a temperaturas superiores a 80°C, e também em faixa ideal 

entre 28°C a 38°C (DENG et al., 2018; PAREY et al., 2013). 

Análises filogenéticas revisadas por Castro, Williams e Ogram (2000), dividem as BRS 

em quatro grupos a partir da análise de sequências de RNA ribossômico (rRNA), como: 

mesófilas Gram-negativas não formadoras de esporos; Gram-positivas formadoras de esporos; 

bactérias termófilas e arqueobactérias termófilas. Vale ressaltar que, os grupos descritos por 

Castro, Williams e Ogram descrevem características comuns em alguns filos, não sendo um 

fator para determinar clados. Outras análises recentes atualizaram os filos, sendo que ainda há 

divergências em sua árvore filogenética a depender dos mecanismos de análise, mas que é 

suficiente para organizar uma árvore evolutiva. Mais recentemente, de acordo com a análise 

feita por Marietou et al. (2018), utilizando como parâmetro a sequência de proteínas 

transportadoras de sulfato (CysZ), pôde organizar as BRS em sete filos, sendo eles: 

crenarchaeota; euryarchaeota; firmicutes; nitrospira; proteobacteria; thermodesulfobacteria e 

actinobacteria. 

Enquanto ao metabolismo este se destaca por possuir duas vias para a redução do sulfato 

e é justamente esta característica que dá nome e ajuda a definir as vias metabólicas, no entanto, 

há pequenas diferenças nestas rotas a depender justamente do filo. Basicamente são conhecidas 

duas vias comuns a todos os filos, a via dissimilativa e assimilativa do sulfato, respectivamente. 

A primeira se dá pela característica de usar o sulfato como aceptor de elétron para a respiração, 

liberando no meio sulfeto de hidrogênio; ao passo que na segunda via, o sulfeto é incorporado 

dentro do grupo tiol da cisteína que posteriormente é usado pela bactéria (BICK et al., 2000). 
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Sendo esta última uma etapa importante para assimilar em seu metabolismo a produção de 

proteínas que são essenciais para o seu funcionamento e composição celular. 

 

2.2 Metabolismo e vias metabólicas 
 

De modo geral, as BRS são divididas em dois grupos por oxidar fontes de carbono, as 

autotróficas e heterotróficas. As autotróficas utilizam o dióxido de carbono (CO2) como fonte 

de carbono e o hidrogênio molecular (H2) como um doador de elétrons para a redução do 

sulfato, enquanto as heterotróficas podem usar uma ampla variedade de outros compostos 

orgânicos como doadores de elétrons, podendo ser ácidos orgânicos como ácido fórmico 

(CH2O2), acético (CH3COOH), propiônico (C3H6O2), butírico (C4H8O2), pirúvico (C3H4O3), 

lático (C3H6O3) entre outros, além de álcoois como metanol (CH3OH), etanol (C₂H₆O), butanol 

(C4H9OH); e dentro das BRS heterotróficas inclui aquelas oxidantes incompletas que oxidam 

parcialmente compostos orgânicos a acetato (CH₃COO), e as oxidantes completas, que oxidam 

completamente os compostos orgânicos a CO2 (ZHOU et al., 2022). 

Ao reduzir componentes com enxofre podem acumular de forma constante íon de 

sulfeto (H2S) e íons de hidrogênio dentro das células e posteriormente são liberados e 

promovem a acidificação do meio (SHI et al., 2020). Além disso, sob condições anaeróbicas o 

sulfeto pode gerar demais problemas, pois pode ser encontrado em seu estado venenoso e 

corrosivo (ZHOU et al., 2022) Alguns estudos mostram que em ambientes naturais as BRS 

possuem uma alta atividade de hidrogenases (SINGH; SINGH, 2021). Existindo assim um 

equilíbrio da faixa de pH no meio natural para possibilitar o crescimento de alguns grupos, pois 

a redução do sulfato (SO4
2-) consome prótons de hidrogênio (H+) da qual aumenta a 

alcalinidade do meio (SUÁREZ et al., 2020). 

Geralmente preferem utilizar compostos carbônicos simples e de cadeia pequena, 

preferencialmente contendo dois carbonos. Priorizando assim, consequentemente, o lactato, 

ácido propiônico, butírico e acético (SHI et al., 2020). Vale ressaltar que a redução do sulfato 

pode ocorrer de duas formas e que irá servir de maneira diferente às BRS, sendo responsável 

por duas vias metabólicas que podem ocorrer ao mesmo tempo. 

 

 



16 
 

2.2.1 Oxidação do hidrogênio molecular no periplasma 

 

 Inicialmente, a utilização de H2 como um doador de elétrons direto desempenha um 

papel central na geração de um gradiente quimiosmótico para a oxidação de moléculas 

orgânicas (CAFFREY et al., 2007). A chave do entendimento da utilização do oxigênio 

molecular se dá por uma enzima, a hidrogenase, responsável por catalisar a reação 1 (AUBERT 

et al., 2000): 

 

H2 ↔ 2H++2e- (1) 

 

Essa oxidação do hidrogênio ocorre no periplasma envolvendo as hidrogenases que 

catalisam essa reação de forma que pode ser revertida (KUSHKEVYCH, 2016). A oxidação do 

hidrogênio molecular junto da transferência de elétrons através da membrana citoplasmática 

libera dois prótons (PAREY et al., 2013). O hidrogênio desempenha um papel circular 

importante no equilíbrio do gradiente de concentração. Segundo Odom e Peck (1981), o 

mecanismo do ciclo do hidrogênio consiste em: os prótons de hidrogênio e elétrons produzidos 

pela oxidação do lactato e piruvato reagem com a hidrogenase citoplasmática para formar mais 

prótons de hidrogênio que irão se difundir entre a membrana, onde é reoxidado pela hidrogenase 

periplasmática para formar um gradiente de prótons. As hidrogenases desempenham um papel 

ativo nessa captação de prótons e há um grupo destas enzimas que são característicos das BRS. 

Até o dado momento foram encontrados dentro das BRS quatro tipos de hidrogenases, como: 

[NiFe], [FeFe], [NiFeSe] e [Fe] (KUSHKEVYCH, 2016). Nota-se que todas essas enzimas 

possuem um grupo composto por um metal, o que reforça a particularidade desses organismos 

necessitarem de metais para realizar os seus ciclos de oxidação e redução, já que os íons de 

metais vão compor o centro destas enzimas para captar prótons e elétrons. 

O aceptor de elétrons das hidrogenases localizadas no periplasma é o tetraheme tipo I, 

o tetraheme citocromo C3 (TpI-C3), sendo responsável em transferir os elétrons para os demais 

citocromos multiheme associados com os complexos redox ligados à membrana (MATIAS et 

al., 2005). O TpI-C3 está também relacionado a um complexo ligado a membrana celular 

envolvendo outras enzimas e carreadores. Esse complexo redox é altamente modular e nele 

também está envolvido a redução de quinonas (Qrc e Nhc) e transportadores de membrana de 

elétrons (Tmc e Hmc) (GREIN et al., 2013). Nas BRS há outros carreadores de hidrogênio e de 

elétrons que compõem a membrana periplasmática como, ferrodoxinas, flavodoxinas, 

menaquinonas e rubredoxinas (POSTGATE, 1984). Há também a formação de moléculas de 
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adenosina trifosfato (ATP), onde os prótons de hidrogênio são utilizados para a formação de 

ATP e os elétrons vão sendo carreados através do complexo até chegarem no citocromo C onde 

são reduzidos. Assim causa uma redução endógena ou exógena do aceptor de elétrons em uma 

reação de produção de energia (GIBSON, 1990). O que dá uma vantagem metabólica nas mais 

diversas condições ambientais. 

 

2.2.2 Oxidação das fontes de carbono 

 

 Há uma série de enzimas que são responsáveis pela redução das fontes de carbono e 

participam ativamente do processo metabólico. As principais enzimas envolvidas são a citrato 

sintase, aconitase, isocitrato desidrogenase dependente de NADP, 2-oxoglutarato ferredoxina 

oxidoredutase, succinato desidrogenase ligada à membrana celular, que se acopla a uma 

menadiona, fumarase e malato desisdrogenase também ligada à membrana que se acopla a uma 

quinona (GIBSON, 1990). Enquanto que as atividades de hidrogenase acontecem 

principalmente no periplasma, a redução do sulfato e oxidação da fonte de carbono acontecem 

dentro do citoplasma celular possibilitando a passagem dos elétrons através da membrana 

citoplasmática até o periplasma (HEIDELBERG et al., 2004). 

Sendo o lactato a sua fonte de carbono preferencial, sendo encontrado dentro da célula 

em sua forma de ânion (2CH3CHOHCOO-), é fermentado passando por uma série de enzimas 

resultando na produção de piruvato e consequente reduzido a acetato, dióxido de carbono 

(CO2), prótons de hidrogênio e elétrons livres no citoplasma como descrito na reação 2 

(GIBSON, 1990; HEIDELBERG, 2004). A seguinte reação está expressa abaixo (GU et al., 

2019): 

 

2CH3CHOHCOO- + 2H2O →2CH3COO- + 2CO2 + 8H+ + 8e- (2) 

 

2.2.3 Redução do sulfato 

 

 Os compostos sulforosos desempenham um papel crucial no metabolismo e ciclo desses 

microrganismos. Sua redução pode levar a diversas formas de intermediários e isso inclui 

metabissulfito (S2O5
2-), ditionito (S2O4

2-), tritrionato (S3O6
2-) e tiossulfato (S2O3

2-) (GIBSON, 

1990). Há controvérsias entre muitos autores sobre quais seriam estes intermediários, porém, 

esses são os mais comuns dada a diversidade de clados. 
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A redução do sulfato está representada no esquema a seguir na reação 3 (EDUOK; 

OHAERI; SZPUNAR, 2019): 

 

SO4
2- + 9H+ + 8e- → HS- + 4H2O (3) 

 

A redução do sulfato (SO4
2-), sulfito (SO3), tiossulfato (S2O3

2−) e tetrationato (S4O6
2−) é 

mediado por um sistema de transporte de elétrons que é composto por desidrogenases, 

carreadores de elétrons e uma série de redutases (THAUER; JUNGERMANN; DECKER, 

1977). Esses mecanismos de conversão de enxofre elemental (S°), bem como a redução e 

oxidação destes compostos inorgânicos de enxofre, são utilizados por estas bactérias em 

processos de conversão de energia (PAREY et al., 2013). Antes do sulfato ser reduzido é 

transportado para dentro da célula e ativado por uma reação catalizadora pela enzima ATP-

sulfurilase, da qual transfere sulfato para a adenina monofosfato do ATP para formar a 

adenosina 5’- fosfosulfato (APS) e pirofosfato inorgânico (PPi), respectivamente, e esse 

transporte ativo é na forma de simporte eletrogênico do próprio sulfato junto de dois prótons 

(KUSHKEVYCH, 2016; PAREY et al., 2013). Esse transporte do sulfato para dentro da célula 

é catalisado pela enzima sulfato permease, permitindo que o sulfato perpasse a membrana com 

facilidade (KUSHKEVYCH et al., 2020). 

