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EPIGRAFE

“Todo progresso ocorre fora da zona de conforto”. (Michael John Bobak)



RESUMO

SANTOS, L.H.F. Comportamento fisiologico e morfolégico de microrganismos
provenientes de reservatorios de petréleo offshore brasileiros submetidos a
alta pressao hidrostatica. 2021. 68f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

A aplicacdo de agua do mar para recuperacdo secundaria de 6leo estimula o
desenvolvimento de bactérias redutoras de sulfato nos campos de petréleo, levando
a corrosao microbiana de equipamentos de aco e a acidificacdo do 6leo. A fim de
avaliar o efeito da alta pressdo hidrostatica no crescimento, atividade redutora de
sulfato e na ultraestrutura desses microrganismos, foram utilizadas duas culturas
mistas, provenientes de reservatorios offshore da costa brasileira, sendo uma de
agua de injecdo coletada a 100 m de profundidade (BTB0119) e a outra de agua de
producédo, a 3.060 m (BTB0419), e uma cultura pura de Desulfovibrio alaskensis. As
amostras foram caracterizadas morfologicamente utilizando a técnica de Microscopia
Eletronica de Varredura e sua complexidade e tamanho por Citometria de Fluxo. As
culturas foram submetidas a dois piezo-tratamentos: 35 e 65 MPa por 20 horas
seguido de 28 dias a 0,1 MPa e 35 e 65 MPa por 28 dias. A espectroscopia na luz
visivel e 0 método de avaliacdo “Numero Mais Provavel” foram utilizados para a
medida da concentracdo das bactérias. Observou-se que o0s valores das
concentracbes de bactérias obtidas utilizando a espectroscopia 6tica foram mais
precisas e realista do que as obtidas utilizando a metodologia de numero mais
provavel. Foi observado também que a pressdo ambiente o perfil de crescimento da
cultura pura foi similar ao da BTB0419 e diferente da BTB0119. As culturas
apresentaram perfis distintos de crescimento em funcéo da pressédo aplicada. Todas
as culturas apresentaram uma alta atividade redutora de sulfato a 0,1 MPa, decaindo
conforme o aumento da pressao. Portanto, compreender o papel que a alta presséao
exerce sobre o crescimento dessas culturas pode fornecer informacdes importantes
sobre os problemas causados por sua atividade redutora de sulfato. Este trabalho
pretende elucidar algumas questbes que podem melhorar as estratégias de
tratamento de acidificagdo e corrosdo dos materiais utilizados na producdo de

petréleo em aguas profundas.

Palavras-chave: Bactérias. Corrosdo. Agua de injecdo. Agua de produco. Pré-sal.



PHYSIOLOGICAL AND MORPHOLOGICAL BEHAVIOR OF MICROORGANISMS
FROM BRAZILIAN OFFSHORE OIL RESERVOIRS SUBJECTED TO HIGH
HYDROSTATIC PRESSURE

ABSTRACT

The application of seawater for secondary oil recovery leads to the development of
sulfate-reducing bacteria in oil fields, leading to microbial corrosion of steel
equipment and acidification of oil. In order to evaluate the effect of high hydrostatic
pressure on growth, sulfate-reducing activity and on the ultrastructure of these
microorganisms, two mixed cultures from offshore reservoirs off the Brazilian coast
were used, one from injection water collected at a depth of 100 m (BTB0119) and the
other of production water, at 3,060 m (BTB0419), and a pure culture of Desulfovibrio
alaskensis. The samples were morphologically characterized by Scanning Electron
Microscopy and their complexity and size by Flow Cytometry. The cultures were
submitted to two piezo-treatments: 35 and 65 MPa for 20 hours followed by 28 days
at 0.1 MPa, and 35 and 65 MPa for 28 days. Visible light spectroscopy and the “Most
Likely Number” evaluation method were used to measure bacterial concentration. It
was observed that bacterial concentration values obtained using optical spectroscopy
were more accurate and realistic than those obtained using the most likely number
methodology. It was also observed that at ambient pressure the growth profile of the
pure culture was similar to that of BTB0419 and different from that of BTB0119. The
cultures showed different growth profiles as a function of the applied pressure. All
cultures showed a high sulfate reducing activity at 0.1 MPa, decreasing with
increasing pressure. Therefore, understanding the role that high pressure exerts on
bacterial cultures growth can provide important information about the problems
caused by their activity. This work intends to elucidate some issues that can improve
acidification and corrosion treatment strategies of materials used in oil production in

deep waters.

Key words: Bacteria. Corrosion. Injection water. Production water. Pre-salt.
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1. INTRODUCAO

O petroleo é a principal fonte de energia ndo renovavel no mundo (AL-BAHRY et al.
2016). E um combustivel fossil formado a partir dos restos de antigos organismos
vivos, que ao longo de milhdes de anos de intenso calor e presséo, se
transformaram em uma mistura espessa, inflamavel, com coloracdo variando de
amarelo a preto de hidrocarbonetos gasosos, liquidos e solidos. O petrdleo pode ser
separado em fra¢@es, incluindo gas natural, gasolina, nafta, querosene, combustivel
e Oleos lubrificantes, cera de parafina, e asfalto, dos quais sdo usadas como
matéria-prima para combustivel e uma ampla variedade de produtos (AITANI, 2004,
DEMBICKI, 2017).

A necessidade de exploracdo de petréleo em locais de dificil acesso, como em alto
mar (offshore), tem se tornado cada vez maior gracas a descoberta de grandes
reservatorios de 6leo como o pré-sal, composto por grandes acumulacdes de 6leo
leve, de excelente qualidade e com alto valor comercial (MORAIS, 2013). O pré-sal
esta localizada a uma profundidade de 5.000 e 7.000 m abaixo do nivel do mar, sob
uma camada de sal de até 2.000 m de espessura situado no litoral brasileiro.
(ADVISORS, 2018; FACANHA et al. 2016). Técnicas tém sido implementadas com o
objetivo de aumentar a producédo de petréleo em campos offshore. Essas técnicas
baseiam-se principalmente na injecdo de fluidos ou gases para manter a pressao
interna dos reservatorios ( ALAGORNI et al. 2015; VISHNYAKOQV et al. 2020).

A injecdo de agua do mar € o método mais comum e eficaz de recuperagédo do
petréleo em campos offshore devido a sua disponibilidade e baixo custo. A agua é
injetada com o propésito de restaurar a pressao interna do reservatério, o que
resulta no deslocamento do 6leo remanescente em direcdo ao(s) poco(s)
produtor(es) (AHMED, 2010; VISHNYAKOV et al. 2020). No entanto, a agua do mar
contém ions sulfato em grande quantidade, o que favorece o crescimento de
bactérias redutoras de sulfato (BRS) que reduzem o sulfato a sulfeto, ocasionando a
corrosdo das estruturas metalicas usadas na extracdo do petroleo (BELL et al.
2020).
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As BRS sao microrganismos anaerobios que usam sulfato como um aceptor final de
elétrons, por exemplo, na degradacao de compostos organicos (MUYZER e STAMS,
2008). Elas séo onipresentes em habitats andxicos, onde desempenham um papel
importante nos ciclos do enxofre e do carbono, podendo ser encontradas tanto na
forma plancténica (nadante) como na forma séssil (aderida) (ANANDKUMAR et al.,
2016). As BRS'’s toleram uma ampla faixa de pH (5,0 a 9,5) e crescem melhor entre
temperaturas de 25 °C a 37 °C, mas alguns géneros termofilicos crescem em
temperaturas superiores a 80 °C (ENNING e GARRELFS, 2014).

A atividade das BRSs tende a ser favorecida nas regifes do reservatorio mais
proximo aos pocos injetores, que sdo as mais impactadas pela injecdo de 4gua do
mar. A corrosdo do aco dos ductos de extracdo, tanques de carga e a contaminacgao
do 6leo armazenado ocorrem devido ao aumento da concentracdo de sulfeto de
hidrogénio (H2S), processo conhecido como “souring”, que compromete a qualidade
do 6leo, gerando prejuizo a industria petrolifera (KHOUZANI et al. 2019; ZHENG et
al. 2020). Apesar de a maior parte da producdo de H2S em oleodutos originar-se da
atividade metabodlica das BRS, esse gas também pode ser produzido de forma
quimica pela dissolucdo dos sulfetos metélicos presentes nas rochas dos
reservatorios (MOUGIN et al. 2007).

Em ambientes como os reservatérios de petrdleo offshore, a pressao hidrostatica
constitui um parametro importante, mas pouco estudado, que exerce grande
influéncia na distribuicdo da vida microbiana nesses ecossistemas (FICHTEL et al.
2015; MICHOUD e JEBBAR, 2016; MARIETOU e BARTLETT, 2014). Reservatorios
como os do pré-sal, no qual a pressao hidrostatica € acima de 60 MPa, podem ser
povoados por uma grande diversidade de microrganismos, conhecidos como
piezofilos, que tem uma taxa de crescimento ideal a uma pressao superior a pressao
atmosférica (0,1 MPa) (FACANHA et al. 2016; ROUMAGNAC et al. 2020).

Sabe-se que a alta presséo hidrostatica pode inibir processos celulares, como a
motilidade, transporte de substrato, divisdo celular, replicacdo de DNA, transcricao,
traducdo, certas reacfes enzimaticas e mudancas nos estados liquido-cristalino da
membrana (BARTLETT et al. 2014). Dentre esses, a membrana plasmatica € o

componente mais impactado pela HHP, que tende a se tornar rigida devido a


https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/micro-organism

17

compactacdo de sues constituintes lipidicos em bactérias piezossensiveis. Esses
efeitos sdo neutralizados nos piezofilos por meio da alteracdo da composi¢cdo da
membrana, especialmente na quantidade de &cidos graxos insaturados (ABE, 2015).

