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RESUMO

A industria de petroleo e gas enfrenta, anualmente, perdas significativas de equipamentos e
degradacdo da qualidade dos produtos devido a presenca de bactérias redutoras de sulfato
(BRS), comuns em ambientes marinhos. Para mitigar esses impactos, a aplicacdo de biocidas é
frequentemente empregada; no entanto, tais compostos podem interagir de maneira inesperada
com o meio ambiente, afetar a biodiversidade, exigir aplicagdes continuas — elevando os custos
operacionais — e ainda promover a resisténcia e adaptacdo das BRS por meio de estresse a
presenca dos biocidas. Diante desse cenario, este estudo avaliou a aplicacdo da técnica de
fotoinativacdo (FT) utilizando o sal duplo de cloreto de zinco de 1,9-dimetil-metileno azul
(DMMB) como fotossensibilizador (FS). Foram testadas cinco diferentes concentracfes de
DMMB (0,050; 0,250; 0,500; 0,750; 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL) em combinagéo com luz Laser em
exposicbes variadas (8,0; 10,0 12,0; 14,4 e 21,6J/cm?) em um consércio 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 quantificacdo celular foi
realizada em aliquotas de 100 pL. do consorcio, analisadas em espectrofotometro (A = 600 nm),
sob condicGes de auséncia de oxigénio e luz, a temperatura ambiente. As analises estatisticas
incluiram ANOVA de dois fatores e ANOVA com interacdo, avaliando separadamente e
conjuntamente os efeitos do FS e da luz Laser na eficacia da FT. Os grupos tratados
exclusivamente com DMMB apresentaram reducdo microbiana apenas em concentragoes
superiores a 1,0 pg/mL, enquanto concentracoes inferiores e 0s grupos submetidos apenas ao
Laser ndo demonstraram efeitos significativos — ndo reducdo microbioldgica. A aplicacdo
combinada da FT resultou em atividade antimicrobiana em todos os grupos, com taxas de
inibicdo superiores a 50% (p <0,05) para concentracbes de DMMB acima de 1,5 pg/mL. As
analises de ANOVA indicaram que a eficicia da técnica depende significativamente da
concentracdo de DMMB e da intensidade luminosa, com uma interagdo positiva entre ambos
os fatores. Redugbes microbianas de 70,6% (intervalo: 55,7-70,6%; média: 66,7%) foram
observadas com 1,5 pg/mL de DMMB e 70,1% (intervalo: 65,0—70,1%; média: 68,2%) com
2,0 ug/mL, sob uma intensidade luminosa de 21,6 J/cm2. Os resultados demonstram que a
técnica de fotoinativacdo € uma alternativa promissora ao uso de biocidas na industria de
petroleo e gés, destacando-se por sua facil aplicacdo, baixo potencial de inducdo de resisténcia
bacteriana, seguranca ambiental e compatibilidade com outras estratéegias de controle
populacional de BRS. Tendo um potencial de ndo desenvolver mecanismos de resisténcia
bacteriana, 0 que estimula a formacéo de biofilme e dificulta o seu tratamento.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Biocidas; Laser; Fotoinativacéo; BRS
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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 pg/mL) were tested in combination
with Laser light under varying exposures (8.0, 10.0, 12.0, 14.4, and 21.6 J/cm?) 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 uL aliquots of the consortium analyzed with a spectrophotometer (A = 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 P1 efficacy. Groups treated exclusively with DMMB showed
microbial reduction only at concentrations above 1.0 pg/mL, while lower concentrations and
groups exposed solely to Laser light did not exhibit significant effects, showing no microbial
reduction. The combined application of Pl resulted in antimicrobial activity across all groups,
with inhibition rates exceeding 50% (p <0.05) for DMMB concentrations above 1.5 pg/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 pg/mL of
DMMB, and 70.1% (range: 65.0-70.1%; mean: 68.2%) with 2.0 pg/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.

Keywords: Antimicrobial activity; Biocides; Laser; Photoinactivation; SRB
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1.0 INTRODUCAO

A industria petrolifera tem prejuizos anuais com trocas de equipamentos de composi¢édo
metéalica devido a um processo de corrosdo, bem como a acidificacdo dos pocos. A causa das
falhas dos oleodutos estdo associadas as bactérias redutoras de sulfato (BRS), um grupo
filogeneticamente diverso, anaerébico e que podem serem encontradas em ambientes marinhos
e de estuarios (EDUOK; OHAERI; SZPUNAR, 2019; MONTES, 2015).

Devido ao seu metabolismo adaptado a condi¢cdes extremas de temperatura, pressédo e
acidez, capacidade de oxidar fontes de carbono e sulfato. Neste processo de redugédo do sulfato
a sulfeto de hidrogénio (H.S), ocorre a liberacdo de H™ que acidifica os pogos, corrosao dos
dutos ao interagirem com as superficies metalicas liberando ions metélicos e producdo de
biofilme (KREMER et al., 2020; MONTES, 2015). A dissociacdo destes ions acarretam em
corrosdao microbiologicamente induzida (CMI) que é facilitada pelo sulfato presente em aguas
marinhas e salobras que sao utilizadas nos hidrotestes e em recuperacdo de 6leo (UNSAL et al.,
2019). Sendo estas as condicOes ideias para o crescimento destes microrganismos. Embora a
CMI sé acontece quando se estabelece condicGes especificas que favorecam metabolismo das
BRS, podemos destacar a presenca do sulfato (aceptor de elétrons); uma fonte doadora de
elétrons livres (orgéanica ou inorganica); e agua para gerar condi¢do anoxica (MONTES, 2015).
A sua interacdo com as superficies metélicas estimula a producdo de enzimas, exopolimeros,
acidos organicos e inorganicos, compostos amoniacos, o sulfeto de hidrogénio (H.S) e a
formagdo de biofilme (ALMEIDA; FREIRE; RABELO, 2009). O biofilme € principalmente
composto por células, polimeros extracelulares, tragdes de minerais inorganicos e organicos,
sua formacédo naturalmente confere protecéo as tornando resistentes as condigdes externas que
podem variar e causar obstrucfes e avarias nos dutos (LIU et al., 2017). Existem estratégias
para o controle das BRS e CMI, podendo citar como exemplo: remocdo do sulfato na agua
utilizada nas tubulacGes; aplicacéo de biocidas; exposicao da agua a irradiagdes de micro-ondas
e ultrassom (COSTA, 2012). Enquanto aos biocidas, estes dependem de alguns fatores como
célula-alvo, concentracdo para gerar inibicdo e reducdo de atividade microbiana, entendimento
do meio que serd aplicado como suas condi¢des abidticas e bidticas, manejo, sistemas de

batelada ou em dose Unica. Também sdo conhecidos por possuem a capacidade de gerar
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compostos secundarios que causam danos imprevisiveis ao meio ambiente e sdo
constantemente injetados o que soma gastos a sua aplicacdo (MAGALHAES, 2014).

Deste modo, surge como alternativa o desenvolvimento de novas tecnologias para o
controle das BRS. Em especial, a fotoinativacdo que é uma estratégia biomodal que combina
luz, um fotossensibilizador que é ativado quando exposto a luz dentro de um espectro de
absorcdo e oxigénio que ao interagirem obtém-se um efeito citotoxico in situ gerando espécies
reativas de oxigénio (ERO) e radicais livres (VASSENA et al., 2014). Esse mecanismo induz
danos as membranas lipidicas por meio da alteracdo da permeabilidade, oxidacdo de
macromoléculas como proteinas, lipidios e acidos nucleicos, ou modificacdo das atividades
metabdlicas, resultando, por fim, na morte celular por um desses caminhos (HU et al., 2018;
HAMBLIN; ABRAHAMSE, 2018).

Como descreve Blazquez-Castro (2017), os Lasers (Ligth amplification by stimulated
emission of radiation — amplificacdo da luz por emisséo estimulada por radiacdo) séo a fonte
de luz adequada para a extracéo de radicais livres e geragdo de oxigénio singleto (*O2). Existem
evidéncias que mostram uma correlacdo entre a fotoinativacdo e a formacdo de ERO,
desempenhando um papel importante na mediacdo da oxidacdo de biomoléculas que induzem
a morte celular (GARCIA-DIAZ; HUANG; HAMBLIN, 2016).

Diante do atual cenario em que o uso de biocidas é amplamente empregado no
tratamento e controle de BRS, ainda hd uma caréncia de estudos mais aprofundados ndo apenas
sobre sua eficacia, mas também sobre a imprevisibilidade de suas aplica¢fes, o estimulo a
resisténcia microbiana, 0 aumento dos custos operacionais e 0s impactos na biodiversidade
marinha. Dessa forma, a busca por uma alternativa mais sustentavel, economicamente viavel e
que ndo favoreca o desenvolvimento de resisténcia bacteriana torna-se essencial. A
fotoinativacdo surge como uma abordagem promissora nesse contexto, permitindo a inativacdo
de consorcios de BRS em um ambiente controlado, mas sintréfico, que se assemelha as
condicBes reais encontradas em poc¢os de petréleo e gas. Utilizando de uma técnica que nao
promove a resisténcia bacteriana em varias concentracdes de fotossensibilizador e intensidades

de luz Laser em condigdes de anaerobiose e meio de cultura modificado.



14

2.0 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bactérias redutoras de sulfato (BRS)

Inicialmente as bactérias redutoras de sulfato podiam ser definidas através de sua
morfologia e nutri¢do, reducdo do sulfato e outros componentes oxidados de enxofre, como um
aceptor de elétrons para a dissimilagéo de sulfeto de hidrogénio (GIBSON, 1990). Estudos mais
recentes ja organizam as BRS pertencentes aos dominios Eubactéria e Archaea e que alguns
géneros e espécies podem até sobreviver em ambientes anaerdbicos 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).

