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Os procariotos redutores de sulfato (PRS) sdo microrganismos relacionados a prejuizos na industria petrolifera
nas fases upstream, como a biodegradacéo do petrdleo durante os processos de extracao, e nas fases downstream,
como a biocorrosdo de dutos e tanques de estocagem. A BPP é a maior produtora off-shore no Brasil. A
ocorréncia e a atividade de PRS na BPP sdo ainda desconhecidas, mas o conhecimento dos consorcios de
microrganismos associados a0 petroleo é importante para a mitigagdo dos problemas supra-citados e pode
auxiliar em estratégias de biorremediag8o. Este trabalho objetiva a deteccéo de PRS utilizando o gene dsrB como
biomarcador molecular em amostras de sedimento coletadas no manguezal de Diogo Lopes, RN. Os
experimentos de microcosmos foram ndo-contaminados ou contaminados com 3% de petroleo. O DNA
metagendémico (MDNA) foi extraido dos microcosmos em intervalos de 60 dias durante um ano. A andise da
triagem molecular foi feita por eletroforese em gel de agarose a 1,5% e PAGE a 12 %. Os produtos de
amplificacdo por PCR de tamanho esperado (~512 pb) foram verificados nos mDNA das amostras dos
microcosmos nao-contaminados nos tempos 00d, 60d e 180d e nos microcosmos contaminados nos tempos 60d,
120d e 180d, respectivamente. Este resultado sugere que os PRS estdo presentes como microrganismos ubiquos
no manguezal. Comunidades de PRS persistem apds a contaminacdo por petroleo por tolerancia ou propriedades
petrodegradadoras desconhecidas. Este estudo é importante por que € o primeiro relato de PRS em manguezal da
BPP, sendo este um passo inicial para acessar a diversidade de microrganismos relacionados a indistria de
petréleo na BPP. O conhecimento sobre a microbiologia de petr6leo na BPP pode auxiliar aindistria de petroleo
em uma melhor administracdo de investimentos e também em politicas de responsabilidade socio-ambiental .
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1. INTRODUCAO

Os processos de biodegradacéo de hidrocarbonetos e de biocorrosdo sdo de fundamental importancia para a
induUstria petrolifera, uma vez que os custos relacionados a essas ocorréncias resultam em grandes gastos na
exploracéo, transporte e refino do petréleo. A Bacia Petrolifera Potiguar (BPP) compreende mais de 5000 km de
dutos de déleo e gas, compondo uma enorme superficie sujeita a biocorrosdo por acdo microbiana,
especificamente pelos consorcios formados por procariotos redutores de sulfato (PRS), denominagéo atual do
grupo das bactérias redutoras de sulfato (BRS), incluindo arqueas e bactérias. Este mesmo grupo microbiano
também est4 relacionado a eventos de biodegradag&o de petréleo e ao souring. Os PRS participam, portanto, de
processos danosos a qualidade do petrdleo, diminuindo a quantidade de hidrocarbonetos nobres que,
consequentemente, leva ao aumento da sua densidade, acidez e viscosidade.

O estudo da biodiversidade microbiana nativa de ambientes relacionados & industria petrolifera é de grande
relevancia para 0 melhor conhecimento dos ciclos biogeoguimicos de ambientes marinhos costeiros, como o
manguezal. Esses organismos, capazes de metabolizar compostos presentes no petréleo, participam naturalmente
da decomposicdo de metade do material organico do leito marinho (Tanaka et al., 2002). Foti et al. (2007)
afirmam que o conhecimento das comunidades de PRS é importante para o entendimento do ciclo do enxofre em
diferentes ecossistemas. Em sedimentos marinhos costeiros, como o manguezal, a degradacdo de
hidrocarbonetos associada a redugéo de sulfato parece ser 0 mais relevante dos diferentes processos anaerébicos,
devido ao sulfato ser abundante na &gua marinha estuarina e costeira (Miralles et al ., 2007).

Os PRS também sdo responsaveis pelo processo de corrosdo induzida por microrganismos (MIC), onde a
alteragdo na superficie do metal é devida a constituicdo de um biofilme caracterizado por ser um sistema
dindmico complexo com duas interfaces, a bioldgica e a metdlica, em que diferentes processos de transporte e
reagdes bioguimicas e quimicas produzem metabdlitos corrosivos, promovendo a decomposi¢do quimica do
metal (revisado por Videla e Herrera, 2005). Essa atividade relaciona-se a presenca no genoma dos PRS do
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operon dsrAB, que codifica as enzimas envolvidas no processo de respiracéo anaerébica, denominado reducdo
desassimilatoria de sulfato, onde o ion sulfato participa como aceptor final de elétrons, cujos produtos finais do
metabolismo sdo o0 gés carbdnico e atas concentragbes de sulfetos, entre eles o sulfeto ferroso, que promove a
corrosdo de superficies metalicas de oleodutos e gasodutos (Neria-Gonzélez et al., 2006).