Para aumentar o sucesso do controle da acidificacdo, tem se buscado cada vez
mais compreender a biologia desses organismos e o efeito da pressao no
crescimento e metabolismo de BRS. No entanto, relativamente poucos estudos
avaliaram a influéncia dos efeitos da alta pressdo hidrostatica (HHP) em
microrganismos redutores de sulfato (AMRANI et al., 2014; PRADEL et al., 2013;
WILKINS et al., 2014) Portanto, compreender a atividade de BRS sob alta presséo é
importante para entender o ciclo global de enxofre na subsuperficie profunda e
poder ajudar a melhorar as estratégias de tratamento de inibicdo de acidificacao
existentes (WILLIAMSON et al. 2018).

Este estudo teve como finalidade analisar o efeito da alta press@o hidrostatica no
crescimento de culturas mistas de BRS provenientes de agua de injecdo e producao
coletadas em pocos de petroleo do poés-sal, assim como, caracterizar as
modificacdes celulares que ocorrem nas cepas de BRS sob pressao, e com isso este
conhecimento podera ser utilizado para desenvolver estratégias a fim de minimizar
0s custos de manutencdo dos pocos do poés-sal e pré-sal, levando a uma

consideravel economia de recursos para a empresa petrolifera.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Caracterizacdo do processo de producéao de petroleo.

2.1.1 Contexto geoldgico.

A regido brasileira de petroleo do pré-sal localiza-se em uma faixa litoranea entre os
estados do Espirito Santo e de Santa Catarina, com uma area de aproximadamente
149.000 km?. Essa area tem inicio ao norte da Bacia de Campos, estendendo-se até

sul da Bacia de Santos (Figura 1) (ADVISORS, 2018; MORAIS, 2013; RICCOMINI et
al 2012).

-
eu
.
e
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e
.
.
e
.
-

Bacia do K

Bacia 7
de Campos
Reservatdrios g .".
do pré-sal '
Florianpolisy &
Bacia ..'
de Pelotas :
. 500 km

Figura 1: Distribuicdo das rochas reservatoérios do pré-sal brasileiro (em azul) em relacdo as bacias
sedimentares da margem continental brasileira. Fonte: PAPATERRA, 2010.

O pré-sal € uma sequéncia de rochas sedimentares formadas durante a separacéo
dos atuais continentes sul-americano e africano, ha cerca de 150 milhdes de anos.

Grandes depressfes se formaram entre esses dois continentes, originando grandes
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lagos, que acumularam grandes quantidades de matéria organica em suas regides
mais profundas. Ap6s um longo processo envolvendo altas temperaturas e presséo,
a matéria organica foi convertida em 6leo e gas, em um processo denominado
geracdo (ADVISORS, 2018).

Conceitualmente, o termo pré-sal refere-se a rocha reservatorio localizada sob uma
camada de sal de até 2.000 metros de espessura. Considerando que a lamina
d'agua pode chegar a mais de 2.000 metros, os reservatorios do pré-sal podem estar
localizados a uma profundidade entre 5.000 e 7.000 metros. Por outro lado, o termo
pés-sal refere-se as rochas localizadas acima da camada de sal, a uma
profundidade de cerca de 3.000 metros (Figura 2) (PAPATERRA, 2010; ADVISORS,
2018).

Oceano

Camada Pos-sal

2000 m Camada de Sal
3000 m i

Camada Pre-sal
5000 m L
2000 Y Petroleo

Figura 2: llustracdo esquemdtica da localizagdo dos reservatorios do pré-sal e poés-sal. Fonte:
Modificado de MANGILI; AHON, 20109.

2.1.2 Recuperacéao secundaria do petréleo.

Os métodos de recuperagdo na industria do petrdleo podem ser classificados em
primario, secundario e terciario, sendo o Ultimo conhecido como recuperacao
avancada do petréleo. Durante a fase de recuperacao primaria, o 6leo pode chegar



20

a superficie pela propria pressdo interna dos gases (energia natural estocada)
presentes nos reservatorios ou através do uso de equipamentos para promover a
sua elevacdo. Nessa etapa é recuperado em torno de 30% do 6leo no interior dos
reservatorios (MORAIS, 2013; GANAT, 2019).

No decorrer da extracdo de petréleo em um reservatoério, sua pressao natural declina
e a produtividade diminui, processo conhecido como deplecdo (HOOK et al. 2014).
Normalmente, 60% dos pocos de petréleo em producéo precisam de algum sistema
de pressdo adicional para bombear o 6leo do reservatério. Para tal, métodos
de recuperacdo secundarios sdo aplicados (VISHNYAKOV et al. 2020). O
tratamento secundario é um recurso utilizado para otimizar a recuperacao primaria e
tem como objetivo manter ou aumentar a pressao dentro do reservatério e deslocar
o O6leo remanescente através do reservatorio para 0s poc¢os de producdo,
geralmente, utilizando a injecdo de agua do mar. (NOLAN, 2019).

Conforme ilustrado na figura 3, a 4gua € injetada no reservatério através do poco de
injecdo, deslocando o 6leo remanescente em direcdo ao poc¢o produtor. Uma vez na
superficie, os fluidos gerados neste processo sdo separados em 6leo e agua. O 6leo
produzido sera comercializado e a agua € armazenada, podendo ser reintroduzida
no poco. Ao ser injetada, a 4gua provoca o resfriamento de uma éarea vizinha ao
poco de injecdo, chamada zona de influéncia. Esse resfriamento altera quimica e

biologicamente essa area, favorecendo a atividade microbiana.

A 4gua do mar é a fonte de agua mais acessivel e barata utilizada nas plataformas
de petréleo offshore. Os dois maiores problemas associados a este método sédo a
deposicao de incrustacdes causada pela injecdo de soélidos (particulas) presentes na
agua e a corrosao das estruturas metalicas usadas na extragcdo e armazenamento
do Gleo (ADENIYI et al. 2008). Estima-se que essa corrosdo acarreta em pelo menos
20% dos custos totais (SALGAR-CHAPARRO et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/seawater
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Figura 3: Esquema exemplificando o processo de recuperacdo secundario do petréleo, comumente
usada em campos petroliferos offshore para prolongar a vida produtiva do poco. Fonte: GIEG et al.
2011.

A exploracdo e producdo de petrdleo gera uma grande quantidade de &gua
produzida (definida como a agua presente em formacfes subterraneas e € trazida
para a superficie durante a producdo de petrdleo e gas) (DONG,
2020). Normalmente, um reservatorio novo produz cerca de 5 a 15% de agua
produzida do volume total de petréleo. No entanto, conforme o campo amadurece, 0
volume de &gua produzida pode chegar até a 90% da producdo, pois agua adicional
€ normalmente injetada no reservatdrio para sustentar a pressao necessaria para

manter ou aumentar os niveis de recuperacao de 6leo (MUGGERIDGE et al., 2014).

A reutilizacdo da agua produzida para a reinjecdo como método de recuperacdo
secundaria, evita 0 seu descarte na natureza. A industria de petroleo e gas tem
investido em estudos para analisar os efeitos dessa reinjecdo, considerando que
essa pratica pode adicionar ao sistema microrganismos e matéria organica, o que
pode contribuir para o processo corrosivo (LIANG et al. 2018). Os principais
constituintes presentes na &gua produzida incluem: sal (medido como
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salinidade), 60leos e graxas, além de outros compostos organicos e inorganicos. A
minima presenca desses compostos € 0 bastante para promover um ambiente
favoravel a atividade de microrganismos heterotroficos redutores de sulfato,
ocasionando a producdo de gas sulfidrico, também chamado por sulfeto biogénico.
Esse aumento de atividade microbiana provoca a diminuicdo da qualidade dos
hidrocarbonetos produzidos e da produtividade dos pocos, além de problemas de

seguranca, de saude e questdes ambientais (SIAGIAN et al. 2018).

2.1.3 Corrosao induzida por microrganismos (CIM).

A reducdo de sulfato em sulfeto causada pela acdo microbiana (também conhecida
na industria de petrdleo e gas como acidificacdo microbiana ou biosouring) € o
processo microbiano mais deletério que os operadores de petréleo enfrentam
durante a producdo de petréleo (ANANDKUMAR et al. 2016). O sulfeto formado
apresenta riscos a saude dos trabalhadores quando presente na fase gasosa como
H2S e precisa ser removido do petroleo bruto antes de ser refinado, resultando em
um produto final mais caro (HUBBARD et al., 2014). A concentracdo aproximada de

sulfato, presente na agua do mar, é de 28 mmol/L (BELL et al., 2020).

Alguns reservatérios de 6leo sofrem o processo de acidificacdo devido a
mecanismos nao biogénicos, como exemplo a decomposi¢cao termofilica de
hidrocarbonetos contendo enxofre, a dissolucéo da pirita e a reducao termoquimica
do sulfato. Esses mecanismos sao influenciados pela natureza da rocha do
reservatorio, pela composicdo do 6leo e pelas altas temperaturas (HOLUBNYAK et
al. 2011; JORGENSEN et al. 2019).

