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Avaliacdo do impacto da contaminacao por petroleo em
ambientes de mangue na Bacia Petrolifera Potiguar
atraveés da bioprospeccao de sulfobactérias.

Abstract

The presence of Sulphur-bacteria (PRS) on oil facilities result in economic and toxicological damages.
However, these same microorganisms have important environmental role in mangroves and other
ecosystems. This work was performed with metagenomic sampling to detect the presence of PRS in
Paracuru / CE, localized in Petroleum Basin Potiguar, through experiments in microcosms
contaminated with 3% crude oil. The presence of PRS was detected in both pure and contaminated
samples in the first two sampling times. There were comparisons with reference to the literature,
showing that the methodology used in the two studies is complementary with respect to inspections,
and with the results on fluctuating populations of PRS. This work contributes to the understanding of
microbial communities in the sensitive areas to oil spills, providing crucial information to the
development of sustainable strategies in SMS area in the oil industry, such as bioremediation of oil
contaminated sediments.

Introducao

As sulfobactérias ou procariotos redutores de sulfato (PRS) sdo responsaveis por danos a
industria de petréleo, como souring, biodegradagdo do 6leo e biocorrosdo das superficies metalicas
nas instalacdes industriais. A produg@o de H2S através do metabolismo desses microrganismos expoe
a sérios riscos de saude os trabalhadores devido a sua alta reatividade, corrosividade e capacidade de
intoxicagao (Carvalho et al., 2007; Muyzer ¢ Stams, 2008).

Em 1952, Mackenzie (Apud Updegraff e Wren, 1954) relatou que os PRS utilizavam petrdleo
cru em seu metabolismo. De 14 para ca muito foi desvendado sobre a ecologia desses microrganismos,
sua atuacdo no ciclo do enxofre, removendo sulfatos e metais pesados de cursos d’agua e,
particularmente, sobre a reducdo desassimilatoria de sulfato, importante reagdo na geragdo de energia
metabolica e processo relacionado a biodegradacao do petroleo e derivados (Muyzer e Stams, 2008).

A Bacia Petrolifera Potiguar (BPP) compreende os estados do Rio Grande do Norte e do
Ceara. Ao longo da costa desses estados da Federagdo, milhares de pogos produtores onshore e
offshore recebem injecdo de agua produzida ou agua do mar para aumento da pressdo dos
reservatorios. Durante a recuperagdo secundaria, quando agua ¢ injetada para produzir o petréleo
remanescente, a produgdo de sulfeto de hidrogénio (H2S) € um problema comum. Os PRS reduzem
sulfato a sulfeto na agua de injeg¢@o, enquanto oxidam doadores organicos de elétrons presentes no
reservatorio de petroleo. Em operagdes offshore, quando agua do mar é injetada, este problema ¢ ainda
maior devido a alta concentragdo de sulfato no ambiente marinho (Hubert e Voordouw, 2007;
Carvalho, 2008).

Melo et al. (1999) realizaram uma caracterizagdo geoambiental da regido costeira entre
Paracuru e Fortaleza e classificaram o manguezal de Paracuru como indice de sensibilidade ambiental
(ISL) grau 10, segundo classificagdo IBAMA-MMA. E explicam: os manguezais sdo os ambientes
mais sensiveis a derrames de 6leo e derivadas. Sdo ambientes de baixa energia, com substrato plano,
lamoso a arenoso, sendo mais comuns os solos muito organicos lamosos, apresentam declividade
baixa e por isso uma larga zona intermarés, com sedimentos saturados com agua o que lhes confere
uma baixa permeabilidade, no entanto, o 6leo as vezes percola através de orificios no substrato feitos
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por animais ocasionando grandes prejuizos. Destacadamente, o bioma do manguezal é uma interface
critica e fragil da fronteira entre o oceano e o continente.

De acordo com o mapa de sensibilidade ambiental elaborado por Silveira et al (2003), os
manguezais da area compreendida entre Macau e Guamaré/RN estdo classificados como ISL grau 10
(especificagcdes NOAA, 1997 e MMA, 2002), considerando os habitats, atividades socioeconomicas ¢
feicdes morfologicas locais.