Anadlises filogenéticas revisadas por Castro, Williams e Ogram (2000), dividem as BRS
em quatro grupos a partir da analise de sequéncias de RNA ribossémico (rRNA), como:
mesofilas Gram-negativas ndo formadoras de esporos; Gram-positivas formadoras de esporos;
bactérias termofilas e arqueobactérias termdfilas. Vale ressaltar que, os grupos descritos por
Castro, Williams e Ogram descrevem caracteristicas comuns em alguns filos, ndo sendo um
fator para determinar clados. Outras anélises recentes atualizaram os filos, sendo que ainda ha
divergéncias em sua arvore filogenética a depender dos mecanismos de analise, mas que é
suficiente para organizar uma arvore evolutiva. Mais recentemente, de acordo com a analise
feita por Marietou et al. (2018), utilizando como pardmetro a sequéncia de proteinas
transportadoras de sulfato (CysZ), péde 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 redugédo do sulfato
e € justamente esta caracteristica que da nome e ajuda a definir as vias metabdlicas, no entanto,
ha pequenas diferencas nestas rotas a depender justamente do filo. Basicamente s&o conhecidas
duas vias comuns a todos os filos, a via dissimilativa e assimilativa do sulfato, respectivamente.
A primeira se d& pela caracteristica de usar o sulfato como aceptor de elétron para a respiragéo,
liberando no meio sulfeto de hidrogénio; ao passo que na segunda via, o sulfeto é incorporado
dentro do grupo tiol da cisteina que posteriormente € usado pela bactéria (BICK et al., 2000).
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Sendo esta Ultima uma etapa importante para assimilar em seu metabolismo a producgdo de

proteinas que sdo essenciais para o seu funcionamento e composicao celular.

2.2 Metabolismo e vias metabdlicas

De modo geral, as BRS sdo divididas em dois grupos por oxidar fontes de carbono, as
autotroficas e heterotroficas. As autotroficas utilizam o didxido de carbono (CO2) como fonte
de carbono e o hidrogénio molecular (H2) como um doador de elétrons para a reducdo do
sulfato, enquanto as heterotréficas podem usar uma ampla variedade de outros compostos
organicos como doadores de elétrons, podendo ser acidos organicos como acido férmico
(CH20y), acetico (CH3COOH), propidnico (C3HsO2), butirico (C4HsO2), piravico (C3H403),
latico (C3HsO3) entre outros, além de alcoois como metanol (CH3OH), etanol (C.HsO), butanol
(C4HeOH); e dentro das BRS heterotréficas inclui aquelas oxidantes incompletas que oxidam
parcialmente compostos organicos a acetato (CHsCOO), e as oxidantes completas, que oxidam
completamente os compostos organicos a CO2 (ZHOU et al., 2022).

Ao reduzir componentes com enxofre podem acumular de forma constante ion de
sulfeto (H2S) e ions de hidrogénio dentro das células e posteriormente sdo liberados e
promovem a acidificacdo do meio (SHI et al., 2020). Além disso, sob condic¢des anaerdbicas 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
equilibrio da faixa de pH no meio natural para possibilitar o crescimento de alguns grupos, pois
a reducdo do sulfato (SO4%) consome prétons de hidrogénio (H+) da qual aumenta a
alcalinidade do meio (SUAREZ et al., 2020).

Geralmente preferem utilizar compostos carb6nicos simples e de cadeia pequena,
preferencialmente contendo dois carbonos. Priorizando assim, consequentemente, o lactato,
acido propibnico, butirico e acético (SHI et al., 2020). Vale ressaltar que a redugéo do sulfato
pode ocorrer de duas formas e que ira servir de maneira diferente as BRS, sendo responsavel

por duas vias metabdlicas que podem ocorrer a0 mesmo tempo.
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2.2.1 Oxidacdo do hidrogénio molecular no periplasma

Inicialmente, a utilizacdo de H> como um doador de elétrons direto desempenha um
papel central na geracdo de um gradiente quimiosmdtico para a oxidacdo de moléculas
organicas (CAFFREY et al., 2007). A chave do entendimento da utilizacdo do oxigénio
molecular se d& por uma enzima, a hidrogenase, responsavel por catalisar a reacdo 1 (AUBERT
et al., 2000):

Hz <> 2H*+2¢" (1)

Essa oxidacdo do hidrogénio ocorre no periplasma envolvendo as hidrogenases que
catalisam essa reacdo de forma que pode ser revertida (KUSHKEVYCH, 2016). A oxidacao do
hidrogénio molecular junto da transferéncia de elétrons através da membrana citoplasmética
libera dois prétons (PAREY et al., 2013). O hidrogénio desempenha um papel circular
importante no equilibrio do gradiente de concentracdo. Segundo Odom e Peck (1981), o
mecanismo do ciclo do hidrogénio consiste em: os protons de hidrogénio e elétrons produzidos
pela oxidacdo do lactato e piruvato reagem com a hidrogenase citoplasmatica para formar mais
prétons de hidrogénio que irdo se difundir entre a membrana, onde é reoxidado pela hidrogenase
periplasmatica para formar um gradiente de protons. As hidrogenases desempenham um papel
ativo nessa captacdo de protons e ha um grupo destas enzimas que sdo caracteristicos 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 reforca a particularidade desses organismos
necessitarem de metais para realizar os seus ciclos de oxidacdo e reducdo, ja que os ions de
metais vao compor o centro destas enzimas para captar prétons e elétrons.

O aceptor de elétrons das hidrogenases localizadas no periplasma é o tetraheme tipo I,
o tetraheme citocromo Csz (Tpl-Cs), sendo responsavel em transferir os elétrons para os demais
citocromos multiheme associados com os complexos redox ligados a membrana (MATIAS et
al., 2005). O Tpl-Cz estd também relacionado a um complexo ligado a membrana celular
envolvendo outras enzimas e carreadores. Esse complexo redox é altamente modular e nele
também esta envolvido a reducdo de quinonas (Qrc e Nhc) e transportadores de membrana de
elétrons (Tmc e Hmc) (GREIN et al., 2013). Nas BRS hé outros carreadores de hidrogénio e de
elétrons que compdem a membrana periplasmatica como, ferrodoxinas, flavodoxinas,

menaquinonas e rubredoxinas (POSTGATE, 1984). Ha também a formacg&o de moléculas de
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adenosina trifosfato (ATP), onde os prétons de hidrogénio séo utilizados para a formacéo de
ATP e os elétrons vao sendo carreados através do complexo até chegarem no citocromo C onde
sdo reduzidos. Assim causa uma reducéo endogena ou exdgena do aceptor de elétrons em uma
reacao de producdo de energia (GIBSON, 1990). O que da uma vantagem metabolica nas mais

diversas condi¢Ges ambientais.

2.2.2 Oxidacdo das fontes de carbono

H& uma série de enzimas que séo responsaveis pela reducdo das fontes de carbono e
participam ativamente do processo metabolico. As principais enzimas envolvidas sdo a citrato
sintase, aconitase, isocitrato desidrogenase dependente de NADP, 2-oxoglutarato ferredoxina
oxidoredutase, succinato desidrogenase ligada & membrana celular, que se acopla a uma
menadiona, fumarase e malato desisdrogenase também ligada a membrana que se acopla a uma
quinona (GIBSON, 1990). Enquanto que as atividades de hidrogenase acontecem
principalmente no periplasma, a reducéo do sulfato e oxidagdo da fonte de carbono acontecem
dentro do citoplasma celular possibilitando a passagem dos elétrons através da membrana
citoplasmatica 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 anion (2CH3CHOHCOQ"), é fermentado passando por uma série de enzimas
resultando na producdo de piruvato e consequente reduzido a acetato, diéxido de carbono
(COy), protons de hidrogénio e elétrons livres no citoplasma como descrito na reagdo 2
(GIBSON, 1990; HEIDELBERG, 2004). A seguinte reacdo esta expressa abaixo (GU et al.,
2019):

2CH3CHOHCOO + 2H20 —2CH3COO™ + 2C0O2 + 8H* + 8e™(2)

2.2.3 Reducéo do sulfato

Os compostos sulforosos desempenham um papel crucial no metabolismo e ciclo desses
microrganismos. Sua redugdo pode levar a diversas formas de intermediarios e isso inclui
metabissulfito (S20s%), ditionito (S204%), tritrionato (S306>) e tiossulfato (S203*) (GIBSON,
1990). Ha controvérsias entre muitos autores sobre quais seriam estes intermediarios, porém,

esses sdo 0s mais comuns dada a diversidade de clados.
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A reducdo do sulfato estd representada no esquema a seguir na reacdo 3 (EDUOK;
OHAERI; SZPUNAR, 2019):

S04% + 9H* + 8¢ — HS™ + 4H,0 (3)

A reducio do sulfato (SO4%), sulfito (SOs), tiossulfato (S203>) e tetrationato (S406> ") €
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 conversdo de enxofre elemental (S°), bem como a reducéo e
oxidacdo destes compostos inorganicos de enxofre, sdo utilizados por estas bactérias em
processos de conversdo de energia (PAREY et al., 2013). Antes do sulfato ser reduzido €
transportado para dentro da célula e ativado por uma reacdo catalizadora pela enzima ATP-
sulfurilase, da qual transfere sulfato para a adenina monofosfato do ATP para formar a
adenosina 5’- fosfosulfato (APS) e pirofosfato inorganico (PPi), respectivamente, e esse
transporte ativo é na forma de simporte eletrogénico do préprio sulfato junto de dois prétons
(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 reacdo de reducdo € essencial, pois é por ela que se forma o primeiro intermediario

como referido na reagdo 4. Como descrito por Thauer, Jungermann e Decker (1977):
SO4* + 2H" + ATP = APS + PPi (4)

Logo apos a formacdo do primeiro intermediario, pela reducdo do sulfato, as BRS
podem seguir por dois caminhos para completar a reducdo desse composto. Essas vias
metabdlicas sdo 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 prétons serdo utilizados pelas
redutases em cada etapa da reducéo das espécies de sulfato, sendo dois deles direcionados para
a reacdo da APS redutase (CysH) e seis para a sulfito redutase dissimilatoria (dSIR).
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Inicialmente, ha a reducdo do sulfato que entrou na célula bacteriana para a formacao
de adenosina 5’- fosfosulfato (APS) como descrito anteriormente. Sua formacao é endergénica
e isso provavelmente se da pela hidrolise, impulsionando a reacédo, subsequente do pirosfosfato,
fazendo a reducdo da APS ser energeticamente favoravel, podemos observar essa reducdo na
reacdo 5 (THAUER; JUNGERMANN; DECKER, 1977):

PPi + H0 — 2 Pi (5)

A APS € o primeiro aceptor de elétron para a cadeia de respiracdo, é reduzido por APS
redutase para sulfito (SO3%) e adenosina monofosfato (AMP), utilizando de dois elétrons para
essa converséo, do qual o sulfito vai ser posteriormente reduzido pela dSIR, reacdo 6 (MATIAS
etal., 2005; WOJICIK-AUGUSTYN; JOHANSSON; BOROWSKI, 2021). A reacéo é descrita
a seguir (THAUER; JUNGERMANN; DECKER, 1977):

APS + 2¢" — HSOs + AMP + H* (6)

Com a reducdo do sulfito isso pode permitir a formacdo de mais intermediarios como a
formacédo de tritionato e tiossulfeto que sdo produtos de um de dois mecanismos que envolvem
a catalise de dSIR (PAREY et al, 2013). Esses dois mecanismos de reducdo sdo
respectivamente: I- a reducdo direta do sulfito para o sulfeto de hidrogénio por uma Unica
enzima, a dSIR sem a formacdo de nenhum intermediario, uma reacdo monoenzimatica, reacao
7; 11- a reducdo do sulfito a sulfeto é realizada por meio de trés enzimas, sulfito redutase
dissimilativa, tritionato redutase e tiossulfeto redutase, esse mecanismo esta descrito na reacédo
8 (THAUER; JUNGERMANN; DECKER, 1977). Sendo o tritionato e o tiossulfeto
intermediérios livres. A primeira reacdo é conhecida como reducdo direta do sulfito, enquanto
a segunda como via do tritionato e ambas utilizam de seis elétrons para a reducdo dos
intermediarios. O segundo mecanismo s6 € possivel porque o cofator dSIR pode ser
normalmente reduzida por dois elétrons por vez, sendo uma reagdo sequencial até um
determinado ponto (CRANE; GETZOFF, 1996).