Essa reação de redução é essencial, pois é por ela que se forma o primeiro intermediário 

como referido na reação 4. Como descrito por Thauer, Jungermann e Decker (1977): 

 

SO4
2- + 2H+ + ATP = APS + PPi (4) 

 

Logo após a formação do primeiro intermediário, pela redução do sulfato, as BRS 

podem seguir por dois caminhos para completar a redução desse composto. Essas vias 

metabólicas são conhecidas respectivamente como via dissimilativa e assimilativa do sulfato, 

respectivamente. 

 

2.2.4 Via dissimilativa do sulfato – via APS 

 

Na via APS os oito elétrons gerados pelo gradiente de prótons serão utilizados pelas 

redutases em cada etapa da redução das espécies de sulfato, sendo dois deles direcionados para 

a reação da APS redutase (CysH) e seis para a sulfito redutase dissimilatória (dSIR). 
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Inicialmente, há a redução do sulfato que entrou na célula bacteriana para a formação 

de adenosina 5’- fosfosulfato (APS) como descrito anteriormente. Sua formação é endergônica 

e isso provavelmente se dá pela hidrólise, impulsionando a reação, subsequente do pirosfosfato, 

fazendo a redução da APS ser energeticamente favorável, podemos observar essa redução na 

reação 5 (THAUER; JUNGERMANN; DECKER, 1977): 

 

PPi + H2O → 2 Pi (5) 

 

A APS é o primeiro aceptor de elétron para a cadeia de respiração, é reduzido por APS 

redutase para sulfito (SO3
2-) e adenosina monofosfato (AMP), utilizando de dois elétrons para 

essa conversão, do qual o sulfito vai ser posteriormente reduzido pela dSIR, reação 6 (MATIAS 

et al., 2005;  WÓJCIK-AUGUSTYN; JOHANSSON; BOROWSKI, 2021). A reação é descrita 

a seguir (THAUER; JUNGERMANN; DECKER, 1977): 

 

APS + 2e- → HSO3
- + AMP + H+ (6) 

 

Com a redução do sulfito isso pode permitir a formação de mais intermediários como a 

formação de tritionato e tiossulfeto que são produtos de um de dois mecanismos que envolvem 

a catálise de dSIR (PAREY et al., 2013). Esses dois mecanismos de redução são 

respectivamente: I- a redução direta do sulfito para o sulfeto de hidrogênio por uma única 

enzima, a dSIR sem a formação de nenhum intermediário, uma reação monoenzimática, reação 

7; II- a redução do sulfito a sulfeto é realizada por meio de três enzimas, sulfito redutase 

dissimilativa, tritionato redutase e tiossulfeto redutase, esse mecanismo está descrito na reação 

8 (THAUER; JUNGERMANN; DECKER, 1977). Sendo o tritionato e o tiossulfeto 

intermediários livres. A primeira reação é conhecida como redução direta do sulfito, enquanto 

a segunda como via do tritionato e ambas utilizam de seis elétrons para a redução dos 

intermediários. O segundo mecanismo só é possível porque o cofator dSIR pode ser 

normalmente reduzida por dois elétrons por vez, sendo uma reação sequencial até um 

determinado ponto (CRANE; GETZOFF, 1996). 

A dSIR catalisa a reação do sulfito para sulfeto de hidrogênio junto de um complexo de 

multiprótons e processos de transferência de multielétrons, reação 7 (PAREY et al., 2013). A 

reação de redução do sulfito a sulfeto requer a entrega de elétrons e prótons para o substrato, 

como mostra a reação abaixo (CRANE; GETZOFF, 1996; THAUER; JUNGERMANN; 

DECKER, 1977): 

 

HSO3
- + 6H+ + 6e- → + HS- + 3H2O (7) 
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A segunda descrita como via do tritionato está descrita abaixo, reação 8 (THAUER; 

JUNGERMANN; DECKER, 1977): 

 

3HSO3
- + 2e- + 3H+ → S3O6

2- + 3H2O (8) 

 

S3O6
2- + 2e- + 2H+→ S2O3

2- + HSO3
- + H+ 

 

S2O3
2- + 2e + 2H+→ - HS- + HSO3

- 

 

Na via do tritionato a primeira reação é feita por uma sulfito redutase dissimilativa 

convertendo o sulfito em tritionato, a segunda é a ação da tritionato redutase formando o 

tiossulfato, e por último, é a tiossulfato redutase que converte o tiossulfato para sulfeto. Essa 

reação catalisada pela tiossulfato redutase levanta uma hipótese de que, provavelmente, a 

produção do sulfeto se dá pelo grupo sulfonil da porção do tiossulfato liberando, por fim, sulfeto 

(BRADLEY; LEAVITT; JOHNSTON, 2011). 

 

2.2.5 Via assimilativa do sulfato - PAPS 

 

Nesta via há a formação de um intermediário importante que garante a assimilação do 

grupo sulfurilado em outras moléculas. Esse intermediário é a 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato 

(PAPS) que vai guiar essa assimilação para biossíntese de proteína. 

Inicialmente a APS é fosforilada pela enzima APS quinase (CysC), formando a PAPS 

como produto da reação (KUSHKEVYCH et al., 2020). A fosforilação pela APS quinase é 

descrita a seguir, reação 9 (SCHWENN; SCHRIEK, 1984): 

 

APS + ATP → PAPS + ADP (9) 

 

Logo depois a PAPS é reduzida para sulfito por uma tioredoxina (Trx) dependente de 

uma PAPS redutase (CysH), finalmente o sulfito é reduzido para sulfeto por uma sulfito 

redutase assimilatória (aSIR) que é também um multimérico dependente de NADPH (CysIJ), 

ou uma enzima dependente de ferredoxina monomérica (GREIN et al., 2013). Evidências 

genéticas e enzimológicas são consistentes com a hipótese de que a Trx dependente de oxidação 

desempenha um papel na assimilação do sulfato (BICK et al., 2000). 

Na redução assimilatória do sulfato por enterobactérias a tioredoxina é usada como um 

doador de hidrogênio na redução da PAPS para sulfito, reação 10 (SCHWENN; SCHRIEK, 

1984):  
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PAPS + Tio(SH)2 → Tio(S2) + SO3
2- + H+ + PAP (10) 

 

Seguindo essa reação, a PAPS que depende de uma tioredoxina redutase tem como 

produto o sulfito e 3’-fosfoadenosina-5’-fosfato (PAP), reação 10 (WILLIAMS et al., 2002). A 

tioredoxina redutase (TrxR) é capaz de reduzir a forma oxidada de tioredoxina com um NADPH 

como fonte de redução equivalente. A ação da TrxR está expressa na reação 11 (PILLAY; 

HOFMEYR; ROHWER, 2011): 

 

NADPH + H+ + Trxoxd → NADP + Trxred (11) 

 

Desse modo, a tioredoxina é adequada para a redução do PAPS redutase que é 

importante na assimilação do sulfato (TOLEDANO et al., 2007). De forma geral, as atividades 

de oxiredutases de tioredoxina desempenha dois papeis dentro do metabolismo que são bastante 

conhecidos; I – como um carreador de elétron necessário para a catálise de biossíntese de 

enzimas, como por exemplo, as redutases de ribonucleotídeos, redutases de sulfóxido de 

metionina e sulfato redutases; II – ou com o papel de proteção para proteínas citosólicas de 

agregação ou inativação, que são formadas por via oxidativa de dissulfeto intra ou 

extramolecular (ARNÉR; HOLMGREN, 2000). O sulfito que foi o produto de redução da 

PAPS agora é reduzido por uma aSIR para sulfeto e quando essa etapa é completa, segue-se 

para a biossíntese de proteínas. 

A síntese de L-cisteína a partir de sulfato inorgânico é o mecanismo dominante para a 

incorporação de enxofre em componentes orgânicos (KUSHKEVYCH et al., 2020). Em 

bactérias a síntese de cisteína é realizada pela via assimilativa do sulfato da qual reduz o sulfeto 

usando anteriormente a ativação de serina que sofre uma substituição de β-hidroxila com um 

grupo tiol (HICKS; MULLHOLLAND, 2018; RABEH; COOK, 2004). A biossíntese da 

cisteína acontece em dois passos junto da formação de um intermediário. 

O primeiro passo consiste na acetilação da serina na presença de acetilcoenzima-A 

(acetil-CoA): I - essa reação é catalisada por uma serina acetiltransferase (SAT) formando a O-

acetilserina (OAS) (RABEH; COOK, 2004). Sendo o OAS o primeiro e único intermediário 

dessa reação que será mais uma vez catalisado indo para o segundo passo: II- o sulfeto é 

incorporado na OAS por uma O-acetilserina sulfutransferase (OASS), essa enzima é 

dependente de uma pirodoxial 5’-fosfato (PLP) que é responsável por catalisar a substituição 

do grupo β-acetato pelo sulfeto, combinando ambos para a formação de cisteína (LILLIG et al., 

1999; CAMPANINI et al., 2015; HICKS et al., 2022). Com a formação de cisteína tem-se em 
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conjunto a liberação de acetato, justamente pela substituição do grupo acetato pelo sulfeto do 

Acetil-CoA, que se fixou agora na cisteína. 