As populagdes de PRS crescem anaerobicamente nos ambientes, mas estdo submetidas a
influéncia da contaminagdo por petrdleo em diversos ecossistemas, sobretudo os ecossistemas
costeiros, como os manguezais. O estudo da diversidade indigena de PRS em sedimentos de
manguezais ¢ importante para determinar as possibilidades de resposta a eventuais contaminagdes por
petroleo nesses ambientes, bem como no abastecimento de agua da industria petrolifera. Além dos
trabalhos com PRS, outros t€m sido realizados com utilizagdo da metagenOmica para caracterizagdo
das comunidades procarioticas da BPP por diversos autores: Santos, 2006; Pereira, 2007; Silva, 2007,
Blaha et al, 2007, 2008, Sousa, 2011.

A quantificagdo da presenca de genes metabolicos chaves, como o gene dsrB envolvido com a
reducdo de sulfato por PRS em sedimentos de ambientes anaerdbicos, como manguezais, contribui
para o discernimento do estado metabolico de processos importantes, revelando informagdes sobre as
perturbagdes populacionais resultantes da contaminagdo por petroleo, por exemplo. Essas informagdes
sdo cruciais para o desenvolvimento de estratégias de biorremediacdo de ambientes impactados devido
a possibilidade de indicagdo dos niveis potenciais de expressdo dos genes desejaveis para a
biorremediagdo e a sugestdo de modificagdes nos melhoramentos para superar as limitagdes
nutricionais ou outros estresses ambientais, como a presenca do petréleo (Villanueva et al, 2008,
Carvalho et al, 2007).

Este trabalho objetiva a deteccdo de PRS em sedimentos de manguezal da BPP, utilizando a
bioprospec¢do molecular de metagenoma obtida por meio de ensaios de simulagdo (microcosmos) de
contaminagdo por petréleo cru na localidade de Paracuru/CE. E também objetivo deste trabalho
comparar a metodologia empregada em analises anteriores realizadas na localidade de Diogo Lopes
(Carvalho et al, 2007).

Metodologia
- Amostragem de sedimento e construgdo de microcosmos

Foram realizadas coletas de sedimentos de manguezal em Paracuru-CE (3°24'38.72" S
39°03'19.55" O). 420g do sedimento homogeneizado foram separados em dois recipientes (massa final
210g para cada microcosmo), um sem contaminac¢ao com petroleo (controle) e outro contaminado com
3% de petréleo cru pasteurizado.

Os microcosmos foram acondicionados no laboratério num ambiente com temperatura média
de 28°C e sem contato direto com a luz solar. A manuteng@o do potencial hidrico do solo foi realizada
repondo agua autoclavada retirada no local da coleta. A reposicdo hidrica e a homogeneizagdo das
amostras ocorreram a cada 30 dias.

As amostras de sedimentos de manguezal dos microcosmos foram realizadas nos tempos: 0, 3,
7, 14, 28, 60, 63, 67, 74, 88 ¢ 120 dias. No tempo 0 foram retirados 10g dos sedimentos puro e
contaminado para analises complementares. A partir do tempo 3 foram removidos de cada
microcosmo 3g de sedimento em cada tempo, condicionados em microtubos e conservados a -20°C.

- Isolamento de DNA metagenémico (mDNA) dos microcosmos
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O DNA metagendmico das amostras foi extraido utilizando um procedimento otimizado
seguindo as recomendacgdes do fabricante, através do kit FastDNA® SPIN (BIO101, Carlsbad, CA,
USA). O DNA extraido com o kit foi quantificado por espectrofotometria observando-se a OD260nm
(Nanodrop) e posteriormente padronizado para as reagdes da PCR. Todas as amostras de DNA
metagenomico foram diluidas para uma concentragdo final de ~30ng/ul.

- Obtencéo dos perfis da PCR

Foram utilizadas sequéncias iniciadoras (primers) para o gene dsrB, envolvido na rota
metabodlica de redugdo do sulfato. As amplificagdes por PCR foram realizadas no termociclador
Techne TC-512 contendo as seguintes concentragdes finais: 1,5mM de MgCl2, 45mM KCI, 0,2mM de
DNTP’s, 1,5ng/ul de DNA molde, 2pmol/pl de cada Primer, 0,5U de Taq DNA Polimerase (TaqGen
Biosystems) e Tampao de Enzima 1x, para um volume final de 20ul. O programa utilizado para as
amplificacdes do DNA metagendmico consiste em: 94 °C por 5 min, seguido por 10 ciclos de
desnaturagdo a 94 °C por 30 s, decréscimo para anelamento a 65 °C — 55 °C por 30 s, e alongamento a
72 °C por 1 min e uma extensao final a 72 °C por 30 min.

