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RESUMO

SIMON, H. M. Desenvolvimento e implantacdo de metodologia para avaliacdo da
atividade antimicrobiana de substéancias frente a microrganismos envolvidos
em processos de biocorrosdo. 2022. 114 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Séao
Paulo, 2022.

O fenbmeno de corrosdo € um processo natural que resulta na deterioracdo de metais
e ligas. Os microrganismos séo capazes de produzir substancias que favorecem as
reacfes quimicas envolvidas nos mecanismos de corrosdo destes materiais,
fendbmeno que é identificado como Biocorrosdo ou Corrosdo Induzida por
Microrganismos (CIM). O monitoramento e controle dos eventos de biocorrosdo na
industria petrolifera ainda utiliza com frequéncia a contagem do Numero Mais
Provavel (NMP) de microrganismos, dentro das op¢es de métodos dependentes de
cultivo. As bactérias redutoras de sulfato (BRS) se destacam como principais
responsaveis pela biocorrosdo em sistemas petroliferos, pois promovem o aumento
da corrosdo metalica pela acdo do sulfeto produzido a partir da reducédo metabdlica
do sulfato. O controle da populacdo destas bactérias é feito principalmente com a
aplicacdo de substancias biocidas, a fim de mitigar os efeitos produzidos pela
atividade destes microrganismos. O uso excessivo destas substancias gera um
impacto ambiental significativo, considerado a toxicidade dos biocidas utilizados, a
possibilidade de aquisicdo de resisténcia por parte dos microrganismos, e também a
eventual inativacdo destes produtos por meio de mudancas nas condices fisicas e
guimicas dos sistemas petroliferos. Considerando os aspectos mencionados, possui
significativa relevancia a implantacdo de métodos que permitam selecionar de
maneira assertiva biocidas mais adequados e que possam ser facilmente aplicados
pelos operadores da industria petrolifera e que entreguem resultados em menor
tempo. Este trabalho teve como objetivo propor um ensaio microbiolégico de
avaliacao da atividade antimicrobiana de trés produtos biocidas (THPS, Glutaraldeido
e lIsotiazolona) frente as linhagens Desulfotomaculum nigrificans e Desulfovibrio
desulfuricans, considerando o uso de métodos distintos para quantificacdo de NMP,
em relacdo ao meio de cultura utilizado e a escala de cultivo adotada para obter os
resultados. Os ensaios foram realizados com o método de NMP convencional em

triplicata de frascos e com o método de NMP em microplacas incubadas em jarras



com ambiente anaerdbio produzido por 7 dias de incubagdo. Os resultados
observados indicaram ser possivel aplicar ambos os métodos para o produto THPS
na determinacdo da concentracdo inibitoria minima frente aos microrganismos
Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 e Desulfovibrio desulfuricans ATCC
29577. A concentracdo de 100 mg/L do THPS foi observada como a minima inibitoria
guando realizada a exposi¢éo por 15 minutos ao biocida, com posterior quantificacdo
do NMP da populacdo viavel recuperada com incubacdo de 7 dias nos meios
selecionados e identificados como “DA” e “DA modificado”, em ambas as escalas
selecionadas para a avaliagdo. O produto glutaraldeido apresentou resultados de
inibicdo dos microrganismos na ordem de 99,99% nas concentragdes de 100 mg/L e
250 mg/L nas mesmas condicdes de exposicao e incubacdo, com a diferenca de que
este resultado foi verificado principalmente nos meios de cultura “Postgate E
Modificado”, “DA Modificado” e “ATCC 42 Medium”. Nao foram observados resultados
de inibicdo para o produto Isotiazolona nos ensaios realizados. Os resultados obtidos
permitem considerar como opc¢ao viavel a adocdo de contagens de NMP em

microplaca como alternativa para validacéo de produtos biocidas para uso em campo.

Palavras-chave: biocorrosdo. BRS. NMP. microescala. biocidas.



ABSTRACT

SIMON, H. M. Development and implementation of a methodology for the
antimicrobial activity of substances in the face of tests developed in
biocorrosion processes. 2022. 114 f. Masters thesis (Biotecnology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2022.

The phenomenon of corrosion is a natural process that results in the deterioration of
metals and alloys. Microorganisms are capable of producing substances that facilitate
the chemical reactions involved in corrosion mechanisms of these materials, a
phenomenon identified as Biocorrosion or Microorganism-Induced Corrosion (MIC).
The monitoring and control of biocorrosion events in the oil industry still uses quite
frequently the Most Probable Number (MPN) count of microorganisms, within the
options of cultivation-dependent methods. Sulfate-reducing bacteria (SRB) stand out
as the main responsible for biocorrosion in oil systems, as they promote an increase
in the sulfur content in the oil extracted and transported in several segments of the
systems. The control of these bacteria is done with the application of biocidal
substances, in order to mitigate the effects originated by the activity of these
microorganisms. The excessive use of these substances generates a significant
environmental impact, considering the toxicity of the applied biocides, the possibility
of microorganisms acquiring resistance, and the eventual inactivation of these
products through changes in the physical and chemical conditions on the oil systems.
Considering the aforementioned aspects, the implementation of methods that allow
the assertive selection of the most appropriate biocides, with simple execution by the
operators of the oil industry and that deliver results in less time, is of significant
importance. This work aimed to propose a microbiological assay to evaluate the
antimicrobial activity of three biocidal products (THPS, Glutaraldehyde and
Isothiazolone) against the strains Desulfotomaculum nigricans and Desulfovibrio
desulfuricans, considering the use of different methods for quantification of NMP, in
relation to the medium of culture used and the scale of cultivation adopted to obtain
the results. The assays were carried out with the conventional NMP method in
triplicate of flasks and with the NMP method in microplates incubated in jars with an
anaerobic environment produced, for up to 7 days of incubation. The observed results
indicated that it is possible to apply both methods to the THPS product when used in

an evaluation to determine its minimum inhibitory concentration against the



microorganisms Desulfotomaculum nigricans ATCC 19998 and Desulfovibrio
desulfuricans ATCC 19998, with a concentration of 100 mg/L of THPS observed as
the minimum inhibitory when exposed to the biocide for 15 minutes, with subsequent
guantification of the MPN of the viable population recovered with an incubation of 7
days in the selected media and identified as "DA" and "modified DA", in both scales
selected for the evaluation. The product glutaraldehyde showed results of inhibition of
microorganisms in the order of 99.99% at concentrations of 100 mg/L and 250 mg/L
under the same exposure and incubation conditions, with the difference that this
verified result mainly in the culture media “Postgate E Modified”, “DA Modified” and
“ATCC 42 Medium”. No inhibition results were observed for the Isothiazolone product
in the tests performed. The results obtained allow us to consider the adoption of MPN
counts in microplate as a viable alternative to the validation of biocidal products for in-

field use.

Keywords: biocorrosion. biocides. MPN. SRB. Microscale.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos podem interferir em diversos sistemas e processos
industriais. Dentre os fendmenos observados devido a sua acdo, destaca-se a
biocorrosdo ou Corroséo Induzida por Microrganismos (CIM), fenbmeno no qual a
corrosao de determinado metal estara favorecida pela acdo de substancias originadas
do metabolismo de espécies presentes em tais ambientes, com o aumento das
reacdes eletroquimicas de oxido-reducéo na superficie metalica e, por consequéncia,
maior processo de corrosdo (VIDELA, 2003; ZARASVAND; RAI, 2014; DALL’AGNOL,;
CORDAS; MOURA, 2014)

Em sistemas dedicados para a industria de Oleo e gas, a contaminacéo
microbiolégica merece significativa atencdo por conta da ocorréncia de eventos de
biocorrosdo nos sistemas dedicados a extracdo, transporte e armazenamento
(RODRIGUES et al., 2013). O uso de processos de recuperacdo secundéria de
petréleo em pocos por meio da injecdo de agua de producao, por exemplo, € um dos
principais fatores para contribuir com o aumento de eventos de biocorrosao, nao
somente pela probabilidade de injecdo de microrganismos, mas também dos
nutrientes apropriados para a sua proliferacdo nas tubulacdes (CORTAS;
CARREIRA; COSTA, 2012; XU et al., 2017; GU et al., 2019).

Dentre o0s microrganismos frequentemente encontrados em sistemas
dedicados ao processamento de petréleo, as bactérias redutoras de sulfato (BRS)
merecem atencdo devido a sua contribuicdo nos eventos corrosivos caracterizados
pela formacéo de pites sob os biofilmes estabelecidos nas superficies metalicas de
dutos e tanques, e também com a producdo de sulfeto (S?) sob condicbes de
anaerobiose. O sulfeto em ambientes acidos se converte no sulfeto de hidrogénio
(H2S), um gas toxico e corrosivo, responsavel também pela diminuicdo da qualidade
do petréleo devido ao aumento do teor de enxofre (souring) no contetudo extraido de
pocos (AZZAM; SAMI; KANDILE, 2012; ALBUQUERQUE; ANDRADE; NEVES, 2014;
BASAFA; HAWBOLDT, 2019).
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Estratégias de monitoramento e controle da biocorrosdo sdo adotadas na
industria petrolifera com o objetivo de mitigar o impacto causado pela atividade
metabdlica das espécies microbianas no contetdo de petrdleo extraido e processado,
de modo a garantir a qualidade do conteudo transportado e a integridade estrutural
dos sistemas dedicados a estas atividades. Dentre as estratégias adotadas pelos
operadores, utiliza-se a aplicacdo de biocidas para alcancar a inativagdo dos
microrganismos (VIDELA; HERRERA, 2009; ARAUJO et al., 2013).

Devido a sua praticidade de aplicacdo nas atividades de monitoramento
microbioldégico em campo, os métodos dependentes de cultivo para quantificacéo de
espécies em amostras coletadas do ambiente petrolifero ainda estdo entre os mais
utilizados. Estes meétodos, quando utilizados para bactérias que apresentam
metabolismo lento como as BRS, possuem como desvantagem o tempo necessario
para obtencdo dos resultados, uma vez que estas espécies necessitam de periodo
significativo de incubagdo para obter um resultado confidvel com a técnica mais
utilizada para sua quantificacéo, que é a detec¢cdo do Numero Mais Provavel (NMP)
(KUMARASWAMY et al., 2011; BHAGOBATY, 2014; KOTU; MANNAN;
JAYARAMAN, 2019).

Portanto, € de interesse dispor de ensaios microbioldgicos que permitam
avaliar de maneira mais célere a atividade antimicrobiana de biocidas para a industria
petrolifera, com enfoque em obter uma melhor resposta inibitéria frente a
microrganismos promotores de biocorrosdo tais como as BRS. Tais ensaios
permitirdo direcionar de maneira mais adequada o investimento a ser realizado na
implantacdo de novos protocolos de controle e monitoramento de sistemas

petroliferos.

1.1 Justificativa

Estima-se que, atualmente, 20% do custo total mundial relacionado a controle
de eventos de corrosdo se deve a acao de microrganismos. Em ndmeros, isso
corresponde a aproximadamente de 30 a 50 bilhBes de délares anuais (US$),

relacionados ao custo direto para execucéo de atividades especificas para eliminacéo
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dos eventos, tais como: paradas de instalacées para substituicdes de estruturas;
paradas para limpeza; manutengdo e substituicAo de elementos filtrantes ou de
medicdo; remocdo de depdsitos bioldégicos em sistemas de armazenamento e
tubulacbes, dentre outros (BOWMAN et al., 2016; HOU et al, 2017;
JAVAHERDASHTI; AKVAN, 2020).

Os métodos mais utilizados atualmente para prevenir e controlar a biocorrosao
na indastria petrolifera consistem na limpeza com agentes mecanicos associada a
adicdo de agentes biocidas. Estes produtos atuam basicamente suprimindo o
crescimento ou a atividade metabdlica dos microrganismos, eliminando-os dos
sistemas industriais (VIDELA; HERRERA, 2005; ARAUJO et al., 2013).

A escolha do biocida a ser utilizado dependerd da natureza dos
microrganismos a serem eliminados e das condi¢cdes de operacao atribuidas ao
sistema afetado. Assim, segundo VIDELA (2003), algumas caracteristicas sao

desejaveis, como:
(a) ser seletivo aos microrganismos alvo para eliminacao do sistema;

(b) manter efeito inibidor mesmo na presenca de outras substancias presentes no

meio em condi¢Bes semelhantes as de operacéo.;

(c) ndo atuar como agente corrosivo quando em contato com ligas e metais

presentes nos sistemas;
(d) apresentar baixo custo;

(e) ser seguro para o manuseio do operador, nas condicdes de dosagem
especificadas para utilizacao;

(f) apresentar impacto ambiental minimo, com adequada biodegradabilidade.

Um dos maiores desafios atuais no monitoramento e controle especifico para as
BRS com uso de biocidas consiste em possibilitar a avaliacdo da atividade destes
produtos de modo mais agil. Desta maneira, sdo desejadas metodologias que
propiciem resultados validos em um menor intervalo de tempo, de modo a contornar

a questédo do crescimento lento observado para estas bactérias devido a necessidade
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de ambientes anaerdbios e de um substrato de baixo potencial de 6xido-redugéo (ion
sulfato, SO4?) para efetuar seu metabolismo respiratério (KOTU; MANNAN;
JAYARAMAN, 2019).

Um aspecto a ser observado é o de que, uma vez que o método mais utilizado
para quantificacdo de BRS é a técnica do NMP, a qual utiliza volume significativo de
materiais e reagentes para execucdo dos ensaios, a alternativa em usar tal técnica
nos ensaios de avaliagao da atividade antimicrobiana como maneira de quantificar o
grau de reducéo observado para as espécies BRS deve considerar a otimizacdo dos
recursos disponiveis, a fim de estabelecer um meio termo entre a redugéo no tempo
de incubacdo e o acondicionamento fisico dos cultivos no ambiente laboratorial

disponivel, sem prejudicar a qualidade dos resultados obtidos.

Estes fatores também devem estar aliados a questbes operacionais, uma vez
que qualqguer mudanca nos procedimentos de ensaio deve manter um facil
entendimento para sua aplicacdo na rotina de atividades, de modo a minimizar o

impacto no planejamento das opera¢des em campo.

O entendimento destas questfes serviu como ponto de partida para a
elaboracéo e execucado do projeto apresentado nesta dissertacado. Espera-se que as
atividades conduzidas possam contribuir para a elaboragéo de novos protocolos para
aplicacdo, bem como servir de subsidio para futuras discussbes referentes a

aplicacdo conjunta com outras metodologias.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho possuiu como objetivo geral implementar e validar um
ensaio microbiolégico que demonstre a acao antimicrobiana de 3 produtos biocidas
(THPS, Glutaraldeido e Isotiazolona) frente as linhagens de referéncia
Desulfotomaculum nigrificans e Desulfovibrio desulfuricans, de modo a reduzir o
tempo de incubacédo necessario destas espécies e observar se os resultados de

Numero Mais Provavel (NMP) obtidos para estas espécies sao significativos.
Os objetivos especificos deste trabalho consistiram em:

(a) avaliar comparativamente 2 métodos de quantificacéo pela técnica de NUmero
Mais Provavel (NMP), com base em modificacbes no meio de cultura e na escala

de cultivo utilizada para esta quantificacao;

(b) avaliar a eficacia da acdo dos produtos biocidas com uso de método de
recuperacdo de espécies viaveis com a quantificacdo por NMP em escala
reduzida, com uso de microplacas posicionadas em jarras contidas com ambiente

de anaerobiose promovido por sistema quimico gerador comercial.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Corroséo e Biocorrosao

A corrosdo é definida como a deterioracdo de um material, geralmente
metalico, ocasionada pela acdo quimica e/ou eletroquimica do meio ambiente, aliada
ou ndo a esforcos mecanicos. Esse processo ocorre de forma espontanea, com a
transferéncia de elétrons por reacdes de éxido-reducdo, onde a superficie do metal
estd sujeita ao ataque pelo meio agressor, levando a formacdo de compostos

indesejados e causando a deterioracdo deste metal (GENTIL, 2007)

A explicacdo dos mecanismos envolvidos na corrosdo encontra-se bem
documentada em literatura. Basicamente ocorre que, em processos espontaneos de
corrosao, os elétrons sao liberados da superficie do metal quando em contato com o
meio liquido condutor, obtendo-se a reacdo de oxidacdo e, por consequéncia, o
estabelecimento do sitio anddico da corrosdo com a respectiva dissolucdo da
superficie metalica (GU, 2012; ZARASVAND; RAI, 2014):

M — M?* + 2e-
(reacdo anodica em superficie metélica)

Para que a reacdo ocorra a formar uma célula eletroquimica, com as reacées
de oxidacao e reducdo em velocidades iguais, € necessario que os elétrons liberados
pelo metal sejam capturados nos sitios catddicos, permitindo assim a reacdo de
reducdo. As reacdes catddicas sao distintas conforme as caracteristicas do ambiente
e podem ocorrer na mesma superficie do metal sob processo de dissolucéo,
consistindo principalmente na reducao do oxigénio (em pHs neutro ou alcalino, em
aerobiose) ou na reducéo do ion hidroxénio (em pHs acido e em anaerobiose) para
consumir os elétrons liberados no sitio anédico (ZARASVAND; RAI, 2014):

Y% 02+ 1 H20 + 2e” — 20H"

(reacdo catddica em ambiente neutro ou alcalino)
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2H*" + 2e” — H2 (E°=-0,41V)
(reacdo catddica em ambiente 4cido)

A participagdo dos microrganisSmos com Seus respectivos processos
metabdlicos no favorecimento das reacdes eletroquimicas envolvidas na corrosao de
superficies metdlicas, € denominada Corroséo induzida por Microrganismos (CIM),
também conhecida por corrosdo microbioldgica ou pelo termo biocorrosao (VIDELA,
2003; DALL’AGNOL; CORDAS; MOURA, 2014).

A biocorrosdo esta diretamente associada a uma série de reacdes
eletroquimicas influenciadas pela atividade de microrganismos que estdo em contato
direto com a superficie metalica. Tais reacdes resultam na transferéncia de elétrons
para aceptores externos e na liberacdo de ions metalicos no ambiente, o que confere

a corrosao das superficies metalicas (LIMA, 2010).