Todas as etapas, mecanismos e vias descritas acima estão ilustradas abaixo na figura 1 

que representa uma visualização geral do metabolismo do grupo das BRS e suas vias 

metabólicas: 
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Figura 1 – Esquema do metabolismo comum do grupo das BRS 

 Mecanismo do ciclo de 

hidrogênio proposto por ODOM; 

PECK, (1981), ativação do 

sulfato, via APS (Via do tritionato 

e direta), via PAPS, renovação da 

tioredoxina e formação da 

cisteína. Legenda: LDH: lactato 

desidrogenase; PTE: proteínas 

transportadoras de elétrons; Hase: 

hidrogenase; CytC3: citocromo 

C3; Hmc: complexo do 

citocromo; e-: canal de passagem 

de elétrons; FeS: flavodoxina e/ou 

ferrodixina; CysD: ATP 

sulfridilase; Prf: pirofosfatase; 

APS: adenosina 5’- fosfosulfato; 

CysH: APS/PAPS redutase; 

dSIR: sulfito redutase 

dissimilatória; TtnR: tritionato 

redutase; TolR: tiossulfeto 

redutase; CysC: APS quinase; 

PAPS: 3'-fosfoadenosina-5'-

fosfosulfato; PAP: 3’-

fosfoadenosina-5’-fosfato; TrxR: 

tioredoxina redutase; Trxred: 

tioredoxina reduzida; Trxoxi: 

tioredoxina oxidada; aSIR: sulfito 

redutase assimilatória; PLP: 

pirodoxial 5’-fosfato; OASS: O-

acetilserina sulfridrilase; OAS: O-

acetilserina; SAT: serina acetil-

transferase; Ser: serina; Cys: 

cisteína.
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2.3 Biocidas 
 

Na indústria de petróleo e gás existem vários métodos químicos e físicos para controlar 

microrganismos que desempenham papel antagônico na extração desse recurso. Sendo um dos 

seus principais foco a inibição e formação de biofilmes que é beneficiada pelas condições dos 

poços, dutos e ambiente. Uma estratégia convencional anti-incrustação tem sido utilizar doses 

de biocidas de forma contínua na água que podem agir de maneira diferente e inesperada, 

porém, ainda há uma falta de compreensão do modo de ação de vários destes, especialmente, 

quando usados em concentrações inibitórias ou muito baixas, e até mesmo em doses subletais, 

nas quais uma atividade bacteriostática e bactericida é almejada (NGUYEN; RODDICK; FAN, 

2012; ORTEGA et al., 2013).  

Além disso, são também dependentes da geologia e biogeoquímica do respectivo 

ambiente tendo que ser compatível, além do custo de eficiência, célula-alvo e objetivo da 

aplicação (KAHRILAS et al., 2015). Já há relatos da efetividade de biocidas contra as células 

planctônicas, enquanto as células sésseis, protegidas pelos polissacarídeos, estão afastadas 

desse efeito, sendo o biofilme um impedimento para a desinfecção dessas bactérias que acabam 

se tornando naturalmente resistentes, e consequentemente, se utiliza de mais aplicações de 

forma constante para dissolver os polissacarídeos e evitar a formação de novos incrustamentos 

(JIA et al., 2019; LAVANIA et al., 2011; ORTEGA et al., 2013). 

Como as perdas econômicas na recuperação desses equipamentos representam um 

problema significativo para a indústria, alternativas como o uso de biocidas para controlar BRS 

têm sido investigadas. No entanto, além de sua eficiência reduzida, os biocidas podem deixar 

resíduos nocivos no meio ambiente devido à sua baixa solubilidade em água. Exemplos incluem 

oxazolidina e tiocarbamatos, que acumulam elementos ambientais nitrosos e sulfurosos 

(RASHEED et al., 2020; BAUTISTA et al., 2016). Além disso, para alcançar resultados 

satisfatórios, doses recorrentes são administradas a cada injeção de água nos poços, o que 

aumenta os custos. Ademais, doses repetidas de biocidas promovem resistência, levando a uma 

escalada gradual da dosagem a cada injeção de água para recuperação de petróleo (XU; GU, 

2015). Existem outros desafios associados ao uso de biocidas, como regulamentações de saúde 

e segurança em alguns países que restringem o uso de determinados biocidas, como os 

compostos de amônio quaternário (CAQs) (BENNET; HOFFMANN, 2018). 

A constante aplicação pode levar a efeitos que afetam o meio ambiente, a ecologia de 

animais aquáticos, além de problemas toxicológicos e o aumento do preço do tratamento 
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(NGUYEN; RODDICK; FAN, 2012). Os biocidas mais utilizados são os não oxidantes e 

oxidantes, sendo adicionados em excesso para obter um efeito almejado, e isso resulta em uma 

não absorção total onde outra parte permanece no sistema (YANG et al., 2023). Podem interagir 

com demais moléculas dispersas na água formando novos compostos, bioacumulando ou 

sedimentando, se tornando imprevisíveis no meio natural. 

No que se refere aos oxidantes, estes são bastantes reativos, enquanto os não-oxidantes 

são mais seletivos e menos reativos (JONES; JOSHI, 2021).  Como afirma Jenneman e De 

Le’on (2022), os biocidas não-oxidantes mais utilizados pela indústria petrolífera incluem os 

aldeídos como o glutaraldeído (GA), compostos de amônia quaternário (CAQ), cloreto de 

benzalcônio, cocodiaminas e sulfato de tetraquis (hidroximetil) fosfônio (THPS); os oxidantes 

são o hipoclorito e dióxido de cloro. Em especial os oxidantes, são usados em tratamento de 

água pois são mais corrosivos com interagir com o metal e não são compatíveis com alguns 

produtos de hidrocarbonetos, o que faz com que sejam menos utilizados em relação aos não-

oxidantes que também agem como inibidores metabólicos ou agentes tensoativos 

(BEJARANO; HUGHES; SAUNDERS, 2022). 

Em relação aos seus mecanismos de ação, eles podem interferir na replicação genética, 

síntese de proteínas, alterar a estrutura e função da parede celular, aumentar a permeabilidade 

que leva ao rompimento da membrana e inibição das vias metabólicas intermediárias (LIWA; 

JAKA, 2015). O conhecimento dos seus mecanismos de ação é essencial para poder estabelecer 

estratégias de desinfecção para reforçar a inatividade microbiana, evitando potenciais 

mecanismos de tolerância e efeitos toxicológicos (BARROS; MELO; PEREIRA, 2022). 

 

 2.4 Fotoinativação 
 

A técnica de fotoinativação é baseada na utilização de um fotossensibilizador (FS) que 

vai ser absorvido pela célula-alvo e que será ativado por doses de luz visível em uma 

determinada faixa de comprimento de onda (λ) (GARAPATI et al., 2023). Esse mecanismo 

leva o FS a um estado excitado conhecido como estado eletrônico singleto (HAMBLIN; 

ABRAHAMSE, 2018). Neste estado o FS se encontra instável e perde seu excesso de energia 

seja na forma de emissão de luz (fluorescência) ou produção de calor (cruzamento 

intersistemas) (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016). 

Por essa instabilidade o spin do elétron excitado se inverte para formar um estado 

tripleto excitado de vida relativamente longa (CHILAKAMARTHI; GIRIBABU, 2017). Neste 
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estado, ao colidir com o oxigênio molecular (O2), que é único por ser um tripleto em seu estado 

fundamental, se forma espécies reativas de oxigênio (ERO) (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 

2016). Com uma meia vida curta de alguns nanosegundos (~10-320) se difundem em 10-55 nm 

nas células, por isso, a citotoxicidade fica confinada ao local de ação (GARAPATI et al., 2023; 

DYSART; PATTERSON, 2005). 

Sua formação acontece de duas maneiras, a primeira: tipo I, se dá pela transferência de 

elétrons para substratos biológicos, resultando na formação de radicais que reagem com o 

oxigênio, como o peróxido de hidrogênio, radical hidroxila e ânion superóxido (VASSENA et 

al., 2014). Enquanto que na segunda reação, tipo II, envolve a transferência de energia (fótons) 

para produzir oxigênio singleto (1O2) (HAMBLIN, 2016). Podemos ver esses mecanismos 

ilustrado na figura 2: 

 

Figura 2 – Mecanismo de fotoinativação do tipo I e tipo II  

Produção de produção de radicais óxidos e espécies reativas de oxigênio. Legenda: FS: estado fundamental; 1FS: 

estado singleto; 3FS: estado tripleto; F: fluorescência; C: calor; P: fosforescência; CIS: cruzamento intersistemas. 

Fonte: SOUKOS e GOODSON, 2011 (adaptado). 

 

A produção de espécies reativas de oxigênio e de radicais óxidos induzem a danos as 

membranas lipídicas atuando na alteração da permeabilidade, leva a oxidação de proteínas, 

lipídeos e ácidos nucleicos ou altera atividades metabólicas, resultando na morte celular (HU 

et al., 2018; HAMBLIN; ABRAHAMSE, 2018; BROEKGAARDEN et al., 2015). 

No entanto, a fonte de luz é essencial para garantir a interação com o FS escolhido para 

desencadear as cascatas de reações para a formação das ERO. Entre os FS mais utilizados os 

pertencentes a família dos fenotiazínicos como o azul de metileno e o azul de toluidina são 

priorizados. Contudo, o azul de metileno vem sendo visto como um padrão de 
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fotossensibilizador bioativo, dando um rendimento ideal de oxigênio singleto, absorvendo luz 

no comprimento de onda de 600-900 nm, sendo ideal para aplicações antimicrobianas 

(TARDIVO et al., 2005; WAINWRIGHT, 2005). 

