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RESUMO

SOUSA, Maira Paula de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2023.
Avaliagdo da tecnologia de bacteriofagos em sistemas de fluxo dindmico
(Loopings) para controle de biofiimes e bactérias redutoras de sulfato na
industria do petréleo. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula. Coorientadores: Cynthia
Canedo Silva e Roberto Sousa Dias.

A aplicagdo da tecnologia de bacteriéfagos na industria do petrdleo tem sido
considerada uma alternativa promissora para o controle de contaminacdes
microbianas associadas a biocorroséo e a geragao biogénica de sulfeto de hidrogénio
(H2S). Essas contaminagdes estédo presentes ao longo de toda a cadeia produtiva do
petréleo, representando riscos ocupacionais e operacionais. Seu controle se da
principalmente pela aplicagao de biocidas que, em geral, apresentam um baixo poder
de penetracdo em biofilmes e, portanto, sdo pouco eficazes. Isso ocorre devido as
substancias extracelulares produzidas pelos microrganismos, que funcionam como
uma barreira de protegcao. Nesse contexto, os bacteriéfagos podem conferir vantagens
sobre os biocidas, uma vez que: podem se multiplicar no ambiente, possibilitando a
reducdo da dosagem; possuem enzimas capazes de romper a matriz dos biofilmes,
conferindo poder de penetracdo e maior eficacia; e, podem apresentar menores
impactos ocupacionais, operacionais e ambientais. O presente trabalho teve como
objetivos: (i) avaliar em sistemas de fluxo dindmico (Loopings) o efeito de coquetéis
fagicos sobre biofilmes enriquecidos com bactérias redutoras de sulfato (BRS),
representativos de tanques de plataformas de petroleo; e, (ii) avaliar um coquetel
fagico pré-selecionado quanto a potenciais impactos ambientais e operacionais. Os
resultados obtidos demonstraram que os fagos avaliados possuem acgao sobre esses
biofilmes, com redugdo de cerca de 80% do H2S gerado e indicaram efeito na
desaceleracao do processo de corrosao e de formagao de pits. Além disso, o coquetel
fagico pré-selecionado, apresenta caracteristicas vantajosas em comparagdo aos
biocidas, tanto do ponto de vista ambiental (menor ecotoxicidade e maior
biodegradabilidade), quanto operacional (menor corrosividade e menor impacto sobre
o processo de nitrificagdo do sistema de tratamento biolégico de agua de produgéo).

Palavras-chave: Biocorroséo. Corrosao Influenciada por Microrganismos. Acidulagao

Biogénica. Bactérias Redutoras de Sulfato. Sulfeto de Hidrogénio. H2S. Bacteriéfagos.



ABSTRACT

SOUSA, Maira Paula de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2023.
Evaluation of bacteriophage technology in dynamic flow systems (Loopings) to
control biofilms and sulfate-reducing bacteria in oil industry. Adviser: Sérgio
Oliveira de Paula. Co-advisers: Cynthia Canedo Silva and Roberto Sousa Dias.

The application of bacteriophage technology in the oil industry has been considered a
promising alternative for the control of microbial contamination associated with
biocorrosion and the biogenic generation of hydrogen sulfide (H2S). These
contaminations are present throughout the oil productive chain, representing
occupational and operational risks. Its control is mainly based biocide application that,
in general, have a low penetration power in biofilms and, therefore, are not very
effective. This is due to the extracellular substances produced by microorganisms,
which act as a protective barrier. In this context, bacteriophages can confer advantages
over biocides, since: they can multiply in the environment, allowing the dosing
reduction; they have enzymes with the ability to break the biofilm matrix, providing
penetration power and greater effectiveness; and may have lower occupational,
operational and environmental impacts. The present work had the following objectives:
(i) to evaluate in dynamic flow systems (Loopings) the effect of phage cocktails on
biofilms enriched with sulfate-reducing bacteria (SRB), representatives of oil platform
tanks; and (ii) to evaluate a pre-selected phage cocktail regarding potential
environmental and operational impacts. The results obtained showed that the
evaluated phages have action on these biofilms, with a reduction about 80% of the H2S
generated and indicated an effect in slowing down the processes of corrosion and pit
formation. In addition, the pre-selected phage cocktail has advantageous
characteristics compared to biocides, both from an environmental (lower ecotoxicity
and greater biodegradability) and from an operational point of view (lower corrosivity
and lower impact on the nitrification process of the biological treatment system of

production water).

Keywords: Biocorrosion. Microbial Influenced Corrosion. Biogenic Souring. Sulphate
Reducing Bacteria. Hydrogen Sulfide. H2S. Bacteriophages.
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1. INTRODUCAO

Contaminagdes microbianas sdo comumente encontradas ao longo de toda a
cadeia produtiva da industria do petroleo e estdo associadas, principalmente, a
processos de biocorrosdo e geragao biogénica de sulfeto de hidrogénio (Hz2S).

Comumente denominada de biocorrosdo, a corrosdo influenciada por
microrganismos (microbiologically influenced corrosion - MIC) esta associada a
diferentes grupos microbianos que atuam de forma dinamica, formando biofilmes em
diferentes superficies, sobretudo metalicas. Um dos principais grupos microbianos
envolvidos nesses processos € conhecido comumente como Bactérias Redutoras de
Sulfato (BRS), que em geral, reduzem os ions sulfato (SO4?-) gerando o H2S, um gas
extremamente toxico, inflamavel e corrosivo, que impacta as atividades industriais e
representa potencial risco ocupacional, operacional e ambiental.

O controle e a mitigagao dos processos de biocorrosdo e de geragao de H2S
sdo realizados através de processos fisicos nos sistemas operacionais e
principalmente pela dosagem de produtos quimicos, tais como biocidas, inibidores de
corrosao e sequestrantes de H2S. Contudo, a efetividade de tais produtos é limitada
por condi¢gdes operacionais ou logisticas, além de apresentarem custos significativos.

Diante disso, novas tecnologias que atuem de modo mais efetivo para mitigar
a biocorrosao e a geragao do Hz2S tornam-se extremamente relevantes e, apesar de
serem ainda um grande desafio, possuem grande potencial, pois relacionam-se com
beneficios de grande impacto, tais como: (i) maior seguranga ocupacional pela
reducao da exposigcao ao H2S; (ii) maior garantia de continuidade operacional e de
integridade de ativos pela redugdo da corrosdo e minimizagao de intervengoes; (iii)
menor risco ambiental decorrente de vazamentos e/ou descarte de produtos quimicos;
(iv) reducéo de custos, consumo e logistica com produtos quimicos; (v) reducao da
geracao biogénica de H2S em reservatorios de petrdleo; e, (vi) redugdo de impactos
no refino decorrentes dos produtos sequestrantes de Hz2S utilizados na producéo do
petroleo.

Frente a relevancia, dimensdo e diversidade de cenarios associados a
problemas de biocorrosao e geracéo biogénica de H2S, a busca por novas tecnologias
com foco em seguranga de processo, integridade e confiabilidade das instalagées e
equipamentos € uma das prioridades da industria do petrdleo. E nesse contexto,
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alternativas inovadoras na area de biotecnologia podem se destacar, dentre elas, a
tecnologia de bacteriéfagos.

Os bacteriéfagos, ou simplesmente fagos, s&o virus que infectam
especificamente bactérias, usurpando a maquinaria celular para replicacdo do seu
material genético, formando novas particulas virais e provocando a lise da célula
bacteriana hospedeira. Além disso, os fagos também podem apresentar agao direta
sobre substancias extracelulares que compdem a matriz dos biofilmes.

Devido a esses mecanismos de agao, os fagos apresentam potencial aplicagao
para controle de contaminacdes microbianas, em especial de biofilmes. Assim sendo,
estudos de prospecgdo, isolamento e caracterizagdo de fagos para cenarios da
industria do petroleo veem sendo conduzidos pelo Laboratorio de Virologia Molecular
(LIVM) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em parceria com o Centro de
Pesquisas e Desenvolvimento da PETROBRAS (CENPES).

Tais resultados tém demonstrado a agao de fagos em biofilmes associados a
biocorrosdo e geragcédo de H2S, com potenciais vantagens em relagdo aos produtos
biocidas usuais. Desse modo, € possivel afirmar que o desenvolvimento dessa
tecnologia aplicada a cenarios da industria do petréleo, vem avangando de forma
consistente, tornando-se relevante, neste momento, o levantamento de parametros de
aplicagao, para disponibilizar e validar a tecnologia em escala industrial e em campo.

A pesquisa apresentada neste trabalho teve como objetivo principal avaliar, em
sistemas piloto laboratoriais de fluxo dindmico (Loopings), a acdo de fagos sobre
biofilmes, representativos de sistemas associados a biocorrosao e geragao biogénica
de H2S em plataformas de petréleo, pré-estabelecidos na superficie de cupons
metalicos. Adicionalmente, foram realizados alguns ensaios preliminares para avaliar
potenciais impactos do uso de fagos sob o ponto de vista ambiental (ecotoxicidade e
biodegradabilidade) e operacional (corrosividade e inibigdo do processo biolégico de
tratamento de agua de produgéo), de modo a direcionar estudos mais detalhados no
futuro.

Os resultados obtidos neste trabalho, além de subsidiarem a continuidade da
pesquisa para o desenvolvimento de produtos a base de fagos, visam dimensionar e
especificar testes piloto em escala de campo, a serem realizados em tanques de
plataformas de petrdleo para validacéo, implantagdo e disseminacédo da abrangéncia

da tecnologia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CONTAMINAGOES MICROBIANAS NA INDUSTRIA DO PETROLEO

Ao longo de toda a cadeia produtiva da industria do petréleo, desde os
processos de exploracdo e perfuragdo de pocos, passando pela producdo e
processamento primario do petréleo, armazenamento, escoamento e, finalmente, o
refino e a produgado e distribuicdo de derivados, varios sistemas operacionais sao
suscetiveis ao estabelecimento e proliferagdo de diversos tipos de microrganismos,
sendo que alguns desses sistemas apresentam ambientes com condi¢cbes
especialmente favoraveis a colonizagdo microbiana (AUGUSTINOVIC et al., 2012;
LITTLE; LEE, 2007, 2015; LITTLE; WAGNER; MANSFELD, 1992; MORRIS; KRAAN,
2017).

Os microrganismos constituem a forma de vida mais antiga, abundante e
disseminada do planeta (FENCHEL, 2011; GOULD, 1994; NEE, 2005; WHITMAN;
COLEMAN; WIEBE, 1998). Além disso, sdo os organismos mais diversificados em
termos evolutivos e metabdlicos (FENCHEL, 2016; HUG et al., 2016) e estédo
envolvidos nas principais etapas de todos os ciclos biogeoquimicos da biosfera, de
modo que o restante da vida na Terra ndo seria possivel sem sua presenca
(FALKOWSKI; FENCHEL; DELONG, 2008; JELEN; GIOVANNELLI; FALKOWSKI,
2016).

Na industria do petroleo, contaminagdes microbianas se estabelecem devido
as caracteristicas intrinsecas dos sistemas operacionais, bem como devido as
condigdes fisico-quimicas encontradas nesses sistemas (temperatura, pH, salinidade,
disponibilidade de agua e nutrientes), as quais, associadas a enorme diversidade e
flexibilidade fisiologica dos microrganismos, permitem que eles ocupem ambientes
com amplas faixas de variaveis ambientais, sobrevivendo até mesmo em condicdes
consideradas extremas (FENCHEL, 2011, 2016; GUERRERO; BERLANGA, 2006).

Esses ambientes incluem os fluidos circulantes nos sistemas, os poros das
rochas reservatorio e as superficies internas e externas das diferentes instalagdes e
equipamentos industriais, como dutos (oleodutos e gasodutos), tanques, vasos,
bombas, valvulas, membranas, filtros, separadores &gual/dleo, sistemas de
resfriamento e sistemas de tratamento de agua e de efluentes (WALDOW; SOUSA;
OLIVEIRA, 2019).



28

Em sintese, os microrganismos sao encontrados em qualquer ambiente onde
exista uma quantidade minima de agua (até mesmo goticulas em suspensao no vapor)
e nutrientes, em especial fontes de carbono (organico ou inorganico), o que
invariavelmente, inclui praticamente todos os ambientes da industria do petréleo.
Cabe aos profissionais dessa industria o convivio com 0s microrganismos e o0 seu
gerenciamento adequado para mitigar os efeitos nocivos dessas contaminagdes
(WALDOW, 2018).

Dessa forma, a caracterizagdo e o monitoramento dos principais sistemas
susceptiveis a contaminagdes microbianas € uma atividade relevante para subsidiar
a tomada de decisdo quanto as medidas de controle e mitigacdo dos eventuais
problemas operacionais, ocupacionais e ambientais relacionados a presenca
indesejada de microrganismos prejudiciais aos sistemas industriais (ECKERT,;
SKOVHUS, 2018b; LOMANS et al., 2016).

2.1.1. Principais sistemas susceptiveis a contaminagées microbianas

Conforme citado anteriormente, ao longo de toda a cadeia produtiva da
industria do petrdleo, diversos sistemas operacionais apresentam condicbes que
favorecem o desenvolvimento e estabelecimento de comunidades microbianas
diversas, constituindo sistemas frequentemente susceptiveis a contaminacdes
microbianas que podem causar problemas aos processos da industria do petréleo.

Podemos identificar 7 etapas principais do processo de exploracéo, producao
e processamento do petréleo: (i) perfuragao, (ii) completagao, (iii) producgao, (iv)
escoamento, (v) amazenamento, (vi) refino e (vii) distribuigdo, nas quais se
destacam alguns sistemas comumente sujeitos a contaminagées microbianas. Tais
sistemas serao rapidamente apresentados a seguir (Figuras 1 a 8), tomando-se como
exemplo a producédo de petrdleo em ambientes offshore, ou seja, em plataformas
localizadas no mar (PETROBRAS, 2016; THOMAS, 2001).

Na etapa de perfuragdo de pogos realizada por navios-sonda (Figura 1),
fluidos de perfuragao (também chamados de lamas de perfuragdo) séo utilizados
para (i) estabilizar, mecéanica e quimicamente, as paredes do pogo, (ii) limpar o fundo
do pocgo transportando as rochas fragmentadas (cascalhos) até a superficie, (iii)
manter os sdélidos em suspensdo, (iv) facilitar a separagcdo dos cascalhos na
superficie, (v) exercer pressao hidrostatica para evitar o influxo garantindo a
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integridade do poco, (vi) lubrificar e resfriar a broca e a coluna de perfuragao, e (vii)
controlar a pressao do reservatério (HAMED; BELHADRI, 2009; THOMAS, 2001).

Contaminagdes microbioldgicas na cadeia do petréleo

_NAVIO - SONDA

Fluidos de
Perfuragao

PERFURACAO

Dutos de
Hibernagao

Figura 1. Sistemas da etapa de perfuracdo de pogos de petréleo susceptiveis a
problemas associados a contaminagdes microbianas (adaptado a partir de
PETROBRAS, 2016).

Os fluidos de perfuragao sao misturas complexas de sélidos, liquidos e diversos
produtos quimicos contendo diferentes tipos de polimeros que séo misturados a agua
(fluidos de base aquosa) ou a solventes (fluidos de base oleosa), a depender das
caracteristicas fisico-quimicas e reoldgicas necessarias ao fluido (DAVIDSON;
STEWART, 1997; HAMED; BELHADRI, 2009; THOMAS, 2001).

Ambos os tipos de fluidos estao sujeitos ao crescimento de microrganismos, 0s
quais podem degradar seus componentes organicos, resultando em alteracdes de sua
viscosidade, interferindo na eficiéncia e estabilidade da perfuragéo (AL-HUMAM et al.,
2021). Além disso, as BRS também podem se proliferar nesses fluidos, ocasionando
problemas adicionais devido ao H2S gerado, como risco de exposi¢ao ocupacional e
corrosao dos equipamentos de perfuracao (FREEMAN, 1983).

Esse tipo de problema é mais comum em fluidos de base aquosa, quando os
microrganismos ja estdo presentes no sistema ou na propria agua utilizada desde o
inicio de seu preparo. Contudo, também pode ocorrer em fluidos de base oleosa, ao
longo de sua utilizagao, uma vez que esses fluidos sao reaproveitados na perfuragao

de varios pogos, portanto, vao se misturando aos fluidos do préprio reservatério que
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retornam a sonda (AL-HUMAM et al., 2021; FREEMAN, 1983; HAMED; BELHADRI,
2009).

Apés a perfuragao, segue-se a etapa de completagdo, a qual se refere ao
conjunto de operacgdes destinadas a equipar o pogo para o inicio da produgao de
petréleo, em condigdes seguras ao longo de toda sua vida. Nessa etapa, séo utilizados
os chamados fluidos de completagdo (Figura 2), os quais substituem os fluidos
presentes no pog¢o durante o condicionamento do revestimento da coluna de producéao
e instalacao dos equipamentos de superficie e subsuperficie. O fluido de completacao
geralmente é uma solugdo salina de composicdo compativel ao reservatério, cujo
objetivo é evitar danos a formagao que possam restringir a vazao do poco. Além disso,
apresentam densidade capaz de fornecer pressao hidrostatica no fundo do poco de
modo a impedir o refluxo (THOMAS, 2001).

ContaminagGes microbiologicas na cadeia do petréleo

Fluidos de
Completacdo

Figura 2. Sistemas da etapa de completagdo de pogos de petrdleo susceptiveis a
problemas associados a contaminagdes microbianas (adaptado a partir de
PETROBRAS, 2016).

Assim como nos fluidos de perfuragdo, os fluidos de completagdo sao
susceptiveis ao crescimento indesejado de microrganismos que podem utilizar seus
componentes como fonte de nutrientes e degrada-los alterando suas propriedades.
Dentre esses componentes, destaca-se a goma xantana, um polissacarideo contendo

glicose, manose e acido glicurbnico amplamente utilizado como viscosificante
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(CHATURVEDI et al., 2021). Portanto, para evitar a degradacédo dos fluidos e a
geracao de H2S, faz-se necessario o tratamento adequado dos fluidos com produtos
biocidas, caso eles ndo sejam preparados e utilizados dentro de um periodo maximo
de 24 horas (OLIVEIRA; SOUSA; WALDOW, 2022; PETROBRAS, 2020).

Durante as etapas de perfuracéo e completagao, contaminagdées microbianas,
sobretudo associadas a corrosao e geragao de Hz2S, também podem ser encontradas
em dutos de hibemacao (Figura 1), os quais sédo langados na coluna d’agua e no
leito marinho e geralmente preenchidos com agua do mar. Esses dutos irdo
futuramente conectar os pogos a plataforma, sendo que o tempo entre essas agodes
pode ser muito longo (de alguns meses a até anos), permitindo a proliferacao de
microrganismos em seu interior (LACERDA et al., 2011; OLIVEIRA, 2019; SANTOS
et al,, 2012).

Ja na etapa de produgao, contaminagdes microbiolégicas podem ocorrer em
diferentes sistemas desde o inicio da produg¢ao, como nos sistemas de tratamento de
agua do mar para injecdo; ou podem aparecer nos sistemas de processamento
primario, ao longo da vida util da plataforma, geralmente, alguns anos apés iniciada a
injecao de agua do mar para recuperagao secundaria do petréleo, a medida que o

volume de agua produzida aumenta (Figura 3).

or taminagoes' microbioldf

PLATAFORMA - FPSO

O 1

Sistema de
Tratamento de
Agua de Injecdo

Membranas/Unidades 3 SRS . Tanques
Removedoras de . ‘ ~Lh Slop
Sulfato (URS) ¢

. Tanques de
Unidades de 3 R Armazenamento de
Desaeragdo s %/  Oleo e Aguade
N i Produgio

Figura 3. Sistemas da etapa de produgdo do petréleo susceptiveis a problemas
associados a contaminagdes microbianas (adaptado a partir de PETROBRAS, 2016).
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Nos sistemas de tratamento de agua do mar para injegdo, as
contaminagdes microbianas estdo associadas em geral a geragao de H2S e corroséo
das linhas de inje¢cdo, o que além de reduzir a vida util dessas linhas, aumentando
riscos de falhas, furos e vazamentos, também pode contribuir com o aumento
significativo no teor de solidos (residuos de corrosdo e/ou biomassa microbiana)
injetados no  reservatério, provocando perda de injetividade por
tamponamento/plugueamento dos poros das rochas, sobretudo quando é feita a
reinje¢do da agua produzida (BADER, 2007; COTE et al., 2014; GAO et al., 2021,
OLIVEIRA; WALDOW, 2021a, 2021b; OLIVEIRA; WALDOW; SOUSA, 2021).

Ainda nos sistemas de inje¢ao, sao pontos criticos de contaminag¢ao microbiana
as unidades de remogao de sulfatos (URS), também chamadas de dessulfatadoras
e as unidades desaeradoras. As URS, sdo compostas por conjuntos de membranas
de desulfatagdo, as quais limitam a passagem do ion sulfato, que por sua vez é
concentrado e descartado como rejeito, mas permitem a passagem da agua e demais
sais, gerando uma agua de injecdo de melhor qualidade (BARAKA-LOKMANE et al.,
2018; BENNETT, 2012; DAVIS; MCELHINEY, 2002; PEDENAUD; HURTEVENT;
BARAKA-LOKMANE, 2012). Ja as unidades desaeradoras, sdo compostas por um
vaso, onde geralmente é dosado bissulfito de s6dio com sequestrante de oxigénio (O2)
para reduzir a corrosividade da agua injetada (CARLBERG, 1976; DURDEVIC; RAJU;
YANG, 2018; PEEL; HOWARTH; RAMSHAW, 1998; ROBINSON, 2010).

As URS passaram a ser utilizadas em plataformas mais recentemente com o
objetivo de minimizar incrustagdes quimicas. Contudo, muitas vezes elas apresentam
perdas de fluxo (redug¢ao de vazao) devido ao crescimento de biofilmes microbianos
na superficie das membranas (na face do concentrado/rejeito), processo conhecido
por biofouling (o qual sera definido com mais detalhes adiante), ocasionando paradas
frequentes para limpeza, o que reduz sua vida util e impacta sobretudo a injetividade,
reduzindo a producéo de petréleo (AKAMINE; SOUSA; WALDOW, 2021; BALDONI-
ANDREY et al., 2015; HUPSEL et al., 2020; RIZK et al., 1998).

Ja as unidades desaeradoras, normalmente possuem um recheio em seu
interior para aumentar a superficie de contato e garantir a redugao significativa do Oz
dissolvido na agua. Contudo, esse recheio também funciona como superficie para o
crescimento microbiano e estabelecimento de biofilmes anaerdbios corrosivos,
potenciais geradores de H2S, o que pode comprometer a qualidade da agua de injegéo
e integridade do sistema a montante (ECKERT, 2015; JENSEN et al.,, 2013;
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SKOVHUS; ECKERT, 2014; SKOVHUS; ENNING; LEE, 2017; VIGNERON; HEAD;
TSESMETZIS, 2018; WUNCH; STIPANICEV; FRENZEL, 2021).

No extremo oposto ao sistema de injegdo da plataforma, encontram-se os
sistemas de producéo de petroleo, conhecidos como sistemas de processamento
primario, ou seja, todas as etapas e equipamentos responsaveis pelo processamento
do petrdleo a partir dos pocos produtores. Nessas etapas, basicamente, ocorre a
separagao do Oleo, do gas e da agua de produgao (THOMAS, 2001).

ApOs a separagao, o 6leo segue para tanques de armazenamento na prépria
plataforma ou diretamente para oleodutos. O gas é dessecado e segue para
gasodutos ou ¢€ utilizado na propria plataforma e a agua de produgao segue para um
tanque denominado Slop, para enquadramento no teor de 6leos e graxas (TOG)
conforme legislagdo ambiental (CONAMA, 2007), para posterior descarte no mar
(FAKHRU'L-RAZI et al., 2009a; IGUNNU; CHEN, 2014; JIMENEZ et al., 2018;
THOMAS, 2001).

Entretanto, ao longo da vida util de uma plataforma, os volumes de agua de
produgdo vao aumentando substancialmente em relacdo ao volume de petroleo
produzido, de modo que os sistemas de separacao e armazenamento de petrdleo e
agua nao conseguem mais manter os niveis de eficiéncia. Assim, alguns sistemas
passam a receber e acumular a agua produzida, gerando pontos criticos de
crescimento microbiano associados a problemas de corrosdo e geragao de H2S
(CLARK; VEIL, 2009; GABARDO et al., 2011; THOMAS, 2001).

Tais problemas ocorrem sobretudo no sistema de separagdao agualdleo
(SAO), que passa a produzir petréleo com maiores teores de agua e com maior tempo
de detencdo. Os tanques Slop passam a apresentar menor eficiéncia no
enquadramento do TOG limitando, consequentemente, a produgcdo de petréleo e
aumentando a necessidade de transferéncia da agua de producéo para tratamento
em terminais terrestres. Os tanques de armazenamento de petréleo, passam a
conviver continuamente com maiores teores de agua, aumentando a corroséo e a
geragao de H2S, o que além aumentar os riscos de furos, vazamentos e exposigéo
ocupacional, contamina o petréleo gerando a necessidade de uso frequente de
sequestrantes de H2S.

Considerando ainda a etapa de produgéo do petroleo, porém com foco agora
no reservatorio e ndo nas instalagdes de superficie, o processo de injecdo de agua do

mar, leva consigo a injegao continua de sulfato ao interior do reservatorio, sobretudo
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nas plataformas de campos maduros, mais antigas, que ndao possuem URS (MORAIS,
2013). Dessa forma, o sulfato se torna disponivel e abundante tanto para os
microrganismos autoctones, ja presentes no reservatorio, quanto para aqueles
injetados junto com a agua do mar, dentre eles as BRS, as quais podem se proliferar
nos reservatorios gerando petréleo, agua e gas com altos niveis de H2S ja nos pogos
produtores da plataforma (BASAFA; HAWBOLDT, 2019; GIEG; JACK; FOGHT, 2011;
JOHNSON et al., 2017; VANCE; THRASHER, 2014) (Figura 4).

Contaminagdes microbioldgicas na cadeia do petrdleo

Aguade
Injecdo Agua de
Produgdo

Sulfato (BRS)

Figura 4. Processo de geragéo biogénica de H2S no interior dos reservatorios de
petréleo estimulado pela inje¢cdo de agua do mar e consequente produgéao de petréleo
e agua produzida com altos niveis de contaminagdo microbiana e Hz2S (adaptado a
partir de PETROBRAS, 2016).

Esta produgdo de H2S biogénico no interior dos reservatérios (que sera
abordada com maiores detalhes a frente, assim como a biocorrosdo) € uma das
situagdes mais criticas e de dificil mitigagdo, uma vez que a realizagao de processos
ou a utilizagao de produtos efetivos no interior do reservatorio séo inviaveis. Portanto,
0s mesmos problemas de corrosdo e de seguranga ocupacional citados
anteriormente, surgem de forma intrinseca ao pogo produtor. Ou seja, o petréleo ja
chega na plataforma com altos teores de H2S e de contaminagao microbiana e entéao
podem ser disseminados por todos os sistemas de processamento primario,

escoamento e armazenamento do petréleo (HIDALGO et al., 2021).
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Ap0ds concluidas todas as operagdes de processamento primario da etapa de
produgao, o petroleo segue para as etapas de escoamento e armazenamento, que
compreendem as atividades de transferéncia, transporte e tancagem do petréleo
(Figuras 5 e 6).

Em plataformas, o escoamento do petréleo pode ser realizado diretamente
através de oleodutos submarinos, que conectam a plataforma a outras unidades
offshore ou a terminais terrestres, ou através de um navio aliviador (mais conhecidos
como navio de offloading) que coleta o petroleo dos tanques da plataforma através de
um conjunto especifico de mangotes e bombas (sistema de offloading) (Figura 5) e o
transporta até os terminais terrestres (Figura 6), onde é armazenado em tanques
(GROVE; STAMOPOULOQOS, 2022; LANQUETIN, 2006).
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Figura 5. Sistemas da etapa de escoamento do petréleo em plataformas susceptiveis
a problemas associados a contaminag¢des microbianas (adaptado a partir de
PETROBRAS, 2016).
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Figura 6. Sistemas da etapa de escoamento e armazenamento do petrdleo
susceptiveis a problemas associados a contaminagdes microbianas (adaptado a partir
de PETROBRAS, 2016).

Tanto os oleodutos e sistemas de offloading, quanto os tanques dos navios
e os tanques dos teminais, estdo sujeitos as contaminagdes microbianas e aos
problemas de corrosdo e geragcdo de H2S associados. De modo geral, esses
problemas tendem a ser mais severos, quanto maiores forem os teores de agua de
producao transportados e armazenados, podendo incorrer em riscos de furos e
vazamentos, bem como riscos de exposi¢cao ocupacional ao H2S em todas as etapas
de movimentagcdo do petréleo (BURGER et al.,, 2007; DEVRIES; SCOLES, 1984;
PENKALA et al., 2004; ROBINSON et al., 2010).

A partir dos terminais terrestres, o petrdleo é distribuido para as refinarias
através de oleodutos terrestres (Figura 7), nos quais, os problemas associados a
contaminagdes microbianas tendem a ser menores, uma vez que os percentuais de
agua de produgao sdo muito mais baixos, em torno de 1%, conforme a pratica
recomendada (NUNES et al., 2011)
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Figura 7. Sistemas da etapa de refino do petroleo susceptiveis a problemas
associados a contaminagdes microbianas (adaptado a partir de PETROBRAS, 2016).

Entretanto, maiores concentragbes de &gua eventualmente podem ser
transportadas e algumas situagbes, mesmo quando a agua se encontra enquadrada,
podem favorecer o crescimento microbiano e a corrosdo, como por exemplo, baixo
fluxo de escoamento (> 1m/s), fluxo intermitente, pontos de estagnag¢ao na malha de
dutos e declives ou aclives na topografia do terreno que geram bolsdes onde a agua
se acumula (SOOKNAH; PAPAVINASA; REVIE, 2007; WANG; JAIN, 2016).

Ainda na etapa de refino, existem 2 sistemas operacionais da refinaria que
estao sujeitos a contaminagbes microbianas, as membranas de osmose reversa e as
torres de resfriamento (Figura 7).

As unidades de osmose reversa, fazem parte do sistema de tratamento de
agua para geracado de agua de processo de baixa salinidade para as operagdes de
refino, visando sobretudo a prevencédo de incrustagdes quimicas nos sistemas
operacionais (GARUD et al., 2011; KUCERA, 2015; WENTEN; KHOIRUDDIN, 2016).

Na superficie das membranas de osmose reversa, os biofilmes microbianos
tendem a se formar provocando o biofouling (FLEMMING, 1997; HERZBERG;
ELIMELECH, 2007; HERZBERG; KANG; ELIMELECH, 2009; MADDAH; CHOGLE,
2017; VROUWENVELDER et al., 2008), principalmente quando ha reuso de efluentes,

impedindo o fluxo através das membranas, provocando a queda da vazao e
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consequentemente, impactando os processos de refino, principalmente a geragao de
vapor em caldeiras e portanto, a geragao de energia para a refinaria (BELGINI et al.,
2018; POTTS; AHLERT; WANG, 1981; SCHNEIDER et al., 2005).

Ja as torres de resfriamento, realizam a troca térmica com linhas de processo
do refino, onde o controle microbioldgico é relevante na agua da bacia da torre, para
minimizar a formagao de biofilmes e a corrosdo nos trocadores de calor, o que pode
reduzir a eficiéncia da troca térmica e provocar contaminagao entre os fluidos, devido
a furos nos trocadores, além de reduzir a vida util do equipamento (AL-BLOUSHI et
al., 2018; CHIEN et al., 2012; GULE; BEGUM; KLUMPERMAN, 2016; MATIJASEVIC,
2015; SPX COOLING TECHNOLOGIES, 2009; VEIGA, 2010).

Por fim, apds o refino, os derivados de petroleo produzidos, também estao
sujeitos a contaminagbes microbianas que podem causar tanto a degradacdo dos
derivados, quanto a corrosdo dos sistemas em que eles sao transportados e

armazenados (Figura 8).

Contaminagdes microbiolégicas na cadeia do petréleo
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Figura 8. Sistemas da etapa de armazenamento e distribuicdo de derivados do
petréleo susceptiveis a problemas associados a contaminagdes microbianas
(adaptado a partir de PETROBRAS, 2016).

Tais impactos da contaminagao microbiana nos derivados, podem ocorrer tanto
nos tanques da propria refinaria, quanto nos terminais de distribuicao, postos de

combustiveis ou mesmo em seu uso final, como por exemplo, com os combustiveis
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de primeiro enchimento de moto geradores ou tanques e motores de veiculos, tais
como caminhdes, navios e aeronaves, cujo tempo de armazenamento entre a
fabricacdo e a comercializagdo, s&o normalmente mais longos (LAPUERTA;
SANCHEZ-VALDEPENAS; SUKJIT, 2014; ROCHA et al., 2016).

Dada tal contextualizacdo, €& possivel constatar que contaminagdes
microbianas sdo susceptiveis de ocorrerem em uma ampla gama de sistemas e
equipamentos ao longo de todas as etapas da cadeia produtiva da industria do
petréleo, de modo que os respectivos problemas associados a presenga indesejada e
nociva desses microrganismos, ainda sao de grande relevancia pratica e um
importante objeto de estudo para o desenvolvimento de tecnologias de prevengao e

controle.

2.1.2. Principais problemas associados a contaminagées microbianas

De modo geral, os problemas relacionados as contaminag¢des microbianas nos
sistemas da industria do petroleo se concentram em 5 efeitos nocivos: (i)
bioincrustacgao; (ii) biodegradacao; (iii) biodeterioragao; (iv) geragao biogénica
de H:2S; e (v) biocorrosao (AUGUSTINOVIC et al., 2012; DAVIS; UPDEGRAFF,
1954; FLEMMING, 2011; SANDERS; STURMAN, 2014; VIDELA, 2003, 1996;
WALDOW, 2018; WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

A bioincrustacdo (biofouling) refere-se ao aumento excessivo de
biomassa microbiana em ambientes como poros das rochas, equipamentos,
superficies metalicas, revestimentos e membranas. A bioincrustacdo também pode
estar associada a todos os demais problemas (biodegradagao, biodeterioragéo,
geragao biogénica de H2S e biocorros&o) e inclui o depdsito de residuos resultantes
da reacdo de metabdlitos inorganicos com ions metalicos, como a formacéao de sulfeto
de ferro (FeS) devido a reagéo do H2S biogénico com o ferro (Fe?*) ou a formagao de
carbonato de ferro (FeCOs3) devido a reagdo do didxido de carbono (CO2) biogénico
com o Fe?* (FLEMMING, 2011, 2008; WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Os principais problemas causados pela bioincrustacdo sio: obstrugdo e
entupimento em reservatorios, equipamentos e dutos; perda de injetividade e de fluxo;
reducdo da permeabilidade e eficiéncia de membranas; perda de estabilidade e
excesso de peso em embarcacgdes e equipamentos offshore, como manifolds, risers
e dutos (FLEMMING, 2011; SANDERS; STURMAN, 2014; VIDELA, 2003).
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A biodegradacao e a biodeterioragao, referem-se a alteragdes caudadas em
compostos organicos devido a agdo de microrganismos e, muitas vezes, sao termos
utilizados como sinénimos (FALKIEWICZ-DULIK; JANDA; WYPYCH, 2015).

Em ciéncias da vida e ambientais, o termo biodegradagdo, € normalmente
utilizado para se referir a um processo desejado e benéfico. Enquanto, o termo
biodeterioragcdo, em geral, € utilizado quando o processo € indesejado e maléfico,
ocasionando danos e prejuizos (SCHMIDT, 2006). Ja em ciéncias de materiais e na
industria do petroleo, classicamente, o termo biodegradacédo, se refere a fluidos, a
produtos quimicos e ao proprio petroleo e seus derivados, enquanto o termo
biodeterioragao, se refere aos materiais nao metalicos (VIDELA, 2003, 1996).

A biodegradacdao de fluidos e produtos quimicos ocorre quando os
microrganismos se proliferam e degradam um ou mais de seus constituintes, fazendo
com que as propriedades minimas necessarias para sua utilizacido no processo aos
quais se destinam, se percam ou sejam significativamente alteradas. Dentre os efeitos
deletérios da biodegradacgao, podem ser citados: a alteragédo da viscosidade de fluidos
de perfuragao, de completagéo ou hidrostaticos; e a degradacao de diversos produtos,
como polimeros, melhoradores de escoamento, sequestrantes de oxigénio (O2) ou de
H2S, inibidores de incrustacdo, de corrosdo, de parafinas ou de hidratos,
viscosificantes, surfactantes, emulsificantes, desemulsificantes, floculantes,
dispersantes, antiespumantes e até mesmo biocidas (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA,
2019).

Ja a biodegradagao do petroleo e seus derivados se refere a oxidagao
parcial ou completa dos hidrocarbonetos, o que pode levar a uma perda da qualidade
tanto do petréleo original presente nos reservatérios (HEAD; GRAY; LARTER, 2014,
HEAD; JONES; LARTER, 2003), quanto do petrdleo apos sua produgao e refino
(derivados) presentes em dutos e tanques, onde qualquer residual de agua pode
favorecer a proliferagdo microbiana (GAYLARDE; BENTO; KELLEY, 1999;
PASSMAN, 2013; YEMASHOVA et al., 2007).

E a biodeterioragdo de materiais pode ser vulgarmente considerada a
“biocorrosdo” de materiais ndo metalicos, pois se refere a formacao de biofilmes nas
superficies de materiais compdsitos ou de polimeros orgéanicos utilizados como
revestimento em diversos equipamentos ou superficies de dutos e risers, levando a

perda ou alteracido das propriedades destes materiais, como a resisténcia mecanica,
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ou expondo outras superficies (geralmente metalicas) mais suscetiveis a processos
corrosivos (GU, 2012; VIDELA, 2003).

Por fim, a geragdo biogénica de H2S e a biocorrosdao se referem aos
principais problemas e focos de interesse para o desenvolvimento de tecnologias de
controle microbiano e mitigacdo dos problemas associados, bem como de
metodologias de avaliagdo, caracterizagcdo e monitoramento, mais eficientes e
adequadas as necessidades da industria do petréleo. A geragéo biogénica de H2S e
a biocorrosdo, sdo os problemas abordados neste estudo e, portanto, serdo

apresentados com mais detalhes a seguir.

2.2. GERAGAO BIOGENICA DE SULFETO DE HIDROGENIO (H2S)

Na industria do petréleo, a geragéo biogénica de Hz2S, também conhecida como
acidulagao biogénica ou souring biogénico (biological souring) € um processo
que ocorre em reservatorios e em diferentes sistemas de producdo (BARTON;
FAUQUE, 2009; GIEG; JACK; FOGHT, 2011; HAMILTON, 1985; JOHNSON et al.,
2017; MUYZER; STAMS, 2008; VIDELA, 1996).