3.2 Bactérias Redutoras de Sulfato

A importédncia dos microrganismos em eventos de corrosdo tem sido
reconhecida e a cada ano que passa, a preocupagao com 0s impactos causados por
sua acao sao mais evidentes. Na industria do petréleo, especialmente nos sistemas
de transporte de 6leo cru, observam-se falhas frequentes. Estdo registradas na
literatura evidéncias da participacdo de microrganismos anaerobios, facultativos e
aerébios no processo corrosivo destes sistemas de maneira intensa (ENNING;
GARRELFS, 2014; GU et al., 2019; ALAMRI, 2020).

Uma grande diversidade de bactérias tem sido isolada ou detectada em
ambientes de corrosdo por variadas técnicas e relatadas como participantes nos
processos corrosivos, mas devido ao seu efeito deletério promovido em operacdes
industriais de varios setores, as bactérias redutoras de sulfato (BRS) tém sido o grupo
mais amplamente estudado. Este grupo de microrganismos possui a capacidade de
utilizar em condigbes de anaerobiose o ion sulfato de maneira assimilatoria

(incorporagédo do ion em seu aparato molecular) ou dissimilatoria (conversédo do
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sulfato a sulfeto e posterior eliminacdo pelo microrganismoO (POSTGATE, 1984;
VIDELA; HERRERA, 2005).

Seu crescimento é favorecido nos meios de cultura que apresentem potencial
de oxirreducao abaixo de -100 mV, com a fonte de carbono e de elétrons distintas de
acordo com o género de BRS, tais como &cidos graxos, acidos de cadeia curta
(lactato, piruvato), alcoois (metanol, etanol), gas Hidrogénio (H2) e ocasionalmente,
acucares e acidos graxos de cadeia longa (p.ex: hidrocarbonetos de petréleo).
Algumas espécies podem atuar também como doadores de elétrons em condi¢des
de pH &cido (POSTGATE, 1984; GIBSON, 1990; BARTON, 1995; LIMA, 2010).

As BRS se dividem em 2 grupos metabdlicos baseados na oxidacdo do
acetato. O Grupo | inclui as espécies que ndo catabolizam completamente o acetato
e convertem o sulfato a sulfeto de hidrogénio, enquanto que as espécies constantes

no grupo Il convertem acidos graxos completamente a CO2 (PAULA, 2010).

A temperatura de crescimento 6tima para a maioria das BRS encontra-se na
faixa entre 25 e 40°C, apesar de algumas espécies tolerarem valores de até -5°C,
enquanto outras apresentam crescimento 6timo em temperaturas superiores a 75°C.
No que se refere ao pH para crescimento, seu valor 6timo € 7,2, porém ha espécies
gue toleram ambientes acidos (pH em torno de 4,0) e também alcalinos (pH em torno
de 9,5). Estes microrganismos também sdo capazes de suportar altos valores de
pressdo atmosférica (em torno de 105 kPa), o que reflete junto com as demais
caracteristicas citadas a habilidade deste grupo em crescer em condi¢des extremas
e se adaptar a varios ambientes naturais (POSTGATE, 1984; BARTON, 1995; DE
LIMA, 2010).

Ainda que sejam considerados historicamente como microrganismos
anaerdébios, atualmente ha entendimento que alguns géneros toleram a presenca de
oxigénio e até mesmo crescem na sua presenca, o que reforca sua ubiquidade no
meio ambiente terrestre (MUYZER; STAMS, 2008).

A espécie Desulfovibrio desulfuricans € a mais conhecida e relevante para
processos de biocorrosdo. E uma bactéria gram-negativa com crescimento em

temperatura mesofila, que possui formato de vibrio ou bacilo, e se caracteriza por
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realizar a oxidacdo incompleta de compostos organicos até a forma de acetato
(PAULA, 2010).

Dentre as espécies de BRS termdfilas, destacam-se as espécies do género
Dessulfotomaculum sp., que sao espécies gram-positivas com formato de bastdes,

quando submetidas a crescimento como culturas puras (AULLO et al., 2013).

3.2.1 Metabolismo dissimilatério das BRS

A via metabdlica realizada pelas BRS mais relevante para processos de
biocorrosédo consiste na reducédo dissimilatoria do sulfato (ou respiracdo do sulfato),
com a producéo de sulfeto ao final deste processo, principalmente na porgéo inferior
dos biofilmes aderidos nas superficies metalicas (ENNING; GARRELFS, 2014; JIA et
al., 2018). A figura 01 apresenta de forma resumida a rota metabdlica envolvida no

processo de respiracdo do sulfato e enzimas atuantes neste processo.

Figura 01 - Rota metabdlica mais comum para a respiracao de sulfato, com as respectivas
enzimas atuantes neste processo. (Siglas: AMP = adenosina monofosfato; ATP = adenosina
trifosfato; PPi = pirofosfato).

0! s 7 et

Je- AMP 6e 3 H,0

(ATP sulfunlase) + (APS redutase) * (sulfito redutase)

v

Carbono Organico I:> CO,

Fonte: Adaptado de ROCHA (2006) e BARBOSA (2009).
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Em linhas gerais, o transporte do sulfato para o interior da célula se inicia com
a acao de um complexo enzimético de transferéncia de elétrons para processos de
respiracao localizado no citoplasma celular e também na porcéo interna da membrana
celular. Devido ao fato de o sulfato ser um composto termodinamicamente
desfavoravel (E® = -516 mV) como aceptor terminal de elétrons para o metabolismo
das BRS, o mesmo precisa ser ativado por meio da reagao de fosforilacao, etapa que
fica a cargo da enzima ATP sufurilase. O produto final da reacédo conduzida por esta
enzima é adenosina-5-fosfossulfato (APS) e pirofosfato inorganico (PPi) (CYPIONKA,
1989; MUYZER; STAMS, 2008; BARBOSA, 2009).

S04% + ATP « APS + PPi (AG? = +46 Kj/mol)

O pirofosfato formado acaba hidrolisado por uma enzima pirofosfatase, que
interfere na atividade da ATP sulfurilase ao favorecer a formacao de APS, conforme
o balanco total das equacfes (BARBOSA, 2009):

PPi + H20 < 2Pi (AG? = -22 Kj/mol)

S04 + ATP + 2H* + H20 < APS + 2Pi (AG® = +24 Kj/mol)

A APS é um composto mais favoravel para a reacao de reducdo que o proprio
sulfato, apresentando valor de E® (APS/sulfito) de - 60 mV, desta maneira se
convertendo a sulfito e adenosina monofosfato (AMP). Esta rea¢do acontecera pela
acao da enzima APS redutase, que ocorre em condicdes estritas de anaerobiose, o
gue provavelmente justifica o carater anaerébio das BRS (BRAMLETT; PECK, 1975;
BAUMGARTNER et al., 2006; MUYZER; STAMS, 2008; BARBOSA, 2009):

APS + 2H* <> HSO% + AMP + H* (AG = -68,6 Kj/mol)
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O sulfito obtido acaba por ser convertido a sulfeto por meio da acao da enzima
sulfito redutase (dsr). Esta etapa envolve a transferéncia direta de 6 elétrons sem
gasto energético ou formacao de qualquer intermediario, e é considerada crucial no
processo metabolico de reducdo dissimillatoria do sulfato (BARBOSA, 2009; OGATA
et al., 2010).

HSO3 + 66" + 7TH* — H2S + 3H20 (AG® = -171,1 Kj/mol)

A reducdo do sulfato promovida pelas BRS gera ao final uma grande
guantidade de sulfeto livre como produto final; desta maneira, estes microrganismos
se apresentam como 0S maiores protagonistas desta rea¢cdo quando comparados a

outros processos naturais de redugdo do enxofre (BARBOSA, 2009).

3.3 BRS e biocorrosao

As BRS exercem papel ativo na corrosao de ligas de ferro em ambientes
industriais, por meio do sulfeto produzido com seu metabolismo dissimilatorio e
também por interacdo direta com a superficie dos metais. O sulfeto € um potencial
agente da corrosao do ferro em ambientes anaerébios. O géas sulfidrico (H2S) obtido
€ um composto que, além de suas propriedades corrosivas, é toxico e representa um
problema de saude ocupacional para os operadores dos sistemas petroliferos, bem
como um problema ambiental (JURELEVICIUS et al., 2008; AZZAM; SAMI; KANDILE,
2012; WIKIEL et al., 2014; BASAFA; HAWBOLDT, 2019).

Particularmente nos processos de extracdo de petréleo em plataformas off-
shore, 0 uso de injecdo de agua do mar como procedimento para a recuperacao
secundéria de petréleo acaba por aumentar a formacéo de biofilmes, pois a mesma

se apresenta como um meio rico em elementos nutritivos, tais como carbono, enxofre,
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célcio e magnésio, necessarios como fonte de energia e de cofatores para as

atividades enzimaticas da comunidade bacteriana estabelecida como biofilmes.

O aumento da concentragcéo de ions sulfato no sistema acaba por favorecer a
atividade das BRS e, por consequéncia, o conteudo de enxofre no petréleo extraido
(souring), o que acarreta na diminuicdo da sua qualidade e no aumento no custo de
producdo, sendo necessarias operacdes especificas para a remocao do enxofre no
conteudo de petréleo até o nivel aceitavel (BELKAID; LADJOUZI; HAMDANI, 2011;
NEUMANN, 2012; CORTAS; CARREIRA; COSTA, 2012; BASAFA; HAWBOLDT,
2019).

A corrosdo anaerobia do ferro promovida pelas BRS é do tipo localizada,
constituida predominantemente por pites, com produtos de corrosdo pouco
aderentes, de cor escura e com odor caracteristico de Hz2S. A sua ocorréncia se
encontra favorecida na porgéo inferior dos biofilmes, onde a difusdo do oxigénio nao
se faz presente e as BRS possuem condicbes propicias para exercer seu
metabolismo. A presenca fisica do biofilme estabelece a ocupacéo na superficie do
metal em sitios com caracteristicas fisico-quimicas distintas das superficies
adjacentes (VIDELA, 2003; ENNING; GARRELFS, 2014)

Os mecanismos pelos quais as BRS promovem a corrosdo de superficies
metalicas sdo complexos e envolvem interagcdes com outras espécies presentes no
ambiente de exposi¢ao, assim como a interacdo com demais compostos quimicos e
a acao de fatores ambientais. De forma mais sucinta e de acordo com o histérico dos
estudos realizados, foram propostos 2 tipos de mecanismos gerais para a biocorrosao
promovida por estes microrganismos: a biocorrosdo quimica (derivada de CMIC -
“chemical microbially influenced corrosion”) e a biocorrosdo elétrica (derivada de
EMIC - “electrical microbially influenced corrosion”). Tais classificagdes servem para
distinguir os efeitos diretos e indiretos, respectivamente, da acdo das BRS no
processo de biocorrosdo (ENNING; GARRELFS, 2014; ENNING et al., 2016; GU et
al., 2019).

A biocorrosdo quimica compreende os efeitos corrosivos promovidos pelos
compostos produzidos a partir do metabolismo das espécies presentes nas

superficies metalicas, tais como o H2S produzido pelas BRS ou acidos organicos
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produzidos pela comunidade bacteriana aderida como biofilmes na superficie de ligas
de aluminio. Este tipo de corrosdo ocorre principalmente em ambientes onde a
guantidade de substratos organicos doadores de elétrons seja disponivel o suficiente,
para que o processo de oxidacdo ocorra em equilibrio com a producdo dos

metabdlitos corrosivos (GU et al., 2019).

A biocorroséo elétrica, por outro lado, descreve o processo de corrosao pela
retirada direta de elétrons a partir da superficie do metal, promovida por
microrganismos litotroficos especializados. Este processo € independente da
presenca de substratos organicos e ja foi demonstrado em certas espécies de BRS
como Desulfovibrio, nas arquéias metanogénicas e também em bactérias

acetogénicas (GU et al., 2019).

3.4 Controle e monitoramento da biocorrosédo na industria petrolifera

Um dos conceitos adotados para a manutencao dos sistemas industriais livres
dos efeitos da biocorrosdo consiste em “manter o sistema limpo”. Entretanto, a
aplicacdo deste conceito s6 pode ser considerada com uma adequada compreensao
dos processos envolvidos na biocorrosdo. Muitas vezes, 0s eventos sO sao
detectados quando uma forte contaminacgdo esta presente, acarretando em perda de
energia, perda de eficiéncia do sistema; falhas estruturais decorrentes da corrosao
dos materiais presentes nas instalacées e diminuicdo do valor comercial do contetdo
transportado pela formacéo do souring) (VIDELA, 2002; VIDELA, 2003).

Na prevencdao e controle da biocorrosao em instala¢des industriais, € primordial
um adequado acompanhamento das condicbes de operagbes dos sistemas que
podem ser acometidos por estes eventos, considerando principalmente as variaveis
de origem biolégica e inorganica que participam dos processos corrosivos. A
aplicacdo de métodos que permitam detectar a contaminagdo microbiana nos
sistemas industriais em tempo habil para aplicar as medidas corretivas necessarias
pode favorecer a prevencao de eventos indesejados na rotina de operacgdes (VIDELA,
2003).
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3.4.1 Deteccédo de microrganismos em sistemas petroliferos

Devido a sua intima associacdo com eventos de biocorrosdo em sistemas
industriais, a presenca das BRS e de seus respectivos metabdlitos sdo alvos de

monitoramento amplamente utilizados na rotina de controle destes sistemas.

As andlises microbioldgicas utilizadas no monitoramento de sistemas
petroliferos geralmente sao aplicadas em duas etapas sequenciais: 1°) uma avaliacdo
preliminar para deteccdo de microrganismos gerais; e 2°) deteccdo de

microrganismos especificos, para confirmacéao junto ao tipo de corrosdo observada.

As analises de contagem seguem alguns padrdes ja confirmados pelo histérico
de atividades descrito na literatura para este género. Uma contagem preliminar em
meio geral nas amostras coletadas de residuos de dutos e tanques pode ser
executada, utilizando-se, por exemplo, meios para promocdo de crescimento de
microrganismos ou meios que simulem condicdes ambientais. (CORTAS;
CARREIRA; COSTA, 2012; RODRIGUES et al., 2013; JAVED et al., 2014)

Dada a necessidade de ambiente anaerdbio para a quantificacdo de espécies
BRS, a aplicacdo da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) em frascos com meios
preparados para obtencdo de anaerobiose se tornou o principal método de
monitoramento de contaminacdo microbiana na industria petrolifera (ARAUJO et all.,
2013; COUTINHO et al., 2014)

3.4.2 Deteccéo e quantificagdo por NMP

A técnica de diluicao denominada “Numero Mais Provavel” foi reportada pela
primeira vez em 1915 por McCrady, e consiste em estimar a densidade da populacao
de microrganismos viaveis em uma amostra, com base na aplicacao de tabelas de
fatores numéricos, aplicados conforme a probabilidade de os microrganismos
estarem distribuidos de maneira homogénea quando inoculados no meio de
cultura.(COCHRAN, 1950)



28

A técnica do NMP é descrita resumidamente nas seguintes etapas (CORTAS,
2011) :

(1) sdo preparadas diluicbes seriadas da amostra a ser avaliada em solucéo de

trabalho;

(2) é feita a retirada de aliquotas de cada diluicdo preparada, para incubacdo em
frascos com meio de cultura, para obter uma possivel estimativa em uma ampla

faixa de concentragoes;

(3) o crescimento obtido é avaliado, a partir do resultado positivo para produtos

de reacgéo nos frascos incubados, e;

(4) os valores de estimativa por NMP s&o obtidos pelo tratamento e interpretagéo

dos resultados obtidos.

Por se tratar de uma técnica de contagem indireta, € necessario diluir
sucessivamente a amostra no meio de cultura antes de seguir com a incubagéo pelo
periodo necessario. A diluicdo da amostra realizada para a quantificacdo pelo NMP
tem como obijetivo atingir a maior ordem de diluicdo na qual ndo se observe qualquer
deteccdo de qualquer microrganismo nos frascos utilizados. Os frascos que nao
exibirem crescimento presumivelmente ndo receberam nenhum microrganismo que

poderia se desenvolver no meio de cultura.

O célculo do NMP é realizado a partir do numero de frascos utilizados em cada
diluicdo (réplicas) que tenham resultado positivo para crescimento do microrganismo
alvo da deteccédo pretendida, e o tratamento dos resultados é realizado a partir da
combinacao de resultados positivos e negativos com uso de tabelas de NUmero Mais
Provavel de microrganismos viaveis presentes na amostra (HARRIGAN, 1998;
CORTAS, 2011).

3.4.3 Fundamentos estatisticos da técnica do NMP

O calculo do NMP assume que as bactérias estardo distribuidas em uma
diluicdo seguindo uma distribuicdo normal de Poisson. Na teoria da probabilidade e
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na estatistica, este tipo de distribuicdo expressa a probabilidade de um nimero de
eventos ocorrerem num dado periodo de tempo, caso estes ocorram com uma taxa
média conhecida e cada evento aconteca de maneira independente do tempo
decorrido desde o ultimo evento (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020).

Esta distribuicdo apresenta um intervalo de 95% dos dados estabelecidos de
uma amostra a partir da aplicacao do desvio padréo, e € considerado como o intervalo
de confianca para a quantificacdo pelo NMP (U.S. FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2020).

O célculo do NMP de uma amostra € realizado a partir de tabelas de tratamento
obtidas por meio de formulas que consideram a probabilidade do crescimento dos
microrganismos nas séries de diluicbes decimais consecutivas em réplicas. Uma das
tabelas mais utilizadas para metodologias de NMP é a proposta por HARRIGAN
(1998), com o uso de trés frascos como réplicas dentro da diluicdo, como apresentado
na Figura 02.



Figura 02 - apresentacéo da tabela de determinacdo do NMP para 3 frascos.
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Fonte: HARRIGAN (1998).
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O resultado obtido de NMP é expresso a partir da combinacao de frascos com
crescimento positivo observado nas diluicdes, que permitem selecionar o fator de
NMP/mL para multiplicacéo pela primeira diluicdo da série selecionada na leitura da
combinacéao de frascos (HARRIGAN, 1998).

3.4.4 Consideracdes gerais sobre a técnica do NMP

Segundo QUEIROZ (2015), a técnica do NMP considera alguns aspectos

importantes a respeito da condicdo das amostras para sua quantificacao:

(a) a distribuicdo da populacdo microbiana deve ocorrer de maneira aleatoria no

conteudo das amostras utilizadas para a analise;

(b) os microrganismos presentes na amostra se encontram isolados, e sua

distribuicdo no conteudo da amostra néo favorece eventos de repulséo entre eles;

(c) o crescimento de apenas um microrganismo viavel pode ser detectado no meio
de cultura utilizado, sob as condicdes utilizadas para incubacdo. Tal deteccéo
pode ocorrer como reacdo com os produtos metabdlicos do microrganismo, e
podem ser, por exemplo: a geracao de bolhas; mudanca de cor ou formacao de

precipitados no meio de cultura;

(d) cada frasco da amostra se comporta de maneira independente quanto ao
resultado de deteccéo; logo, os frascos séo considerados isoladamente para o
resultado do NMP.