A dSIR catalisa a reacdo do sulfito para sulfeto de hidrogénio junto de um complexo de
multiprotons e processos de transferéncia de multielétrons, reacdo 7 (PAREY et al., 2013). A
reacdo de reducdo do sulfito a sulfeto requer a entrega de elétrons e prétons para o substrato,
como mostra a reacdo abaixo (CRANE; GETZOFF, 1996; THAUER; JUNGERMANN;
DECKER, 1977):

HSO3 + 6H* + 6e- — + HS™ + 3H20 (7)
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A segunda descrita como via do tritionato estd descrita abaixo, reacdo 8 (THAUER;
JUNGERMANN; DECKER, 1977):

3HSO;3 + 2e + 3H" — S306% + 3H20 (8)
S306% + 26"+ 2H*— S,03% + HSO3™ + H*
S,03% + 2e + 2H*— " HS + HSO3

Na via do tritionato a primeira reacdo é feita por uma sulfito redutase dissimilativa
convertendo o sulfito em tritionato, a segunda é a acdo da tritionato redutase formando o
tiossulfato, e por Gltimo, é a tiossulfato redutase que converte o tiossulfato para sulfeto. Essa
reacdo catalisada pela tiossulfato redutase levanta uma hipétese de que, provavelmente, a
producdo do sulfeto se da pelo grupo sulfonil da por¢éo do tiossulfato liberando, por fim, sulfeto
(BRADLEY; LEAVITT; JOHNSTON, 2011).

2.2.5 Via assimilativa do sulfato - PAPS

Nesta via ha a formacdo de um intermediario importante que garante a assimilacdo do
grupo sulfurilado em outras moléculas. Esse intermediario é a 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato
(PAPS) que vai guiar essa assimilacdo para biossintese de proteina.

Inicialmente a APS é fosforilada pela enzima APS quinase (CysC), formando a PAPS
como produto da reacdo (KUSHKEVYCH et al., 2020). A fosforilacdo pela APS quinase é
descrita a seguir, reacdo 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 assimilatoria (aSIR) que é também um multimérico dependente de NADPH (CyslJ),
ou uma enzima dependente de ferredoxina monomérica (GREIN et al., 2013). Evidéncias
genéticas e enzimolodgicas sdo consistentes com a hipotese de que a Trx dependente de oxidacao
desempenha um papel na assimilacéo do sulfato (BICK et al., 2000).

Na reducéo assimilatoria do sulfato por enterobactérias a tioredoxina é usada como um
doador de hidrogénio na redugdo da PAPS para sulfito, reacdo 10 (SCHWENN; SCHRIEK,
1984):
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PAPS + Tio(SH), — Tio(S2) + SOs* + H* + PAP (10)

Seguindo essa reacdo, a PAPS que depende de uma tioredoxina redutase tem como
produto o sulfito e 3’-fosfoadenosina-5’-fosfato (PAP), reacdo 10 (WILLIAMS et al., 2002). A
tioredoxina redutase (TrxR) € capaz de reduzir a forma oxidada de tioredoxina com um NADPH
como fonte de reducdo equivalente. A acdo da TrxR estd expressa na reacdo 11 (PILLAY;
HOFMEYR; ROHWER, 2011):

NADPH + H+ + TrX0xd — NADP + TI'Xred (ll)

Desse modo, a tioredoxina é adequada para a reducdo do PAPS redutase que é
importante na assimilacdo do sulfato (TOLEDANO et al., 2007). De forma geral, as atividades
de oxiredutases de tioredoxina desempenha dois papeis dentro do metabolismo que séo bastante
conhecidos; | — como um carreador de elétron necessario para a catalise de biossintese de
enzimas, como por exemplo, as redutases de ribonucleotideos, redutases de sulféxido de
metionina e sulfato redutases; Il — ou com o papel de protecdo para proteinas citosolicas de
agregacdo ou inativacdo, que sdo formadas por via oxidativa de dissulfeto intra ou
extramolecular (ARNER; HOLMGREN, 2000). O sulfito que foi o produto de reducdo da
PAPS agora é reduzido por uma aSIR para sulfeto e quando essa etapa é completa, segue-se
para a biossintese de proteinas.

A sintese de L-cisteina a partir de sulfato inorganico é o mecanismo dominante para a
incorporacdo de enxofre em componentes organicos (KUSHKEVYCH et al., 2020). Em
bactérias a sintese de cisteina é realizada pela via assimilativa do sulfato da qual reduz o sulfeto
usando anteriormente a ativacdo de serina que sofre uma substitui¢do de B-hidroxila com um
grupo tiol (HICKS; MULLHOLLAND, 2018; RABEH; COOK, 2004). A biossintese da
cisteina acontece em dois passos junto da formacdo de um intermediario.

O primeiro passo consiste na acetilacdo da serina na presenca de acetilcoenzima-A
(acetil-CoA): | - essa reacdo é catalisada por uma serina acetiltransferase (SAT) formando a O-
acetilserina (OAS) (RABEH; COOK, 2004). Sendo o OAS o primeiro e Unico intermediario
dessa reacdo que serd mais uma vez catalisado indo para o segundo passo: Il- o sulfeto é
incorporado na OAS por uma O-acetilserina sulfutransferase (OASS), essa enzima €
dependente de uma pirodoxial 5’-fosfato (PLP) que e responsavel por catalisar a substituicdo
do grupo B-acetato pelo sulfeto, combinando ambos para a formagéo de cisteina (LILLIG et al.,
1999; CAMPANINI et al., 2015; HICKS et al., 2022). Com a formac&o de cisteina tem-se em
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conjunto a liberagdo de acetato, justamente pela substituicdo do grupo acetato pelo sulfeto do
Acetil-CoA, que se fixou agora na cisteina.

Todas as etapas, mecanismos e vias descritas acima estdo ilustradas abaixo na figura 1
que representa uma visualizacdo geral do metabolismo do grupo das BRS e suas vias

metabdlicas:



Figura 1 — Esquema do metabolismo comum do grupo das BRS
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Mecanismo do ciclo de
hidrogénio proposto por ODOM;
PECK, (1981), ativacdo do
sulfato, via APS (Via do tritionato
e direta), via PAPS, renovacdo da
tioredoxina e formacdo da
cisteina. Legenda: LDH: lactato
desidrogenase; PTE: proteinas
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
dissimilatoria; 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  assimilatéria; PLP:

pirodoxial 5’-fosfato; OASS: O-
acetilserina sulfridrilase; OAS: O-
acetilserina; SAT: serina acetil-
transferase; Ser: serina; Cys:
cisteina.



24

2.3 Biocidas

Na industria de petrdleo e gas existem varios métodos quimicos e fisicos para controlar
microrganismos que desempenham papel antagonico na extragdo desse recurso. Sendo um dos
seus principais foco a inibicdo e formacdo de biofilmes que ¢é beneficiada pelas condi¢des dos
pocos, dutos e ambiente. Uma estratégia convencional anti-incrustagcdo tem sido utilizar doses
de biocidas de forma continua na agua que podem agir de maneira diferente e inesperada,
porém, ainda ha uma falta de compreensdo do modo de acdo de varios destes, especialmente,
quando usados em concentragfes inibitorias ou muito baixas, e até mesmo em doses subletais,
nas quais uma atividade bacteriostatica e bactericida é almejada (NGUYEN; RODDICK; FAN,
2012; ORTEGA et al., 2013).

Além disso, sdo também dependentes da geologia e biogeoquimica do respectivo
ambiente tendo que ser compativel, além do custo de eficiéncia, célula-alvo e objetivo da
aplicacdo (KAHRILAS et al., 2015). Ja ha relatos da efetividade de biocidas contra as células
planctonicas, enquanto as células sésseis, protegidas pelos polissacarideos, estdo afastadas
desse efeito, sendo o biofilme um impedimento para a desinfeccao dessas bactérias que acabam
se tornando naturalmente resistentes, e consequentemente, se utiliza de mais aplicagdes de
forma constante para dissolver os polissacarideos e evitar a formacao de novos incrustamentos
(JIAetal., 2019; LAVANIA etal., 2011; ORTEGA et al., 2013).

Como as perdas econdmicas na recuperacao desses equipamentos representam um
problema significativo para a indUstria, alternativas como o uso de biocidas para controlar BRS
tém sido investigadas. No entanto, além de sua eficiéncia reduzida, os biocidas podem deixar
residuos nocivos no meio ambiente devido a sua baixa solubilidade em agua. Exemplos incluem
oxazolidina e tiocarbamatos, que acumulam elementos ambientais nitrosos e sulfurosos
(RASHEED et al., 2020; BAUTISTA et al., 2016). Além disso, para alcancar resultados
satisfatorios, doses recorrentes sdo administradas a cada injecdo de dgua nos pocos, 0 que
aumenta os custos. Ademais, doses repetidas de biocidas promovem resisténcia, levando a uma
escalada gradual da dosagem a cada injecdo de agua para recuperacao de petrdleo (XU; GU,
2015). Existem outros desafios associados ao uso de biocidas, como regulamentagdes de saide
e seguranca em alguns paises que restringem o uso de determinados biocidas, como 0s
compostos de aménio quaternario (CAQs) (BENNET; HOFFMANN, 2018).