Em relação a fonte de luz uma das mais utilizadas dentro do espectro visível são os 

Lasers (Ligth amplification by stimulated emission of radiation – amplificação da luz por 

emissão estimulada por radiação), que já são reconhecidos por produzirem efeitos fotoquímicos 

e fotoelétricos, estes de baixa potência, a despeito do efeito térmico produzido por Lasers de 

alta potência que produzem calor (BRUGNERA JR.; PINHEIRO, 1998). A preferência de uso 

é devida por possuir características de uma energia radiante que apresenta comprimento de onda 

específico, coerente, colimado, monocromático e polarizado (PINHEIRO; BRUGNERA; 

ZANIN, 2010). Dando destaque ao de baixa potência que não induz a produção de calor o que 

lhe atribui qualidades terapêuticas, menos invasivas e agressivas e que garantem interagir 

apenas com o fotossensibilizador. 
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3.0 OBJETIVOS 
 

 

3.1 Objetivo geral 
 

Avaliar o potencial da fotoinativação sob o consórcio de bactérias redutoras de sulfato 

com o fotossensibilizador azul 1,9-dimetilmetileno (DMMB) em amostra de água produzida de 

campos de petróleo aplicando luz Laser. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

Avaliar o potencial inibitório do fotossensibilizador azul 1,9-dimetilmetileno (DMMB) 

nas concentrações de 0,050; 0,250; 0,500; 0,750; 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL; 

 

Aplicar a fotoinativação associado a luz Laser nas doses de 8,0; 10,0; 12,0; 14,4 e 

21,6J/cm2 junto das concentrações de DMMB. 
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4.0 METODOLOGIA 

 

 

 4.1 Amostras de água produzida 
 

O consórcio bacteriano utilizado neste estudo faz parte da microbiota presente em água 

produzida coletada no campo de extração de petróleo na bacia do recôncavo baiano, que foi 

previamente identificada por Rosário (2014) e cedidos pelo LABEM- Laboratório de biologia 

e ecologia de microrganismos – Universidade Federal da Bahia (UFBA).  

 

4.2 Consórcio bacteriano e condições de crescimento 
 

Os espécimes criopreservados em ultrafreezer (Thermo Electron Corporation, 

Bartlesville, OK 74003, EUA), foram deixados em temperatura ambiente dentro da câmara de 

anaerobiose (Bactron VI, Shellab, Sheldon Manufacturing Inc., USA) composta por 80% de 

nitrogênio (N), 10% de dióxido de carbono (CO2) e 10% de hidrogênio (H) para o 

descongelamento. Após o descongelamento os espécimes foram inoculados em frascos do tipo 

penicilina de 10mL devidamente lacrados. O enriquecimento do consórcio utilizou-se o meio 

Postgate C proposto por Postgate (1984), que simula as condições de anaerobiose. Na 

preparação do meio as substâncias foram solubilizadas em água destilada, onde as 

concentrações estão em porcentagem para uma escala de 1,000mL de água destilada, o pH 

ajustado entre 7,5 a 8,0 com ácido clorídrico (HCl) ou hidróxido de sódio (NaOH), em seguida 

homogeneizado com agitador esterilizado a 121 ºC por 3 minutos e logo após autoclavado a 

120°C durante 20 minutos. 

Após a inoculação das culturas, os tubos foram para a estufa bacteriológica (TE-391/1® 

TECNAL, Brasil) por 12 horas a 37°C. Após o período de 12 horas foi realizado o repique 

(10% do inóculo) em novos frascos de penicilina de 10ml contendo 9ml de meio Postgate C 

modificado, descrito na tabela 1. Este processo foi repetido até as bactérias crescerem o 

suficiente até tornar-se o meio turvo. 
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4.3 Curva de crescimento 
 

O meio Postgate C em sua composição original possui o sulfato ferroso heptahidratado 

(FeSO4.7H2O), que acaba sendo um indicador de crescimento tornando o meio escurecido, que 

dificultara a leitura das células por espectrofotometria. Dessa maneira, foi preparado um 

segundo meio de cultura sem a presença do sulfato ferroso, descrito na tabela 1. O crescimento 

celular foi realizado no período de 48h em triplicata e em sistema de batelada, com leituras 

realizadas a cada 3h no espectrofotômetro (SpectraMax® 190, Molecular Device, California, 

EUA). Para as leituras o comprimento de onda foi de λ 600 nm em placas de 96 poços (Falcon®, 

BD Lab., Franklin Lakes, NJ, USA). 

 

Tabela 1 – Componentes para a produção do meio Postgate C modificado em suas respectivas 

quantidades e concentração em 1,000mL 

Componentes Quant. (g e mL) Concentração (%) 

Cloreto de Sódio (NaCl)  15g 1,5% 

Fosfato de potássio (KH2PO4)  0,5g 0,05% 

Cloreto de amônio (NH4Cl) 1,0g 0,1% 

Sulfato de sódio (Na2SO4)   1,0g 0,1% 

Cloreto de cálcio (CaCl2) 1,0g 0,1% 

Cloreto de Magnésio hexahidratado 

(MgCl2.6H2O) 

1,83g 0,183% 

Extrato de levedura 1,0g 0,1% 

Ácido ascórbico   0,1g 0,01% 

Citrato de sódio 6,35g 0,638% 

Lactato de sódio 1,75mL 0,175% 

Resazurina 0,025% (p/v)  4mL 0,4% 

Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H2O)* 0,5g 0,05% 

Tioglicolato de sódio 0,129g 0,013% 

* Item retirado para a preparação do meio Postgate C (Modificado). 

 

4.4 Procedimento Experimental 
 

Todos os procedimentos da FT foram realizados sob condições assépticas em uma 

câmara anaeróbica (Bactron VI®, Shellab, Sheldon Manufacturing Inc., EUA), sem exposição 
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à luz ambiente, à temperatura ambiente (23°C) e sem umidade. A atmosfera da câmara era 

composta por 80% de nitrogênio (N), 10% de dióxido de carbono (CO2) e 10% de hidrogênio 

(H). Em cada etapa do experimento, alíquotas de 100μL da suspensão foram adicionadas aos 

poços de placas de 96 poços (Falcon®, BD Lab., Franklin Lakes, NJ, EUA). Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata e analisados em um espectrofotômetro 

(SpectraMax 190®, Molecular Device, Califórnia, EUA) a λ600 nm como padrão de densidade 

óptica (DO) em BRS para determinar a quantidade celular em correlação com a absorbância 

(XIAOJIA, 2020). 

 

4.5 Avaliação da toxicidade do fotossensibilizador 
 

O fotossensibilizador (FS) usado foi o azul 1,9-dimetilmetileno (DMMB) (Sigma—

Aldrich, St. Louis, MO, EUA) com teor de corante em forma de pó de 80% com absorbância 

de λ máxima de 649 ηm, possuindo uma massa molar de 347,905 g/mol. A massa do DMMB 

foi determinada em uma balança analítica, em seguida diluída em água destilada e filtrado com 

o auxílio de uma seringa e de um filtro com membrana de 0.22µm (Kasvi, Pará - Brasil). Para 

avaliar a inibição microbiana a cultura foi exposta a concentrações de 0,050; 0,250; 0,500; 

0,750; 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL. 

 

4.6 Avaliação do efeito de exposição ao Laser  
 

A fonte de luz utilizada foi um Laser (TF Premier Plus®, MMO Optics, São Paulo-

Brasil, λ660 nm, feixe de 3 mm², 100 mW). A aplicação foi realizada por varredura, utilizando 

a equação 1 para determinar a exposição (BAGNATO, 2008): 

 

ed (J/cm2) =
P (W)×T (s)

A (𝑐𝑚2)
                     Eq.1, 

 

onde ed é a exposição; P é a potência; T o tempo de irradiação; e A é a área irradiada. 

A irradiação foi realizada em um ângulo de 90° em ambiente anaeróbico, sem luz 

ambiente, à temperatura ambiente (23°C), e livre de umidade na câmara anaeróbica. A 

temperatura e a umidade foram controladas e monitoradas durante os experimentos. A 

intensidade descrita após a realização da equação 1 está descrita na tabela 2. 
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Tabela 2 – Parâmetros de irradiação para luz Laser 

Exposição Tempo/minutos 

8,0 J/cm2 6,5 

10,0 J/cm2 8,1 

12,0 J/cm2 9,8 

14,4 J/cm2 11,7 

21,6 J/cm2 17,6 

 

4.7 Procedimentos de fotoinativação 
 

Para a realização da fotoinativação adicionou-se o DMMB nas concentrações 1,0; 1,5 e 

2,0 µg/mL, respectivamente. As demais concentrações descritas anteriormente não foram 

utilizadas, justificativa realizada nos resultados. Houve um tempo de pré-incubação no escuro 

e em temperatura ambiente de cinco minutos para o FS ser absorvido pelas células. Os grupos 

testados foram descritos abaixo na tabela 3.  

Alíquotas de 100μL da suspensão foram adicionadas em cada poço nas placas de 96 

poços (Falcon®, BD Lab., Franklin Lakes, NJ, EUA) e analisadas no espectrofotômetro em 

triplicata (SpectraMax® 190, Molecular Device, California, EUA) em λ 600 ηm. 

 

Tabela 3 – Grupos de BRS testados 

Grupos Concentrações/Densidade 

Controle  

Grupo Laser 8,0; 10,0; 12,0; 14,4 e 21,6 J/cm2 

Grupo DMMB 0,050; 0,250; 0,500; 0,750; 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL 

Grupo fotoinativação (FT) 8,0 J/cm2 com 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL de DMMB 

 10,0 J/cm2 com 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL de DMMB 

 12,0 J/cm2 com 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL de DMMB 

 14,4 J/cm2 com 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL de DMMB 

 21,6 J/cm2 com 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL de DMMB 
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4.8 Análise estatística 
 

Os resultados obtidos por meio da densidade óptica (DO600) foram convertidos em 

células/mL utilizando a escala de McFarland (1907). A equação desenvolvida por Edington e 

colaboradores (1971) foi utilizada para calcular o percentual de inibição alcançado no 

experimento. As análises multivariadas foram realizadas utilizando duas análises dos grupos 

por ANOVA (Analysis of Variance – Análise de Variância), ANOVA de dois fatores sem 

repetição e ANOVA de dois fatores com interação, comparações múltiplas pelo teste de Tukey, 

todas conduzidas no software GraphPad Prism® (San Diego-CA, EUA). Para todas as análises, 

valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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5.0 RESULTADOS 

 

 

5.1 Curva de crescimento do consórcio 
 

A curva de crescimento descreve a densidade das populações de células em cultura de 

cultivo ao longo do tempo e foram obtidas medindo a densidade óptica (DO) do consórcio 

bacteriano. 

Foi observado que não existe um crescimento exponencial homogêneo, pois a cada 

ponto de leitura ocorre uma flutuação nos resultados. No experimento, observa-se na figura 3 

que a taxa de crescimento se inicia após 21h de incubação, chegando ao equilíbrio de 30h a 33h 

e logo após tem um decrescimento abrupto do número de células presentes no consórcio.  