A injecdo de agua do mar nos reservatorios offshore € utilizada
convencionalmente como processo de recuperacgao do petroleo. A dgua do mar € rica
em sulfato (SO4?7), apresentando tipicamente concentragées na ordem de 2.700 mg/I
(28 mM) (PEDENAUD; HURTEVENT; BARAKA-LOKMANE, 2012). Devido a tais
concentracdes, o sulfato se relaciona a dois problemas operacionais em sistemas de
producao de petréleo: (i) aincrustagao quimica e (ii) a geragao biogénica de H2S.

A incrustagdo quimica ocorre devido a mistura da agua do mar injetada nos
reservatorios de petroleo, rica em sulfato, com a agua de formacgao do reservatorio, a
qual geralmente é rica em bario (Ba?*) e estréncio (Sr?*), resultando em incrustagdes
de sulfato de bario (BaSO4) e sulfato de estroncio (SrSO4) (PEDENAUD;
HURTEVENT; BARAKA-LOKMANE, 2012). Essas incrustagbes podem causar sérios
problemas operacionais, como a perda de injetividade, o tamponamento dos
reservatorios e até mesmo a perda de pogos injetores, resultando em enormes
prejuizos operacionais.

Ja a geracéao biogénica de H2S, ocorre devido a atividade de microrganismos
sulfetogénicos, com destaque para os Procariotos Redutores de Sulfato (PRS) -
Sulfate-Reducing Prokaryotes (SRP) (BARTON; FAUQUE, 2009; GIEG; JACK;
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FOGHT, 2011; MUYZER; STAMS, 2008; RABUS et al., 2015; RABUS; HANSEN;
WIDDEL, 2013). Os PRS englobam tanto as Arqueias Redutoras de Sulfato (ARS)
quanto as Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS). Contudo, o termo BRS costuma
ser utilizar num sentido amplo, incluindo também as ARS e, portanto, essa
terminologia genérica (BRS) também foi adotada neste trabalho.

Os procedimentos convencionais de injegcdo de agua nos reservatorios de
petréleo e posteriormente, a presenga da agua produzida nos sistemas de superficie,
geram condi¢cbes favoraveis ao crescimento das BRS em diferentes cenarios
operacionais. Por serem microrganismos anaerobicos que possuem metabolismo
diverso, que tendem a crescer prioritariamente em ambientes andxicos e que sao
metabolicamente ativos em uma ampla faixa de condigbes ambientais (GIEG; JACK;
FOGHT, 2011; Ll et al., 2017; TIAN et al., 2017; VOORDOUW et al., 1996).

Conforme explanado anteriormente, os problemas decorrentes desse tipo de
contaminagao podem ocorrer ao longo de toda a cadeia produtiva do petroleo, desde
os sistemas de injecdo, passando pelos reservatorios, até os sistemas de
processamento primario, escoamento e armazenamento do petroleo.

Além da geracédo biogénica, o H2S também pode ser formado no interior dos
reservatorios através de trés processos abidticos: (i) a redugdo termoquimica do
sulfato (TSR - thermochemical sulfate reduction); (ii) a termdlise de compostos
aromaticos organossulfurados; e, (iii) a dissolugédo redutiva de sulfetos metalicos
(BASAFA; HAWBOLDT, 2019).

Contudo, estes processos ocorrem sob condicdes especificas e extremas de
temperatura e pressao, de modo que em reservatorios, sdo processos que em geral
ocorreram durante a formag&o geoldgica do petrdleo, ou seja, nos casos em que a
presenca de H2S foi gerada devido a processos termoquimicos, os teores de H2S
encontrados podem ser considerados intrinsecos aquele petréleo e ndo se alteram ao
longo do tempo de exploragado e produgdo daquele reservatério. Enquanto o H2S
devido a geragao biogénica pode aparecer em petréleos que nao apresentavam
elevados teores de H2S no inicio da produgéo e tendem a aumentar ao longo do tempo
de produgao, conforme aumentam os volumes de agua injetada em relagao ao volume
de 6leo no reservatorio.

O enxofre (S) € um elemento quimico essencial para o metabolismo
assimilatério de todos os organismos vivos, pois é utilizado na sintese de proteinas,
coenzimas e agrupamentos ferro-enxofre (FIKE; BRADLEY; ROSE, 2015; KESSLER,
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2006). Ja os compostos sulfurados servem como doadores e aceptores de elétrons
no metabolismo dissimilatério de diversos microrganismos (GREIN et al., 2013;
MUYZER; STAMS, 2008).

O enxofre ocorre no meio ambiente principalmente em trés formas: (i) o enxofre
elementar (Sn?), encontrado em fontes termais e em regides vulcanicas; (ii) os sulfatos
(S04?7), encontrados em minerais como a gipsita (CaS0a4-2H20), que se forma sob
condigdes Oxicas; e (iii) os sulfetos (S*°), encontrados em minerais como a pirita
(FeS2), que se formam sob condigdes anoxicas. Por sua vez, essas 3 (trés) formas de
enxofre estdo envolvidas nos processos dissimilatérios mais importantes do ciclo
biogeoquimico do enxofre: (i) a reducédo ou dismutagcao do enxofre elementar; (ii) a
reducao do sulfato; e, (iii) a oxidagao do H2S (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Todos os processos do ciclo do enxofre ocorrem comumente em ambientes da
industria do petréleo, contudo, a redugcdo do sulfato (ou de outros compostos
sulfurados) ainda é o processo mais estudado e que recebe maior atengdo e
preocupagao devido a geragédo do H2S e de seus potenciais riscos ocupacionais e
operacionais.

O mecanismo metabdlico de geracdo biogénica de H2S classico mais
conhecido envolve a utilizagao do sulfato como aceptor final de elétrons na respiragéao
anaerobia, reduzindo-o a H2S (DALL'AGNOLL; MOURA, 2010; MULLER et al., 2015;
PLUGGE et al., 2011). Entretanto, varios compostos sulfurados oxidados (Tabela 1)
além do sulfato, como por exemplo, sulfito (SO3?"), tiossulfato (S2032), enxofre
elementar (Si°) e tetrationato (Ss0e6?7), podem ser utilizados por diferentes
microrganismos no processo de respiragao anaerébica levando a geragcao do H2S
(WALDOW, 2018).
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Tabela 1. Estrutura molecular do sulfeto de hidrogénio (H2S) e de alguns compostos
sulfurados envolvidos na acidulagédo biogénica ou souring biogénico (biological
souring). As esferas amarelas representam os atomos de enxofre, as vermelhas os
atomos de oxigénio e as brancas os atomos de hidrogénio. Modificado de WALDOW
(2018).

Composto sulfurado Féormula Quimica Representagao molecular
Sulfeto de hidrogénio H2S J
Sulfato S04~ 6
Sulfito S0s3%- Q
Tiossulfato S203%- Q
Enxofre elementar Sn® @
Tetrationato S406%" “

Quanto a distribuicdo taxondmica, dentre os microrganismos conhecidos,
capazes de reduzir compostos sulfurados, s&o encontrados representantes
distribuidos tanto no dominio Bacteria, quanto Archaea.

No dominio Bacteria, ja foram identificados até o momento, representantes em
quatro filos: (i) Proteobacteria, em varios géneros da classe Deltaproteobacteria; (ii)
Firmicutes, em varios géneros da classe Clostridia; (iii) Nitrospira, no género
Thermodesulfovibrio; e (iv) Themodesulfobacteria, nos géneros
Thermodesulfobacterium e Thermodesulfatator (BARTON; FAUQUE, 2009; MUYZER,;
STAMS, 2008; YOUSSEF; ELSHAHED; MCINERNEY, 2009).

Ja no dominio Archaea foram identificados representantes de trés géneros em
dois filos: (i) Euryarchaeota, no género Archaeoglobus (AMIN ALl et al., 2020;
BEEDER et al.,, 1994; BIRKELAND et al., 2017; STETTER et al., 1987); e (ii)
Crenarchaeota, nos géneros Thermocladium e Caldivirga (ITOH; IINO, 2013; ITOH,;
SUZUKI; NAKASE, 1998; ITOH; SUZUKI; SANCHEZ, 1999; JAY et al., 2016).
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Entretanto, por se tratar de microrganismos de dificil cultivo e que muitas vezes
estabelecem relagbes sintroficas estreitas, poucos laboratérios de microbiologias
dispbem de infraestrutura adequada para estudos de ampla investigacdo do
metabolismo desses microrganismos, portanto, ainda ha muito para se desvendar.
Um trabalho razoavelmente recente, por exemplo, identificou genes marcadores para
a reducao de sulfito a sulfeto em treze outros filos de Bacteria e Archaea, dos quais
oito n&o possuem nenhum membro cultivado (ANANTHARAMAN et al., 2018).

O H2S, também denominado de gas sulfidrico, € um gas ligeiramente mais
pesado que o ar, corrosivo, explosivo (de 4,3 a 45 % de volume no ar), inflamavel
(com temperatura de ignigao de 260°C) e extremamente toxico, com elevado risco a
saude ocupacional. Quando em solugado aquosa, as formas quimicas de H2S e de
bissulfeto (HS™) se encontram em um equilibrio dindmico contudo, independente da
sua forma quimica, a denominacgao H2S é geralmente utilizada por conveniéncia para
se referir de maneira conjunta a essas duas espécies quimicas (MALONE
RUBRIGHT; PEARCE; PETERSON, 2017; MAY et al., 2018; WALDOW; SOUSA;
OLIVEIRA, 2019).

A presenca do H2S reduz o valor de mercado do petréleo no qual se encontra
dissolvido. Os petréleos que apresentam teores de enxofre acima de 0,5 % (m/m),
também chamados de petréleos “azedos”, sdo menos valorizados, pois precisam
passar por uma etapa de dessulfurizacdo durante seu processo de refino. Essa
remocdo de enxofre € necessaria pois o0 enxofre presente no petréleo e
subsequentemente nos derivados e combustiveis, pode causar o envenenamento de
catalisadores em unidades de reforma catalitica de refinarias e de conversores
cataliticos em automoveis; além disso, a queima de combustiveis contendo enxofre
resulta na emissao de dioxido de enxofre (SOz2), que é um poluente atmosférico
(GOGOI; BEZBARUAH, 2002).

Em sistemas operacionais, o H2S é responsavel por problemas e danos as
instalacbes e processos devido a corrosdo de superficies metalicas, ocasionando
necessidades de intervengdes e manutengdes, além da necessidade de
procedimentos de seguranga e classificacdo de risco em areas com potencial
presenca de H2S. Portanto, a geragdo de H2S representa custos elevados de
monitoramento, controle e mitigacdo para a industria do petréleo (BARTON,;
FARDEAU; FAUQUE, 2014; GIEG; JACK; FOGHT, 2011; JOHNSON et al., 2017;
WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).
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2.21. Limites de H2S em atividades ocupacionais

Em relac&o a saude ocupacional no Brasil, o risco de exposicao do trabalhador
ao H2S é regulamentado pela Norma Regulamentadora numero 15 (NR-15) do antigo
Ministério do Trabalho, atual Secretaria do Trabalho, uma subdivisdo da Secretaria
Especial de Previdéncia e Trabalho (SEPRT) do Ministério da Economia, a qual dispde
sobre “Atividades e Operacgodes Insalubres” (NR-15, 1978).

A NR-15 estabelece as atividades que devem ser consideradas insalubres,
gerando direito a adicional de insalubridade aos trabalhadores que exercem atividades
ou operagdes nas quais € inerente a exposigcdo a um agente quimico insalubre. A
caracterizacdo de insalubridade ocorre quando s&o ultrapassados os limites de
tolerancia estabelecidos para os agentes quimicos constantes no Anexo 11 da referida
norma.

O Anexo 11 apresenta os agentes quimicos cuja insalubridade é caracterizada
por limite de tolerancia e inspec¢ao no local de trabalho, dentre eles o H2S, cujos limites
de tolerancia na fase gasosa do ambiente de trabalho, constam no Quadro 1 do
referido Anexo e estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Limites de tolerancia de exposig¢ao do trabalhador ao H2S na fase gasosa
no ambiente de trabalho conforme NR-15 (NR-15, 1978).

LIMITES DE TOLERANCIA Até 48 horas/semana
Agente quimico ppm* mg/m?3**
Gas sulfidrico ou sulfeto de hidrogénio (H2S) 8 12

* ppm - partes de vapor ou gas por milhdo de partes de ar contaminado.
** mg/m3 - miligramas por metro cubico de ar
Conversao: 1 ppm = 1,40 mg/m3 (NIOSH, 2019)

Segundo a Secretaria do Trabalho, os limites de tolerancia determinados na
NR-15 utilizaram como base, valores do Threshold Limits Values (TLV)do texto
da American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) de 1976, e
foram adaptados, quando de sua criagéo, a jornada brasileira de 48 horas semanais,
constante na Consolidag&o das Leis do Trabalho (CLT).

Os limites de tolerancia sado validos para a absorgdo por via respiratoria.
Segundo a NR-15, a avaliagdo das concentragbes do agente quimico, através de

métodos de amostragem instantanea, de leitura direta ou ndo, devera ser feita pelo
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menos em dez amostragens ao nivel respiratério do trabalhador, respeitando-se um
intervalo de no minimo 20 minutos entre cada amostragem. Cada uma das
concentragdes obtidas nas referidas amostragens ndo devera ultrapassar os valores
calculados pela seguinte equacgéo:

Valor maximo = L. T. x F.D.

Onde: L.T. = limite de tolerancia para o agente quimico e F.D. = fator de desvio.

O fator de desvio encontra-se no Quadro 2 da referida norma e € definido por
faixas de concentragao do limite de tolerancia para o agente quimico. No caso do H2S,
o fator de desvio sera 2 ou 1,5 a depender da unidade de medic¢ao aferida, conforme

apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Fatores de desvio para o calculo do valor maximo (limite instantaneo) de
exposicao ao Hz2S conforme a NR-15 (NR-15, 1978).

LIMITES DE TOLERANCIA (ppm ou mglm3) FATORES DE DESVIO
1a10 2
10 a 100 1,5

Sendo assim, para o Hz2S, o limite de tolerancia, ou seja, a concentragdo média
ponderada (TWA - time weighted average, também denominada de LTEL - Long Term
Exposure Limit) admitida a exposigédo do gas durante 8 horas consecutivas de trabalho
€ de 8 ppm, portanto, o valor maximo, também chamado de limite instantaneo, sera
de 16 ppm, ou seja, ao longo da jornada de trabalho, as atividades devem ser
imediatamente interrompidas se a concentragcédo de exposigdo ao H2S atingir 16 ppm.

Além desses valores de referéncia, geralmente os equipamentos de medigao
de H2S para monitoramento de atividades de risco ocupacional também trazem um
alarme para um valor denominado STEL - Short Term Exposure Limit, que se refere a
concentragdo maxima de exposicdo ao gas durante 15 minutos consecutivos, sem
causar danos a saude, a qual, para o Hz2S, é de 10 ppm (ENESENS, 2015).

E importante ressaltar que atividades laboratoriais exercidas em Instituicdes de
Ciéncia e Tecnologia, tais como Universidades, Institutos e Centros de Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D), ou mesmo em laboratorios de servigos, utilizando
microrganismos produtores de H2S, ndo caracteriza atividade ou operagéo insalubre
segundo a NR-15. Nessas atividades, de modo geral, as concentragbes de Hz2S no
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ambiente de trabalho, ou seja, na fase gasosa, ndo ultrapassam os limites de
tolerancias estabelecidos na norma, mesmo quando altas concentracbes na fase
aquosa de culturas microbianas e/ou experimentos laboratoriais sdo observadas
(tipicamente de 100 a 1000 mg/L).

Ainda assim, é facilmente possivel sentir o odor caracteristico do H2S em
atividades de rotina em laboratérios de microbiologia que trabalham com
microrganismos sulfetogénicos, e apesar de nao oferecer risco ocupacional segundo
a NR-15, é altamente recomendavel que todas as atividades com eventual geragéo
de H2S sejam realizadas em cabine de segurancga biolégica ou capela quimica, bem
como o0s ambientes laboratoriais permanecam com boa ventilagdo ou
preferencialmente, com exaustao forgada.

O H,S é um gas incolor com forte odor caracteristico de ovo podre. Segundo
as recomendacdes da NIOSH - The National Institute for Occupational Safety and
Health dos EUA, a exposi¢cao ao H,S pode causar irritacdo aos olhos e ao sistema
respiratorio e, em situagdes criticas, pode levar a apneia, coma, convulsdes, tontura,
dor de cabeca, fraqueza, irritabilidade, insénia, dores de estdbmago e, se liquido,
ulceragao pelo frio (NIOSH, 2019).

O atendimento e adequacdo dos ambientes de trabalho aos limites de
exposicao ao H,S sdo extremamente relevantes, pois a exposi¢do do ser humano a
altas concentracbes de H,S pode levar a morte imediata ou trazer drasticas
consequéncias a saude. A Tabela 4 apresenta algumas concentragdes de referéncia
e as reagdes e/ou consequéncias da exposi¢ao do ser humano ao H,S no ambiente
de trabalho (ASTDR, 2021; ECHA, 2021; MALONE RUBRIGHT; PEARCE;
PETERSON, 2017; NIOSH, 2019; NR-15, 1978; OSHA, 1970).
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Tabela 4. Concentracbes de referéncia e reagdes e/ou consequéncias da exposi¢ao
do ser humano ao H2S no ambiente de trabalho.

Concentragao
de H2S no Reag6es/Consequéncias
ambiente (ppm)
0,0005 Concentragdo minima detectavel pelo olfato humano (ATSDR)
245 Exposicao prolongada pode causar nauseas, lacrimejamento,
dores de cabega, perda de sono e constrigdo bronquica (OSHA)
5 Limite de exposi¢gao ocupacional segundo a ECHA
8 Limite de exposi¢cado ocupacional segundo a NR-15
10 Limite de exposi¢cédo ocupacional segundo a NIOSH
20 Fadiga, perda de apetite, dor de cabecga, irritagdo e tontura
(OSHA)
50 3 100 Irritagdo ocular (conjuntivite), irritagcao do trato respiratério apds
1 h de exposicao, disturbios digestivos (OSHA)
Tosse, perda do olfato apds 2 a 15 min, respiracao alterada, dor
nos olhos e sonoléncia apds 15 a 30 min, irritagdo na garganta
100 a 150 , : :
apos 1 h. Aumento gradual na gravidade desses sintomas
quanto maior o tempo de exposigao e dentro de 48 h (OSHA)
Conjuntivite grave, irritacdo do trato respiratorio apdés 1 h e
200 a 300 -
edema pulmonar por exposig¢ao prolongada (OSHA).
444 Concentragao letal (CLso) com 4 h de exposigdo (ECHA)
500 a 700 Colapso em 5 min, danos graves aos olhos, perda de
consciéncia e morte em 30 min a 1 h (OSHA)
720 Concentragao letal (CLso) com 1 h de exposicéo (ECHA)
700 a 1000 Perda rapida da consciéncia com apenas 1 ou 2 inalagbes e
morte em alguns minutos (ATSDR e OSHA)
Inconsciéncia imediata, interrupgdo da respiracédo e morte em
1000 a 2000 poucos minutos, sendo que a morte pode ocorrer mesmo se o
individuo for removido para o ar fresco de imediato (OSHA)

ATSDR - Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ASTDR, 2021);
OSHA - Occupational Safety and Health Administration (OSHA, 1970);

ECHA — European Chemical Agency (ECHA, 2021);

NR-15- Norma Regulamentadora 15 (NR-15, 1978);

NIOSH - The National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH, 2019).

2.2.2. Limites de H2S em atividades operacionais

Além dos riscos ocupacionais apresentados acima, relacionados a exposicao
humana ao gas sulfidrico no ambiente, a presenga do H2S em sistemas industriais
representa um grande risco e uma série de problemas operacionais em diferentes

sistemas e processos da industria do petréleo.
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A geracéo biogénica do H2S geralmente ocorre na fase aquosa de fluidos (que
€ onde os microrganismos se proliferam), portanto, quando em mistura com o petréleo
o problema tende a ser mais impactante quanto maior for a propor¢ao de agua em
relacdo ao volume total de petroleo, ou seja, quanto maior for o teor de sedimentos e
agua presentes no petroleo (ou BSW - Basic Sediments and Water), maiores serao os
riscos associados e a necessidade de monitoramento e enquadramento adequado.

De modo geral, o H2S produzido torna os fluidos mais corrosivos, pois se
dissocia na fase aquosa reduzindo significativamente o pH do fluido, além disso, em
contato com superficies metalicas, reage com o ion ferroso (Fe?*), gerando depésitos
de sulfeto de ferro (FeS) conforme a reagao abaixo (ENNING; GARRELFS, 2014;
VENZLAFF et al., 2013).

Fe?* + H2S — FeS + H2

Os depositos de FeS quando secos, em contato com o ar, podem entrar em
ignicdo esponténea, portanto, representam outro grave problema de seguranca,
armazenamento e descarte (SMART, 2011).

A reacao de formacao do FeS libera hidrogénio molecular (H2), que tem alta
fugacidade, ou seja, grande capacidade de difusdo em materiais metalicos,
ocasionando um tipo de corrosdao denominada fragilizagdo por hidrogénio
(hydrogen embrittlement - HE), a qual, praticamente todas as ligas metalicas estao
sujeitas (ORIANI, 1978; WOODTLI; KIESELBACH, 2000). Sendo assim, o H2S acaba
sendo um dos principais influenciadores de danos causados pela fragilizagao por H2
(GARCIA et al., 2012; HINCAPIE-LADINO; FALLEIROS, 2015; MINGOTTI, 2017).

A fragilizacdo por hidrogénio € responsavel pelo crescimento subcritico de
trincas no material, inicio de fratura e falha catastrofica, com subsequente perda de
propriedades mecanicas do material. Isso ocorre devido ao fato do H2 penetrar e se
dispersar através de inclusdes, poros ou microfissuras do metal, formando bolhas que
aumentam a presséao local, propagando gradativamente microfissuras e rachaduras
ao ponto de ocasionar falha abrupta e rompimento de toda a extensdo de uma
superficie metalica, como por exemplo, a parede de um duto ou um tanque (DWIVEDI;
VISHWAKARMA, 2018; NAGUMO, 2016; WOODTLI; KIESELBACH, 2000).

Além disso, os biofilmes ndo se desenvolvem de modo homogéneo nos
sistemas industriais, portanto, a corrosdo associada a biofilmes e a geragao biogénica

de H2S pelas BRS, é um fenbmeno localizado e n&do uniforme, que se da pela
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formacdo de pontos de corrosao localizada denominados de pits. Esse tipo de
corrosao € comumente chamada de corrosao pitiforme e trata-se de uma corrosao
de dificil detecgdo pelos métodos convencionais que se baseiam na perda de
espessura uniforme da superficie metalica (CHAVES; MELCHERS, 2011; KAKOOEI;
ISMAIL; ARIWAHJOEDI, 2012; LARSEN; et al., 2010; LITTLE; LEE, 2014; LITTLE;
WAGNER; MANSFELD, 1992; LOTO, 2017; SOOKNAH; PAPAVINASAM;; REVIE,
2008; STAROSVETSKY et al., 2001; VIDELA, 2003, 1996).

Em funcdo dessas caracteristicas, a prevencdo e minimizacido dos riscos
operacionais associados ao Hz2S se baseiam na medigao e controle dos niveis de H2S
nos sistemas industriais, sendo que para certos cenarios, alguns limites de Hz2S foram
estabelecidos, levando em consideragdo também a especificagdo dos materiais
normalmente utilizadas na construgdo desses sistemas.

Do ponto de vista operacional, os principais limites de H2S recomendados sao:

(i) 2,0 ppm (mg/L) para aguas de injecdo em reservatérios de petréleo (que
atualmente engloba também aguas de reinjegdo), o qual se encontra
estabelecido nos Manuais de Tratamento de Aguas de Injecédo de unidades
operacionais, atribuido como uma das meétricas de um indice denominado
IQUAI — indice de Qualidade de Aguas de Injecéo;

(ii) 5,0 ppm (mg/kg) no petréleo para operagdes de offloading, tanto na
transferéncia de petroleo de plataformas para os navios-aliviadores, quanto dos
navios-aliviadores para os terminais, e nas unidades de producédo onshore, o
qual se encontra estabelecido nos padrboes operacionais de cada unidade de
producéo;

(iii) 0,1 ppm (mg/L) para hibemacéao de dutos flexiveis, quando utilizada agua
doce como alternativa a agua do mar tratada e o tempo de hibernagéo for
inferior a 1 ano, porém, superior ao tempo recomendado pelo fabricante do duto
flexivel, o qual se encontra estabelecido em especificacdes técnicas da area de

exploracao e produgao de cada unidade de producao.

O enquadramento dos teores de H2S nestes limites operacionais é realizado
através de procedimentos para a minimizagao e controle da geragao biogénica do H2S
(procedimentos fisicos e uso de produtos quimicos biocidas, os quais serdo
abordados com maiores detalhes mais adiante) e em ultima insténcia, adotando
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procedimentos de mitigacdo do H2S ja produzido e acumulado nos fluidos e no
petroleo, através do uso de produtos quimicos sequestrantes de H2S.

Um cenario relevante de geragao biogénica de H2S onde ndo ha um limite de
H2S minimo estabelecido, porém, que merece ser citado com mais detalhes, por se
tratar de um dos principais cenarios potenciais de aplicagao desse trabalho, sdo os
fluidos de sistemas em hibemagao de plataformas. Estes sistemas sao aqueles
que se encontram parados ou em funcionamento parcial por até 180 dias. Nesses
casos, o H2S deve estar ausente no fluido de hibernagao tratado e deve ser
monitorado ao longo da hibernagao a fim de se avaliar a necessidade de trata-los
novamente durante esse periodo. Tais procedimentos encontram-se estabelecidos
como diretrizes operacionais em especificacbes técnicas para cada unidade de
producao.

Especificamente para os fluidos hibernados em sistemas de tratamento de
oleo e agua produzida de plataformas, recomenda-se a medi¢gao do teor de Hz2S
nos vents de todos os vasos e no fluido de hibernagédo. Esse monitoramento deve ser
feito 15 dias apds o inicio da hibernacdo com o intuito de identificar possivel
necessidade de reforgar a injecéo de biocida, mediante recirculagao interna do fluido
de hibernacéo.

O tratamento dos sistemas de 6leo e agua produzida para inicio da hibernagao
consiste em: (i) drenagem, escoamento do maximo de fluido possivel; (ii) limpeza,
lavagem com agua do mar desaerada com sequestrante de Oz (bissulfito de sodio);
(iii) medicao do TOG residual na entrada do oleoduto, o qual devera ser de no
maximo de 100 ppm; e (iv) preenchimento do sistema com o fluido de hibemacgao,
o qual consiste em agua do mar tratada com 160 ppm de sequestrante de Oz e
100 ppm de biocida THPS 75 %.

O sequestrante de Oz deve ser dosado no ponto o mais proximo possivel da
entrada da 4gua do mar, a fim de minimizar ao maximo a presenca de Oz2. Ja a injegéao
do biocida deve ser realizada em um ponto que garanta uma distancia minima de pelo
menos 10 metros do ponto de injegdo do sequestrante de Oz, de forma a evitar a
inativagdo do biocida pelo contato com o O2 (idealmente o biocida s6 deve ser
adicionado quando o teor de Oz dissolvido for igual ou inferior a 0,1 ppm).

A injec&o do biocida deve ser realizada a montante dos vasos, com o propoésito

de mitigar a proliferacdo dos microrganismos e, consequentemente, a geragéo
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biogénica de H2S e a biocorroséo, visto que geralmente os vasos representam os

pontos criticos de contaminagao microbiana dos sistemas.

2.3. CORROSAO INFLUENCIADA POR MICRORGANISMOS

A corrosao influenciada por microrganismos (MIC - microbiologically influenced
corrosion), comumente denominada de biocorrosao, € a deterioragao de superficies
metalicas causada ou acelerada pela presenga de microrganismos ou pela presenga
de compostos provenientes do metabolismo microbiano. A biocorrosao pode ocorrer
associada ou ndo a geracdo biogénica do H2S, podendo levar a falhas de
equipamentos, rompimentos, vazamentos, colapso de estruturas, além de outros
sérios problemas operacionais (ENNING; GARRELFS, 2014; GU; MITCHELL, 2013;
JAVAHERDASHTI, 2008; LIENGEN et al, 2014; LITTLE; LEE, 2007, 2015;
RAJASEKAR et al., 2010; YEMASHOVA et al., 2007).

De modo geral, a maioria dos mecanismos de corrosao de superficies metalicas
€ de natureza eletroquimica, onde ocorre uma reagcdo anddica e uma reagao
catddica. A reagao anddica consiste na oxidagao de um metal, como por exemplo,
o ferro, conforme a reagéo: Fe? — Fe?* + e~

A reagao catédica pode ocorrer em condi¢gdes Oxicas ou anoxicas. A reagao
catddica em condig6es Oxicas refere-se a redugao do dioxigénio (Oz), conforme a
reacdo: O2+ 2H20+4e-— 4 OH~.

Enquanto a reacdo catdédica em condigées andxicas e acidas (nas quais 0s
prétons sao derivados da dissociagao da agua ou de compostos acidos), refere-se a
reducdo de préotons conforme a reagdo: 2H* + 2 e~ — Ha.

A biocorrosdo é um processo complexo, que envolve diversos mecanismos e
interagdes entre fatores ambientais, compostos quimicos e agentes biologicos, sendo
em geral, de dificil previsibilidade (MAXWELL, 2006).

Atualmente, sdo conhecidos trés mecanismos principais nos quais 0s
microrganismos desempenham importante papel na causa ou aceleragdo da corrosao
de superficies metalicas: (i) a formagao de células de aeragao diferencial; (ii) a
biocorrosao quimica ou CMIC (chemical MIC); e (iii) a biocorrosao elétrica ou
EMIC (electrical MIC) (HASHEMI et al., 2018; SKOVHUS; ENNING; LEE, 2017;
VIGNERON; HEAD; TSESMETZIS, 2018; WALDOW, 2018).
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2.3.1. Formacao de células de aeragao diferencial

A formagao de células de aeragao diferencial como mecanismo de
biocorrosdo consiste na aceleracdo da corrosao abidtica causada pelo Oz devido a
formacao de um biofilme estratificado em relagéo a oxigenagao, ou seja, camadas de
biofiimes andxicas se formam na superficie em contato direto com o metal,
sobrepostas por camadas oxicas, com concentragdes gradativamente maiores de Oa.

O 0O2¢é uma dos compostos quimicos mais corrosivos para superficies metalicas
devido ao seu elevado potencial de reducdo. Quando ocorre a formagao de biofilmes
em um fluido oxigenado, as superficies metalicas cobertas pelos biofiimes ficam em
contato com uma concentragcdo de O2 menor do que as superficies descobertas, ou
seja, sem biofilmes e expostas as concentragdes de O2 mais elevadas do fluido.
Nessas condigdes, as superficies mais cobertas tornam-se anddicas, sofrendo
oxidagao e as superficies mais descobertas tornam-se catddicas, sofrendo reducgéo
(Figura 9) (SKOVHUS; ENNING; LEE, 2017).

Céatodo Catodo
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Figura 9. Corrosdo influenciada por microrganismos (MIC - microbiologically
influenced corrosion) devido a formacgao de células de aeragao diferencial ocasionada
pela deposicao de biofiimes em superficies metélicas (SKOVHUS; ENNING; LEE,
2017).
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2.3.2. Biocorrosao quimica ou CMIC (chemical MIC)

A biocorrosao quimica ou CMIC - chemical MIC refere-se ao mecanismo de
biocorrosdo mais estudado e, no caso de ligas baseadas em ferro, consiste na
oxidagdo do ferro metalico (Fe®) a ferro (IlI) (Fe?*) pela reagdo com metabdlitos
corrosivos produzidos pelos microrganismos. Esses metabdlitos tratam-se sobretudo
de acidos, tanto organicos quanto inorganicos, gerados na respiragao anaerdbica e/ou
na fermentacao (ENNING; GARRELFS, 2014; KRYACHKO; HEMMINGSEN, 2017).

Na CMIC de BRS, (i) os compostos organicos s&o utilizados como doadores de
elétrons, enquanto o sulfato é utilizado como aceptor final de elétrons, (ii) os
compostos organicos e o sulfato sao reduzidos gerando diéxido de carbono (CO2) e
H2S. (iii) o H2S reage com o Fe?, resultando em depdsitos de FeS e (iv) o H: liberado
penetra e se acumula nas microfissuras do metal provocando a fragilizagado por Hz
(ENNING; GARRELFS, 2014).

Os acidos orgéanicos mais relevantes nos processos de MIC sao os de cadeia
curta, tais como formato (C1), acetato (C2) e lactato (C3), produzidos pelos
microrganismos fermentadores e acetogénicos, também conhecidos como bactérias
produtoras de acidos (BPA). Ja os acidos inorganicos mais relevantes sao o H2S
produzido na respiragdo anaerébica dos microrganismos sulfetogénicos, como as
BRS, e o0 acido carbénico (H2CO3) ou o bicarbonato (HCO?*") gerados pela dissociagao
do COz2 na agua. O COz2 por sua vez pode ser produzido pela oxidagdo de compostos
organicos por diversos tipos de microrganismos organotroficos (WALDOW, 2018).

2.3.3. Biocorrosao elétrica ou EMIC (electrical MIC)

A biocorrosao elétrica ou EMIC - electrical MIC, refere-se ao mecanismo de
biocorrosdo mais recentemente caracterizado e foi descrito por ENNING et al. (2012).
A EMIC consiste na utilizagdo do Fe® como doador de elétrons na respiracdo
anaerobica de microrganismos litotroficos (ENNING et al., 2012; ENNING;
GARRELFS, 2014; KATO, 2016; KRYACHKO; HEMMINGSEN, 2017; SHARMA et al.,
2018).

Na EMIC das BRS, (i) os elétrons (e~) sdo extraidos diretamente do Fe®gerando
Fe?*, (ii) o sulfato é utilizado como aceptor final de elétrons gerando o H2S e (iii) o

Fe?* reage com o H2S e com o bicarbonato presente na agua, formando depdsitos
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FeS e FeCOs, respectivamente. O excesso de elétrons captados pode ser liberado na
forma de Hz, ao reagir com H* via hidrogenases (ENNING; GARRELFS, 2014).

Os mecanismos pelos quais 0s microrganismos realizam a extragao de elétrons
das superficies metalicas ainda € um amplo campo de investigagéo e caracterizagao.
Contudo, discute-se que a captacao dos elétrons pode ser realizada tanto de maneira
direta, pelo contato com a superficie metalica, através de enzimas do tipo citocromo
multi-heme ligadas a membrana celular ou através de nanofios (nanowires), quanto
de maneira indireta, através da utilizacdo de compostos redox soluveis, que atuam
como carreadores de elétrons no meio extracelular (KATO, 2016; MARTINEZ;
ALVAREZ, 2018).

A Figura 10, apresenta uma representagdo esquematica dos processos de
EMIC e CMIC sobre uma superficie metalica (ENNING; GARRELFS, 2014), sendo
que, devido a enorme diversidade taxonémica e metabdlica dos microrganismos
presentes nos biofilmes reais, em geral, ambos 0s processos ocorrem

simultaneamente num ambiente industrial.
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Figura 10. Corrosao influenciada por microrganismos (MIC - microbiologically
influenced corrosion) devido a agao de microrganismos sulfetogénicos. (A) Na
biocorrosdo elétrica (EMIC) os elétrons (e”) sdo extraidos diretamente do ferro
metalico (Fe®) gerando ferro(ll) (Fe?*); o sulfato (SO4%") é utilizado como aceptor final
de elétrons gerando sulfeto de hidrogénio (H2S); o Fe?* reage com o H2S ou com o
bicarbonato (HCO3~) presente na agua, formando depdsitos de sulfeto de ferro (FeS)
e carbonato de ferro (FeCOs3), respectivamente; e, o excesso de elétrons captados
pode ser liberado na forma de Hz ao reagir com H+ via hidrogenases. (B) Na
biocorrosdo quimica (CMIC), os compostos organicos (representados genericamente
como "<CH20>") s3o utilizados como doadores de elétrons, enquanto o sulfato (SO4?-
) é utilizado como aceptor final de elétrons; os compostos organicos e o SO4?~ séo
reduzidos gerando dioxido de carbono (CO2) e H2S; o H2S reage com o Fe?,
resultando em depdsitos de FeS; e, o H2 liberado penetra e se acumula nas
microfissuras do metal provocando a fragilizagdo por Hz (ENNING; GARRELFS,
2014).

Apesar da maior parte das pesquisas em biocorrosdao estarem focadas
prioritariamente em BRS, estudos indicam, cada vez mais, que varios outros grupos
de microrganismos, tais como produtores de acidos, oxidantes de ferro e
metanogénicos, sao tao relevantes quanto as BRS nos processos de biocorrosao
(MAND et al., 2014; UCHIYAMA et al., 2010; VIGNERON et al., 2016; VIGNERON;
HEAD; TSESMETZIS, 2018). Novos géneros e/ou espécies estao sendo investigados
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com o objetivo de serem propostos como biomarcadores para diagndstico,
monitoramento e classificacdo da biocorrosdo (LAHME et al., 2021).

As BRS crescem em conjunto a esses varios outros grupos microbianos,
formando biofiimes complexos, nos quais, a dindmica das interacdes metabdlicas
entre os diferentes grupos favorece seu estabelecimento nos sistemas e

desencadeiam os varios tipos diferentes de problemas operacionais ja apresentados.

2.4. BIOFILMES

Os biofilmes representam a principal forma de vida microbiana (tanto para
Bacteria, quanto para Archaea) encontrada no planeta. Estima-se que, a depender do
habitat, de 40 a 80 % das células microbianas residem em biofilmes, portanto, sdo os
biofilmes que, predominantemente, conduzem todos os processos biogeoquimicos da
biosfera (FLEMMING; WUERTZ, 2019).

Apesar de poderem ser formados por populacbes de uma mesma espécie, em
ambientes naturais e industriais, os biofiilmes em geral, encontram-se em
comunidades com diversas espécies, cujas interagdes sdo complexas e representam
um nivel de organizagdao muito mais alto do que das células individuais (FLEMMING
et al.,, 2016; FLEMMING; WUERTZ, 2019; VERDEROSA; TOTSIKA; FAIRFULL-
SMITH, 2019).