A técnica do NMP é apontada como vantajosa quando aplicada em ensaios
onde a cinética de crescimento do microrganismo é altamente variavel, ou quando a
amostra analisada apresenta microrganismos que nao séo desejaveis para deteccao,
assim a incubacéo em frascos é utilizada como um método seletivo para aproveitar

um produto detectavel do microrganismo de interesse (QUEIROZ, 2015).

Nos casos em que as contagens em meio sélido tenham a confiabilidade de

seus resultados prejudicada devido a interagdo com algum componente do meio de
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cultura, a técnica do NMP em frascos pode ser uma alternativa para contornar tal
guestao (QUEIROZ, 2015).

A principal limitacdo da técnica do NMP se deve ao fato de ndo determinar
precisamente o numero de organismos em um ambiente natural, de maneira que a
incerteza nos resultados obtidos pode chegar a 68%. A representatividade de
bactérias viaveis do resultado obtido pelo NMP para as amostras analisadas pode
ocorrer em proporcdo menor do que 1 % do total das linhagens efetivamente
presentes na amostra ambiental (OLIVEIRA et al., 2008; KOTU; MANNAN;
JAYARAMAN, 2019)

Outra limitagdo consiste na possiblidade de obtencdo de resultados
controversos detectados, obtendo-se combinacdes ndo esperadas de tubos com
resultado positivo. Este evento geralmente é atribuido a erro laboratorial durante
processamento das amostras, ou mesmo a qualidade da amostra entregue para

processamento (com presenca de interferentes, por exemplo) (QUEIROZ, 2015).

3.4.5 NMP aplicado a quantificacdo de BRS

Uma vez que consegue garantir um ambiente anaerébio em ambiente de
frascos para o cultivo laboratorial, a aplicacdo da técnica do NMP se tornou a principal
ferramenta para monitoramento da contaminac&o microbiana na indastria petrolifera,
com aplicacdo para amostras de agua de injecdo, agua produzida, residuos de
corrosdo, entre outras amostras. Tradicionalmente, a quantificacdo por NMP das BRS
€ conduzida pelo periodo de até 28 dias, devido a necessidade de adaptacdo das
bactérias ao meio padréo utilizado para a resposta de deteccdo das BRS (ARAUJO
et al., 2013; COUTINHO et al., 2014).

O principal meio de cultura utilizado para deteccdo de espécies BRS é o
proposto por POSTGATE (1984), que utiliza a reacado de precipitacdo do sulfeto
ferroso (FeS), composto que serve como evidéncia da reducdo do sulfato presente
no meio de cultura apos utilizagéo pelas BRS.
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3.5 Cultivo e deteccao de BRS em microescala

A lenta resposta da quantificagdo de microrganismos anaerébios pelo NMP é
um fator a ser considerado na rotina de controle e monitoramento de eventos de
corrosdo, uma vez que muitas vezes € necessaria tomada de deciséo agil quanto ao
protocolo de intervencdo a ser adotado nos sistemas. A partir desta perspectiva,
deteccbes que possam ser efetuadas de forma mais eficiente para as BRS sao

consideradas para desenvolvimento de novas metodologias.

Uma vez que a incubacdo das amostras analisadas requer consumo
significativo de materiais e reagentes utilizados no preparo dos frascos necessarios a
série de diluicdes para quantificacdo por NMP por amostra, mais o espaco fisico
necessario para a incubacédo das séries de frascos preparados para as analises,
metodologias alternativas para quantificacdo de BRS s&o de grande interesse para a

industria petrolifera.

Diversas técnicas ja foram consideradas para quantificar espécies BRS em
amostras coletadas da industria petrolifera, tais como ensaios baseados em reacdes
imunoenzimaticas; pelo consumo de ATP; por marca¢do com radioisétopos, e com
uso de sequenciamento para identificacdo de espécies (LIMA, 2016; KOTU,;
MANNAN; JAYARAMAN, 2019).

Analisando as opcbes disponiveis, a ado¢cdo dos métodos dependentes de
cultivo para avaliacdes de atividade biocida de produtos ainda € a primeira opcao de
trabalho na rotina operacional de controle e monitoramento de corrosdo, ja que
servem para determinar como diferentes produtos se comportam em relagéo ao seu
potencial como biocida, sendo possivel avaliar diversas concentracdes e tempos de
contato com microrganismos, a fim de estabelecer o melhor regime de aplicagcéo dos
produtos nos sistemas (BENNET; HOFFMANN, 2018).

No caso dos métodos dependentes de cultivo para quantificacdo por NMP, ja
foi proposta metodologia com enfoque nas espécies BRS que aplica a miniaturizacéo

de escala na incubacao, sendo utilizada em atividades de amostragem ambiental, e
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também para verificar a eficicia na recuperag¢do de microrganismos em amostras da
industria de Oleo e Gas (LIMA, 2006; NEUMANN, 2012).

Em outra linha de acéo, avaliacdes ja foram conduzidas em microescala para
determinar a cinética de crescimento de BRS de amostras clinicas e ambientais, com
o objetivo de comparar os perfis de crescimento entre as condicdes aerdbia e
anaerdbia aplicadas a estes microrganismos (HEGGENDORN et al., 2018).

No que se refere a avaliacao de tratamentos para controle de biocorrosdo, ha
pelo menos um relato de uso desta metodologia para monitorar populacdes
microbianas em amostras de agua produzida sujeitas ao tratamento com nitrato
(SEGUI, 2009).

Os trabalhos apresentados anteriormente sdo exemplos de que a proposta de
ensaio em microescala pode ser utilizada no setor de 6leo e gas, portanto corroboram
o direcionamento do planejamento experimental do projeto para uso como método

para recuperacao de espécies viaveis apds tratamento com biocidas.

3.6 Biocidas

O método quimico mais utilizado para o controle da biocorrosdo em sistemas
industriais consiste na aplicacdo de biocidas, que s&do produtos utilizados para
eliminar ou inibir a atividade de microrganismos considerados nocivos a estes
sistemas. Nas Ultimas décadas, compostos de diferentes classes quimicas foram
utilizados como inibidores quimicos ou mesmo biocidas para alcancar a reducao da
contaminacao nos sistemas petroliferos (DAVIDOVA et al., 2001; WILLIAMS, 2006;
JONES et al., 2012; WESSELS; INGMER, 2013; KRAMER, 2015; KAHRILAS et al.,
2015; OKORO, 2015; CARLSON et al., 2015; JESUS et al., 2015).

Os biocidas agem por diversos mecanismos para promover sua agao
antimicrobiana. De maneira geral, podem modificar a permeabilidade celular; alterar
processos vitais relacionados a sua reproducao ou reagir diretamente com enzimas
microbianas, interferindo no metabolismo de maneira a ocasionar a sua morte
(ARAUJO et al., 2013; KAHRILAS et al., 2015).
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Os biocidas sao tradicionalmente classificados em dois grandes grupos: os
biocidas oxidantes e os biocidas ndo-oxidantes. Os biocidas oxidantes sdo compostos
guimicos altamente reativos, e atuam principalmente por meio da oxidacdo de
biomoléculas, com a liberacdo de espécies radicais livres que atacam componentes
celulares, o que leva & morte dos microrganismos sujeitos ao contato com estas
espécies quimicas, e por consequéncia resulta em uma atuagdo significativa e
inespecifica contra um diverso grupo de bactérias (BARTLETT; KRAMER, 2011;
KAHRILAS et al., 2015; OKORO, 2015; BENNET; HOFFMANN, 2018).

Os biocidas n&o-oxidantes constituem-se em compostos organicos que
funcionam por meio de mecanismos mais especificos do que os biocidas oxidantes,
tais como a formacdo de ligacBes covalentes com grupos quimicos nucleofilicos
presentes nas moléculas, ou mesmo por desestabilizacdo da membrana plasmatica.
S&0 menos agressivos, e por essa razao eles conseguem persistir por mais tempo no
ambiente e penetrar nas camadas mais profundas de biofiimes. Podem ser
classificados em categorias de acordo com seu mecanismo de acao: biocidas de lise;

biocidas eletrofilicos; e preservantes (KAHRILAS et al., 2015).

Os biocidas de lise sdo moléculas surfactantes que atuam na desestabilizacao
da dupla camada fosfolipidica da parede celular, por meio da ligacdo com grupos
funcionais anibnicos localizados na superficie da membrana e subsequente
perturbacdo da dupla camada, o que resulta na perda da regulacdo osmatica e
integridade celular, com a eventual lise celular e respectiva morte (KAHRILAS et al.,
2015).

Os biocidas eletrofilicos sdo compostos que possuem grupos funcionais com
alta afinidade para interacdo com elétrons de grupos quimicos expostos nas proteinas
de membrana da parede celular bacteriana (p. ex., aldeidos frente aos grupos tidis e
aminas secundarias). Estes biocidas atuam principalmente por meio da formacao de
ligacbes covalentes com grupos funcionais nucleofilicos encontrados em varias
biomoléculas, tais como aminas primarias (-NH2), sulfidrilas (-SH), pontes dissulfeto
(-S-S-) e ligacbes duplas em lipidios insaturados (-CH=CH-) (KAHRILAS et al., 2015).
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3.7 Aplicacao de biocidas na Industria Petrolifera.

A aplicacdo de biocidas soliveis em fluidos aquosos para o controle da
proliferacdo e da atividade de microrganismos nocivos € um tratamento quimico
amplamente empregado no tratamento de 4gua para fins sanitarios e industriais. Na
industria petrolifera, o uso de biocidas consiste em um tratamento convencional para
mitigar o desenvolvimento de espécies microbianas no interior das instalacdes dos
sistemas (biofouling), de maneira a diminuir a probabilidade de ocorréncia de eventos

de biocorroséao.

Uma vez que 0S microrganismos se encontram presentes de maneira
planctonica e também séssil nos fluidos e superficies dos sistemas utilizados na
industria petrolifera, os biocidas sdo aplicados frequentemente em conjunto com
métodos fisicos de limpeza, sendo 0 mais comum deles a passagem de dispositivos
planejados para passagem e remoc¢ao de residuos no interior de dutos (comumente
denominados como “pigs”), com a possibilidade de coleta de material do interior dos
dutos para posterior analise e assim otimizar a operacdo de monitoramento e controle
de corroséo (COTE et al., 2014; CRISTIANI; PERBONI, 2014).

A escolha do biocida apropriado a ser utilizado depende da natureza dos
microrganismos a serem eliminados, bem como das condicbes de operacao
atribuidas ao sistema afetado. Ndo é incomum que se aplique mais de um biocida
num mesmo sistema, e a necessidade disso se deve principalmente a trés fatores: (1)
as grandes diferencas na composicdo quimica entre os fluidos que precisam ser
protegidos; (2) as grandes diferencas nas condi¢cdes ambientais entre os locais em
gue circulam os fluidos que precisam ser protegidos; e (3) a grande extensao espacial

dos sistemas que precisam ser protegidos (KRAMER, 2015).

Outro fator também a ser considerado é a pouca efetividade de determinados
tipos de biocidas frente a espécies anaerdbias que se encontram estabelecidas sob
os biofilmes, devido a necessidade de penetracdo das espécies reativas pelas
camadas de EPS, o que aumenta a chance de inativacdo destas espécies pelos
componentes do biofilme (VIDELA, 2003; CRISTIANI; PERBONI, 2014)
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Desta maneira, o consenso estabelecido sobre 0 uso dos biocidas consiste nas

seguintes consideragoes:

(a) Os biocidas oxidantes sdo mais apropriados para a protecdo dos fluidos
aerobios e com baixo teor de matéria organica, que circulam em locais com
condi¢cdes ambientais mais amenas;

(b) Os biocidas nao-oxidantes sdo mais apropriados para a protecao dos fluidos
anaerobios e com teor mais elevado de matéria organica, e que circulam em

locais com condi¢cdes ambientais mais severas;

Dadas as caracteristicas anteriormente mencionadas, os biocidas nao-
oxidantes se apresentam como as op¢des de uso mais adequadas para tratamento
da biocorroséo, com o objetivo de penetrar as camadas de biofilmes e agir sobre as

espécies presentes na interface dos biofilmes com a superficie metalica.

Dentre os biocidas ndo oxidantes mais utilizados na industria petrolifera,
destacam-se o glutaraldeido, o sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfénio (THPS) e as
isotiazolonas, os quais estdo compreendidos no escopo deste trabalho e serdo

abordados nos proximos tépicos.

3.7.1 Glutaraldeido

O glutaraldeido € um produto liquido da classe dos aldeidos de aspecto incolor.
Sua estrutura consiste em uma molécula de 5 &tomos de carbono com 2 grupos

aldeidos funcionais, conforme apresentado na figura 03.
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Figura 03 - Formula estrutural do glutaraldeido.

Fonte: KAHRILAS et al (2015).

O glutaraldeido € um biocida do tipo eletrofilico, capaz de reagir com grupos
nucleofilicos presentes nas moléculas dos componentes estruturais e funcionais de
microrganismos, tais como tibis (-SH), aminas primarias e secundarias e hidroxilas (-
OH). Esta reacado ocorre com a formacao de ligacdes cruzadas dos grupos aldeido
do biocida com as moléculas dos microrganismos alterando sua estrutura terciaria
funcional, o que acarreta em alteragdes no metabolismo e na permeabilidade celular,
com inibicdo de fungbes da membrana bacteriana exterior, tais como transporte de
nutrientes e liberacdo de residuos metabdlicos, e por consequéncia a morte do
microrganismo (WEN et al., 2009; WEN et al., 2010; KAHRILAS et al., 2015; ROGERS
et al., 2017; AKYON; LIPUS; BIBBY, 2019).

O efeito biocida do glutaraldeido consiste na sua reatividade com os grupos
nucleofilicos, a qual é favorecida em ambientes onde o valor de pH esteja no intervalo
de 7,5 a 8,4, que consiste no valor natural encontrado para a agua do mar. Nesta
faixa de pH, os grupos aminas primarios e secundarios das moléculas ndo estao
protonados, o que favorece a sua rea¢do com os grupos aldeidos do glutaraldeido de
maneira irreversivel (WEN et al., 2009; WEN et al., 2010; KAHRILAS et al., 2015;
ROGERS et al., 2017).

O glutaraldeido esta presente como ingrediente ativo de uma grande variedade
de biocidas comerciais utilizados frente a diversos microrganismos, com acao

estabelecida em amplos intervalos de pH e temperatura. E utilizado como biocida no
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tratamento de &gua produzida, 4gua industrial, fluidos de perfuracdo, fluidos de
completacao e fluidos de injecdo (KAHRILAS et al., 2016; ROGERS et al., 2017).

O glutaraldeido reage com sulfeto (H2S, HS™), amobnia e sequestrantes de
oxigénio, tais como o fon bissulfito (HSOs). E comum combinar a aplicagdo do
glutaraldeido com biocidas liticos, a depender da finalidade do uso. O glutaraldeido
apresenta a propriedade de se auto-polimerizar em determinadas condi¢des de pH e
salinidade, comportamento este que nao altera a sua atividade biocida. A sua faixa
de concentracao reportada com inicio da atividade inibitoria se encontra entre 5 e 200
mg/L (VIKRAM; LIPUS; BIBBY, 2014; ROGERS et al., 2017; AKYON; LIPUS; BIBBY,
2019).

A dosagem de glutaraldeido aplicado principalmente na agua de injecao é de
50 a 2500 mg/L do composto ativo em regime de batelada, por 4 a 6 horas. Quando
em ambientes com alto valor de pH (> 8,0), a dose pode ser diminuida para 25 a 500
mg/L (ROGERS et al., 2017).

Estudos reportaram que algumas espécies microbianas presentes em
biofiimes passaram a apresentar resisténcia ao tratamento realizado com
glutaraldeido, e atribuem este comportamento a possiveis fatores genéticos que
permitiriam ativar mecanismos de resisténcia que reduziriam a penetracdo deste
composto no interior da célula, e também diminuiriam o poder de ligacdo do
glutaraldeido com as proteinas celulares (VIKRAM; LIPUS; BIBBY, 2014).

Foi reportado também que o uso do glutaraldeido como agente para inibicdo
de microrganismos em liquido de fraturamento ndo diminuiu a abundéncia de
espécies presentes neste tipo de liquido, como também néo alterou a estrutura da
comunidade microbiana, o que sugere principalmente a modificacdo na atividade
microbiana como efeito decorrente da aplicacdo deste biocida (AKYON; LIPUS;
BIBBY, 2019).

3.7.2 THPS
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O produto sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfénio (THPS) € um composto
fosfénio quaternario, cuja molécula € descrita como: [P(CH20H)4]2SOa4 e se encontra
apresentada na Figura 04. Em seu estado fisico original, € um solido levemente
pastoso soluvel em agua, o0 que permite 0 pronto uso em sistemas de injecdo como
produto biocida (EL-SHERIK, 2017).

Figura 04 - Formula estrutural do THPS.

OH OH OH OH

.
DA

OH OH OH OH

Fonte: XU et al. (2022).

O THPS atualmente é o biocida mais utilizado na indUstria petrolifera, e atua
principalmente através da clivagem das ligacBes dissulfeto presentes nos
aminoacidos da parede celular bacteriana e das demais proteinas celulares.
Adicionalmente, a perda de grupos tidis devido a acéo de clivagem do THPS leva a

desestabilizacdo do contetdo celular do microrganismo (JONES et al., 2012).

Sua velocidade de acédo é rapida e bem significativa contra uma gama de
microrganismos, inclusive fungos. Em meio alcalino, a sua atuacdo é incrementada
pela formacdo de seu derivado trishidroxifosfina (THP), obtido apds reacdo de
deformilacdo (WEN et al., 2010; KAHRILAS et al., 2015).

O THPS é considerado um biocida bastante verséatil, com aplicacdo desde a

tanques de armazenamento de agua de injecdo, bem como sistemas multifasicos e
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dutos de transporte. Pode ser usado também como tratamento da agua usada para
testes hidrostaticos e de hibernacéo de dutos (VIDELA, 2003).