 

Figura 3 - Curva de crescimento do consórcio em sistema de batelada  

 

 

A queda de células permaneceu por mais 12h em equilíbrio gradual. Essa queda 

moderada por uma parcela de tempo se deve a disputa por recurso pela pouca disponibilidade 

de nutrientes disponíveis no meio do consórcio. 
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5.2 Avaliação da interação do DMMB 
 

Os resultados obtidos indicaram que o uso do DMMB não apresenta redução microbiana 

significativa quando comparado com o grupo controle nas concentrações menores que 1,0 

µg/mL como descritos na figura 4, mostraram não sendo capazes de sozinhas causarem 

inativação celular. Entretanto, as concentrações de 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL apresentaram uma 

redução microbiana de 2,8; 3,7 e 9,7%, respectivamente. Por esta razão, as últimas três 

concentrações que mostraram estatisticamente algum nível de redução microbiana foram 

utilizadas no experimento, mas em nenhuma delas foi significante a redução. 

 

Figura 4 - Avaliação das concentrações de DMMB para investigar a capacidade de inibição bacteriana no 

consórcio 

Legenda: ns: não significante. 

 

5.3 Avaliação das diferentes exposições ao Laser 
 

As densidades de energia avaliadas de 8,0; 10,0; 12,0; 14,4 e 21,6 J/cm2, mostraram que 

não houve inativação microbiológica significante quando comparadas ao grupo controle como 
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descrito na figura 5. Os resultados mostraram que sozinha a luz não pode reduzir a população 

de bactérias no consórcio, reforçando a necessidade da molécula de FS.  

 

Figura 5 - Avaliação das densidades de energia Laser no consórcio 

 

Legenda: ns: não significante. 

 

5.4 Efeito da fotoinativação no consórcio 
 

A avaliação dos grupos de fotoinativação (FT) foram descritas em porcentagem na 

figura 6, com a utilização de 1,0 µg/mL de DMMB verificou-se uma redução microbiana entre 

39,4 a 48,1% (com uma média de 43,5%) quando comparados ao controle. Já com a 

concentração de 1,5 µg/mL de DMMB a redução microbiana variou de 55,7 a 70,6% (média de 

66,7%). Enquanto que ao utilizar 2,0 µg/mL de DMMB, a inativação microbiana variou de 65,9 

a 70,1% (com média de 68,2%) em relação ao grupo controle. 

Ao fazer um comparativo com os demais grupos de fotoinativação (FT) (figura 6) em 

porcentagem de redução, observa-se uma significante inativação microbiana para todas as TF 

observadas. 
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Figura 6 – Redução em porcentagem do consórcio de BRS 

 

A análise do efeito do TF nos grupos testados mostrou que concentrações inferiores a 

1,0 µg/mL de FS não foram tão eficazes quando comparadas ao grupo controle e aos grupos 

com concentrações superiores a 1,0 µg/mL. Os valores considerados para a análise 

correspondem a p<0,05(****) presentes em todos os grupos comparados ao controle. Enquanto 

que na concentração de 1,0 µg/mL de FS os valores variaram em comparação com os outros 

dois grupos, nas concentrações de 1,5 µg/mL e 2,0 µg/mL de FS houve pouca variação como 

descritos na figura 7. Assim, podemos destacar que a melhor concentração é ≥ 1,5 µg/mL em 

todas as densidades de luz utilizadas nestes testes, promovendo uma redução de mais de 50% 

da população do consórcio. 
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Figura 7 - Avaliação da atividade antimicrobiana da FT 

Os valores **** possuem significância de (p<0,05). 

 

A concentração de 1,0 µg/mL de DMMB difere significativamente das concentrações 

de 1,5 µg/mL e 2,0 µg/mL (p<0,05) usadas na FT. No entanto, nenhuma diferença significativa 

foi encontrada entre as concentrações de 1,5 µg/mL e 2,0 µg/mL, pois ambos os grupos 

exibiram efeitos antimicrobianos semelhantes. 

 

5.5 ANOVA 
 

Para analisar a variável resposta de ambos os fatores, FS e intensidade de luz, de forma 

independente na redução microbiana do consórcio, foi utilizada uma ANOVA de dois fatores 

sem repetição, Tabela 4, onde os dados significativos são indicados por p<0,05 para o FT. 
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Tabela 4 - ANOVA de dois fatores sem repetição  

Fonte de Variação GL SQ  QM F p-Valor F Crítico 

Luz Laser 

(Intensidade) 6,10E+15 4 1,52E+15 1,15E+01 0,002101 3,84E+00 

FS (concentrações) 2,13E+16 2 1,06E+16 8,07E+01 4,98E-06 4,46E+00 

Residual 1,06E+15 8 1,32E+14    

       
Total 2,85E+16 14         

Ação da luz Laser em todas as suas intensidades e do fotossensibilizador (FS) DMMB em todas as 

concentrações avaliados de forma independente no consórcio. 

 

A referida tabela 4 apresenta a variação entre a luz Laser e as concentrações de FS em 

relação à redução microbiana, com os valores de F e p-valor indicando a significância dos 

efeitos, atingindo um valor menor que 0,05, o que é estatisticamente significante refletindo em 

um resultado onde quanto maior a intensidade e concentração maior o efeito. Onde cada fator 

foi avaliado de forma isolada independe do outro. 

Para avaliar se há uma interação entre o aumento de ambas as variáveis na redução 

antimicrobiana utilizando a FT, foi realizada uma ANOVA de dois fatores com interação 

descrita na Tabela 5, onde os dados significativos são indicados por p<0,05. 

 

Tabela 5 - ANOVA de dois fatores com interação 

Fonte de Variação GL SQ  QM F p-Valor F Crítico 

Intensidade (I) 4,24E+17 4 1,06E+17 4,03E+29 2,67E-260 2,93 

Concentração (C) 7,11E+16 2 3,55E+16 1,35E+29 2,55E-254 3,55 

Interações (I*C) 2,12E+18 8 2,65E+17 1,01E+30 2,95E-265 2,51 

Residual 4,73E-12 18 2,63E-13    

       
Total 2,615E+18 32         

Ação da luz Laser em todas as suas intensidades e do fotossensibilizador (FS) DMMB em todas as 

concentrações avaliados em conjunto em função da redução de células em detrimento de seu aumento 

de concentrações e intensidade, respectivamente para avaliar justamente a capacidade da redução de 

ambos os fatores. 

 

Essa tabela apresenta os resultados da ANOVA de dois fatores com interação, 

evidenciando a significância da interação entre a intensidade da luz (I) e as concentrações de 

FS (C) na redução antimicrobiana. Os valores de F e p-valor indicam que tanto as variáveis 

isoladas quanto sua interação têm efeitos significativos no resultado, contribuindo assim na 

redução de células ao interagirem no consórcio. 

Para determinar se há uma diferença significativa no número de células reduzidas no 

consórcio ao utilizar diferentes concentrações de DMMB, os grupos de FS foram comparados 
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e a significância estatística foi avaliada com p <0,05. A concentração de 1,0 µg/mL difere 

significativamente das concentrações de 1,5 µg/mL e 2,0 µg/mL (p<0,05) usadas na FT. No 

entanto, nenhuma diferença significativa foi encontrada entre as concentrações de 1,5 µg/mL e 

2,0 µg/mL, já que ambas exibiram efeitos antimicrobianos semelhantes como ilustrado na 

figura 8. 

 

Figura 8 - Comparação da média geral entre os grupos FT com as três concentrações de DMMB em todas as 

intensidades de luz 

 

Os valores **** possuem significância de (p<0,05). 

 

Em termos de redução da contagem celular por mL, as concentrações de 1,0 µg/mL, 1,5 

µg/mL e 2,0 µg/mL apresentaram resultados promissores e esperados, já que concentrações 

mais altas tendem a resultar em maiores reduções sendo ambas pertinentes para o estudo.
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6.0 DISCUSSÃO 

 

 

Uma das técnicas mais comuns para o controle de populações de BRS são biocidas, 

possuindo um alto custo, por requerer uma adição contínua de biocidas e, consequentemente, 

acabam afetando a biodiversidade, pois muito dos biocidas precipitam e formam compostos ao 

interagirem com outras moléculas presentes no meio. O uso de biocidas pode também carecer 

de semanas e meses para se ter um resultado satisfatório e manter o controle de células 

constante. Tendo em vista estas problemáticas, há a questão dos gastos que a indústria de 

petróleo e gás tem com a troca constante de seus dutos e equipamentos devido ao souring, que 

é favorecido pelas condições de pressão, nutrientes, pH e microrganismos presentes nos poços. 

Como proposta de hipótese, este trabalho busca utilizar o fotossensibilizador DMMB associado 

a luz Laser em consórcio de BRS para avaliar o potencial de redução microbiana através da 

técnica de fotoinativação. 

Em sistemas de fluxo, como na indústria do petróleo, a adição de biocidas não elimina 

os microrganismos, podendo até aumentar sua proliferação com cada adição de água (JIA et al., 

2019). Geralmente, são necessárias altas dosagens de biocidas em campos de petróleo e gás 

para tratar biofilmes; isso ocorre devido aos diversos mecanismos de defesa das BRS 

(KAHRILAS et al., 2015). As defesas naturais desse grupo de bactérias são impactadas pela 

disponibilidade de nutrientes, pelo fluxo de fluidos e por algumas substâncias tóxicas, como 

biocidas, que podem induzir estresse celular. Esse estresse resulta em um mecanismo de 

proteção morfológica, fazendo com que o grupo celular em uma superfície forme biofilme 

(JENNEMAN; DE LEON, 2022). 

Um fator importante para avaliar o decrescimento de bactérias, é entender a sua curva 

de crescimento e condições positivas para a sua multiplicação. A curva de crescimento do 

consórcio demonstrou um comportamento que não é comum em culturas isoladas, porém 

esperado em culturas mistas. Não foi possível definir a fase lag e exponencial com precisão, no 

entanto, podemos supor que a fase exponencial teve seu início após 6h de leitura que durou até 

as 30h. Se tratando de um consórcio, Tonini e colaboradores (2010), ressaltam que a 

complementaridade metabólica é essencial para entender a degradação de fontes de carbono e 

como esses microrganismos acabam por produzir metabólitos para outras células. O que explica 
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a oscilação das leituras, que variavam a depender da disponibilidade de alguns recursos para 

certos grupos que podiam desfavorecer outros. 