Segundo Geets et al. (2006), para 0 sucesso no desenvolvimento de estratégias de biorremediacdo baseadas
na atividade dos PRS, € necess&rio 0 monitoramento da composi¢éo e dindmica das comunidades microbianas.
Ressalta-se, portanto, a relevancia deste trabalho pioneiro na caracterizagdo das comunidades microbianas PRS
na BPP, pois 0 mesmo visa a geragdo de conhecimento da microbiota nativa, norteando o desenvolvimento de
tecnologias sustentaveis, além de auxiliar na perspectiva de avancos biotecnol 6gicos mitigadores das atividades
microbianas nas diversas fases upstream e downstream na industria petrolifera.

O propésito do presente trabalho € examinar a dindmica das comunidades nativas de PRS residentes no
sedimento do manguezal de Diogo Lopes sob condi¢bes naturais, com especia atencdo a resposta dessas
comunidades & contaminag&o por petroleo em ensaios de microcosmos. A detecgdo desses microrgani smos seré
realizada através de andlise molecular em amostras metagendmicas utilizando o gene metabdlico especifico
(dsrB). Este estudo permitira avaliar e estabelecer métodos para a definicdo de padrées background da
biodiversidade microbiana nativa na Bacia Petrolifera Potiguar.

2. REVISAO DA LITERATURA

O grande impacto ambiental em todo o mundo pelo petrdleo e o grande custo nas préticas de recuperacdo do
meio ambiente tém levado a investimentos na geracéo de conhecimento sobre os processos de biodegradagéo do
petréleo e dos microrgani smos detentores desses mecanismos. Por causa da sua importancia para 0s processos de
biorremediacdo anaerdbica, o interesse na ecologia e na diversidade dos PRS tem crescido significativamente ao
longo do tempo (Mirdles et al, 2007). No entanto, pouco se sabe sobre a diversidade, a distribuicéo e as
atividades in situ dos microrganismos associados a processos de biodegradacdo e biocorrosdo. Pérez-Jimenez e
Kerkhof (2005) descrevem a filogeografia de PRS que foram detectados em paises de diversos continentes:
Venezuela, Porto Rico, Estados Unidos, Lativia, Itdlia e Coréia do Sul. No Brasil, entre poucos traba hos
publicados sobre ocorréncia e papel dos PRS nos ecossistemas, inclusive em ambientes de reservatorios
petroliferos, destaca-se o trabalho de Cravo Junior e Franga (2003), que avaliaram a influéncia da desaeracao
parcia da aguado mar naformagdo de biofilmes em superficie metélica, relacionando a atividade de procariotos
aerbbicos e anaerdbi cos constituintes desses biofilmes as taxas de corrosao verificadas nas estruturas.

Como revisado por Videla e Herrera (2005), ressalta-se a importancia do desenvolvimento de pesguisas
utilizando tecnologias, como PCR-DGGE, PCR gquantitativa (QPCR) e de sondas de DNA para o avango nos
estudos de deteccdo e monitoramente de PRS com o intuito de diminuir os problemas de biocorrosdo naindistria
petrolifera ou que visem a utilizagdo da microbiota nativa buscando mitigar as atividades microbianas
prejudiciais em instalagdes industriais e reservatorios petroliferos.

Os genes dsrA (o subunidade) e dsrB (B subunidade) foram estudados, por exemplo, em Desulfovibrio
vulgaris e Archaeoglobus fulgidus (Dahl et al., 1993 e Karkhoff-Schweizer et al., 1995); em Archaeoglobus
profundus e Desulfotomaculum thermocisternum (Larsen et al., 1999); em Allochromatium vinosum (Hipp et al.,
1997); em Thermodesulforhabdus norvegica (Friedrich, 2001); em Desulfovibrionales e Desulfobacteriaceae
(Foti et al., 2006) e em Desulfobacca, Desulfobulbus, Desulfoarculus, Desulfovibrio, Desulfomicrobium,
Desulfococcus (Dar et al., 2007). E importante enfatizar que todos esses trabalhos foram redizados em
ambientes antropizados e/ou contaminados por residuos petroliferos, diferenciando-se deste que contempla uma
Areade Preservagio Ambiental sem histérico de contaminag&o por petrdleo no Rio Grande do Norte.