Em contraste, a acidificacdo biolégica ocorre quando 0s microrganismos reduzem
enzimaticamente sulfato, tiossulfato ou enxofre elementar em sulfeto, a fim de
ganhar energia para o seu crescimento (HUBBARD et al. 2014). A maioria dos
redutores de sulfato sdo bactérias, normalmente Deltaproteobacteria e Firmicutes, e
sdo designados por bactérias redutoras de sulfato (BRS). Alguns redutores de
sulfato se afiliam filogeneticamente com Archaeas e séo designados como Archaeas
redutoras de sulfato, ou ARS (JIA et al. 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/inorganic-compound
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A acidificacdo € iniciada principalmente durante o processo de recuperacdo
secundério do petréleo (PRAJAPAT et al. 2018; VOORDOUW et al. 2011), no qual a
agua injetada resfria o reservatorio ao redor do poco de injecdo a temperaturas que
sdo mais favoraveis a reducao de sulfato microbiano e a producao de sulfeto. Uma
zona de reducdo Otima de sulfato é, portanto, criada, com sua localizacdo e
extensdo controladas pelos gradientes térmicos e quimicos resultantes da injecédo de
agua e pela distribuicdo e natureza dos microrganismos que estéo presentes (EDEN
et al. 1993; GIEG et al. 2011).

2.2 Alta Pressao Hidrostéatica (HHP).

A pressao hidrostética € uma variavel termodindmica presente em muitos habitats,
como o fundo do mar e na sua subsuperficie profunda (PICARD e DANIEL, 2013). A
pressdo hidrostatica é a pressado que ocorre no interior dos liquidos, sendo exercida
pelo peso do proprio liquido, aumentando com a profundidade a uma taxa
aproximada de 10 MPa (~100 atmosferas/bar) por km na coluna d’agua (MARIETOU
e BARTLETT, 2014).

Os oceanos cobrem aproximadamente 70% da superficie do mundo com uma
profundidade média de 3.800 metros e pressdo de 38 MPa. enquanto que a pressao
atmosférica a nivel do mar, € de 0,1 MPa (SALVADOR-CASTELL et al. 2020). A
regido de maior profundidade conhecida na Terra atualmente sdo as Fossas das
Marianas, situadas no Oceano Pacifico, atingindo uma profundidade de
aproximadamente 11.000 metros e pressao hidrostatica de 110 MPa. Apesar dessa
condicao extrema, uma grande diversidade de bactérias piezofilicas tém sido
observadas prosperando sob estas condi¢cdes (PEOPLES et al. 2018).

Todos os habitats de HHP existentes na biosfera sdo habitados por microrganismos
ou em alguns casos, por organismos mais complexos, os quais desempenham papel
importante nos ciclos biogeoquimicos da Terra (JEBBAR et al. 2015). O impacto da
pressao sobre o crescimento desses organismos permite dividi-los em diferentes
categorias: Organismos cuja sobrevivéncia e reproducdo sao otimizadas em altas

pressdes sdo chamados de piezofilos estritos ou obrigatorios; organismos piezofilos
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facultativos sdo aqueles que toleram a pressdo ambiente, mas suas pressdes de
crescimento ideais sdo superiores a 10 MPa; organismos que resistem a pressoes
de até 10 MPa sdo chamados de piezotolerantes; e finalmente, 0s organismos cujo
crescimento é inibido pela pressdo sdo denominados piezossensiveis (Figura 4)
(OGER e CARIO, 2014).

piezossensivel

,/ piezotolerante

/ piezoéfilo
/ piezofilo obrigatério
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Figura 4: Representacdo esquemética de curvas de crescimento em funcdo da pressao para
organismos piezossensiveis (preto = 0,1 MPa), piezotolerantes (azul < 10 MPa), piezéfilos (verde >
10 MPa) e piezdfilos obrigatérios (vermelho > 50 MPa). Fonte: OGER e CARIO, 2014.

A HHP tem uma importancia biotecnoldgica devido a sua aplicacdo nos processos
de descontaminacdo dos alimentos. A HHP tem a capacidade de inativar
microrganismos, bem como enzimas responsaveis pela reducéo da vida util de um
produto (RIVALAIN et al. 2010). Hite, em 1899, demostrou que 0S microrganismos
que contaminam o leite podiam ser destruidos com aplicacdo da alta presséo
hidrostatica (CHAWLA et al. 2011).
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A HHP apresenta diversas vantagens quando comparada a descontaminacdo por
altas temperaturas, visto que a Ultima geralmente causa mudancas nas
caracteristicas organolépticas originais dos alimentos, criando alteracbes
nutricionais, na cor, sabor, degradacdo de varias vitaminas e textura. Além do uso
na descontaminacdo de alimentos, pressées mais amenas vém sendo indicadas

para otimizacao de processos industriais (OEY et al. 2008).

Segundo BRAVIM et al. (2013), a pressdao de 50 MPa tornou o0 processo
fermentativo da glicose em etanol, por Saccharomyces cerevisiae, mais rapido e
ainda aumentou o rendimento, quando comparado com a fermentacdo a pressao
ambiente. HHP vem sendo aplicada também para desagregacao de proteinas, na
preparacdo de vacinas virais, na modulacdo de conversdes enzimaticas, dentre
outros (RIVALAIN et al. 2010).

2.2.1 Efeito da alta pressdo em microrganismos piezofilicos.

A alta presséao hidrostatica é um fator que impacta a atividade de varios processos-
chave, ocasionando uma diminuicao drastica da atividade celular e, eventualmente,
a morte celular de organismos piezossensiveis (BARTLETT, 2002; SIMONATO et al.
2006; TAMBURINI et al. 2013). Os piezéfilos desenvolveram varias estratégias para
lidar com a pressao elevada e manter a integridade e funcéo celular em uma ampla
faixa de pressdo hidrostatica. A adaptacdo piezofilica requer a modificacdo de
alguns genes, uma reorganizacdo mais profunda do genoma, o ajuste fino da

expressao génica ou uma resposta celular fisiolégica semelhante ao estresse.

A sintese de &cidos graxos poli-insaturados (PUFAs), com proporcdes que chegam
a 70% do total de acidos graxos (AGs) nas membranas dessas bactérias € a
descoberta mais significativa no estudo da bioquimica dos piezofilos. A alta
proporcdo de PUFAs pode aumentar a fluidez da membrana em alta pressao
hidrostatica (ABE, 2013; BARTLETT, 2002). O aumento dos acidos graxos
insaturados presentes nos fosfolipidios também foi encontrado em ésteres de cera

intracelular de uma bactéria hidrocarbonoclastica piezotolerante (GROSSI et al.,
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2010). Uma segunda descoberta importante € o acumulo de solutos nas bactérias,
que podem desempenhar o papel esperado de um "piezdlito”. Como 0s mecanismos
relatados para microrganismos em resposta a tensfes osmoticas ou de calor, os
piezolitos podem desempenhar o papel de solutos estabilizadores de proteinas.
Acumulos de B-hidroxibutirato e manosil-glicerato foram relatados em
Photobacterium profundum e na archaea piezofilica hiperterméfila Thermococcus
barophilus, respectivamente (CARIO et al., 2016; MARTIN; BARTLETT; ROBERTS,
2002). Da mesma forma, o glutamato foi proposto como um piezélito nos piezéfilos
Desulfovibrio hydrothermalis e Desulfovibrio piezophilus (AMRANI et al., 2014).

O metabolismo energético também tem sido observado como um dos processos
celulares mais importantes impactados na adaptacdo a alta pressdo (LE BIHAN et
al., 2013; PRADEL et al., 2013). Foi constatado que as enzimas sintetizadas por
bactérias adaptadas a alta pressao apresentam maior atividade sob condi¢des de
alta pressdo do que a pressdo ambiente. Sendo assim, a expressao ou a estrutura
(por exemplo, devido a substituicdes de aminoacidos) de enzimas podem ser
alteradas em microrganismos piezofilicos, auxiliando na atividade e estabilidade, em

situacdes de alta pressao hidrostatica.

Entretanto, essas habilidades detectadas em estudos bioquimicos e genémicos
feitos em cepas piezofilicas cultivadas, geram uma visdo fragmentada dos
mecanismos adaptativos em piezéfilos. Acredita-se que entre as diversas espécies
nao cultivadas presentes na biosfera profunda, haja outras estratégias metabdlicas e
fisiologicas para lidar com a alta pressédo hidrostatica que ainda estdo para ser
descobertas (CARIO; OLIVER; ROGERS, 2019).

2.3 Bactérias redutoras de sulfato.

Microrganismos redutores de sulfato (MRS) ou procariotos redutores de sulfato
(PRS) sdo um grupo composto por bactérias redutoras de sulfato (BRS) e arquéias
redutoras de sulfato (ARS), ambos podem realizar respiragcdo anaerdbica utilizando
sulfato (SO 427) como aceptor de elétrons terminais, reduzindo-o a sulfeto de

hidrogénio (H2S) para gerar energia. Em outras palavras, o ion sulfato atua como
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agente oxidante para metabolizacdo da matéria organica (KUSHKEVYCH et al.
2021).

As BRS sdo um grupo diverso de microrganismos autotréficos e heterotréficos que
sao onipresentes no meio ambiente (WILLIAMSON et al. 2018). Toleram uma ampla
faixa de pH de 5,0 a 9,5 e crescem melhor entre temperaturas de 25 °C e 37 °C, mas
alguns poucos géneros termofilicos crescem em temperaturas superiores a 80 °C
(MARDHIAL et al. 2014). Esse grupo de bactérias desempenha um papel importante
na corrosdo do agco em ambientes marinhos e terrestres, e sao normalmente o foco
da pesquisa sobre corroséo (ENNING e GARRELFS, 2014).