Biofiimes podem ser definidos como agregados multicelulares de
microrganismos aderidos a uma superficie, circundados ou embebidos por uma matriz
sintetizada pelas proprias células. Essa matriz € formada pelo que se denomina de
substiancias poliméricas extracelulares ou EPS (extracellular polymeric
substances) (FLEMMING et al., 2016; FLEMMING, 2008; NADELL; DRESCHER,;
FOSTER, 2016).

As superficies colonizadas por biofiimes podem ser tanto superficies solidas
(como sedimentos, rochas, estruturas e equipamentos), quanto interfaces
liquido/liquido (como agua/dleo) ou gas/liquido (como superficies de ambientes
aquaticos) (FLEMMING; WUERTZ, 2019).

A matriz de EPS dos biofilmes favorece o processo de adesao de mais células
e é formada principalmente por polissacarideos, mas também s&o encontradas
proteinas, lipideos e acidos nucleicos (BLENKINSOPP; COSTERTON, 1991,
DAVIES, 2003; ELLWOOD et al., 1982; KARAGULER; KAHRAMAN; TUTER, 2017).
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Os microrganismos que constituem os biofilmes possuem um ciclo de vida com
duas fases: (i) uma fase plancténica, na qual as células se encontram livres, se
dispersam pelo meio aquoso e podem alcancar novas superficies formando novos
biofilmes; e (ii) uma fase séssil, na qual as células se encontram fixas a superficie,
compondo o biofiime, do qual eventualmente se desprendem para entrar na fase
plancténica novamente (WALDOW, 2018).

A Figura 11 representa esquematicamente o ciclo de vida de biofilmes o qual
pode ser dividido em 5 etapas principais (KARAGULER; KAHRAMAN; TUTER, 2017;
MONROE, 2007):

(i) adesao inicial (ou fase de adesao ), na qual as células planctdnicas
encontram condi¢des favoraveis para iniciar a fixagao a superficie;

(ii) adesao irreversivel (ou fase de adesao ll), na qual as células flageladas em
geral perdem os seus flagelos e se inicia a producéo de EPS, gerando uma
forte adesao a superficie;

(iii) maturacgao inicial (ou fase de maturagao ), na qual as células se multiplicam
rapidamente gerando um biofilme cada vez mais espesso e coeso;

(iv) biofilme maduro (ou fase de maturagao Il), na qual o biofilme se encontra em
um estagio avangado, bastante espesso e fortemente aderido, onde em geral,
ocorre uma estratificagdo quanto a diversidade da microbiota e disponibilidade
de nutrientes;

(v) dispersao, na qual células individuais ou camadas superficiais do biofilme
comecam a se desprender e podem ser dispersas ho ambiente, colonizando

novas superficies e assim propagando os biofilmes.
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de biofilmes,
seguida de imagem de microscopia eletrénica de varredura (MEV) de biofilmes
representativos das respectivas etapas: (1) adesao inicial; (2) adesao irreversivel;
(3) maturagdo inicial; (4) biofilme maduro e (5) dispersao (KARAGULER,;
KAHRAMAN; TUTER, 2017; VERDEROSA; TOTSIKA; FAIRFULL-SMITH, 2019).

Alternativamente, muitos trabalhos descrevem o ciclo de vida de biofilmes como
sendo um ciclo de trés etapas: (i) adesao; (ii) maturagéo e (iii) dispersdo, mas que
em linhas gerais compreende as mesmas fases descritas acima, porém de um modo
mais simplificado, pois unifica as duas fases da adesao e as duas fases da maturacéo.

Do ponto de vista operacional, apesar de muitas vezes os métodos de
monitoramento microbiologico disponiveis ou viaveis serem métodos para detecgao
ou quantificacdo de células planctdnicas, tais métodos buscam na verdade
correlagdes, ainda que indiretas, com as células sésseis dos biofilmes, uma vez que
sdo os biofilmes a condigdo mais relevante, em que de fato os microrganismos
encontram-se de forma representativa e causadora dos problemas decorrentes das
contaminagdes (ECKERT; CARRICK, 2014; FLEMMING; WUERTZ, 2019; WALDOW;
SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Sob a forma de biofilme, os microrganismos atuam em simbiose ou mesmo em

sintrofia, incrementando suas capacidades de obtencdo de nutrientes, suas
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habilidades de sobrevivéncia, e a transferéncia horizontal de genes na comunidade
microbiana. Nos biofilmes ocorre uma estratificacdo de nutrientes e da microbiota, de
modo que microambientes se formam, favorecendo a resiliéncia da comunidade
microbiana a estresses ambientais, tais como ao dessecamento, a oxigenagao e até
mesmo a agao de biocidas. Essa estrutura inerente aos biofilmes torna o controle dos
microrganismos sésseis algo bem mais desafiador do que o controle de
microrganismos plancténicos (ECKERT; CARRICK, 2014; FLEMMING, 2011,
FLEMMING et al., 2016; KARAGULER; KAHRAMAN; TUTER, 2017; MADSEN et al.,
2012; WALDOW, 2018).

Os biofilmes interferem no desempenho e eficacia dos produtos biocidas, tanto
a curto, quanto a longo prazo. A curto prazo, os biocidas apresentam um baixo poder
de penetragcdo nos biofiimes e, portanto, apesar de na maior parte dos casos se
demonstrarem eficazes contra células planctbnicas, sdo pouco efetivos
operacionalmente, uma vez que em condigdes reais, 0S microrganismos se encontram
majoritariamente na forma de biofiimes. Esse baixo poder de penetragdo ocorre
devido a matriz de EPS do biofilme, que funciona como uma barreira de protecgao,
limitando a acdo dos biocidas apenas as camadas mais superficiais do biofilme,
conforme representado esquematicamente na Figura 12 (DE BEER; SRINIVASAN;
STEWART, 1994; GROBE; ZAHLLER; STEWART, 2002; STEWART; GRAB;
DIEMER, 1998; VIGNERON; HEAD; TSESMETZIS, 2018).
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Figura 12. Representagédo esquematica da corrosao influenciada por microrganismos
na superficie interna de um duto, demonstrando o baixo poder de penetracdo de
biocidas, cuja acao se limita as camadas superficiais do biofilme. Modificado a partir
de AMCA (2021).

Ja a longo prazo, diante da diversidade, da resiliéncia e da transferéncia
horizontal de genes favoravel presente no universo dos biofilmes, a acédo dos biocidas
também ¢ influenciada, pois uma aplicacéo de forma inadequada (como por exemplo,
subdosagens, interrupgdes prolongadas ou incompatibilidade com outros produtos
quimicos utilizados) favorece a selegéo de biofilmes microbianos cada vez menos
suscetiveis a agao desses produtos (FRAISE, 2002; RUSSELL, 2003).

Na industria do petréleo, os microrganismos sdo encontrados como biofilmes
tanto no interior dos reservatoérios de petroleo quanto nas instalagdes de subsuperficie
e superficie, podendo ainda se estabelecerem tanto internamente, quanto em
superficies externas de estruturas e equipamentos. Muitos desses sistemas
operacionais sao de dificil acesso ou mesmo de acesso inviavel, tornando a
amostragem de biofilmes algo logisticamente impossivel (ECKERT; SKOVHUS,
2018a).

O monitoramento microbioldgico em sistemas industriais pode ser feito a partir
de trés tipos principais de amostragens:

(i) amostragem de fluidos, que é a mais comum, na qual podem ser coletados

fluidos de sistemas estagnados ou em circulagdo, mas que permite obter
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apenas as células plancténicas, as quais nem sempre representam as células
sésseis dos biofilmes causadores do problema que se pretende diagnosticar;
(i) amostragem de biofilmes, os quais podem ser obtidos pela raspagem de
trechos de superficies, onde os biofilmes se formam (desde que exista acesso
a essas superficies) ou a partir de corpos de prova instalados nos sistemas,
onde os biofilmes se depositam e que podem ser coletados ao longo do tempo;
(iii) amostragem de residuos, os quais podem ser obtidos, como por exemplo, de
fundos de tanques ou regides de acumulo ou bypass de tubulagdes, bem como
de residuos carreados pelo procedimento de passagem de PIGs

(Pipeline Inspection Gauges) no interior dos dutos.

PIGs sdo dispositivos que realizam uma remocgéo fisica e carreiam consigo
fragmentos de incrustagdes depositadas nas paredes internas dos dutos, as quais
incluem fragmentos de biofilmes. Contudo, uma vez que a distribuicdo e a composi¢ao
dos biofilmes ao longo de um sistema n&o sdo homogéneas, essa amostragem n&o
permite um diagnostico localizado da contaminagdo e da corrosdo em trechos
especificos do duto.

Sendo assim, mesmo nesses dois ultimos tipos de amostragem (a de biofilmes
e de residuos), que permitem a obtengdo de células sésseis, ndo significa que o
biofilme coletado naquele ponto de amostragem seja o mais representativo dos
biofilmes distribuidos por todo o sistema, nem que seja representativo dos biofilmes
que de fato estdo causando os efeitos operacionais nocivos sob investigagdo. De
qualquer forma, ainda assim, a amostragem de biofilmes € mais representativa que a
avaliacdo apenas dos microrganismos plancténicos e, por isso, deve ser priorizada
sempre que possivel (LARSEN et al., 2008; WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019;
WRANGHAM; SUMMER, 2013).

Quanto aos corpos de prova, alguns sistemas operacionais contam com
dispositivos instalados especificamente para tal finalidade (nos quais os corpos de
prova sdo comumente chamados de “biocupons”), como por exemplo aqueles
instalados em caixas de inspec¢ao de dutos enterrados (Figura 13). Entretanto, na
auséncia de biocupons, é possivel utilizar os cupons destinados ao monitoramento
das taxas de corrosao por perda de massa, que normalmente estao presentes em
grande parte dos sistemas (DANTAS, 1988; LIMA et al., 2008; SILVA; et al., 2008a;
VINHAS et al., 2008).
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B C
Figura 13. (A) Caixa de inspecao de uma faixa de dutos de escoamento de petrdleo.
(B) Trecho do duto desenterrado atravessando o interior da caixa de inspegao (escada
de acesso ao fundo da imagem). (C) Sistema de monitoramento para gerenciamento
da corrosao interna de dutos, o qual pode conter sonda corrosivimétrica e corpos de
prova para avaliagdo da taxa de corrosdo por perda de massa e quantificacao
microbioldgica de biofilmes (SILVA; et al., 2008a, 2008b).

Em qualquer diagnéstico de contaminagdo microbiana, € extremamente
importante levar em consideracdo as limitagbes em relagdo a amostragem
microbioldgica (em especial de biofilmes) que pode ser executada na pratica. Por sua
vez, tais amostragens e o respectivo diagnostico decorrente delas, deve considerar
dois aspectos principais: (i) a localizagdo, visto que se busca uma extrapolagédo de
um diagnéstico global a partir de amostras pontuais, especialmente em sistemas cuja
extensao e inacessibilidade impossibilitam uma avaliacdo em separado de diferentes
pontos de coleta, tais como em dutos de grandes extensbes e o interior dos
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reservatorios; e, (ii) a escala temporal, visto que em muitos casos € inviavel a
realizacdo de determinado procedimento operacional com frequéncia, tornando o
intervalo entre amostragens de um mesmo ponto muito longo para se obter um
diagnostico detalhado (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

2.5. CONTROLE OPERACIONAL DAS CONTAMINAGOES MICROBIANAS

O controle dos problemas decorrentes de contaminagdes microbianas na
industria do petréleo é realizado a partir de procedimentos operacionais e pela
dosagem de produtos quimicos, tais como os biocidas (CAMPBELL, 2017; KEASLER
et al., 2017; MORRIS; KRAAN, 2017; XU; LI; GU, 2012; XUE; VOORDOUW, 2015),
que atuam diretamente na causa do problema (os microrganismos) e os inibidores de
corrosdo (FINSGAR; JACKSON, 2014; GREGG; RAMACHANDRAN, 2004; LI;
WANG; ZHANG, 2019; RAHUMA, 2014) e sequestrantes de H2S (LEHRER; et al.,
2015; NASR-EL-DIN; KELKAR; SAMUEL, 2007; RANA et al., 2017), que atuam nas
consequéncias decorrentes da contaminagdo microbiana.

Os procedimentos operacionais em geral incluem processos fisicos ou
mecanicos, como por exemplo:

(i) o aumento da velocidade de escoamento, que dificulta a adesdao dos
microrganismos a superficie metalica;

(ii) a troca de inventario, que minimiza o acumulo dos produtos microbianos
corrosivos (como o H2S) em fluidos com alto tempo de residéncia ou
estagnados;

(iii) a separagao agua/dleo no processamento primario e a frequente remocgao do
residual de agua misturada ao 6leo ao longo das unidades de processo (como
em tanques, vasos e pontos de estagnacao de tubulagdes), o que minimiza a
contaminag¢ao microbiana;

(iv) a passagem de instrumentos de monitoramento e limpeza, conhecidos como
PIGs (Figura 14A), que removem os depositos de corrosdo e biofilmes
aderidos as paredes internas de dutos (Figura 14B);

(v) alimpeza interna de tanques por jateamento (Figura 15), que além de remover
os depodsitos e biofiimes das paredes internas, também podem remover
grandes quantidades de borra (residuos de corrosdo misturados com petroleo)

acumuladas no fundo de tanques;
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(vi) a remogao do sulfato da agua do mar injetada em reservatorios, através de

utilizacdo de membranas de dessulfatacao.

Figura14. (A) Um PIG (Pipeline Inspection Gauge) sendo introduzido em um langador
de PIG para inicio da passagem por um duto (NORD STREAM, 2021). (B) Um PIG
sendo retirado de um duto apos sua passagem, trazendo consigo os residuos
removidos das paredes internas do duto (PIPING WORLD, 2019).

B
Figura 15. (A) Equipe entrando em um tanque de armazenamento de petréleo para
realizacdo da limpeza. (B) Limpeza interna de um tanque por jateamento
(CHRYSALIDIS; KYZAS, 2020).

Contudo, na maior parte dos casos estes processos sdo operacionalmente
inviaveis, pois possuem limitacbes técnicas para sua execugao, ou sao dificeis de
serem realizados com uma frequéncia suficiente para garantir um controle adequado
e duradouro das contaminagbes microbianas, além de envolverem custos
significativos de mobilizagao e operagéo.

O processo de dessulfatacio foi desenvolvido para o controle de incrustacdes
quimicas, uma vez que, conforme citado anteriormente, o sulfato presente na agua do

mar injetada em contato com a agua de formagao do reservatério, geralmente rica em
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bario (Ba®*) e estroncio (Sr?*), resulta em incrustagdes de sulfato de bario (BaSOa4) e
sulfato de estréncio (SrSO4) (PEDENAUD; HURTEVENT; BARAKA-LOKMANE,
2012). Contudo, a dessulfatacdo acarreta um beneficio colateral ao reduzir a
disponibilidade de sulfato para as BRS presentes no interior dos reservatorios,
mitigando a ocorréncia da acidulagdo biogénica (DAVIS; MCELHINEY, 2002;
MCELHINEY; DAVIS, 2002; RIZK et al., 1998; VANCE; THRASHER, 2014).

Entretanto, as plataformas de campos maduros (aquelas que em geral
iniciaram sua producao ha mais de 20 anos) ndo possuem a etapa de dessulfatagcao
e plataformas mais recentes, apesar de possuirem URS, enfrentam problemas
frequentes de incrustacdes e biofouling nas membranas, impactando a injetividade e
consequentemente a producgdo. Portanto, em ambos os casos, € preciso conviver e
lidar de outras formas com os problemas do H2S gerado, quer seja constantemente,
quer seja ocasionalmente (BADER, 2007; BALDONI-ANDREY et al., 2015; RIZK et
al., 1998).

Sendo assim, a dosagem de produtos quimicos € um procedimento
amplamente empregado para o controle dos problemas relacionados as
contaminagdes microbianas, sendo os biocidas a unica classe de produtos quimicos

capaz de atuar diretamente na causa do problema: os microrganismos.

2.6. BIOCIDAS NA INDUSTRIA DO PETROLEO

O termo biocida é utilizado de forma genérica para se referir a agentes quimicos
utilizados para matar ou inibir o desenvolvimento de organismos considerados
nocivos. Quando utilizados de maneira direcionada para combater determinados
grupos de organismos, os biocidas podem ser denominados de forma especifica,
como por exemplo, algicidas (algas), esporicidas (esporos), fungicidas (fungos),
herbicidas (plantas), inseticidas (insetos), moluscicidas (moluscos) e, por fim,
microbiocidas ou antimicrobianos (microrganismos) (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA,
2019).

Biocidas direcionados ao combate de bactérias também costumam ser
chamados de bactericidas ou antibacterianos, esses dois termos s&o utilizados de
modo abrangente considerando todos os procariotos, ou seja, incluindo além das
bactérias, também as arqueias. Segundo WALDOW,; SOUSA; OLIVEIRA, 2019, ndo

se encontra uma terminologia especifica para biocidas contra arqueias (tais como
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arqueicida ou antiarqueiano), muito provavelmente devido tanto a escassez de
arqueias causadoras de doengas em humanos e animais (SHIFFMAN;
CHARALAMBOUS, 2012), quanto devido a classificagao tardia das arqueias como um
dominio da vida separado das bactérias (WOESE; FOX, 1977).

Contudo, é importante ressaltar que as arqueias desempenham papel relevante
nos problemas decorrentes de contaminagdes microbianas no ambito da industria do
petréleo. Portanto, os biocidas utilizados nos diferentes sistemas operacionais de
produgdo, escoamento e armazenamento de petroleo sido direcionados
prioritariamente ao combate de bactérias e arqueias, e todas as terminologias
(biocidas, microbiocidas, antimicrobianos, bactericidas ou antibacterianos) costumam
ser utilizados como sinénimos (WALDOW, 2018; WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA,
2019).

Em relacdo a estudos com biocidas, principalmente em estudos que visam
avaliar ou desenvolver produtos para uma aplicagao industrial, alguns conceitos,

distingdes e caracteristicas dos biocidas sao relevantes:

2.6.1. Principio ativo biocida versus produto biocida

Enquanto principio ativo biocida trata do composto quimico que efetivamente
possui a atividade antimicrobiana; produto biocida refere-se a formulagao completa do
produto, o qual pode conter um ou mais principios ativos biocidas em conjunto a outros
compostos, que sdo adicionados para atender a outros requisitos da formulagao, tais
como dar mais estabilidade, potencializar a agao do principio ativo, ou conferir outras
propriedades de interesse. Alguns produtos considerados multifuncionais, também
chamados de produtos “combo”, podem conter compostos adicionais que podem
exercer outras fungdes além da ac&o antimicrobiana, tais como inibidores de corroséo,
surfactantes ou sequestrantes de H2S (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Operacionalmente, quando nos referimos a dosagem do biocida na industria,
estamos nos referindo a dosagem do produto biocida em si e n&o do principio ativo.
Essa consideragdo é muito importante, pois diferentes fabricantes, possuem
diferentes formulagdes, que por sua vez podem apresentar percentuais muito
variaveis de um mesmo principio ativo biocida.

Todos os calculos para a dosagem do biocida precisam considerar o
dimensionamento do local de aplicacdo, bem como dos tanques e bombas dosadoras
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desse biocida. Estes calculos precisam ser feitos com base no volume total do produto
biocida e seriam muito diferentes se fosse considerado apenas o percentual do
principio ativo, ao ponto de que uma eventual substituicdo de fornecedor poderia
tornar inviavel a aplicacdo. Além disso, os calculos e custos de logistica para
transporte e armazenamento de qualquer produto também sao baseados no volume
total do produto e se tornariam imprevisiveis ou mesmo inviaveis, se fossem baseados

no percentual do principio ativo.

2.6.2. Biocidas versus antibioticos

Enquanto os biocidas se caracterizam por possuirem um amplo espectro de
acao, tanto no sentido de atacarem multiplos componentes celulares, quanto de serem
toxicos para uma diversidade mais ampla de organismos; os antibiéticos possuem um
espectro de agao bem mais estreito quanto a estes mesmos aspectos (MCDONNELL,
2017; RUSSELL, 2003).

De modo geral, os mecanismos de agao dos antibidticos costumam ser mais
bem elucidados do que os mecanismos de ag&o dos biocidas; a evolugéo de linhagens
resistentes € mais comum para antibidéticos do que para biocidas; e, os antibidticos
tendem a ser menos toxicos para os seres humanos e para outras espécies nio alvo
do que os biocidas (MANIVANNAN, 2008).

Sendo assim, os biocidas sao geralmente utilizados como desinfetantes (para
aplicacao sobre superficies e objetos), como antissépticos (para aplicagdo sobre um
tecido vivo, como a pele ou mucosas) ou como preservantes (quando incorporados a
alimentos, cosméticos, medicamentos, tintas ou tecidos). Ja os antibiéticos, séo
administrados como medicamentos para o tratamento de infecgdes, em geral, restritos
a medicina e a veterinaria (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Para aplicagbes na industria do petréleo, onde o foco abrange uma diversidade
enorme de microrganismos e que ainda sao pouco conhecidos, produtos biocidas de
amplo espectro, porém estaveis e compativeis as condigbes operacionais e aos
demais produtos utilizados, sdo de grande interesse. Por isso, muitas empresas de
petréleo mantém parcerias constantes com as empresas fabricantes e fornecedoras
de produtos biocidas, visando a avaliacdo, desenvolvimento e validagcdo de novas
formulagdes que atendam condigdes operacionais especificas e muitas vezes

particulares da prépria empresa ou de determinada unidade operacional. Contudo,
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nos ultimos anos, nenhum novo principio ativo antimicrobiano e muito poucos

produtos biocidas novos foram disponibilizados para a industria do petrdleo.

2.6.3. Biocidas versus biostaticos

Um composto biocida provoca a morte de uma populacdo ou comunidade
microbiana, enquanto um composto biostatico inibe ou reduz a atividade metabdlica
das células e, consequentemente, a proliferagdo daquela populagcdo ou comunidade.
Sendo assim, quando o composto biostatico é removido, consumido ou degradado,
as células presentes retomam a atividade metabdlica e voltam a se multiplicar.

Assim como as demais terminologias citadas anteriormente, o termo
bacteriostatico pode ser utilizado para designar compostos com agéo biostatica tanto
sobre bactérias, quanto arqueias e um mesmo composto antimicrobiano pode
apresentar ambas as atividades, biocida e biostatica, a depender da concentragao
dosada, ou seja, pode apresentar uma acgao biocida em altas concentragdes e uma
acgao biostatica em concentragdes menores. A Figura 16 ilustra esquematicamente a
acao biocida em comparacdo a acao biostatica em uma curva de crescimento
microbiano (WALDOW,; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).
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Figura 16. Comparacao do efeito de produtos biocidas e produtos biostaticos. No
tratamento controle, o microrganismo exibe uma proliferagao logaritmica. A aplicagao
de um produto biostatico (ou de um produto biocida em concentragdes muito baixas)
inibe a proliferagdo, mas ndo reduz o numero de células viaveis. A aplicagdo de um
produto biocida reduz o numero de células viaveis (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA,
2019).

2.6.4. Biocidas oxidantes versus biocidas ndo-oxidantes

Os biocidas sdo normalmente classificados em duas categorias, os biocidas
oxidantes e os biocidas ndo-oxidantes em funcédo da propriedade quimica do seu
modo de agao (WIENCEK; CHAPMAN, 1999).

Sao classificados como biocidas oxidantes, aqueles que atuam ocasionando
a oxidacao das moléculas organicas, enquanto os biocidas ndo-oxidantes atuam por
diversos outros mecanismos, tais como a formagdo de ligagdes covalentes com
grupos quimicos nucleofilicos presentes nas biomoléculas, ou a desestabilizagdo da
membrana plasmatica (MANIVANNAN, 2008).

Em geral, ocorre uma relagao inversa entre a velocidade de agao e o tempo
de protegao dos biocidas oxidantes em comparacéo aos biocidas ndo-oxidantes, de
modo que os biocidas oxidantes apresentam velocidade de agao rapida e tempo de

protecao curto, enquanto os biocidas ndo-oxidantes apresentam tais caracteristicas
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de modo inverso. A Tabela 5 apresenta as principais diferencas quanto a
caracteristicas de acao de biocidas oxidantes em comparagdo a biocidas nao-
oxidantes (WALDOW,; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Tabela 5. Principais diferencgas entre biocidas oxidantes e ndo-oxidantes (WALDOW;
SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

L Biocidas Biocidas
Caracteristica . " .
oxidantes nao-oxidantes

Velocidade de acao Rapida Lenta
Meia-Vida (persisténcia no ambiente) Curta Longa
Corrosividade Maior Menor
Tempo de contato para desinfeccao Menor Maior
Eficiéncia contra biofilmes Menor Maior

A Figura 17 apresenta os principais biocidas utilizados na industria e a sua
posicao relativa em um gradiente quanto a sua velocidade de acédo e tempo de
protecao (DOW MICROBIAL CONTROL, 2013), representando a relagao inversa que
ocorre entre os biocidas oxidantes e ndo-oxidantes. Os biocidas oxidantes estao
representados em letras vermelhas e os biocidas ndo-oxidantes (cujos subgrupos
serao apresentados adiante) estdo representados por letras roxas (biocidas liticos),
rosas (biocidas eletrofilicos) e azuis (biocidas preservantes) (WALDOW; SOUSA,;
OLIVEIRA, 2019).
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Figura 17. Principais biocidas utilizados na industria e sua posigao relativa em um
gradiente quanto a sua velocidade de acédo e tempo de protegcdo. Os biocidas
oxidantes estéo representados em letras vermelhas e os biocidas nao-oxidantes estao
representados por letras roxas (biocidas liticos), rosas (biocidas eletrofilicos) e azuis
(biocidas preservantes). HCIO (acido hipocloroso); ClO2 (didxido de cloro); Os
(Ozbnio); PAA (acido peracético); PFA (acido perférmico); DBNPA (2,2-dibromo-3-
nitrilo-propionamida); Acroleina (2-propenal); Quats (aminas quaternarias); TTPC
(cloreto de tributiltetradecilfosfénio); Glut (glutaraldeido); THPS (sulfato de
tetrakis(hidroximetil)fosfénio); MBT (metileno-bis(tiocianato)); Bronopol (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol); THNM (tris(hidroximetil)nitrometano); CMIT/MIT (5-cloro-2-
metil-4-isotiazolin-3-ona); CTAC (cloreto de 1-(cis-3-cloroalil)-3,5,7-triaza-1-azbnia-
adamantano); DMO (4,4-dimetil-oxazolidina); Dazomet (3,5-dimetiltetrahidro-1,3,5-
tiadiazinona-2-tiona); MBO (3,3'-metilenobis(5-metiloxazolidina)). Modificado de DOW
MICROBIAL CONTROL (2013) e WALDOW; SOUSA e OLIVEIRA (2019).

A seguir, sdo apresentadas as principais caracteristicas, os subgrupos e os
compostos biocidas oxidantes e nao-oxidantes utilizados pela industria do petrodleo,
bem como os processos e sistemas operacionais mais relevantes nos quais eles séo

aplicados.



74

2.6.5. Biocidas oxidantes

Os biocidas oxidantes, também denominados de eletréfilos extremos (retiram
elétrons das moléculas orgénicas), sdo compostos quimicos altamente reativos
(WIENCEK; CHAPMAN, 1999) e podem ser divididos em dois subgrupos: (i) os
compostos halogenados, que atacam moléculas organicas por meio da
halogenacao e contém cloro (Cl), bromo (Br) ou iodo (l); e (ii) os compostos
oxigenados, que atacam moléculas organicas tanto pela oxidagao direta quanto pela
oxidagao indireta relacionada a geracdo de radicais livres, como o oz6nio (O3s), o
peroxido de hidrogénio (H202), o &cido peracético (CH3-COO-OH), o acido perférmico
(HCOsH) e o diéxido de cloro (ClO2) (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Os biocidas oxidantes sao considerados extremamente eficientes, pois, devido
a sua inespecificidade e elevada reatividade, sao capazes de oxidar uma quantidade
muito grande de matéria organica (incluindo as células microbianas) em tempos de
contato muito curtos (minutos a horas) (DOW MICROBIAL CONTROL, 2013).
Contudo, € exatamente essa caracteristica, um dos motivos que restringe sua
aplicagao na industria do petroleo.

Em aguas e efluentes com altas concentragbes de teor de carbono organico
total (TOC - total organic carbon), o biocida oxidante € consumido rapidamente por
essa matéria organica e, portanto, tera agao limitada no controle das contaminagdes
microbianas especificas e associadas aos problemas de biocorrosdo. Isso porque,
conforme explicado anteriormente, a contaminagdo relevante nesses cenarios é
aquela que se encontra na forma de biofilmes, nos quais, o biocida oxidante ira reagir
em primeira instadncia com as moléculas organicas das camadas superficiais dos
biofilmes, n&o conseguindo penetrar nas camadas mais profundas dos mesmos (DE
BEER; SRINIVASAN; STEWART, 1994; GROBE; ZAHLLER; STEWART, 2002;
STEWART; GRAB; DIEMER, 1998; VIGNERON; HEAD; TSESMETZIS, 2018).

Além disso, em sistemas de tratamento de agua de produgédo ou dutos e
tanques com petroleo, ndo é adequada a utilizagado de biocidas oxidantes, uma vez
que eles reagem como os hidrocarbonetos do petréleo, degradando-o, além de serem
altamente corrosivos para as superficies metalicas (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA,
2019). Os biocidas oxidantes, também podem inativar outros produtos quimicos

utilizados nos processos de produgéo do petréleo podendo gerar grandes quantidades
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de subprodutos indesejaveis (tais como os organoclorados) de potencial impacto a
saude e ao meio ambiente (BADAMSHIN et al., 2021).

Conforme citado anteriormente, devido a alta reatividade, os biocidas oxidantes
apresentam uma meia-vida curta, ou seja, persistem por pouco tempo no ambiente
(DOW MICROBIAL CONTROL, 2013). Essa caracteristica, pode ser considerada uma
vantagem sob o ponto de vista ambiental, por nao se tornarem potenciais poluentes,
contudo, pode ser considerada uma desvantagem pois sdo biocidas que agem
pontualmente, ndo alcancando pontos distantes do local de aplicagdo e nem
prevenindo o reaparecimento das contaminag¢des a longo prazo (WALDOW; SOUSA,;
OLIVEIRA, 2019).

Nesse contexto, segundo MORRIS e KRAAN (2017), conclui-se que os
biocidas oxidantes sao efetivos quando utilizados para o pré-tratamento de aguas,
porém, para a industria do petréleo sdo pouco efetivos para o controle de souring em
reservatorios, onde para tal fim, devem ser combinados com biocidas ndo-oxidantes
que tenham maior potencial em persistir no sistema e atingir regides mais distantes.
Sendo assim, na industria do petroleo, os biocidas oxidantes s&o utilizados
eficientemente apenas nos sistemas de tratamento de agua de processo, quer seja a
agua do mar para plataformas maritimas, quer seja a agua salobra em unidades de

producao onshore ou a agua doce de abastecimento de refinarias.

2.6.6. Biocidas ndo-oxidantes

Os biocidas nao-oxidantes sao menos reativos, por isso tendem a permanecer
por mais tempo no sistema apds sua dosagem. Os mais utilizados na industria do
petréleo podem ser divididos em trés subgrupos: (i) os biocidas liticos, (ii) os
biocidas eletrofilicos; e (iii) os biocidas preservantes (KEASLER et al., 2017,
WIENCEK; CHAPMAN, 1999).

Os biocidas liticos sdo moléculas surfactantes (possuem uma porgao
polar/hidrofilica e outra apolar/lipofilica), portanto, atuam na membrana celular dos
microrganismos de modo a desestabilizar a bicamada fosfolipidica, podendo levar a
morte devido ao descontrole osmoético (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).
Contudo, alguns trabalhos também ja identificaram alvos intracelulares dos biocidas
liticos, sendo assim, eles podem atuar também por outros mecanismos de acao
(WESSELS; INGMER, 2013).
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Na industria do petroleo, os biocidas liticos mais utilizados sdo compostos de
amonio quatemario ou compostos de fosfonio quatemario. Eles sdo normalmente
conhecidos como aminas quatemarias, QACs (quaternary ammonium compounds)
ou simplesmente Quats (KAHRILAS et al., 2015; KRAMER; O'BRIEN; STRBA, 2008).

Os Quats sao considerados biocidas baratos, sendo geralmente aplicados em
baixas concentragdes e de modo continuo, em conjunto a um biocida eletrofilico, que
€ aplicado em bateladas e em concentragbes mais altas (o0 mais comum ¢é a aplicagéo
em conjunto com o THPS ou o glutaraldeido, os quais serdo apresentados a frente).
O objetivo dessa aplicagdo conjunta € manter um equilibrio entre biocidas de agao
mais rapida e biocidas mais persistentes a fim de se obter um controle mais
consistente dos niveis de contaminagédo (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Em geral, essa aplicag&o conjunta € o tratamento adotado em sistemas de agua
de injecdo em reservatérios de petréleo e o Quat mais utilizado é o cloreto de
alquildimetilbenilaménio ou ADBAC (alkyldimethylbenzylammonium chloride), que é
mais conhecido como BAC (benzalkonium chloride — cloreto de benzalcénio) e
consiste num conjunto de compostos de amdnio quaternario com um grupo benzeno,
dois grupos metila e um grupo alquila com cadeia de tamanho variavel (Figura 18)
(WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Figura 18. Estrutura molecular do biocida BAC - benzalkonium chloride — cloreto de
benzalcénio (PUBCHEM, 2021a).

Os Quats s&o considerados eficientes e também formam filmes sobre
superficies suscetiveis, podendo funcionar como inibidores de corrosao (ASKARI et
al., 2021; WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). Contudo, existem alguns problemas
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relacionados ao seu uso, como a formagao de espuma e a geragao de emulsdes, que
podem impactar os processos de desaeragao e a separagao agua/éleo (KAHRILAS et
al., 2015; MCILWAINE, 2004). Além disso, eles podem precipitar em aguas com altos
teores de calcio (Ca?*), prejudicando a sua agao biocida. E, por terem carga positiva,
sdo incompativeis com alguns produtos quimicos que possuem carga negativa, como
alguns inibidores de incrustagao e de corrosdao (KELLAND, 2014).

Sendo assim, os Quats ndo sao utilizados como biocidas para o controle de
contaminacgdes do sistema de processamento primario do petroleo, pois adsorvem as
interfaces agua/dleo e as superficies solido/agua, reduzindo a quantidade do principio
ativo disponivel para interagir com os microrganismos (KAHRILAS et al., 2015;
KELLAND, 2014). Muitas plataformas também ja nao utilizam mais os Quats no
tratamento da agua de injecédo, tanto devido as questdes de incompatibilidade, quanto
por limitagdes operacionais e questdes de custos relacionadas a dosagem de mais de
um produto biocida no mesmo sistema.

Os biocidas eletrofilicos atuam por meio da formagéao de ligagdes covalentes
com grupos funcionais nucleofilicos das biomoléculas (MCDONNELL, 2017;
WIENCEK; CHAPMAN, 1999). Na industria de petrdleo, os biocidas eletrofilicos mais
utilizados sao: compostos de fosfénio quaternario (THPS), aldeidos (glutaraldeido,
formaldeido e acroleina), compostos organicos contendo enxofre e nitrogénio
(MBT e isotiazolonas) e compostos organicos bromados (DBNPA e Bronopol)
(WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

No Brasil, os principais biocidas eletrofilicos utilizados na industria do petroleo
sdo: (i) o THPS, que é o biocida amplamente utilizado, sobretudo em unidades
offshore e na maior parte dos processos, como o tratamento da agua de injegéo, o
tratamento da agua produzida, o tratamento de fluidos em tanques e dutos e o
tratamento de fluidos hidrostaticos e de hibernacao; (ii) o DBNPA, que junto com as
isotiazolonas, sdo os unicos biocidas certificados quanto a sua compatibilidade com
membranas de dessulfatagdo e de osmose reversa (BERTHEAS et al.,, 2009;
KEASLER et al., 2017); e, (iii) o glutaraldeido, que é utilizado na formulagcédo de
fluidos de perfuragdo e completacédo e eventualmente no tratamento da agua de
injecao e de produgao em unidades onshore.

O THPS (tetrakis hydroxymethyl phosphonium sulfate - sulfato de tetrakis
hidroximetil fosfénio) (Figura 19) € um biocida de amplo espectro especialmente
eficaz contra as BRS (CRADDOCK, 2018; DOWNWARD; TALBOT; HAACK, 1997;
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JONES et al., 2012, 2008; MCILWAINE, 2004). Desenvolvido na década de 1980, ele
foi utilizado pela primeira vez em plataformas do Mar do Norte. Ele € o0 segundo biocida
nao-oxidante mais utilizado pela industria de petréleo, atras apenas do glutaraldeido
(JONES et al., 2008). Contudo, no Brasil, ele é o biocida mais utilizado desde o final
da década de 1990, quando a utilizagcdo do glutaraldeido foi restringida em

plataformas offshore por questdes de saude ocupacional e motivacdo ambiental.

Figura 19. Estrutura molecular do biocida THPS - Sulfato de Tetrakis Hidroximetil
Fosfonio (PUBCHEM, 2021b).

No THPS, o composto de fato responsavel pela acdo antimicrobiana é o THP
(tris hydroxymethyl phosphine - tris hidroximetil fosfina). A agao biocida do THP ocorre
principalmente pela reagdo com pontes dissulfeto (-S-S-) de proteinas e outras
biomoléculas (WALDOW,; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). Além disso, o THPS possui uma
vantagem adicional para os sistemas suscetiveis a corrosao, pois ele também atua
como um quelante de ferro (Fe?*), dissolvendo os depodsitos de FeS ja existentes e
minimizando a formag&o de novos depdsitos (JONES et al., 2006).