Na BPP os Unicos traba hos de prospecgéo de microrganismos nativos de sedimentos e solos com capacidade
para degradar petr6leo sdo os de Santos (2006) e Pereira (2007). Destes, 0 primeiro realizou o estudo inicial da
biodiversidade bacteriana associada a0 petrdleo da BPP através da técnica de PCR-DGGE, revelando uma
diné@mica das comunidades microbianas indigenas em resposta ao impacto de contaminag&o por petroleo, sendo
esta diferente daguela sem contaminagdo. Pereira (2007), através de técnicas moleculares (PCR-DGGE),
prospectou bactérias acanotréficas na BPP, observando também uma dindmica na resposta das comunidades
microbianas nativas a contaminagdo por petréleo.

3. METODOLOGIA

Uma amostra de 20 kg de sedimento foi obtida em uma &rea de 1 m?a profundidade de 10 cm da superficie
do manguezal pertencente a Area de Proteco Ambiental na localidade de Diogo Lopes, municipio de Macau,
Rio Grande do Norte (05°05°39"” latitude sul e 36°21°33’’ longitude oeste), regido da Bacia Petrolifera Potiguar.

Os ensaios de microcosmos foram realizados por Santos (2006), sendo utilizados 15 kg da amostra divididos
em 42 microcosmos, 21 contendo solo nas condi¢gbes ambientais da coleta (puro) e 21 contendo solo
contaminado com 3 % de petroleo, todos em triplicata, com 250 g de solo e homogeneizados. As amostragens
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dos solos dos microcosmos foram realizadas em interval os de dois meses (tempos em dias: 00, 60, 120, 180, 240,
300 e 360).

O DNA metagendmico (mMDNA) das amostras de solos puros e contaminados dos microcosmos foi extraido
segundo o método descrito por Ausubel et al., (1995) €/ou utilizando o kit Fast DNA SPIN (BI0101, Carlsbad,
CA, USA).

Realizou-se busca por sequiéncias protéicas similares as subunidades o e B da enzima Dsr no GenBank

(NCBI/USA) através do pacote BLAST (Basic Alignment Search Tool — NCBI/USA utilizando-se como
referéncia as proteinas DsrAB de Desulfovibrio vulgaris Hildenborough. Estes dados foram selecionados através
das informacfes taxondmicas fornecidas pelo GenBank, incluindo as ocorréncias de sequiéncias de
microrganismos cultivados e originérios de amostras ambientais (metagenomas).
Na construgdo dos primers (seguiéncias nucleotidicas iniciadoras), para o gene dsrB do grupo Desulfovibrio-
Desulfomicrobium, utilizou-se o programa Fast PCR (Ruslan Kalendar versdo 3.8.82 para Windows) e
sintetizados por Integrated DNA Technologies, Inc. USA. Cada amostra de mDNA obtida dos microcosmos
puros e contaminados foi amplificada por PCR realizada em termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient,
utilizando-se 120 ng de mDNA, 1 puL de MgCl, (2,5 mM), 2 uL de tampédo de PCR 10X (Biosystem), 2 uL de
primer foward (20 pmol), 2 L primer reverse (20 pmol), 1 uL DNTPse 2,5 U de Taq Polimerase (Biosystem)
em volume final de 20 pL. Os produtos de amplificacdo foram analisados el etrof oreticamente em gel de agarose
al1,5% e (PAGE) a 12 % e visualizados por coloragdo com brometo de etideo através de transiluminador de luz
UV (Cole Parmer 97500 Series Tables) e fotodocumentados no sistema Kodak (Kodak Edas 290 1D v3.5.4.
Scientific Imaging Systems, New Haven, USA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O banco de dados construido, intitulado Bd-PRS, inclui dados bibliogréaficos e de seqiéncias de DNA e
proteinas. Os dados obtidos de familias e géneros de procariotos com descri¢ao dos genes dsrAB depositados no
GenBank (NCBI-USA) incluem 5 familias e 17 géneros (Tabela 1), além de segiiéncias advindas de
metagenomas, cuja preval éncia deve-se ao fato da maioria dos procariotos ndo ser cultivavel.

