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Abstract

Corrosion is a phenomenon responsible for large economic losses in many industries, particularly oil.
Microorganisms can induce or accelerate the corrosion process and in these cases is called
microbiologically induced corrosion (MIC) or biocorrosion. The Most Probable Number technique
(MPN) has been used as standard for quantification of bacteria in different farming systems and
production of oil, however , molecular biology techniques are being increasingly used for observation
of the presence of microorganisms and its quantification. The need to quickly diagnose the
mechanism of biocorrosion in the oil industry to minimize the costs with biocides and other
mitigating actions treatments have become decisive. The technique of Real Time PCR (qPCR) can be
used as a tool for amplification, detection and quantification of the DNA in a single step. This
reduction in the response time allows greater flexibility in the issue of results . In order to compare
the two methods (MPN and gqPCR) , different samples of diesel and cultivation on selective media
were used for quantification of sulfate-reducing bacteria . This approach will allow a better
assessment of the use of complementary methods, such as gPCR , since only 0.1 - 10% of bacteria
found in the environment are cultivated and can be quantified by the MPN technique

Keywords: Most Probable Number, Real Time PCR, Sulfate-Reducing Bacteria.

Resumo

A corrosdo é um fenémeno responsavel por grandes perdas econémicas em diversas industrias,
principalmente a petrolifera. A presenca de microrganismos pode induzir ou acelerar 0s processos
corrosivos sendo nesses casos denominados de biocorrosdo ou corrosdao microbiologicamente
induzida (CMI). A técnica do Numero Mais Provavel (NMP) vem sendo utilizada como padréo para
quantificacdo de bactérias presentes nos diferentes sistemas de exploracdo e producéo de petréleo, no
entanto, técnicas de biologia molecular estdo sendo
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cada vez mais utilizadas para observacdo da presenca de microrganismos, bem como, a sua
quantificacdo. A necessidade de diagnosticar mais rapidamente o mecanismo de biocorrosdo presente
nos sistemas da indudstria petrolifera, buscando minimizar os custos com tratamentos de biocidas e
outras acdes mitigadoras passou a ser determinante. Deste modo, a técnica de PCR em Tempo Real
(gPCR) pode ser utilizada como ferramenta para amplificacdo, deteccdo e quantificagcdo em uma
Unica etapa, reduzindo o tempo de resposta, possibilitando uma maior agilidade na emissdo dos
resultados. Com o objetivo de comparar as duas metodologias (NMP e gPCR), diferentes amostras de
diesel e de cultivo em meios seletivos, foram utilizadas para a quantificacdo de bactérias redutoras de
sulfato. Essa abordagem ird permitir uma melhor avaliagdo da utilizagdo de metodologias
complementares, como a gPCR, uma vez que apenas 0,1 — 10% das bactérias encontradas no
ambiente sdo cultivaveis e podem ser quantificadas pela técnica do NMP.

Palavras chave: Numero Mais Provavel; PCR em Tempo Real; Bactérias Redutoras de Sulfato.

Introducéo

A atuagdo dos microrganismos no processo de corrosdo dos metais vem sendo estudado devido aos
transtornos causados principalmente as industrias, tubulacBes e vedacBes de tanques de
armazenamento. Em ambientes naturais e antrépicos a corrosao ocorre quando metais puros ou ligas
metélicas passam por modificacbes quimicas saindo do estado estavel para formas ionizadas. A
corrosdao € um processo eletroquimico que consiste em uma reacdo anodica envolvendo a ionizacéo
do metal e a reacdo catddica baseada na reducdo de uma espécie quimica, ou seja, a dissolucao do
metal em contato com outro meio (ar, agua, etc.) (1).

A corrosdo induzida por microrganismos (CIM) é aquela onde a corrosdo do material metélico se
processa sob a influéncia de mircorganismos, mais frequentemente bactérias. Dada a variedade de
ambientes que podem proporcionar seu desenvolvimento, muitos sdo 0s equipamentos e sistemas
insdutriais que podem sofrer CIM (2). Além de ocorrer no ambiente, € comum encontrar a CIM em
diversos setores da economia, como no de producdo de dleo e gés, dutos subterraneos e locais de
processamento quimico (3).

As bacterias redutoras de sulfato (BRS), estdo associadas a corrosdao do metal em meios contendo
sulfato e sdo particularmente relevantes em ambientes marinhos pela alta concentracdo deste anion na
agua do mar. Estas bactérias sdo consideradas as principais envolvidas na CIM (4). As BRS podem
aumentar a velocidade e severidade da corroséo utilizando hidrogénio para reduzir sulfato a sulfito ou
usando o sulfito para precipitar anodicamente os ions de ferro como FeS (5).