O uso do THPS como biocida oferece uma série de vantagens aos sistemas.
Ao mesmo tempo que apresenta amplo espectro biocida, merece destaque a sua
especificidade frente as BRS, conforme estudos realizados (LAVANIA et al., 2011,
STRUCHTEMEYER; MORRISON; ELSHAHED, 2012).

O THPS apresenta a capacidade de dissolver e sequestrar o sulfeto de ferro
formado em sitios de corrosdo, diminuindo assim o “souring” do conteudo

transportado pelos sistemas (JONES et al., 2011).

Em estudos de estabilidade quimica e compatibilidade com demais
tratamentos, o THPS apresentou boa estabilidade por longo tempo de hibernacdo em
sistemas, com a possibilidade de sua inativagdo sob condi¢cdes controladas
(WILLMON, 2010; WENTWORTH; SRIVASTAVA; KRAMER, 2016; SHARMA et al.,
2018).

O THPS também apresentou baixo perfii de toxicidade e rapida
biodegradabilidade em avaliacbes para esta finalidade (DOWNWARD; HAACK,
1997).

As concentracdes de aplicacdo do THPS na industria petrolifera variam
conforme a etapa de monitoramento do sistema. O THPS mostrou acdo em
tratamentos nas concentracdes fixas de 25, 50 e 100 mg/L, com reducdo da
populacdo de BRS na ordem de oito digitos em escala logaritmica em até 4h
(STRUCHTEMEYER; MORRISON; ELSHAHED, 2012; XU et al., 2022)

O THPS apresenta algumas questdes relacionadas a sensibilidade frente a
variacoes de pH e reatividade com agentes oxidantes e ao ion sulfito. A temperatura
também influencia a degradacdo da molécula, da mesma maneira que os biocidas
gue apresentam compostos de aldeido em sua formulagéo, porém ja foi verificado
gue o THPS se mantém estavel mesmo a temperaturas superiores a 120°C (ZHAO
et al., 2008; MOORE; KEASLER; BENNETT, 2010).
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O THPS pode ser combinado com outros biocidas n&o-oxidantes para
obtencédo de efeitos sinérgicos ou mesmo interagcdes complementares consideradas
vantajosas para o controle microbiano em sistemas. Foi demonstrado que doses
semanais de glutaraldeido e THPS apresentaram sucesso no controle de eventos
severos de corros&o induzida por microrganismos (ARAUJO et al., 2013; ENNING et
al., 2016; OKORO; SAMUEL,; LIN, 2016).

Os estudos para a potencializacdo do efeito biocida do THPS na atualidade
consideram sua aplicagcdo como biocida em conjunto com D-aminoacidos e também
agentes dispersantes como o polimero de xantana e peptideos para obtencdo de
tratamentos com menores doses aplicadas deste biocida. Existe vasta literatura
produzida sobre esta perspectiva de aplicacdo, justificada pela necessidade de
obtenc&o de tratamentos mais sustentaveis junto ao setor de Oleo e Gas (XU et al.,
2012; XU; LI; GU, 2012; XU; LI; GU, 2014; LI et al., 2016; JIA et al., 2017; JIA et al.,
2017; XU et al., 2019; SILVA et al., 2021; WANG et al., 2022).

Agentes quelantes também foram considerados como adjuvantes satisfatorios
para promover a acao do THPS, com trabalhos relatando a inibicdo da formacédo de

biofilmes quando aplicados em combinacéo (JIA et al., 2019).

3.7.3 Isotiazolonas

Os biocidas conhecidos como isotiazolonas sdo compostos organicos
heterociclicos que apresentam uma ligacdo nitrogénio-enxofre em sua estrutura.
Estes produtos sédo derivados do composto original 4-isotiazolin-3-ona. A Figura 05
apresenta os principais compostos derivados e considerados para uso como biocidas

do setor de 6leo e gas.
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Figura 05 - Férmulas estruturais da Metilisotiazolona (a) e Clorometilisotiazolona (b).
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Fonte: KAHRILAS et al, 2015.

As isotiazolonas contém em sua formulacdo grupos cloro, metil e agua
associada. A presenca do grupo cloro torna a ligacao nitrogénio-enxofre mais reativa,
e este fator contribui para aumentar a atividade antimicrobiana da molécula. As
isotiazolonas agem por interagdo com 0s grupos tidis presentes nos componentes
celulares, interferindo nas reacdes enzimaticas de processos vitais aos

microrganismos, tais como o ciclo de Krebs (WILLIAMS, 2006).

O uso de isotiazolonas como biocidas no setor de 6leo e gas € bastante restrito
devido & sua extrema sensibilidade ao H2S, o que inviabiliza principalmente o
tratamento de sistemas de alimentacdo de aguas de producgéo. Seu uso acaba sendo
mais direcionado como preservante do conteudo extraido de po¢cos e em dutos,
devido ao seu valor de coeficiente de particdo. Além da sensibilidade ao H2S, O
CMIT/MIT néo apresenta compatibilidade com grupos amina, tiol ou mercaptano, e
sua estabilidade térmica somente estd presente até a temperatura de 55°C

(WILLIAMS, 2007).
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Dos compostos apresentados, a combinacdo CMIT/MIT é a mais popular com
aplicacdo biocida e também para eliminacdo do conteudo de sulfato da agua do mar
em unidades dedicadas. Esta combinacdo obedece a raz&do de 3 partes para uma
(CMIT:MIT), com ambas as moléculas apresentando comportamento eletrofilico. A
molécula de 5-Cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona (CMIT) possui um atomo de cloro
como ligante na posicao 5 do anel, fator este que torna a molécula altamente reativa
(WILLIAMS, 2007).

A maioria das formulac6es comerciais do composto CMIT/MIT se apresentam
com valor de 14% em solucao, com pH &cido e aspecto visual translicido a limpido.
O tratamento com esta combinacdo apresenta a vantagem de, em estagio mais tardio,
permitir a formacé&o de radicais livres que contribuem para um aumento gradual na
eliminacdo de microrganismos no ambiente. Este fator permite que sejam utilizadas
baixas doses aplicadas da formulagao (faixa de 5 a 25 mg/L) (WILLIAMS; SCHULTZ,
2011).

3.8 Ensaios para avaliagdo de biocidas.

Um biocida somente pode ser considerado como eficaz de acordo com as
caracteristicas dos sistemas que se pretendem tratar, nos quais devem ser avaliados,

de acordo com os seguintes critérios descritos por ARAUJO et al. (2013):
(a) os materiais constituintes da estrutura fisica do sistema,;

(b) as condicbes de operacdo, tais como regime de fluxo, temperatura,

alimentacdo com agua de producéo, dentre outros;
(c) microrganismos alvo que o biocida atuard, €;

(d) concentracdo e tempo de contato pretendidos para aplicacdo do biocida

selecionado.

A literatura relata diversas abordagens para a conducdo de ensaios de

avaliacao de atividade de biocidas, com a ado¢ao de metodologias tradicionais como
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a determinacdo de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de substancias frente a
linhagens de BRS, com a aplicagdo dos produtos diretamente no meio de cultura
liquido inoculado com microrganismos, e também por testes de formacéo de halo de
inibicdo em agar semeado (NAKAO et al., 2009; BADAWI et al., 2010; ZAKY; NEGM,
2012).

Abordagens mais especificas foram conduzidas no sentido de avaliar o uso de
substancias que tornem os biocidas mais efetivos, ou que diminuam a dosagem
necessaria nas suas aplicacdes, tais como agentes quelantes ou D-aminoacidos
(WEN et al., 2009; WEN et al., 2010; LI et al., 2016; JIA et al., 2017; JIA et al., 2017).

Ensaios que simulem condi¢cdes praticadas nos sistemas industriais para
transporte de fluidos que necessitam de tratamento quimico para estimar a eficacia
dos protocolos de tratamento também podem ser considerados para avaliacdo, a fim
de determinar qual 0 composto sera mais adequado, e qual sera sua dose 6tima para
aplicacao no sistema (AMERICAN SOCIETY FOR TESTING MATERIALS, 2016).

Considerada a questdo quanto as condicbes necessarias para a técnica de
BRS pelo NMP e a perspectiva de aplicacdo de ensaios tradicionais de avaliacao de
biocidas frente a estas espécies, a proposta de miniaturizacdo de escala para
avaliacOes de recuperacao de bactérias viaveis apés aplicacédo de biocidas se torna
atraente, devido ao fato de reduzir significativamente o volume de material e meios
de cultura a serem utilizados em caso de avaliacées de concentracao inibitéria minima

que utilizem varias concentragdes.

Contudo, no conjunto da literatura pesquisada, um nimero bem restrito dos
artigos encontrados utilizou condi¢cdes de microescala para avaliar a atividade biocida
de produtos para uso na industria petrolifera, e em cada ocasido, a avaliacdo focou
em aspectos particulares a respeito de prospecc¢cao de novos compostos, bem como

de estratégias especificas para operacdo dos métodos propostos.

ASTUTI, PURWASENA e PUTRI (2018) avaliaram o potencial de oito
substancias surfactantes como possiveis biocidas para aplicacdo no ambiente
petrolifero, com objetivo de eliminar biofiilmes associados aos processos de
biocorrosdo. Na avaliacdo conduzida, a técnica adotada foi a exposicdo dos

surfactantes aos microrganismos diretamente em microplaca, para determinagéo de
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3 tipos de concentragbes, como descrito pelos autores: a inibitéria minima (“MIC -
Minimum Inhibitory Concentration™), a inibitéria minima para formacao de biofilme
(“MBIC - Minimum Biofilm Inhibitory Concentration”) e a minima para eliminacdo de
biofilmes formados (“MBEC - Minimum Biofilm Eradication Concentration”). Este tipo
de avaliacdo necessitou que o contato das substancias surfactantes com os
microrganismos ocorresse na propria microplaca, com a finalidade de obtencdo dos

resultados pretendidos de inibicéo.

BAUTISTA et al. (2016) avaliaram a eficacia na inibicdo de microrganismos
presentes em amostras de diesel submetidas a tratamento com diferentes biocidas e
armazenadas por até 45 dias em tubos de 2 mL. Para quantificar as espécies viaveis
nos momentos selecionados para a amostragem, foi utilizada a quantificacdo do NMP
em microplacas, com o uso de 8 réplicas para cada uma das diluicbes da série do
NMP, o que equivaleu a manter cada coluna da microplaca dedicada para uma

diluico.

Tal proposta de quantificacdo encontra respaldo nos trabalhos com espécies
BRS em microescala ja apresentados neste texto, nos quais o objetivo foi implantar a
metodologia de quantificacdo com base no uso de varias réplicas por diluicdo da série
NMP executada, a fim de garantir a reprodutibilidade dos procedimentos como
também validar estatisticamente a metodologia (LIMA, 2006; SEGUI, 2009;
NEUMANN, 2012).

O uso de incubacdo em microescala também foi utilizado em ensaios de
avaliacdo de eficacia para biocidas a curto e longo prazo em amostras obtidas de
ambientes de operacado de fraturamento, com o objetivo de avaliar a recuperacéo de
espécies BRS viaveis recuperadas apés tratamento com biocidas (RAYMOND;
PARNELL; FICHTER, 2014).

Portanto, a adocdo de um planejamento experimental comparativo entre a
técnica de NMP em frascos e a técnica de NMP em microescala com uso de
microplacas de 96 pocos para avaliar a eficacia de produtos biocidas frente a 2
espécies de BRS se apresenta como abordagem de potencial relevancia para
aplicacdo na rotina de monitoramento e controle de contaminagdo nos sistemas

petroliferos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e reagentes utilizados

4.1.1 Linhagens.

Foram utilizadas as seguintes linhagens de referéncia:

(a) Desulfotomacullum nigrificans ATCC 19998, Bactéria BRS de cultivo termdfilo

(55°C), depositada no Laboratério de Biotecnologia Industrial como IPT 1007;

(b) Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577, Bactéria BRS de cultivo mesofilo
(25°C a 30°C), depositada no Laboratorio de Biotecnologia Industrial como IPT
1039.

As linhagens foram reativadas e mantidas em cultivo com repiques periédicos
e sucessivos nos meios de cultura, para manutencdo de sua viabilidade durante o

decorrer dos ensaios.

4.1.2 Meios de cultura.

Os meios de cultura inicialmente selecionados para as atividades estéo
relacionados nas tabelas 01, 02, 03, 04 e 05 com suas respectivas composicoes, de
acordo com as informacdes obtidas para reativacdo das linhagens junto aos
documentos disponiveis em colec¢des oficiais de microrganismos e também no

levantamento realizado em literatura.
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Tabela 01 - composicdo do meio Postgate E modificado.

Meio Postgate E modificado

Ingredientes Quantidade
Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) 0,59
Cloreto de amoénio (NH4CI) 1049
Sulfato de sddio (Na.S) 109
Cloreto de calcio diidratado (CaClz.H20) 0,79
Cloreto de magnésio heptahidratado (MgCl,.7H,0) 20¢g
Lactato de sédio 50% (m/v) 7,0 mL
Extrato de levedura 10g9
Acido ascérbico 0,1g
Sulfato ferroso heptahidratado (FeS0O,4.7H,0) 0,59
Cloreto de sédio (NaCl) 10,0¢
Solucao de resarzurina 0,025% (m/v) 4,0 mL
Agar 199
H2O destilada g.s.p. 1000 mL
pH=7,6+0,2

Fontes: Postgate (1984); Associacéo Brasileira de Normas técnicas (2016).

Tabela 02 - composi¢ao do meio “ATCC 42 - Desulfovibrio Medium”.

Meio “ATCC 42 - Desulfovibrio Medium”

Ingredientes Quantidade

Peptona 50¢
Extrato de carne 3,09
Extrato de levedura 0,2g
Sulfato de magnésio (MgSOQO.) 15¢9
Sulfato de s6dio (Na>SO.,) 15¢9
Sulfato ferroso amoniacal — Fe(NH4)2(S0O.) 0,19
Glicose 509
Agar 19¢

H>O destilada g.s.p- 1000 mL

pH=7,0+£0,2

Fonte: American Type Culture Collection (ATCC), sitio eletrénico acessado em: 08/09/2022.
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Meio “DA”
Ingredientes Quantidade

Polipeptona 1509
Peptona 759
Extrato de carne 7549
Extrato de levedura 750
Citrato férrico amoniacal 0,75¢g
Cloridrato de L-cisteina monohidratado 0,75¢g
Agar 19g¢g

H2O destilada g.s.p. 1000 mL

pH=7,0£0,2

Fonte: Nakao et al (2009).

Tabela 04 - composi¢ao do meio “DA” Modificado.

Meio “DA” modificado

Ingredientes Quantidade

Triptona 10,049
Extrato de carne 3,09
Extrato de levedura 6,09
Glicose 2009
Cloreto de sédio 500
Cloridrato de L-cisteina monohidratado 0,39
Amido soluvel 50g9
Metabissulfito de sodio 10g
Agar 19g¢g

H2O destilada g.s.p. 1000 mL

pH=7,6+0,2

Fonte: adaptado de Nakao et al (2009).
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Tabela 05 - composigao do meio “BAAR” Modificado.
Meio “BAAR” modificado

Ingredientes Quantidade

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS04.7H20) 10,09
Citrato de sddio 3,00
Sulfato de calcio diidratado (CaS04.2H20) 6,09
Cloreto de amoénio (NH4CI) 209
Fosfato dibasico de potassio (K:HPO,) 509
Extrato de levedura 0,39
Lactato de sédio 50% (m/v) 5009
Solucao de resarzurina 0,025% (m/v) 109
Agar 199

H.O destilada g.s.p. 1000 mL

pH=7,6+0,2

Fonte: adaptado de American Type Culture Collection — ATCC (sitio eletrdnico acessado em:
21/04/2022) e Silva (2015).

A solucgéo redutora utilizada nas atividades com o meio Postgate E modificado
possui a composi¢cao apresentada na Tabela 06.

Tabela 06 - composi¢éo da solugéo redutora.

Solucéo redutora

Ingredientes Quantidade
Acido ascérbico 0,19
Cloreto de sddio (NaCl) 10,0g
Tioglicolato de sédio 0,124 g
Resarzurina 0,025% (m/v) 4,0 mL
H>O destilada g.s.p. 1000 mL
pH=7,6+0,2

Fonte: adaptado de Aradujo et al (2013).
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A solucdo salina fisiolégica utilizada nas atividades com os meios DA e DA
modificado possui a composicdo apresentada na Tabela 07.

Tabela 07 - composicéo da solucao salina fisiolégica.

Solucgéo salinafisiolégica

Ingredientes Quantidade
Cloreto de sadio (NaCl) 8,50
H20O destilada g.s.p. 1000 mL

A solucdo de Agua do Mar Sintética (AMS) utilizada nos ensaios com amostras

obtidas de campo possui a composicao apresentada na Tabela 08.

Tabela 08 - composi¢cdo da agua do mar sintética.

Agua do mar sintética (AMS)

Ingredientes Quantidade
Fluoreto de sédio (NaF) 0,003 g
Cloreto de estréncio hexahidratado (SrCl..6H-20) 0,020 g
Acido bérico (HsBO3) 0,030 g
Brometo de potassio (KBr) 0,10g
Cloreto de potéassio (KCI) 0,700 g
Cloreto de calcio diiidratado (CaCl,.2H,0) 1,478 g
Sulfato de sodio (Na>SO.) 409
Cloreto de magnésio Hexahidratado (MgCl..6H.0) 10,78 g
Cloreto de sodio (NaCl) 23,50 ¢
Silicato de sddio nonaidratado (Na.SiO3.9H,0) 0,020 g
Acido Etilenodiaminotetracético (C10H160sNz) 0,001 g
Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 0,20g
H,O destilada g.s.p 1000 mL
pH=7,6+0,2

Fonte: Adaptado de Moore et al (2010).
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Todos os meios e solugbes preparados foram mantidos sob purga de gas
nitrogénio comum (N2) durante sua distribuicdo nos frascos de vidro de 10 mL com o
dispensador automatico programavel “Integra — dose it P910”. Foi utilizado o volume
de 9 mL para a dispensacéo de todos os meios e da solucéo nos frascos. Os frascos
preparados foram fechados e lacrados, e submetidos a esterilizagdo em autoclave a
121 °C por 15 minutos.