Das espécies mais comuns de BRS podemos destacar o Desulfobulbus spp. que é um 

oxidante incompleto capaz de reduz o sulfato a sulfeto produzindo acetato usando lactato, 

etanol, ácido pirúvico e até mesmo ácidos graxos (SOROKIN et al., 2012). Outros gêneros 

também fazem parte do mesmo grupo como Desulfosporosinus, Desulfotomaculum e 

Desulfovibrio que também são capazes de oxidar uma ampla variedade de espécies inorgânicas 

de enxofre (SO3-2, S2O3-2, S) (GRIGORYAN et al., 2018). Como o acetato pode ser o 

subproduto de outras bactérias, uma espécie que utiliza esse mesmo composto para redução de 

sulfato é a Desulfobacter spp., que além de possuir esse comportamento, também reduz o 

lactato a acetato e CO2 que pode ser essencial para o crescimento de Desulfovibrio baarsii que 

é capaz de utilizar o CO2 como fonte de carbono (GIBSON, 1990). 

Esse comportamento é notado na curva de crescimento que na fase estacionária 

permaneceu por apenas 3h e logo entrou em fase de decaimento. Durante a fase exponencial, 

que durou 24h, houve multiplicação celular e ao consumir aos nutrientes se mantiveram por 

pouco tempo em equilíbrio, pois todas conseguiram os recursos que precisavam e estavam 

disponíveis e no momento em que esse mesmo recurso acabou, houve um decrescimento das 

populações. A redução da fonte primária de lactato e a disponibilidade de novos subprodutos 

como CO2, acetato e compostos de enxofre ainda poderiam serem utilizados por outros grupos 

o que leva a inferir uma queda lenta no decaimento e que por um tempo se mantém contante, 

denotando que há uma renovação e reutilização dos recursos disponíveis por outras bactérias. 

A combinação entre diversas espécies de bactérias é de extrema importância porque os 

processos metabólicos são performados e variam de acordo com os outros tipos presente no 

consórcio (ILHAN-SUNGUR et al., 2017). E isso influencia nos estudos acerca do sintrofismo 

e pode dar pistas do modelo de estudo ao que acontece no ambiente não controlável, 

aproximando a técnica à realidade. 

Inicialmente, ao utilizar somente o DMMB obteve-se um resultado de 2,8; 3,7 e 9,7% 

de redução microbiana com as respectivas concentrações de 1,0; 1,5 e 2,0 µg/mL. Para se 

alcançar o efeito esperado da fotoinativação a absorção do FS é importante pois a interação com 

a membrana celular garante a sua entrada na célula. O DMMB por ser um corante catiônico 

lipofílico, interage se ligando ao ácido teicóico, que é abundante na parede celular de bactérias 

Gram-positivas, além disso, sua parede porosa permite muito mais difusão do corante para o 

interior da célula (PAL; GOSH; GOSH, 1990; MINNOCK et al., 2000).  
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No entanto, em relação as bactérias Gram-negativas a carga positiva do FS promove 

uma interação eletrostática com locais carregados negativamente em sua membrana celular 

externa, especialmente no grupo de lipopolissacarídeos (MAISCH, 2009). Como a formação de 

biofilme nas BRS envolve o processo de CMI e a interação com metais que desempenham papel 

em seu metabolismo, alguns estudos sugerem que metais pesados geralmente acabam 

competindo com íons dispersos, gerados pela CMI, e neste caso os metais começam a interagir 

com íons essenciais presente nas estruturas celulares. Este mecanismo bloqueia alguns grupos 

funcionais de macromoléculas, causando danos para a integridade das enzimas celulares 

(BARBOSA et al., 2014). 

Isto teoricamente permitiria uma melhor absorção do FS para dentro das células, uma 

vez que o DMMB é composto por zinco, assim, permitindo uma melhor interação do FS com a 

superfície celular seja em células Gram-positivas ou Gram-negativas. Acarretando, em teoria, 

uma melhor permeabilidade do FS que estaria interagindo com os íons da membrana celular. E 

por fim, a hipótese de que essa potencialização depende da ligação do corante com as bactérias 

ganha um suporte adicional quando se considera a características de lipossolubilidade dos 

corantes, em especial o DMMB (KASIMOVA, 2014). Os resultados de redução obtidos podem 

refletir nessa interação do FS com o consórcio que possui bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, que quanto maior sua concentração mais será a interação com a superfície da 

membrana o que pode competir com íons, fontes de carbono e metais inclusive. 

Em relação a absorção de DMMB em Gram podemos citar o trabalho realizado por 

Kasimova et al., (2014), que utilizou seis tipos de corantes em culturas de Staphylococcus 

aureus 8325-4 e Escherichia coli K-12. Entre estes corantes estava o DMMB e realizaram o 

estudo em células lavadas e não lavadas para entender o potencial de absorção dos corantes 

pelas células. A carga negativa das bactérias Gram-negativas facilita a sua ligação com corantes 

catiônicos mais fortemente do que as Gram-positivas, embora a ligação em geral seja maior 

com as Gram-positivas porque a sua parede porosa permite muito mais difusão do corante para 

seu interior (HANCOCK et al., 1991; NIKAIDO, 2003). A hipótese de que essa potencialização 

depende da ligação do corante com a bactérias ganha um suporte adicional quando se considera 

a características de lipossolubilidade dos corantes, em especial o DMMB (KASIMOVA, 2014). 

Nos sistemas de fluxo, como os encontrado na indústria de petróleo, a adição de biocidas 

não elimina os microrganismos por aumentar a proliferação com cada adição de água (JIA et 

al., 2019). Usualmente, altas dosagens de biocidas são requeridas nos campos de petróleo e gás 

para o tratamento de BRS, isso é devido aos vários mecanismos de defesa das próprias células 

que acabam desenvolvendo durante a formação de seu biofilme (KAHRILAS et al., 2015). A 
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defesa natural das BRS é impactada pela disponibilidade de nutrientes, sistema de fluído e até 

mesmo a algumas substâncias tóxicas, como os próprios biocidas, que tem a capacidade de 

induzir o estresse celular, resultando em um mecanismo de proteção morfológico, fazendo um 

grupo de células na superfície metálica formar uma camada de biofilme (JENNEMAN; DE 

LEON, 2022). 

Outros trabalhos já demostraram a resistência para a aplicação de biocidas e que as 

células remanescentes no biofilme podem resistir a concentrações 500~5000 vezes maior que a 

concentração requerida pelas células planctônicas (LITTLE; LEE, 2009; COSTERTON et al., 

1994). Os biocidas mais comuns para o tratamento de água produzida são o glutaraldeído (GA), 

2,2-dibromo-2-cianocetamida (DBNPA), sulfato de tetraquis (hidroximetil) fosfônio (THPS), 

e compostos conhecidos como cloreto de benzalcônio (JENNEMAN; DE LEON, 2022). 

Estudos realizados por Lavania et al. (2011), utilizando de urina de vaca para o controle 

de Desulfovibrio vulgaris e Desulfovibrio gigas chegou a uma redução significante, porém 

requereu cerca de 90 dias de adição de urina nas culturas. Os autores também compararam com 

outros quatro biocidas químicos como sulfato de tetraquis (hidroximetil) fosfônio (THPS), 

cloreto de benzil trietil amônio (BTAC), glutaraldeído e formaldeído para o controle de BRS. 

Os autores alcançaram o resultado de 3 x 102 de unidades formadoras de colônia (UFC) por mL 

quando comparado com o grupo controle de 7 x 106 UFC/mL, utilizando urina de vaca como 

uma alternativa aos demais biocidas utilizados no estudo. As concentrações de cada biocida e 

de urina de vaca adicionada nos tubos foram de 10, 20, 50, 70, 100 e 200 mg/L. 

Em ciclos de renovação para o tratamento com mais biocidas podemos destacar o THPS, 

GA e formaldeído, que são os mais comuns utilizados em sistemas de petróleo e gás. O THPS 

em altas concentrações aumenta a disponibilidade de sulfato, que ajuda no metabolismo destas 

bactérias e na formação de sulfetos de bário, por isso podem reforçar as camadas de biofilmes 

(XU et al., 2017). Também, é inadequado em sistemas com um pH >8, pois o THPS pode se 

comportar como um quelante de Fe2+, reduzindo o efeito o efeito do biocida, que necessita de 

doses maiores em sistemas onde há também concentrações de FeS (MOISEEV; JAMES, 2020). 

A disponibilidade de FeS+ dissolvido no meio interage com o biocida, reduzindo a taxa de 

absorção pelas células-alvo. Além disso, em longo prazo, o THPS é menos eficiente em 

eliminar a população de células em água produzida, como o mecanismo de ação é rápido e não 

duradouro (SILVA et al., 2021). Nessa perspectiva, sempre é requerido a sua adição mesmo na 

ausência de FeS+. 

Por isso que GA e THPS são requeridos em concentrações acima de 500 mg/L para 

exercer um efeito bacteriostático em consórcios de água produzida (PEREIRA; PILZ-JUNIOR; 
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CORÇÃO, 2021). A respeito do uso de GA, os estudos realizados por Pereira et al (2014) 

mostraram que este biocida é moderadamente tóxico para organismos aquáticos em uma faixa 

de 3,6 mg/L a 31,3 mg/L para a espécie testada, o zebra-fish (Danio rerio). No mesmo estudo 

mostrou indícios de que os microcrustáceos são tão sensíveis quando há concentrações menores 

que 3,6 mg/L de GA.  

Enquanto isso, em Escherichia coli, a tolerância para GA aumenta devido a super 

expressão de aldeído desidrogenase (ALDH), genes envolvidos na biossíntese de lipídeos 

quando expostos para este biocida, que por ventura, contribui para a resistência do biofilme 

(PEREIRA; SALIM; TAGKOPOULOS, 2021; VIKRAM; BOMBERGER; BIBBY, 2015). 