Em laboratdrio, a determinacdo do nimero de BRS é usualmente realizada pela técnica de Numero
mais Provavel (NMP) e considerada o padrdo ouro para tal. Porém, o cultivo de microrganismos em
laboratério ndo reflete as reais condi¢cBes ambientais, pois apenas 0,1 a 10% das bactérias sdo
cultivaveis (6, 7, 8). Além disso, o tempo para obtencdo dos resultados atraves do NMP é de 28 dias,
devido as dificuldades de adaptacdo desses microrganismos as condigdes laboratoriais. Deste modo, é
importante que sejam utilizadas metodologias como as de biologia molecular que fornecam
resultados mais rapidos, precisos e que nao estejam necessariamente vinculadas a cultivos.

Através da técnica de Reagdo da Polimerase em Cadeia em Tempo Real (qPCR), que faz a
amplificacdo de regibes especificas do DNA, é possivel quantificar o numero de células em uma
amostra. Destacam-se nessa técnica o tempo de resposta (um a dois dias), quantificacdo de bactérias
ndo cultivaveis e deteccdo das que estdo mortas, apresentando assim um retrato mais fiel do que
ocorre no ambiente.
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Esse trabalho teve como objetivo comparar as metodologias de NMP e gPCR na quantificacdo de
BRS em agua de fundo de tanque e cultura mista, o que poderia sugerir trabalha-las em associacéo,
construindo assim uma ferramenta de diagnostico mais completa e eficiente.

Materiais e Métodos

Amostras de agua de fundo de tanque de diesel (registradas como A e B) e cultura mista de BRS
foram processadas e analisadas pelo Laboratério de Biocorrosdo e Biodegradagdo (LABIO/INT)
entre julho e dezembro de 2013 (Tabela 1). Semanalmente, foi retirada uma aliquota de cada amostra
A e B, totalizando cinco pontos de coleta. Uma réplica foi direcionada para realizacdo da técnica do
NMP e outra para extracdo de DNA e posterior gPCR.

Tabela 1 - Amostras utilizadas para realizagdo do NMP e qPCR.

Tipo Origem
Agua de Fundo de Tanque de Diesel Terminal
Cultivo de BRS Cultura Mista de BRS

Para os ensaios microbioldgicos, cada amostra foi inoculada em meio de cultura Postgate E (9) para a
quantificacdo das BRS pela técnica de NMP. As aliquotas utilizadas para quantificacdo por biologia
molecular passaram pelo processo de extracdo de DNA, quantificagéo e qPCR (Figura 1).

Biologia Molecular Microbiologia

P e -
Preparacao Preparacao
(20 min) (10 min)
" Extraciode DNA Diluicioe NMP |
(1h 40 min) (10 min)

. qPCR Incubacao )
(3 h) (28 dias)

RESULTADO RESULTADO

@ o

Figura 1 - Esquematizagdo das técnicas de biologia molecular e microbiologia para quantificagdo de BRS.
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Resultados e Discussao

Cultura Mista

Por possuirem um grande numero de células, uma amostra de cultura mista foi utilizada para
padronizar o processo de extracdo de DNA e quantificacdo de BRS. Foi possivel quantificar 10"
bactérias/ml de amostra, enquanto que através do NMP estimou-se cerca de 107 bactérias/ml (Figura
2).

Esse resultado demonstrou que a técnica de gPCR permite quantificacdo acurada de células em
amostras onde ocorram grande concentracdo de microrganismos/ml, sendo mais sensivel e preciso
gque o NMP.

gPCR x NMP
Cultura Mista BRS
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Figura 2 - Quantificacdo de BRS em cultura mista por gPCR e NMP.
Amostra de Agua de Fundo de Tanque de Diesel

Para a amostra de diesel “A”, a quantificacdo de BRS por gqPCR ficou entre 10° e 10" células/ml,
enquanto 0 NMP apresentou entre 10 e 10° células/mL (Figura 3A). Para o grupo “B”, a
quantificacéo por biologia molecular obteve 10° células/mL, enquanto pelo NMP variou de 10° a 10°
(Figura 3B). Esses resultados demonstraram que, em amostras ambientais, apesar de existirem
substancias como contaminantes organicos, metais, quelantes e acidos humicos, que costumam inibir
a reacdo de PCR (10), adaptacdes no processo de extragdo de DNA associada a padronizacdo da
gPCR foram capazes de gerar dados reprodutiveis.
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gPCR x NMP qPCR x NMP
Diesel A Diesel B
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Figura 3 - Quantificagdo de BRS em amostra de diesel por g°PCR e NMP.