Apos o resfriamento do meio POSTGATE E Modificado, foi adicionado a cada
frasco 0,1 mL de solucéo estéril de tioglicolato de sédio a 1,24 g/mL, para garantir a

condicao de potencial redox adequada ao crescimento das BRS (POSTGATE, 1984).

No preparo do meio BAAR Modificado, apdés o resfriamento do meio foi
adicionado a cada frasco 0,2 mL de solucdo estéril de Sulfato Ferroso Amoniacal —
Fe(NH4)2(S0a4)2 a 5%, e apos a devida homogeneizagéo, 0,1 mL de solucao estéril de
tioglicolato de sddio a 1,24 g/mL (SILVA, 2016; ATCC, 2022).

4.1.3 Biocidas.

Foram avaliados o0s seguintes produtos biocidas, em suas respectivas

concentracoes:
(a) Glutaraldeido grau |, da marca “Sigma”, a 10, 25, 50, 100 e 250 mg/L.

(b) Sulfato de Tetra(hidroximetil)fosfénio (THPS), da marca “Sigma”, a 10, 25, 50,
100 e 350 mg/L.

(c) CMIT/MIT, de nome comercial “Proclin(1 950” da marca “Sigma”, a 25, 50, 75,
100 e 500 mg/L.

As solucdes de trabalho para cada biocida foram obtidas por meio de diluicdes
em agua destilada estéril até atingir concentracdes teodricas 10 vezes superiores as
escolhidas para a avaliagao. Cada solugao de trabalho preparada foi esterilizada por
filtrachio em membrana (0,22 um), a fim de remover eventuais particulas ou

contaminantes durante manuseio.
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4.1.4 Materiais utilizados.

A aplicacéo das solucdes de trabalho dos biocidas nos frascos de ensaio foi

feita com seringa estéril.

Os ensaios em microescala foram realizados com microplacas de 96 pocos. A
incubacédo destas microplacas foi realizada usando jarras para cultivo em anaerobiose
com o sistema de geracédo “GASPAK EZ® (BD)”, que utiliza envelopes com reagente

guimico promotor de anaerobiose pela producédo de COo..

4.2 Métodos realizados.

4.2.1 Definicdo das condicdes de cultivo.

Os meios que apresentaram crescimento visual especifico para BRS foram
selecionados para preparacéo do indculo de trabalho para os ensaios de avaliacao
de atividade antimicrobiana. A evidéncia de crescimento para BRS consiste na
formacao de precipitados negros caracteristicos como producéo de Sulfeto Ferroso
(FeS) em quantidade consideravel no meio de cultura.

Os in6culos para uso nos ensaios executados foram obtidos a partir da
reativacao das linhagens de referéncia na forma liofilizada, em cada um dos meios
selecionados. Apds a ressuspensédo do pellet com um pequeno volume de solucéo
salina fisioldgica ou de solucao salina redutora (especificamente para o meio Postgate
E modificado), os microrganismos foram incubados e cultivados por até 28 dias, com

monitoramento do crescimento durante este periodo.

4.2.2 Ensaios de NMP em escala convencional (frascos).
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Os ensaios de quantificacdo de BRS foram realizados com o repique das
linhagens em novos lotes dos meios selecionados para obter a quantificacdo pela
técnica de Numero Mais Provavel (NMP) em triplicata, com diluicbes até a ordem de

107 e posterior incubacgao por até 28 dias, no método de frascos (SANT'ANNA, 2009).

O procedimento para o ensaio de NMP em frascos consistiu na inoculagao de
1 mL de suspenséo bacteriana nos 3 primeiros frascos com meio de cultura da série
do NMP (identificados como “10°”), como também em 1 frasco de solugdo redutora
para criar a diluicdo seguinte (“10"). Deste frasco de solugdo inoculado, foram
retirados 3 mL para injegdo nos meios da diluigdo seguinte do NMP (“10%") e 1 mL
para o frasco de solucéo para proxima diluigdo (“102”). O procedimento foi repetido
sucessivamente até atingir a ultima diluicdo da série de NMP (“107"). A figura 06

apresenta o esquema utilizado para o ensaio por NMP (SANT’ANNA, 2009).
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Figura 06 - Esquema de diluigdo para o NMP em frascos.
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Fonte: adaptado de SANT'ANNA (2009)

4.2.3 Ensaios de NMP em microplacas

O procedimento para o ensaio de NMP em microplacas seguiu procedimento

semelhante ao NMP em frascos para a obtencéo da série de diluicdo decimal, com a
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diferenca de que no caso da técnica de microplaca, a diluicdo foi feita separadamente
nos frascos inoculados, dos quais foram retiradas aliquotas de 300 pL para deposi¢ao

nos pocos da microplaca.

O primeiro frasco com meio de cultura da série de diluigédo (10°) foi inoculado
com 1 mL de suspenséo bacteriana e homogeneizado. A partir dele, foi retirado 1 mL
para injecéo no frasco da diluicdo seguinte (101), e o restante do meio foi utilizado
para aplicacdo na microplaca. Foram preenchidas 2 fileiras de 8 pocos de uma
microplaca de 96 pocos, totalizando 16 pocos para a diluicdo, conforme procedimento

de quantificacdo ja adotado na literatura para esta abordagem (NEUMANN, 2012).

Este procedimento foi repetido sucessivamente até atingir a diluicdo 10° da
série de NMP. As figuras 07 e 08 apresentam o0 esquema utilizado para o ensaio por
NMP em microplacas e as microplacas preparadas para incubacdo em anaerobiose,

respectivamente.



Figura 07 - Esquema de diluicdo para o NMP em microplacas.
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Figura 08 - Esquema da distribuicdo preparada do NMP para incubacao.
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Cada ensaio de NMP foi conduzido com 2 microplacas preparadas para cada
condicao avaliada no planejamento experimental. Foi mantida uma fileira de 8 pogos
somente com 0 meio de cultura aplicado (condi¢cdo branco) antes da primeira série do

NMP, para fins de comparagéo e evidéncia do crescimento visual.

Foram utilizadas jarras de tamanho grande para o posicionamento das
microplacas preparadas em seu interior, e 3 envelopes do gerador quimico foram
posicionados para produzir o ambiente anaerdébio em sua melhor condigdo, conforme
indicacéo do fabricante. As Jarras foram fechadas e mantidas por até 2h30 antes da
incubacdo, de maneira a permitir que a reacdo de anaerobiose promovida pelo

gerador quimico fosse alcancada sem interferéncia da temperatura dos ensaios.

Apoés este periodo, as jarras foram incubadas nas temperaturas de 30°C e 55°C
conforme o microrganismo do ensaio por até 7 dias, com a abertura da jarra realizada
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para observagdo do crescimento visual detectado (pogos com escurecimento dos

meios de cultura).

4.2.4 Avaliagéo de atividade antibacteriana com as linhagens de referéncia.

Para os ensaios de atividade antimicrobiana, foram utilizadas culturas das
linhagens com incubacdo média entre 14 e 28 dias, periodo no qual é esperada a

maior atividade metabdlica das linhagens conforme dados de literatura.

Os ensaios foram conduzidos nas 2 escalas descritas (frascos e microplacas),

de acordo com o planejamento experimental descrito a seguir:

(1) foi adicionado 0,1 mL de cultura BRS de referéncia para cada 9 mL de solucao

contida nos frascos com solucéo redutora,

(2) foi adicionado 1 mL de cada solucdo de trabalho preparada para os biocidas
nos frascos inoculados, de maneira a alcancar as concentracfes selecionadas

para as avaliacdes biocida.

(3) o contato dos biocidas com as bactérias na solu¢éo de ensaio foi mantido pelo
periodo de 15 minutos. Decorrido este tempo, foi retirado 1 mL de cada frasco para
0s ensaios de recuperacdo de BRS viaveis pelos 2 tipos de técnica de NMP. A

inoculacao foi feita para atingir 2 objetivos de avaliacao:

- Qualitativo: validar a concentracdo minima na qual os produtos passam a

exercer a acao biocida;

- Quantitativo: Verificar o grau de reducdo bacteriana encontrado apds o

tratamento com os produtos biocidas selecionados.

Em paralelo, foram realizados os controles biolégicos (solu¢do inoculada sem
adicao de biocida) e branco (fluido com biocida, sem adicdo de inéculo). A figura 09

apresenta o esquema geral para o ensaio de avaliacao biocida executado.
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Figura 09 - Esquema para as avaliagdes de atividade antibacteriana executadas.
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4.2.5 Avaliagéo de atividade antibacteriana do THPS em amostras ambientais

Com o objetivo de verificar a aplicabilidade da avaliacdo antibacteriana
proposta frente as amostras obtidas de ambiente da industria petrolifera, foi
executado um ensaio com enfoque na avaliacdo da eficiéncia biocida do produto
THPS por tempos de exposicao de 4h e 24h, o qual ja é considerado como protocolo
de rotina no setor de 6leo e gas. Tal protocolo apresenta algumas particularidades em
sua execucdo, como o uso de inéculos preparados a partir dos frascos da contagem
de NMP das BRS encontradas para tais amostras, como também a aplicacdo de
etapa preliminar de adicdo de sequestrante de oxigénio, como maneira de simular o
tratamento prévio da agua produzida para inje¢cdo em dutos que serdao submetidos a
hibernacéo (ASSOCIATION FOR MATERIALS PROTECTION AND
PERFORMANCE, 2014).

De maneira breve, foi preparado in6culo de BRS com ajuste em sua
concentracdo para um valor entre 1,0 x 10° a 1,0 x 10’ NMP/mL para avaliar o grau
de reducdo microbiana ap0s o contato com o biocida. Para este ensaio, foi utilizado

0 inoculo obtido da quantificacdo de NMP para BRS de 2 amostras de campo
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identificadas como “Amostra 17 e “Amostra 27, disponiveis no Laboratério de
Biotecnologia do IPT. O ensaio foi realizado para espécies em condicéo planctdnica.

Os indculos preparados foram injetados em frasco com agua do mar sintética
(AMS), preparada conforme a formula descrita na tabela 08 ja apresentada, que foi
distribuida em frascos de 50 mL. O volume acondicionado em cada frasco foi de 45
mL. Foi realizado um tratamento preliminar desta agua inoculada com sequestrante
de oxigénio bissulfito de sddio e manutencédo em repouso pelo periodo minimo de 15

minutos para permitir a sua agao.

Apdés o tratamento com sequestrante nos frascos inoculados, solucdes
preparadas do biocida foram injetadas nos frascos, de maneira a obter as seguintes
concentracfes na avaliacdo: 100, 200 e 300 mg/L. Os frascos preparados foram
mantidos em repouso para as exposicées ao biocida por 4h e 24h, e apds estes
periodos, foi realizada a recuperacdo de espécies BRS viaveis ap0s exposicao ao
biocida pela incubacdo no meio Postgate E modificado, de maneira a obter a

contagem do NMP das espécies sobreviventes ao tratamento.

A quantificacdo do NMP foi conduzida com protocolo de incubacdo em
microplaca semelhante ao adotado para as linhagens BRS de referéncia, com a
diferenca de que este ensaio foi realizado com a mesma quantidade de réplicas
utilizadas na escala convencional (triplicata), portanto o objetivo da atividade foi
verificar se somente a reducéo da escala sem altera¢éo no padréo de tratamento dos
resultados de NMP. Em paralelo, foram conduzidos os ensaios com um controle
biolégico (sem a adi¢cédo das solu¢des de THPS aos frascos).

A figura 10 apresenta o esquema realizado para as recuperacbes em

microplaca do ensaio com amostras de campo.
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Figura 10 - Esquema para as avaliagdes de atividade antibacteriana executadas.
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4.3 Tratamento e expressao dos resultados

Os frascos de cultivo que apresentaram meio com coloragcdo preta ou com
presenca de grumos pretos foram considerados positivos para o crescimento de BRS,
e com base nos frascos ou pocos de microplaca onde foi possivel observar este tipo
de crescimento, foi realizado o tratamento necessario para obter o valor de NMP para

crescimento das bactérias.

A quantificacdo do NMP em frascos foi feita a partir da identificagao dos frascos
das trés ultimas diluicdes representativas, as quais sao consideradas como as trés
tltimas diluicbes que apresentam resultados positivos, ou com duas diluicdes com
resultados positivos e uma sé com resultados negativos. Com a combinagcdo mais
adequada de resultados, foi aplicado o fator de correcdo com base na tabela para
determinacdo de NMP apresentada na Figura 02.

A quantificagdo do NMP em microplacas usou o tratamento proposto por

NEUMANN (2012), que aplica a seguinte formula descrita:
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NMPwmp = (-2,305/v) * log(s/n)

Onde:

NMPwmp = NMP obtido em microplaca.

n = Numero total de pocos;

v = volume de indculo de cada amostra aplicada nos pocos;

S = numero de amostras sem crescimento visivel de organismos (total de pocos
— pOCOS positivos);

log = logaritmo na base 10.

A aplicacdo da formula descrita permite obter a seguinte tabela 09 do valor de

fator NMP para uso no calculo dos resultados obtidos:

Tabela 09 - Fator de NMP calculado para os ensaios em microescala (continua).

NMP em microplacas

n° de pogos negativos n° de pogos positivos NMP
16 0 0
15 1 21,52
14 2 44,52
13 3 69,23
12 4 95,91
11 5 124,92
10 6 156,7
9 7 191,82
8 8 231,09
7 9 275,61
6 10 327
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Tabela 09 - Fator de NMP calculado para os ensaios em microescala (concluséo).

11
12
13
14
15
16

O r N W b~ O

387,79
462,18
558,09
693,27
924,36
>924,36

Fonte: Neumann (2012)

Para a quantificagdo do NMP em microplacas, foi considerada para expressao

dos resultados em cada ensaio a maior diluicAo que apresentou ao menos 8 pocos

com crescimento positivo nas fileiras preparadas da diluicio (NEUMANN, 2012).

De posse dos resultados de NMP/mL de cada ensaio executado, foi possivel

verificar o grau de atividade biocida de cada produto, com base na reducdo das

populacdes bacterianas. Para melhor visualizagdo deste resultado, foi adotada a

apresentacao dos valores nos graficos em escala logaritmica.

Os resultados obtidos em réplicas nas duas abordagens de escala (frascos e

microplacas) foram verificados quanto a sua significancia estatistica com o uso do

teste de Analise Normal de Variancia (ANOVA) de fator Unico (nivel de significancia

= 95%), com o uso das férmulas do programa “Microsoft Excel 2019”.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios para avaliagbes de biocida com uso de metodologia de

recuperacéo de inoculo de BRS em escala convencional (cultivo em frascos) e em

escala reduzida (cultivo em microplacas) foram executados e terdo seus resultados

apresentados e discutidos a sequir.
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Os ensaios foram conduzidos com linhagens de crescimento em condicdes
distintas de temperatura, para fins de comparacao dos perfis de crescimento obtido
nos meios de cultura e dos perfis de atividade antibacteriana obtidos frente a cada

microrganismo especifico.

Os ensaios realizados com o microrganismo Desulfotomacullum nigrificans
ATCC 19998 a 55°C foram conduzidos com o objetivo adicional de verificar se a
aplicacdo de uma maior temperatura de incubacao alterou os resultados obtidos de
NMP em microescala, uma vez que, conforme indicacdo do fornecedor do gerador
guimico de anaerobiose, a temperatura para incubacdo de culturas incubadas em

jarras de anaerobiose nédo deve ser superior a 45°C.

5.1 Selegdo dos meios de cultura

Os meios utilizados nos ensaios com as linhagens foram selecionados com
base na obtencdo de resposta mais rapida (ou seja, menor tempo de incubacéao
necessario para confirmacao visual de crescimento) e também considerando a melhor

reprodutibilidade desta resposta, de acordo com o nimero de réplicas obtidas.

A linhagem Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 apresentou significativo
crescimento ao ser cultivada nos meios de cultura DA e DA Modificado, como
observado nas figuras 11 e 12. No caso do meio Postgate E modificado, ndo houve
gualquer sinal de crescimento visual, uma vez que nao houve a formacdo dos

precipitados escuros de FeS caracteristicos para deteccédo de BRS.
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Figura 11 - Crescimento de linhagem BRS no meio DA Modificado.

) &

e

s
-

Figura 12 - Crescimento de linhagem BRS no meio DA.

Para o crescimento da linhagem Desulfotomacullum nigrificans ATCC 19998
0S meios de cultura que se mostraram adequados foram os meios Postgate E
modificado, DA Modificado e ATCC 42. O meio DA ndo apresentou crescimento
detectavel para esta linhagem. Apesar das linhagens BRS terem apresentado
crescimento significativo no meio BAAR modificado na reativagdo, 0s repiques
preparados com este meio ndo apresentaram crescimento satisfatorio. Uma vez que
0 meio de cultura possui um preparo complexo e com restricdo informada na literatura
guanto ao grau de anaerobiose necessario no seu preparo e envase, foi decidido nao

utilizar tal meio de cultura nas atividades do projeto.
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5.2 Resultados de quantificacdo de NMP

Os valores obtidos na quantificacdo de NMP tanto em escala convencional
como em microplaca do microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577
demonstram que o0s meios de cultura utilizados ofereceram condicbes para
recuperacdo do microrganismo em altas concentracdes, inclusive ultrapassando a

diluicio maxima para quantificagdes por NMP realizadas na rotina do laboratorio.

A quantificacdo realizada em microescala apresentou resultados adequados
para avaliacao de recuperacdo microbiana, com o detalhe de que foi possivel alcancar
ordens de diluigdo maiores com 0 uso da tabela de tratamento elaborada para o

cultivo em microplaca.

Tabela 10 - Resultados de concentracdo de NMP conduzido com a bactéria Desulfovibrio
desulfuricans ATCC 29577 (7 dias de incubag&o).

Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 (NMP/mL)
Meio de Cultura

Método de frascos Método de Microplacas
DA Modificado 4,4 x 10° 1,1 x 108
DA 7,1 x10° 4,9 x 108

Era esperado que o método de microplacas apresentasse maior valor de
resposta de crescimento quando comparado ao método em frascos em ordens de
diluicdo iguais, uma vez que os parametros da equacgao utilizada para o NMP em
microescala consideram a diluicdo do in6culo (v = 0,003 mL) no contetdo de meio

aplicado em cada poco da série do NMP.

A Figura 13 apresenta a comparacdo dos resultados de crescimento do
microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 em cada método e com cada
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meio utilizado. Os valores de NMP/mL estdo expressos em escala logaritmica para
adequacao a uma escala possivel de visualizacéo.