A dissociacao do THPS ocorre conforme a reagao representada na Figura 20
(WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). Em contato com os ions hidroxido (OH") da
agua, forma o THP, liberando sulfato (S04%) e formaldeido (H2CO), que é o composto

que atua na dissolugdo dos depdsitos de FeS.
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Figura 20. Representagcdo molecular da reacdo de dissociagdo do biocida THPS
(sulfato de tetrakis hidroximetil fosfonio) em solugédo aquosa, gerando o composto THP
(tris hidroximetil fosfina), o qual apresenta a atividade antimicrobiana (WALDOW;
SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

O THP é degradado por oxidagdo ou hidrdlise abidtica gerando THPO (tris
hydroxymethyl phosphine oxide - 6xido de tetrakis hidroximetil fosfina), conforme
representado na Figura 21 (SHARMA et al., 2018). O THPO por sua vez, ndo possui
acao antimicrobiana e por esse motivo o biocida THPS nao deve ser dosado em
sistemas aerados. Por outro lado, ele tende a apresentar uma menor ecotoxicidade,
além de ser suscetivel a fotodegradagdo e biodegradacédo, sendo considerado,

portanto, um biocida ambientalmente mais seguro (ZHAO et al., 2008).
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Figura 21. Representagcdo molecular das rea¢des de oxidacgao e hidrélise (Sharma et
al., 2018) de conversdo do THP (tris hidroximetil fosfina) a THPO (6xido de tetrakis
hidroximetil fosfonio) (WALDOW,; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

O THPS possui uma série de vantagens do ponto de vista de sua aplicagao na
industria do petréleo, mas também apresenta desvantagens. Como principais
vantagens podemos citar: (i) alta solubilidade em agua, (ii) insolubilidade em dleo, (iii)
estabilidade térmica até 160°C e (iv) ndo é tensoativo, ou seja, ndo forma espuma,
nao adsorve as rochas dos reservatérios e nao interfere nos processos de desaeracao
ou separagao agua/éleo (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Ja como principais desvantagens o THPS apresenta: (i) incompatibilidade com
sequestrantes de O2 a base de bissulfito (HSO3"), inclusive gerando Oz na reag&o com
esses sequestrantes, (ii) limitado poder de penetracao nos biofilmes e (iii) liberagao
de sulfato (SO4?) na sua dissociagéo, o qual pode reagir com célcio (Ca?*) e bario
(Ba?*) formando precipitados de sulfato de calcio (CaSQa) e sulfato de bario (BaSOa),
podendo gerar incrustagdes e tamponamentos.

Além dos potenciais problemas associados a incrustagoes, o sulfato liberado
na dissociagao do THPS, pode ser utilizado pelas BRS, estimulando seu crescimento
e aumentando a geragao biogénica de H2S e a CIM. A contribuicdo do THPS para a
concentragao disponivel de sulfato é considerada desprezivel em agua do mar onde

a concentragao de sulfato é de aproximadamente 2.700 mg/L (28 mM), mas torna-se
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consideravel em reservatérios de petréleo e respectivos sistemas de produgao que
possuem baixas concentragdes de sulfato (abaixo de 1 mM), onde, um tratamento
frequente com uma dosagem de 200 ppm de THPS, contribui com cerca de 0,5 mM
de sulfato (SHARMA et al., 2018).

O DBNPA (2,2-dibromo-3-nitrilopropionamide - 2,2-dibromo-3-itrilo-
propionamida) € um composto organico bromado (Figura 22) de acao rapida (com
velocidade de agdo proxima a dos biocidas oxidantes) e razoavelmente efetivo em
baixas concentragdes (KEASLER et al., 2017; MCILWAINE, 2004; PAULUS, 2004).

Figura 22. Estrutura molecular do biocida DBNPA - 2, 2-dibromo-3-nitrilopropionamide
- 2,2-dibromo-3-nitrilo-propionamida (PUBCHEM, 2021c).

O modo de acao do DBNPA consiste na reagao do bromo com grupos sulfidrila
(-SH) das biomoléculas. Ele também pode reagir com as aminas primarias (-NH2).
Contudo, na faixa de pH em que normalmente € aplicado, as aminas se encontram
protonadas (-NH%*), condigdo na qual essa reagdo nao é favorecida. A faixa de pH
6tima de aplicacdo do DBNPA é entre 4,0 e 8,0, pois em pH alcalino ele é rapidamente
hidrolisado (MCILWAINE, 2004).

Quanto a persisténcia no ambiente, o DBNPA apresenta uma meia-vida bem
curta e se degrada em aménio (NH**), ions brometo (Br-) e didxido de carbono (COz)
(BALLANTYNE; JORDAN, 2004; KAHRILAS et al., 2015), caracteristica que confere
a ele bons resultados quanto ao grau de ecotoxicidade. Contudo, para contornar sua
baixa solubilidade em agua, solventes costumam ser adicionados nas formulagdes
(KELLAND, 2014; NALEPA; WILLIAMS, 2010).
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De modo abrangente, o DBNPA pode ser utilizado para o tratamento de aguas
de resfriamento, fluidos de perfuragdo, agua de injecdo e agua para testes
hidrostaticos (MCILWAINE, 2004; MORRIS; KRAAN, 2017). Mas, sua aplicagao
principal € nas membranas de dessulfatacdo e de osmose reversa, devido a
compatibilidade certificada pelos fornecedores de membranas, conforme ja citado
anteriormente (BERTHEAS et al., 2009; KEASLER et al., 2017).

Quanto a compatibilidade com outros compostos quimicos, apesar de ser
compativel com biocidas oxidantes, o DBNPA é incompativel com altos teores de H2S
e com sequestrantes de O2 a base de bissulfito (HSO3*") (WALDOW,; SOUSA;
OLIVEIRA, 2019), o que pode ser um transtorno em unidades de dessulfatagdo que
possuem o processo de desaeracio antes do sistema de membranas. Assim, tanto o
residual de bissulfito quanto o H2S eventualmente gerado pelas contaminagdes
microbianas nas membranas podem se tornar grandes problemas e reduzir
significativamente a vida util das membranas.

O glutaraldeido € um dialdeido saturado 1,5-pentanodial (1,5-pentanedial),
conhecido popularmente por GA (glutaraldehyde) ou simplesmente Glut (Figura 23).
Ele é o biocida ndao-oxidante tradicionalmente mais utilizado pela industria de petroleo
em todo o mundo, sendo geralmente aplicado em choque em conjunto com algum
biocida litico aplicado de modo continuo (KEASLER et al., 2017; KELLAND, 2014,
MCGINLEY et al., 2009).

Figura 23. Estrutura molecular do biocida glutaraldeido, GA - glutaraldehyde ou Glut
(PUBCHEM, 2021d).

O Glut tornou-se o biocida mais disseminado na industria do petroleo devido a
varias de suas caracteristicas consideradas vantajosas, como: (i) acao rapida; (ii) alta
solubilidade em agua; (iii) alta tolerancia a salinidade; (iv) tolerancia ao H2S, (v) nédo
formacgao de espuma; (vi) baixa corrosividade; (vii) bom perfil ecotoxicoldgico; e, (viii)

alta compatibilidade com a cloracdo e com varios outros produtos quimicos



83

(WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). Sendo assim, ele é amplamente utilizado no
tratamento de agua produzida, agua de processo, fluidos de perfuragao, completagao
e injegdo (MORRIS; KRAAN, 2017).

Seu principio de agéo se da pela reagao de seus grupos aldeido com os grupos
nucleofilicos das biomoléculas, sobretudo com as aminas primarias (-NHz2). Por
apresentar dois grupos aldeido, o Glut impede que biomoléculas adotem sua
conformagéo funcional, pois consegue catalisar uma reag&o cruzada entre dois grupos
funcionais nucleofilicos de uma mesma biomolécula ou entre duas biomoléculas
diferentes (Figura 24) (KAWAHARA et al., 1997).

%NHZ 07 "0 HZN%
Gluteraldeido

Figura 24. Estrutura molecular do glutaraldeido e um exemplo de reacgéo de ligagao
cruzada (KAWAHARA et al., 1997) onde cada uma das duas biomoléculas possui um
grupo amina primaria que € atacado por um dos grupos aldeido do glutaraldeido
(WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

Quanto as suas desvantagens, o Glut perde eficiéncia em temperaturas muito
elevadas e em fluidos com altos teores de aminas, aménio e sequestrantes de Oz a
base de bissulfito (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). Além disso é mais estavel
em valores de pH acido, porém sua velocidade de acdo € maior em valores de pH
basico, de modo que a faixa de pH entre 6,5 e 9,0 € na qual se obtém o melhor
equilibrio entre a estabilidade do residual e a eficiéncia biocida (MIGNEAULT et al.,
2004).

Poucos estudos existem quanto a biodegradagcdo do Glut no meio ambiente.
Alguns estudos realizados em sistema de agua fluvial indicaram as rotas principais de
degradagao do Glut (LEUNG, 2001a, 2001b; MCGINLEY et al., 2009). Em condi¢des
oxicas, o Glut primeiramente é convertido a acido glutarico e depois completamente
oxidado a dioxido de carbono, enquanto em condi¢gdes andxicas, o Glut é

primeiramente convertido a 5-hidropentanal e depois a 1,5-pentanodiol (Figura 25).
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Todos esses produtos da degradacdo do Glut sdo considerados de baixa
ecotoxicidade e, portanto, ambientalmente menos agressivos (WALDOW; SOUSA;
OLIVEIRA, 2019).

OH OH
07 Ny — OWO — 0 o
Gluteraldeido Acido Diéxido de
glutarico carbono

0F N N0 = 0T ST OH ™ HOT T S N OH

Gluteraldeido 5-hidroxipentanal 1,5-pentanodiol

Figura 25. Rotas de degradacgao sob condigbes éxicas e andxicas do glutaraldeido no
meio ambiente (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).

No contexto especificamente deste estudo, serdo utilizados como referéncia e
comparacgao dois biocidas a base de THPS: (i) o THPS na concentragéo de 75 % de
principio ativo, que sera denominado daqui em diante apenas de biocida padrao
(THPS 75 %); e, (ii) um biocida desenvolvido especificamente para o cenario de
tanques de plataformas, o qual sera denominado daqui em diante apenas de biocida
para tanques (THPS 40%).

O THPS 75 % é o biocida comercial padrao, considerado uma commodity,
utilizado na maior parte dos cenarios operacionais que aplicam biocidas a base de
THPS. Além disso, € o biocida de referéncia de comparacgao utilizado na maior parte
dos estudos e ensaios laboratoriais para avaliagcdo tanto de produtos biocidas
comerciais, quanto de produtos em desenvolvimento de diferentes naturezas, com
propriedades antimicrobianas e potencial de aplicagéo na industria do petréleo (como
por exemplo, extratos vegetais, moléculas de sintese de quimica verde,
biossurfactantes, nanoparticulas metalicas, etc).

Ja o biocida para tanques € um biocida comercial de diferentes fornecedores,
cujas formulagdes foram desenvolvidas sob demanda especificamente para tanques
de plataformas de petroleo. Em geral, eles apresentam um maior pH em comparagéo
ao THPS 75 %, sendo, portanto, menos corrosivos podendo conter de 40 a 70 % de
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THPS como principio ativo principal, além de biodispersantes, cuja fungdo segundo
os fabricantes seria melhorar o efeito sobre os biofilmes e/ou outros ativos como
inibidores de corrosao ou sequestrantes de HzS.

Os biocidas especificos para tanques de plataformas de petroleo foram
disponibilizados ha menos de dez anos e foram qualificados sobretudo devido ao seu
desempenho em relagdo a corrosividade, ou seja, em agua de producéo, eles séo
menos corrosivos que o THPS 75 %. Contudo, quanto ao seu desempenho em relacéo
a eficiéncia biocida, de modo geral eles sdo equivalentes ao THPS 75 %.

Sendo assim, a necessidade de desenvolvimento de produtos antimicrobianos
mais adequados ao cenario de controle de contaminagdes microbianas associadas a
geracgao de H2S em tanques de plataformas, continua sendo um desafio e uma grande
oportunidade. Portanto, a busca por tecnologias alternativas e inovadoras € bastante
relevante e, nesse contexto, algumas iniciativas biotecnolégicas merecem

investigacbes mais detalhadas, dentre elas, a tecnologia de bacteriéfagos.

2.7. A TECNOLOGIA DE BACTERIOFAGOS APLICADA A INDUSTRIA DO
PETROLEO

Assim como o0s microrganismos constituem a forma de vida celular mais
abundante e onipresente na biosfera, os respectivos virus que os infectam também
estdo presentes em abundancia em todos os ambientes habitados pelos
microrganismos (FENCHEL, 2011; NEE, 2004, 2005; WHITMAN; COLEMAN; WIEBE,
1998). Sendo assim, tal como os microrganismos estao presentes nos mais variados
tipos de contaminagdes de sistemas operacionais ao longo da cadeia produtiva do
petroleo, os virus que os infectam também estdo (PANNEKENS et al., 2019).

Comumente chamados de fagos, os bacteriéfagos sao os virus que infectam
exclusivamente microrganismos procariotos, ou seja, ndo sdo capazes de infectar
células eucaridticas, como as células humanas, animais ou vegetais. Os fagos séo
considerados os organismos mais abundantes do planeta. Estima-se que o numero
de particulas virais na biosfera seja de aproximadamente 103! (KEEN, 2012). Os fagos
sao encontrados naturalmente e em equilibrio em qualquer ambiente onde se
desenvolvem seus microrganismos hospedeiros (HAMBLY; SUTTLE, 2005;
HOLMFELDT et al., 2007).
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Embora inicialmente o termo fago tenha sido também utilizado para denominar
os virus que infectam microrganismos do dominio Archaea e inumeras denominagoes
ja tenham sido utilizadas (archaebacterial phage, halophage, archaebacterial virus,
archaebacteriophage, archaeal phage, archaephage, archaebacterial bacteriophage,
archaeal virus, archaea virus, archaevirus e archaeavirus), existe uma tendéncia de
transicdo do termo “fago” para o termo “virus” e consolidagcdo da denominagao
arqueovirus (archeoviruses ou archaeal viruses) quando se tratam de virus de
arqueias (ABEDON; MURRAY, 2013).

Contudo, apesar de se saber atualmente, que diversos tipos de virus podem
infectar arqueias e que a diversidade morfolégica de virus de arqueias € maior que a
de fagos, existem virus identificados em familias de fagos (Myoviridae e Siphoviridae)
que também infectam arqueias (PIETILA et al., 2014; PINA et al.,, 2011). Nesse
contexto, ndo seria tdo improvavel que fagos isolados em bactérias cultivaveis possam
ter acdo também em arqueias.

Muitos fagos apresentam alta especificidade ao seu hospedeiro, ou seja, um
determinado tipo de fago s6 € capaz de infectar uma determinada espécie microbiana
ou até mesmo uma determinada linhagem microbiana, os quais sdo normalmente
denominados de fagos especificos ou monovalente; enquanto outros possuem um
amplo espectro de hospedeiros, sendo capazes de infectar diversas espécies
microbianas, até mesmo de géneros e familias distintas, os quais s&o eventualmente
chamados de fagos nao-especificos, promiscuos ou polivalentes (ANDREWS;
FIELDS, 2021; CAZARES et al., 2021; HYMAN, 2019; HYMAN; ABEDON, 2010;
KELLY etal., 2011; KUTTER, 2009; MIRZAEI; NILSSON, 2015)

A estrutura basica de um fago esta representada na Figura 26 e compreende:
(i) o capsideo, um arranjo complexo de proteinas estruturais que protege o genoma
viral; e, (ii) a cauda, que contém fibras proteicas, onde se localizam as proteinas de
reconhecimento dos receptores da célula hospedeira e uma bainha contratil, que
atua no processo de inje¢cdo do genoma viral na célula (DION; OECHSLIN; MOINEAU,
2020).
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Figura 26. Estrutura basica de um bacterioéfago, indicando (1) o capsideo, um arranjo
complexo de proteinas estruturais que protege o genoma viral; e, (2) a cauda, que
contém fibras proteicas, onde se localizam as proteinas de reconhecimento dos
receptores da célula hospedeira, e uma bainha contratil, que atua no processo de
injecdo do genoma viral na célula. Modificado de BIOPORTEFOLIO (2015).

O ciclo litico € o ciclo de vida basico dos fagos, ele representa o seu principio
de acéo principal e esta ilustrado esquematicamente na Figura 27. Em resumo, o ciclo
litico consiste nas seguintes etapas:

(i) adesao da particula viral a superficie da célula microbiana por reconhecimento
de proteinas receptoras;

(ii) penetragao da parede celular microbiana e inje¢do do genoma viral no interior
da célula;

(iii) sintese de proteinas virais e replicagdo do genoma viral utilizando a
maquinaria metabdlica da célula;

(iv) montagem de novas particulas virais;

(v) lise da célula com liberagdao das novas particulas virais para o meio, as quais
podem entdo infectar novas células hospedeiras reiniciando o ciclo.
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Figura 27. Ciclo litico de um bacteriéfago, indicando as etapas de: (1) adesdo da
particula viral a superficie da célula microbiana; (2) penetragao da parede microbiana
e injegao do genoma viral; (3) sintese de proteinas virais e replicagdo do genoma
viral; (4) montagem de novas particulas virais; e, (5) lise da célula com liberagao das
novas particulas virais para o meio, reiniciando o ciclo. Modificado de KIM (2015).

A tecnologia de bacteriéfagos consiste na utilizagdo de fagos para o controle
de contaminagdes microbianas nocivas e/ou indesejaveis. Apesar de ser um campo
de pesquisa com mais de 100 anos, tendo sido descritos de forma independente por
Frederick Twort em 1915 e Felix d’'Herelle em 1917 (ABEDON et al., 2017; SALMOND;
FINERAN, 2015), observa-se que o interesse pela sua utilizagdo tem crescido
significativamente nos ultimos anos, sobretudo visando a aplicagdo para o combate
de bactérias patogénicas multirresistentes a antibidticos (BURROWES et al., 2011;
SULAKVELIDZE; ALAVIDZE; MORRIS, 2001)
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O potencial de utilizagdo dos fagos € amplo, abrangendo diferentes areas e

setores industriais, de modo que estudos bem atuais s&o encontrados para uma ampla

diversidade de aplicacoes, tais como:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)
(x)

saude humana (AZEREDO; SILLANKORVA, 2018; FEBVRE et al., 2019);
odontologia (BEN-ZAKEN et al., 2021; QADIR; MOBEEN; MASOOQD, 2018);
agricultura (BALOGH et al., 2010; DY; RIGANO; FINERAN, 2018; IRIARTE et
al., 2007; RAVENSDALE, 2004; VONASEK et al., 2018; WANG et al., 2019);
pecuaria (ANGELOPOULOU et al., 2019; DEC; WERNICKI; URBAN-CHMIEL,
2020; DIAS et al., 2013; NGASSAM-TCHAMBA et al., 2020);

avicultura (FIRLIEYANTI; CONNERTON; CONNERTON, 2016; USHANOV et
al., 2020);

aquicultura (DUARTE et al., 2018; DY; RIGANO; FINERAN, 2018; KALATZIS
et al., 2016; LAANTO et al., 2015; MATEUS et al., 2014);

apicultura (JONCZYK-MATYSIAK et al., 2020; YOST; TSOURKAS; AMY,
2016);

industria de alimentos (EL-SHIBINY; EL-SAHHAR; ADEL, 2017; GANEGAMA
ARACHCHI et al., 2013; GOODRIDGE; BISHA, 2011; GUTIERREZ et al., 2016;
TOMAT et al., 2013);

industria de cosméticos (ABO-ELMAATY; EL DOUGDOUG; HAZAA, 2016);
saneamento, tratamento de aguas e reuso de efluentes, para controle de
biofouling em Reatores Biolégicos a Membranas (MBR - Membrane Bioreactor)
(BHATTACHARJEE et al., 2015), em membranas de osmose reversa (BELGINI
et al.,, 2014; DIAS, 2014) e de ultrafiltracdo (GOLDMAN; STAROSVETSKY;
ARMON, 2009).

No contexto da industria do petrdleo, o desenvolvimento e aplicacdo da

tecnologia de bacteri6fagos € mais recente, contudo, existem varios estudos

relacionados ao tema, bem como algumas patentes ja depositadas, cujo principal foco
€, sobretudo, o controle das BRS (EYDAL et al., 2009; JOHNSON et al., 2017;
SUMMER et al., 2011).

A utilizagcdo dos fagos como estratégia de controle de contaminagdes

microbianas na industria do petroleo pode conferir varias vantagens: (i) podem reduzir

significativamente as concentragbes e a frequéncia de dosagem em relagdo aos
produtos biocida (BORIE; ROBESON; GALARCE, 2014; LOC-CARRILLO; ABEDON,
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2011); (ii) possuem enzimas capazes de atacar diretamente a matriz dos biofilmes
(KNECHT; VELJKOVIC; FIESELER, 2020); (iii) exercerem menor pressao seletiva
que os agentes antimicrobianos, minimizando o surgimento de bactérias resistentes,
além de evoluirem naturalmente no ambiente podendo ampliar seu espectro de
hospedeiros (ELBREKI et al., 2014; KUTTER, 2009; LOC-CARRILLO; ABEDON,
2011); e (iv) podem ser considerados uma tecnologia de menor impacto ocupacional,
operacional e ambiental (DEC; WERNICKI; URBAN-CHMIEL, 2020; KUTTER et al.,
2010; LOC-CARRILLO; ABEDON, 2011; WRIGHT et al., 2009).

Devido ao ciclo litico, no qual os fagos infectam as células microbianas,
replicam seu genoma, montam novas particulas virais infectivas e causam a lise da
célula liberando novas particulas que irdao infectar novas células, o préprio ciclo de
multiplicagdo dos fagos é também uma de suas principais vantagens, pois apos uma
primeira aplicacao, eles irdo se manter no ambiente enquanto houver células
hospedeiras presentes, reduzindo significativamente as concentragdes e a frequéncia
de dosagem em relagdo aos produtos biocidas, ou até mesmo tornando
desnecessarias novas aplicagdes em curto ou médio prazo (DRULIS-KAWA et al.,
2013; GOODRIGE; ABERDON, 2003; LOC-CARRILLO; ABEDON, 2011;
SUTHERLAND et al., 2004).

Muitos fagos possuem enzimas do tipo depolimerases (KNECHT; VELJKOVIC;
FIESELER, 2020), as quais agem diretamente sobre as EPS da matriz dos biofilmes,
podendo levar a ruptura e completa desestruturagdo de biofilmes maduros pré-
estabelecidos. Esta é a principal caracteristica explorada para os fagos nao-
especificos selecionados para este estudo e pelos demais estudos do LIVM e
CENPES cujos resultados levaram ao deposito da patente, BR 10 2020 023886-8,
intitulada “PROCESSO DE PREPARO DE COMPOSICOES DE BACTERIOFAGOS,
COMPOSICOES DE BACTERIOFAGOS E USO” (DIAS; DE PAULA; SOUSA, 2020).

Do ponto de vista ocupacional, por se tratar de virus exclusivos de
microrganismos procariotos, os fagos ndo possuem a capacidade de infectar células
humanas (eucaridticas). Além disso, os fagos fazem parte natural do microbioma
humano e sao utilizados inclusive na Fagoterapia ou Terapia Fagica para o tratamento
de infec¢gbdes causadas por bactérias patogénicas (ALMEIDA; SUNDBERG, 2020;
GORDILLO ALTAMIRANO; BARR, 2019; KUTTER et al., 2010).

Ja existem até produtos farmacéuticos comerciais a base de fagos para o

tratamento de problemas gastrointestinais, que podem ser ingeridos e prescindem de



91

prescricdo médica (ELIAVA, 1923; LIFE EXTENSION, 2021). Além disso, segundo
DEC; WERNICKI; URBAN-CHMIEL (2020), os fagos nao deixam residuos nos tecidos
e nao se faz necessario um intervalo de seguranga entre as ingestdes. Portanto, os
fagos podem ser considerados produtos de baixo risco toxicolégico quanto a sua
manipulagéo por humanos (PIRNAY et al., 2015; WERNICKI; NOWACZEK; URBAN-
CHMIEL, 2017).

Do ponto de vista operacional, um produto a base de fagos tende a ser um
produto de baixa corrosividade, uma vez que as particulas virais em si, ndo possuem
acao direta sobre os metais e ndao é necessario incorporar produtos quimicos de alta
corrosividade na formulagdo dos coquetéis fagicos. Em contraste, produtos biocidas,
principalmente aqueles contendo THPS, apresentam uma corrosividade elevada, o
que em muitos casos inviabiliza seu uso em concentragées mais altas e efetivas
(KEASLER et al., 2017; SHARMA et al., 2017).

Do ponto de vista ambiental, os fagos tendem a ser considerados de menor
impacto em relagdo aos produtos biocidas, uma vez que ja se encontram naturalmente
em abundéncia no meio ambiente (KEEN, 2012). Portanto, um eventual descarte ou
acidente no meio ambiente, tende a ser depurado e entrar em equilibrio natural.
Contudo, nao foram identificados estudos ecotoxicolégicos ou de biodegradabilidade
com formulagdes ou produtos comerciais a base de fagos de aplicagdo ambiental.
Sendo assim, eles sdo extremamente necessarios para um avango da tecnologia.

Para fins regulatorios no Brasil, um produto a base de fagos ndo se enquadraria
na mesma categoria dos biocidas, que sao classificados como saneantes, mas sim
como agentes bioldgicos de controle, a exemplo de inoculantes para a agricultura, que
s&o regulamentados por uma INC (Instrugdo Normativa Conjunta) do MAPA, ANVISA
e IBAMA (MAPA/ANVISA/IBAMA, 2006).

Apesar dessas vantagens, é importante considerar que os fagos podem perder
atividade se armazenados inadequadamente por longo tempo (PIRNAY et al., 2015;
WERNICKI; NOWACZEK; URBAN-CHMIEL, 2017). Além disso, as comunidades
microbianas podem desenvolver resisténcia aos fagos pois possuem mecanismos
celulares para combater as infec¢des fagicas (LABRIE; SAMSON; MOINEAU, 2010).
Porém, sabe-se que as mutagdes em direcao a resisténcia de um microrganismo a
um fago especifico s&o menos comuns do que no caso dos antibidticos e, além disso,
se as bactérias resistentes a um fago aparecerem, € muito mais facil encontrar outro

fago do que descobrir ou sintetizar um novo antibiético (ELBREKI et al., 2014).
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Na pratica, a forma de minimizar essas possiveis desvantagens ¢é a elaboragao
de formulagdes contendo varios fagos, ou seja, desenvolver coquetéis fagicos
(KUTTER et al., 2010), e eventualmente, encapsular os fagos para garantir maior
durabilidade (LOH et al., 2021; MALIK, 2021; MALIK et al., 2017). Dessa forma, os
coquetéis fagicos poderiam ser customizados nao s6 ao cenario de aplicagédo, como
ao efeito do coquetel na comunidade microbiana apdés determinado tempo de
aplicagao, de modo a alternar a utilizagcao de dois coquetéis, por exemplo.

Um indicativo da resisténcia microbiana ao fago € a presenca de pré-fagos (ou
sequéncias de pro-fagos) no genoma microbiano. Os fagos conhecidos como fagos
temperados, possuem a capacidade de permanecer em um estado latente, integrados
no genoma de seu hospedeiro. Este ciclo de vida € denominado de ciclo lisogénico,
no qual ndo ha a producéo de novas particulas virais nem a lise da célula hospedeira
como ocorre no ciclo litico. Quando o genoma do fago se encontra nessa condicéo,
ele € denominado de pro-fago (LITTLE, 2014; OFIR; SOREK, 2018).

Os pro-fagos, além de replicarem seu genoma conforme a prépria célula
hospedeira se replica, também podem atuar em um processo denominado de
conversao lisogénica, quando se induz a expressao de genes nao essenciais, capazes
de alterar o fendtipo e comportamento da célula hospedeira, tais como incrementar a
patogenicidade, codificar fatores de viruléncia ou produzir toxinas, conferindo
vantagens evolutivas mutuas (FEINER et al., 2015).

Em BRS, por exemplo, existem trabalhos que identificaram a presenca de 128
elementos pro-fagos ao analisar 47 genomas de 33 espécies do género Desulfovibrio,
um dos géneros de BRS mais encontrados em cenarios de contaminagdes
microbianas na industria do petroleo (CRISPIM et al., 2018).

Por outro lado, no contexto ecoldgico e evolutivo natural do ecossistema das
contaminagdes microbianas, os fagos também podem evoluir no ambiente natural,
ampliando sua gama de hospedeiros e assim passando a infectar novas bactérias
(LETCHUMANAN et al., 2016; LITTLE, 2014; SHARP, 2001). Além disso, a presenga
dos pro-fagos nas bactérias relacionadas aos problemas operacionais, pode ser algo
interessante, pois sucessivas infecgdes fagicas, bem como as variagdes ambientais
nos sistemas de producao de petroleo e os agentes quimicos utilizados, tanto podem
induzir estes pro-fagos a entrar no ciclo litico, quanto podem induzir eventos naturais
de recombinagdo e serem incorporados nos fagos utilizados, possibilitando uma

ampliacédo do espectro de hospedeiros.
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Condigdes de estresse para a célula microbiana, tais como choques de pH,
salinidade e temperatura ou a presenca de agentes quimicos (como biocidas) ou
fisicos (como a radiagao ultravioleta), capazes de provocar danos ao DNA e acionar
a resposta SOS das células, podem induzir os pro-fagos a entrarem em ciclo litico
(CHATTERJEE; DUERKOP, 2019). Estudos com uma BRS do género Desulfovibrio,
gue possui sequéncias de trés pré-fagos em seu genoma, demonstraram a produgao
de VLPs (virus-like particles) por indugao dos pré-fagos por mitomicina C e também
identificaram a presenga de genes dos pro-fagos em vesiculas de membrana externa,
que sdo capazes de se dispersar no biofiime e podem estar relacionadas com a
transferéncia horizontal de genes na comunidade microbiana do biofilme (CRISPIM et
al., 2019).

Diante de tais vantagens e desvantagens, um aspecto essencial para o
desenvolvimento da tecnologia de bacteriéfagos é a importancia de serem feitos
estudos abrangentes e continuos de caracterizacdo da diversidade microbiana,
sobretudo nos diferentes cenarios da industria do petroleo, onde tais informacdes e
sua correlagéo pratica com os problemas ou eventos operacionais ainda € algo muito
escasso (MEADEN; KOSKELLA, 2013).

As pesquisas quanto a aplicagao de fagos para o controle de contaminagdes
microbianas na PETROBRAS iniciaram-se como estudos prospectivos da acado dos
fagos em bactérias formadoras de biofilmes em sistemas de osmose reversa de
refinarias de petréleo e detecgdo e isolamento de fagos em amostras industriais
(BELGINI et al.,, 2014; DIAS, 2014). Em seguida, tais estudos ganharam maior
abrangéncia e passaram a focar na aplicagao dos fagos para o controle de biofilmes
e, em especial, de BRS em cenarios de producao de petrdleo.

Os resultados obtidos até o momento, além de demonstrarem a efetividade dos
fagos sobre biofilmes e sobre BRS, demonstram como principal vantagem em
comparagao aos biocidas, que as concentracbes necessarias, bem como as

frequéncias de dosagem tendem a ser significativamente menores (CARMO, 2019).

2.8. AVALIAGAO DE POTENCIAIS IMPACTOS DO USO DE BACTERIOFAGOS

Visando uma aplicagao real de um produto a base de fagos em plataformas de
petrdleo, alguns parédmetros do produto sao requisitos para se obter anuéncia para
realizacao de testes piloto em campo. Posteriormente, esses parametros poderao
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ser requisitos regulatoérios para o registro e comercializagdo do produto. Ja, outros
parametros, relacionam-se diretamente a requisitos operacionais do cenario de
aplicagao.

Nesse contexto, algumas analises preliminares foram realizadas com o
coquetel fagico selecionado nesse estudo, visto que ndo foram encontrados dados
em literatura relativos a tais parametros com qualquer produto comercial a base de
fagos, ou mesmo com solugdes contendo um ou mais fagos. Produtos comerciais
para a agricultura, por exemplo, apresentam esses pardmetros como riscos nao
conhecidos e produtos comerciais para a industria de alimentos, por exemplo,
adotam os parametros dos alimentos nos quais o produto fagico foi aplicado
(INTRALYTIX, 2022; OMNILYTICS INC., 2022).

As analises preliminares realizadas abordaram os principais impactos
potenciais que o uso de um produto em condi¢cdes reais pode causar no meio
ambiente ou na operacdo do sistema e/ou cadeia industrial onde o produto é
aplicado. Os potenciais impactos avaliados foram divididos em dois tipos: (i)

impactos ambientais e (ii) impactos operacionais.

2.8.1. Impactos ambientais

Os impactos ambientais avaliados abordaram (i) a ecotoxicidade e (ii) a
biodegradabilidade do coquetel fagico para ambientes marinhos em comparagéo
aos produtos biocidas a base de THPS tradicionalmente utilizados em plataformas
de petroleo offshore no Brasil.

A ecotoxicologia é a ciéncia que estuda o efeito dos agentes quimicos, fisicos
e biolégicos sobre os organismos vivos e se baseia na realizagdo de bioensaios
(testes ecotoxicologicos), utilizando organismos teste de diferentes niveis tréficos,
para monitoramento e avaliagado da qualidade da agua (CALOW, 1998; ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2008).

Os testes ecotoxicologicos sdo normalmente empregados na avaliagdo da
contaminagdo e potencial impacto de efluentes, permitindo a obtengdo de um
resultado referente ao efeito sinérgico ou antagbnico dos diferentes compostos
poluidores presentes, mas também podem ser aplicados para se avaliar o efeito de
uma determinada substancia ou de um produto (LOMBARDI, 2004; MAGALHAES;
FERRAO-FILHO, 2008).
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No Brasil, a Resolugdo 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA 357 (CONAMA, 2005) dispoe sobre a classificagdo dos corpos de agua e
fornece diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as
condigbes e padroes de langamento de efluentes. Nela, ensaios ecotoxicolégicos
estao definidos como sendo “ensaios realizados para determinar o efeito deletério
de agentes fisicos ou quimicos a diversos organismos aquaticos” (artigo 2°,
paragrafos XXI). Ela também define que n&o se deve verificar efeito ecotdxico agudo
ou cronico a organismos, de acordo com os critérios estabelecidos pelo 6rgao
ambiental competente, sendo que isso deve ser comprovado pela realizagdo de
testes ecotoxicologicos padronizados.

Em carater complementar, em 2011, foi publicada a Resolugdo CONAMA 430
(CONAMA, 2011), que dispde sobre as condigbes e padrées de langamento de
efluentes e traz a definicdo de testes de ecotoxicidade como sendo os “métodos
utilizados para detectar e avaliar a capacidade de um agente toéxico provocar efeito
nocivo, utilizando bioindicadores dos grandes grupos de uma cadeia ecologica”
(artigo 4°, paragrafo Xlll). A CONAMA 430 passa a ser um pouco mais especifica
por estabelecer que os critérios de ecotoxicidade, devem utilizar organismos
aquaticos de pelo menos dois niveis tréficos (artigo 18, inciso 1). Contudo, nenhuma
resolugao estabelece ou restringe quais organismos teste devem ser utilizados.

O tipo de ensaio ecotoxicoldgico, portanto, pode ser um critério definido pelo
orgao ambiental competente do estado da federagdo em que se encontra o
empreendimento, sendo variavel em fungcao do tipo de empreendimento e setor
industrial, podendo ainda ser diferente entre empreendimentos de mesma natureza
a depender da localidade e sensibilidade ambiental da regido, o que, via de regra, €
definido no licenciamento ambiental. Porém, pode se tornar mais ou menos restritivo
ao longo da vida produtiva conforme resultados do monitoramento entregues pelo
empreendedor ao 6érgao ambiental.

Varios ensaios ecotoxicologicos padronizados sdo adotados no Brasil e
possuem norma técnica da ABNT — Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT, 2022a), que por sua vez possui um comité técnico especifico para tais
ensaios, o comité ABNT/CEE-106 - Analises Ecotoxicoldgicas.

As normas brasileiras para ensaios ecotoxicolégicos utilizados tanto para
avaliagcdo da ecotoxicidade aguda quanto crénica, para organismos marinhos e de

agua doce, encontram-se listadas nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 6. Normas da ABNT para ensaios ecotoxicoldgicos aquaticos utilizados na
avaliacdo da ecotoxicidade aguda e crbnica em organismos marinhos (ABNT,
2022a).

Ensaios ecotoxicolégicos para organismos
marinhos

Organismos teste

Ecotoxicidade aguda

NBR 15411-1:2021 - Ecotoxicologia aquatica -
Efeito inibitério sobre a bioluminescéncia de Vibrio
fischeri. Parte 1: Método utilizando bactérias recém-
cultivadas (ABNT, 2021a).

NBR 15411-2:2021 - Ecotoxicologia aquatica -
Efeito inibitério sobre a bioluminescéncia de Vibrio
fischeri. Parte 2: Método de ensaio utilizando
bactérias desidratadas (ABNT, 2021b).

NBR 15411-3:2021 - Ecotoxicologia aquatica -
Efeito inibitério sobre a bioluminescéncia de Vibrio
fischeri. Parte 3: Método utilizando bactérias
liofilizadas (ABNT, 2021c).

Vibrio fischeri

NBR 15308:2017 - Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade aguda - Método de ensaio com misideos
(Crustacea) (ABNT, 2017).

Misidopsis juniae
Mysidium gracile

NBR 16530:2021 - Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade aguda - Método de ensaio com Artemia
sp (Crustacea, Brachiopoda) (ABNT, 2021f).

Artemia sp

NBR 16723:2021 - Ecotoxicologia aquatica -
Método de ensaio com copépodos marinhos e
estuarinos (Copepoda, Crustacea) (ABNT, 2021d).

Acatrtia sp
Nitocra sp
Tisbe sp

Ecotoxicidade crénica

NBR 15350:2020 - Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade crénica de curta duracéo - Método de
ensaio com ourigco-do-mar (Echinodermata:
Echinoidea) (ABNT, 2020).

Echinometra lucunter

NBR 16456:2022 - Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade crénica - Método de ensaio de curta
duragdo com embrides de mexilhdes (Mollusca -
Bivalvia) (ABNT, 2022e).

Perna perna

NBR 16181:2021 - Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade Cronica - Método de ensaio com
microalgas marinhas (ABNT, 2021e).

Skeletonema costatum
Phaeodactylum
tricornutum
Minutocellus
polimorphus
Thalassiosira
pseudonana
Dunaliella tertiolecta
Tetraselmis chui
Isochrysis aff. galbana
Chaetoceros calcitrans
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Tabela 7. Normas da ABNT para ensaios ecotoxicoldgicos aquaticos utilizados na
avaliagcao da ecotoxicidade aguda e crénica em organismos de agua doce (ABNT,

2022a).

Ensaios ecotoxicolégicos para organismos de agua
doce

Organismo teste

NBR 15411-1:2021 - Ecotoxicologia aquatica -
Efeito inibitorio sobre a bioluminescéncia de Vibrio
fischeri. Parte 1: Método utilizando bactérias recém-
cultivadas (ABNT, 2021a).

NBR 15411-2:2021 - Ecotoxicologia aquatica -
Efeito inibitorio sobre a bioluminescéncia de Vibrio
fischeri. Parte 2: Método de ensaio utilizando
bactérias desidratadas (ABNT, 2021b).

NBR 15411-3:2021 - Ecotoxicologia aquatica -
Efeito inibitério sobre a bioluminescéncia de Vibrio
fischeri. Parte 3: Método utilizando bactérias
liofilizadas (ABNT, 2021c).