Tabela 1. NUmeros variaveis de genes codificadores para as seqiéncias de proteinas DsrAB encontrados em
grupos de procariotos depositadas no NCBI
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A triagem (screening) molecular de PRS utilizando o gene dsrB nas amostras de DNA metagendmico obtidas
dos experimentos de microcosmos puros e contaminados com petroleo revelou a ocorréncia de PRS nas amostras
de mangue. Produtos de amplificacdo (PCR) do gene dsrB do tamanho esperado (512 pb) foram obtidos com
mDNA originario dos microcosmos ndo contaminados somente nas amostras 00d, 60d e 180d. Os resultados
obtidos com a avaliagdo do mDNA originario dos microcosmos contaminados revelaram produto de
amplificacdo do gene dsrB apenas na amostra 00d, ambos vistos na Figura 1. As mesmas amostras, quando
avaliadas através da técnica PAGE (Figura 2), permitiram a confirmagdo desses resultados e também a deteccéo
de outros produtos nas amostras referentes aos dias 60, 120 e 180 de solo contaminado.

A auséncia de fragmentos detectaveis nos demais tempos na andise em agarose e em PAGE dos
microcosmos ndo contaminados pode ser causada pelo desaparecimento das comunidades de PRS devido a
sucessao natural dos organismos que vivem em consorcios. Segundo Pérez-Jimenez e Kerkhof (2005), outra
causa plausivel para a ndo detecgéo € a ocorréncia do gene dsrB nas amostras de mDNA em concentragdes que,
possivelmente, estejam abaixo do limite de detecgdo da técnica de PCR. Para a auséncia de produtos de
amplificagdo nos microcosmos contaminados, utilizando as mesmas técnicas, pode-se inferir que, aém das
causas supracitadas para os microcosmos ndo contaminados, a agdo biocida e/ou toxica dos constituintes do
petrdleo, hidrocarbonetos e/ou metais pesados, interfiram na dindmica das comunidades de PRS.

Days 00 60 120 180

536bp

Figural. Produtos de mDNA de microcosmos de solo de Diogo Lopes, BPP em eletroforese em gel de agarose a 1,5 %,
revelados com brometo de etideo e visualizados sob transiluminador UV. Setas amarelas= amplicons para o gene drsB. 00,
60, 120 e 180 sdo os intervalos (em dias). MPst1= marcador de peso molecular deDNA Lambda. P= puro e C= contaminado.

D wﬁb 60 120 180
) J | A

Figura 2. Amplificacdo por PCR com primers para o gene dsrB de mDNA de Diogo Lopes.em PAGE a 12 %, corada por
brometo de etideo. As setas amarelas indicam os grupos de PRS. APst1= marcador de peso molecular. P= puro e C=
contaminado. 00, 60, 120 e 180= interval os em dias para as coletas das amostras dos microcosmos.
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Pérez-Jimenez e Kerkhof (2005) utilizaram o operon dsrAB para deteccdo de grupos filogenéticos de PRS
em diferentes continentes, revelando que existe maior diversidade em regides temperadas que em regifes
tropicais. Contudo, a distribuicfo filogeografica varia de acordo com a regi&o continental em que se encontram
esses microrganismos. Santos (2006) utilizando o biomarcador molecular rDNA 16S observou que as
comunidades microbianas nativas apresentam dinamica diferente em resposta a contaminag@o por petroleo em
fung&o do tempo em diferentes ecossistemas do Rio Grande do Norte e também em fragmento de Mata Atlantica
em Pernambuco. Por outro lado, Pereira (2007) detectou a ocorréncia de comunidades de bactérias a canotréficas
associadas as mesmas amostras de mDNA avaliadas por Santos (2006), utilizando, no entanto, um outro gene
metabdlico como marcador (alkB), envolvido em biodegradagdo de n-alcanos. Este trabalho representa a
continuidade da prospeccdo das comunidades indigenas de microrganismos potencialmente petrodegradadores
localizados dentro e fora da BPP. E destacével o fato deste estudo ter sido realizado em local sem contaminagio
por petréleo, uma vez que as comunidades nativas de PRS presentes em um local de forte acéo antropogénica
contém apenas a metade das populactes residentes em local preservado (Pérez-Jimenez e Kerkhof, 2005).
Possivelmente, os estudos filogenéticos complementares ao presente estudo venham a revelar a composicdo da
diversidade de PRS na BPP, gerando um conhecimento maior sobre as relagdes ecol6gicas das comunidades
indigenas sujeitas aimpactos ambientais por agdo das atividades petroliferas locais. Segundo Geets et al (2006),
0s estudos recentes das popul agdes de PRS nao-cultivave's utilizando clonagem e seqiienciamento de genes dsr
amplificados por PCR mostram que este método é efetivo para estimar a diversidade e a distribui¢go de PRS em
comunidades microbianas residentes em ecossi stemas como sedimentos.