Os amplicons gerados nas reagdes da PCR com os oligonucleotideos desenvolvidos para
detecc¢do do gene metabdlico dsrB foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 1.5%
(2 horas a 100V e 100mA), visualizados com brometo de etideo em transiluminador UV e
fotodocumentadas.

Resultados e Discussao

Detectou-se a presencga de PRS através de produtos de amplificagdo nos dois primeiros tempos
de amostragem, tanto nas amostras contaminadas, como naquelas sem contaminagdo por petroleo,
respectivamente 0P, 0C, 3P, 3C (Tabela 1). Os demais tempos nao apresentaram amplificagcdes
visiveis. Este resultado sugere uma diminuig@o inicial rapida na presenga de PRS no sedimento de
manguezal de Paracuru. Analisando o sedimento de manguezal de Diogo Lopes, Carvalho et al (2007)
detectaram a presenga de PRS durante os 180 primeiros dias de amostragem, considerando amostras
com e sem contaminacdo (0P, 0C, 60P, 60C, 120C, 180P ¢ 180C) (Tabela 1).

Tabela 1: Detecgdo de procariotos redutores de sulfato em ensaios de microcosmos com
amostras ambientais de sedimento de manguezal das localidades de Paracuru/CE e Diogo Lopes/RN
(Carvalho et al, 2007) contaminadas por petroleo e sem contaminacao (Puro). Distribui¢ao das
amplifica¢des ao longo dos dias de amostragem identificadas por “PRS”.

Intervalos das amostragens em dias
Localidade | Microcosmo

0 3 714 |28 |60 |63 |67 74|88 | 120

Puro PRS | PRS | - - - - - - - -
Paracuru/CE

Contaminado | PRS | PRS | - - - - - - - _

Intervalos das amostragens em dias
Localidade Microcosmo

0 60 120 | 180 | 240 | 300 | 360

Puro PRS | PRS - PRS - - -
Diogo Lopes/RN

Contaminado | PRS | PRS | PRS | PRS
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Diante da deteccdo do biomarcador molecular dsrB nos tempos 120 ¢ 180 dias em Diogo
Lopes, ¢ possivel inferir que as comunidades de PRS residentes no sedimento de manguezal desta
localidade apresentam maior resisténcia a presengca do petréleo em comparagdo com aquelas
amostradas em Paracuru. Também ¢ valido ressaltar que propriedades fisico-quimicas dos sedimentos
dessas comunidades, biocompeticdo e presenga de biocidas podem estabelecer as diferencas
observadas nos dois sedimentos, conferindo uma percepcdo de maior amplitude temporal aos PRS de
Diogo Lopes, mesmo na auséncia dos contaminantes do petroleo. Estas observagdes sdo importantes
para a tomada de decisdo em caso da necessidade de empregar técnicas de biorremediagdo, tanto em
Paracuru, como em Diogo Lopes. Contudo, outros pardmetros ambientais € na composicdo da
microbiota indigena precisam ser esclarecidos para que seja possivel afirmar sobre diferencas na
viabilidade do desenvolvimento e aplicagdo de técnicas de biorremediagdo nesses sedimentos.

Conclusodes

A conciliagdo dos trabalhos de determinagdo do grau de sensibilidade ambiental com os
estudos sobre a microbiota indigena de ecossistemas costeiros cria a possibilidade de ressaltar a
importancia da conservagdo desses ambientes, uma vez que as informacdes sobre os riscos ambientais
podem servir de base para o conhecimento sobre como remediar os prejuizos decorrentes dos impactos
advindos da a¢@o antropogénica.

Este trabalho ¢ importante para o desenvolvimento de estratégias de SMS, pois o
conhecimento sobre a microbiota associada ao petroleo, ressaltando-se a contribuicdo das
sulfobactérias (ou PRS) nas alteragdes que causam no petroleo e em seus derivados, ¢ de grande valia
para viabilizar o controle sustentavel dos prejuizos econémicos, laborais e ambientais relacionados.
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