Figura 13 - Comparacdo dos métodos utilizados para quantificacdo de NMP da bactéria
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577.
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Os resultados obtidos nos ensaios foram expressos a partir dos valores médios
resultantes das baterias de ensaios executadas com cada um dos meios e conforme
0 método utilizado para a quantificacdo (n=6 para ensaios em frascos, e n=5 para

ensaios em microplacas, em ambos 0s meios de cultura).

Os resultados obtidos indicam que os dois meios de cultura sdo opcdes viaveis
para crescimento do microrganismo utilizado para as avalia¢des biocidas, e em menor
tempo de incubacdo quando comparado ao tempo padrdao de 28 dias adotado para

ensaios de NMP.

Uma caracteristica comum aos dois meios € a presenca em suas formulagdes
do composto cloridrato de L-cisteina que atua como agente redutor, o que favorece

0s processos metabdlicos envolvidos na reducdo do sulfato pelas BRS. Esta
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caracteristica j havia sido considerada em trabalhos anteriores (NAKAO et al., 2009;
ZAMORA; MALAVER, 2012).

O meio DA modificado também apresenta o reagente metabissulfito de sédio
gue também atua como agente redutor, que favorece ainda mais a atividade

metabdlica das BRS.

A presenca de compostos redutores nas formulas, aliada aos demais
componentes em suas respectivas quantidades, podem ser considerados como 0s
principais fatores que permitem a diminuicdo no tempo de incubacéo utilizado nas
avaliacfes. O tempo médio de incubacéo observado para os ensaios em frascos foi
de 4 dias em frascos e de 7 dias em microplacas, para ambos os meios de cultura.

Os resultados obtidos de concentragdo de NMP com o microrganismo
Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 nos meios de cultura estdo apresentados

na Tabela 11 e Figura 14.

Tabela 11 - Resultados de concentracdo de NMP conduzido com a bactéria

Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 (7 dias de incubagéo).

Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 (NMP/mL)
Meio de Cultura

Método de frascos Método de Microplacas
Postgate E Modificado 3,2x 10! 9,4 x 106
DA Modificado 3,1x103 5,2 x 104

Meio ATCC 42 N&o executado 1,6 x 104
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Figura 14 - Comparacdo dos métodos utilizados para o ensaio de quantificacdo do NMP da
bactéria Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998.
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Os resultados obtidos nos ensaios com 0s meios Postgate E modificado e DA
modificado foram expressos a partir dos valores médios resultantes das baterias de
ensaios executadas com cada um dos meios e conforme o meétodo utilizado para a
guantificacdo (Postgate E Modificado: n=4 para ensaios em frascos, e n=3 para
ensaios em microplacas; DA Modificado: n=10 para ensaios em frascos, e n=5 para

ensaios em microplacas).

Foi executado ensaio com o meio de cultura ATCC 42 pelo método de
microplaca, na busca de um meio alternativo ao meio DA que ndo apresentou
crescimento para o microrganismo nesta condicdo. Como os valores obtidos na
guantificacdo por NMP foram semelhantes aos obtidos no meio DA modificado, optou-
se por seguir com este Ultimo meio para a obtencéo das réplicas necessarias para o

tratamento dos resultados.

Pelos resultados obtidos, foi constatado que o0s ensaios em microplaca

apresentaram valores de NMP/mL do microrganismo Desulfotomacullum nigrificans
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ATCC 19998 superiores quando comparados aos resultados obtidos nos ensaios em
frascos. Este comportamento foi bastante acentuado principalmente para os ensaios
com o meio Postgate E Modificado, onde foi possivel observar diferenca de 5
unidades logaritmicas entre as cargas bacterianas recuperadas de cada tipo de

ensaio.

Antes de apontar que os ensaios conduzidos a 55 °C tiveram sucesso no seu
objetivo, devem-se considerar varios aspectos no uso do gerador quimico de
anaerobiose. E importante lembrar que, por indicagédo do fornecedor do produto, ndo

€ recomendado o uso para temperaturas acima de 45 °C.

Como houve a necessidade de incubacao na temperatura de 55 °C, foi possivel
constatar que mesmo com 0 uso em temperatura superior a recomendada pelo
fabricante n&o prejudicou a proliferacdo do microrganismo, indicando que a
anaerobiose obtida nos ensaios foi favoravel. A condicdo de anaerobiose também foi
confirmada pela cor branca visualizada no indicador aderido ao envelope do gerador

guimico colocado nas jarras incubadas.

Os resultados de NMP/mL obtidos indicam que a anaerobiose foi
suficientemente favoravel para a conducdo dos ensaios realizados a 55 °C.
Importante destacar que se adotou a estratégia de manter o gerador agindo por um
tempo minimo em temperatura ambiente antes da incubacéo a 55 °C, o que pode ter
contribuido para alcance da anaerobiose e sua respectiva manutencéo das condicées

necessarias para o adequado crescimento do microrganismo.

A linhagem Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 é conhecida por ser
formadora de esporos que permitem sua persisténcia nos ambientes menos
favoraveis a sua proliferacéo, entdo é pouco provavel que este periodo de acéo prévia
a incubacdo possa ter causado estresse significativo ao metabolismo do
microrganismo (AULLO et al, 2013).

Adicionalmente, como o mecanismo de acdo para obter anaerobiose pelo
gerador € a producdo de CO: via reagdo quimica em contato com o ar com
participacdo de catalisador metalico, € possivel admitir que a saturacéo da jarra com
este gas pode ter favorecido a proliferagdo do microrganismo Desulfotomaculum

nigrificans ATCC 19998. De acordo com o fabricante do gerador de anaerobiose, em
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24h ap0s a abertura e ativagédo o teor do CO2 no ambiente interior da jarra deve se
encontrar em torno de 13% (BECTON, DICKINSON AND COMPANY, 2007).

Foi constatado que as microplacas incubadas na temperatura de 55°C
apresentaram perda no volume de meio aplicado nos po¢os, sendo possivel constatar
condensacao acentuada no interior da jarra de anaerobiose no momento da leitura de
7 dias. Este evento néo interferiu no crescimento e deteccédo da bactéria nos pocos,

e por consequéncia na quantificagédo do NMP.

5.3 Resultados das avaliagdes com biocidas.

5.3.1 THPS

As Tabelas 12 e 13 apresentam os resultados do ensaio realizado com a
linhagem Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577, com os valores obtidos para a
populacdo bacteriana recuperada nos meios de cultura, pelas duas técnicas de NMP
utilizadas e o maior valor de deteccdo possivel dentro do numero de diluices

aplicadas nos ensaios.

Tabela 12 - Resultados do ensaio de avaliacdo do biocida THPS com a bactéria
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 em frascos (resultados para 7 dias de

incubacao).
Meio de Concentragdo THPS (g/L) / Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 (NMP/mL)
Cultura %02:375 10 mg/L 25mg/L  50mg/lL  100mg/L 350 mgl/L
Vodmeade  98X10°  83x10°  93x10°  13x10°  83x 10! Detﬁi‘fa i
DA 4,6x10°  1,4x107 14x107  25x10' 1,5x 10! Nao

Detectado
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Tabela 13 - Resultados do ensaio de avaliacdo do biocida THPS com a bactéria
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 em microplacas (resultados para 7 dias de

incubacao).

Concentracdo THPS (mg/L) / Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577

Meio de (NMP/mL)
Cultura Controle
(0 mg/L) 10 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 350 mg/L
DA 8 7 7 7 Nao Né.O
Modificado 32x10 39x10 34x10 35x10 Detectado Detectado

DA 9,3 x 108 2,9 x 108 2,9 x 108 2,9 x 108 9,3 x 107 2,9 x 108

A avaliacao biocida do THPS realizada por quantificagdo de NMP em frascos
com o meio DA modificado apresentou a concentracdo de 100 mg/L do produto THPS
como valor minimo onde se visualizou a inibicdo do microrganismo Desulfovibrio
desulfuricans ATCC 29577, com reducdo de 99,9991% na carga aplicada deste
microrganismo calculada a partir dos resultados observados para tratamento de 15
minutos de exposi¢cdo ao THPS. Esta concentracdo esta coerente com resultados
obtidos em trabalhos anteriores, que apresentam este valor como responsavel na
reducdo de 3 ordens de grandeza na populacao de bactérias plancténicas e sésseis
(LAVANIA et al., 2011).

Na concentracdo de 350 mg/L a inibicdo do microrganismo foi considerada
total, uma vez que nao houve recuperacao de microrganismo viavel nos ensaios de
NMP. Quando utilizado o meio DA nas quantificacbes de NMP, o valor de
concentragcdo minima com inibicdo do microrganismo Desulfovibrio desulfuricans
ATCC 29577 foi de 50 mg/L, com reducéo de carga do microrganismo em 99,9946%.
Na concentracdo de 100 mg/L a reducdo observada foi semelhante, com valor de
99,9967%, enquanto que em 350 mg/L do THPS a inibicdo novamente foi considerada
total. Tais resultados obtidos de concentracdo de uso do THPS estdo consistentes
com os valores de literatura e também para as especificacdes técnicas consultadas
para apresentacfes comerciais dos biocidas frente as BRS (DOW CHEMICAL
CONTROL, 2009).
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Por outro lado, ao usar o método de recuperacdo do microrganismo
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 pelo NMP em microplacas, foi possivel
observar reducédo na populacdo bacteriana frente ao tratamento com THPS, porém
somente a avaliacdo com o meio DA modificado apresentou resultados consistentes

para atestar a atividade antibacteriana do produto.

Os resultados obtidos na quantificacdo de NMP em microplacas com o meio
DA modificado mostraram que a inibicdo foi completa com o produto usado nas
concentracfes de 100 e 350 mg/L, com o detalhe de que foi possivel confirmar um
maior valor da carga do inéculo utilizado neste ensaio (3,2 x 108 NMP/mL), quando
comparado ao método conduzido em frascos (9,8 x 106 NMP/mL).

As figuras 15, 16 e 17 apresentam o resultado do crescimento da linhagem
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 nos dois meios de cultura apds exposicao
ao THPS nas concentragdes selecionadas e com a condigéo controle (sem aplicacao
de biocida) em paralelo, com os métodos de quantificacdo de NMP utilizados em

comparacao. Os valores de NMP/mL estédo expressos em escala logaritmica.

Figura 15 - Resultados da avaliagéo da atividade biocida do THPS frente ao microrganismo
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 no meio DA Modificado.
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Figura 16 - Apresentacgao visual dos resultados de atividade biocida do THPS frente ao

microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 no meio DA Modificado.
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Figura 17 - Resultados da avaliagédo biocida do THPS frente ao microrganismo
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 no meio DA.
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E possivel considerar a auséncia de resultados de inibicdo do microrganismo
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 pelo biocida THPS na avaliacdo em
microplaca com o meio DA devido a alguma interacdo do biocida com o meio de
cultura, que permite retomada do crescimento dos organismos sobreviventes, aliado

ao ambiente promovido de anaerobiose pelo gerador quimico comercial.

Uma vez que foi observado resultado de atividade biocida na avaliagdo com o
meio DA em frascos, apresenta-se como fato ndo esperado o valor de recuperagéo
da condicdo controle do microrganismo em meio DA em microplacas se apresentar
significativamente superior ao valor de recuperagdo da mesma condi¢do no meio DA
em frascos. Este fato pode servir para corroborar a influéncia do ambiente de CO2

produzido para anaerobiose junto as culturas de recuperacao.

Adicionalmente, ndo se deve descartar a possibilidade deste comportamento
ter ocorrido devido a erro operacional durante o processamento das amostras para a
incubacéo no meio de cultura. Como as atividades de diluicdo foram realizadas nos

proprios frascos dos quais foram obtidas as aliquotas para deposicdo nas
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microplacas, a execucéo desta atividade deve ser feita com a devida atencdo para
gue nao ocorram erros como: troca da ordem das diluicbes no desenho da microplaca,;
deposicao de volume inferior ao estabelecido no po¢o; manutencdo das microplacas

preparadas por excessivo tempo fora da incubacdo em anaerobiose.

A partir dos resultados obtidos e nos cenarios em que foi observada a reducéo
bacteriana, foi possivel estabelecer as equacfes de reducdo da populagdo do
microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577, com seus respectivos

graficos apresentados nas figuras 18 e 19.

Figura 18 - Equacgdes obtidas das redugdes de populagédo do microrganismo Desulfovibrio
desulfuricans ATCC 29577 nas avaliagbes com THPS pelos métodos de NMP em frascos e

em microplacas com o meio DA modificado.
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Figura 19 - Equacéo obtida da redugao da populacéo do microrganismo Desulfovibrio
desulfuricans ATCC 29577 na avaliagdo com THPS pelo método de NMP em frascos com o
meio DA.
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A partir dos graficos obtidos, foi possivel verificar que o resultado da avaliacéo
da atividade biocida de THPS pela quantificacdo de NMP em frascos do meio DA
modificado apresentou melhor linearidade para o perfil de reducédo bacteriana em
comparacao com a metodologia de quantificacdo de NMP em microplacas ho mesmo
meio, a partir dos valores de andlise de regresséo obtidos (r> = 0,8146 para o ensaio

em frascos e r? = 0,6360 para o ensaio em microplacas).

Para confirmar se os resultados obtidos em cada método de incubacao foram
significativamente distintos, foi realizado o tratamento estatistico de ANOVA dos
resultados de recuperagdo do microrganismo Desulfovibrio desulfuricans apés
contato com o THPS utilizando o meio DA Modificado, que foi a bateria com maior
numero de réplicas executadas. Os dados obtidos a partir do tratamento com as
férmulas disponiveis no software “Microsoft Excel 2019” permitiram confirmar que, no

nivel de significancia de 95% (p=0,05), e considerando o fator de variagdo como
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unico, foi possivel confirmar que os dados obtidos de cada bateria de ensaio eram
significativamente distintos. Estes resultados estdo apresentados na tabela 14.

Tabela 14 - Tratamento estatistico para os resultados de contagens obtidas do
microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 com o meio DA Modificado, nos 2
tipos de escala utilizados para o cultivo de recuperagéo.

Anova: fator nico (Contagens ATCC 29577)

Grupo Contagem Soma Média Variancia
Meio DA
6 39,8768 6,6461 0,3
(Frascos)
Meio DA
6 48,2212 8,0369 1,2464
(Microplacas)

ANOVA (p=0,05)

Soma dos Graus de Média dos
Fonte da i
e Quadrados liberdade Quadrados F Valor p F critico
variacao
(sQ) (gl) (MQ)
Entre grupos 5,8025 1 5,8025 7,5045 0,0209 4,9646
Dentro dos
7,7321 10 0,7732
grupos
TOTAL 13,5346 11

Os ensaios realizados com o microrganismo Desulfotomaculum nigrificans

ATCC 19998 estdo com seus resultados apresentados na tabela 15 e na figura 20.
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Tabela 15 - Resultados da avaliacdo do biocida THPS frente a bactéria Desulfotomaculum

nigrificans ATCC 19998 em microplacas (7 dias de incubacao).

Concentragdo de THPS (mg/L) - Desulfotomaculum nigrificans

Meio de ATCC 19998 (NMP/mL)
Cultura Controle
(0 mg/L) 10 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 350 mg/L
Postgate E- 2 406 2,3 x 10 39x10* 16x10° 5,6 x 10 3,3 x 10
Modificado
DA 1,7 x 107 1,7 x 10 1,0x10®8  95x10° 4,7 x 10 5,5 x 103
Modificado
Meio ATCC 4 &y 10 3,9 x 104 28x104 22x10* 1,6x10% N&o
42 Detectado

Figura 20 - Resultados da avaliacédo biocida em microplacas do THPS frente ao

microrganismo Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 em trés meios de cultura.
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microrganismo pelo método de quantificagdo de NMP em microplacas com 0s meios
Postgate E modificado e DA modificado.

No caso do meio ATCC 42, foi possivel evidenciar inibicdo completa do
microrganismo frente ao THPS na concentracdo de 350 mg/L. Nao foi possivel
evidenciar acdo antibacteriana nas demais concentracdes avaliadas do THPS, pois
os valores observados de carga microbiana do microrganismo Desulfotomaculum
nigrificans com exposicdo ao THPS a 10, 25, 50 e 100 mg/L apresentaram-se na

mesma ordem de grandeza do valor observado nas condicdo controle.

Os resultados obtidos permitiram identificar a metodologia de quantificagéo do
NMP em microplaca do microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 apds
tratamento com o biocida THPS como uma alternativa viavel ao uso do NMP em
frascos para esta quantificacdo, uma vez que foi possivel recuperar valores

comparaveis de NMP/mL ao realizar ensaio com os dois métodos de quantificagdo.

Importante destacar que o microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC
29577 somente cresceu nos meios que possuem formulagcdo mais rica em
componentes nutricionais, entdo ja era esperado que o tempo de incubacao
apresentasse diminuicdo quando comparado com o periodo de 28 dias estabelecido
como padrdo para as analises. Entende-se como pertinente continuar a prospeccao
de outras formula¢des de meios de cultura, a fim de obter mais resultados de cultivo
e assim confirmar se o perfil de crescimento do microrganismo encontrara respaldo

nos dados existentes em literatura.

Ainda que somente tenha sido possivel obter resultados de NMP/mL em
microplaca para quantificar a eficacia biocida do THPS frente ao microrganismo
Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998, foi importante verificar que a temperatura
utilizada na incubacdo do ensaio ndo inviabilizou a obtengdo de resultados de
guantificacdo na microescala, uma vez que a medida realizada utiliza o critério visual
de deteccdo do crescimento com réplicas em quantidade suficiente de pocos

preparados.

5.3.2 Glutaraldeido
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Foi realizado um ensaio de avaliacdo da atividade biocida do glutaraldeido
frente ao microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 utilizando a
metodologia de quantificacdo de NMP em microplacas. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 16 e na Figura 21.

Tabela 16 - Resultados do ensaio de avaliacdo do biocida Glutaraldeido com a bactéria
ATCC 29577 em microplacas (7 dias de incubacao).