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

animais aquaticos, além de problemas toxicologicos e o aumento do preco do tratamento
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(NGUYEN; RODDICK; FAN, 2012). Os biocidas mais utilizados sdo os ndo oxidantes e
oxidantes, sendo adicionados em excesso para obter um efeito almejado, e isso resulta em uma
ndo absorcdo total onde outra parte permanece no sistema (YANG et al., 2023). Podem interagir
com demais moléculas dispersas na adgua formando novos compostos, bioacumulando ou
sedimentando, se tornando imprevisiveis no meio natural.

No que se refere aos oxidantes, estes séo bastantes reativos, enquanto os ndo-oxidantes
sdo mais seletivos e menos reativos (JONES; JOSHI, 2021). Como afirma Jenneman e De
Le’on (2022), os biocidas ndo-oxidantes mais utilizados pela industria petrolifera incluem os
aldeidos como o glutaraldeido (GA), compostos de amdnia quaternéario (CAQ), cloreto de
benzalcdnio, cocodiaminas e sulfato de tetraquis (hidroximetil) fosfénio (THPS); os oxidantes
sdo o hipoclorito e dioxido de cloro. Em especial os oxidantes, sdo usados em tratamento de
agua pois sdo mais corrosivos com interagir com o metal e ndo sdo compativeis com alguns
produtos de hidrocarbonetos, o que faz com que sejam menos utilizados em relacdo aos nao-
oxidantes que também agem como inibidores metabolicos ou agentes tensoativos
(BEJARANO; HUGHES; SAUNDERS, 2022).

Em relacdo aos seus mecanismos de a¢do, eles podem interferir na replicacdo genética,
sintese de proteinas, alterar a estrutura e funcéo da parede celular, aumentar a permeabilidade
que leva ao rompimento da membrana e inibi¢do das vias metabdlicas intermediarias (LIWA,;
JAKA, 2015)..0 conhecimento dos seus mecanismos de acdo é essencial para poder estabelecer
estratégias de desinfeccdo para reforcar a inatividade microbiana, evitando potenciais
mecanismos de tolerancia e efeitos toxicoldgicos (BARROS; MELO; PEREIRA, 2022).

2.4 Fotoinativacgéo

A técnica de fotoinativacdo é baseada na utilizacdo de um fotossensibilizador (FS) que
vai ser absorvido pela célula-alvo e que sera ativado por doses de luz visivel em uma
determinada faixa de comprimento de onda (A) (GARAPATI et al., 2023). Esse mecanismo
leva 0 FS a um estado excitado conhecido como estado eletrdnico singleto (HAMBLIN;
ABRAHAMSE, 2018). Neste estado o FS se encontra instavel e perde seu excesso de energia
seja na forma de emissdo de luz (fluorescéncia) ou producdo 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 oxigénio molecular (Oz), que é Gnico por ser um tripleto em seu estado
fundamental, se forma espécies reativas de oxigénio (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 acdo (GARAPATI et al., 2023,
DYSART; PATTERSON, 2005).

Sua formagdo acontece de duas maneiras, a primeira: tipo |, se da pela transferéncia de
elétrons para substratos bioldgicos, resultando na formacéo de radicais que reagem com o0
oxigénio, como o peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e anion superéxido (VASSENA et
al., 2014). Enquanto que na segunda reacao, tipo Il, envolve a transferéncia de energia (f6tons)
para produzir oxigénio singleto (*O2) (HAMBLIN, 2016). Podemos ver esses mecanismos

ilustrado na figura 2:

Figura 2 — Mecanismo de fotoinativacéo do tipo | e tipo Il
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Produc&o de producdo de radicais dxidos e espécies reativas de oxigénio. Legenda: FS: estado fundamental; 'FS:
estado singleto; 3FS: estado tripleto; F: fluorescéncia; C: calor; P: fosforescéncia; CIS: cruzamento intersistemas.
Fonte: SOUKOS e GOODSON, 2011 (adaptado).

A producdo de espécies reativas de oxigénio e de radicais 6xidos induzem a danos as
membranas lipidicas atuando na alteracdo da permeabilidade, leva a oxidacdo de proteinas,
lipideos e acidos nucleicos ou altera atividades metabdlicas, resultando na morte celular (HU
etal., 2018; HAMBLIN; ABRAHAMSE, 2018; BROEKGAARDEN et al., 2015).

No entanto, a fonte de luz é essencial para garantir a interagcdo com o FS escolhido para
desencadear as cascatas de reacOes para a formacdo das ERO. Entre os FS mais utilizados os
pertencentes a familia dos fenotiazinicos como o azul de metileno e o azul de toluidina sé&o

priorizados. Contudo, o azul de metileno vem sendo visto como um padrdo de
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fotossensibilizador bioativo, dando um rendimento ideal de oxigénio singleto, absorvendo luz
no comprimento de onda de 600-900 nm, sendo ideal para aplicagfes antimicrobianas
(TARDIVO et al., 2005; WAINWRIGHT, 2005).

Em relacdo a fonte de luz uma das mais utilizadas dentro do espectro visivel sdo os
Lasers (Ligth amplification by stimulated emission of radiation — amplificagédo da luz por
emissdo estimulada por radiacdo), que jé séo reconhecidos por produzirem efeitos fotoquimicos
e fotoelétricos, estes de baixa poténcia, a despeito do efeito térmico produzido por Lasers de
alta poténcia que produzem calor (BRUGNERA JR.; PINHEIRO, 1998). A preferéncia de uso
é devida por possuir caracteristicas de uma energia radiante que apresenta comprimento de onda
especifico, coerente, colimado, monocromatico e polarizado (PINHEIRO; BRUGNERA,;
ZANIN, 2010). Dando destaque ao de baixa poténcia que ndo induz a producéo de calor o que
Ihe atribui qualidades terapéuticas, 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 fotoinativacéo sob o consorcio de bactérias redutoras de sulfato
com o fotossensibilizador azul 1,9-dimetilmetileno (DMMB) em amostra de 4gua produzida de
campos de petréleo aplicando luz Laser.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o potencial inibitério do fotossensibilizador azul 1,9-dimetilmetileno (DMMB)
nas concentragdes de 0,050; 0,250; 0,500; 0,750; 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL;

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

21,6J/cm? junto das concentracdes de DMMB.
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4.0 METODOLOGIA

4.1 Amostras de dgua produzida

O consoarcio bacteriano utilizado neste estudo faz parte da microbiota presente em agua
produzida coletada no campo de extracdo de petroleo na bacia do recéncavo baiano, que foi
previamente identificada por Rosério (2014) e cedidos pelo LABEM- Laboratorio de biologia

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

4.2 Consorcio bacteriano e condi¢6es de crescimento

Os espécimes criopreservados em ultrafreezer (Thermo Electron Corporation,
Bartlesville, OK 74003, EUA), foram deixados em temperatura ambiente dentro da cdmara de
anaerobiose (Bactron VI, Shellab, Sheldon Manufacturing Inc., USA) composta por 80% de
nitrogénio (N), 10% de dioxido de carbono (CO2) e 10% de hidrogénio (H) para o
descongelamento. Apds o descongelamento os espécimes foram inoculados em frascos do tipo
penicilina de 10mL devidamente lacrados. O enriquecimento do consorcio utilizou-se 0 meio
Postgate C proposto por Postgate (1984), que simula as condicOes de anaerobiose. Na
preparacdo do meio as substancias foram solubilizadas em &gua destilada, onde as
concentracdes estdo em porcentagem para uma escala de 1,000mL de &gua destilada, o pH
ajustado entre 7,5 a 8,0 com acido cloridrico (HCI) ou hidroxido de sédio (NaOH), em seguida
homogeneizado com agitador esterilizado a 121 °C por 3 minutos e logo apds autoclavado a
120°C durante 20 minutos.

Ap0s a inoculagdo das culturas, os tubos foram para a estufa bacteriologica (TE-391/1®
TECNAL, Brasil) por 12 horas a 37°C. ApGs o periodo de 12 horas foi realizado o repique
(10% do indculo) 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.



4.3 Curva de crescimento

O meio Postgate C em sua composi¢do original possui o sulfato ferroso heptahidratado
(FeS04.7H20), 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 presenca do sulfato ferroso, descrito na tabela 1. O crescimento
celular foi realizado no periodo de 48h em triplicata e em sistema de batelada, com leituras
realizadas a cada 3h no espectrofotometro (SpectraMax® 190, Molecular Device, California,

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

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

Tabela 1 — Componentes para a producdo do meio Postgate C modificado em suas respectivas

quantidades e concentracdo em 1,000mL

Componentes Quant. (gemL) Concentracdo (%)

Cloreto de Sadio (NaCl) 15g 1,5%
Fosfato de potassio (KH2PO4) 0,59 0,05%
Cloreto de aménio (NH4CI) 1,09 0,1%
Sulfato de sddio (Na2S0a4) 1,09 0,1%
Cloreto de célcio (CaCly) 1,09 0,1%
Cloreto de Magnésio hexahidratado 1,839 0,183%
(MgCl,.6H.0)

Extrato de levedura 1,09 0,1%
Acido ascorbico 0,1g 0,01%
Citrato de sodio 6,35¢ 0,638%
Lactato de sodio 1,75mL 0,175%
Resazurina 0,025% (p/v) 4mL 0,4%
Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H>0)* 0,59 0,05%
Tioglicolato de sodio 0,129g 0,013%

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

4.4 Procedimento Experimental

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

camara anaerébica (Bactron VI®, Shellab, Sheldon Manufacturing Inc., EUA), sem exposicao
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a luz ambiente, a temperatura ambiente (23°C) e sem umidade. A atmosfera da camara era
composta por 80% de nitrogénio (N), 10% de diéxido de carbono (CO2) e 10% de hidrogénio
(H). Em cada etapa do experimento, aliquotas de 100uL da suspensdo foram adicionadas aos
pocos de placas de 96 pocos (Falcon®, BD Lab., Franklin Lakes, NJ, EUA). Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata e analisados em um espectrofotdmetro
(SpectraMax 190®, Molecular Device, California, EUA) a A600 nm como padréo de densidade
optica (DO) em BRS para determinar a quantidade celular em correlacdo com a absorbancia
(XIAQJIA, 2020).