Grande parte das BRS sdo gram-negativas, exceto espécies do género
Desulfonema. Os dois géneros mais prevalentes de BRS sao Desulfotomaculum,
composto de formadores de esporos, com formato de bastonetes retos ou curvos, e
0 género nao esporulantes Desulfovibrio com organismos em forma de vibrios ou
bastonetes mdveis curvos. Muitas BRS também podem reduzir outros compostos de
enxofre inorganicos, incluindo sulfito, tiossulfato e enxofre elementar (CYPIONKA,
2011; KUSHKEVYCH et al. 2021)

As BRS séo capazes de usar uma variedade de substancias como doadores de
elétrons na respiracdo anaerobica, dentre elas esta o hidrogénio molecular (Hz2) e
varios compostos organicos como o lactato, acetato, piruvato, malato, alcoois como
etanol, propanol ou butanol (LIU et al. 2018). De acordo com RABUS et al. (2006),
os redutores de sulfato podem ser divididos em dois grupos principais: espécies que
oxidam substratos organicos incompletamente a acetato (por exemplo, pelo
género Desulfovibrio) e espécies que oxidam substratos organicos, incluindo
acetato, completamente a CO2 (por exemplo, pelo género Desulfomicrobium).

O primeiro processo é conhecido como reducdo dissimilatoria de sulfato ou
respiracdo de sulfato (KUSHKEVYCH et al. 2021). Neste processo o ion sulfato age
como um agente oxidante na dissimilacdo da matéria organica, do mesmo modo que
0 0xigénio na respiracdo convencional. As BRSs utilizam este ion que é reduzido a
H2S (Figura 5). Nenhum outro microrganismo além de BRS é conhecido por ser
capaz dessa forma de respiracdo (SIMON e KRONECK, 2013).
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Figura 5: Esquema da reducdo dissimilatria do sulfato. Fonte: KUSHKEVYCH; HYZOVA;
VITEZOVA; RITTMANN, 2021.

Estudos analisando os aspectos biolégicos das BRS tiveram inicio no ano 1895
quando o pesquisador Beijerinck constatou um processo bioquimico importante em
uma espécie recéme-isolada, Spirillum desulfuricans (atualmente conhecida como
Desulfovibrio desulfuricans). O processo metabdlico descoberto foi a reducéo
dissimilatéria de sulfato (KUSHKEVYCH et al. 2021). Anos depois, outros cientistas
passaram a estudar as BRS desenvolvendo novas métodos de cultivo, e
aperfeicoando as técnicas moleculares possibilitando a caracterizagdo de muitos
novos taxons (ANANDKUMAR et al. 2016). Atualmente, alguns estudos tem como
objetivo investigar o potencial biotecnolégico dessas bactérias, por exemplo, para
biorremediagéo de compostos toxicos no meio ambiente. Além disso, outros estudos
avaliam a capacidade da BRS de ocasionar corrosao e acidificacdo em reservatorios
de petréleo, o que acarreta consideraveis perdas econémicas (KUSHKEVYCH et al.
2021).
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O género Desulfovibrio € o mais estudado, pertencendo ao filo Proteobacteria,
classe Deltaproteobacteria, ordem Desulfovibrionales, familia Desulfovibrionaceae
(RABUS et al. 2006). As espécies desse género sdo gram-negativas, caracterizadas
pela mobilidade através de um ou mais flagelos, com aspecto morfolégico
predominante de bastonetes curvos (conhecidos como “forma de virgula”) de 0,5—
1,5 x 2,5-10,0 um, podendo ser encontrados também na forma sigmoides (D.
africanus) ou em espiral (KUSHKEVYCH et al. 2021). Em casos raros elas podem
apresentar formato de hastes filamentosas, podendo ser influenciado pelas

caracteristicas do ambiente em que esta inserida (FICHTEL et al. 2015).

As BRS apresentam tempo de geracdo que pode variar entre 20 horas
(WILLIAMSON et al. 2018; WOOD et al. 2019) a alguns dias, podendo ser de até
duas semanas, dependendo da intensidade na geracdo de sulfeto de hidrogénio
(H2S), posto que em altas concentracdes esse € téxico para o desenvolvimento
bacteriano. Concentracdes de sulfato de 544 mg/L sao citadas como inibitérias do
crescimento de BRS. No entanto, a tolerancia ao sulfeto é dependente da espécie e
de condi¢des de cultivo, tais como pH, temperatura e pressao. (HAMILTON WA; LEE
W, 1995).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da alta pressdo hidrostatica no crescimento e na atividade
redutora de sulfato de culturas mistas de bactérias coletadas no poés-sal de
reservatoério de petréleo offshore da costa da regido sudeste brasileira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer a curva de crescimento das culturas de BRS em 0,1 MPa;
e Submeter as culturas de BRS a 35 e 65 MPa por 20 horas;
e Submeter as culturas de BRS a 35 e 65 MPa por 28 dias;

e Verificar se bactérias provenientes da camada poés-sal podem resistir a HHP
do pré-sal;

e Analisar os efeitos da HHP na morfologia e complexidade celular de BRSs.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma experimental.
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Figura 6: Esquematizacao dos métodos abordados no presente estudo.

4.2 Descricao dos campos de coleta e procedimento de amostragem.

As culturas de BRS utilizadas nos experimentos foram coletadas nos campos
offshore do pés-sal por técnicos especializados da Petrobras. A amostra BTB0119 é
resultado de uma cultura mista de dgua de injecdo proveniente de plataformas de
petréleo situadas na bacia de Campos, no litoral do estado do Rio de Janeiro. A
agua de injecéo foi coletada a uma profundidade de 100 m abaixo da superficie do
mar a 25 °C. A amostra BTB0419 € uma cultura mista de BRS oriunda de agua de
producdo, coletada em uma plataforma de petréleo situada no campo Marlim, no
litoral norte do Rio de Janeiro. A cultura foi coletada a 3.060 m de profundidade a
uma temperatura de 72 °C. Apés as coletas, o material foi acondicionado em frascos

do tipo penicilina (50 mL) e purgadas com nitrogénio gasoso para manter as
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condicbes de anaerobiose. As amostras foram levadas para o laboratério de
Biotecnologia aplicada ao Agronegdcio da Universidade Federal do Espirito Santos —
LBAA/UFES, para os experimentos de pressdo hidrostatica e denominadas de
acordo com o banco de microrganismos do LBAA em BTB (bactérias da
biotecnologia) com o nimero apropriado. Uma cultura pura de BRS isolada de um
reservatorio de oleo acidificado Desulfovibrio alaskensis AL1

(https://bacdive.dsmz.de/strain/4150) foi usada como controle.

4.3 Preparacao do meio de cultura Postgate C.

As culturas de BRS foram cultivadas a 37 °C em meio de cultura liquido Postgate C,

cuja a composicao esta representada na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢do do meio de cultura Postgate C.

Reagente Formula Quantidade para 1L
Cloreto de Aménio NHa4Cl 10g9
Cloreto de Calcio CaClz 0,06 g
Sulfato Ferroso FeS0O4 7H20 0,004 g
Sulfato de Magnésio MgSOa4 6H20 0,06 g
Fosfato de Potassio Monobasico KH2PO4 0,59
Resazurina C12H7NO4 4,0 mL
Citrato de Sdédio CsHsNaO2S 0,39
L-lactato de Sédio CsHsNaOs 9,4 mL
Sulfato de Sédio Na2S04 45¢g
Tioglicolato de Sodio C2H3NaO2S 0,124 g
Extrato de Levedura em po 1) 10g
Agua H20 1000 mL

pH (apos esterilizagéo): 7,6.

Os reagentes foram dissolvidos, sendo que o lactato de sodio, o sulfato ferroso e a

resazurina foram adicionados por ultimo. Apoés isso, o pH foi ajustado para 7,8 com
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solucdo de NaOH 5 M. O meio foi esterilizado em autoclave, por 15 minutos a 121
°C sem retirar o ima do agitador magnético utilizado para homogeneizar a solugéo
antes da esterilizagdo. Além disso, o meio foi autoclavado com um stopper que
encaixa perfeitamente na boca do recipiente e possui dois furos (esse deve ser
coberto com papel aluminio). Imediatamente apos a esterilizacdo, o meio foi alocado
em um agitador magnético com aguecimento até que o meio comecasse a ferver,
esse procedimento libera os gases dissolvidos no meio, enquanto a agitacao durante
0 aguecimento permite que o0 meio como um todo esteja ha mesma temperatura
(Figura 7).

Figura 7: Preparo do meio de cultura Postgate C em agitador magnético com aquecimento.

Ap6s inicio da fervura, € retirado o papel aluminio e em um dos furos do stopper foi
inserida uma agulha de 15 cm conectada a uma saida de nitrogénio para iniciar a
purga por 5 minutos. Apos a purga com o meio em ebulicdo, o meio é retirado do
agitador magnético com aquecimento e purgado por mais 20 minutos (Figura 8).
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Figura 8: Meio Postgate C sendo purgado com nitrogénio.

A solucéo de tioglicolato de sédio € entdo adicionada ao meio. Apds esse tempo, 0
meio é colocado em banho de gelo e purgado por mais 10 minutos (a baixa

temperatura mantém o gas dissolvido no liquido) (Figura 9).
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Figura 9: Meio de cultura sendo purgado com nitrogénio em banho de gelo.

Uma pipeta de vidro de 10 mL previamente autoclavada foi utilizada para distribuir o
meio de cultura em frascos de 50 mL, que foram lacrados com stopper azul e selo
de aluminio. Em seguida foram purgados com nitrogénio gasoso por 15 minutos em

banho de gelo (Figura 10).

Figura 10: Meio de cultura em frascos selados sendo purgados com nitrogénio no gelo.
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Apoés 24 H na geladeira a 4 °C, o meio estava completamente transparente (Figura
11), demonstrando que ndo h& contaminacdo de oxigénio e o meio esta em

anaerobiose.

Figura 11: Meio de cultura Postgate C em anaerobiose.