Devido a complexidade do meio ambiente e do metabolismo destas células, prever o seu 

comportamento total no controle das populações em ambiente naturais é um desafio. A 

formação de biofilme permanece com uma limitação significativa e um foco para os tratamentos 

atuais. Além disso, a viabilidade de microrganismos não é sempre afetada pela exposição a 

biocidas, pois estes interagem com os componentes extracelulares e do meio ambiente de 

diversas formas (MCDONNELL; RUSSELL, 1999). 

Avaliando a habilidade do GA de inibir o crescimento celular, uma dose de 50 partes 

por milhão (ppm) foi necessário para atrasar o desenvolvimento de células planctônicas em 

meio Postgate C por 143h (GARDNER; STWART, 2002). Por outro lado, a combinação de 

GA (30 ppm) e etilenodiamina disuccinato (EDDS) (2000 ppm) atrasou a fase estacionária das 

BRS por 212h. Em contraste, o GA sozinho (30 ppm) é inefetivo, perdendo a habilidade de 

inibir o crescimento de células sésseis no quinto dia em sistemas de batelada (WEN et al., 2009).  

Aplicando a técnica de fotoinativação com DDMB, como o fotossensibilizador, 

demandou apenas cerca de 17,6 minutos para inativar mais da metade (70,6%) da população 

microbiana, a quantidade de FS utilizado é menor que alguns biocidas utilizados em outros 

estudos. A ação da FT depende de muitos fatores para alcançar os resultados esperados, bem 

como a interação entre os diferentes microrganismos e o fotossensibilizador, sua concentração 

e a classe de microrganismos, se são bactérias (Gram-positivas ou Gram-negativas), fungos, ou 

até mesmo vírus. Para esta técnica, o parâmetro crítico de interação inclui a relativa solubilidade 

em água e lipídeos do FS, a ionização constante e as características de absorção de luz, e a 

eficiência da formação do estado tripleto excitado e produção de oxigênio singleto (HUANG et 

al., 2012). O uso de uma fonte de luz e um fotossensibilizador tem sido uma técnica alternativa 

para erradicar microrganismos multirresistentes, e os pesquisadores estão focando em 

compostos relacionados a efetividade de fotossensibilizadores que sejam fáceis de gerenciar e 

agir (MESQUITA et al., 2018). 
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Em superfícies metálicas, o metabolismo das BRS permite que estes metais dissolvam 

e permaneçam no meio ambiente, corroendo as superfícies os liberando, gerando a CMI. Nesse 

sentido, as BRS podem usar os elétrons dos metais em sua cadeia de elétrons para reduzir o 

sulfato. Quando a superfície perde íons de metal há uma interação entre as superfícies da 

camada extracelular, uma vez que os íons metálicos não podem difundir-se facilmente nas BRS 

(GU et al., 2019). Alguns estudos mostram que os metais pesados geralmente acabam 

competindo e são substituídos por íons essenciais usados pelas estruturas das células. Este 

mecanismo bloqueia alguns grupos funcionais de macromoléculas, causando danos na 

integridade de enzimas celulares (BARBOSA et al., 2014). Isso permite um melhor 

entendimento da absorção do FS para dentro das células, isso porque o DMMB é composto por 

zinco, deste modo permitindo uma melhor interação do FS com a superfície da membrana. 

Desta maneira, essa interação pode permitir a entrada na célula e, no entanto, a fotoinativação 

poderia ocorrer quando a luz é aplicada, considerando que a cadeia de citocromo fornece 

elétrons para a reduzir íons de metal (HEIDELBERG et al., 2004). Tendo dois grupos metil em 

sua molécula, significa que o DMMB é retido na célula por mais tempo que outros corantes da 

mesma família, o qual aumenta sua participação na fotoinativação. Esta ligação mostra uma 

especificidade com o ácido teicóico na membrana bacteriana, há também uma característica 

hidrofóbica que permite uma melhor interação, preferindo se infundir dentro da célula e 

resultando na metilação cromofórica (WAINWRIGHT et al., 1999; WAINWRIGHT et al., 

1997).  

O consórcio foi previamente identificado por Rosário (2014), que sequenciou a cultura 

de BRS e obteve o resultado de dez amostras, uma de Desulfovibrio dechloracetivorans, duas 

de D. alaskensis, duas foram identificadas como Thermovirga lienii, e cinco não foram 

identificadas, somado a isso há a bactéria de referência D. vulgaris. O gênero Desulfovibrio é 

conhecido por ser composto de células com motilidade, não formadoras de esporos, Gram-

negativa, e ao mesmo tempo, T. lienii é uma célula móvel, Gram-negativa isolada em um 

reservatório no Mar do Norte (ZHOU et al., 2024; DAHLE; BIRKELAND, 2006). Por usar um 

consórcio de bactérias Gram-negativas, a solubilidade do FS foi esperada para dentro das 

células, também pela sua capacidade natural do fotossensibilizador em interagir com a 

membrana ou por sua capacidade hidrofóbica já que o meio líquido utilizado simulava água 

produzida. Quando excitado, ele pode gerar o oxigênio singleto tendo um tempo de vida em 

água de aproximadamente de 4 μs, cobrindo uma distância de difusão de ~220nm, e este 

mecanismo reflete em uma ação instantânea (CHEN; CESARIO; RENTZEPIS, 2010; 

REDMOND; KOCHEVAR, 2006). Este tempo de difusão e distância são necessários para a 
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produção de oxigênio singleto e para a sua reação molecular para interagir com o alvo, a 

membrana celular. 

O uso de FS em meio líquido mostrou interagir com o consórcio (fig. 4) em altas 

concentrações dentro dos parâmetros deste estudo. Por outro lado, em concentrações abaixo de 

1,0 µg/mL, o FS não mostrou capacidade para reduzir a população no consórcio. Nesse 

contexto, o aumento da concentração de fotossensibilizador correspondeu a uma maior redução 

na população bacteriana, mesmo sem exposição à luz, ampliando o efeito de redução apenas 

pelo FS. Isso demonstra que a redução celular é um mecanismo que reflete a absorção do FS, 

conforme observadas reduções de 2,8%; 3,7% e 9,7% nas concentrações de FS de 1,0 µg/mL, 

1,5 µg/mL e 2,0 µg/mL, respectivamente. Enquanto que nas concentrações menores que 1,0 

µg/mL não se apresentou redução microbiana durante o experimento, refletindo em uma 

pequena ou inexistente interação do FS com as células dispersas no meio (fig. 4). 

Quanto à aplicação isolada da luz do Laser, não foi observada redução na população de 

BRS (Fig. 5), indicando que a luz no espectro vermelho não possui capacidade bactericida. 

Assim, o principal mecanismo para controle da população do consórcio reside nas 

concentrações de DMMB, com a luz servindo para potencializar o efeito via FT. O Laser é 

utilizada devido às suas propriedades únicas, incluindo monocromaticidade, propagação de 

feixe paralelo, intensidade espacial estreita e coerência (CIEPLIK et al., 2018). Essas 

características permitem que o feixe de luz seja direcionado com precisão ao seu alvo, seja para 

células dispersas no meio ou células em forma de biofilme. 

Neste estudo ao aplicar a técnica de fotoinativação, foi observado que a taxa de 

inativação microbiana ocorreu em todos os grupos FT, especialmente naqueles grupos que 

foram inoculados com a concentração igual ou maior que 1,5 µg/mL de DMMB em todas as 

densidades de luz. Reduzindo mais de 50% das células presentes no meio. O modelo 

experimental usado no consórcio alcançou uma redução microbiana de 70,6% (p<0,05) 

comparado com o grupo controle, usando 1,5 µg/mL de DMMB com a intensidade de luz de 

21,6 J/cm2. 

No modelo de ANOVA de dois fatores sem repetição utilizado para avaliar a redução 

antimicrobiana do FS e do Laser na FT, constatou-se que todas as combinações de intensidades 

de luz e concentrações de DMMB resultaram em uma taxa de redução significativa (p<0,05). 

É conhecido que a metilação do azul de metileno para formar o DMMB aumenta a sua 

capacidade fotodinâmica, isso porque aumenta a lipofilicidade, que é essencial para 

incorporação extracelular, que varia dependente tanto da linhagem celular e da estrutura do 



48 
 

fármaco e apresenta maior rendimento quântico de oxigênio singleto e fototoxicidade 

(SAMPAIO et al., 2019). 

Os biocidas concentram-se majoritariamente no tratamento de células sésseis, o que 

pode levar dias e horas para controlar e reduzir as camadas de biofilme. E muitos trabalhos 

realizados buscam entender como que cada um interage de forma individual no meio ao qual 

foram aplicados. O que não demostra um uso mais amplo e diverso sobre possíveis interações 

seja com outros biocidas, outras técnicas ou com fatores bióticos e abióticos nos poços. Alguns 

trabalhos utilizando uma tripla concentração de GA (50 ppm), EDDS (1000 ppm) e metanol 

(15%), sobre um período de nove dias, os autores foram capazes de remover inteiramente a 

camada de células sésseis sobre a superfície de aço de carbono (C108) de forma isolada e 

controlada (WEN et al., 2012). Para avaliar a redução de biofilme de D. vulgaris (ATCC 7757), 

a combinação de THPS (50 ppm) foi aplicado em células sésseis (106 cells cm-2) junto de D-

tirosina (1ppm). Depois de sete dias, a presença de D. vulgaris não foi detectada, enquanto que 

o THPS sozinho (50 ppm) não foi efetivo (104 cells cm-2) (XU; LI; GU, 2012). Combinando 

THPS (30 ppm), EDDS (500 ppm) e 6,6 ppm de uma mistura de D-aminoácidos em células 

sésseis (107 cells cm-2), foram capazes de reduzir pela metade a camada de biofilme (103 cells 

cm-2) em um período de sete dias (XU et al., 2012). 

Alguns estudos têm como objetivo controlar populações isoladas ou múltiplas de BRS, 

mas enfrentam dificuldades em alcançar reduções significativas em todas as concentrações 

propostas em suas investigações. No entanto, o TF mostra-se eficaz ao atingir uma redução 

superior a 50% nos grupos de 1,5 µg/mL e 2,0 µg/mL, utilizando todas as intensidades de luz. 