4.5 Avaliacéo 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 p6 de 80% com absorbancia
de A maxima de 649 nm, possuindo uma massa molar de 347,905 g/mol. A massa do DMMB
foi determinada em uma balanca analitica, em seguida diluida em &gua destilada e filtrado com
0 auxilio de uma seringa e de um filtro com membrana de 0.22um (Kasvi, Para - Brasil). Para
avaliar a inibicdo microbiana a cultura foi exposta a concentra¢fes de 0,050; 0,250; 0,500;
0,750; 1,0; 1,5e 2,0 pug/mL.

4.6 Avaliacéo do efeito de exposicdo ao Laser

A fonte de luz utilizada foi um Laser (TF Premier Plus®, MMO Optics, Sao Paulo-
Brasil, A660 nm, feixe de 3 mm?, 100 mW). A aplicacdo foi realizada por varredura, utilizando
a equacdo 1 para determinar a exposicdo (BAGNATO, 2008):

P (W)XT ()
T A(cm?)

ed (J/cm?) Eq.1,
onde ed é a exposicao; P é a poténcia; T o tempo de irradiacdo; e A € a area irradiada.

A irradiacdo foi realizada em um angulo de 90° em ambiente anaerdbico, sem luz
ambiente, a temperatura ambiente (23°C), e livre de umidade na camara anaerobica. A
temperatura e a umidade foram controladas e monitoradas durante os experimentos. A

intensidade descrita apés a realizacdo da equacdo 1 esta descrita na tabela 2.



Tabela 2 — Pardmetros de irradiacdo para luz Laser
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Exposicéo Tempo/minutos
8,0 J/cm? 6,5
10,0 J/cm? 8,1
12,0 J/cm? 9,8
14,4 J/cm? 11,7
21,6 J/cm? 17,6

4.7 Procedimentos de fotoinativacgéo

Para a realizacéo da fotoinativagéo adicionou-se 0 DMMB nas concentragdes 1,0; 1,5 e

2,0 pg/mL, respectivamente. As demais concentracdes descritas anteriormente ndo foram

utilizadas, justificativa realizada nos resultados. Houve um tempo de pré-incubacdo 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.

Aliquotas de 100uL da suspensdo foram adicionadas em cada pogo nas placas de 96

pocos (Falcon®, BD Lab., Franklin Lakes, NJ, EUA) e analisadas no espectrofotdbmetro em
triplicata (SpectraMax® 190, Molecular Device, California, EUA) em A 600 nm.

Tabela 3 — Grupos de BRS testados

Grupos Concentragdes/Densidade

Controle

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

Grupo DMMB 0,050; 0,250; 0,500; 0,750; 1,0; 1,5 e 2,0 ug/mL
Grupo fotoinativacéo (FT) 8,0 JJem?com 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL de DMMB

10,0 JJem?com 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL de DMMB
12,0 JJem?com 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL de DMMB
14,4 Jlem?com 1,0; 1,5 € 2,0 ug/mL de DMMB
21,6 Jlcm?com 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL de DMMB
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4.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos por meio da densidade Optica (DOsoo) foram convertidos em
celulas/mL utilizando a escala de McFarland (1907). A equacdo desenvolvida por Edington e
colaboradores (1971) foi utilizada para calcular o percentual de inibicdo alcancado no
experimento. As analises multivariadas foram realizadas utilizando duas andlises dos grupos
por ANOVA (Analysis of Variance — Andlise de Variancia), ANOVA de dois fatores sem
repeticdo e ANOVA de dois fatores com interacdo, comparacfes multiplas pelo teste de Tukey,
todas conduzidas no software GraphPad Prism® (San Diego-CA, EUA). Para todas as analises,

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

5.1 Curva de crescimento do consércio

A curva de crescimento descreve a densidade das populac6es de células em cultura de
cultivo ao longo do tempo e foram obtidas medindo a densidade Optica (DO) do consoércio
bacteriano.

Foi observado que nédo existe um crescimento exponencial homogéneo, pois a cada
ponto de leitura ocorre uma flutuacdo nos resultados. No experimento, observa-se na figura 3
gue a taxa de crescimento se inicia apds 21h de incubacéo, chegando ao equilibrio de 30h a 33h

e logo apo6s tem um decrescimento abrupto do nimero de células presentes no consorcio.

Figura 3 - Curva de crescimento do consoércio em sistema de batelada
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A queda de células permaneceu por mais 12h em equilibrio gradual. Essa queda
moderada por uma parcela de tempo se deve a disputa por recurso pela pouca disponibilidade

de nutrientes disponiveis no meio do consorcio.
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5.2 Avaliacgéo da interagdo do DMMB

Os resultados obtidos indicaram que o uso do DMMB néo apresenta reducdo microbiana
significativa quando comparado com o grupo controle nas concentrages menores que 1,0
pHg/mL como descritos na figura 4, mostraram ndo sendo capazes de sozinhas causarem
inativacdo celular. Entretanto, as concentracdes de 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL apresentaram uma
reducdo microbiana de 2,8; 3,7 e 9,7%, respectivamente. Por esta razdo, as Ultimas trés
concentragfes que mostraram estatisticamente algum nivel de reducdo microbiana foram

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

Figura 4 - Avaliacdo das concentracdes de DMMB para investigar a capacidade de inibicdo bacteriana no
consércio
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Legenda: ns: ndo significante.

5.3 Avaliacgéo das diferentes exposi¢Ges ao Laser

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

ndo houve inativagdo microbioldgica significante quando comparadas ao grupo controle como
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descrito na figura 5. Os resultados mostraram que sozinha a luz ndo pode reduzir a populagéo
de bactérias no consorcio, reforcando a necessidade da molécula de FS.

Figura 5 - Avaliagdo das densidades de energia Laser no consorcio
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Legenda: ns: ndo significante.

5.4 Efeito da fotoinativacdo no consércio

A avaliacdo dos grupos de fotoinativacdo (FT) foram descritas em porcentagem na
figura 6, com a utilizacdo de 1,0 pg/mL de DMMB verificou-se uma redu¢do microbiana entre
39,4 a 48,1% (com uma média de 43,5%) quando comparados ao controle. JA& com a
concentracédo de 1,5 pg/mL de DMMB a reducdo microbiana variou de 55,7 a 70,6% (média de
66,7%). Enquanto que ao utilizar 2,0 ug/mL de DMMB, a inativa¢édo microbiana variou de 65,9
a 70,1% (com meédia de 68,2%) em relacdo ao grupo controle.

Ao fazer um comparativo com os demais grupos de fotoinativacao (FT) (figura 6) em
porcentagem de reducgéo, observa-se uma significante inativagdo microbiana para todas as TF

observadas.



Figura 6 — Reducdo em porcentagem do consércio de BRS
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A anélise do efeito do TF nos grupos testados mostrou que concentragdes inferiores a
1,0 pg/mL de FS ndo foram tdo eficazes quando comparadas ao grupo controle e aos grupos
com concentraces superiores a 1,0 pg/mL. Os valores considerados para a analise
correspondem a p<0,05(****) presentes em todos 0s grupos comparados ao controle. Enquanto
que na concentracdo de 1,0 pg/mL de FS os valores variaram em comparagdo com 0S outros
dois grupos, nas concentragdes de 1,5 pg/mL e 2,0 pg/mL de FS houve pouca variagdo como
descritos na figura 7. Assim, podemos destacar que a melhor concentragdo ¢ > 1,5 pg/mL em

todas as densidades de luz utilizadas nestes testes, promovendo uma reducdo de mais de 50%
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Figura 7 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana da FT

6x108 L 1 1 1 1 1 1 ki 1 1
I 1

4x108

2x108

Concentracao de células/mL

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

A concentracdo de 1,0 pg/mL de DMMB difere significativamente das concentragoes
de 1,5 pg/mL e 2,0 pg/mL (p<0,05) usadas na FT. No entanto, nenhuma diferenca significativa
foi encontrada entre as concentracdes de 1,5 pg/mL e 2,0 pg/mL, pois ambos 0s grupos

exibiram efeitos antimicrobianos semelhantes.

5.5 ANOVA

Para analisar a variavel resposta de ambos os fatores, FS e intensidade de luz, de forma
independente na redugdo microbiana do consorcio, foi utilizada uma ANOVA de dois fatores

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

Fonte de Variacéo GL SQ QM F p-Valor F Critico
Luz Laser

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

Acdo da luz Laser em todas as suas intensidades e do fotossensibilizador (FS) DMMB em todas as
concentracdes avaliados de forma independente no consorcio.

A referida tabela 4 apresenta a variagdo entre a luz Laser e as concentragdes de FS em
relacdo a reducdo microbiana, com os valores de F e p-valor indicando a significancia dos
efeitos, atingindo um valor menor que 0,05, 0 que € estatisticamente significante refletindo em
um resultado onde quanto maior a intensidade e concentragdo maior o efeito. Onde cada fator
foi avaliado de forma isolada independe do outro.

Para avaliar se ha uma interacdo entre o aumento de ambas as variaveis na reducédo
antimicrobiana utilizando a FT, foi realizada uma ANOVA de dois fatores com interacao

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

Tabela 5 - ANOVA de dois fatores com interacao

Fonte de Variacéo GL SQ QM F p-Valor F Critico
Intensidade (1) 4,24E+17 4 1,06E+17  4,03E+29 2,67E-260 2,93
Concentracdo (C) 7,11E+16 2 3,55E+16  1,35E+29 2,55E-254 3,55
Interacdes (I1*C) 2,12E+18 8 2,66E+17  1,01E+30 2,95E-265 2,51
Residual 4,73E-12 18 2,63E-13
Total 2,615E+18 32

Acdo da luz Laser em todas as suas intensidades e do fotossensibilizador (FS) DMMB em todas as
concentracdes avaliados em conjunto em funcdo da reducdo de células em detrimento de seu aumento
de concentracdes e intensidade, respectivamente para avaliar justamente a capacidade da reducéo de
ambos os fatores.

Essa tabela apresenta os resultados da ANOVA de dois fatores com interacéo,
evidenciando a significancia da interacdo entre a intensidade da luz (I) e as concentragdes de
FS (C) na reducdo antimicrobiana. Os valores de F e p-valor indicam que tanto as variaveis
isoladas quanto sua interacdo tém efeitos significativos no resultado, contribuindo assim na
reducdo de celulas ao interagirem no consorcio.