4.4 Padronizagdo das curvas de crescimento a 0,1 MPa.

Para iniciar as curvas de crescimento de D. alaskensis, BTB0119 e BTB0419 foram
utilizadas diluicdbes nas quais 5 mL das culturas em fase estacionaria foram
adicionadas em 25 mL de meio Postgate C fresco. As medi¢des para cada ponto de
tempo na curva de crescimento foram obtidas usando o método de leitura por
densidade optica (DOs3sonm) usando acido cloridrico padronizado por Wood et al.
2019). Aliquotas de 180 pL de cada cultura (em duplicata) foram colocadas em
placas de 96 pocos de fundo plano transparente acrescidas de 20 yL de HCI (15%
v/v), posteriormente incubadas a temperatura ambiente por 10 min, para garantir a
dissolugcdo completa dos sulfetos de ferro e permitir que o gas H2S residual se
dissipe. Devido aos efeitos téxicos do gas H2S, todas as aliquotas de cultura e
incubacdes de placas foram conduzidas em uma capela. Ap6s a incubacao, a
DOs3onm foi registrada em um espectrofotdmetro do tipo leitor de placas Synergy™
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HT Multi-Detection Reader (BioTek Instruments, Winooski, VT) em intervalos de 23
horas, durante 15 dias e os dados foram processados Software Gen5TM. Todas as

curvas de crescimento foram realizadas em triplicata.

4.5 Experimentos com alta pressao hidrostatica (HHP).

Os experimentos de alta presséo hidrostatica foram realizados em garrafas de acgo
inoxidavel 316 L de alta pressdo (JBV Usinagem e Tecnologia Ltda., Campinas, SP,
Brasil). As amostras foram submetidas a alta pressdo hidrostatica por meio de
bomba hidropneumatica com pressdo maxima de saida de 103 MPa e deslocamento
de 0,4 mL / ciclo (modelo Haskel MS-188, Flutrol Comércio e Controle de Fluidos

Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) usando agua destilada como fluido hidraulico.

4.5.1 Tratamento com HHP por 20 horas seguido de crescimento por 28 dias a 0,1
MPa.

As culturas de BRS (D. alaskensis, BTB0119 e BTB0419) foram pressurizadas a 35
e 65 MPa por 20 horas. O crescimento a 0,1 MPa foi avaliado usando o0 mesmo
protocolo descrito anteriormente, exceto para pressurizacdo. Apos as 20 horas de
incubacgéo, 1 mL de cada cultura foi entdo inoculada em 9 mL de meio Postgate C e
seu crescimento foi acompanhado por 28 dias em pressdo ambiente a 37 °C. Para
estimar a concentracdo de microrganismos viaveis nas amostras, foi utilizada a
técnica do numero mais provavel (NMP) (HUI et al. 2012; KARUNASAGAR et al.
2018). A determinagdo do NMP de células sobreviventes (NMP/mL) foi calculada a
partir da equacao.

gjmj FiA e
=2I;=1 1-e =ZIJE=1 tj™ j

Xp(—Am;)
Onde:

A € 0 numero mais provavel; K-j € o numero de diluicdes; g-j € o numero de tubos

positivos na enésima diluicdo; volume m-jis de amostra usado para preparar a
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enésima diluicao; t-j: € o numero de tubos usados para preparar a enésima diluicao.
A atividade redutora de sulfato (ARS) € positiva quando ocorre a formacao de um
precipitado escuro correspondente ao sulfeto ferroso. A medicdo da atividade foi
feita dividindo o nimero de dias em que o precipitado apareceu por 28. ARS é
considerado baixo quando o valor é < 1,33; moderado para ARS de 1,34 a 4 e alto

para valores > 4, de acordo com os padrdes de monitoramento (CONTEC, 2016).

4.5.2 Tratamento com HHP por 28 dias.

As culturas D. alaskensis, BTB019 e BTB049 foram inoculadas em meio Postgate C
e submetidas a 35 e 65 MPa por 28 dias utilizando o mesmo sistema de pressao
descrito no item 4.5. Neste ensaio, utilizou-se 0 mesmo método de leitura por
densidade o6ptica usando &cido cloridrico (Wood et al. 2019) descrito no item 4.3

para avaliar a concentracdo celular antes e depois da pressurizagao.

4.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Para microscopia eletrénica de varredura (MEV), as amostras foram analisadas em
modo direto usando um microscoépio eletrénico de varredura (Jeol, JEM-6610 LV),
com HV (voltagem) de 20 Kv e magnitudes de 10.000x a 20.000x. Aliquotas de 100
puL de cada amostra foram centrifugados (3 min a 9.000 g) e fixados em solucao de
Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e tampdo cacodilato 0,1M). Posteriormente, as
células foram péds-fixadas em tetréxido de Gsmio, desidratados em etanol (30%,
50%, 70%, 90% e 100% v/v), secagem no ponto critico de CO2 (Autosandri-815,
Tousimis), revestimento com 10 nm de ouro puro em um aspersor a vacuo (Desk V,

Denton Vacuum).
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4.7 Citometria de fluxo

A técnica de citometria de fluxo, foi usada como ferramenta nas analises
morfolégicas por meio dos parametros de tamanho e complexidade (FSC-A e SSC-
A). Os ensaios foram realizados em um citometro de fluxo, CytoFLEX V5-B5-R3
(Beckman Coulter) utilizando o laser azul (488 nm). As amostras foram diluidas a
uma concentracdo de 102. Antes e apdés o0s tratamentos com alta pressdo
hidrostratica, coletou-se uma aliquota de 1 mL da suspensao celular em um
microtubo. A aliquota foi centrifugada a 10.000 g por 3 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em tampé&o PBS. O processo de lavagem foi
realizado duas vezes. O software que acompanha o equipamento (CytExpert) foi

entdo configurado para adquirir um namero de eventos a cada 100 pL por amostra.

4.8 Andlise estatistica.

Os gréficos foram feitos no software Scidavis (Verséo 0.2.3) com utilizacdo de média
e desvio padrao para as barras de erros. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curvas de crescimento a 0,1 MPa.

A formacado caracteristica de precipitados de sulfeto de ferro preto durante o
crescimento de BRS impede o uso de abordagens espectrofotométricas tradicionais
para capturar dados de crescimento. Devido a isso, as analises de densidade 6ptica
(DOs3onm) de crescimento das culturas bacterianas seguiram protocolo padronizado
por Wood et al. (2019) que delinearam uma abordagem espectrofotométrica para
estimar a massa celular de BRS por meio da adicéo de HCI.

A curva de crescimento de D. alaskensis em 0,1 MPa (Figura 12) demonstrou que
essa bactéria teve um tempo de laténcia de, aproximadamente, 48 horas. Esta fase
representa um periodo de transicAo para 0Ss microrganismos quando Sao
transferidos para uma nova condi¢do, pois € nessa fase que sdo sintetizadas as
enzimas necessdrias para que possam crescer no meio novo. Nesta fase ndo ha
aumento no numero de células, mas ha grande atividade metabdlica, aumento do
tamanho individual das células, do teor de proteinas, do DNA e do peso seco das
células (BERTRANDA, 2019).
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Figura 12: Curva de crescimento de D. alaskensis a 0,1 MPa. As leituras de densidade Optica foram
feitas com a adicdo de 20 pl de HCI (15%). As barras de erro representam o desvio padrdo de trés
réplicas biologicas.
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A bactéria D. alaskensis apresentou um tempo de geragdo de 103 horas, com a fase
log durando aproximadamente 113 horas (5 dias). A cultura chegou na fase
estacionaria ap6s 161 horas de incubacdo e permaneceu com a mesma
concentracdo de células pelo tempo restante do experimento (aproximadamente 8

dias).

A figura 13 mostra a curva de crescimento da cultura mista BTB0119 por 15 dias a
0,1 MPa, demostrando que BTB0119 teve um tempo de laténcia em torno de 46
horas. Além disso, os dados obtidos mostram que a cultura teve uma fase
exponencial com duracdo de 276 horas (11 dias), atingindo seu crescimento maximo
apos 322 horas de incubacédo (14 dias). O tempo de geracdo estimado para esta
cultura foi de 364 horas. As medi¢des de DOssonm mostraram que essa cultura teve

um crescimento menor e mais lento quando comparado a D. alaskensis e BTB0419.
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Figura 13: Curva de crescimento da cultura BTB0119 a 0,1 MPa. As barras de erro representam o
desvio padrao de trés réplicas bioldgicas.

A figura 14 mostra a curva de crescimento estabelecida para a cultura mista
BTB0419. O resultado mostra que BTB0419 possui fase lag de aproximadamente 46
horas de incubacéo. A fase exponencial dessa cultura possui tempo de 115 horas (4

dias). A cultura chegou na fase estacionaria ap0s 161 horas de incubacdo e
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permaneceu com a mesma concentracdo de células pelo tempo restante do

experimento (aproximadamente 9 dias).
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Figura 14: Curva de crescimento da cultura BTB0419 a 0,1 MPa. As barras de erro representam o
desvio padrao de trés réplicas biolégicas.

No trabalho de Wood et al. (2019), as leituras de densidade Optica apods adicdo de
HCI se mostram eficientes na padronizacao da curva de crescimento da cultura pura
de D. desulfuricans. Os autores realizaram as medi¢cdes de DOsoonm aplicando HCI
em uma parte do material para a dissolu¢cdo do precipitado de ferro e a outra parte
somente foi adicionado agua destilada. De acordo com a figura 15, o precipitado
preto comecou a se formar na cultura apos aproximadamente 50 horas de incubacgéo
fazendo com as leituras corrigidas com &cido divergissem das leituras feitas usando
agua destilada. Os resultados obtidos pelos autores para as medicdes corrigidas
com HCI mostraram que a fase de laténcia dessa bactéria foi em torno de 40 horas,
seguida por 60 horas de fase exponencial (2 dias e meio). A fase estacionaria foi
atingida apos 110 horas de incubacgéo e o tempo de geracdo foi estimado em 23

horas.
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Figura 15: Curva de crescimento estabelecida para cultura pura de BRS D. desulfuricans a 0,1 MPa.
A linha em azul representa a curva sem a adi¢do de HCI e em laranja apés remocédo do precipitado
preto por HCI. Fonte: WOOD et al. 2019.