Ja foi descrito na literatura que a diferenca entre a quantificacdo de células, quando
comparadas a técnica de NMP e gPCR, fica em torno de 100 vezes mais bactérias para a
metodologia que emprega a biologia molecular (11). Fato esse que ocorre devido as
caracteristicas com relacdo ao alvo que cada um dos experimentos possui
intrinsecamente (tabela 2). A qPCR busca amplificar um gene especifico, ou seja, DNA.
Ja 0 NMP, por ser uma técnica de microbiologia, possibilita a contagem das células
metabolicamente ativas, em condic¢Bes controladas de laboratério. Por isso, a ferramenta
de gPCR é capaz de detectar todas as bactérias da amostra que possuem o gene alvo,
enguanto a de microbiologia detecta apenas os organismos que sdo cultivaveis. Tao
importante quanto os pontos ja citados, € o da viabilidade das células no momento que o
experimento € realizado, isto €, a capacidade de detectar 0s organismos que estdo vivos,
em processo de morte celular e os que ja estdo mortos. Com a PCR em tempo real, €
possivel detectar as células que estdo nesses trés estagios, enquanto o NMP apenas 0s
viaveis e 0s que sao cultivaveis.

Tabela 2 — Comparacao entre os alvos da qPCR e NMP.

PCR em Tempo Real NMP
Alvo do Experimento DNA Células
Detecta DNA Presente Cultivaveis
Viabilidade Celular Viaveis, Em Processo de Morte Celular e Ndo-Viaveis Viaveis

Para verificar a concentracdo de ceélulas realizadas pelas duas metodologias nas
amostras de 6leo diesel “A” e “B”, foram analisadas as medias das réplicas para cada
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dia de processamento das amostras por gPCR e NMP. Seus valores foram plotados em
um gréfico de dispersdo (Figura 4). O resultado foi semelhante nas duas amostras. Para
0 Diesel “A” o desvio padrdo para a gPCR foi de 2,8 e 4,79E+01 para NMP (Figura 4
A). Ja no “B” os desvios foram de 1,06E+01 para a técnica de biologia molecular e
1,60E+03 para a de microbiologia (Figura 4 B). Por ser um ensaio que estima o0 numero
de células, a variabilidade maior observada no NUmero mais Provavel é inerente a
técnica em si, que pode ocorrer no momento de preparagdo do experimento ou na
subjetividade da leitura dos crescimentos em cada tubo de ensaio. Visto isso,
possivelmente a automatizacao do processo de PCR em Tempo Real pode estar sendo o
determinante para um desvio padrdo menor observado nesta técnica.

qPCR x NMP qPCR x NMP
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Figura 4 — Desvios padrao das réplicas utilizadas na qPCR e das quantificacdes por NMP.

Considerando que a gPCR é capaz de detectar tanto bactérias viaveis quanto nao-
viaveis, esta técnica pode estar superestimando o0 numero de microrganismos
metabolicamente ativos em uma determinada amostra. Visto isso, para quantificar
apenas bactérias redutoras de sulfato ativas no momento da coleta, foi implementada a
quantificacdo de bactérias através da utilizacdo de moléculas de RNA mensageiro ao
invés de DNA. Essa nova abordagem de anéalise da expressdo génica das BRS auxiliara
no maior entendimento da participacdo desse grupo de microrganismo na corrosao
microbioldgica.

O surgimento de novas tecnologias faz com que os diagndsticos sejam cada vez mais
rapidos e sensiveis. Fato esse que ndo esta sendo diferente na area de biocorrosdo. A
especificidade de meios de cultura, as analises por microscopia confocal e eletronica,
PCR, além do estudo da diversidade microbiana (sequenciamento de DNA e DGGE);
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todas essas técnicas, quanto trabalhadas juntas, enriquecem as analises e se tornam uma
ferramenta poderosa para diagnéstico ambiental.

Conclusoes

» A quantificacdo de bactérias redutoras de sulfato pela técnica de nimero mais
provavel e gPCR possibilitou que um resultado mais consistente fosse gerado;

» Corroborando com o descrito na literatura, a diferenca na contagem de células entre a
gPCR e o NMP ficou em duas ordens de grandeza para quantificacdo das bactérias
redutoras de sulfato;

» A gPCR mostrou reprodutibilidade como método de quantificagao.
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