Vibrio fischeri

NBR 12713:2021 - Ecotoxicologia aquatica:
Toxicidade aguda - Método de ensaio com Daphnia
spp (Cladocera, Crustacea) (ABNT, 2022b).

Ecotoxicidade aguda

Daphnia similis

NBR 15.088:2022 - Ecotoxicologia aquatica -

Toxici . ) . Danio Rerio
oxicidade aguda - Método de ensaio com peixes Pimephales promelas
(Cyprinidae) (ABNT, 2022c).
NBR 13373:2022 - Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade crbénica - Método de ensaio com Ceriodaphnia dubia
s | Ceriodaphnia spp, (Crustacea, Cladocera) (ABNT,
2 | 2022d).
‘© | NBR 15499:2022 - Ecotoxicologia aquatica - Danio rerio
g Toxicidade crdnica de curta duracéo - Método de Pimephales promelas
E ensaio com peixes (ABNT, 2022c). P P
S Chlorella vulgaris
2 Desmodesmus
S |NBR 12648:2018 - Ecotoxicologia aquatica - subspicatus
8 | Toxicidade cronica - Método de ensaio com algas Monoraphidium
W | (Chlorophyceae) (ABNT, 2018). dybowskii
Raphidocelis
Subcapitata

No caso deste estudo, para a avaliagao preliminar da potencial ecotoxicidade

dos fagos, foram realizados ensaios ecotoxicologicos através de testes pelo sistema
Microtox® (MICROBICS CORPORATION, 1992), conforme a norma ABNT-NBR
15411-3: Ecotoxicologia Aquatica - Efeito inibitorio sobre a bioluminescéncia de
Vibrio fischeri. Parte 3: Método utilizando bactérias liofilizadas (ABNT, 2021c).

Os ensaios pelo sistema Microtox® avaliam a ecotoxicidade aguda de uma

substancia ou produto utilizando como organismo teste a bactéria V. fischeri, uma
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bactéria marinha, ndo patogénica, que emite luminescéncia como parte natural de seu
metabolismo (CALOW, 1998; DE ZWART; SLOOFF, 1983).
O teste de ecotoxicidade, portanto, se baseia na reducido da emissao de

bioluminescéncia quando a bactéria € exposta a um composto tdxico, conforme

observado na imagem da Figura 28 (ALS, 2018).

Concentragao do composto toxico

Figura 28. Reducdo da bioluminescéncia emitida em funcdo do aumento na
concentracdo de uma substancia téxica em avaliacdo através de ensaio pelo sistema
Microtox® (ALS, 2018).

Quanto menor for a luminescéncia observada, maior sera a ecotoxicidade da
substéncia ou produto em avaliagédo, conforme representagcado esquematica da Figura
29 (adaptado de GARCIA-ORDIALES et al., 2019).

% - Ecotoxicidade + % %

Figura 29. Representacdo esquematica do principio do método de ensaio
ecotoxicoldgico do sistema Microtox®, baseado na emissdo de luminescéncia pela
bactéria Vibrio fischeri, quanto menor a bioluminescéncia observada, maior a

ecotoxicidade da substéncia ou produto em avaliacdo (adaptado de GARCIA-
ORDIALES et al., 2019).
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O resultado de testes de ecotoxicidade aguda em geral € expresso como
concentragédo de efeito, de inibicdo ou letal a 50% dos organismos (CES50, CI50 ou
CL50), ou seja, a concentragéo do produto que causou efeito, inibiu ou matou 50% da
populacdo do organismo teste (SINGLA; SANKAR; SINGH, 2020; ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2008). No caso do sistema Microtox®, o resultado é expresso em CE50
e trata-se da concentragcdo da amostra em que a bioluminescéncia foi reduzida pela
metade em relag&o ao controle (MICROBICS CORPORATION, 1992).

A bactéria V. fischeri € um dos organismos teste mais utilizados em
ecotoxicologia devido a sua sensibilidade, relevancia ecoldgica e adaptagdo a
variacdes de salinidade, permitindo seu uso tanto para ambientes marinhos, quanto
de agua doce. Além disso, € um ensaio de facil e rapida execucado (DE ZWART;
SLOOFF, 1983; GHIRARDINI et al., 2009; PEREZ et al., 2012). Neste estudo, os
ensaios foram realizados com agua do mar, visto que tais resultados pretendem
subsidiar um futuro teste piloto com o coquetel fagico em uma plataforma de petréleo
offshore.

Ainda em relagdo a legislacdo, no caso de plataformas de petréleo, existe
também uma resolugao especifica, a Resolugdo CONAMA 393 (CONAMA, 2007), que
dispbe sobre o descarte continuo de agua de processo ou de produgdo em
plataformas maritimas de petréleo. Ela também traz uma definicdo genérica de
ensaios ecotoxicolégicos (artigo 2°, paragrafo V) e determina o “monitoramento
semestral da agua produzida a ser descartada”, tendo como parametro minimo a
ecotoxicidade cronica para organismos marinhos (artigo 10°, paragrafo V).

De modo geral, segundo a CONAMA 393, o tratamento da agua de produgao
descartada no mar em plataformas de petréleo consiste apenas no seu
enquadramento quanto ao residual de TOG (média mensal de até 29 mg/L, com valor
maximo diario de 42 mg/L) e prevé um monitoramento dos parametros quimicos, bem
como da ecotoxicidade crbnica a ser encaminhado semestralmente ao 6rgéo
ambiental. Porém, na pratica, geralmente esse monitoramento é realizado com maior
frequéncia e a ecotoxicidade aguda também & monitorada.

Além disso, caso ocorra a necessidade de utilizagdo de qualquer produto
quimico no processo de producao do petréleo, sobretudo passivel de particado na agua
de producdo a ser descartada no mar e que nao esteja previsto no licenciamento
ambiental da plataforma, o érgdo ambiental deve ser informado, cabendo a ele prover
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anuéncia quanto a utilizacao do produto, mesmo quando se trata de um produto para
fins de estudos ou testes em campo.

Nesse contexto, considerando a perspectiva de que se pretende avaliar o
coquetel fagico utilizado neste estudo, em futuros testes piloto em plataformas de
petréleo, pressupde-se a necessidade de se obter a anuéncia prévia do o6rgao
ambiental para este fim e, portanto, se torna imprescindivel a avaliagao do coquetel
fagico quanto aos aspectos de sua potencial ecotoxicidade e biodegradabilidade,
sendo de interesse mais imediato que tais avaliagdes sejam feitas com organismos
teste marinhos.

A biodegradabilidade por sua vez, ainda que nao seja um parametro
explicitamente exigido pela CONAMA 393, trata de uma caracteristica normalmente
requerida para avaliagdo ambiental de qualquer produto utilizado industrialmente e,
nesse caso, essencial para se obter a anuéncia do érgao ambiental para realizagao
de estudos em campo em plataformas de petrdleo, sendo também um requisito de
qualificacdo dos fornecedores de produtos quimicos a serem utilizados em
plataformas.

Visando um futuro registro de um coquetel fagico para uso industrial, todos os
produtos comercializados no pais, estdo sujeitos ao atendimento da Norma Brasileira
NBR 14725, que trata das informagdes de seguranga, saude e meio ambiente exigidas
na classificagcdo de produtos quimicos transportados e comercializados em territorio
nacional (ABNT, 2009b) e, portanto, serve como base para as analises que devem ser
realizadas em novos produtos em desenvolvimento para sua futura aprovacéo,
registro e comercializagao.

Além de parametros fisico-quimicos e toxicologicos do produto, a NBR 14725,
contempla as analises de ecotoxicidade e biodegradabilidade e indica os principais
testes de referéncia que devem ser preferencialmente utilizados (ABNT, 2009a), os
quais, em sua maior parte, referem-se aos testes padronizados das diretrizes para
testes de produtos quimicos da OECD - Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD, 2002).

Como teste padrao de biodegradabilidade a NBR 14725 indica o teste no 301
da OECD: Ready biodegradability (OECD, 1992a) referente a biodegradabilidade para
solo e ambientes de agua doce, uma vez que a NBR tem como foco o transporte
terrestre de produtos quimicos em territorio nacional (ABNT, 2009a).
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Contudo, no contexto de estudos ambientais e especificamente relacionados a
plataformas de petroleo, os ensaios de biodegradabilidade devem priorizar a
biodegradabilidade para ambientes marinhos, sendo, portanto, realizados segundo o
teste n° 306: Biodegradability in Seawater (Biodegradabilidade em agua do mar) da
OECD (OECD, 1992b).

A Dbiodegradabilidade consiste na susceptibilidade de um determinado
composto sofrer degradagdo por agdo microbiana (biodegradag¢do), sendo que o
processo de biodegradacdo decorre da atuagdo sinérgica de diferentes grupos
microbianos que se utilizam de diversas vias metabdlicas (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2008).

Conhecer a biodegradabilidade de um composto ou produto € uma informagao
importante para a avaliagdo do seu comportamento ecologico e fundamental pelo
simples fato de que uma substancia degradavel ndo causara risco a longo prazo para
0 meio ambiente (PAGGA, 1997).

A biodegradabilidade de um determinado composto no meio ambiente, é
influenciada por diversos fatores, tais como: (i) caracteristicas fisicas do composto,
como solubilidade em agua; (ii) caracteristicas quimicas do composto, como massa e
estrutura molecular, (iii) presenca de determinados grupos funcionais mais ou menos
susceptiveis a agdo enzimatica; e (iv) presenga e abundancia de microrganismos
adequados no meio ambiente (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

No caso de um coquetel fagico, o produto basicamente sera composto pelas
particulas virais em si e pelo residual dos nutrientes utilizados como meio de cultivo
para crescimento das bactérias hospedeiras, sendo basicamente formado por fontes
de carbono de facil e rapida assimilagao, tais como triptona, glicose, lactato, acetato,
além de sais minerais e de aminoacidos e vitaminas essenciais, normalmente
fornecidos pelo extrato de levedura (KRISCH; PRERE; TETART, 2012). Esta € uma
das razdes, pelas quais os fagos sédo considerados de baixa ecotoxicidade e alta
biodegradabilidade pela literatura cientifica em geral (DEC; WERNICKI; URBAN-
CHMIEL, 2020; KUTTER et al., 2010; LOC-CARRILLO; ABEDON, 2011; WRIGHT et
al., 2009).

Contudo, ndo foram encontradas publicagdes até o momento, nas quais
ensaios ecotoxicologicos ou de biodegradabilidade tenham sido realizados de fato em
produtos comerciais a base de fagos ou mesmo solugdes contendo um ou mais fagos,

quer seja por métodos padronizados reconhecidos internacionalmente ou né&o,
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tornando o estudo desses parametros, ainda que de modo preliminar, algo de extrema
relevancia ndo so6 do ponto de vista da aplicagao e avango da tecnologia, mas também

como algo de interesse e aprofundamento cientifico e académico.

2.8.2. Impactos operacionais

Quanto aos potenciais impactos operacionais, analises realizadas nesse
estudo, avaliaram (i) a corrosividade do coquetel fagico e (ii) o seu efeito no
tratamento biolégico de agua de producao.

O grau de corrosividade, refere-se ao potencial do produto em provocar
corrosdo generalizada e consequente perda de espessura do material metalico. Os
produtos biocidas em geral (mesmo os biocidas nao oxidantes), normalmente
possuem pH baixo e tendem a reduzir o pH dos fluidos onde sdo dosados, provocando
problemas de corrosao nos sistemas, principalmente no sistema de dosagem do
biocida (KEASLER et al., 2017; SHARMA et al., 2017).

Sendo assim, a avaliagado da corrosividade do produto em si, € essencial para
a qualificacdo de qualquer novo produto antimicrobiano candidato ao uso na industria
do petrdleo, ou seja, um novo produto biocida ou qualquer outro produto alternativo,
cujo objetivo seja controlar ou mitigar os efeitos da contaminagao microbiana, n&o
deve incrementar a corrosividade do fluido acima dos niveis ja ocasionados pelos
produtos convencionalmente utilizados.

A corrosividade de fluidos na industria do petréleo € classificada com base na
Taxa de Corrosao (Tabela 8) segundo a Norma NACE SP0775-2018-SG: Preparation,
Installation, Analysis, and Interpretation of Corrosion Coupons in Oilfield Operations
(NACE INTERNATIONAL, 2018), recomendada pela NACE International - National
Association of Corrosion Engineers (Associacdo Nacional de Engenheiros de
Corrosao), que recentemente se fundiu com a SSPC - The Society for Protective
Coatings (Sociedade para Revestimentos de Protecdo) e atualmente € denominada
de AMPP - Association for Materials Protection and Performance (Associagéo para
Protegdo e Performance de Materiais).
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Tabela 8. Classificagado da corrosividade de fluidos na industria do petréleo segundo
Norma NACE SP0775-2018-SG (NACE INTERNATIONAL, 2018).
Taxa de Corrosdao (mm/ano) Corrosividade

20,25 Severa

Na maior parte dos sistemas de plataformas de petréleo no Brasil, o produto
biocida de referéncia é o THPS 75%, sendo assim, qualquer outro produto
antimicrobiano para ser qualificado para este uso, deve ter sua corrosividade
comparada a do THPS 75%. No caso de tanques de plataformas, especificamente, a
taxa de corrosao do produto puro ndo deve ser maior que 0,5 mm/ano, considerando
o ago carbono API 5L Gr, analisada conforme a Norma da ASTM (American Society
for Testing and Materials) International, ASTM G31-21: Standard Guide for Laboratory
Immersion Corrosion Testing of Metals (ASTM INTERNATIONAL, 2021).

Nesse contexto, ensaios para a avaliacdo da corrosividade costumam ser
customizados, podendo ser realizados de varias formas, frente a diferentes materiais
metalicos e sob diversas condigdes fisico-quimicas. Contudo, em linhas gerais, uma
avaliacdo comparativa da corrosao generalizada e uniforme provocada por produtos
quimicos em si, pode ser rapidamente feita através de ensaios de imersao de curta
duracédo (5 a 7 dias). J& uma avaliagdo considerando uma potencial corroséo
localizada, ndo uniforme, como € caracteristica da corrosdo microbiolégica, deve ser
feita preferencialmente em ensaios de longa duragédo (30 a 90 dias), de modo a
permitir a nucleacdo de pits e, consequentemente, uma analise comparativa
consistente da densidade e profundidade desses pits.

Sendo assim, em uma avaliagdo da corrosividade de um coquetel fagico em
comparagado a produtos biocidas comerciais, ainda que inicialmente a avaliagéo
pretendida tenha por objetivo apenas a comparagao dos produtos em si em um ensaio
abidtico, é indicado que sejam realizados ensaios com um periodo de duragéo de pelo
menos 30 dias, de modo a permitir uma comparacgao direta dos resultados em ensaios
bioticos no futuro.

Ja em relacao a avaliagao de um potencial impacto do coquetel fagico em um

sistema biologico de tratamento de agua de produgdo de terminais terrestres
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aquaviarios de petrdleo, os ensaios visam avaliar um potencial efeito dos fagos sobre
a atividade de remocéo de amodnia (NH4") pela microbiota do lodo bioldgico, visto que
este € o principal processo desses sistemas e 0 mais susceptivel a impactos que
podem levar ao desenquadramento do efluente final tratado restringindo seu descarte
(FAKHRU’L-RAZ] et al., 2009b).

Processos biolégicos sdo amplamente utilizados para remogao de amdnia em
efluentes industriais e aguas residuarias ndo salinas, onde a atividade microbioldgica
€ conhecida e controlada pelos parametros de processo dos sistemas de tratamento
(VON SPERLING, 2016; YE et al., 2018). Entretanto, a presenga de sal € um fator
limitante para processos bioldgicos, posto que a salinidade tende a afetar a atividade
metabdlica dos microrganismos, reduzindo seu crescimento e as taxas de oxidagao
da aménia (ASLAN; SIMSEK, 2012; MOUSSA et al., 2006).

De modo geral, o objetivo do tratamento biolégico é remover a amoénia do
efluente através da transformagéo do nitrogénio organico em nitrogénio molecular
(N2). Em sistemas de tratamento convencionais, esse processo é realizado através da
atividade de bactérias nitrificantes (nitrificacdo) e desnitrificantes (desnitrificagdo). A
nitrificacdo ocorre em condicdes aerdbias, onde bactérias nitrificantes convertem a
amonia em nitrito (NO2") e posteriormente a nitrato (NOs") e a desnitrificagdo ocorre
em condicdes anoxicas, onde as bactérias desnitrificantes convertem o NO3™ a Nz,
conforme a sequéncia de reagdes abaixo (JETTEN; M.S.M.; HORN; S.J.; VAN
LOOSDRECHT; M.C.M., 1997; LI; LI; LI, 2018; VON SPERLING, 2016; WALTERS et
al., 2009; YE et al., 2018).

NHs; + H20O —  NH4* + OH-
2NH4* + 302 —  2NO2 + 2H*+ 2H20 + energia
2NO2 + O2 —  2NOs3 + energia
2NOs + 2H* — N2 + 2,502 + H20

Em relagao a legislagdo ambiental, para o adequado tratamento e descarte no
mar da agua de producdo de plataformas de petr6leo, de modo geral, basta o
tratamento para enquadramento do TOG conforme CONAMA 393 (CONAMA, 2007).
Contudo, a partir do momento que essa agua chega aos terminais em terra, a
legislacao pertinente passa a ser a CONAMA 430, que dispde sobre condigdes,
parametros, padroes e diretrizes para gestao do langcamento de efluentes em corpos
de agua receptores. Portanto, varios parédmetros além do TOG precisam ser
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atendidos, dentre eles a concentracdo de amoénia, que precisa ser enquadrada, sendo
o valor maximo permitido 20 mg/L (CONAMA, 2011).

As estagdes de tratamento de efluentes (ETE) de terminais aquaviarios de
petréleo por rota bioldgica, foram introduzidas no Brasil no inicio da década de 2010,
para ampliar a eficiéncia, robustez e capacidade de tratamento da agua produzida,
uma vez que comparado aos tratamentos quimicos, o processo biolégico além de ser
um sistema robusto e de boa eficiéncia, possui menor custo e risco operacional, com
menor consumo de produtos quimicos e menor necessidade de disposicdo de
residuos classificados, bem como menor consumo energético (SINGH; SRIVASTAVA,
2011; ZHOU et al., 2011).

Essas ETEs em terminais, foram implantadas em sua menor parte, para
tratamento das aguas convencionais do préprio terminal (aguas separadas nos
processos de offloading e dos tanques) e, em sua maior parte, para permitir o
tratamento de agua produzida (ndo enquadrada para descarte em mar) proveniente
diretamente de plataformas (com o objetivo de manter os niveis de producédo de
petréleo, sobretudo em reservatérios de campos maduros).

As unidades de tratamento biolégico das ETEs consistem de reatores em
bateladas sequenciais e o sistema como um todo compreende: (i) tanque de carga,
onde todas as correntes de agua a serem tratadas se misturam e sdo armazenadas
para alimentar o sistema; (ii) flotador, que faz a separagdo de dleo residual; (iii)
tanque de equalizagao, que regula a vazao de alimentagao e onde também ocorre a
bio-oxidagado de sulfetos; (iv) reatores biolégicos, onde ocorre a maior parte dos
processos biolégicos principais, ou seja, remog¢ao de carbono e amdnia (nitrificagao e
desnitrificagdo); (v) remogao de bario residual por processo quimico; (vi) centrifuga
de lodo organico, para descarte do lodo residual dos reatores bioldgicos; (vii)
centrifuga de lodo inorgénico, para descarte do lodo proveniente da remocgéao de
bario; (viii) filtro de areia e (iv) descarte, por emissario submarino, do efluente
tratado (Figura 30).
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Figura 30. Fluxograma esquematico do sistema de tratamento biologico de agua de
produgao em terminais aquaviarios de petréleo no Brasil.

O grande desafio desses sistemas foi a adaptagao de um lodo biolégico estavel
e operacionalmente eficiente para a remogao de amdnia em salinidades mais
elevadas (em torno de 45 a 55 g/L de NaCl) que da propria agua do mar (35 g/L), uma
vez que isso nao foi possivel de ser alcangado de forma convencional, ou seja,
utilizando-se o descarte de lodo biolégico de outras ETEs para a partida.

Essa partida convencional ndo foi possivel na época pois, (i) ndo existia
nenhuma outra ETE em condi¢gbes salinas de tratamento bioldégico de agua de
producao; (ii) nem o lodo biolégico de refinarias de petroleo, nem de estagdes de
tratamento de esgoto, foram capazes de se adaptar eficientemente a tais condi¢oes
de salinidade; e, (iii) dada a dimensao da ETE de um terminal, o volume minimo de
lodo necessario para tal partida era inviavel em termos logisticos, econémicos e
operacionais.

A Figura 31 ilustra a dimensao dos reatores bioldégicos de uma ETE de
tratamento de agua de producdo em terminais aquaviarios de petroleo (SOUSA,
2017).
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Figura 31. Reator bioléglco em fase de aeragdao de uma ETE de tratameto de agua
de produgao em terminal aquaviario de petréleo (SOUSA, 2017).

Sendo assim, um amplo estudo de caracterizacdo de diferentes lodos
bioldgicos e estratégias de aclimatagdo foram conduzidos em escala laboratorial e
piloto, até se chegar a um processo que permitiu a constru¢cao das ETEs através de
unidades industriais prévias para geragdao e aclimatacdo de um ind6culo de lodo
biolégico adaptado a maiores salinidades (QUARTAROLI et al., 2017a, 2017b; SILVA
et al., 2018).

Atualmente existem duas ETEs com sistemas biolégicos de tratamento em
terminais aquaviarios de petréleo, localizadas em Sao Sebastido (SP) e em Angra dos
Reis (RJ), conforme ilustrado na Figura 32 (TRANSPETRO, 2022).
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UNIDADE DE PROCESSAMENTO
DE GAS NATURAL

Figura 32. Localizagdo dos terminais aquaviarios de petroleo, Sao Sebastido (SP) e
Angra dos Reis (RJ) com sistema bioldgico de tratamento de agua de produgao
(TRANSPETRO, 2022).

Ambas as ETEs operam, desde sua partida, atendendo eficientemente a
remogao de amdnia (com taxas bem préximas a 99%) e o enquadramento adequado
do efluente final (ambnia < 20 mg/L para Sdo Sebastido e < 5 mg/L para Angra dos
Reis), tratando assim, toda a agua produzida transportada isoladamente por navios
provenientes diretamente de plataformas nacionais.

Contudo, com o aumento continuo da producéo de petrdleo na camada pré-sal,
existe uma previsdo de um aumento crescente nas concentragdes salinas das aguas
de produgdo, que em alguns reservatorios pode atingir condigdes hipersalinas
chegando até 290 mg/L de NaCl (ANDRADE et al., 2015; REBELLO; SIEPMAN;
DREXLER, 2020). Isso podera impactar significativamente o tratamento pela rota
bioldgica. Por esse motivo, encontram-se em andamento projetos de P&D para prever
0s possiveis impactos desse aumento de salinidade e desenvolver alternativas
tecnoldgicas para lidar com essa questao no futuro.

Esses estudos demonstraram até o momento, que com estratégias
operacionais adequadas, o sistema bioldgico € capaz de garantir o tratamento, em
concentragbes salinas de até 140 g/L de NaCl, mantendo os niveis atuais de
eficiéncia, através da aclimatagcdo e selecdo de uma microbiota composta por
microrganismos nitrificantes  heterotréficos/desnitrificantes aerébios  (NH/DA),

adaptada e resistente a condi¢des hipersalinas de até 200 g/L (SOUZA et al., 2022).



109

A remocgao da amoénia por microrganismos NH/DA tém a vantagem adicional de
utilizar fontes de matéria organica, com isso, é possivel remover, além da amdnia, o
carbono orgénico do efluente. Além disso, microrganismos NH/DA apresentam
tolerancia ao oxigénio tanto na etapa da nitrificagdo quanto na desnitrificacédo e, por
iISSO, 0S Mesmos microrganismos sao capazes de realizar o processo completo de
conversdao da amodnia a nitrogénio molecular (MARAZIOTI; KORNAROS;
LYBERATOS, 2003; MATSUZAKA et al.,, 2003; ROBERTSON; KUENEN, 1983;
SILVA et al., 2019; THIRD et al., 2005).

Nesse contexto, dada a sensibilidade e relevancia dos sistemas bioldgicos de
tratamento de agua de producdo, um estudo preliminar relevante deve buscar a
avaliacdo de um potencial impacto da utilizagdo do coquetel fagico em plataformas de
petroleo sobre o processo de nitrificacdo. E relevante também, que este tipo de estudo
considere ambos os cenarios, o atual, com salinidades na faixa de 45 a 55 g/L de NaCl
e um possivel cenario futuro de tratamento de agua hipersalinas, devido as aguas
produzidas do pré-sal com salinidades acima de 100 g/L de NaCl.

Tal como para a avaliagdo da ecotoxicidade e da biodegradabilidade citadas
anteriormente, nao foram encontradas quaisquer referéncias cientificas que tenham
avaliado bacteriéfagos quanto ao seu impacto indireto em microbiotas industriais e/ou
naturais do universo de aplicacao proposto, sendo assim, quaisquer dados obtidos,

ainda que preliminares, poderao direcionar estudos futuros mais detalhados.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar bacteriofagos: (i) em sistemas piloto laboratoriais de fluxo dindmico
(Loopings), visando sua acgao sobre biofilmes pré-estabelecidos na superficie de
cupons metalicos; e (ii) quanto a possiveis impactos ambientais e operacionais

decorrentes de seu uso em campo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Selecionar um coquetel fagico com base em estudos e resultados laboratoriais
ja realizados e/ou em andamento, com foco na viabilidade do escalonamento
da sua produgdo comercial e abrangéncia de aplicabilidade em campo na
industria do petréleo;

(ii) Avaliar o efeito do coquetel fagico na redugéo de biofilmes (de culturas mistas
de BRS, representativas de tanques de plataformas de petrdleo criticos em
geracao de H2S e MIC), pré-estabelecidos em cupons de ago carbono, visando
validar uma concentragcado de dosagem pré-selecionada;

(iii) Avaliar a redugao na geracéo de H2S pela utilizacdo do coquetel fagico, visando
estimar a redugao no consumo de sequestrante de H2S;

(iv) Avaliar a redugao na taxa de corrosdo do aco carbono pela utilizacdo do
coquetel fagico, visando considerar a extensdo da vida util de materiais e
minimizar riscos de ocorréncia de falhas, furos e vazamentos;

(v) Avaliar o coquetel fagico quanto a potenciais impactos ambientais, do ponto de
vista da ecotoxicidade e biodegradabilidade;

(vi) Avaliar o coquetel fagico quanto a potenciais impactos operacionais, do ponto
de vista da corrosividade e da inibigdo do processo biolégico de tratamento da

agua de producao.
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4. MATERIAS E METODOS

41. AMOSTRAGEM

Amostragens de agua de produgao, para obtencdo de indculos microbianos
representativos dos cenarios de tanques de plataformas, foram realizadas em tanques
de duas plataformas distintas, que apresentavam histérico de biocorrosao e geragao
biogénica de H2S.

A primeira amostragem foi realizada em um tanque slop de uma plataforma do
tipo FPSO - Floating Production Storage and Offloading (Figura 33) e a segunda
amostragem foi realizada em tanques de ammazenamento de petréleo de uma

plataforma do tipo FSO - Floating Storage and Offloading (Figura 34).
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Figura 33. Plataforma do tipo FPSO (Floating Production Storage and Offloading), na
qual foram coletadas amostras do um tanque slop para obtencdo de indculos
microbianos (HEFTOS, 2021).
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Figura 34. Plataforma do tipo FSO (Floating Storage and Offloading), na qual foram
coletadas amostras de tanques de armazenamento de petroleo para obtencido de
in6culos microbianos (TECHNOBRAS, 2021).

Estas plataformas operam no campo de Marlim, um campo gigante de aguas
profundas, descoberto na década de 1980 na Bacia de Campos, Rio de Janeiro, Brasil.
O campo de Marlim se localiza a cerca de 110 km a leste do Cabo de S&do Tomé, no
litoral norte do Estado do Rio de Janeiro (Figura 35). A area abrange cerca de 257,63
km? distribuidos numa lamina d’agua média de 800 m, variando de 620 e 1.050 m. O
reservatorio se encontra a uma profundidade de 2.631 m e produz 6leo entre 17 e 24°

API, apresentando elevados indices de produtividade (ANP, 2016).
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Figura 35. Mapa de localizagdo do Campo de Marlim, Rio de Janeiro, Brasil (ANP,
2016).

Ambas as plataformas operam desde o inicio dos anos 2000, portanto, tratam-
se de plataformas de um campo maduro, no qual os valores médios de BSW se
encontram na ordem de 70 %.

A plataforma do tipo FPSO recebe a producédo apenas dos pogos conectados
a ela, portanto a contaminagao microbiana encontrada em seus sistemas de superficie
provavelmente é proveniente dos proprios pogos produtores e se intensifica no tanque
slop, pois la os microrganismos encontram condi¢ées mais favoraveis de proliferagéo
em fungado das caracteristicas operacionais inerentes a esse sistema.

Ja a plataforma do tipo FSO recebe a produgao de outras plataformas desse
mesmo campo através de oleodutos. Portanto, a contaminagao microbiana presente
em seus tanques pode ser proveniente de diferentes unidades e dos proprios
oleodutos, intensificando-se devido a proliferagdo dos microrganismos em fung¢ao do
tempo de residéncia e da recirculagao entre os tanques de armazenamento conforme
a dindmica das atividades operacionais.

O petroleo de ambas as plataformas é escoado através de navios aliviadores e
para realizar o procedimento operacional de offloading, ou seja, a transferéncia do

petréleo da plataforma para o navio aliviador, é necessario enquadrar o H2S no 6leo
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ao limite de 5 ppm (mg/kg), utilizando produtos sequestrantes de H2S, sempre que
necessario.

O monitoramento dos teores de H2S no petrdleo é realizado a bordo como
rotina, sempre precedendo o inicio da operagao de offloading. O sequestrante de H2S
€ dosado durante a transferéncia do petréleo para o navio aliviador e a concentragao
dosada varia em fungao dos niveis de H2S observados nas analises e em fung¢ao do
tipo de sequestrante utilizado.

Para atender ao limite de enquadramento do H2S no petrdleo, reduzir o
consumo do sequestrante de H2S e minimizar os problemas de corroséo, existe uma
rotina de aplicacdo de produto biocida a base de THPS especifico para tanques de
plataformas, que compreende a dosagem de 200 ppm do produto duas vezes por
semana através das bombas de recirculagao, para favorecer a mistura do produto na
fase aquosa no fundo dos tanques.

As analises de rotina para monitoramento desses tanques, baseiam-se na
medic¢ao do HzS tanto na fase aquosa, quanto na oleosa e, eventualmente, na gasosa.
Contudo, ndo sdo realizadas analises microbiologicas de rotina, uma vez que o
método de quantificagao tradicional, a técnica do NMP - Numero Mais Provavel
(COCHRAN, 1950), a qual encontra-se descrita com maiores detalhes no APENDICE
A, nédo pode ser realizada a bordo e seu tempo de resposta para microrganismos
anaerobicos é de 28 dias (incubag&o), de modo que estes resultados ndo podem ser
utilizados de imediato para a tomada de decisao de agcdes operacionais na plataforma.

Para este estudo foram utilizadas: (i) uma amostra unica, coletada de um
tanque slop da plataforma do tipo FPSO e (ii) duas amostras unicas, de tanques de
armazenamento de petréleo da plataforma do tipo FSO, sendo uma de um tanque
central e uma de um tanque a bombordo. Para a coleta, foram selecionados os
tanques que se encontravam com maior volume de agua e com o maior intervalo de
tempo desde a ultima dosagem de biocida (2 a 3 dias).

As amostras foram coletadas em frascos de polietileno autoclavaveis estéreis.
Os frascos foram enchidos por completo, de modo a manter o menor espaco livre
(headspace) possivel e foram imediatamente fechados com batoque e tampa
rosqueavel com lacre, a fim de minimizar o ingresso de Oz e a contaminagao da

amostra durante o transporte.
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As amostras foram obtidas a partir da fase aquosa no fundo dos tanques e o
primeiro volume de agua foi descartado antes do preenchimento dos frascos a fim de
evitar a amostragem da agua estagnada na tubulagéo.

Imediatamente apds a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixas
térmicas com gelo e enviadas por transporte aéreo da plataforma até o aeroporto, e
de la elas seguiram para a unidade operacional, de modo a serem processadas em
um intervalo de no maximo 48 horas apds o0 momento da coleta.

O processamento das amostras consiste na inoculagcdo em Kkits de
quantificacdo microbioldgica pela técnica do NMP e posterior utilizagdo dos frascos

com cultivos ativos para obtencéo de indculos.

4.2. QUANTIFICAGOES MICROBIOLOGICAS

Conforme citado anteriormente, as metodologias convencionais de detecgao e
quantificagcdo de microrganismos na industria do petréleo empregam a técnica do
NMP, baseada em cultivo (APENDICE A).

Essas analises devem ser realizadas no intervalo de até 48 h apds a coleta e
as amostras devem ser mantidas sob refrigeracdo ao longo de todo o tempo para
minimizar alteracdes significativas da comunidade microbiana e garantir a analise
comparativa dos resultados do monitoramento.

Neste estudo, empregou-se a técnica do NMP para quantificar quatro grupos
microbianos comumente avaliados nos cenarios de plataformas de petroleo: (i)
Bactérias Redutoras de Sulfato Mesofilas (BRS-m); (ii) Bactérias Redutoras de Sulfato
Termofilas (BRS-t); (iii) Bactérias Anaerdbicas Heterotroficas Totais (BANHT) e (iv)
Bactérias Produtoras de Acidos Anaerdbicas (BPA-a). A descrigdo da composicdo e
preparo dos respectivos meios de cultivo, solugdes e protocolos de leitura encontram-
se detalhados no APENDICE A.

Todos os tanques coletados ja apresentavam dados de quantificagbes de BRS-
m e BANHT realizados pela unidade operacional. Na amostragem em tanque slop foi
feita novamente a quantificagdo tanto de BRS-m quanto de BANHT, enquanto na
amostragem dos tanques de armazenamento de petréleo, foram feitas as
quantificacbes de BRS-m, BRS-t e BPA-a.
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4.3. INOCULOS MICROBIANOS

Ap0ds o periodo de incubacgao dos kits de quantificacido das amostras coletadas,
os frascos que apresentaram crescimento foram transferidos para reatores de
propagacéo de indculos, conforme descrito no APENDICE A, contendo seu respectivo
meio de cultura.

As culturas crescidas nos kits de quantificacdo das amostras dos dois tanques
de armazenamento da plataforma tipo FSO foram misturadas, de modo a se obter um
unico indculo de cada plataforma para cada meio de cultura.

Estes indculos foram mantidos em incubacdo e realimentacido constante
(mensalmente) para serem utilizados como inéculos de referéncia de seus respectivos
cenarios operacionais para varios estudos com diferentes objetivos, principalmente na
qualificacdo de novos produtos biocidas comerciais e na avaliacdo de antimicrobianos

em desenvolvimento, incluindo o estudo aqui descrito.

4.4. SELEGAO DO COQUETEL FAGICO

Foram pré-selecionados quatro fagos para compor o coquetel fagico utilizado
nos ensaios realizados na UFV em sistemas piloto laboratoriais de fluxo dindmico
(comumente denominados de Loopings).

Esses ensaios foram denominados neste trabalho de: “segundo estudo com
bacteriéfagos em Looping (novos sistemas da UFV)” e serdo apresentados com
detalhes mais adiante, a partir do item 4.5.2.

Isso se deve ao fato de que previamente a estes ensaios na UFV, foi realizado
um estudo em um sistema de Looping no CENPES, o qual serviu de base para a
selecdo do coquetel fagico supracitado e sera apresentado com detalhes neste
trabalho a partir doitem 4.5.1. e que, portanto, recebeu a denominacéao de: “primeiro
estudo com bacteriofagos em Looping (sistema CENPES)”.

A pré-selecao desses fagos levou em consideragado os 3 critérios principais
listados abaixo (os quais ser&o discutidos de modo mais aprofundado, no item 6.2.):

(i) concepcao conceitual de um produto comercial com maior potencial de
performance em condi¢gdes operacionais reais;

(ii) premissas de escalonamento para a viabilidade comercial;
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(iii) maturidade dos resultados de atividades de P&D aplicadas, obtidos em
diversos estudos prévios e em andamento no LIVM, sobretudo quanto a triagem

e avaliacdo do desempenho dos fagos em culturas mistas de BRS

representativas da industria do petréleo, bem como no “primeiro estudo com

bacteriéfagos em Looping (sistema CENPES), ja citado.

Quanto a producgao dos fagos, encontram-se em andamento no LIVM estudos
especificos para avaliar a otimizacdo e o escalonamento da producao, dentre os
quais, um estudo preliminar que determinou as melhores condi¢des de produgao para
um dos fagos do coquetel utilizado neste estudo (SILVA, 2019).

Portanto, todos os demais fagos do coquetel foram produzidos nas condi¢oes
otimas pré-estabelecidas no estudo supracitado, podendo no futuro a producéo de
cada fago ser adequada em fungédo da evolugdo dos resultados de otimizagdo e
escalonamento.

Sendo assim, a producgéo dos quatro fagos, foi realizada em biorreatores de 5
L, sob agitacado, em bateladas de 5 h, a 30 °C, em meio de cultura LB - Luria Bertani
(NaCl 10 g/L, peptona 10 g/L, extrato de levedura 5g/L). Em seguida, o meio de cultura
foi centrifugado (8.000 xg por 10 min), o sobrenadante filtrado (0,22 um) e a suspensao
contendo os fagos foi diluida e titulada para determinagcédo da concentragao viral em

UFP/ml conforme equacao abaixo.

UFP/ml = n° de placas de lise x fator de diluicao

volume da aliquota plaqueada

Por fim, os fagos foram armazenados sob refrigeracao a 4°C, considerando 3
meses como limite maximo de tempo para sua utilizagdo, um paradmetro conservativo,

definido em fungao de estudos de viabilidade e tempo de prateleira em andamento.

4.5. SISTEMAS PILOTO LABORATORIAIS DE FLUXO DINAMICO (LOOPINGS)

Um sistema piloto laboratorial de fluxo dindmico (Looping) consiste em um
circuito de tubulagdes contendo multiplas entradas para corpos de prova (cupons
metalicos), os quais tém por objetivo servir de superficie representativa para o
crescimento e estabelecimento de biofilmes de interesse e que podem ser coletados
ao final, ou ao longo do tempo dos ensaios, para a realizagao de diversas analises.