No presente estudo, as curvas de crescimento das culturas de BRS foram validadas
usando o método padronizado por Wood et al. (2019), que embora pouco difundido,
possibilitou uma melhor compreenséo das respostas de crescimento das culturas de
BRS em pressao ambiente (0,1 MPa). Os resultados mostraram que essas bactérias
tem como caracteristica crescimento mais lento com baixa concentracdo celular e
esse mesmo aspecto foi observado na curva de crescimento da cultura pura D.
desulfuricans (WOOD et al. 2019). Além disso, foi observado nas culturas BTB0119
e BTB0419 um comportamento de crescimento com dois pontos de inflexdo nas
curvas. Esse fato pode ser em decorréncia das amostras serem constituidas por
culturas mistas de BRS e devido as interacfes sintréficas existentes nessas culturas,
pois quando uma parte da populacéo atinge a estabilizacdo o subproduto gerado por
ela é usado para o crescimento de outras espécies presentes na amostra (MORRIS
et al. 2013).
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5.2 Crescimento das culturas redutoras de sulfato sob alta presséo hidrostatica.

5.2.1 Crescimento sob HHP por 20 horas seguido de crescimento 0,1 MPa por 28
dias

Neste experimento o efeito da HHP foi avaliado submetendo as culturas de BRS
(BTB0119, BTB0419 e D. alaskensis) a 35 e 65 MPa por 20 horas e seu crescimento
foi acompanhado por 28 dias a 0,1 MPa. Apds os 28 dias de incubacéo, os métodos
do NMP e leituras de DOssonm foram usadas para avaliar o crescimento em funcéo

da pressao.

O NMP é o método tradicionalmente usado na industria de petréleo e gas para
estimar a concentragdo de microrganismos e a atividade redutora de sulfato de
culturas de BRS por meio de diluicdes sucessivas da amostra em meio liquido
(SHEN e VOORDOUW, 2015). O crescimento é identificado pela mudanca de cor do
meio de cultura, de incolor ou ligeiramente rosa para preto, devido a formacéo de
precipitado de sulfeto de ferro (FeS) (Figura: 16) (CONTEC, 2016).

Figura 16: Crescimento de BRS evidenciado pela coloracdo negra caracterizada pela presenca de
FeS em amostras de D. alaskensis a 0,1 MPa. A: representa um frasco positivo (+) demostrando
crescimento; B: frasco negativo (-) demostrando auséncia de crescimento.

As estimativas obtidas pelo método NMP para a bactéria redutora de sulfato D.
alaskensis demonstraram que em pressdo ambiente (0,1 MPa) a concentracéo final

de células foi de aproximadamente 4,2 x 10° por mL. Quando submetida a 35 MPa a
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cultura pura apresentou menor crescimento, com nimero de células de 2,9 x 102 por
mL. A 65 MPa a concentracdo final foi de 3,0 x 10° células/mL (Figura 17). De
acordo as contagens do NMP D. alaskensis apresentou melhor crescimento quando
cultiva a 0.1 MPa comparado aos tratamentos de 35 e 65 MPa. Entretanto, o
parametro usado para medir o crescimento foi a observacdo do enegrecimento
acentuado do meio devido a formacéo de FeS. Sendo assim, o dado observado em
0,1 MPa foi da formacgéao de precipitado de ferro produzido e ndo crescimento de
fato, uma vez que o NMP néo realiza contagens diretas.
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Figura 17: NUumero mais provavel - NMP em funcdo da pressdo. As culturas de bactérias foram
submetidas a 0,1, 35 e 65 MPa por 20 h. A viabilidade foi verificada por inoculagdo em meio Postgate
C e cultivado por 28 dias em condicdes anaerdbias a 37 °C.

Os resultados obtidos para BTB0119 mostraram que quando cultivada a 0,1 MPa
essa cultura apresentou uma concentracdo final de 4,2 x 10! células/mL. No
tratamento de 35 MPa, o numero de bactérias determinadas pelo método foi de 4,2 x
103 Células/mL e em 65 MPa apresentou mesma concentracdo de células
observadas em 0,1 MPa (Figura: 17). Os dados do NMP demonstram que essa
cultura obteve baixo crescimento em todos os valores de pressédo analisados neste
experimento. Este fato esta associado a baixa quantidade de frascos positivos nas

diluicbes.
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As contagens do NMP obtidas para a cultura mista BTB0419 a 0,1 MPa foram de 2,1
x 102 células/mL (Figura 17). Os valores de crescimento obtidos nos tratamentos de
HHP mostraram que em 35 MPa o nimero de células foi de 4,2 x 10* células/mL,
seguido de 2,9 x 10° células/mL no tratamento de 65 MPa. Os dados mostram que
apos os tratamentos com HHP o crescimento dessa cultura foi melhor comparado a
pressdo ambiente (0,1 MPa), apresentado maior crescimento em 65 MPa. No
entanto, os dados obtidos ndo representam o valor real de crescimento, visto que as

medigOes foram visuais.

As abordagens envolvendo a aplicacdo do NMP em amostras coletadas de
reservatorio de petréleo, tem mostrado estudos voltados a deteccdo e enumeracao
de culturas de BRS, como no trabalho de Tuccar et al. (2019), em que as andlises
do NMP em amostras de agua produzida, provenientes de um reservatorio de
petréleo em Diyarbakin, Turquia, localizado entre 1.600 e 2.600 m de profundidade
(pressdo entre 16 e 26 MPa), mostraram que na amostra coletada havia uma
concentracdo de menos de 10 células de BRS por mL. Magot et al. (2004) avaliaram
a concentracdo de células de D. bastinii existentes em uma amostra de agua de
producéo oriunda de uma plataforma de producéo offshore no campo de Emeraude
no Congo. No entanto, os dados de profundidade do reservatério ndo foram
descritos pelos autores, mas o valor do NMP dessa BRS foi de 2,5 x

10 2 células/mL.

Paralelamente ao método do NMP, medicdes por densidade Optica (DOs3onm) usando
protocolo previamente estabelecido no item 5.1 foram utilizadas para avaliar o
crescimento das culturas de BRS. Os dados obtidos da DOssonm mostraram
resultados diferentes dos observado usando o método NMP. A cultura pura D.
alaskensis teve crescimento semelhante nos valores de 0,1 e 35 MPa, porém uma
diminuicdo no crescimento foi observada quando a bactéria foi submetida a 65 MPa
(Figura 18). Willianson et al. (2018) cultivaram D. alaskensis sob uma faixa de
pressbes entre 0,1-14 MPa, mostrando que 14 MPa € a pressao o6timo de
crescimento para essa bactéria. No presente trabalho D. alaskensis apresentou alto

crescimento em 0,1 e 35 MPa.
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Figura 18: Crescimento das culturas de BRS em funcdo da pressdo. BTB019, BTB0419 e D.
alaskensis foram submetidas & 35 e 65 MPa por 20 horas e seu crescimento foi acompanhado por 28
dias em 0,1 MPa. Apdés o término de incubagéo o crescimento foi avaliado por leituras de DOe3onm.

A cultura BTB0119 obteve baixos valores nas medicbes de DOssonm quando
submetida a HHP. O mesmo foi observado em pressao ambiente (0,1 MPa) (Figura
18). Os resultados mostram que essa cultura manteve baixo crescimento em todos
os tratamentos, demostrando que cultura possui caracteristica piezotolerante, visto
gue ela apresenta 0 mesmo padrédo de crescimento em todo o experimento. Dutta et
al. (2019), mostraram que genes relacionados a absorcdo de nutrientes e estresse
extracitoplasmatico (omp, rse C), dobramento e desdobramento de proteinas
(dnaK,groEL e outros) e mecanismos de reparo de DNA (mutT, uvre
outros) facilitam a tolerancia a alta pressao por certos grupos de microrganismos.

A cultura mista BTB0419 apresentou a mesma (alta) concentracao final de celular
em todos os tratamentos, mostrando que a HHP néo afetou seu crescimento (Figura
18). BTB0419 é uma cultura mista formada por diferentes espécies de BRS,
coletada a uma profundidade de 3.080 m. Por ser oriunda de um ambiente de HHP,
essa amostra apresentou melhor resposta adaptativa aos tratamentos avaliados
neste experimento. Essa resposta € em decorréncia de adaptacdes especificas
como a modulacdo da composicdo de &cidos graxos de suas membranas,
aumentando a proporcéo relativa de acidos graxos insaturados em resposta ao

aumento da pressao, a fim de manter a fluidez da membrana, evitando que os
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lipidios da membrana se empacotem mais firmemente (SILIAKUS et al. 2017).
Outras caracteristicas incluem modificagdo da cadeia respiratdria, a expressédo de
diferentes proteinas e a producéo de osmalitos (SALVADOR-CASTELL et al. 2020).

O meétodo padronizado por Wood et al. (2019) demostrou-se mais preciso e mais
rapido para avaliar os dados de crescimento de BRS em comparagdo ao método
NMP. A técnica NMP demanda um tempo maior para obter os resultados devido as
séries de diluicbes que necessitam de mais vidraria e meio de cultura. Além disso os
resultados ndo sdo muito precisos por nao utilizar de contagens diretas (COUTINHO
et al. 2014).