Para determinar se hd uma diferenca significativa no nimero de células reduzidas no

consorcio ao utilizar diferentes concentracbes de DMMB, os grupos de FS foram comparados
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e a significancia estatistica foi avaliada com p <0,05. A concentra¢do de 1,0 pg/mL difere
significativamente das concentracGes de 1,5 pg/mL e 2,0 pg/mL (p<0,05) usadas na FT. No
entanto, nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre as concentracGes de 1,5 ug/mL e
2,0 ug/mL, ja que ambas exibiram efeitos antimicrobianos semelhantes como ilustrado na
figura 8.

Figura 8 - Comparacéo da média geral entre os grupos FT com as trés concentracdes de DMMB em todas as
intensidades de luz
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Os valores **** possuem significancia de (p<0,05).

Em termos de reducdo da contagem celular por mL, as concentracdes de 1,0 ug/mL, 1,5
pug/mL e 2,0 pg/mL apresentaram resultados promissores e esperados, ja que concentracdes

mais altas tendem a resultar em maiores reducdes sendo ambas pertinentes para o estudo.
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6.0 DISCUSSAO

Uma das técnicas mais comuns para o controle de populacdes de BRS séo biocidas,
possuindo um alto custo, por requerer uma adi¢do continua 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 satisfatdério e manter o controle de células
constante. Tendo em vista estas problematicas, ha a questdo dos gastos que a industria de
petroleo e gas tem com a troca constante de seus dutos e equipamentos devido ao souring, que
é favorecido pelas condicdes de pressdo, nutrientes, pH e microrganismos presentes nos pocos.
Como proposta de hipotese, este trabalho busca utilizar o fotossensibilizador DMMB associado
a luz Laser em consoércio de BRS para avaliar o potencial de reducdo microbiana através da
técnica de fotoinativacéo.

Em sistemas de fluxo, como na industria do petréleo, a adi¢do de biocidas ndo elimina
0s microrganismos, podendo até aumentar sua proliferacdo com cada adicdo de dgua (JIA et al.,
2019). Geralmente, sdo necessérias altas dosagens de biocidas em campos de petréleo e gas
para tratar biofilmes; isso ocorre devido aos diversos mecanismos de defesa das BRS
(KAHRILAS et al., 2015). As defesas naturais desse grupo de bactérias sdo impactadas pela
disponibilidade de nutrientes, pelo fluxo de fluidos e por algumas substancias toxicas, como
biocidas, que podem induzir estresse celular. Esse estresse resulta em um mecanismo de
protecdo morfolégica, fazendo com que o grupo celular em uma superficie forme biofilme
(JENNEMAN; DE LEON, 2022).

Um fator importante para avaliar o decrescimento de bactérias, € entender a sua curva
de crescimento e condig¢Oes positivas para a sua multiplicagdo. A curva de crescimento do
consorcio demonstrou um comportamento que ndao € comum em culturas isoladas, poréem
esperado em culturas mistas. N&o foi possivel definir a fase lag e exponencial com preciséo, no
entanto, podemos supor que a fase exponencial teve seu inicio apds 6h de leitura que durou até
as 30h. Se tratando de um consércio, Tonini e colaboradores (2010), ressaltam que a
complementaridade metabdlica é essencial para entender a degradacéo de fontes de carbono e

como esses microrganismos acabam por produzir metabdlitos para outras celulas. O que explica
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a oscilacdo 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 € um
oxidante incompleto capaz de reduz o sulfato a sulfeto produzindo acetato usando lactato,
etanol, acido piravico e até mesmo &cidos graxos (SOROKIN et al., 2012). Outros géneros
também fazem parte do mesmo grupo como Desulfosporosinus, Desulfotomaculum e
Desulfovibrio que também séo capazes de oxidar uma ampla variedade de espécies inorganicas
de enxofre (SO32, S2032, S) (GRIGORYAN et al., 2018). Como o acetato pode ser o
subproduto de outras bactérias, uma espécie que utiliza esse mesmo composto para reducgdo de
sulfato € a Desulfobacter spp., que além de possuir esse comportamento, também reduz o
lactato a acetato e CO? que pode ser essencial para o crescimento de Desulfovibrio baarsii que
é capaz de utilizar o CO? como fonte de carbono (GIBSON, 1990).

Esse comportamento é notado na curva de crescimento que na fase estacionaria
permaneceu por apenas 3h e logo entrou em fase de decaimento. Durante a fase exponencial,
que durou 24h, houve multiplicacdo celular e ao consumir aos nutrientes se mantiveram por
pouco tempo em equilibrio, pois todas conseguiram 0s recursos que precisavam e estavam
disponiveis e no momento em que esse mesmo recurso acabou, houve um decrescimento das
populacdes. A reducdo da fonte primaria de lactato e a disponibilidade de novos subprodutos
como CO?, acetato e compostos de enxofre ainda poderiam serem utilizados por outros grupos
0 que leva a inferir uma queda lenta no decaimento e que por um tempo se mantém contante,
denotando que ha uma renovacao e reutilizacdo dos recursos disponiveis por outras bactérias.

A combinacdo entre diversas espécies de bactérias é de extrema importancia porque 0s
processos metabolicos sdo performados e variam de acordo com 0s outros tipos presente no
consorcio (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 ndo controlavel,
aproximando a técnica a realidade.

Inicialmente, ao utilizar somente 0 DMMB obteve-se um resultado de 2,8; 3,7 € 9,7%
de reducdo microbiana com as respectivas concentragdes de 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL. Para se
alcancar o efeito esperado da fotoinativacdo a absorcédo do FS é importante pois a interacdo com
a membrana celular garante a sua entrada na célula. O DMMB por ser um corante catidnico
lipofilico, interage se ligando ao &cido teicdico, que é abundante na parede celular de bactérias
Gram-positivas, além disso, sua parede porosa permite muito mais difusdo do corante para o
interior da célula (PAL; GOSH; GOSH, 1990; MINNOCK et al., 2000).
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No entanto, em relacdo as bactérias Gram-negativas a carga positiva do FS promove
uma interacdo eletrostatica com locais carregados negativamente em sua membrana celular
externa, especialmente no grupo de lipopolissacarideos (MAISCH, 2009). Como a formacéo de
biofilme nas BRS envolve o processo de CMI e a interagcdo com metais que desempenham papel
em seu metabolismo, alguns estudos sugerem que metais pesados geralmente acabam
competindo com ions dispersos, gerados pela CMI, e neste caso 0s metais comecam a interagir
com ions essenciais presente nas estruturas celulares. Este mecanismo blogueia alguns grupos
funcionais de macromoléculas, causando danos para a integridade das enzimas celulares
(BARBOSA et al., 2014).

Isto teoricamente permitiria uma melhor absorcdo do FS para dentro das células, uma
vez que o DMMB € composto por zinco, assim, permitindo uma melhor interacdo do FS com a
superficie celular seja em células Gram-positivas ou Gram-negativas. Acarretando, em teoria,
uma melhor permeabilidade do FS que estaria interagindo com os ions da membrana celular. E
por fim, a hipdtese de que essa potencializacdo depende da ligagdo do corante com as bactérias
ganha um suporte adicional quando se considera a caracteristicas de lipossolubilidade dos
corantes, em especial o DMMB (KASIMOVA, 2014). Os resultados de reducédo obtidos podem
refletir nessa interacdo do FS com o consércio que possui bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, que quanto maior sua concentracdo mais serd a interacdo com a superficie da
membrana o que pode competir com ions, fontes de carbono e metais inclusive.

Em relacdo a absor¢cdo 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 0 DMMB e realizaram o
estudo em células lavadas e ndo lavadas para entender o potencial de absorcdo dos corantes
pelas células. A carga negativa das bactérias Gram-negativas facilita a sua ligacdo com corantes
catibnicos mais fortemente do que as Gram-positivas, embora a ligacdo em geral seja maior
com as Gram-positivas porque a sua parede porosa permite muito mais difusdo do corante para
seu interior (HANCOCK et al., 1991; NIKAIDO, 2003). A hipotese de que essa potencializagdo
depende da ligacdo do corante com a bactérias ganha um suporte adicional quando se considera
a caracteristicas de lipossolubilidade dos corantes, em especial o DMMB (KASIMOVA, 2014).

Nos sistemas de fluxo, como os encontrado na industria de petréleo, a adi¢éo de biocidas
ndo elimina os microrganismos por aumentar a proliferacdo com cada adicéo de agua (JIA et
al., 2019). Usualmente, altas dosagens de biocidas sdo requeridas nos campos de petroleo e gas
para o tratamento de BRS, isso é devido aos varios mecanismos de defesa das proprias células

que acabam desenvolvendo durante a formag&o de seu biofilme (KAHRILAS et al., 2015). A
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defesa natural das BRS é impactada pela disponibilidade de nutrientes, sistema de fluido e até
mesmo a algumas substancias toxicas, como os proprios biocidas, que tem a capacidade de
induzir o estresse celular, resultando em um mecanismo de protecdo morfologico, fazendo um
grupo de células na superficie metalica formar uma camada de biofilme (JENNEMAN; DE
LEON, 2022).

Outros trabalhos ja demostraram a resisténcia para a aplicacdo de biocidas e que as
células remanescentes no biofilme podem resistir a concentracdes 500~5000 vezes maior que a
concentracdo requerida pelas células plancténicas (LITTLE; LEE, 2009; COSTERTON et al.,
1994). Os biocidas mais comuns para o tratamento de agua produzida s&o o glutaraldeido (GA),
2,2-dibromo-2-cianocetamida (DBNPA), sulfato de tetraquis (hidroximetil) fosfénio (THPS),
e compostos conhecidos como cloreto de benzalconio (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 reducédo significante, porém
requereu cerca de 90 dias de adi¢do de urina nas culturas. Os autores também compararam com
outros quatro biocidas quimicos como sulfato de tetraquis (hidroximetil) fosfénio (THPS),
cloreto de benzil trietil aménio (BTAC), glutaraldeido e formaldeido para o controle de BRS.
Os autores alcancaram o resultado de 3 x 102 de unidades formadoras de coldnia (UFC) por mL
quando comparado com o grupo controle de 7 x 10 UFC/mL, utilizando urina de vaca como
uma alternativa aos demais biocidas utilizados no estudo. As concentrag¢des 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 renovacdo para o tratamento com mais biocidas podemos destacar o THPS,
GA e formaldeido, que sdo os mais comuns utilizados em sistemas de petréleo e gas. O THPS
em altas concentracdes aumenta a disponibilidade de sulfato, que ajuda no metabolismo destas
bactérias e na formacdo de sulfetos de bario, por isso podem reforcar as camadas de biofilmes
(XU et al., 2017). Também, é inadequado em sistemas com um pH >8, pois o0 THPS pode se
comportar como um quelante de Fe?", reduzindo o efeito o efeito do biocida, que necessita de
doses maiores em sistemas onde ha também concentracdes de FeS (MOISEEV; JAMES, 2020).
A disponibilidade de FeS™ dissolvido no meio interage com o biocida, reduzindo a taxa de
absorcdo pelas células-alvo. Além disso, em longo prazo, o THPS € menos eficiente em
eliminar a populacgéo de células em agua produzida, como 0 mecanismo de ac¢do é rapido e ndo
duradouro (SILVA et al., 2021). Nessa perspectiva, sempre € requerido a sua adicdo mesmo na
auséncia de FeS™.