Segundo Duarte et al (2001), para um melhor entendimento da ecologia das comunidades microbianas
residentes no solo, € necessério o conhecimento de como essas comunidades est&o estruturadas sob a prevaléncia
e as mudangas de condi¢gBes ambientais. Em nosso estudo introdutério, foram obtidos dados a respeito da
din@mica das comunidades de PRS na BPP durante um ano de acompanhamento dos microcosmos, sem
reposicdo de nutrientes, exceto dgua autoclavada coletada no local de amostragem. Contudo, os dados sobre a
determinagdo da composicdo de hidrocarbonetos totais (THC) e Saturados, Aromaticos, Resinas, e Asfaltenos
(SARA) dos microcosmos contaminados com petréleo poderdo contribuir para estabelecer as relagfes entre as
fragdes de hidrocarbonetos utilizadas e as flutuagdes na dindmica das comunidades microbianas vistas através do
perfil de PCR-DGGE.

Um exemplo dos avangos biotecnoldgicos voltados para a indUstria petrolifera é a estratégia desenvolvida
parainibir a agdo dos PRS no souring e naMIC, a exclusio por biocompeticdo (BE), que consiste na adicéo de
nutrientes que favorecam o crescimento de populagdes de procariotos competidores, como as bactérias redutoras
de nitrato (BRN), levando a diminuico da producdo de H,S (Videla e Herrera, 2005). As aplicacfes dessa
técnica e de outras abordagens biotecnol 6gicas dependem do conhecimento prévio da biodiversidade microbiana
nativa de PRS na Bacia Petrolifera Potiguar.

5. CONCLUSOES

Utilizando-se 0 gene dsrB como marcador molecular para amplificagdo por PCR foi redizada a
bioprospecgdo das comunidades de PRS presentes em amostras de sedimento de manguezal da Area de Protegio
Ambiental dalocalidade de Diogo Lopes, BPP em escala de laboratorio. Os dados obtidos em experimentos de
microcosmos que simulam ambientes contaminados e ndo contaminados por petroleo, revelam a ocorréncia
desses microrganismos, verificando-se que as comunidade microbianas nativas sdo dindmicas na resposta a
contaminagado por petréleo em fungdo do tempo.

Este trabalho, pioneiro e piloto, demonstra que através da analise molecular de um gene metabdlico
especifico (dsrB), é possivel detectar e examinar a dindmica das comunidades nativas de PRS residentes em
amostras ambientais sob condigdes de microcosmos submetidos a contaminagéo por petréleo. Esta abordagem
experimental pode contribuir para o estabelecimento de métodos e padrfes background da biodiversidade
microbiana nativa na Bacia Petrolifera Potiguar e assim auxiliar na tomada de decisdes dos gestores dos setores
publico e privado relacionados aindustria de petréleo e gas em prol do desenvolvimento energético sustentéavel.
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DETECTION OF SULFATE-REDUCING PROKARYOTES (SRPs) IN
ENVIRONMENTAL SAMPLESFROM THE MANGROVE OF DIOGO LOPES-RN,
PETROLIFEROUSBASIN POTIGUAR (BPP)

The sulfate-reducing prokaryotes (SRPs) are microrganisms related with petroliferous industrial damages in
upstream phases, like the biodegradation of oil during the extraction processes, and in downstream phases, like
the biocorrosion of pipelines and storage tanks. The BPP is the greater oil off-shore producer in Brazil. The
occurrence and the activity of SRPs in the BPP are still unknown, but the knowledge of the consortia of
microrganisms associated with petroleum should be important to minimize the aforesaid problems and may help
in bioremediation strategies. This work aims to detect the SRPs using the gene dsrB as molecular biomarker
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from sediment collected in the mangrove of Diogo Lopes, RN. The microcosm’s experiments were
uncontaminated or contaminated with 3% of oil. The metagenomic DNA (mMDNA) was extracted from the
microcosms in intervals of 60 days during one year. The analyses of the molecular screening were made by
electrophoresisin agarose gel (1.5%) and PAGE (12%). PCR amplicons of expected size (~512bp) were verified
in the mDNA from uncontaminated microcosms samples after 00d, 60d and 180d treatments and in
contaminated microcosms at times 60d, 120d and 180d, respectively. This result suggests that SRPsis present as
ubiquitous bacteria on mangrove. Communities of SRPs persist after oil contamination by tolerance or
petrodegrading unknown properties. This study is important because is the first report of SRPs in the mangrove
of BPP and is the first step to access to the microbial diversity related with the petroleum industry on BPP. The
knowledge about the petroleum microbiology in the BPP may help to petroleum industry for better
administration of investments and politic on environmental and social responsibilities.
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