A reducao microbiana de sulfato a sulfeto (também conhecido como "acidificacdo” ou
"biosouring” microbiana pela industria de petréleo) é indiscutivelmente o processo
microbiano mais deletério que os operadores de petréleo enfrentam durante a
producdo de petroleo. Por conta disso, compreender o papel que a pressao
desempenha nesse processo é importante visando melhorar as estratégias de
contencgdo de acidificacdo. A produgédo de H2S em fungéo da pressédo com a técnica
do numero mais provavel também foi possivel acompanhar e avaliar a atividade

redutora de sulfato (ARS) ap6s 20 horas de incubacéo.

A pressdo ambiente os resultados mostram que todas as culturas apresentaram alta
reducdo de sulfato (>4). Em 35 MPa somente BTB0419 apresentou atividade
redutora de sulfato alta, enquanto que BTB0119 e D. alaskensis apresentaram ARS
relativamente moderada (>1.33). No tratamento de 65 MPa todas as culturas

apresentaram ARS moderado (Figura 19).
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Figura 19: Atividade redutora de sulfato — ARS em funcéo da pressdo. A medicdo da ARS foi feita
dividindo o numero de dias em que o precipitado apareceu por 28. ARS é considerado baixo quando
o valor é < 1,33; moderado entre 1,34 a 4 e alto quando > 4.

5.2.2 Crescimento sob HHP por 28 dias.

Nas plataformas de extracdo de petréleo a corrosdo é um problema comum que
afeta a industria petroleira e a economia (MARIETOU et al. 2018). As culturas de
bactéria utilizadas no presente trabalho foram extraidas do pés-sal, com as
profundidades apresentadas no item 4.2. Essas culturas possuem alta capacidade
corrosiva, por serem constituidos por bactérias redutoras de sulfato. Porém, ndo se
tinha conhecimento se essas culturas seriam capazes de sobreviver a altas
pressfes caso esses fossem introduzidos no pré-sal carregados pela agua de
injecao.

Com o objetivo de avaliar o possivel crescimento das culturas de BRS em diferentes
profundidades, o experimento de 28 dias sob diferentes valores de pressao foi
realizado. Nesse experimento, avaliou-se o efeito da presséo sobre o crescimento e
a atividade redutora de sulfato das amostras BTB0119, BTB0419 e D. alaskensis,

como demonstrado na figura 20 e tabela 2.
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Figura 20: Gréafico de colunas sobre o efeito de diferentes valores de HHP no crescimento das
culturas de BRS BTB0119, BTB0419 e D. alaskensis apos 28 dias de incubacdo em 35 e 65 MPa.
Ap6bs o periodo de incubacao o crescimento foi avaliado por leituras de densidade 6ptica (DOe3zonm).

A bactéria Desulfovibrio alaskensis foi coletada de um poco de petréleo acidificado
na Baia de Purdu, no Alasca como descrito por Feio et al. (2004). No trabalho
apresentado por Feio et al. (2004), ndo ha descri¢cbes relacionadas a profundidade
ou pressdo do ambiente do qual ela foi extraida. No entanto, Williamson et al. (2018)
avaliaram o crescimento dessa bactéria sob uma faixa de pressées entre 0,1 e 14
MPa, e foi observado um melhor crescimento em 14 MPa. Na literatura ndo ha
dados que demonstrem testes de pressdo com essa bactéria com valores acima de
14 MPa. No presente trabalho, foi avaliado o crescimento da D. alaskensis em
valores de pressao nunca antes estudados para esse organismo, demonstrando que
a 65 MPa esse microrganismo apresentou maior crescimento quando comparado a

pressao ambiente e 35 MPa (Figura 20).

A amostra BTB0419, coletada a uma profundidade de 3.080 metros, foi a que
apresentou melhor crescimento nos valores de presséo testados (0,1, 35 e 65 MPa)
gquando comparado com D. alaskensis e BTB0119, apresentando melhor
crescimento em 35 MPa e ndo havendo diferenca entre o crescimento apresentado
em 0,1 e 65 MPa, o que demonstra que 35 MPa é a pressao 6tima de crescimento
dessa cultura. A 3 km de profundidade, a pressao € de aproximadamente 30 MPa, o
que corrobora com o resultado encontrado, uma vez que se espera que O

crescimento ideal aconteca nas mesmas condi¢cdes de onde a amostra foi isolada.
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Em contrapartida, BTB0119 foi isolado a uma profundidade de 100 metros em
relacdo ao nivel do mar. A essa profundidade, a pressdo ndo chega a 1 MPa.
Porém, a presséo parece ndo afetar o crescimento dessas culturas, uma vez que o
crescimento foi 0 mesmo em todos os valores de presséo avaliados (0,1, 35 e 65
MPa) o que demonstra que essa cultura possui resisténcia a HHP e pode sobreviver
em profundidades maiores. Isso € um risco em potencial para a industria petroleira,
uma vez que essa agua de injecdo pode ser inserida no sistema de recuperagéo de
petréleo e carregar junto a ela esses microrganismos com grande potencial de
corrosdo que sao capazes de sobreviver em diferentes profundidades, podendo
afetar até mesmo a extracdo de petréleo do pré-sal, que apresenta pressodes de 50 a
100 MPa.

A Tabela 2 é referente ao acompanhamento da atividade redutora de sulfato das
culturas, no qual a avaliacéo foi feita por meio da formacgao de precipitado de sulfato
ferroso no meio de cultura. As observacdes foram feitas antes de pressurizar as
amostras (dia 1) e apds os 28 dias de incubacdo. A BRS D. alaskensis apresentou
ARS positivo em 0,1 e 65 MPa, porém em 35 MPa ndo houve precipitacdo de sulfato
ferroso. BTB0119 apresentou precipitado somente em 0,1 MPa. PBTB0419
apresentou ARS positiva em todos valores de pressao avaliados.

Tabela 2: Atividade redutora de sulfato em funcdo da presséo.

0,1 MPa 35 MPa 65 MPa
Amostras
Dial Dia28 Dial Dia28 Dial DiaZ28
D. alaskensis - + - - - +
BTB0119 - + - - - .
BTB0419 - + - + - +

Os resultados mostraram que todas as culturas avaliadas apresentaram adaptacao a

HHP. Porém, as culturas BTB0419 e D. alaskensis foram as que apresentaram
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melhor crescimento quando comparado a BTB0119. Nesse contexto, sabe-se que a
HHP afeta a estrutura de varios componentes e fungdes celulares, como a fluidez da
membrana, a atividade e a estrutura das proteinas. O sucesso para 0 crescimento
dessas culturas em HHP pode estar associada ao desenvolvimento de varias
estratégias para lidar com a pressao hidrostatica (BARTLETT, 2002; TAMBURINI et
al. 2013).

Dentre essas caracteristicas adaptativas incluem-se a sintese de acidos graxos poli-
insaturados (AGPs), com propor¢des que chegam a 70% do total de &cidos graxos
(AGs) nas membranas dessas bactérias. A alta propor¢cdo de AGPs pode aumentar
a fluidez da membrana em alta presséo hidrostatica (ABE, 2013; BARTLETT, 2002).
Um outro mecanismo descoberto € o acumulo intracelular de osmolitos especificos
em resposta ao aumento da pressdo (também conhecidos como piezdlitos). Esse
processo é considerado uma estratégia dos piezofilos para proteger a estrutura das
proteinas. Organismos como P. profundum acumula uma concentracdo maior de
solutos intracelulares, preferencialmente B-hidroxibutirato e seus oligdmeros, quando
cresce sob HHP (28 MPa) do que a pressao atmosférica. Além disso, D.
hydrothermalis aumenta a concentracao intracelular de glutamato quando a pressao
aumenta (0,1 a 26 MPa), sugerindo uma funcdo piezolitica potencial. O efeito
piezoprotetor desses solutos organicos provavelmente decorre da reorganizacao das
moléculas de agua favorecendo o dobramento e a estabilidade das proteinas
(TAMBURINI et al., 2013).

Além disso, a sintrofia € uma importante interacdo mutualistica que ocorre em muitos
ambientes e € um processo essencial para a troca de elétrons e fontes de carbono
entre diferentes espécies. A onipresenca do metabolismo sintréfico entre os
ambientes andxicos enfatiza que a cooperagcdo metabdlica entre as espécies
microbianas é frequentemente a regra, e ndo a excec¢ao, € que 0 consorcio € a
unidade catalitica do metabolismo anaerébico (SIEBER; MCINERNEY; GUNSALUS,
2012).
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5.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As analises de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foram realizadas para
avaliar o efeito da HHP na morfologia das culturas BTB0119 e BTB0419. As
micrografias obtidas para cultura BTB0119, mostraram que a amostra € composta
por bactérias com diferentes tipos morfolégicos. Na figura 21 estdo ilustradas as
micrografias oriundas da andlise microscopica da cultura BTB0119, no qual foram
observadas células em formato de bacilos (A e C), vibrides (B e D) e cocos (B, C e
D).
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Figura 21: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de BTB0119 apds 28 dias sob
HHP, mostrando células com diferentes formatos: (A e C) bacilos, (B e D) vibrides, (B, C e D) cocos.