Por isso que GA e THPS s&o requeridos em concentragdes acima de 500 mg/L para

exercer um efeito bacteriostatico em consorcios de agua produzida (PEREIRA; PILZ-JUNIOR,;
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CORCAO, 2021). A respeito do uso de GA, os estudos realizados por Pereira et al (2014)
mostraram que este biocida é moderadamente toxico para organismos aquéaticos 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 indicios de que os microcrustaceos sdo tao sensiveis quando ha concentragdes menores
que 3,6 mg/L de GA.

Enquanto isso, em Escherichia coli, a tolerancia para GA aumenta devido a super
expressdo de aldeido desidrogenase (ALDH), genes envolvidos na biossintese de lipideos
quando expostos para este biocida, que por ventura, contribui para a resisténcia do biofilme
(PEREIRA; SALIM; TAGKOPOULOQOS, 2021; VIKRAM; BOMBERGER; BIBBY, 2015).
Devido a complexidade do meio ambiente e do metabolismo destas células, prever o seu
comportamento total no controle das populacbes em ambiente naturais € um desafio. A
formacéo de biofilme permanece com uma limitacéo significativa e um foco para os tratamentos
atuais. Além disso, a viabilidade de microrganismos nao € sempre afetada pela exposicdo a
biocidas, pois estes interagem com 0s 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 milhdo (ppm) foi necessario para atrasar o desenvolvimento de células planctdnicas em
meio Postgate C por 143h (GARDNER; STWART, 2002). Por outro lado, a combinagéo de
GA (30 ppm) e etilenodiamina disuccinato (EDDS) (2000 ppm) atrasou a fase estacionaria das
BRS por 212h. Em contraste, 0 GA sozinho (30 ppm) € 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 fotoinativagdo com DDMB, como o fotossensibilizador,
demandou apenas cerca de 17,6 minutos para inativar mais da metade (70,6%) da populagéo
microbiana, a quantidade de FS utilizado é menor que alguns biocidas utilizados em outros
estudos. A acdo da FT depende de muitos fatores para alcancar os resultados esperados, bem
como a interacdo entre os diferentes microrganismos e o fotossensibilizador, sua concentragao
e a classe de microrganismos, se séo bactérias (Gram-positivas ou Gram-negativas), fungos, ou
até mesmo virus. Para esta técnica, o pardmetro critico de interacdo inclui a relativa solubilidade
em agua e lipideos do FS, a ionizagdo constante e as caracteristicas de absorcéo de luz, e a
eficiéncia da formacéo do estado tripleto excitado e producao de oxigénio 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 0s pesquisadores estdo focando em
compostos relacionados a efetividade de fotossensibilizadores que sejam faceis de gerenciar e
agir (MESQUITA et al., 2018).
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Em superficies metalicas, o metabolismo das BRS permite que estes metais dissolvam
e permane¢am no meio ambiente, corroendo as superficies 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 superficie perde ions de metal ha uma interacdo entre as superficies da
camada extracelular, uma vez que os ions metalicos ndo podem difundir-se facilmente nas BRS
(GU et al.,, 2019). Alguns estudos mostram que o0s metais pesados geralmente acabam
competindo e sdo substituidos por ions 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 absor¢do do FS para dentro das células, isso porque 0 DMMB é composto por
zinco, deste modo permitindo uma melhor interacdo do FS com a superficie da membrana.
Desta maneira, essa interacdo pode permitir a entrada na célula e, no entanto, a fotoinativacéao
poderia ocorrer quando a luz € aplicada, considerando que a cadeia de citocromo fornece
elétrons para a reduzir ions 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 familia, o qual aumenta sua participacdo na fotoinativacdo. Esta ligacdo mostra uma
especificidade com o &cido teicdico na membrana bacteriana, hd também uma caracteristica
hidrofobica que permite uma melhor interacdo, preferindo se infundir dentro da célula e
resultando na metilacdo cromoférica (WAINWRIGHT et al., 1999; WAINWRIGHT et al.,
1997).

O consércio foi previamente identificado por Roséario (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 ndo foram
identificadas, somado a isso ha a bactéria de referéncia D. vulgaris. O género Desulfovibrio é
conhecido por ser composto de células com motilidade, ndo formadoras de esporos, Gram-
negativa, e ao mesmo tempo, T. lienii € uma célula mével, Gram-negativa isolada em um
reservatorio no Mar do Norte (ZHOU et al., 2024; DAHLE; BIRKELAND, 2006). Por usar um
consorcio 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 hidrofébica ja que o meio liquido utilizado simulava agua
produzida. Quando excitado, ele pode gerar 0 oxigénio singleto tendo um tempo de vida em
agua de aproximadamente de 4 ps, cobrindo uma distancia de difusdo de ~220nm, e este
mecanismo reflete em uma acdo instantanea (CHEN; CESARIO; RENTZEPIS, 2010;
REDMOND; KOCHEVAR, 2006). Este tempo de difusdo e distancia sdo necessarios para a
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producdo de oxigénio singleto e para a sua reagdo molecular para interagir com o alvo, a
membrana celular.

O uso de FS em meio liquido mostrou interagir com o consorcio (fig. 4) em altas
concentracdes dentro dos parametros deste estudo. Por outro lado, em concentracdes abaixo de
1,0 pg/mL, o FS ndo mostrou capacidade para reduzir a populacdo no consorcio. Nesse
contexto, 0 aumento da concentracdo de fotossensibilizador correspondeu a uma maior redugéo
na populacdo bacteriana, mesmo sem exposicdo a luz, ampliando o efeito de reducéo apenas
pelo FS. Isso demonstra que a reducédo celular € um mecanismo que reflete a absorcédo do FS,
conforme observadas redugdes de 2,8%; 3,7% e 9,7% nas concentragdes de FS de 1,0 pug/mL,
1,5 pg/mL e 2,0 pg/mL, respectivamente. Enquanto que nas concentragdes menores que 1,0
png/mL ndo se apresentou reducdo microbiana durante o experimento, refletindo em uma
pequena ou inexistente interacdo do FS com as células dispersas no meio (fig. 4).

Quanto a aplicacao isolada da luz do Laser, ndo foi observada reducao na populagéo de
BRS (Fig. 5), indicando que a luz no espectro vermelho ndo possui capacidade bactericida.
Assim, o principal mecanismo para controle da populacdo do consorcio reside nas
concentracdes de DMMB, com a luz servindo para potencializar o efeito via FT. O Laser é
utilizada devido as suas propriedades Unicas, incluindo monocromaticidade, propagagdo de
feixe paralelo, intensidade espacial estreita e coeréncia (CIEPLIK et al.,, 2018). Essas
caracteristicas permitem que o feixe de luz seja direcionado com precisdo ao seu alvo, seja para
células dispersas no meio ou células em forma de biofilme.

Neste estudo ao aplicar a técnica de fotoinativacdo, foi observado que a taxa de
inativacdo microbiana ocorreu em todos os grupos FT, especialmente naqueles grupos que
foram inoculados com a concentracdo igual ou maior que 1,5 pg/mL de DMMB em todas as
densidades de luz. Reduzindo mais de 50% das células presentes no meio. O modelo
experimental usado no consorcio alcangou uma reducdo microbiana de 70,6% (p<0,05)
comparado com o grupo controle, usando 1,5 pg/mL de DMMB com a intensidade de luz de
21,6 Jlcm?,

No modelo de ANOVA de dois fatores sem repeticdo utilizado para avaliar a redugéo
antimicrobiana do FS e do Laser na FT, constatou-se que todas as combinacdes de intensidades
de luz e concentragcbes de DMMB resultaram em uma taxa de reducéo significativa (p<0,05).
E conhecido que a metilagdo do azul de metileno para formar o DMMB aumenta a sua
capacidade fotodinamica, isso porque aumenta a lipofilicidade, que é essencial para

incorporacgdo extracelular, que varia dependente tanto da linhagem celular e da estrutura do
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farmaco e apresenta maior rendimento quéantico de oxigénio singleto e fototoxicidade
(SAMPAIO et al., 2019).

Os biocidas concentram-se majoritariamente no tratamento de células sésseis, 0 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 ndo demostra um uso mais amplo e diverso sobre possiveis interacdes
seja com outros biocidas, outras técnicas ou com fatores bidticos e abidticos nos pocos. Alguns
trabalhos utilizando uma tripla concentracdo de GA (50 ppm), EDDS (1000 ppm) e metanol
(15%), sobre um periodo de nove dias, os autores foram capazes de remover inteiramente a
camada de células sésseis sobre a superficie de aco de carbono (C108) de forma isolada e
controlada (WEN et al., 2012). Para avaliar a reducao de biofilme de D. vulgaris (ATCC 7757),
a combinacéo de THPS (50 ppm) foi aplicado em células sésseis (10° cells cm™) junto de D-
tirosina (1ppm). Depois de sete dias, a presenca de D. vulgaris néo foi detectada, enquanto que
0 THPS sozinho (50 ppm) n&o foi efetivo (10* cells cm™) (XU; LI; GU, 2012). Combinando
THPS (30 ppm), EDDS (500 ppm) e 6,6 ppm de uma mistura de D-aminoacidos em células
sésseis (107 cells cm™), foram capazes de reduzir pela metade a camada de biofilme (10° cells
cm2) em um periodo de sete dias (XU et al., 2012).