118

Em estudos de biocorrosao e geragao biogénica de H2S, a experimentagao em
um Looping representa a etapa mais importante e representativa da dindmica de
formacédo de biofilmes em superficies metalicas e avaliagdo do desempenho de
produtos e/ou processos de controle de contaminagdes microbianas, que se pode
obter em escala laboratorial para qualquer cenario operacional, uma vez que:

(i) permite a formagao de um biofilme maduro fortemente aderido ao cupom, devido
a forga de cisalhamento aplicada pelo fluido em fluxo baixo e continuo;

(ii) permite o acompanhamento continuo de parametros fisico-quimicos mais
representativos em funcido de sensores normalmente instalados diretamente no
sistema;

(iii) permite avaliar o desempenho de produtos antimicrobianos em diferentes niveis
de contaminacao e niveis equivalentes aos operacionais;

(iv) permite a coleta e analise dos cupons ao longo do tempo, sem interromper ou
causar grandes perturbagdes no sistema;

(v) possibilita a realizagao de experimentos de longa duragao.

Condigdes estas que dificiimente sao viaveis em ensaios estaticos, de pequena
escala, amplamente empregados por laboratérios de microbiologia. Contudo, poucas
instituicdes possuem sistemas desse tipo, disponiveis e adequados a avaliacao
microbiolégica associada a bicorroséo e a geragao de H2S na industria do petréleo.

Neste trabalho foi realizado um primeiro estudo para avaliar o efeito de um
coquetel fagico sobre um biofilme pré-formado em um sistema de Looping ja existente
no CENPES.

A partir dos resultados obtidos, um novo sistema de Looping foi projetado, com
o objetivo de ampliar e otimizar as funcionalidades do sistema previamente existente
e implantar dois sistemas de Loopings na UFV dedicados ao desenvolvimento da
tecnologia de bacteriéfagos, de modo que pudessem ser operados em paralelo (ex.:
um como controle e outro como tratamento), os quais foram utilizados no segundo

estudo em Looping realizado neste trabalho.

4.5.1. Primeiro estudo com bacteriéfagos em Looping (sistema CENPES)

O primeiro estudo com fagos em um sistema de Looping realizado no
equipamento do CENPES (Figura 36) foi feito com o objetivo de avaliar o efeito de
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um coquetel fagico sobre um biofilme pré-formado a partir de uma cultura mista de

BRS obtida das amostras coletadas do tanque slop da plataforma do tipo FPSO.

Figura 36. Sistema piloto laboratorial de fluxo dinamico (Looping) do CENPES
utilizado no primeiro estudo de avaliagdo do efeito de um coquetel fagico em biofilmes
mistos de BRS de tanque slop de plataforma do tipo FPSO.

O sistema de Looping do CENPES apresenta as seguintes caracteristicas:

(i) velocidade de fluxo baixa, abaixo de 1,0 m/s, ideal para favorecer a adesao
microbiana e formacao do biofilme;

(ii) volume util de aproximadamente 8 L;

(iii) controle de temperatura do fluido em circulagao por manta de aquecimento;

(iv) sistema de purga com gas nitrogénio para condicionamento do circuito e
manutenc¢ao do fluido circulante em condigdes andxicas (O2 abaixo de 1 ppm);

(v) monitoramento dos seguintes parametros fisico-quimicos: temperatura, pH,
oxigénio dissolvido (OD) e potencial redox (ORP), através de sensores
instalados diretamente em contato com o fluido circulante;

(vi) suportes individuais para até 77 cupons metalicos instalados na geratriz inferior
das tubulacoes;

(vii) um pequeno trecho da tubulagdo em acrilico, onde é possivel acompanhar

visualmente a adeséo ou remogao do biofilme ao longo do experimento.
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Este primeiro estudo foi conduzido ao longo de aproximadamente 2 meses,
com retirada de cupons em 8 tempos diferentes, sendo 5 tempos (pré-fagos) antes da
dosagem do coquetel fagico, com o objetivo de avaliar a formacédo do biofilme e
garantir o estabelecimento de um biofilme maduro, estavel e fortemente aderido aos
cupons; e, 3 tempos (pds-fagos) apds uma unica dosagem do coquetel fagico, com o
objetivo de avaliar seu efeito na remogao do biofilme pré-formado.

A Figura 37 e a Tabela 9 apresentam as etapas do experimento, o intervalo de
tempo entre as amostragens dos cupons e as atividades realizadas a cada dia

relevante.
Coquetel Fagico
1¢ 72 109 11¢° 142 20¢° 26° 402412 43¢ 482 54¢2

10 dias 3 dias 6 dias _ 3 dias 5 dias 6 dias
e o | © © ©

. Soluga Solugdo
o
Figura 37. Etapas experimentais do primeiro estudo realizado no sistema piloto
laboratorial de fluxo dindmico (Looping) do CENPES, demonstrando os intervalos de
tempo entre as amostragens dos cupons metalicos. Os numeros ordinais representam

os dias do experimento e os numeros em circulos representam os tempos de coleta
dos cupons.
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Tabela 9. Principais atividades realizadas a cada dia relevante do primeiro estudo no
sistema piloto laboratorial de fluxo dinamico (Looping) do CENPES.

Dia Atividades
O Looping foi abastecido com a agua mar natural, a qual foi
desaerada no proprio sistema e permaneceu em recirculagao

1° por 10 dias, antes da inoculagdo das culturas, para
comissionamento e verificagdo da estabilidade dos
parametros fisico-quimicos;

7° @ Os cupons de n° 1 foram amostrados;
O Looping foi inoculado com as culturas microbianas na

10° proporcao de 10 % do volume util do Looping, as quais foram

% previamente quantificadas por NMP e foi dosada solugao

nutritiva na proporcao de 1 % do volume util do Looping;

11° @ Os cupons de n° 2 foram amostrados;

14° @ Os cupons de n° 3 foram amostrados;

20° @ Os cupons de n° 4 foram amostrados;

26° A solugao nutritiva foi dosada na proporgéo de 1 % do volume
util do Looping;

40° @ Os cupons de n° 5 foram amostrados;

41° g\ O coquetel fagico foi dosado na concentragao de 10° UFP/m;

43° @ Os cupons de n° 6 foram amostrados;

48° @ Os cupons de n° 7 foram amostrados;

54° Os cupons de n° 8 foram amostrados;

O coquetel fagico foi constituido por 4 fagos da Colegao de Virus Bacterianos
do LIVM isolados na linhagem bacteriana Escherichia coli 30, pertencente a Colegéo
de Microrganismos do LIVM. Todos estes fagos foram isolados a partir de amostras
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ambientais, de agua de rio, coletadas no Ribeirdo Sao Bartolomeu, na propria cidade
de Vigosa e pertencem a classe Caudoviricetes, Familia Straboviridae (antiga ordem
Caudovirales, Familia Myoviridae).

Como dosagem do coquetel fagico, foram utilizados 50 ml do coquetel
produzido na concentragdo de 1,0 x 10" UFP/ml. Portanto, a concentragéo de fagos
efetivamente dosada, que permaneceu em circulagao inicialmente no Looping, foi de,
aproximadamente, 6,25 x10° UFP/ml.

Utilizaram-se cupons de ago carbono C 1020 com 1,0 cm de diametro e 0,3 cm
de espessura, previamente jateados e esterilizados, conforme padrao de execugéao
descrito no APENDICE A.

Os cupons foram encaixados em seus respectivos suportes, de modo que
apenas uma de suas faces ficou em contato com o fluido, faceando a superficie da
tubulacdo. Portanto, a area superficial do cupom para calculo do NMP do biofilme foi
de 0,785 cm? (Area = pi x raio? = 3,14 x 0,52).

Para a formacgao do biofilme foram utilizadas como inéculo as culturas de BRS-
m e BANHT obtidas da amostragem do tanque slop da plataforma do tipo FPSO. No
10° dia do experimento, inoculou-se um volume de aproximadamente 800 ml (10 %
do volume util do Looping), contendo 50 % da cultura de BRS-m e 50 % da cultura de
BANHT, previamente crescidas ap6s um repique de 10 % e 72 h, para manter a cultura
com boa atividade e em fase de crescimento exponencial.

Juntamente com o in6culo, o sistema foi alimentado com um volume de 10 ml
(aproximadamente 1 % do volume util do Looping) de solugédo nutritiva redutora
(APENDICE A), para estimular o crescimento do indculo e acelerar a formagao do
biofilme.

Como fluido de teste foi utilizada agua do mar natural coletada em ambiente de
baixa influéncia antrépica (Praia de Grumari, Rio de Janeiro - RJ), portanto com baixo
residual de matéria organica e auséncia de contaminantes quimicos e patogénicos.

Essa agua foi previamente filtrada (em membranas de 0,45 ym de diametro de
poro), para remogao de areia e demais particulados e mantida sob refrigeragdo em
camara fria (x4°C) até sua utilizagdo, quando foi entdo desaerada com purga de No2.
A reposicao de agua no Looping foi realizada a cada amostragem de cupons para

manutencao do volume util.
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Ressalta-se que, no caso deste estudo, a agua do mar n&o foi previamente
esterilizada, de modo que ela contribuiu com o aporte inicial de microrganismos ao
sistema para acelerar o crescimento e reduzir o tempo de formacéo do biofilme.

Ao longo do experimento, além do acompanhamento das analises fisico-
quimicas (temperatura, pH, OD e ORP) pelos sensores do préprio sistema, foram
coletadas amostras do fluido para realizacado das analises de quantificagdo do teor de
H2S dissolvido, através do método de titulagdo potenciométrica (APENDICE A) e
quantificacbes de BRS-m e BANHT, pela técnica do NMP.

Os cupons coletados ao longo do tempo também foram quantificados em
duplicata e realizadas as analises de quantificacdo de BRS-m e BANHT pela técnica
do NMP e foram preservados para realizagao de analises de microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e perfilometria éptica com determinagdo da rugosidade média
quadratica — Rq (um), conforme APENDICE A, totalizando 32 cupons.

ApoOs a retirada do ultimo conjunto de cupons no tempo 8, o sistema ainda
permaneceu em circulacdo por um periodo de aproximadamente 5 meses e foi
acompanhado mensalmente quanto a detecgao qualitativa de BRS-m, pelo método de
determinacdo da atividade de BRS (APENDICE A) e teores de H2S dissolvido no
fluido, tendo sido feita a reposicdo de agua do mar desaerada e a dosagem com
solugao nutritiva na proporcao de 1 % do volume util do Looping ap6s cada retirada

de amostra.

4.5.2. Segundo estudo com bacteriéfagos em Looping (novos sistemas
UFV)

A partir dos resultados obtidos no primeiro estudo do efeito dos fagos sobre
biofiimes no Looping do CENPES, um novo sistema de Looping foi projetado em
parceria com a UFV, com o objetivo de ampliar e otimizar as funcionalidades do
sistema existente e implantar Loopings de modo a permitir a realizagdo de ensaios
dedicados a estudos com bacteriéfagos.

Os novos Looping projetados contaram com a parceria da empresa DFELX -
Desenvolvimento e Fabricagcdo de Equipamentos para Laboratério LTDA (DFELX,
2012), que elaborou, construiu e montou o equipamento. Dois equipamentos idénticos
foram fabricados e instalados em um novo espaco do LIVM, com o objetivo de realizar

ensaios em paralelo, sendo um como controle e o outro como tratamento (Figura 38).
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Figura 38. Sistemas piloto laboratoriais de fluxo dindmicos (Looping) instalados no
novo espaco do LIVM da UFV, projetados e construidos para a realizagdo de ensaios
de desenvolvimento da tecnologia de bacteriéfagos para controle de biofiimes e BRS
na industria do petréleo em parceria do CENPES com a UFV.

Além das caracteristicas basicas de um Looping conforme citadas
anteriormente, outras caracteristicas foram acrescidas aos novos Loopings projetados
visando ampliar e otimizar suas funcionalidades. As principais foram:

(i) maior quantidade de cupons (cada Looping possui capacidade de instalagédo
de até 400 cupons), para permitir a realizagao de diferentes analises além das
convencionais analises de quantificacdo por NMP, tais como MEV, perfilometria
optica, perda de massa e caracterizacdo da diversidade microbiana utilizando
técnicas de biologia molecular, as quais demandam uma quantidade grande de
cupons para extragao de quantidade suficiente de DNA do biofilme;

(ii) facilidade de coleta dos cupons, de modo a permitir uma amostragem rapida
apos a retirada do suporte dos cupons de dentro da tubulacéo, reduzindo os
riscos de interferéncia no biofilme pela exposicdo ao ambiente e perda ou
contaminagao da biomassa devido a manipulagdo no momento da coleta;

(iii) possibilidade de coleta independente dos cupons, ou seja, um determinado
trecho contendo cupons pode ser fechado por valvulas e coletado de modo que
o restante do sistema permanega em circulagdo reduzindo significativamente

as interferéncias no sistema devido a coleta;
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(iv) otimizacdo do sistema de purga com gas nitrogénio, para garantir a
manutencao das condigdes andxicas durante todo o periodo do experimento,
incluindo no momento da coleta dos cupons e posterior condicionamento dos
trechos onde os cupons foram coletados. Para isso, foram instalados engates
rapidos para a purga em todos os trechos;

(v) permitir futuros ensaios de longa duracao (6, 12, 18, 24 meses ou até mais)

devido ao maior numero de cupons, além das demais caracteristicas ja citadas.

Estes novos Loopings s&do compostos por tubulagdes de 3/4 de polegada (19,5
mm de didmetro interno) e foram projetados para manter uma velocidade de fluxo
constante ao longo de todos os segmentos da tubulagdo, ndo permitindo retorno ou
estagnagdo em nenhum ponto, mesmo operando com uma velocidade baixa (menor
que 1,0 m/s), para favorecer a formacéao e estabelecimento de um biofilme fortemente
aderido e o mais equitativo possivel em todos os trechos com cupons.

Os sistemas possuem sensores em linha para o monitoramento dos seguintes
parametros fisico-quimicos: temperatura, pH e OD. Eles também contam com um
sistema de purga de gas nitrogénio para desaeragao e comissionamento dos sistemas
e do fluido de teste, tanto no momento da partida, quanto ao longo da execugao do
ensaio, bem como, durante os procedimentos de coleta dos cupons e realimentacao
dos sistemas.

Cada trecho da tubulagdo onde se encontram os cupons possui engates
rapidos para a purga do nitrogénio (Figura 39) de modo que a purga pode ser
rapidamente desconectada de um engate e conectada em qualquer outro sem que a
tubulagdo precise ser aberta em nenhum momento, minimizando assim grandes

contaminagdes do sistema pela entrada de oxigénio.
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Flgu ra 39. Sistema de purga de gas nitrogénio por engate rapido nos S|stemas plloto
laboratoriais de fluxo dinamicos (Loopings) da UFV. (A) Engate em cada um dos
trechos da tubulagédo que contém os cupons. (B) Detalhe do engate rapido.

Cada Looping possui entrada para um total de 400 cupons no formato redondo
com 0,9 cm de diametro e 0,5 cm de espessura. Esses cupons sdo encaixados em
um suporte denominado “régua” (Figura 40). Cada régua € acondicionada em um
segmento independente da tubulagdo do Looping (Figura 41), sendo que cada um
desses segmentos pode ser fechado durante o ensaio para permitir a coleta dos
respectivos cupons ali instalados sem interromper o fluxo no restante do sistema.

Cada régua possui encaixe para 25 cupons, totalizando, portanto, 16 réguas.

\ /
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Figura 40. Suporte (“‘régua”) para o encaixe dos cupons de 0,9 cm de didmetro nas
tubulagdes dos sistemas piloto laboratoriais de fluxo dindmicos (Loopings) instalados
na UFV.
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Figura 41. Entradas dos suportes (“réguas”) dos cupons nas tubulagdes dos sistemas
piloto laboratoriais de fluxo dindmicos (Loopings) da UFV.

O volume util total de cada Looping € de aproximadamente 150 L, sendo 140 L
referente a dois tanques de alimentagao de 70 L cada, os quais podem ser utilizados
individualmente ou em conjunto para facilitar eventuais intervengdes operacionais do
ensaio, e os 10 L restantes referem-se ao volume util do circuito de tubulacdes. A
Figura 42 apresenta a configuracdo e posi¢cao dos principais componentes do

Looping.
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Figura 42. Configuragao e posigao dos principais componentes dos sistemas piloto
laboratoriais de fluxo dindmicos (Loopings) instalados na UFV: (1) tanques, (2)
bombas, (3) fluxémetro, (4) sistema de purga de N2, (5) valvulas de controle do fluxo,
(6) mandbmetros, (7) entradas dos suportes (“réguas”) dos cupons, (8, 9 e 10)
conexdes para inser¢ao dos sensores de pH, oxigénio dissolvido ou condutividade.

Com o objetivo de avaliar as condi¢des operacionais e a dinamica do
crescimento da cultura microbiana no sistema, bem como testar os procedimentos
experimentais, analiticos e de monitoramento, foi executado um ensaio biético nos
Loopings da UFV, ja com a dosagem do coquetel fagico pré-selecionado.

Sendo assim, foram utilizados os dois sistemas de Looping, um operando como
Controle, no qual nao foi feita a dosagem do coquetel fagico e outro operando como
Tratamento, no qual o coquetel fagico foi dosado apds o estabelecimento do biofilme.

O estudo foi conduzido ao longo de aproximadamente 2 meses (57 dias), com
retirada de cupons em 2 tempos diferentes (42° e 57° dias), compreendendo uma fase
pré-inoculacao (até o 6° dia) para comissionamento e estabilizagdo dos parametros
fisico-quimicos e uma fase pds-inoculacao, do 6° ao 57° dia.

A fase pés-inoculagdo se iniciou com a inoculagado (Figura 43) da cultura
microbiana para crescimento e formagao do biofilme (6° dia), posteriormente foi feita

a 12 coleta de cupons (pré-fagos) seguida da dosagem do coquetel fagico (42° dia); e,
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por fim foi feita a 22 coleta de cupons (p6s-fagos) ao final desse periodo (57° dia). O

coquetel fagico pré-selecionado foi dosado na concentragao de 1,0 x 107 UFP/ml.

A B
Figura 43. (A) Inoculagéo da cultura de BRS no tanque do Looping por meio de uma

bomba peristaltica. (B) Local de entrada (seta vermelha) da mangueira de inoculagao
da cultura de BRS na tampa do tanque do Looping.

A Figura 44 e a Tabela 10 apresentam as etapas deste experimento e o

intervalo de tempo entre as atividades realizadas a cada dia relevante.
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Figura 44. Etapas experimentais do estudo preliminar realizado nos novos sistemas
piloto laboratoriais de fluxo dindmico (Loopings) da UFV, demonstrando os intervalos

de tempo entre as principais atividades realizadas. Os nimeros ordinais representam os dias
do experimento e os nimeros em circulos representam os tempos de coleta dos cupons.

l | @ @

Solugdo Solugdo
Nutritiva Nutritiva

Tabela 10. Principais atividades realizadas no estudo preliminar realizado nos novos
sistemas piloto laboratoriais de fluxo dindmico (Loopings) da UFV.

Dia

Atividades

10

Os Loopings foram abastecidos com a agua mar natural, a
qual foi desaerada no proprio sistema e permaneceu em
recirculacao por 6 dias, antes da inoculagdo da cultura, para
comissionamento e verificagdo da estabilidade dos
parametros fisico-quimicos;

60

Os Loopings foram inoculados com a cultura microbiana na
proporcao de 5 % do volume util do Looping e foi dosada
solugao nutritiva também na proporcéo de 5 % do volume util;

20°

A solucéo nutritiva foi dosada na propor¢ao de 5 % do volume
util do Looping;

40°

A solugao nutritiva foi dosada na proporgéo de 5 % do volume
util do Looping;

42°

Os cupons de n° 1 (pré-fagos) foram amostrados e em
seguida o coquetel fagico foi dosado na concentragdo de 10’
UFP/ml;

57°

Os cupons de n° 2 (pés-fagos) foram amostrados.
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O comissionamento dos Loopings da UFV também foi realizado com agua do
mar natural (Praia de Grumari, Rio de Janeiro - RJ), a qual foi filtrada (membrana de
0,45 pym de didmetro de poro) para remogao de areia e demais particulados e mantida
sob refrigeragdo em camara fria (+4°C) até sua utilizagao.

Devido ao uso da agua do mar natural como fluido de teste, apenas um tanque
de cada Looping foi utilizado neste estudo, de modo a minimizar a obtencéo,
manutengdo e manipulagdo de grandes volumes para ensaios, totalizando assim,
cerca de 70 L de agua do mar para cada Looping.

Neste estudo, os sistemas de Looping operaram com uma vazao em torno de
50 L/h (1,4 m3/s), o que corresponde a uma velocidade de fluxo de aproximadamente
0,05 m/s\)), (Figura 45A). A temperatura de operagao foi ajustada para 30 + 2°C em
ambos os Loopings (Figura 45B).

| A A
Figura 45. Controle de vazéo e de temperatura dos sistemas piloto laboratoriais de
fluxo dindmicos (Loopings) da UFV. (A) Fluxdmetro indicando (seta vermelha) a vazao
de 50 L/h. (B) Painel de controle indicando (seta vermelha) o controle de 30°C no
tanque em operagéo.

(1) Vazéo (Q) = velocidade (v) x Area (A) - v = Q/A — v = 0,000014/0,0003 = 0,046 m/s
Area (A) = T x raio (r)2 — A = 3,1416 x (9,75 x 9,75) — A = 0,0003 m?
Didmetro (D) =2 x raio (r) > r=D/2 - r=19,5/2 — 9,75 mm
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Foram utilizados cupons de ago carbono X65 jateados e previamente
esterilizados, antes de serem introduzidos nos sistemas, conforme procedimento
detalhado no APENDICE A. A seguir, os cupons foram encaixados nas “réguas” com
auxilio de uma pinga (Figura 46A) e, por fim, as réguas foram introduzidas na
tubulacéo dos Loppings (Figura 46B). Foram utilizadas 2 “réguas” neste experimento,
uma coletada no 42° dia (antes da dosagem do coquetel fagico) e a outra no 57° dia

(ultimo tempo de ensaio).

Figura 46. Preparo dos suportes (‘réguas”) de cupons para inicio dos ensaios nos
sistemas piloto laboratoriais de fluxo dindmicos (Loopings) da UFV. (A) Insergédo dos
cupons de ago carbono X65 nos orificios da “régua”. (B) “Régua” preenchida com os
cupons sendo inserida na tubulagao do Looping.

Inicialmente, os sistemas foram sanitizados com solug¢ao de hipoclorito de sddio
(NaCIO) 0,5%, em seguida permaneceram em circulagdo por 48h com agua de
abastecimento publico para remogao do residual de NaClO. Entdo foram esvaziados
e purgados com gas N2, para finalmente serem abastecidos com a agua do mar
natural, mantendo-se a purga de Noa.

Previamente ao inicio efetivo dos ensaios, os sistemas permaneceram em
comissionamento apenas com recirculagado e desaeragao da agua, para verificagéo
de vazamento e regulagédo da vazao, por cerca de uma semana.

A partir do 1° dia de ensaio, ao longo dos 6 primeiros dias (fase pré-inoculagao),

os Loppings permaneceram em operagao apenas para monitoramento dos
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parametros fisico-quimicos (temperatura, pH e OD) a fim de se estabilizar os sistemas.
A purga de nitrogénio foi mantida por cerca de 8 h/dia para redugéo dos niveis de OD
de modo a ser mantido abaixo de 1 ppm (mg/L).

No 6° dia, os Loopings foram inoculados com uma cultura de BRS
correspondente a 5% do volume util do sistema e alimentados com solugéo nutritiva
20X (APENDICE A) desaerada em purga de N2, também a 5% do volume util, para
dar inicio a formagao do biofilme (fase pds-inoculagao).

Nesses ensaios, foi utilizado como indculo apenas a cultura mista enriquecida
para BRS-m da amostra de tanque de armazenamento de petrdleo da plataforma do
tipo FSO, uma vez que o cenario de tanques de plataforma é considerado mais
representativo da criticidade de geragao biogénica de Hz2S e biocorrosao, bem como
do cenario de aplicagdo proposto para o primeiro teste piloto em campo com um
coquetel fagico.

A cultura foi previamente repicada em meio de cultura Postgate E modificado
(APENDICE A), em base agua do mar natural, sem agar-agar e sem sulfato de ferro,
7 dias antes da inoculagao nos Loopings. Um repique de 10% da cultura foi transferido
(e mantido até a inoculagdo) em camara de anaerobiose (Figura 47A) sob atmosfera
de 10% de COz2, 10% de H2 e 80% de Nz, para 2 frascos do tipo Schott contendo o
mesmo meio de cultura (Figura 47B), de modo a obter o equivalente aos 5% do
volume util (3,5 L para cada Looping), visando uma concentragédo minima de BRS em
torno de 10* NMP/ml no fluido circulante.

BRI T T I I E I I TP TP TTTTT,

Figura 47. (A) Camara de anaerobiose (Whitley A95) e (B) repique da cultura de BRS
utilizadas para preparo do inéculo e inoculagdo nos sistemas piloto laboratoriais de
fluxo dindmicos (Loopings) da UFV.



134

Apods a inoculagado, ao longo de pouco mais de 1 més (36 dias), ambos os
sistemas operaram exatamente sob as mesmas condigbes para proporcionar o
crescimento dos microrganismos e a formacgao do biofilme. Nesse periodo a solugéo
nutritiva foi dosada novamente a 5% (v/v) ao 20° e 40° dias.

No 42° dia o coquetel fagico foi dosado no Looping do ensaio Tratamento e os
sistemas permaneceram em operagao até o 57° dia. Previamente a dosagem dos
fagos, a primeira “régua” de cada Looping foi coletada para a retirada dos cupons e
ao final dos ensaios, no 57° dia, a segunda “régua” foi retirada de cada Looping.

O coquetel fagico utilizado nos ensaios nos Loopings da UFV, também foi
constituido por 4 fagos da Colecao de Virus Bacterianos do LIVM, pertencentes a
classe Caudoviricetes, Familia Straboviridae (antiga ordem Caudovirales, Familia
Myoviridae). Entretanto, nesse segundo estudo, o coquetel foi composto por 3 fagos
isolados na E. coli 30 e um fago isolado em Enterobacter cloacae ATCC 1347,
conforme sera apresentado com mais detalhes no item 5.2.

Os parametros fisico-quimicos de temperatura e OD foram monitorados
diariamente em triplicata, em ambos os sistemas, sendo a temperatura acompanhada
tanto no fluido circulante quanto no tanque de abastecimento. Ja o pH foi monitorado
cerca de 2 a 3x por semana também em triplicata.

O fluido circulante foi também amostrado com o auxilio de uma seringa, de
modo a minimizar a entrada de Oz no sistema (Figura 48), para realizagdo das
seguintes analises (todas em ftriplicata): (i) densidade O&ptica (DOsoonm), por
espectrofotometria em 600 nm; (ii) H2S dissolvido, pela técnica de titulagéo
potenciométrica; (ii) sulfato, por cromatografia de ions; (vi) BRS-m pela técnica do
NMP; (v) ATP (adenosina trifosfato), conforme kit LuminUltra® ATP Testing; e, (vi)
titulo viral em UFP/ml.
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Figura 48. Procedimento de amostragem do fluido para realizagdo das analises
realizadas no estudo preliminar nos sistemas piloto laboratoriais de fluxo dindmicos
(Loopings) da UFV.

Os cupons, foram amostrados para realizagdo das seguintes analises em
triplicata: (i) BRS-m (NMP/cm?); (ii) ATP (pg/cm?); (iii) MEV; (iv) perfilometria éptica;
e, (vi) perda de massa, para determinagao das taxas de corroséo.

A Tabela 11 sintetiza o tipo de amostra coletada, as analises realizadas e os
respectivos tempos de amostragem ao longo do estudo preliminar em ambos os

sistemas piloto laboratoriais de fluxo dindmicos (Loopings) da UFV.
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Tabela11. Tipo de amostra, analises e respectivos tempos de amostragem realizados
no estudo preliminar nos sistemas piloto laboratoriais de fluxo dindmicos (Loopings)

da UFV.
Amostra Analise Tempo
Tem t °
peratura (°C) Disrio
OD (mg/L)
o 20
u
308(600?|_m) 3x/semana
Fluido |12 (MIL)
Sulfato (mM) o 1200570
BRS-m (NMP/ml) , diae
ATP (pg/ml)
o [0} (o]
Titulo viral (UFP/ml) 42°,49° e 57
dia
BRS-m (NMP/cm?)
ATP (pg/cm?
s ! 42° e 57°
Cupom | MEV o

Perfilometria e Rugosidade Média Quadratica - Rq (um)

Perda de Massa (g) e Taxa de corrosdo (mm/ano)

Para a determinacdo das taxas de corrosdo os cupons foram coletados,

raspados, decapados, secos € novamente pesados em balanga analitica conforme

procedimentos da Norma ASTM G1-03: Standard Practice for Preparing, Cleaning and
Evaluating Corrosion Test Specimens (ASTM INTERNATIONAL, 2017).
A decapagem dos cupons foi realizada utilizando-se a solugdo acida

identificada como C.3.5, do Anexo 1 da referida norma, apresentada na Tabela 12
(ASTM INTERNATIONAL, 2017). Foram realizados ciclos de imersao de 20 segundos,

seguidos de limpeza mecanica por escovacao (cerdas nao metalicas) e imersdo em

agua destilada, até completa remogao dos depdsitos de corrosao.

Tabela 12. Composicao da solugédo acida (ASTM INTERNATIONAL, 2017) utilizada
na decapagem dos cupons de ago carbono coletados nos ensaios nos Loopings da

UFV.
Componente Quantidade
Acido cloridrico (HCI) 500 ml
Hexametilenotetramina (CHz2)sNa4 3,59 (3,5 % m/v)
Agua destilada 500 ml
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As taxas de corroséo (TxCor) foram entdo determinadas conforme a equagao
abaixo (ASTM INTERNATIONAL, 2017):

k.Am
taxa de corrosio (TxCor) = ——
t.Ap

Onde:

k = constante com valor de 87.600 para calculo de taxa de corrosdo em mm/ano;
Am = variacdo da massa em gramas (Q);

t = tempo do ensaio em horas (h);

A = area da superficie exposta ao meio corrosivo em cm?;

p = densidade do material em g/cm3.

4.6. AVALIAGAO DE POTENCIAIS IMPACTOS DO USO DE BACTERIOFAGOS

4.6.1. Ecotoxicidade

Ensaios para a avaliagado da potencial ecotoxicidade dos fagos foram realizados
com o coquetel fagico comparativamente a produtos biocidas comerciais, através de
testes no sistema Microtox® (MICROBICS CORPORATION, 1992), conforme a norma
ABNT-NBR 15411-3: Ecotoxicologia Aquatica - Efeito inibitorio sobre a
bioluminescéncia de Vibrio fischeri. Parte 3: Método utilizando bactérias liofilizadas
(ABNT, 2021c).

As leituras da bioluminescéncia foram realizadas em dilui¢des sucessivas dos
produtos em agua do mar sintética, contendo in6culo da bactéria V. fischeri na
proporcao de 10% do volume total do frasco. Todas as condi¢gdes de ensaio foram
realizadas em duplicata e foram adicionados (i) controles negativos, onde n&o foi
adicionado o inéculo e (ii) controles positivos, onde foi adicionado sulfato de zinco
(ZnS04) como substancia de referéncia com efeito ecotdxico (Figura 49).

O ZnSO04 foi utilizado nas concentragdes de 9,0; 4,5; 2,25 e 1,12 mg/L (m/v),
sendo que o resultado da CES50 deve ficar entre 3 e 10 mg/L, confirmando que a
cultura de V. fischeri utilizada esta respondendo adequadamente, caso contrario, o

teste deve ser repetido.
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Inéculo
Vibrio fischeri
10%

A

A RN

® 6 6 0 o0 o

Diluig6es do Produto: 90% 45% 22,5% 11,25% 0% ZnSO, X2
Controle Controle

() (+)

Figura 49. Representagdo esquematica das diluicbes seriadas do produto em
avaliacdo e controles negativo e positivo para realizacdo de teste de ecotoxicidade
com a bactéria Vibrio fischeri pelo sistema Microtox®.

As analises para cada condi¢ao de teste foram realizadas em intervalos de 5,
15 e 30 minutos e o calculo da CE50 foi feito automaticamente pelo equipamento,
sendo a referéncia normativa os valores obtidos em 15 minutos (CE5015min).

Foram avaliados dois lotes diferentes do coquetel fagico produzido em
laboratério, um no qual foi obtida a concentracao final de 107 UFP/ml e outro com 10°
UFP/ml.

O ensaio também foi realizado apenas com o meio de cultura residual (LB
residual) utilizado na produg&o dos fagos (ou seja, o meio inoculado com a bactéria
hospedeira, porém sem inoculagdo do fago, sob as mesmas condigdes e apds o
mesmo tempo de batelada da produgéo), com o objetivo de se avaliar se os fagos por
si s6 possuem algum efeito sobre a bactéria V. fischeri, impactando sua emissdo de
luminescéncia, ou se o resultado da CES50 tem influéncia principalmente dos
componentes do meio de cultura utilizado.

Comparativamente foram avaliados dois biocidas comerciais: o biocida padrao
THPS 75% e o biocida para tanques a base de THPS 40%.
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4.6.2. Biodegradabilidade

Ensaios para avaliagdo da biodegradabilidade em ambientes marinhos foram
realizados com o coquetel fagico comparativamente a produtos biocidas comerciais,
conforme o teste padrao n° 306: Biodegradability in Seawater (Biodegradabilidade em
agua do mar) da OECD (OECD, 1992b).

O método de ensaio de biodegradabilidade em agua do mar da OECD 306
utilizado neste estudo foi o método de frascos fechados (closed bottle). O principio
desse meétodo se baseia na quantificagdo do oxigénio consumido pelos
microrganismos heterotréficos aerdbios autéctones da agua do mar natural, na
presencga de 2 a 10 mg/L do produto em avaliagao.

A agua do mar foi suplementada de nutrientes minerais e foram preparados
frascos contendo 300 ml de volume util, em duplicata para cada condi¢do, os quais
foram incubados ao longo de um periodo de 28 dias, no escuro (frascos envoltos em

papel aluminio), a 20 + 1°C, conforme pode ser observado na Figura 50.

Figura 50. Frascos fechados incubados no escuro do ensaio de biodegradabilidade
em agua do mar (LABP, 2022).

A agua do mar utilizada foi filtrada para remogao de particulados, mantida em
aeragao suave até sua utilizacdo e suplementada no inicio do teste com 1 mi
(aproximadamente 0,3% do volume de teste) de cada uma das 4 solugdes (A, B, C e

D) de nutrientes minerais apresentadas na Tabela 13, pois de outro modo, as baixas
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concentragdes sobretudo de nitrogénio e fésforo na agua do mar limitariam a remocgéao

do carbono organico dissolvido (COD).

Tabela 13. Solugbes de nutrientes inorganicos utilizadas no teste padrdo de
biodegradabilidade em agua do mar (OECD, 1992b)

~ Quantidade
Solugao Reagente (/L)

Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) 8,50

A Fosfato de potassio Dibasico (K2HPO4) 21,75
Fosfato de sédio dibasico dihidratado (NazHPO4 . 2H20) 33,30

Cloreto de aménio (NH4Cl) 0,50

B Cloreto de calcio (CaClz2) 27,50

C Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4.7H20) 22,50

D Cloreto de ferro Il hexahidratado (FeCI3.6H20) 0,25

Considera-se um resultado positivo, ou seja, um produto de alta
biodegradabilidade em ambiente marinho, se o valor médio de remog¢ao de COD for
2 70% ou da Demanda Bioquimica de Oxigénio tedrica (DBO¢) for 2 60% no periodo
maximo de 28 dias.

A DBO:t é utilizada para se avaliar substancias individuais e/ou produtos para
0s quais a estrutura molecular de todos os componentes é conhecida, caso contrario,
utiliza-se a Demanda Quimica de Oxigénio (DQQO) como referéncia para o calculo da
biodegradabilidade (%D), a qual deve ser determinada previamente para cada
produto.

No caso deste ensaio, a 4gua do mar foi filtrada em membrana de 0,45 um e a
DQO dos produtos foi determinada previamente pelo método colorimétrico (600 nm)
conforme Standard Methods for the Examination of Water and Wastwater (APHA,;
AWWA; WEF, 2017).

Além dos frascos de teste contendo os produtos em avaliacdo, também foram
preparados os seguintes frascos: (i) controle branco, contendo somente agua do
mar, cuja diferenca de consumo de oxigénio é descontada no calculo da %D; (ii)
substancia de referéncia biodegradavel, a qual deve apresentar biodegradabilidade
= 60% da DBOt, caso contrario o teste deve ser repetido; (iii) controle da toxicidade,
contendo a substancia de referéncia e o produto em avaliagao, a fim de se avaliar se
o proprio produto possui efeito inibitério significativo; e, (iv) controle fisico-quimico,
contendo o produto em avaliagdo e cloreto de mercurio (HgCLz2), o qual cessa toda a
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atividade microbiana, a fim de se avaliar se o produto é degradado por mecanismos
abidticos, como por exemplo hidrélise ou adsorc¢ao.

Para estes ensaios, foi utilizada a concentragdo de 2 mg/L de cada produto e
as quantificacbes de oxigénio foram realizadas nos tempos de 7, 14 e 28 dias em
duplicata através do método de titulagdo Winkler (CARVALHO et al., 2021) conforme
norma ISO 5813 (ISO, 1983). A substancia de referéncia utilizada foi o benzoato de
sodio (CeHsCO2Na).

A partir das medi¢des de oxigénio, o calculo da %D é feito conforme a equacgéo:

%D=  (mto—mi)—(mMbo—mbx) x 100
Cst x (DQO ou DBOt)

Onde,

mto = média dos teores de Oz do tratamento no tempo 0 (zero);

mi = meédia dos teores de O2do tratamento a cada tempo avaliado;

Moo = média dos teores de Oz do branco no tempo 0 (zero);

mbx = média dos teores de O2do branco a cada tempo avaliado;

Cst = concentragao da substancia teste.

DQO ou DBOt = em mg de O2/mg de substancia teste.

Além do coquetel fagico (na concentragao de 10° UFP/ml), o teste também foi
realizado apenas com o meio de cultura residual (LB residual) utilizado na produgao
dos fagos (ou seja, o meio inoculado com a bactéria hospedeira, porém sem
inoculagao do fago, sob as mesmas condigbes e apdés o mesmo tempo de batelada
da producdo), com o objetivo de se avaliar se os fagos por si s6 atuam sobre os
microrganismos do teste impactando na %D, ou se o resultado da %D tem influéncia
principalmente dos componentes do meio de cultura utilizado.