Concentracéo de Glutaraldeido (mg/L) / Desulfovibrio desulfuricans

Meio de ATCC 29577 (NMP/mL)
Cultura Controle
(0 mg/L) 10 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 250 mg/L
DA 9,2 x 108 92x108  92x108  92x10°8  92x10°  1,3x10°
Modificado
Nao
DA 9,3 x 107 5,6 x 107 5,6 x 107 6,9 x 107 4.6 x 104
Detectado

Figura 21 - Resultados da avaliagéo biocida do Glutaraldeido frente ao microrganismo

Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 nos dois meios de cultura.
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Foi possivel observar inibicdo do microrganismo Desulfovibrio desulfuricans
ATCC 29577 a partir da concentracao de 100 mg/L do glutaraldeido, valor este que se
encontra de acordo com os dados encontrados na literatura frente aos
microrganismos Desulfovibrio vulgaris e Desulfovibrio gigas. Cabe destacar que ja foi
observado que o glutaradeido pode apresentar inibicao a partir de baixos valores de
concentragdo (25 mg/L) para este microrganismo, devido as suas propriedades fisico
guimicas que permitem a auto-polimerizacdo e reticulacgdo das moléculas
citoplasmaticas (LAVANIA et al, 2011; STRUCHTEMEYER; MORRISON;
ELSHAHED, 2012).

Os resultados obtidos indicam que o uso do meio DA para obter o resultado de
NMP/mL do microrganismo viavel apds exposicdo ao glutaraldeido permitiu
discriminar ao menos 2 concentra¢des nas quais a populacdo do microrganismo foi
inibida (100 e 250 mg/L), enquanto que com o meio DA modificado, somente foi
possivel recuperar populacéo viavel apds exposi¢cao na concentracdo de 250 mg/L.

Trabalhos consultados demonstraram que a atividade do glutaraldeido é
fortemente influenciada pelas condi¢cdes de exposicdo do biocida ao in6culo, com a
obtencdo de uma discreta reducdo bacteriana (1 unidade logaritmica) na
concentracdo de 100 mg/L quando usado na avaliacdo de Desulfovibrio vulgaris e

Desulfovibrio gigas em condi¢éo planctonica (LAVANIA et al., 2011).

Nesta mesma concentracdo do glutaraldeido, outro efeito verificado em
trabalho semelhante foi o retardo na fase de crescimento de Desulfovibrio vulgaris ao
usar as concentracdes de 20 e 100 mg/L durante 5 dias de contato do produto com o
microrganismo, com necessidade de maior tempo de incubacao para recuperacédo do

microrganismo (LEE et al., 2010).

Uma consideracdo que pode ser feita € de que o glutaraldeido possa ter tido
interferéncia na sua reatividade devido a presenca de sulfeto residual na suspenséo
de microrganismos utilizada nos ensaios com o biocida em contato por 15 minutos.
Para confirmar o grau de degradacdo da molécula neste tempo de contato, seria
necessario colocar uma técnica analitica para monitoramento do teor do

glutaraldeido. Como o enfoque do projeto foi avaliar os produtos por uma metodologia
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microbioldgica (contagem de NMP), o planejamento experimental ficou restrito as
atividades para esta finalidade.

Devido a necessidade de replanejamento de ensaios e as questdes
apresentadas nos ensaios iniciais a 55°C com o produto THPS, ndo foram executados
ensaios de avaliacdo biocida quantitativa do glutaraldeido em microescala frente ao
microrganismo Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998. Somente foram
executadas avaliacbes de carater qualitativo, que consistiram na exposicdo do
microrganismo ao biocida pelo tempo de 15 minutos, com posterior incubagédo em
triplicata nos meios de cultura, sem seguir com as diluigcdes para o NMP. O resultado
obtido nesta avaliacdo de carater qualitativo foi de que todas as concentragcbes do
ensaio avaliadas apresentaram inibicdo do microrganismo ao usar o meio Postgate E
Modificado, e somente na concentracdo de 250 mg/L com o meio DA Modificado foi

verificada sua inibicao.

Assim como considerado para o produto THPS, os resultados obtidos com este
ensaio de avaliacdo do glutaraldeido permitem considerar como promissor o uso da
metodologia de quantificacdo do NMP em microplaca do microrganismo Desulfovibrio
desulfuricans ATCC 29577 ap0s tratamento com este biocida. Contudo, ensaios
adicionais devem ser executados com os meios de cultura identificados a fim de

avaliar a reprodutibilidade dos resultados.

5.3.3 Isotiazolona

Foi executado um ensaio de avaliacdo de eficiéncia biocida da classe
isotiazolonas frente ao microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577. O
ensaio foi conduzido na condi¢cdo de microplaca, e os resultados estdo apresentados

na tabela 17 e figura 22.



85

Tabela 17 - Resultados do ensaio de avaliagao do biocida Isotiazolona com a bactéria

Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 em microplacas (7 dias de incubacao).

Concentracgéo de Isotiazolona (mg/L) - Desulfovibrio desulfuricans

Meio de ATCC 29577 (NMP/mL)
Cultura Controle
25 mg/L 50 mg/L 75 mg/L 100 mg/L 500 mg/L
(0 mg/L)
DA
N 9,3x 108 9,3x 108 9,3x108 9,3x 108 9,3x108 9,3x 108
Modificado
DA 3,9x 108 9,3x108 9,3x108 9,3x 108 3,3 x 107 9,3 x 107

Figura 22 - Resultados da avaliagédo biocida da Isotiazolona frente ao microrganismo
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 nos 2 meios de cultura.
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isotiazolonas. E possivel que este produto tenha interagido com os componentes da
solucao redutora usada como ambiente de ensaio, de modo a inativa-lo e assim
permitindo a recuperacao total da carga bacteriana usada no ensaio (WILLIAMS;
SCHULTZ, 2015).

Mesmo que tenha sido possivel observar um leve decréscimo na populacao
bacteriana recuperada nas condi¢ces do biocida a 100 mg/L e 500 mg/L, n&o foi
possivel afirmar que ha atividade biocida da Isotiazolona frente ao microrganismo. Os
valores observados foram de reducédo de somente uma unidade na escala logaritmica,
0S quais ndo podem ser considerados como significativos para atestar atividade

biocida do produto.

N&o foram executados ensaios de avaliacdo biocida da isotiazolona em
microescala com o microrganismo Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998.
Somente foram executadas avaliacdo de carater qualitativo, nas quais o resultado
obtido foi a presenca de efeito inibitério em todas as concentracbes avaliadas no
ensaio com o meio Postgate E modificado, e inibicAo somente na concentracdo de
250 mg/L do produto quando usado o meio DA Modificado para quantificar a

recuperacédo do microrganismo.

O fato de a avaliacdo do NMP em microescala ndo ter apresentado resultados
satisfatérios para a recuperacdo do microrganismo Dessulfovibrio dessulfuricans
ATCC 29577 apds contato com a isotiazolona néo significa que tal método nao serve
para este produto biocida em especial. Uma possibilidade de explicar os resultados
obtidos estd numa primeira hipGtese referente a composicdo da solucdo salina

redutora onde o contato do microrganismo com o biocida foi executado.

Assim, um estudo mais aprofundado a respeito das interacfes dos compostos
da classe das isotiazolonas precisa ser realizado antes de estabelecer a aplicacéo da
metodologia de NMP em microplacas para suas avaliagoes.
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5.4 Avaliagcdo do THPS em amostras ambientais.

Foi possivel realizar o ensaio de avaliacdo de eficiéncia do biocida THPS frente
as espécies BRS obtidas de 2 amostras coletadas do ambiente de industria
petrolifera, identificadas como “Amostra 1" e “Amostra 2”. Foi observado que as 3
concentragbes utilizadas no ensaio apresentaram inibigdo dos microrganismos
presentes no inoculo. Os resultados estdo apresentados nas tabelas 18 e 19, assim

como o registro visual das microplacas obtidas apds a incubacéo na figura 23 e 24.

Figura 23 - Cultivo em microplaca do ensaio de exposi¢cdo em diferentes tempos da cultura
plancténica de BRS da “Amostra 1”, ao THPS nas concentragdes de 100 mg/L, 200 mg/L e
300 mg/L. As numeracgdes sao referentes as colunas utilizadas de cada microplaca em

triplicata para condigcéo avaliada (CB: Controle Bioldgico).

A.CB(12 3) + THPS 100 mg/L B. CB (1,2,3) + THPS 200 mg/L C.CB (1,2,3) + THPS 300 mg/L
(4,56,7,8,9,10,11 e 12) (4,56,7,8,9.10,11 e 12) (456,789,101 e 12)

24h

L 1° -. l'. ;0‘1.0‘

.il..!..

D.CB (1,2 3) +THPS 100 maiL E. CB (1,2,3) + THPS 200 mg/L F. CB (1,2,3) + THPS 300 mg/L
(4,56,7,8,9,10,1 € 12) (4,56,7,8,9.10,1 € 12) (4,56,7,8.9,10,11 € 12)
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Tabela 18 - Quantificacdo por NMP da condig&o controle do ensaio com BRS Planctdnicas

da “amostra “1”. Valor de NMP para a média obtida das triplicatas.

_ Contagem exposicédo 4h Contagem exposicao 24h
Condicéao
(NMP/mL) (NMP/mL)
Controle 3,9 x 10¢ 1,1 x 107
THPS 100 mg/L 6,0 x 10 N&o Detectado
THPS 200 mg/L N&o Detectado N&o Detectado
THPS 300 mg/L N&o Detectado N&o Detectado

Figura 24 - Cultivo em microplaca do ensaio de exposi¢cdo em diferentes tempos da cultura
plancténica de BRS da “Amostra 2”, ao THPS nas concentragdes de 100 mg/L, 200 mg/L e
300 mg/L. As numeracgdes sao referentes as colunas utilizadas de cada microplaca em

triplicata para condigéo avaliada (CB: controle Bioldgico).

4h
A.CB(123)+THPS100mglL.  B.CB (1,2,3) + THPS 200 mg/L C. CB (1,2,3) + THPS 300 mgiL
(4,567,8,9.10,11 & 12) (4,56.7.8.9,10,11 & 12) (4,5.6.7,8,9,10,11 e 12)
24h
L@
»
‘.

>F

. N AES | s

D. CB (1,2,3) + THPS 100 mg/L E. CB (1,2,3) + THPS 200 mg/L F. CB (1,2,3) + THPS 300 mg/L
(4,56,7,8,9,10,11 € 12) (456,789,101 e 12) (4,56,7,8,9,10,11 € 12)
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Tabela 19 - Quantificacdo por NMP da condig&o controle do ensaio com BRS Planctbénicas

da “amostra “2”. Valor de NMP para a média obtida das triplicatas.

. Contagem exposicao 4h Contagem exposicao 24h
Condicéao
(NMP/mL) (NMP/mL)
Controle 9,7 x 104 2,1 x10s
THPS 100 mg/L 7,41 x 10¢ N&o Detectado
THPS 200 mg/L N&o Detectado N&o Detectado
THPS 300 mg/L N&ao Detectado N&o Detectado

Foi possivel observar uma reducdo significativa do inéculo de BRS
nas amostras de campo, com areducdo de carga bacteriana ocorrendo
principalmente a partir da concentracédo de 200 mg/L do THPS, o que corrobora sua
eficacia como biocida frente as espécies BRS.

Um detalhe importante a destacar € que este ensaio utilizou uma etapa
preliminar de acondicionamento do ambiente de ensaio, procedimento distinto do que
foi realizado para os ensaios com as linhagens de referéncia. Este procedimento
provavelmente pode ter influenciado na quantificacdo de populacéo viavel.

Também ha de se considerar os diferentes tempos de exposi¢cdo usados na
avaliagdo, que foram bem maiores que os 15 minutos selecionados para as
avaliacbes com as linhagens de referéncia. Este € um dado interessante para
considerar a escolha dos 15 minutos como tempo pertinente para uma exposi¢ao
suficiente para se atestar a atividade biocida de produtos. Pelo observado no conjunto
geral dos resultados, ambas as avaliagbes em 15 minutos como em 4 horas e 24

horas foram consideradas adequadas aos objetivos de cada ensaio realizado.

5.5 Consideracdes gerais sobre os resultados obtidos.

Biocidas sdo amplamente utilizados na industria petrolifera, mas pouco se
sabe sobre a atuacao de tais biocidas nos microrganismos presentes no local quando
0 problema é observado, o que é decorrente da grande diversidade da microbiota

envolvida.
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A informacgéo sobre atividade de biocidas sobre um determinado grupo
microbiano é de ampla importancia no controle destes microrganismos. No caso das
BRS, problemas resultantes de suas altas concentracbes geram perdas nos
processos do setor petroquimico. O monitoramento constante e atuacao rapida no

processo pode contribuir na reducao de perdas.

O uso de uma metodologia que permita quantificar microrganismos em altas
diluicbes nos ensaios de avaliagdo de produtos biocidas é relevante dentro das
atividades de monitoramento e controle de biocorrosdo causada por BRS, uma vez
que, ao evidenciar a inibicdo desta classe de microrganismos presente em grande
concentragdo frente a um determinado biocida, mais atrativo este se tornard como

opc¢ao de escolha para tratamento nos sistemas.

E interessante que tal metodologia também apresente seus resultados em
tempo mais curto, para que os operadores possam adotar acbes mais assertivas no

controle da corrosao microbiana promovida pelas BRS.

Contudo, o critério para adocdo de técnica deve estar bem definido e
considerar 0s aspectos operacionais e estruturais dos sistemas nos quais o biocida
devera ser aplicado, bem como a possibilidade de obter resultados de modo célere
para direcionar as tomadas de acgéao.

Durante avaliacdes de biocidas, alguns aspectos devem ser levados em conta
ao se medir a eficacia dos produtos frente aos microrganismos. Muitas vezes, €
possivel que produtos quimicos semelhantes apresentem uma variacao significativa
na sua eficacia de tratamento, devido a mudancas em parametros relacionados ao
tempo de contato e mesmo ao tipo de populagéo avaliada nos ensaios (planctonicas
ou sésseis) (BARTLETT; KRAMER, 2011).

O uso de linhagens de referéncia em condicdo planctdnica nas atividades
executadas no trabalho considerou o fato de ser uma atividade conduzida em carater
inovador dentro da rotina do laboratério, e, portanto, com necessidade de estabelecer
uma condicdo mais controlada para avaliagdo de atividade antibacteriana. Mesmo
gue as recomendacdes adotadas na literatura sejam realizar as avaliagcbes com
microrganismos que sejam representativos das condicbes do sistema a ser

monitorado, o fato de n&o haver informacdes suficientes para corroborar o
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desempenho do gerador quimico de anaerobiose frente a diversas espécies BRS foi
0 motivo da conducao desta etapa do trabalho nos parametros ja apresentados.

Os biocidas selecionados para as atividades consideraram a frequéncia de
aplicacdo narotina das atividades do setor petrolifero, e também os perfis de atividade
relatados na literatura no que se refere ao tratamento especifico para as BRS. A
escolha do THPS foi considerada como a mais significativa para o projeto, e na qual
a maior parte das atividades acabou sendo conduzida, uma vez que houve o atraso

na entrega da linhagem de referéncia adquirida no projeto.

A fim de otimizar o planejamento de ensaios frente a este evento, as atividades
com os produtos glutaraldeido e isotiazolona acabaram reduzidas. Contudo, o
extensivo levantamento de literatura realizado a respeito dos produtos permitiu em
certo modo o entendimento dos respectivos mecanismos de acdo, como também

servira de subsidios para futuras atividades que necessitem avaliar tais produtos.

O ensaio de quantificacdo de NMP viavel apdés exposicdo ao THPS em
microescala conduzido com a populacdo de BRS obtida da amostra de campo no
projeto do IPT apresentou resultado bastante animador quanto a possibilidade de
substituicdo do método de NMP em frascos atualmente utilizado pelo laboratério, o
gue confere uma vantagem no uso de recursos disponiveis para as andlises em
momentos de alta atividade laboratorial ou mesmo conduc¢édo de analises NMP de
outras frentes de trabalho, e que por consequéncia acabam por vezes por competir

pelo uso dos mesmos recursos.
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6 CONCLUSOES

« Foi possivel constatar a aplicabilidade do método em microescala para cultivo
de duas linhagens de bactérias redutoras de sulfato (BRS), com base nos dados

obtidos pela revisao de literatura e pelos resultados obtidos no projeto;

« O microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 apresentou
significativo crescimento nos dois meios de cultura selecionados para as
atividades do projeto (DA modificado e DA). Os 2 métodos de quantificacdo de
NMP usados nos ensaios (frascos e microplacas) permitiram obter valores de

crescimento compardaveis dentro do intervalo de 7 dias;

e« O microrganismo Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 apresentou
crescimento em 3 meios (Postgate E Modificado, DA modificado e ATCC 42). Foi
possivel verificar que, no ensaio NMP em frascos, o meio DA Modificado
apresentou melhor resultado de crescimento, enquanto que no ensaio NMP em
microplacas o meio Postgate E Modificado foi o que apresentou maior crescimento

do microrganismo;

« A concentracdo minima observada de acgdo biocida do THPS frente ao
microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 foi verificada como 100
mg/L para, apés 15 minutos de exposicdo ao biocida nesta concentracdo, com
reducdo minima observada de 99,99% na populacdo pelos dois tipos de ensaio
de NMP. Adicionalmente, a inibicdo do microganismo Desulfovibrio desulfuricans
ATCC 29577 foi considerada completa na presenca do THPS a 350 mg/L, quando

utilizado o método do NMP em microplacas.

e Foi observada reducdo na populacdo recuperada do microrganismo
Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 apds ensaio com o biocida THPS,
porém nao foi possivel confirmar um valor de concentracdo minima inibitoria do
produto frente a este microrganismo, devido as questdes relacionadas a

incubacédo em alta temperatura com uso de gerador quimico de anaerobiose.
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e O biocida Glutaraldeido apresentou inibicdo frente ao microrganismo
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577, ap6s 15 minutos de exposicao as
concentracfes de 100 e 250 mg/L, quando aplicado o ensaio NMP em microplaca

para verificacdo dos resultados;

« Na&o foi possivel obter resultado de atividade antibacteriana do biocida
Isotiazolona frente ao microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577,

nas condic¢des utilizadas no ensaio de NMP em microplacas;

e Quando aplicado a amostras obtidas de ambiente da industria petrolifera, o
método de NMP em microplaca realizado em triplicata tal qual o NMP tradicional
em frasco apresentou resultados comparaveis, com a vantagem de obtencéo de
maiores valores de reducdo na populacdo bacteriana, devido a vantagem de

guantificacdo em maiores diluicoes.
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aplicagio destas metodologias para a avaliagio de produtos indicados para a prevengiio de
processos de biocorrosio na indéstria do petrolea

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, biocorrosio, BRS, CIM.