Alguns estudos tém como objetivo controlar popula¢des isoladas ou multiplas de BRS,
mas enfrentam dificuldades em alcancar reducdes significativas em todas as concentragdes
propostas em suas investigacdes. No entanto, o TF mostra-se eficaz ao atingir uma reducao
superior a 50% nos grupos de 1,5 pg/mL e 2,0 pg/mL, utilizando todas as intensidades de luz.
Isso é evidente na analise de ANOVA de dois fatores com interacdo (tabela 5), que demonstra
uma interacéo significativa entre os fatores aplicados no estudo. Os valores de p foram muito
préximos de zero, com interacfes significativas observadas entre as intensidades de luz
(p<2,67E-260), entre as concentraces de FS (p<2,55E-254) e na interacdo entre ambos os
fatores (p<2,95E-265) no FT deste estudo.

Os resultados refletem uma interacéo direta entre 0 aumento da intensidade da luz e a
concentracdo de FS para alcangar maior atividade antimicrobiana (Fig. 8). Os efeitos dessas
variaveis sdo dependentes entre si, exibindo um comportamento mais exponencial do que
aditivo. Isso permite uma selecdo mais ampla de FS e luz para a aplicacdo do FT, e este modelo
experimental pode ser adaptado de forma eficaz para outros contextos experimentais.

No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre os resultados obtidos
para as concentragdes de 1,5 pg/mL e 2,0 pg/mL (Fig. 8). Apesar disso, ambas as concentragoes

apresentaram diferencas significativas (p<0,05) quando comparadas a concentracdo de 1,0
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pg/mL de DMMB. Considerando a relagéo entre as concentragdes de fotossensibilizador e as
intensidades de luz, é esperado que concentragdes mais altas de DMMB resultem em maiores
efeitos antimicrobianos.

Além disso, existem diversos erros comuns no uso e na selecé@o de biocidas, incluindo a
auséncia de testes laboratoriais e de campo, a escolha da primeira opcéo disponivel — muitas
vezes a mais barata — ou a selecdo de biocidas baseada em acordos contratuais com
fornecedores, restricbes orcamentarias ou exigéncias legais impostas por agéncias reguladoras
(BENNET, 2017). Um biocida mal selecionado pode causar danos significativos e prejuizos a
indUstria, além de impactos ambientais negativos.

De acordo com varios estudos, a maioria dos biocidas apresenta um efeito rapido e, para
que esse efeito seja permanente, sdo necessarias injecdes em sistemas em batelada e meses de
aplicacBes para evitar o crescimento de células sésseis e plancténicas. Essas aplicacdes
constantes de biocidas podem contribuir para o desenvolvimento de resisténcia natural nas
BRS, seguindo 0 mesmo mecanismo observado no uso de medicamentos farmacéuticos em
bactérias de importancia médica. No entanto, segundo uma revisao feita por Kashef et al. (2017)
e, mais recentemente, por Rapacka et al. (2021), o método de fotoinativacdo utiliza mecanismos
de acdo distintos, que sdo ndo seletivos, multialvos e dependentes de ERO. Devido a essas
caracteristicas, a resisténcia bacteriana é altamente improvavel.

O FS inicialmente atua sobre as moléculas extracelulares das bactérias, potencialmente
destruindo suas estruturas, particularmente a membrana citoplasmatica em bactérias Gram-
positivas e as membranas citoplasmatica e externa em bactérias Gram-negativas, levando a lise
celular ou a desativacéo de enzimas (LI et al., 2019). Esse tipo de interacdo pode induzir um
acumulo de FS dentro da célula, o que pode causar toxicidade e morte celular Rapacka et al.
(2021).

Esse efeito citotoxico foi observado quando a FT foi aplicada apenas em concentragdes
superiores a 1,0 pg/mL, onde até mesmo concentracfes isoladas demonstraram atividade
antimicrobiana. Embora a reducdo ndo tenha excedido 10%, ja foi evidenciado um efeito
inibitorio inicial. Esse acimulo externo pode levar a trés mecanismos bem conhecidos: (1) acdo
externa, (I1) interac&o intracelular (autopromovida) e (I11) transporte ativo, todos eficazes tanto
em bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas (ALVES et al., 2014).

Assim, podemos observar que mesmo em concentracfes inferiores a 1,0 pg/mL a
atividade antimicrobiana ainda pode ocorrer, pois um fator importante é a producdo de ERO.
Tanto o oxigénio singleto quanto as espécies reativas de oxigénio podem causar danos as células

bacterianas Kashef et al. (2017). Isso ndo depende necessariamente de absorcdo, exigindo
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apenas a interagdo com moléculas extracelulares bacterianas e a excitacdo por uma fonte de luz,
que induzird os efeitos fotoquimicos esperados da FT.

Pode-se questionar como a fotoinativacdo, que requer a formagéo de ERO, pode ocorrer
se as amostras foram irradiadas em condic¢des anaerdbicas. 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 O. molecular. Esse processo pode
ser resumido da seguinte forma: (FS) + Luz — (*FS#) ou (3FSx) como ilustrado na figura 2.
Nesse estado excitado, o fotossensibilizador pode participar de reagdes de oxidagédo ou reducéo
(RETTIG; MCCORMICK, 2021).

Existem dois caminhos principais para a geracdo de ERO. Nas reacdes do Tipo I,
ilustrado pela figura 2, ocorre transferéncia de elétrons para substratos bioldgicos, resultando
na formagdo de radicais que reagem com o oxigénio, como perdxido de hidrogénio (H20:),
anions superoxido (O2") e radicais hidroxila (OH") (VASSENA et al., 2014). Nas reacdes do
Tipo I, a transferéncia de energia (fotons) produz oxigénio singleto (*O.) (HAMBLIN, 2016).

Concentragdes definidas de espécies reativas, como H202, Oz2e— ¢ *OH, determinam
diversas respostas celulares. Essas respostas podem levar a inducgdo, reducdo ou inibicdo do
crescimento, bem como a ativacdo de mecanismos relacionados a tolerancia, aclimatacdo ou
defesa contra o estresse ambiental (SZECHYNSKA-HEBDA et al., 2022). Sabe-se que
bactérias anaerdbias ndo sdo uniformemente sensiveis ao oxigénio, ja que aeracdo incidental
frequentemente ocorre em varios habitats (GLINSKI; STEPNIEWSKI et al., 2018). Em
anaerdbios facultativos, o oxigénio molecular pode prejudicar o metabolismo de diversas
maneiras: neutralizando diretamente enzimas baseadas em radicais, oxidando centros metélicos
enzimaticos de baixo potencial e desencadeando a formagdo rapida de O2*— e H20: (SEN;
IMLAY, 2021).

A técnica de fotoinativacéo vai interagir com as biomoléculas da célula, assim causando
algum desequilibrio e consequentemente sua lise. As modificacdes com o maior impacto
bioldgico sdo aquelas que afetam os grupos laterais dos aminoacidos e 0s que mais séo
suscetiveis a oxidagdo sdo: cisteina, metionina, fenilalanina, tirosina, histidina e triptofano
(KLOTZ; KRONCKE; SIES, 2003). Em particular, o grupo tiol de residuos de cisteina sdo
altamente sensiveis a oxidacao da qual deve criticamente perturbar a homeostase da celula, e a
tioredoxina é a chave que envolve a regulacdo proteica da cisteina e seu processo de reducéo
(CEJUDO et al., 2014). Entdo nota-se que os aminoacidos contendo enxofre tem uma maior
reatividade a ERO (*O,), dando indicios de uma interagdo entre a técnica e as bactérias,

interferindo, de alguma forma, no metabolismo da cisteina. Como sabemos, a cisteina € a peca



51

final do metabolismo assimilativo das BRS, sendo que também precisa da reducdo de uma
tioredoxina para a sua formac&o. O que sugere uma possibilidade da acdo da ERO no consoércio
bacteriano reduzindo a populacgéo se tornando assim um alvo para a fotoinativacao.

No momento de aplicacdo da luz visivel, o FS dentro da célula reagiria na presenca da
luz, uma acdo in situ, na regido do citocromo impossibilitando que a célula continue a perpassar
e manter o gradiente de prétons de hidrogénio e elétrons que sdo essenciais para a reducao da
fonte de carbono e reducdo dos compostos sulforosos. Além da destruicdo desse componente
celular, as espécies reativas de oxigénio interagem com o grupo tiol dos aminoacidos, por
exemplo, que sdo bastante sensiveis a oxidacdo. Sendo a cisteina o produto final da assimilacao
do sulfato, sua reducdo possibilitaria morte celular por mecanismos secundarios devido a

auséncia desse recurso-chave em seu metabolismo.
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7.0 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a fotoinativacdo (FT) € um método eficaz
para o tratamento do consorcio de BRS em todas as concentra¢Ges de fotossensibilizador (FS)
e intensidades de luz testadas. O uso de luz Laser isoladamente ndo apresentou efeitos
antimicrobianos. No entanto, quando as concentracGes de DMMB excederam 1,0 pg/mL, foi
observada uma leve reducdo na populacdo microbiana. Com a aplicacdo da fotoinativacdo em
todos 0s grupos experimentais, a atividade antimicrobiana foi evidente, alcangando uma
reducdo minima de 39,39% em comparagédo ao controle.

Notavelmente, em grupos com concentracdes de DMMB superiores a 1,5 pg/mL, as
reducdes superaram 50%, com reducgbes de 70,6% e 70,1% observadas ap6s 17,6 minutos
utilizando 1,5 pg/mL e 2,0 pg/mL de DMMB, respectivamente, em um consorcio composto
predominantemente por células planctdnicas Gram-negativas. Além disso, a interacdo entre
concentracdes mais altas de FS e intensidades de luz aumentou significativamente o efeito da
FT no consorcio, embora ambos os fatores também tenham contribuido de forma independente
para uma maior taxa de atividade antimicrobiana.

A fotoinativacdo apresenta vantagens especiais por depender da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e radicais livres para alcancar seus efeitos fototoxicos, um
mecanismo que ndo induz resisténcia bacteriana e interage imediatamente com a célula alvo.
Isso torna a FT uma alternativa promissora para 0 manejo de populacdes de BRS, pois ndo
somente promove mecanismos de resisténcia, mas também é uma alternativa ambientalmente
segura para ecossistemas aquaticos. Além disso, a FT pode ser integrada a outros métodos
estabelecidos para mitigar os desafios ambientais e econdmicos associados a industria de 6leo
e gas. Além disso, deve-se pensar em como alocar a técnica nos sistemas, pensar em tecnologias
e maneiras de aplicacdo que possam garantir o efeito esperado, possibilitando pesquisas e
investigacOes futuras fomentando mais o desenvolvimento e aprimoramento da técnica em

micro e macro escala.
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