Comparativamente foram avaliados dois biocidas comerciais: o biocida padréo
THPS 75% e o biocida para tanques a base de THPS 40%.

4.6.3. Corrosividade

Ensaios para a avaliagdo da potencial corrosividade do coquetel fagico foram
realizados com o coquetel comparativamente a produtos biocidas comerciais através
de ensaios abidticos de imersdo e determinacdo da perda de massa de cupons

metalicos e respectivas taxas de corrosdo conforme a Norma ASTM G31-21: Standard
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Guide for Laboratory Immersion Corrosion Testing of Metals (ASTM
INTERNATIONAL, 2021).

Os ensaios foram conduzidos em células de vidro, abastecidas com agua do
mar natural esterilizada, sob pressao atmosférica, com borbulhamento continuo de N2

e em temperatura ambiente (~ 25°C), ao longo de 30 dias (Figura 51).

&

Figura 51. Células de vidro utilizadas nos ensaios de avaliacdo da corrosividade.

Como corpos de prova, foram utilizados 3 cupons de aco carbono API 5L Gr
X65 por célula de vidro, os quais foram previamente jateados com esferas de vidro na
faixa de 90 a 125 um, limpos com solugao de acetona 60% (v/v), numerados e
pesados individualmente, tendo sua massa inicial aferida, anotada e correlacionada
com a numeracao.

Ambos os produtos biocidas, o biocida padrao (THPS 75%) e o biocida para
tanques (THPS 40%), foram utilizados na concentragdo de 200 ppm (mg/L) e o
coquetel fagico (10° UFP/ml) foi utilizado na concentragdo de 107 UFP/ml. Todos os
produtos foram avaliados tendo como fluido de teste agua do mar natural filtrada
(0,45um) e esterilizada e um ensaio controle foi realizado sem a adigdo de qualquer
produto, apenas com os cupons expostos ao fluido de teste.

O pH de todos os produtos puros foi medido e também acompanhado no fluido

de teste ao longo dos ensaios de corrosividade.
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Ap0ds o periodo de 30 dias, os cupons foram coletados, raspados, decapados e
novamente pesados em balanca analitica conforme procedimentos da Norma ASTM
G1-03: Standard Practice for Preparing, Cleaning and Evaluating Corrosion Test
Specimens (ASTM INTERNATIONAL, 2017).

A decapagem dos cupons foi realizada utilizando-se uma solugao acida
conhecida como solugado de Clarke, identificada como C.3.1 no Anexo 1 da referida
norma e apresentada na Tabela14 (ASTM INTERNATIONAL, 2017; SINGH; KUMAR,
2003). Foram realizados ciclos de imersao de 20 segundos na solug¢ao acida, seguidos
de limpeza mecanica por escovagao (cerdas nao metélicas) até completa remogéao
dos depdsitos de corrosao.

Por fim, os cupons foram lavados em agua destilada e alcool isopropilico
(isopropanol) PA (= 99,5%) e secos com soprador térmico. Depois de resfriados a
temperatura ambiente em dessecador, os cupons foram pesados para determinagao

das taxas de corrosao.

Tabela 14. Composigao da solugéo acida de Clarke (ASTM INTERNATIONAL, 2017;
SINGH; KUMAR, 2003) utilizada na decapagem dos cupons de ago carbono dos
ensaios de corrosividade.

Componente Quantidade
Acido cloridrico (HCI) 1000 ml
Trioxido de antimdémio (Sb203) 20g (2% m/v)
Cloreto de estanho (SnCl2) 50g (5% m/v)

As taxas de corroséo (TxCor) foram entdo determinadas conforme a equagao

abaixo (ASTM INTERNATIONAL, 2017):

k.Am
taxa de corrosio (TxCor) = ——
t.Ap

Onde:

k = constante com valor de 87.600 para calculo de taxa de corrosdao em mm/ano;
Am = variacdo da massa em gramas (Q);

t = tempo do ensaio em horas (h);

A = area da superficie exposta ao meio corrosivo em cm?;

p = densidade do material em g/cm3.
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4.6.4. Inibicao do tratamento biolégico de agua de produgao

Ensaios para avaliagdo da potencial inibicdo provocada pelo coquetel fagico,
no processo de nitrificacdo do sistema bioldgico de tratamento de agua de produgao
foram conduzidos em microcosmos estabelecidos a partir do lodo bioldgico
proveniente de uma estagao industrial de tratamento biolégico de agua de produgao
de terminal de petrdleo.

O lodo biologico foi previamente adaptado com alimentagdo em bateladas
sequenciais diarias com agua de produgao industrial e salinidades gradativamente
crescentes (SOUZA et al., 2022). Foram selecionadas para este estudo as salinidades
de 55 g/L (representativa de uma salinidade proxima a existente atualmente nesses
sistemas) e 125 g/L de NaCl (representativa de uma condigao hipersalina que esses
sistemas poderéo atingir no futuro em fungdo de aguas de produgao do pré-sal).

Os microcosmos foram montados a partir de indculos dos respectivos lodos
bioldgicos adaptados as salinidades supracitadas, transferidos (na proporgéao de 10%)
para frascos Erlenmeyer (com 250 ml de volume util) e incubados sob agitagdo em
shaker (150 rpm) a 30°C, conforme ilustrado na Figura 52.

Figura 52. Microcosmos incubados sob agitagcdo para realizagdo dos ensaios de
avaliacdo da potencial inibicdo provocada pelo coquetel fagico no processo de
nitrificagao do sistema bioldgico de tratamento de agua de produgado em terminais de
petroleo.
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Os frascos foram montados e alimentados diariamente (de segunda a sabado),
em bateladas de 18% (v/v) do volume util, apés decantagéo do lodo por 1 hora, com
agua de produgao industrial contendo 80 mg/L de amdnia, suplementada com 1,5 ml/L
de etanol e 2,5 ml/L de tripolifosfato. Os frascos de 125 mg/L de salinidade também
foram suplementados com 1,5 g/L de bicarbonato de sédio (NaHCOs3) de modo a
manter a alcalinidade residual acima de 300 mg/L, adequada a nitrificagéo.

Foram utilizados frascos em quadruplicata para cada concentracdo salina,
sendo destinada uma duplicata como controle e outra como tratamento, na qual o
coquetel fagico foi dosado na contragédo de 107 UFP/m.

As concentracdes de amodnia foram acompanhadas cerca de 2 vezes por
semana, pelo método do Kit Hack TNT Plus, ao longo de, ao menos, 30 dias antes da
dosagem do coquetel fagico, como fase de estabilizacdo, de modo a garantir
remogdes de amodnia estaveis e acima de 90%.

Apods a dosagem do coquetel foram acompanhadas ao longo de 20 dias, (i) a
taxa de remogao de amdnia, cerca de 2 vezes por semana, em todos os frascos; e,
(ii) a concentragao de fagos nos frascos tratados, por meio da quantificagdo de
UFP/ml para cada uma das bactérias hospedeiras (E. coli e E. cloacae) dos fagos que
compdéem o coquetel. Depois desse periodo, os sistemas foram mantidos em
alimentacao e analisados novamente quanto a remog¢ao de aménia apds 35 dias.

A Figura 53 ilustra as principais etapas deste experimento indicando o intervalo

de tempo entre as atividades e os dias em que foram realizadas as amostragens.
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Figura 53. Etapas experimentais do estudo preliminar de avaliagcdo do potencial
impacto do coquetel fagico na inibigdo do processo de nitrificagdo no sistema biolégico
de tratamento de agua de producédo em terminais de petrdleo. Os numeros ordinais
representam os dias do experimento, 0s humeros em circulos azuis representam os
tempos em que foram realizadas as quantificacbes de amébnia e os nimeros em
circulos verdes representam os tempos em que foram realizadas as quantificagdes
dos fagos.
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QUANTIFICAGOES MICROBIOLOGICAS E INOCULOS MICROBIANOS

A Tabela 15 apresenta os resultados das quantificacdes de campo realizadas

para as respectivas plataformas amostradas no més anterior as amostragens e a

Tabela 16 apresenta os resultados de quantificacbes realizados diretamente nas

amostras coletadas.

Tabela 15. Quantificagdes microbiolégicas de campo nos pontos de amostragem.

Quantificagées microbiolégicas NMP/ml

Pontos de amostragem BRS-m BANHT
Tanque slop 6 6
(plataforma tipo FPSO) 1,110 1,1x10
Tanque de armazenamento central 4 5
(plataforma tipo FSO) 1,1x10 1,1x10
Tanque de a.rmazenamento a bombordo 1.1x10% 1 1x106
(plataforma tipo FSO)

Tabela 16. Quantificagdes microbiologicas realizadas nas amostras coletadas.

Quantificagdes microbiologicas NMP/ml
Pontos de amostragem BRS-m | BRS-t | BANHT | BPA
(Tpallgﬁal;;zzptipo FPSO) 1,1x105|  NR | 1,1x10°| NR
Ipﬁgfaﬁgrgqeai:ga;ggmento central 1,1x10% | 9,0x100 NR 1,1%x108
;Fpa;gzqal;ce)r?neaiirrr:)alfgrga)mento a bombordo 11%105 | 9,0%100 NR %107

NR = néo realizado.

A partir dessas quantificagbes, foram recuperadas para crescimento nos

reatores de propagacgéo de inoculos microbianos anaerdbicos as culturas de BRS-m

e BANHT do tanque slop; e BRS-m e BPA-a dos tanques de armazenamento de

petroleo. Todas as culturas foram mantidas por realimentacdo mensal no Laboratério

de Biotecnologia do CENPES e foram transferidas para o LIVM da UFV para utilizag&o

neste e nos demais estudos em andamento.
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5.2. SELEGCAO DO COQUETEL FAGICO

Com base nos critérios e consideragoes de selecao apresentados no item 4.4,
foram escolhidos quatro fagos para compor o coquetel fagico utilizado nos ensaios
nos Loopings da UFV.

Os quatro fagos selecionados pertencem a Colegao de Virus Bacterianos do
LIVM e encontram-se identificados com os seguintes cédigos: (i) vB_EcoM-UFVO09;
(ii) vB_EcoM-UFV10; (iii) vB_EcoM-UFV13; e, (iv) vB_EcIM-UFV01 e seréo
denominados simplificadamente daqui em diante de UFV09, UFV10, UFV13 e Ent01.

Os fagos UFV09, 10 e 13 referem-se a fagos de Escherichia coli, isolados na
linhagem bacteriana E. coli 30, cedida ao LIVM pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) Gado de Leite. Ja o fago Ent01, refere-se a um fago de
Enterobacter cloacae, isolado na linhagem bacteriana E. cloacae ATCC 1347, cedida
pelo Laboratério de Microbiologia de Anaerdbios e Microbiota Animal (BIOTAN) da
UFV. Atualmente, ambas as linhagens bacterianas pertencem a Colegcdo de
Microrganismos do LIVM.

Todos os fagos foram sequenciados, identificados e suas sequéncias
encontram-se depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI)

sob os codigos listados na Tabela 17.

Tabela 17. Identificacdo dos fagos selecionados para formulagao do coquetel fagico.

Identificagao Cddigo de identificagao Cddigo de

simplificada no LIMV (UFV) identificagdo no NCBI
UFV09 Escherichia_phage_vB_EcoM-UFV09 MZ291552.2
UFV10 Escherichia_phage_vB_EcoM-UFV10 OP555981.1
UFV13 Escherichia_phage_vB_EcoM-UFV13 KU867876.1
Ent01 Enterobacter_phage vB_EcIM-UFV01 ON454249

Os fagos de E. coli e E clocae, até 2021, eram classificados como pertencentes
a ordem Caudovirales, familia Myoviridae, sendo que os fagos de E. coli ja haviam
sido identificados como sendo da subfamilia Tevenvirinae, género T4 virus. Contudo,
atualmente, conforme a nova classificagdo do International Committee on Taxonomy
of Viruses (ICTV), esses fagos passaram a ser classificados conforme a Tabela18 e

se diferenciam taxonomicamente apenas pelo género.
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Tabela 18. Classificagcdo taxonémica dos fagos selecionados para formulagdo do
coquetel fagico, segundo nova classificagao do ICTV.

Taxonomia Fagos de Escherichia coli | Fago de Enterobacter coclae
Super-Reino Viruses

Clado Duplodnaviria

Reino Heunggongvirae

Filo Uroviricota

Classe Caudoviricetes

Familia Straboviridae

Subfamilia Tevenvirinae

Género Tequatrovirus. Karamvirus

5.3. PRIMEIRO ESTUDO COM BACTERIOFAGOS EM LOOPING (SISTEMA

CENPES)

5.3.1. Inéculo

A Tabela 19 apresenta os resultados de quantificagdo microbiolégicas por NMP

do inéculo microbiano das culturas, de BANHT e BRS-m do tanque slop de plataforma

do tipo FPSO, apds o repique de 10 % (v/v) e 72 h de incubacgéo; e, da agua do mar

natural filtrada utilizada para abastecimento do Looping.

Observa-se um resultado de concentracdo mediana de BANHT no indculo,

porém uma concentragdo alta na agua do mar. Ja para BRS-m ambas as

concentragdes foram baixas, principalmente na agua do mar.

Tabela 19. Quantificagbes microbiolégicas das culturas de BANHT e BRS-m
inoculadas e na agua do mar natural utilizada como alimentagdo nos ensaios no

Looping do CENPES.

Quantificagées microbiolégicas

BANHT (NMP/ml)

BRS-m (NMP/ml)

Inéculos do tanque slop
(plataforma tipo FPSO)

2,3x103

1,5%10"

Agua do mar natural
(alimentagao do Looping)

4,3x10°

9,2x10"
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5.3.2. Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos monitorados permaneceram adequados e
relativamente estaveis ao longo de todo o experimento. A Figura 54 apresenta os
resultados do monitoramento dos parametros de temperatura, pH e OD, enquanto a
Figura 55, apresenta os resultados do monitoramento do ORP.

A temperatura média permaneceu em torno de 31,7 + 2,2 °C. O pH médio
permaneceu em torno de 6,0 £ 0,7. E, o OD encontrava-se em 16,6 ppb (partes por
bilhdo) antes da inoculagdo do sistema e manteve-se, ao longo de quase todo o
periodo de operagao, em 7,3 £ 2,2 ppb (abaixo dos 10 ppb recomendados), tendo
apenas aumentado para cerca de 30 ppb no ultimo tempo analisado (54° dia). Ja o
ORP antes da inoculagdo do sistema encontrava-se em torno de -47 mv e apos a
inoculacdo permaneceu em média em -461 + 38 mv.
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Figura 54. Resultados do monitoramento dos parametros de temperatura, pH e
oxigénio dissolvido (OD) ao longo do primeiro estudo no Looping do CENPES. Os
numeros em circulos representam os tempos de coleta dos cupons.
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Figura 55. Resultados do monitoramento do potencial redox (ORP) ao longo do
primeiro estudo no Looping do CENPES. Os numeros em circulos representam os
tempos de coleta dos cupons.

5.3.3. BRS (NMP/ml e NMP/cm2)

O grafico da Figura 56 apresenta os resultados das quantificagbes pela técnica
do NMP no fluido (NMP/ml) e nos cupons (NMP/cm?) coletados em cada um dos 8
tempos de amostragem do teste no Looping do CENPES.

Observa-se que apos a inoculagao, rapidamente se estabeleceu um biofilme
contendo BRS nos cupons, mantendo-se na ordem de 10* NMP/cm? no tempo 5.
Contudo, nao foi possivel observar pela técnica do NMP uma reducdo nem do biofilme,
nem das bactérias planctonicas, apds a dosagem dos fagos. Observa-se inclusive um
aumento nas concentra¢des de BRS e BANHT nos cupons nos tempos 6, 7 e 8.
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Figura 56. Quantificacbes microbiolégicas do fluido (NMP/ml) e dos cupons
(NMP/cm?) coletados ao longo do primeiro estudo no Looping do CENPES. Os
nuameros em circulos representam os tempos de coleta dos cupons. NMP (Numero
Mais Provavel); BANHT (Bactérias Anaerdbias Heterotréficas Totais); BRS (Bactérias
Redutoras de Sulfato).

5.3.4. MEV e perfilometria optica

Em relacdo as analises de MEV e perfilometria éptica, observam-se resultados
opostos aos valores de NMP. As analises de MEV (Figura 57), a determinagao da Rq
(rugosidade média quadratica) (Figura 58) e o aspecto visual dos cupons (Figura 59),
demonstraram uma redugado significativa do biofilme apds a dosagem do coquetel

fagico.
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Figura 57. Resultados das analises de MEV dos cupons coletados ao longo do
primeiro estudo no Looping do CENPES. As barras de escala representadas referem-
se a 100 ym.
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Figura 58. Resultados das analises de perfilometria éptica dos cupons coletados ao
longo do primeiro estudo no Looping do CENPES.
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Figura 59. Aspécto visual dos cupons coletados ao longo do primeiro estudo no
Looping do CENPES.
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5.3.5. H2S dissolvido (mg/L)

Em relagdo aos teores de H2S dissolvido avaliados no fluido circulante do
Looping, observa-se que, comparando-se o tempo 5 (um dia antes da dosagem dos
fagos) com o tempo 8 (ultimo cupom coletado, 15 dias apés a dosagem dos fagos),
houve uma redugao de aproximadamente 80% nos teores de Hz2S e nos 5 meses que
se seguiram, nao houve aumento desses teores, 0s quais permaneceram estaveis e

em média, abaixo de 50 ppm (mg/L), conforme apresentado na Figura 60.
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Figura 60. Teores de sulfetos (H2S) dissolvidos no fluido circulante no Looping, ao
longo de aproximadamente 2 meses de execugao do experimento com retirada dos
cupons (tempos 1 a 8) e durante 5 meses apos a retirada do ultimo cupom (tempos 9
a 13). Os numeros em circulos representam os tempos de coleta dos cupons.
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5.4. SEGUNDO ESTUDO COM BACTERIOFAGOS EM LOOPING (NOVOS
SISTEMAS UFV)

5.4.1. Inéculo

A Tabela 20 apresenta os resultados de quantificacdo por NMP (i) da cultura
microbiana de BRS-m, apds o repique de 10 % (v/v) e 72 h, utilizada como in6culo
para os ensaios; e, (ii) da agua do mar natural filtrada, utilizada para abastecimento
dos Loopings, na qual além das BRS também foram quantificadas as BANHT.

Observa-se um resultado alto de BRS-m no indculo (107 NMP/ml) e uma
concentragdo bastante baixa na agua do mar (10" NMP/ml), onde as BANHT ao

contrario, apresentaram concentragéo alta (10° NMP/ml).

Tabela 20. Quantificagdes microbioldgicas da cultura de BRS-m inoculada e da agua
do mar natural utilizada como alimentagao nos sistemas de Looping da UFV.

Quantificagées microbiolégicas BANHT (NMP/ml) | BRS-m (NMP/ml)

Inéculo dos tanques de armazenamento .
(plataforma tipo FSO)
Agua do mar natural
(alimentac&o do Looping)
*néo realizado

1,4 x107

2,3x10° 9,2x10"

5.4.2. Temperatura (oC)

Observa-se pela Figura 61, que a temperatura nos tanques do Looping
Tratamento permaneceu estavel ao longo de todo o ensaio, com média em torno de
32°C, enquanto no Looping Controle, apesar da média de temperatura néo ter se
distanciado tanto em relagdo ao Tratamento, ficando em torno de 35,6°C, ocorreram
varios picos de aumento de temperatura ultrapassando 40°C, chegando a 47°C em

dois momentos, no 10° e 34° dias.
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Figura 61. Resultados do monitoramento da temperatura (°C) nos tanques de
alimentagdo ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. A seta preta indica a
inoculagao, as setas azuis indicam as dosagens da solugao nutritiva e a seta verde

indica a dosagem do coquetel fagico. Os numeros em circulos representam os tempos
de coleta dos cupons.

Quanto a temperatura no fluido circulante em cada Looping (Figura 62),
observa-se que no Tratamento, a temperatura também permaneceu mais estavel que
no Controle, com uma média em torno de 31,5°C, no primeiro, e 32,5°C, no segundo.
Contudo, também foram observados picos acima de 40°C no Looping Controle
(42,9°C no 4° dia e 45,7°C no 34° dia).
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Figura 62. Resultados do monitoramento da temperatura (°C) no fluido circulante nos
sistemas ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. A seta preta indica a inoculagao,
as setas azuis indicam as dosagens da solugao nutritiva e a seta verde indica a

dosagem do coquetel fagico. Os numeros em circulos representam os tempos de
coleta dos cupons.
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5.4.3. pH

O grafico da Figura 63 apresenta os resultados do monitoramento do pH ao
longo dos ensaios. Observa-se um pequeno aumento do pH no 6° dia, logo apés a
inoculagao e dosagem da solugdo nutritiva, contudo, a partir de entdo, os valores de
pH em ambos os Loopings permaneceram razoavelmente estaveis, com uma média

de pH em 7,5 para o Tratamento e 7,9 para o Controle.
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Figura 63. Resultados do monitoramento do pH, nos sistemas Tratamento e Controle,
ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. A seta preta indica a inoculagéao, as setas
azuis indicam as dosagens da solugao nutritiva e a seta verde indica a dosagem do
coquetel fagico. Os numeros em circulos representam os tempos de coleta dos
cupons.

5.4.4. Oxigénio dissolvido (mg/L)

A Figura 64 apresenta os resultados de acompanhamento dos teores de
oxigénio dissolvido (OD) ao longo dos ensaios nos Loopings. Observa-se que apesar
dos sistemas terem se estabelecido em anaerobiose durante a fase pré-inoculagao,
logo apos a inoculagdo e dosagem da solugédo nutritiva, os teores de OD subiram
progressivamente e atingindo valores proximos de 8 mg/L no 14° dia no Controle e no
20° dia no Tratamento.

Em seguida, os teores de oxigénio cairam novamente e a anaerobiose foi
reestabelecida por 12 dias no Tratamento e 7 dias no Controle, quando um novo ciclo
se repetiu e assim sucessivamente. Ou seja, durante o periodo total dos ensaios,
foram observados 3 ciclos de aumento do OD, seguido por sua queda e por um
periodo de anaerobiose em ambos os sistemas.

Contudo, aparentemente, tais ciclos aconteceram com uma diferenca de quase
uma semana quando se comparam o0s Loopings, ou seja, a anaerobiose foi mantida

por mais tempo no Tratamento, o que gerou uma diferenga significativa nos niveis de
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exposi¢ao dos cupons ao OD. Enquanto o OD médio e acumulado do Tratamento,
ficou em 1,82 e 102 mg/L,respectivamente, no Controle, esses valores atingiram 2,89

e 162 mg/L (conforme indicado pelas linhas tracejadas na Figura 64).
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Figura 64. Resultados do monitoramento do oxigénio dissolvido (OD), nos sistemas
Tratamento e Controle, ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. A seta preta indica
a inoculacéo, as setas azuis indicam as dosagens da solugao nutritiva e a seta verde
indica a dosagem do coquetel fagico. Os numeros em circulos representam os tempos
de coleta dos cupons.

5.4.5. Densidade 6ptica (DO600nm)

A Figura 65 apresenta os resultados das analises de DOsoonm no fluido
circulante nos Loopings ao longo dos ensaios. Observa-se que logo apds a
inoculacdo, os valores de DOsoonm aumentaram para préximo de 1 em ambos os
sistemas e permaneceram nessa faixa por cerca de uma semana quando tiveram
ligeira queda. Em seguida, logo ap6s a dosagem da solugao nutritiva, houve um
aumento consideravel seguido novamente de uma queda até a proxima dosagem de
solucdo nutritiva.

Contudo, o Lopping Tratamento atingiu niveis mais elevados de DOsoonm € se
manteve mais estavel ao longo do tempo, com uma DOsoonm média de 1,4, do dia da
inoculagdo em diante, enquanto o Controle, apresentou uma DOsoonm média de 0,8

nesse mesmo periodo, conforme indicado pelas linhas tracejadas na Figura 65.
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Figura 65. Resultados do monitoramento da densidade 6ptica (DOsoonm), NOS sistemas
Tratamento e Controle, ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. A seta preta indica
a inoculacéo, as setas azuis indicam as dosagens da solugao nutritiva e a seta verde
indica a dosagem do coquetel fagico. Os numeros em circulos representam os tempos
de coleta dos cupons.

5.4.6. H2S dissolvido (mg/L)

Quanto as analises dos teores de H2S dissolvidos no fluido circulante dos
Loopings, todos os resultados obtidos ao longo dos ensaios, tanto no sistema
Tratamento quanto no Controle, ficaram abaixo dos limites detectaveis e de
interferéncia, ou seja, abaixo dos valores obtidos com o “branco” (dgua do mar natural

sem adig¢ao de indculo) e, portanto, ndo foram representados graficamente.

5.4.7. Sulfatos (mg/L)

Ja os teores de sulfato encontrados nos 3 tempos avaliados (1°, 42° e 57° dia),
sao apresentados na Figura 66, onde observa-se uma redugao nos teores ao longo
do tempo de modo que ao final, os teores de sulfato no Controle foram inferiores ao

Tratamento.
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Figura 66. Resultados do monitoramento dos teores de sulfato nos sistemas
Tratamento e Controle amostrados ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. (*)
diferenga estatisticamente significativa entre Tratamento e Controle, teste Tukey
(P=<0,05).

5.4.8. BRS (NMP/ml e NMP/cm2)

Em relagédo as concentragcbes de BRS quantificadas pela técnica do NMP
(Figura 67), ndo foram observadas grandes diferencas. No fluido, j& no inicio dos
ensaios (1° dia) as quantificagbes encontravam-se elevadas (na ordem de 108
NMP/ml), atingindo valores de 10’ NMP/ml no 42° dia e assim permaneceram até o
final, tal como nos cupons, onde também permaneceram proximas de 107 NMP//ml

tanto no 42° dia (pré-fagos) quanto no 57° dia (pds-fagos).
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Figura 67. Resultados das analises de quantificacdo de BRS, pela técnica do NMP,
no fluido (NMP/ml) (A) e nos cupons (NMP/cm?) (B) nos sistemas Tratamento e
Controle amostrados ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV.

5.4.9. ATP (pg/ml e pg/cm2)

Quanto ao ATP medido no fluido no 1°, 42° e 57° dia (Figura 68A) observa-se
que ele se encontrava baixo no inicio dos ensaios e aumentou equitativamente em
torno de 70% em ambos os sistemas apds a inoculagéo. Contudo, apds a dosagem
do coquetel fagico, observa-se que enquanto no Tratamento ele aumentou cerca de
20% em relagdo ao 42° dia (pré-fagos), no Controle diminuiu aproximadamente 40%.

Ja o ATP medido nos cupons coletados (Figura 68B) aumentou em torno de
60% do 42° para 57° dia no Tratamento, enquanto permaneceu praticamente 0 mesmo

no Controle.
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Figura 68. Resultados das analises de quantificacdo de ATP no fluido (pg/ml) (A) e
nos cupons (pg/cm?) (B) nos sistemas Tratamento e Controle amostrados ao longo
dos ensaios nos Loopings da UFV. (*) diferenga estatisticamente significativa entre
Tratamento e Controle, teste Tukey (P<0,05).

5.4.10. Titulo viral (UFP/mI)

A Figura 69 apresenta os resultados de determinagé&o do titulo viral em UFP/ml
(estimativa do numero de particulas virais) no fluido circulante no Looping Tratamento,
no 42° dia (antes da dosagem do coquetel fagico) e no 49° e 57° dia, para cada uma
das bactérias hospedeiras dos fagos que compdem o coquetel, Escherichia coli e
Enterobacter cloacae.

Observa-se que antes da dosagem do coquetel (42° dia) nenhum fago capaz
de utilizar alguma das bactérias hospedeiras se fazia presente no sistema e apés uma
semana (49° dia) as concentragdes dos fagos de E.coli encontravam-se na ordem de
108 UFP/ml, enquanto do fago de E. cloacae, encontrava-se na ordem de 10* UFP/m,

permanecendo assim até o ultimo tempo avaliado (57° dia).
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Figura 69. Resultados das determinagdes do titulo viral (estimativa do numero de
particulas virais) em UPF/ml, para cada uma das bactérias hospedeiras, Escherichia
coli e Enterobacter coclae, no fluido circulante no Looping Tratamento no 42° dia (pré-
fagos) e no 49° e 57° dia (pdés-fagos) de ensaios nos Loopings da UFV.

5.4.11. MEV

Quanto aos cupons destinados ao MEV para visualizagao e analise qualitativa
do biofilme, ocorreram problemas de preservagao das amostras que nao permitiram a
obtencdo de imagens adequadas, sendo assim, infelizmente, tais analises
comparativas dos cupons nao puderam ser realizadas.

Entretanto, adicionalmente, foram aproveitados os cupons processados para
as analises de perda de massa, para realizar uma analise preliminar por MEV, com o
objetivo de se verificar uma possivel formagao de pits e se obter um referencial nos
tempos dos ensaios realizados, visando a aplicagdo dessa técnica também nesses
cupons em novos ensaios no futuro.

Portanto, a Figura 70 apresenta as imagens de MEV obtidas nos cupons
destinados a perda de massa (ou seja, os cupons ja estavam decapados e limpos,
para remog¢ao do biofilme e dos residuos de corrosao).

As imagens A e B da Figura 70 ilustram o aspecto morfolégico dos cupons
coletados respectivamente nos Loopings Tratamento e Controle no 42° dia (pré-
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fagos), enquanto as imagens C e D ilustram os cupons dos Loopings Tratamento e
Controle no 57° dia (p6s-fagos).

Antes da dosagem do coquetel fagico (42° dia), foram observados pits de
corrosdo semelhantes em tamanho e profundidade em ambos os sistemas, como
ilustrado pelas Figuras 70A e 70B. Contudo, apés a dosagem do coquetel (57° dia),
observa-se que aparentemente os cupons do Looping Controle apresentaram pits de
maior tamanho e sobretudo maior profundidade (Figura 70D), em comparagéao aos

cupons do Looping Tratamento (Figura 70C).

Tratamento

Controle

422 dia (pré-fagos) 572 dia (pos-fagos)

Figura 70. Imagens da MEV obtidas a partir dos cupons destinados as analises de
perda de massa, amostrados nos sistemas Tratamento e Controle no 42° dia (pré-
fagos) e no 57° dia (pdés-fagos) de ensaios nos Loopings da UFV. (A) Tratamento pré-
fagos; (B) Controle pré-fagos; (C) Tratamento pds-fagos; e, (D) Controle pds-fagos.
As barras de escala representadas referem-se a 10 um.

5.4.12. Perfilometria 6ptica e rugosidade média quadratica — Rq (um)

A mesma tendéncia observada nas imagens de MEV foi vista também nas
imagens de perfilometria dptica (Figura 71), onde aparentemente, os pits observados
nos cupons do Controle no 57° dia (pés-fagos) aumentaram consideravelmente em

tamanho e profundidade (areas em azul) em relagédo ao 42° dia (pré-fagos), enquanto



166

os cupons do Tratamento ao 57° dia (pds-fagos) permaneceram muito semelhantes
aos cupons do 42° dia (pré-fagos), nao apresentando diferenca visual em relagao ao

tamanho e profundidade dos pits.

Tratamento

Controle
wi
mm

00 <
% 00 02 04 06 08 10 12

mm

00 02 04 06 08 10 12
mm

422 dia (pré-fagos) 572 dia (p6s-fagos)

Figura 71. Imagens da Perfilometria Optica obtidas a partir dos cupons destinados as
analises de perda de massa, amostrados nos sistemas Tratamento e Controle no 42°
dia (pré-fagos) e no 57° dia (pds-fagos) de ensaios nos Loopings da UFV.

Da mesma forma, na determinagéo da Rq (um) (Figura 72), observa-se que até
o0 momento da dosagem do coquetel fagico (42° dia) ndo havia diferencga significativa
entre os cupons de ambos os sistemas, contudo, ao final dos ensaios (57° dia), a
diferenca entre o Tratamento e o Controle foi significativa, com o Controle

apresentando uma rugosidade 51% maior que o Tratamento.
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Figura 72. Resultados das determinagdes de Rugosidade Média Quadratica — Rq
(um) obtidas a partir dos cupons amostrados nos sistemas Tratamento e Controle no
42° dia (pré-fagos) e no 57° dia (p6s-fagos) de ensaios nos Loopings da UFV. (*)
diferenga estatisticamente significativa entre Tratamento e Controle, teste Tukey
(P=<0,05).

5.4.13. Taxa de corrosao

Por fim, a Figura 73A apresenta as medidas de perda de massa (g) e a Figura
73B apresenta os resultados da determinagao das taxas de corrosdo (mm/ano). Os
dados obtidos demonstram que no 42° dia, as taxas de corrosao ja eram classificadas
como altas em ambos os sistemas, apesar de serem cerca de 20% menores no
Tratamento.

Contudo, no 57° dia, enquanto a taxa de corrosao do Tratamento permaneceu
inalterada (em torno de 0,154 mm/ano), no Controle ela aumentou (para 0,221
mm/ano), atingindo uma diferenca em relacdo ao Tratamento de cerca de 30%,
chegando assim, mais préxima ao limite de classificacdo severa (0,25 mm/ano)

conforme demarcagdes representadas na Figura 73B.
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Figura 73. Resultados das analises de perda de massa (A) e determinagao das taxas
de corrosao (B) dos cupons amostrados nos sistemas Tratamento e Controle ao longo
dos ensaios nos Loopings da UFV.

5.5. AVALIAGAO DE POTENCIAIS IMPACTOS DO USO DE BACTERIOFAGOS

5.5.1. Ecotoxicidade

A Tabela 21 apresenta os resultados de CE501smin dos produtos avaliados
quanto a ecotoxicidade aguda para ambientes marinhos através do sistema
Microtox®, utilizando a bactéria V. fischeri como organismo teste.

Observa-se que ambos os produtos biocidas apresentaram ecotoxicidade
bastante elevada (CE50 > 10-° %), sendo de 0,0000134% para o biocida padrao e
0,0000084% para o biocida especifico para tanques. Ja o coquetel fagico nas duas
concentragdes (10° e 10” UFP/ml) e o meio LB residual apresentaram ecotoxicidade
bem mais baixa em relagdo aos biocidas, porém, ainda com valores razoaveis (CE50
variando em torno de 10 a 40%).

Por sua vez, o meio LB residual apresentou ecotoxicidade maior que a do
coquetel, com CE50 em torno de 13%. Entre as duas concentragdes do coquetel, a
CES50 foi de 24 % para a maior concentragédo (10° UFP/ml) e de 41% para a menor

concentragéo (107 UFP/ml).
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Tabela 21. Resultados de ecotoxicidade aguda para ambientes marinhos pelo sistema
Microtox®, utilizando a bactéria Vibrio fischeri como organismo teste.

Produtos CES5015min (%)
Coquetel fagico (107 UFP/ml) 41,03
Coquetel fagico (10° UFP/ml) 24,04
Meio LB residual 13,47
Biocida padrao (THPS 75%) 0,0000134
Biocida para tanques (THPS 40%) 0,0000084

5.5.2. Biodegradabilidade

A Tabela 22 apresenta os resultados de determinacdo da DQO dos produtos
avaliados e a DBOt maxima estimada (em mg de O2/mg de substancia teste),
considerando a biodegradabilidade total dos componentes do produto.

Observa-se que a DQO do meio LB residual e do coquetel fagico séo préximas,
em torno de 16 a 17.000 mg/L, respectivamente, enquanto a DQO dos produtos
biocidas € bem maior, em torno de 1.100.000 mg/L para o biocida padrdo e 600.000

mg/L para o biocida de tanques.

Tabela 22. Resultados das analises de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) para
cada produto avaliado no teste de biodegradabilidade (%D) e respectivos valores
estimados de Demanda Bioquimica de Oxigénio tedrica (DBO).

DQO DBOt
Produtos (mg/L) (mgAOzllmg de
substancia teste)
Coquetel fagico (10° UFP/ml) 17.246,44 17,24644
Meio LB residual 16.012,38 16,01238
Biocida padrao (THPS 75%) 1.125.465,69 1.125,46569
Biocida para tanques (THPS 40%) 633.458,20 633,45820

A Tabela 23 apresenta os valores de O2 (mg/L) determinados no tempo 0 (zero)
e a cada dia de ensaio avaliado (7, 14 e 28 dias). Os dados dos controles da toxicidade
e controles fisico-quimicos de cada uma das substancias avaliadas foram suprimidos
na Tabela 23 a fim de facilitar a visualizagao e interpretacao dos resultados, uma vez
que a comparagao de maior interesse, neste caso, diz respeito aos resultados do

consumo de Oz corrigidos pelo valor controle branco, apresentados na Tabela 24.
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Observa-se um alto consumo do Oz na substancia de referéncia, contudo, em
todos os demais produtos avaliados, os valores de O2 sdo bem préximos dos valores
do controle branco (Tabela 23), ou seja, praticamente ndo ha consumo do O2. Este
resultado fica evidenciado quando se faz a correcdo desse consumo pelos valores
obtidos no controle branco (Tabela 24).

Ja quanto aos controles da toxicidade, em todos os produtos observam-se
valores proximos aos da substancia de referéncia e em todos os controles fisico-
quimicos observam-se valores baixos, proximos de 0 (zero), tal como nos produtos
avaliados (Tabela 24).

Tabela 23. Teores de O2 (mg/L) determinados nas duplicatas de cada produto
avaliado, nos tempos de 0 (zero), 7, 14 e 28 dias de ensaio.
Teores de O2 (mg/L)

Produto Frasco a cada x dias
0 7 14 28
1 7.0 6,6 6,4 6.6
1 | Controle branco 2 7,0 6,6 6,4 6,6
Média 7,0 6,6 6,4 6,6
. . 1 7.2 4.4 4,0 34
et T e i i
Média 71 4,3 4,0 3,4
st 1 7.2 6,2 6,2 6,0
3 g%ﬂ‘fgﬁmﬁ?'“ 2 72 6.2 6,2 6,0
Média 7.2 6,2 6,2 6,0
1 7.2 6,4 6,4 6,4
4 | Meio LB residual 2 7.2 6.4 6,4 6.4
Média 7.2 6,4 6,4 6,4
. ~ 1 7.0 6,4 6,4 6,2
5 ?r'ﬁ‘;ga?g;jm 2 7.0 6.4 6.4 6.2
Média 7.0 6,4 6,4 6,2
Bioci 1 7.2 6,6 6,6 6.4
6 (T'ﬁ‘;gig,;r)a tanques 2 72 6.6 6.6 6.4
Média 7,2 6,6 6,6 6,4
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Tabela 24. Resultados de consumo de O2 de cada produto avaliado, nos tempos de
7, 14 e 28 dias de ensaio.