Além do mais, foi possivel observar nas imagens B, C e D regides em que ha
presenca de bactérias envoltas por material polimérico extracelular (EPS). O EPS é
responsavel pela agregacdo dos microrganismos presentes em um biofilme,
conferindo-lhes maior resisténcia a acao de agentes quimicos e fisicos (YIN et al.
2019).
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Na figura 22 estdo representados os resultados da analise de MEV da cultura
BTB0419. As andlises mostraram que a cultura também apresentou uma
composicado com diferentes morfotipos bacterianos, como hastes filamentosas (A, D

e E), bastonetes (B e C) e cocos (C e D).

x10,000 1pm —

Figura 22: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de BTB0419 apés 28 dias sob
HHP, mostrando células com diferentes formatos: (A e E) hastes filamentosas, (B, C e D) bacilos, (C
e D) cocos.

Apds os 28 dias de incubacdo a 35 MPa, foi observado que algumas células
presentes no enriqguecimento coletado a 3.060 m cresceram em formato de
filamentos longos e retos conforme demostrado na figura 22 (A, D e E). De acordo
com os trabalhos de Molina-Hoppner et al. (2003) e Ishii et al. (2004) as células
tornaram-se mais alongadas devido a efeitos de inibicdo da divisdo celular,
indicando uma resposta tipica ao estresse. Segundo esses autores, a pressao
exerce efeito inibitério na formacéo dos polimeros de FtsZ, que séo as proteinas
formadoras do septo em bactérias. Além disso, a formacdo de filamentos também
pode ser mediada por uma resposta SOS disparada por pressao envolvendo a

proteina RecD, que € essencial para recombinacdo e reparo de DNA (BIDLE e
BARTLETT, 1999).

Os aspectos morfologicos observados no presente trabalho estdo de acordo com o
descrito na literatura para BRS (CORD-RUWISCH et al. 1987). Ambas as amostras
sdo constituidas por culturas mistas de BRS, com diferentes morfotipos conforme

demostrado nas figuras 21 e 22. Além disso, foi observado que a HHP nao
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ocasionou alteracdes na morfologia da cultura BTB0119. No entanto, foi verificado

alteracdes ap0s pressurizacdo em algumas células de BTB0419.

5.4 Efeito da HHP na complexidade celular

As analises de citometria de fluxo foram usadas para monitorar a complexidade
celular das culturas de BRS em funcao da pressédo, por meio do espalhamento de
luz. Os dados de dispersao foram coletados pelo detector éptico SSC (side scatter),
gue mede a disperséo lateral da luz. Os dados de SSC das amostras pressurizadas
foram comparados com os dados das amostras cultivadas em pressdo ambiente (0,1
MPa).

Os resultados da andlise de citometria de fluxo das amostras apos os tratamentos
de 35, 65 e 0,1 MPa por 28 dias estdo representados na figura 23. Ao longo do eixo
X, estd o parametro SSC, em escala logaritmica e no eixo y o numero de eventos. As
analises dos histogramas séao feitas através do deslocamento da curva. Quanto mais
proximo de 107, maior é a dispersdo da luz indicando maior complexidade celular e

guanto mais préximo de 103, menor é a dispersao, e assim, a complexidade.

-
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Figura 23: Histogramas de disperséo lateral da luz (SSC) das amostras em relagédo aos tratamentos
de pressao hidrostética (0,1, 35 e 65 MPa). A: D. alaskensis; B: BTB0119; C: BTB0419.
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Na figura 23 (A) estdo representados os dados de complexidade celular da cultura
pura D. alaskensis, demostrando que houve diferenca na complexidade a partir dos
padroes de dispersdo da luz, principalmente entre 0,1 MPa (vermelho) e 65 MPa
(roxo). De acordo com o histograma, a cultura pura demostrou menor espalhamento

de luz lateral quando cultivada em 0,1 MPa em comparacao a 35 e 65 MPa.

Os dados representados no histograma 23 (b) sao referentes a cultura BTB0119. Os
valores de dispersdo lateral obtidos para essa cultura apresentaram o mesmo
padrdao em todos os tratamentos. Por outro lado, a cultura BTB0419 apresentou
diminuicdo nos dados de dispersdo em 0,1 MPa, assim como observado em D.
alaskensis. Entretanto, nos tratamentos de 35 e 65 MPa houve um aumento em
comparacdo a 0,1 MPa, mantendo perfil semelhante, conforme ilustrado no

histograma 23 (c).

Embora normalmente associado a complexidade ou granulosidade celular, o SSC
também é um parametro que pode ser correlacionado com a absorbancia da parede
celular bacteriana ou pela diferenca no conteudo celular (SYCURO et al. 2013).
Alguns estudos tém demostrado que o acumulo interno de solutos (piezélitos) em
bactérias piezofilicas € muito comum, pois este processo estabiliza macromoléculas
intracelulares contra alteracdes induzidas pela HHP, acarretando em alteracées nos
perfis de complexidade (GAYAN et al. 2017; MARTIN et al. 2002; WILLIAMSON et
al. 2018).

Nos experimentos aqui descritos, foi verificado que as culturas de D. alaskensis e
BTB0419 demostraram aumento na complexidade sob HHP. A diminuicdo nos
dados de dispersao lateral adquiridos a 0,1 MPa pode estar relacionada ao fato
dessa condicdo ser estressante para essas amostras, que possuem caracteristicas
piezofilicas, ocasionando perda ou reducdo das estruturas intracelulares
(SCHWENDNER e SCHUERGER, 2020). Nao foram observadas mudancas nas
medicbes da complexidade em BTBO0119, evidenciando uma caracteristica
piezotolerante. As medi¢des de SSC demonstraram que a HHP pode ter ocasionado
alteracdes no conteudo citoplasmatico das células, contribuindo para as mudancas

observadas nos valores de complexidade.
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6. CONCLUSAO

O método NMP se mostrou um bom método para avaliar BRS, porém n&o é preciso
para a quantificacdo de microrganismo em experimentos laboratoriais ou pela
indUstria, uma vez que o método MNP nédo usa contagens diretas. Devido a
necessidade de um método com maior exatiddo, o NMP foi substituido pelo método
de leitura por densidade oOptica usando 15% HCI para remocédo do sulfeto de ferro
formado pela atividade redutora de sulfato dessas bactérias. Com a aplicacdo desse
método, foi possivel ter uma melhor compreensao das respostas de crescimento das

culturas de BRS em condi¢cBes experimentais.

Observou-se que a 65 MPa por 28 dias as culturas D. alaskensis e BTB0419
apresentaram melhor adaptacéo, evidenciando que essas culturas tém grande
potencial de crescer e sobreviver em ambientes como o pré-sal, no qual a
profundidade é em torno de 5.000 a 7.000 m, com valor de pressdo media de 65
MPa. Resultado este, nunca antes estudados para esses organismos.

Curvas de crescimento em 0,1 MPa foram estabelecidas para as culturas de BRS
utilizando o protocolo de leitura de DOssonm ap0s a remocdo do precipitado preto
(15% HCI). As analises mostraram que essas bactérias tem como carateristica o
crescimento lento, apresentando um tempo de geracdo de 103 horas para D.
alaskensis, 364 horas para BTB0119 e 92 horas para BTB0419.

Os tratamentos com HHP mostraram que a pressdo exerceu grande influéncia no
crescimento celular e na atividade redutora de sulfato das culturas de BRS. Nos
tratamentos de 35 e 65 MPa por 20 horas foi observado que as -culturas
apresentaram crescimento mais lento quando comparado 0,1 MPa. Além disso,
todas as culturas apresentaram alta ARS a 0,1 MPa, mas que diminui com o

aumento da pressao.

O crescimento das amostras sob HHP por 28 dias mostrou que o enriquecimento de
bactérias BTB0419, coletado de um ambiente de 3.060 m de profundidade

apresentou melhor adaptacdo a 35 MPa, pressdo equivalente do ambiente de
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procedéncia dessa amostra. A cultura BTB0119, coletada a 100 m de profundidade

teve o crescimento semelhante em todos os valores de pressao avaliados.

A cultura pura de D. alaskensis, oriunda de um reservatoério de petréleo da Baia de
Purdu, Alasca, teve seu crescimento avaliada em valores de pressao nunca antes
testados para esse microrganismo, demostrando que a 65 MPa D. alaskensis
apresentou maior crescimento quando comparado a 35 e 0,1 MPa por 28 dias. Por
ser uma cepa oriunda de um ambiente de reservatorio de petréleo, essa cultura

possui caracteristicas adaptativas para sobrevivéncia a HHP.

As BRS tém como caracteristica um tempo de geracdo longo com baixa
concentracdo celular, fazendo o cultivo dessas bactérias demorado em condi¢des
laboratoriais. Esse aspecto do crescimento dessas bactérias € um mecanismo de
resposta as condi¢cdes extremas presentes nos ecossistemas de poco de petréleo
(alta pressdao e baixa concentracdo de nutrientes), o que justifica os resultados
relativamente baixos nas medi¢des por densidade 6ptica obtidos para as culturas de
BRS quando comparado a outros microrganismos descritos na literatura (E. coli e S.
cerevisiae), mostrando que mesmo sendo cultivadas em meio de cultura rico e sob
HHP as culturas de BRS avaliadas no presente estudo ainda preservam suas

caracteristicas do ambiente onde foram coletadas.

Fotomicrografias eletrdnicas das amostras BTB0119 e BT0419 revelaram culturas
mistas de bactérias com diferentes tipos morfolégicos como cocos, bastonetes,
vibribes e hastes filamentosas, apresentando caracteristicas semelhantes com o
descrito na literatura para BRS. BTB0419 sob HHP apresentou células em formato

de longos filamentos.

As andlises de citometria de fluxo mostraram que HHP causou aumento na
complexidade celular das amostras de D. alaskensis e BTB0419. O aumento da
complexidade foi observado quando as amostras foram cultivas sob 28 dias a 35 e
65 MPa. Os resultados séo atribuidos a mudancgas no conteudo citoplasmatico das

células.
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