Introducio

Two chemical products intended for the prevention of biccorrosion in industrial environments
of the petrolenm sector were evaluated through antimicrobial activity tests against Sulphate
Reducing Bacteria (SRB). frequently involved in biocorrosion events. For a product based on
silver nancparticles, identified as "Product 01", the determination of the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) by formation of inhibition hale against two SRB strains was used.
whereas for a liquid preservative product, identified as "Product 02", a challenge test for a
serie of concentrations of the respective product against a culture of SRB in liquid culture
medium was used. For Product 01, inhibition hale was observed against the two strams
evaluated, with a minimmm activity vale of 1.0 g/L against strain IPT 304, and 3.0 gL
against the bacterium Desulfofomaculum nigrificans ATCC 19998, For Product 02, all
concentrations tested showed inhibitory activity against the bacterium Desulforomaculum
nigrificans ATCC 19998. The results confirm the potential of applymg these methodologies
for the evaluation of products indicated for the prevention of biocorrosion processes in the
petroleum industry.

Keywords: antimicrobial activity, biocorrosion, SRB, MIC

Resumo

Foram avaliados dods produtos quimicos pretendidos para uso na prevencio da biocorrosiio
em ambientes industriais do setor petrolifero, através de ensaios de avaliagio da atividade
anfimicrobiana frente a Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS), frequentemente envolvidas em
eventos de biocorrosdo. Para um produto a base de nanoparticulas de Prata, identificado como
“Produto 017, foi utilizada a determinagéio da Concentragio Inibitéria Minima (CIM] pela
formagdo de halo de inibigdo frente a duas linhagens de BRS, enquanto que para um produto
conservante liquido, identificado como “Produto 027, foi utilizado um teste desafic para uma
série de concentragdes do respectivo produto frente a uma cultura de m-BRS em meio de
cultura liqmdo. Para o Produto 01, cbteve-se halo de mubiciio frente as duas hnhagens
avaliadas, com a obtengio de valor minimo de atividade em 1,0 g/L frente a bactéria IPT 504,
e em 3.0 g/L frente a bacténia Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998, Para o Produto 02,
todas as concentracdes testadas apresentaram atividade imibitdria frente A bactéria
Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 Os resulfados comprovam o potencial de
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b Estagidria Técmica em Analises Quimicas — Instituto de Pesquisas Tecnologicas
© Técmoo Especiahizado — Instituto de Pesquisas Tecnolégicas
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A indistria do petrleo, em suas atividades de extragio, processamento. distribuigio e
. apresenta freq e graves probl devido & biocomrosdo provocada
pelos microrganismos provenientes dos ambientes onde se localizam reservas de petroleo,
bem como o entorno de estruturas construidas para a execuglio das atividades relacionadas
Destacam-se neste processo as Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS), microrganismos
dotados de metabolismo anserdbio que utilizam o ion Sulfato (SOs?) como aceptor de
elétrons para sua cadeia respiratdria, promovendo a redugio este composto a Sulfeto (57), que
se converte a Sulfeto de Hidrogénio (HaS) como descrito por Postgate (1). Este composto &
um gas téxico & corrosive que atua favorecendo o processo de comrosdo localizada (pitting™)
sob os biofilmes estabelecidos junto & superficie de dutos e tangues de anmazenamento
utilizados na industria petrolifera.
O controle e mitizagio de eventos biocomrosives possuem como finalidade melhorar a
qualidade econdmica do petrélec extraido, bem como diminuir a probabilidade de ocorréncia
de eventos na cadeia de transporte e distribuicdo de petréleo até as refinarias, evitando assim
impactos € atrasos no cropograma de atividades das refinarias. Estes objetivos podem ser
alcangados com a aplicagdo de produtos quimicos que atuem como inibidores microbianos ou
mesmo biocidas frente a microrganismos presentes nos biofilmes estabelecidos.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade de 02 produtos comerciais frente a
2 microrganismos do grupo BRS, com a execugiio de ensaio de determinagio de
Concentragio Inibitéria Minima (CIM) com medida do halo de inibigdio, e de teste desafio de
uma série de concentragdes de nm produto em contato com cultura de um microrganismo de
referéncia para o grupo BRS

7

Metodologia

Os ensaios de avaliagio de atividade antimicrobiana foram conduzidos com 02 produtos
distintos- sm produto a base de nanoparticulas de Prata em po, identificado como “Produto
017, cuja utilizagio € pretendida como aditivo de tintas para aplicagio em tanques de
armazenamento de combustiveis; e um produto conservante liquido, identificado como
“Produto 027, utilizado como preservante de formmlacdes elaboradas para formacdo de
estruturas de conereto

* Microrgani lizados: (i) Link meséfila nio identificada de m-BRS, isolada a

partir de amostra de campo, depositada no Laboratdrio de Biotecnologia Industrial do IPT
sob o cédigo “TPT 3047, (ii) linhagem de referéncia Desulfotomaculum nigrificans ATCC
19998

« Meios de cultura utilizados: (i) Meio sélido DA modificado para crescimento de

microrganismos anaerdbios. adaptado da metodologia descrita por Nakao et al (2). (i)
Meio semi-solido “Postgate E” modificado.
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O Produto 01 foi avaliade no ensaio de determinacio de CIM por halo de inibigdo, planejado
a partir de metodologia descrita por Zaky e Negm (3). Uma série de solugdes de trabalho do
Produto foi obtida. nas seguintes concentragdes: 0.1g/L. 02 g1. 03 gL 04 1. 0521, 1.0
gL 25 gL e 3.0 gL. O meio DA modificado foi inoculado com as 02 linhagens
separadamente, ao qual o volume de 1.0 ml de cada suspensio aquosa do Produto mas
concentragdes informadas foi aplicado per gotejamento sobre a superficie do meio de cultura.
As placas do teste foram smcubadas sob condgdes adequadas, descritas a seguit em tiplicata:

(i) 37 °C durante 10 dias em ambi de IPT 504); (if) 50 °C
durante 10 dias em ambi de b D Tum nigrificans
ATCC 19998), com posterior leitura dos resultados obtidos (observagio de halos de inibigdo
produzidos).

O Produta 02 foi avaliade no ensaio de determinacfo de CIM por teste de desafio. Uma série
de solugdes de trabalho do Produto foi obtida, e 1.0 mL de cada solugdo foi adicionado ac seu
respectivo frasco com meio de cultura Postgate E modificado. de modo que as concentragdes
finais do produto fossem as seguintes: 1.0 mL/T, 20 ml/ T, 40ml/L, 50 mI/L, 7.0 mL/T,
8,0mL/L e 10,0 mI/L. Em seguida, foi adicionado 1.0 mL do indculo de Desulfofomaculum
nigrificans ATCC 19998 (cultive prévie de 10 dias obtide em Postgate E modificade) em
todos os frascos preparados. e posteriormente incubados em ¢uinfuplicata para cada
concentragio testada por 28 dias a 50°C, com leituras registradas a cada 7 dias a confar do
inicio do ensaio. Para fins de comtrole, paralelamente, foram incubados frascos cemtrole
positivo (meio + indculo) e controle negativo (meto + produto na concentracio avaliada), nas
mesmas condigdes dos frascos do Teste.

Resultados e discussio

INTERCORR2018_167

Biocidas séo produtos nos qua:s a indnstria petmhl'eﬂ tem ﬁelw grande investimento para
poder b da corrosdo inf da por micr atuando
com base na supxessao das atividades metabolicas das espécies microbianas, bem como a
supressdo de seu crescimento. A escolha dos produtos wat: ad.equadus para este cmnwle
entdo, deve considerar alguns critérios tais como
com o sistema aperamnal etempo de aphca;ao como esmbekc:do por Aratjo etal (4). Os

agentes dos incluem comp tais como halogémios e
Ozénio, & o5 © omp A id dici wtilizados como conservantes, tais
como 1 ldeido, de Aménio, como

listado por \15:]3 e Herrera (5). Os ptmclpms d.esaﬂas no uso de biocidas consistem em

alcangar a regifio sob o biofilme aderido 4s superficies das instalacdes aonde o processo de

biocorrosdo ocorre, pois estes produtos geralmente sio menos efetivos conmtra organismos

sésseis, quando comparados frente a populagdes planctdmicas, devido a resisténcia

apresentada pelos microrganismos quandu presentes na estrutura do biofilme Desta mamexta.
de

maiores concentragdes de biocidas sfo usadas para este fend
porém essa agio causa impactos ambientais, uma vez que muitos destes produtos sio nmucm
ja destacado per Zuo (6).

O delineamento das metodologias wtilizadas nos ensaios foi realizado considerando os
critérios citados em conjunto com as propriedades fisico-quimicas dos produtos avaliados,
incluindo também a forma de aplicagio dos mesmos junto acs meios de cultura propostos no
planejamento experimental, de acordo com a finalidade pretendida para cada um dos

produtos.

Qs resultados obtidos de formagio de halo de inibigio com as suspensdes do Produto 01
frente a linhagem m-BRS “TPT 304" e frente a Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998
estiio demonstrados na Tabela 1 e nas Figuras 1 e 2

Tabela 1 - Resultado: da avaliagio da  atividade
antimicrobiana do Produte 01 frente a linhagem IFT 504,

Concentraio das

suspenszdes do Halo de Inibicio (em mm)
Produto (z1)

0.1 Nio Detectado

02 1350

0.3 13,01

04 1367

0.5 1054

10 3210

25 43,05

30 4376

30 49,70

Figural- Avaliagio de atividade
antimicrobiana para as suspensées do
produto 01 frente ao microrganisme
IPT 204 em meic DA modificado.
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Fizura2— Avaliagio de atividade
aufimicrobiana para as suspensies do
Produto 01 fremte ac microrganismo
TPT 1007 em meio DA modificado.

Os resultados obtidos para o Produto 01 frente ao microrganismo IPT 504 apresentam
inibigdo a partir da concentragio de 1.0 gL, que se mantém na mesma magnitude até a maior
concentragio avaliada (5,0 g/L). Para o microrganismo Desulfotomaculum nigrificans ATCC
19998, os resuitados obtidos no permitiram visualizar a formac3o de halo de inibicio para as
suspensdes do Produto 01. Porém, foi possivel observar o ndio crescimento de colonias nas
regides d a aplicagdo das des de 3.0 gL e 5.0 g'L. indicando agio
annm:cmbuna do produto.

Uma das vantagens da aplicagfio deste ensaio é a possibilidade de avaliar o efeito inibitério de
biocidas em superficie, fator este que se aproxima com a forma de corrosdo ocasionada pelas
BRS, ja que suas coldnias se situam na interface biofilme/superficie metalica. Porém, maiores
estudos devem ser conduzidos considerando o cultivo de consbreios microbiancs em meios
solidos, como forma de simular o estabelecs de biofilmes comosivos.

Os resultados obtidos para o teste desafio com a série de solugdes do Produto 02 em
concentragdes distintas para a linhagem de Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 estio
demonstrados na Tabela 2 e na Figura 3.

Tabela 2 - Resultades da avaliagie da  atividade
antimicrobiana do Produts 01 fremte ao microrzamizmo
ey

Desulfotomaculum  nigrificans ATCC 19998, (ND = Nio

detectado)
Ensaio CIM Leituras para verificagio do crescimento (dias)
imz‘xf;' 7 1 b1 3
1 D ) D ND
2 D ) 0 ND
3 D o D D
4 D o D ND
5 D o D D
7 D o D ND
] D ) 0 ND
10 ) D ND D
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Figura 3 — Teste de desafio por CIM
para o Produto 0! frente ao

nigrificans ATCC 19998 em meio
Postzate £ modificnds. (1" frascor
controle positive; 1° frasco: controle
pegative; 3° ae 7° frasco: teste em

quintuplicata)
Foi confirmada a presenga do micr 1 D i igrij ATCC 19998
apds 28 dias de ensaio. com a turvaciio do meio e pmmpltad.n NEEFO 110 cmrmle posmvo o
controle negativo d que ndo gbes visuais si com a

adigio do Produto 02 no meio de cultura utilizado. A inibicdo do microrganismo pelo Produto
02 foi observada em todas as concentragdes testadas. sendo o resultado da menor
concentragio utilizada (1,0 mL/L) visualizado na figura 3, observade pela inibigio da
formagdio de precipitado negro nos frascos moculados. A faixa de concentrages utilizada
neste ensaio leva em conta a aplicagio pretendida para o produto (preservante bacterioldgico
de concreto), aonde se considera o volume de solugdo aplicado em relagio ao peso total de
argamassa.

Deve-se levar em conta que o efeito u:ubllono do Produto 02 ndo necessariamente esteja
atribuido a agdo direta do Produto sobre o 1derando que os comp

do meio utilizado podem ter interagido com o produto. Os resultados nlmdns neste Ensa.m nfo
significam necessariamente que os 02 produtos avaliados possam ser

sob outras condigdes de cultivo e incubago.

Conclusges

Através dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel obter subsidios para o delineamento
de novos experimentos a serem realizados para avaliagho de diferentes produtos indicados
para aplicagio na prevengdio de processos de biocorrosdo na mdistria do petrdlec. A
metodologia de determinagio de CIM pela medida de halo em meio DA modificado, aplicada
ao Produto 01, mostrou-se pr\mmssua para esta finalidade, com a vantagem de obtencio dos
resultados em menor tempo de quando da ao cultive tradicional de 28 dias

_B-
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Mo entanto, esta metodologia € limitada a produtos que possam se difindir no agar do meio
de coltura. A metodologia aplicada para o Produte 02 (desafio em meio liguide) tem a
vantagem de ser aplicada para qualquer produto, no entanto sua aplicacfio como predutos a
serem usados frente as BRS ainda necessita de ensaios complementares, tais como a avaliagio
do sen uso em condigbes de cultivo dindmicas. como bicrreatores ou sistemas sinmladores de
transporte.
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Abstract
In the Qil & Gas mdustry, Microbiclogical monitoring of the efficiency of treatments with
‘biocides uses methods based on the response of cultivation in appropriate media, in order to
confirm the inactivation of commeon species m this environment. These cultrvation-dependent
procedures are limited by the long incubation time required to cbfain reliable results, since
species such as Sulfate-Reducing Bacteria (SRB) have a slow metabolism when inoculated in
the sizmdard.\md cultivation conditions for quantification by the Most Probable Number (MFN)
In Considering the ing difficulty resulted by the Emitation imposed by long test
times, a method for evaluation of biocidal eﬁimeﬂﬂ was carried out to the chemical product
THPS, aiming the reduction of incubation time with an alternative culture medium and also the
optimization of the physical space for incubation, by miniaturization in 96-well microplates.
Tests carried out with the strain Desulfovibrio desulfiricans ATCC 29577 allowed reduction
of time to obtain inoculum and decrease in samples with the biocide evaluated, however it was
not possible to quantify the bacterial susceptibility observed to each concentration. Further
assays are planned to adjust the parameters of the applied method.

Keywords: biocidal efficiency, SRB. microplate, THPS

Introduction

In 04l & Gas industry, microbiclogical monitoring of treatment with biocides uses methods
‘based on the cultivation in appropriate media, in order fo confinm inactivation of common
species in this envirenment [1]. These cultivation-dependent procedures are limited by the long
incubation time required fo obtain rehable results, since species such as Sulfate-Reducing
Bacteria (SRB) present slow metabolism when inoculated in medivm for quantification by Most
Probable Number (MPN) technique [2].

Considering the monitoring difficulty as result of limitation imposed by leng test times, a
method for evaluation of biocidal efficiency by Minimal Inhibitory Concentration (MIC) was
carried out to the chemical product Tetra-hydroxymethylphosphonium sulfate (THPS). aiming
the reduction of incubation time and vse of an alternative culture medivm to recover viable
‘bacteria after treatment and also the optimization of the physical space required for incubation,
by scale miniaturization in 96-well microplates, based on previous works [3.4.5].

Methodology
The experimental procedure was planned considering the following p
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- Reference stram: Desulfovibrio desulfiricans ATCC 29;
Culture Cellection (ATCC.org). [6]

77, purchased from American Type

- Culture medm: “DA medmum”™ [7], described on Table 1 and it was prepared with
modifications in our laboratory.

Table 1 - Culture medinm composition

“DA Moedified” Culture Medinm

Ingredients =L
Polypeprons 150

Peptons 75

Mear Exract 75

Yeast Extract 75
Ammonium Ferric Cimate, Green 075
L-Cysteine hydrochloride monohydrate 075
Agar 19

- Biocide: THPS (Sigma®). evaluated at the foll

(w/v): 0.001%, 0.0025%,
0.005%, 0.010% and 0.025%, mn saline solution (0. 85% NaCl solution,

- Exposure Time: 15 minutes.

- Recovery cultivation in new batch of DA medified medium with incubation at 30 °C until 3
days, under anaerobe conditions using Gaspak® EZ generating gas system in jars [8]

The quantification of microorganisms was performed by MPN technique in microscale vsing
96-well microplates. 0.1 mL aliquots of prepared incculum were added to 9.0 mL of culture
medinm, in 10 ml-flasks. 1.0 mL of each test solution was added in triplicate to the flasks,
obtaining the concentrations previously described.

Conclusions

Table 2 presents the results obtained to the MIC assay performed at the conditions described.
The results show that the proposed method allowed obtaining growth response time shorter than
the standardized condition with use of traditional culture media “Postgate E”.
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Table ? - Results of Minimal Inhibitory Concentration (MIC)
using the micrascale assay

Concentration of Recovery Cultivation obtained
THES (3-day incubation) (MFN/mL)
0% (contral) =03 x10%
0.001% 83107
0.0025% LERSTY
0.005% 83107
0.010% =93x10°
0.025% 96x 107

The DA modified medium was satisfactory for growth of the reference strain, reaching values
sreater than 10° MPN/mL. The composition of the medium was modified considering the
dilution in anaerobic flasks and posterior addition on the microplate wells, with reduction of
the agar concentration in order to achieve a proper semiselid state, promoting the distribution
of bacteria and improving the estimation by MPN [9]

The results obtained indicate a minor decrease in most samples with the biocide compared to
the control, in an assay vsing microscale cultivation and with generating gas system. However,
it was not evidenced difference of bacterial susceptibility between the concentrations evaluated.
New tests are being planned using other product concentrations and future tests will be carried
out to adjust the methodology on a microscale.

The microscale tests are attractive since they allow saving of time, labor and material. The
results bring good perspectives for future work related to the screening of biocides against SEB,
but further assays for confirmation are needed.
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