Isso é evidente na análise de ANOVA de dois fatores com interação (tabela 5), que demonstra 

uma interação significativa entre os fatores aplicados no estudo. Os valores de p foram muito 

próximos de zero, com interações significativas observadas entre as intensidades de luz 

(p<2,67E-260), entre as concentrações de FS (p<2,55E-254) e na interação entre ambos os 

fatores (p<2,95E-265) no FT deste estudo. 

Os resultados refletem uma interação direta entre o aumento da intensidade da luz e a 

concentração de FS para alcançar maior atividade antimicrobiana (Fig. 8). Os efeitos dessas 

variáveis são dependentes entre si, exibindo um comportamento mais exponencial do que 

aditivo. Isso permite uma seleção mais ampla de FS e luz para a aplicação do FT, e este modelo 

experimental pode ser adaptado de forma eficaz para outros contextos experimentais. 

No entanto, não foram observadas diferenças significativas entre os resultados obtidos 

para as concentrações de 1,5 µg/mL e 2,0 µg/mL (Fig. 8). Apesar disso, ambas as concentrações 

apresentaram diferenças significativas (p<0,05) quando comparadas à concentração de 1,0 
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µg/mL de DMMB. Considerando a relação entre as concentrações de fotossensibilizador e as 

intensidades de luz, é esperado que concentrações mais altas de DMMB resultem em maiores 

efeitos antimicrobianos. 

Além disso, existem diversos erros comuns no uso e na seleção de biocidas, incluindo a 

ausência de testes laboratoriais e de campo, a escolha da primeira opção disponível — muitas 

vezes a mais barata — ou a seleção de biocidas baseada em acordos contratuais com 

fornecedores, restrições orçamentárias ou exigências legais impostas por agências reguladoras 

(BENNET, 2017). Um biocida mal selecionado pode causar danos significativos e prejuízos à 

indústria, além de impactos ambientais negativos. 

De acordo com vários estudos, a maioria dos biocidas apresenta um efeito rápido e, para 

que esse efeito seja permanente, são necessárias injeções em sistemas em batelada e meses de 

aplicações para evitar o crescimento de células sésseis e planctônicas. Essas aplicações 

constantes de biocidas podem contribuir para o desenvolvimento de resistência natural nas 

BRS, seguindo o mesmo mecanismo observado no uso de medicamentos farmacêuticos em 

bactérias de importância médica. No entanto, segundo uma revisão feita por Kashef et al. (2017) 

e, mais recentemente, por Rapacka et al. (2021), o método de fotoinativação utiliza mecanismos 

de ação distintos, que são não seletivos, multialvos e dependentes de ERO. Devido a essas 

características, a resistência bacteriana é altamente improvável. 

O FS inicialmente atua sobre as moléculas extracelulares das bactérias, potencialmente 

destruindo suas estruturas, particularmente a membrana citoplasmática em bactérias Gram-

positivas e as membranas citoplasmática e externa em bactérias Gram-negativas, levando a lise 

celular ou à desativação de enzimas (LI et al., 2019). Esse tipo de interação pode induzir um 

acúmulo de FS dentro da célula, o que pode causar toxicidade e morte celular Rapacka et al. 

(2021). 

Esse efeito citotóxico foi observado quando a FT foi aplicada apenas em concentrações 

superiores a 1,0 µg/mL, onde até mesmo concentrações isoladas demonstraram atividade 

antimicrobiana. Embora a redução não tenha excedido 10%, já foi evidenciado um efeito 

inibitório inicial. Esse acúmulo externo pode levar a três mecanismos bem conhecidos: (I) ação 

externa, (II) interação intracelular (autopromovida) e (III) transporte ativo, todos eficazes tanto 

em bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas (ALVES et al., 2014). 

Assim, podemos observar que mesmo em concentrações inferiores a 1,0 µg/mL a 

atividade antimicrobiana ainda pode ocorrer, pois um fator importante é a produção de ERO. 

Tanto o oxigênio singleto quanto as espécies reativas de oxigênio podem causar danos às células 

bacterianas Kashef et al. (2017). Isso não depende necessariamente de absorção, exigindo 
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apenas a interação com moléculas extracelulares bacterianas e a excitação por uma fonte de luz, 

que induzirá os efeitos fotoquímicos esperados da FT.  

Pode-se questionar como a fotoinativação, que requer a formação de ERO, pode ocorrer 

se as amostras foram irradiadas em condições anaeróbicas. Quando um fotossensibilizador (FS) 

absorve energia luminosa, ele transita para um estado excitado, no qual pode interagir com 

moléculas do ambiente e gerar ERO independentemente do O₂ molecular. Esse processo pode 

ser resumido da seguinte forma: (FS) + Luz → (¹FS∗) ou (³FS∗) como ilustrado na figura 2. 

Nesse estado excitado, o fotossensibilizador pode participar de reações de oxidação ou redução 

(RETTIG; MCCORMICK, 2021).  

Existem dois caminhos principais para a geração de ERO. Nas reações do Tipo I, 

ilustrado pela figura 2, ocorre transferência de elétrons para substratos biológicos, resultando 

na formação de radicais que reagem com o oxigênio, como peróxido de hidrogênio (H₂O₂), 

ânions superóxido (O₂•−) e radicais hidroxila (•OH-) (VASSENA et al., 2014). Nas reações do 

Tipo II, a transferência de energia (fótons) produz oxigênio singleto (¹O₂) (HAMBLIN, 2016). 

Concentrações definidas de espécies reativas, como H₂O₂, O₂•− e •OH, determinam 

diversas respostas celulares. Essas respostas podem levar à indução, redução ou inibição do 

crescimento, bem como à ativação de mecanismos relacionados à tolerância, aclimatação ou 

defesa contra o estresse ambiental (SZECHYŃSKA-HEBDA et al., 2022). Sabe-se que 

bactérias anaeróbias não são uniformemente sensíveis ao oxigênio, já que aeração incidental 

frequentemente ocorre em vários habitats (GLIŃSKI; STĘPNIEWSKI et al., 2018). Em 

anaeróbios facultativos, o oxigênio molecular pode prejudicar o metabolismo de diversas 

maneiras: neutralizando diretamente enzimas baseadas em radicais, oxidando centros metálicos 

enzimáticos de baixo potencial e desencadeando a formação rápida de O₂•− e H₂O₂ (SEN; 

IMLAY, 2021). 

A técnica de fotoinativação vai interagir com as biomoléculas da célula, assim causando 

algum desequilíbrio e consequentemente sua lise. As modificações com o maior impacto 

biológico são aquelas que afetam os grupos laterais dos aminoácidos e os que mais são 

suscetíveis a oxidação são: cisteína, metionina, fenilalanina, tirosina, histidina e triptofano 

(KLOTZ; KRÖNCKE; SIES, 2003). Em particular, o grupo tiol de resíduos de cisteína são 

altamente sensíveis a oxidação da qual deve criticamente perturbar a homeostase da célula, e a 

tioredoxina é a chave que envolve a regulação proteica da cisteína e seu processo de redução 

(CEJUDO et al., 2014). Então nota-se que os aminoácidos contendo enxofre tem uma maior 

reatividade a ERO (1O2), dando indícios de uma interação entre a técnica e as bactérias, 

interferindo, de alguma forma, no metabolismo da cisteína. Como sabemos, a cisteína é a peça 
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final do metabolismo assimilativo das BRS, sendo que também precisa da redução de uma 

tioredoxina para a sua formação. O que sugere uma possibilidade da ação da ERO no consórcio 

bacteriano reduzindo a população se tornando assim um alvo para a fotoinativação. 

No momento de aplicação da luz visível, o FS dentro da célula reagiria na presença da 

luz, uma ação in situ, na região do citocromo impossibilitando que a célula continue a perpassar 

e manter o gradiente de prótons de hidrogênio e elétrons que são essenciais para a redução da 

fonte de carbono e redução dos compostos sulforosos. Além da destruição desse componente 

celular, as espécies reativas de oxigênio interagem com o grupo tiol dos aminoácidos, por 

exemplo, que são bastante sensíveis a oxidação. Sendo a cisteína o produto final da assimilação 

do sulfato, sua redução possibilitaria morte celular por mecanismos secundários devido a 

ausência desse recurso-chave em seu metabolismo.  
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7.0 CONCLUSÃO 

 

 

 Os resultados deste estudo demonstram que a fotoinativação (FT) é um método eficaz 

para o tratamento do consórcio de BRS em todas as concentrações de fotossensibilizador (FS) 

e intensidades de luz testadas. O uso de luz Laser isoladamente não apresentou efeitos 

antimicrobianos. No entanto, quando as concentrações de DMMB excederam 1,0 µg/mL, foi 

observada uma leve redução na população microbiana. Com a aplicação da fotoinativação em 

todos os grupos experimentais, a atividade antimicrobiana foi evidente, alcançando uma 

redução mínima de 39,39% em comparação ao controle. 

Notavelmente, em grupos com concentrações de DMMB superiores a 1,5 µg/mL, as 

reduções superaram 50%, com reduções de 70,6% e 70,1% observadas após 17,6 minutos 

utilizando 1,5 µg/mL e 2,0 µg/mL de DMMB, respectivamente, em um consórcio composto 

predominantemente por células planctônicas Gram-negativas. Além disso, a interação entre 

concentrações mais altas de FS e intensidades de luz aumentou significativamente o efeito da 

FT no consórcio, embora ambos os fatores também tenham contribuído de forma independente 

para uma maior taxa de atividade antimicrobiana. 

A fotoinativação apresenta vantagens especiais por depender da produção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e radicais livres para alcançar seus efeitos fototóxicos, um 

mecanismo que não induz resistência bacteriana e interage imediatamente com a célula alvo. 

Isso torna a FT uma alternativa promissora para o manejo de populações de BRS, pois não 

somente promove mecanismos de resistência, mas também é uma alternativa ambientalmente 

segura para ecossistemas aquáticos. Além disso, a FT pode ser integrada a outros métodos 

estabelecidos para mitigar os desafios ambientais e econômicos associados à indústria de óleo 

e gás. Além disso, deve-se pensar em como alocar a técnica nos sistemas, pensar em tecnologias 

e maneiras de aplicação que possam garantir o efeito esperado, possibilitando pesquisas e 

investigações futuras fomentando mais o desenvolvimento e aprimoramento da técnica em 

micro e macro escala. 
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