Consumo de O2 (mg/L)*
Produto a cada x dias
7 14 28
1 | Substancia de referéncia

(benzoato de sddio) 2.4 2,9 3.3
2 | Controle da toxicidade (coquetel fagico) 2,6 3,0 3,0
3 | Controle da toxicidade (meio LB residual) 2,4 2,7 3,2
4 | Controle da toxicidade (biocida THPS 75%) 2,3 24 3,6
5 | Controle da toxicidade (biocida THPS 40%) 2,8 2,6 3,8
6 | Controle fisico-quimico (coquetel fagico) 0,2 0,0 -0,2
7 | Controle fisico-quimico (meio LB residual) 0,2 0,0 0,0
8 | Controle fisico-quimico (biocida THPS 75%) 0,0 0,2 0,3
9 | Controle fisico-quimico (biocida THPS 40%) 0,0 -0,2 0,2
10 | Coquetel fagico (10° UFP/ml) 0,6 0,4 0,8
11 | Meio LB residual 0,3 0,2 0,4
12 | Biocida padrao (THPS 75%) 0,2 0,0 0,4
13 | Biocida para tanques (THPS 40%) 0,2 0,0 0,4

* Consumo de O2(mg/L) = (Mo — Mix) — (Mbo — Mox)

A Tabela 25 e a Figura 74, apresentam os percentuais de biodegradabilidade

(%D) dos produtos avaliados nos tempos de 7, 14 e 28 dias, calculados conforme a
férmula apresentada anteriormente (item 4.6.2.). Considerando o tempo de 28 dias,
observa-se que a substancia de referéncia apresentou biodegradabilidade alta e
torno de 87%,
biodegradabilidade muito baixa, os biocidas tiveram resultados proximos de 0 (zero),

adequada, em ja os produtos avaliados apresentaram
enquanto a biodegradabilidade do coquetel fagico e do meio LB residual ficaram em

torno de 2 e 1%, respectivamente.
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Tabela 25. Resultados de biodegradabilidade (%D) de cada produto avaliado, nos

tempos de 7, 14 e 28 dias de ensaio.

Percentual de
biodegradabilidade (%D)

Produto a cada x dias
7 14 28
1 | Substancia de r:ef_erenma 63,281 65.918 | 87.012
(benzoato de sédio)
2 | Coquetel fagico (10° UFP/ml) 1,739 1,160 2,319
3 | Meio LB residual 0,937 0,625 1,249
4 | Biocida padrao (THPS 75%) 0,009 0,000 0,018
5 | Biocida para tanques (THPS 40%) 0,016 0,000 0,032
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Figura 74. Resultados de biodegradabilidade (%D) de cada produto avaliado, nos

tempos de 7, 14 e 28 dias de ensaio.

5.5.3. Corrosividade

A Tabela 26 apresenta os resultados individuais de cada uma das triplicatas

dos corpos de prova quanto aos valores medidos para a area (A) dos cupons

(excluindo-se a area dos furos); da massa dos cupons ao inicio (Minicial) € ao final

(mfinal) dOs ensaios; da massa dos cupons apds a decapagem (Mdecapagem); da variagao
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de massa (Am) dos cupons e das respectivas taxas de corrosdo (TxCor) calculadas
conforme a férmula apresentada anteriormente no item 4.6.3. (ASTM
INTERNATIONAL, 2017).

Observa-se que as taxas de corrosao para o controle, o coquetel fagico e o
biocida para tanques foram baixas, enquanto a taxa de corrosdo do biocida padrao

atingiu valores moderados.

Tabela 26. Resultados das medidas de area (A); massa dos corpos de prova ao inicio
(miniciat) € ao final (mfinal) dos ensaios; apos a decapagem (Mdecapagem); Variagdo de
massa (Am) dos cupons e respectivas taxas de corrosao (TxCor) calculadas.

Ensaio Cupom A Minicial Mfinal M decapado Dm TxCor
(cm?) (9) (9) (9) (9) (mm/ano)
Controle 1 13,974 | 9,2963 | 9,2901 9,2786 | 0,0177 0,020

(agua do mar natural 13,978 | 9,3211 | 9,3141 | 9,3004 | 0,0207 0,023

filtrada e estéril) 13,999 | 9,2987 | 9,2911 | 9,2780 | 0,0207 0,023

Coquetel fagico 13,964 | 9,3202 | 9,3204 | 9,3060 | 0,0142 0,015

(10° UFP/ml) 13,958 | 9,2971 | 9,2969 | 9,2829 | 0,0142 0,015

Dosado em 107 UFP/ml 13,909 | 9.2406 | 9,2410 | 9,2271 | 0,0135 0,014

Biocida padrao 14,053 | 9,2704 | 9,2657 | 9,2377 | 0,0327 0,035

(THPS 75%) 13,997 | 9,2346 | 9,2305 | 9,2056 | 0,0290 0,031

Dosado em 200 ppm 13.976 | 9.2656 | 9.2594 | 9.2391 | 0,0265 0,028

Biocida para tanques 13,953 | 9,2927 | 9,2890 | 9,2776 | 0,0151 0,017

(THPS 40%) 13,969 | 9,2860 | 9,2827 | 9,2743 | 0,0117 0,013

WIN=[WOIN=_WDN=WDN

Dosado em 200 ppm

13,943 | 9,2975 | 9,2948 | 9,2878 | 0,0097 0,011

A Tabela 27 apresenta os valores de pH medidos em cada produto puro € a
Figura 75 apresenta os valores de pH medidos no fluido de teste ao longo de todos

0s ensaios de corrosividade.

Tabela 27. Valores de pH medidos nos produtos puros.

Produto pH

Coquetel fagico (10° UFP/ml) 7,90
Biocida padrao (THPS 75%) 3,60
Biocida para tanques (THPS 40%) 3,16
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Figura 75. Valores de pH medidos ao longo dos ensaios de corrosividade.

Observa-se que o pH de ambos os produtos biocida puros € bastante baixo,
em torno de 3,0, enquanto o pH do coquetel fagico é praticamente neutro, na faixa de
7,0 (préximo de 8,0).

Ao longo dos ensaios de corrosividade, observa-se que o pH do fluido apds a
dosagem dos biocidas na concentragao avaliada (200 ppm) se inicia em torno de 7,0
e 8,3 respectivamente para os biocidas padrdo e de tanques, porém rapidamente
aumenta nas primeiras horas dos ensaios e depois aumenta gradualmente, na faixa
de 8,6 a 9,1, ao longo do tempo. Ja o pH do fluido imediatamente apds a dosagem do
coquetel fagico na concentragdo avaliada (10” UFP/ml) é equivalente ao pH do
controle e permanece semelhante, na faixa de 8,9 a 9,1 ao longo de todo o tempo.

A Figura 76 apresenta graficamente os valores médios das taxas de corrosao
(mm/ano) e das perdas de massa (g) obtidos em cada um dos ensaios de
corrosividade. Novamente € possivel visualizar que as taxas de corrosdo do controle,
do coquetel fagico e do biocida para tanques foram baixas, enquanto o biocida padréao
atingiu uma corrosividade moderada, cujo limite (0,025 mm/ano) foi demarcado no

grafico pela linha laranja.
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Figura 76. Taxas de corrosao (mm/ano) e perdas de massa (g) médias obtidas em
cada um dos ensaios de corrosividade.

5.5.4. Inibicdo do tratamento bioldgico de agua de producao

As Figuras 77 e 78, apresentam os resultados médios de remogéo de amoénia
nos frascos Tratamento e Controle para as salinidades de 55 e 125 g/L de NacCl
respectivamente. Observa-se que em ambas as salinidades, os controles
permaneceram estaveis e com taxas de remogao de amdnia bastante altas, préximas
de 99% na maior parte do tempo.

No Tratamento a 55 g/L de salinidade observa-se que, imediatamente apds a
dosagem do coquetel fagico, houve uma queda na taxa de remog¢ao de aménia nos
primeiros dias, porém a taxa aumenta apos cerca de 1 semana (8° dia) e se recupera
totalmente a niveis acima de 90% de nitrificagdo apds cerca de 2 semanas (16° dia)
(Figura 77).
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Figura 77. Taxas médias de remogao de amdnia nos frascos Tratamento e Controle
a 55 g/L de salinidade, dos ensaios de avaliagao da potencial inibigdo do processo de
nitrificagcao pelo coquetel fagico em sistemas de tratamento de agua de produgao em
terminais de petréleo. Os niumeros em circulos azuis representam os tempos em que
foram realizadas as quantificagcdbes de aménia. (*) diferenga estatisticamente
significativa entre Tratamento e Controle, teste Tukey (P<0,05).

Ja nos tratamentos a 125 g/L de salinidade, observa-se que logo apos a
dosagem do coquetel fagico, ocorre uma queda na taxa de remogao de amdnia, menor
que aquela observada a 55 g/L de salinidade, acentuando-se nos dias subsequentes,
iniciando sua recuperacgao a partir do 16° dia, porém nao se recupera completamente
até o final dos 20 dias avaliados. A recuperacgao da taxa de nitrificagdo em patamares
superiores a 90% foi observada no ultimo tempo analisado, ou seja, 35 dias depois de

suspensas as analises semanais (Figura 78).
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Figura 78. Taxas médias de remogao de amdnia nos frascos Tratamento e Controle
a 125 g/L de salinidade, dos ensaios de avaliagdo da potencial inibicdo do processo
de nitrificagdo pelo coquetel fagico em sistemas de tratamento de agua de produgéo
em terminais de petréleo. Os niumeros em circulos azuis representam os tempos em
que foram realizadas as quantificagbes de amobnia. (*) diferenga estatisticamente
significativa entre Tratamento e Controle, teste Tukey (P<0,05).

E a Figura 79 apresenta os resultados das quantificagcdes de fagos na agua de
producao do interior dos frascos tratados ao longo do periodo de ensaio. Observa-se
que, imediatamente apds a dosagem do coquetel fagico, a concentragao dos fagos
em ambas as bactérias hospedeiras permanecem préximas a dosagem, ficando
ligeiramente inferior para o fago de Enterobacter. A partir do 6° dia, as concentragdes
dos fagos de E. coli reduzem drasticamente, enquanto o fago de Enterobacter ja néo
€ mais detectado. E entdo, do 8° dia em diante, nenhum dos fagos é mais detectado

nos sistemas.
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Figura 79. Concentragdes médias de fagos (UFP/ml) ao longo do tempo para cada
uma das células hospedeiras (Escherichia coli e Enterobacter clocae) na agua de
produgéo dos frascos a 55 e 125 g/L de salinidade (NaCl), tratados com o coquetel

fagico. Os numeros em circulos verdes representam os tempos em que foram
realizadas as quantificagdes dos fagos.



179

6. DISCUSSAO

6.1. QUANTIFICAGOES MICROBIOLOGICAS E INOCULOS MICROBIANOS

Os resultados de quantificacdo de BRS-m e BANHT de campo realizados tanto
no tanque slop, quanto nos tanques de armazenamento de petrdleo, apresentaram
niveis de contaminacdo considerados elevados, assim como as quantificagdes
realizadas nas amostras coletadas.

As quantificagbes de BRS-m apresentaram niveis de contaminagao
equivalentes entre as plataformas e entre os tanques da mesma plataforma.

Nas amostras de tanques de armazenamento, foram realizadas adicionalmente
as quantificagdes de BRS-t e BPA-a pertinentes a época da amostragem e ao cenario
das amostras coletadas.

A quantificacido de BRS-t foi realizada devido ao fato de o petréleo passar por
uma etapa de aquecimento no separador de producio, para melhoria do escoamento
durante o processamento. Na época, o método de quantificagdo de BRS-t ja estava
estabelecido como rotina operacional, portanto, considerou-se relevante investigar a
presencga desse grupo nesses tanques.

Sabe-se que em reservatérios de aguas profundas, as BRS-t tendem a
predominar em detrimento das BRS-m devido as temperaturas mais elevadas
encontradas nesses ambientes. Por essa razdo, um monitoramento baseado
exclusivamente na quantificacdo das BRS-m nao se correlaciona bem ao souring
biogénico que ocorre nesses reservatorios e com os teores de H2S observados em
seus pocos produtores. Contudo, observou-se uma baixa concentragao de BRS-t nos
tanques de armazenamento, de modo que esse grupo nao deve ser relevante para os
problemas operacionais observados, e por isso ndo foi mantido para obtencédo de
inéculo microbiano.

Ja a quantificacdo de BPA-a foi realizada, pois nessa época se observava que
muitos biocidas comerciais apresentavam bom desempenho para BANHT e BRS-m
em ensaios laboratoriais, mas eram muito pouco efetivos contra BPA-a. Assim, uma
série de estudos se iniciaram em parceria com fabricantes e fornecedores de produtos
biocidas para incluir a avaliagdo do desempenho dos produtos considerando também
as BPA-a.
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Além disso, o preparo do meio de cultivo para BPA-a foi adaptado para a
técnica do NMP anaerébico, permitindo sua execucdo também pelas unidades
operacionais, uma vez que a quantificacdo em placas e em camara de anaerobiose é
inviavel como rotina operacional na industria do petroleo.

As concentracdes observadas para BPA-a nas amostras de tanques de
armazenamento foram elevadas, portanto esta cultura foi mantida para outros
estudos. Porém, as BPA-a n&o foram utilizadas no contexto deste trabalho, uma vez
que, em estudos anteriores, se observou que a mistura de uma cultura de BPA-a com
uma de BRS-m, para formacdo de biofilmes em cupons metalicos, interfere

negativamente no estabelecimento das BRS-m no biofilme (dados nao publicados).

6.2. SELEGAO DO COQUETEL FAGICO

6.2.1. Concepcgao conceitual de um produto comercial aplicavel

Com o objetivo de se obter um produto cujo desempenho tivesse maior
abrangéncia e maiores chances de performance nas condigdes de sistemas reais, nos
quais 0s microrganismos causadores dos problemas apresentam uma grande
diversidade, se encontram prioritariamente em biofilmes e também sio bastante
diversos entre os varios cenarios operacionais, € visando acelerar a obtencao de um
produto minimo viavel (MVP — minimal viable product) a ser escalonado e testado em
campo, o principal aspecto considerado para a concepgao do coquetel fagico foi
priorizar a busca por fagos nao-especificos efetivos contra biofilmes, ao invés de
focar na determinagdo de microrganismos-alvo e na busca pelos seus respectivos
fagos especificos.

A grande maioria dos trabalhos cientificos relacionados e patentes ja
depositadas (EYDAL et al., 2009; JOHNSON et al., 2017; SUMMER et al., 2011),
qualquer que seja a area de aplicagao, focam na identificagdo de um microrganismo-
alvo e na busca incessante por um fago especifico para este alvo, para s6 depois
avaliar a performance em condi¢gdes simuladas mais representativas. Contudo,
diferentemente de aplicagdes de fagos nas areas meédicas, veterinaria ou agricola,
onde na maioria das vezes, ja existe um unico ou poucos microrganismos-alvo que se
pretende controlar, nos cenarios operacionais da industria do petrdleo, a diversidade

microbiana € enorme e ainda muito pouco conhecida.
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Mesmo quando se direciona o olhar apenas para o universo das BRS,
desconsiderando todos os demais tipos de microrganismos envolvidos na biocorrosao
ou as relagdes sintroficas das BRS com outros grupos, a diversidade ainda € bastante
ampla, e a determinagdo de uma ou algumas poucas espécies-alvo conduz a
trabalhos de longa duragéo e pouco efetivos.

E verdade que se espera que no futuro, coquetéis fagicos comerciais
contenham tanto fagos especificos como n&o-especificos, constituindo produtos
abrangentes com a possibilidade de serem customizados aos cenarios de aplicagéo.
Por isso, a busca por fagos especificos ndo deve ser deixada de lado, mas a prioridade
deste estudo foi dada a avaliagdo de fagos néao-especificos ou promiscuos, com
potencial agdo ndo sO sobre uma diversidade maior de hospedeiros, mas
principalmente com agao potencial sobre a matriz dos biofilmes, devido a agédo das
enzimas normalmente presentes na cauda destes fagos.

Uma vez que 0s microrganismos responsaveis pelos problemas se encontram
prioritariamente na forma de biofilmes, a matriz de EPS pode por si sé representar
uma barreira para o encontro de um fago especifico com sua espécie-alvo. Em se
tratando de BRS ou de microrganismos capazes de retirar elétrons diretamente do
metal (considerados, portanto, mais corrosivos), provavelmente existe uma maior
probabilidade dessas espécies-alvo estarem nas camadas mais profundas do
biofilme, proximas a superficie metalica, do que nas camadas superficiais do biofilme.
Ou seja, um fago especifico precisaria ultrapassar mais barreiras e se difundir por um
caminho mais longo para encontrar as células da sua espécie-alvo, resultando em
menores chances de sucesso na pratica.

Os fagos nao-especificos com enzimas capazes de degradar as EPS da matriz
dos biofilmes podem ser efetivos na desestruturacdo dos biofilmes, bem como para
abrir caminho para os fagos especificos que vierem a fazer parte da formulagéo de
um coquetel customizado.

Foi neste contexto que a prioridade por obter resultados com fagos nao-
especificos se consolidou como estratégia de pesquisa e permitiu o depdsito da
patente BR 10 2020 023886-8 (DIAS; DE PAULA; SOUSA, 2020).
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6.2.2. Premissas de escalonamento para a viabilidade comercial

Ainda que exista amplo espaco para P&D e otimizacdo, os processos de
producdo de fagos, considerando bactérias hospedeiras convencionais aerobicas,
estdo razoavelmente consolidados, até mesmo em escala comercial (AGBOLUAJE;
SAUVAGEAU, 2018), e a producgéo de preparagdes de fagos é considerada simples
e econdmica (SKURNIK; PAJUNEN; KILJUNEN, 2007).

Nesse sentido, a escolha pela priorizagcdo dos fagos nao-especificos se
complementa com as premissas de escalonamento e viabilidade comercial, uma vez
que, considerando que as possiveis bactérias-alvo especificas que poderiam servir de
hospedeiras para os cenarios da industria do petréleo provavelmente seriam bactérias
anaerobicas de crescimento lento, ou até mesmo sintroficas. Essas caracteristicas ja
constituiriam empecilnos para uma produgdo comercial em grande escala e
economicamente viavel, em curto a médio prazo.

Além disso, um processo de produgao de uma BRS altamente concentrada em
biorreatores traria consigo todos os riscos ocupacionais relacionados a exposigao ao
H2S, bem como demandaria ligas metalicas bem mais resistentes que o préprio ago
inoxidavel, normalmente utilizado na construcdo destes biorreatores, como por
exemplo as Ligas Resistentes a Corrosdo (Corrosion Resistat Alloys - CRASs)
(FERREIRA et al., 2018; SIRILATTHAPORN et al.,, 2023). Isso encareceria
significativamente os custos de implantagdo, bem como tornaria inviavel aproveitar
fabricas ja existentes, de empresas produtoras de células, como por exemplo, as

produtoras de inoculantes para a agricultura.

6.2.3. Maturidade e resultados das atividades de pesquisa aplicada

Conforme citado anteriormente, o desenvolvimento da tecnologia de
bacteriéfagos visando aplicagdes na industria do petréleo vem sendo pesquisado pela
UFV, em conjunto com o CENPES, desde 2010. Inicialmente, os estudos focaram na
avaliagédo de fagos contra biofilmes formados em sistemas de osmose reversa para
reuso de efluentes em refinarias de petréleo. Os resultados demonstraram a
capacidade de um mesmo fago interferir na formacédo de biofilmes de diferentes

bactérias isoladas do sistema, conforme a Figura 80 (BELGINI et al., 2014).
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Figura 80. Efeito de um bacteriéfago sobre o biofilme formado por diferentes bactérias
isoladas da agua de alimentagdo de um sistema de osmose reversa de refinaria de
petroleo (BELGINI et al., 2014; DIAS, 2014).

Posteriormente, os estudos passaram a focar nos problemas relacionados a
biocorrosdo e geracao biogénica de Hz2S, sobretudo pelas BRS. Varias amostras e
culturas provenientes de sistemas operacionais foram utilizadas para o isolamento de
BRS e foram avaliadas quanto a presencga de fagos liticos, demonstrando o efeito dos
fagos no crescimento microbiano, como no exemplo apresentado na Figura 81, que

demonstra a reduc¢ao no crescimento da cultura de BRS, quando na presencga do fago.
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Figura 81. Curva de crescimento demonstrando a influéncia de um fago litico sobre o
crescimento de uma bactéria isolada de agua de producéao (LIVM e CENPES, dados
nao publicados).

Contudo, os melhores resultados de desempenho dos fagos foram obtidos
quando foram utilizados fagos provenientes de ambientes distintos da industria do
petréleo, ou seja: fagos nao-especificos, os quais provavelmente ndo eram comuns a
comunidade microbiana das amostras utilizadas e, portanto, ndo adaptada, como os

fagos de E. coli, isolados a partir de amostras ambientais.
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Estes fagos foram testados em culturas puras de BRS, como a Desulfovibrio
alaskensis, que foi selecionada pelo fato de ser um género comumente encontrado
em amostras de aguas de produgdo. Os ensaios com D. alaskensis (Figura 82)
demonstraram um efeito inibitério de um coquetel fagico ndo-especifico na formagao
do biofilme em cupons metalicos, conforme observado por analises de MEV (Figura
83) e perfilometria éptica (Figura 84). Este efeito pode ser atribuido a presenca de
enzimas do tipo depolimerases (HUGHES; SUTHERLAND; JONES, 1998), capazes
de atuar na degradagédo das EPS dos biofilmes, corroborando com outros estudos,
como por exemplo, o de CHHIBBER; KAUR e KAUR (2013), que demonstrou que a
acao de fagos que possuiam depolimerases preveniu a formagado de biofilmes de
Klebsiella pneumoniae, efeito que nao foi observado com fagos sem esse tipo de

enzima.

Controle D. alakensis D. alakensis
+ Fagos

Figura 82. Ensaios preliminares de avaliagdo do efeito de fagos nao-especificos,
isolados de amostras ambientais, sobre a formacgédo de biofilmes de Desulfovibrio
alaskensis em cupons metalicos (LIVM e CENPES, dados n&o publicados).
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Figura 83. Analises por MEV demonstrando o efeito dos fagos na inibi¢ao da formagao
de biofilme por D. alaskensis. (A) e (D) controle negativo (cupom e meio de cultura);
(B) e (E) controle positivo (cultura pura de D. alaskensis); (C) e (F) biofiimes de D.
alaskensis tratados com o coquetel fagico. As barras de escala representadas
referem-se a 100 um (LIVM e CENPES, dados né&o publicados).

20X

Controle  D. alakensis D. alakensis
+ Fagos

Rugosidade media quadratica— Rq

Figura 84. Analises por perfilometria éptica demonstrando o efeito dos fagos na
inibicao da formagéo de biofilme por D. alaskensis (LIVM e CENPES, dados nao
publicados).
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Além disso, a estratégia de utilizagcdo de um coquetel fagico ao invés de um
unico fago também é corroborada por estudos, como por exemplo, aquele no qual FU
et al. (2010) verificaram que o tratamento de superficies de cateteres com um coquetel
fagico foi mais eficaz em impedir a formacdo de biofiimes de Pseudomonas
aeruginosa, reduzindo a adesao bacteriana em 99 %, do que o tratamento com apenas
um fago especifico.

Como os fagos podem ser utilizados através de duas estratégias diferentes de
controle: (i) a inibicdo da formagao dos biofilmes, e (ii) a remog¢ao dos biofilmes pré-
estabelecidos (AZEREDO; SUTHERLAND, 2008; DONLAN, 2009), é essencial, do
ponto de vista industrial pratico, que a remogao dos biofilmes seja efetiva, uma vez
que os sistemas operacionais possuem contaminagcdes microbianas pré-existentes.

Além disso, a utilizagdo de culturas puras tem pouca representatividade quanto
ao efeito global de qualquer produto ou metodologia de controle microbiano em
relagdo a comunidade real nos sistemas industriais. Portanto, as culturas puras em
geral sado utilizadas em estudos académicos padronizados, mas é imprescindivel que
ensaios utilizando culturas mistas e diversas sejam realizados.

Foi nesse contexto que o primeiro estudo no Looping do CENPES foi realizado,
o qual comprovou a estratégia de desenvolvimento escolhida para este trabalho. Em
paralelo, seguiram-se diversos estudos com foco em diferentes aspectos do
desenvolvimento da tecnologia, e os fagos mais promissores foram sendo avaliados
e caracterizados de modo mais aprofundado quanto aos seguintes aspectos (estudos
em andamento e/ou dados ainda nao publicados):

(i) avaliagdo do espectro de hospedeiros, considerando bactérias formadoras de
biofilmes, uma vez que um dos critérios de selegao é a escolha de fagos com
maior abrangéncia;

(ii) avaliacado da inibicao da formacéao de biofilmes em microplacas, como método
de triagem para selegao dos fagos mais promissores;

(iii) avaliacdo quanto a formac&o de placas de lise em BRS isoladas e culturas
mistas de BRS, a partir da instalacdo de uma camara de anaerobiose no LIVM,
visando continuar as buscas por fagos especificos;

(iv) sequenciamento do genoma dos fagos pré-selecioandos, que além da
identificacdo completa dos fagos, permitiu (i) predizer os genes para enzimas
capazes de degradar os peptideoglicanos das paredes celulares bacterianas,

(ii) predizer outros provaveis hospedeiros, e (iii) avaliar a auséncia de genes
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de resisténcia a antibiéticos e de viruléncia, que sao caracteristicas adicionais
promissoras para a utilizagdo desses fagos no ambiente industrial;

(v) avaliagédo das condi¢des de cultivo e rendimento do numero de particulas virais
produzidas, visando o escalonamento e produgdo em escala comercial, bem
como o planejamento de um teste piloto de campo em plataforma de petréleo;

(vi) avaliagdo de dosagens decrescentes da concentragao de fagos para a inibigao
e remogado dos biofilmes, visando estabelecer a dosagem minima a ser
avaliada em um teste piloto de campo;

(vii) avaliagdo da estabilidade dos fagos quanto a variagdes de temperatura, pH e

salinidade, visando estabelecer as faixas e cenarios reais de aplicagao.

Varios desses estudos encontram-se em andamento e ainda ndo possuem
dados publicados, porém, é relevante destacar dois estudos referentes a duas
dissertagdes de mestrado do LIVM, que trabalharam respectivamente com os fagos
UFVO09 (SILVA, 2019) e UFV13 (CARMO, 2019), ambos selecionados para compor o
coquetel fagico dos ensaios nos Loopings instalados na UFV, sendo que estes fagos
também fizeram parte da composi¢cao do coquetel fagico avaliado no primeiro estudo
no Looping do CENPES.

O fago UFVO09 foi utilizado em estudos de avaliagdo da produgao do fago a
partir de diferentes fontes de carbono e condi¢gdes de cultivo, nos quais foram
selecionadas as melhores condi¢des de produgao (SILVA, 2019). Sendo assim, o fago
UFV09 tem sido utilizado como modelo para a otimizacdo do processo e
escalonamento da produgao em biorreatores instalados na UFV (Figura 85).

Resultados de estudos em andamento ja demonstraram tanto um incremento
no rendimento do numero de particulas virais produzidas em relagdo a escala de
bancada, obtida no inicio do desenvolvimento, quanto a possibilidade de reducao do
tempo de batelada mantendo-se o rendimento (LIVM e CENPES, dados néao

publicados).
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B
Figura 85. (A) Biorreator piloto de laboratério (200 L) e (B) fermentadores de bancada
instalados na UFV para otimizagao e escalonamento da produgao de fagos.

Ja o fago UFV13 fez parte de um estudo que isolou um consoércio microbiano,
formado por uma bactéria da espécie Oceanotoga teriensis e uma BRS da espécie
Desulfovibrio marinus, obtido a partir de uma amostra de um pogo de produgao de
petréleo com souring elevado e avaliou o efeito deste fago na inibicdo do biofilme
formado por este consorcio na superficie de cupons metalicos (CARMO, 2019). Este
estudo avaliou o efeito de concentragdes alta (10'> UFP/m), média (108 UFP/ml) e
baixa (10* UFP/ml) do fago sobre o biofilme do consércio microbiano.

Nas concentragdes alta e média, a redugcéo do biofilme foi significativa, e

mesmo na concentragao baixa o fago ainda foi bastante efetivo (Figura 86),
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demonstrando a flexibilidade e robustez da aplicagdo operacional de um produto a
base de fagos. Estes resultados baseados nas analises por MEV foram confirmados
tanto pela quantificacdo de células por citometria de fluxo, quanto pela quantificagao
de DNA total do biofilme presente nos cupons metalicos, conforme graficos

observados na Figura 87.

Figura 86. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) dos biofilmes formado pelo
consorcio bacteriano em superficie de ago carbono na presencga e auséncia (controle)
do fago vB_EcoM-UFV13 no aumento de 3.500x%. (A) Controle. (B) Biofilme formado
com alta concentragdo do fago (10 UFP/ml). (C) Biofilme formado com média
concentragéo do fago (108 UFP/mlI). (D) Biofilme formado com baixa concentragdo do
fago (10* UFP/ml) (CARMO, 2019).
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Figura 87. (A) Quantificacdo do numero de células viaveis por citometria de fluxo e
(B) quantificagdo de DNA, nos biofilmes formados sobre cupons de ago carbono para
cada um dos tratamentos (tratamento 1, 2 e 3) com as concentragbes alta (102
UFP/ml), média (108 UFP/ml) e baixa (10* UFP/ml) do fago vB_EcoM-UFV13, em

comparagao ao controle (auséncia do fago) (CARMO, 2019).

Recentemente, o coquetel fagico formado pelos quatro fagos selecionados para
este estudo demonstrou ac&o na inibicado da formacgao de biofilmes de culturas de BRS
obtidas de amostras de diferentes cenarios operacionais, incluindo as culturas de BRS
da amostra de tanque slop utilizadas no ensaio no Looping do CENPES e dos tanques
de armazenamento de petréleo utilizadas nos ensaios no Looping da UFV
apresentados nesse estudo, além de culturas de outros cenarios, como: agua de
captacéao e injecdo em diversas plataformas; agua de injecéo dessulfatada; biofilme
de membrana de dessulfatagao; pogo produtor de plataforma com elevado souring; e
saida do flotador de um sistema de tratamento de agua de produgcdo em terminal
aquaviario de petrodleo.

Estes ensaios foram realizados em microplacas de 96 pogos e camara de
anaerobiose, e eles ainda se encontram em andamento dentro de outros estudos do
LIVM. Ensaios também serao realizados para avaliar a remoc¢ao do biofilme por este
mesmo coquetel na concentragdo de dosagem de 107 UFP/ml, a mesma testada nos
Loopings da UFV.

Diante deste histérico de resultados, a concepgao escolhida neste estudo para
a selegdo dos fagos se demonstrou na pratica como a melhor estratégia de
desenvolvimento da tecnologia de bacteriéfagos para a industria do petréleo, uma vez
que os resultados laboratoriais obtidos até agora comprovaram o desempenho dos
fagos nao-especificos (BELGINI et al., 2014; CARMO, 2019; DIAS, 2014) em biofilmes
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de culturas mistas contendo BRS, o que se materializou no depdsito de uma patente
(DIAS; DE PAULA; SOUSA, 2020).

Contudo, sdo essenciais e prioritarios ensaios aplicados mais representativos
de condi¢des reais de biofiimes e da aplicagdo dos fagos, de modo a permitir e
subsidiar a continuidade destes estudos e a realizagcdo de um teste piloto de campo
em uma plataforma de petréleo. Portanto, foi nesse contexto que este estudo foi

proposto como etapa essencial e decisoéria para o desenvolvimento da tecnologia.

6.3. PRIMEIRO ESTUDO COM BACTERIOFAGOS EM LOOPING (SISTEMA
CENPES)

Os parametros fisico-quimicos durante o primeiro estudo com fagos no Looping
do CENPES permaneceram adequados e estaveis para o crescimento de BRS e
estabelecimento do biofilme ao longo de todo o experimento. A temperatura média
permaneceu em torno de 32°C, o pH em torno de 6,0, o OD se manteve ao longo de
quase todo o periodo abaixo de 10 ppb e o ORP abaixo de -100 mV, ideal para o
metabolismo das BRS (BHATTACHARYA; UBEROI; DRONAMRAJU, 1996; NEVIUS;
BAGWELL; BRIGMON, 2004).

Esse primeiro estudo com fagos demonstrou a remogao efetiva do biofilme pré-
estabelecido nos cupons de ago carbono pela agao do coquetel fagico utilizado, o que
foi observado qualitativamente pelos resultados de MEV e foi comprovado
quantitativamente pela determinacdo da Rq por perfilometria optica. Além disso, o
resultado de maior destaque e relevancia foi o monitoramento dos teores de H2S, que
demonstrou uma reducgao significativa, de cerca de 80% do H2S biogenicamente
gerado, apods a aplicagao dos fagos.

Estes resultados foram significativos do ponto de vista pratico e operacional
uma vez que os niveis de contaminagao obtidos no Looping sao equivalentes a niveis
reais, diferentemente da maior parte dos ensaios em escala de bancada, que
normalmente quantificam as variagcbes do crescimento microbiano apenas por
densidade optica (DOesoonm) € Na maioria dos ensaios com biofilmes, as concentragdes
celulares utilizadas encontram-se abaixo de niveis reais de contaminacido, nao
permitindo comparagdes do ponto de vista pratico quanto ao uso desses

antimicrobianos em sistemas industriais.
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Quando comparados a resultados obtidos em ensaios no mesmo Looping, com
diversos produtos biocidas comerciais, o reestabelecimento do biofilme aos niveis de
contaminacgao iniciais costuma ocorrer em poucos dias, ou até mesmo horas apos a
dosagem do produto.

Ja no caso do coquetel fagico, apesar do efeito sobre o biofilme nao ser tao
rapido, o efeito a longo prazo foi significativamente superior, uma vez que em pouco
mais de 10 dias, os resultados de MEV e perfilometria demonstraram que
praticamente ndo existia mais biofilme sobre o cupom, permanecendo assim por
quase 5 meses.

Entretanto, essa constatagcado de que o biofilme nao se reestabeleceu apos 5
meses, foi baseada apenas na analise visual do trecho transparente da tubulagao do
Looping, onde & possivel visualizar o biofilme formado durante a operagéo do sistema,
uma vez que ja nao havia cupons que pudessem ser retirados para a realizagao das
analises de MEV e perfilometria apés os 5 meses. Portanto esse aspecto precisa
necessariamente ser avaliado com maior rigor e critério, ainda que o resultado visual
seja corroborado pelos teores de H2S, que ndo aumentaram ao longo desses 5 meses.

Estes resultados em especial, subsidiaram a continuidade dos estudos e
implantacdo dos novos sistemas de Looping na UFV. Por outro lado, as analises
convencionais de quantificagdo microbiolégica pela técnica do NMP néo refletiram tal
efeito, uma vez que até aumentaram no fluido e no préprio cupom, o que representa
um resultado oposto ao convencionalmente observado com produtos quimicos
antimicrobianos.

Entretanto, é necessario levar em consideragdo que as taxas de geracgao de
H2S nao possuem necessariamente uma correlagdo direta com a quantidade de
microrganismos presentes, mas sim com o0s niveis de atividade metabdlica deles.
Além disso, em relagdo as quantificagbes por métodos de cultivo, como a técnica do
NMP, é bem conhecido e amplamente discutido que elas possuem a capacidade de
detectar um percentual muito pequeno dos microrganismos de fato existentes na
amostra (LOMANS et al., 2016; PEDROS-ALIO, 2006, 2012), o que torna os
resultados de MEV e perfilometria, nesse caso, mais representativos do real efeito
sobre os biofilmes.

Nesse sentido, faz-se necessario associar outros métodos como por exemplo
a determinagéao do ATP produzido pelos microrganismos. Esse método ja é aplicado

convencionalmente, inclusive em campo, e com boas correlagdes para se determinar
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o efeito de produtos biocidas. Os métodos moleculares independentes de cultivo,
como o0 gPCR, para a quantificagdo do numero de copias do DNA dos microrganismos
totais ou de grupos especificos (tal como as BRS) também sao indicados. Contudo,
esses meétodos ainda carecem de estabelecimento de correlagdes com o problema da
biocorrosdo e geragdo de H2S e no caso do gPCR especificamente, existe pouca
disseminacgao de aplicacbes em campo.

Sendo assim, as analises por MEV, ainda que visual e qualitativa, quando
associada a perfilometria 6ptica com determinagdo da Rq, que fornece uma medida
quantitativa, se demonstraram analises mais objetivas para a avaliagdo dos efeitos

dos fagos sobre os biofilmes.

6.4. SEGUNDO ESTUDO COM BACTERIOFAGOS EM LOOPING (NOVOS
SISTEMAS UFV)

Nos ensaios realizados nos sistemas de Loopings da UFV, de modo geral,
foram enfrentadas algumas dificuldades operacionais, sobretudo em relagcdo ao
controle dos teores de OD nos sistemas, o que provavelmente interferiu na analise
dos dados de corrosdo, impactando a avaliagdo global dos resultados quanto a
comparagao dos sistemas Controle e Tratamento. Contudo, os dados de DOsoonm,
sulfatos, ATP, perfilometria dptica e taxas de corrosao, representam indicativos
da acdo do coquetel fagico sobre o biofilme e varias consideragbes podem ser feitas
e discutidas a partir dos demais resultados obtidos, visando futuros ensaios em

sistemas de Looping.

6.4.1. Indculo

Em relacdo ao inéculo de BRS-m, foi obtido um resultado de quantificacéo
bastante elevado, na ordem de 107 NMP/ml, bem mais alto que do indculo utilizado no
ensaio do Looping do CENPES (BRS-m = 10" NMP/ml), indicando um potencial de
estabelecimento mais rapido do biofilme e possivel redugdo dos tempos de ensaio.

Ja na agua do mar, a concentragdo de BRS-m foi bastante baixa (10" NMP/ml),
enquanto a concentragdo de BANHT foi alta (10> NMP/ml), indicando que,

provavelmente, as BRS ja existentes na agua do mar poderiam ter pouca influéncia
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na colonizagao e formagao do biofilme inicial nos Loopings, ficando as BANHT com a
maior contribuicdo nesse sentido.

Vale ressaltar que esses valores de concentracdo microbiana encontrados na
agua do mar natural sao recorrentes e apresentam exatamente as mesmas ordens de
grandeza de concentragdo encontradas na agua do mar utilizada no ensaio do
Looping do CENPES. Tais aguas foram coletadas na mesma regido, porém com
varios anos de diferenga, indicando que provavelmente ainda ha pouca influéncia
antropica no local e que, portanto, as aguas sdo ainda bem semelhantes quanto ao
nivel de contaminacdo microbiana e frente aos mesmos procedimentos de pré-
tratamento e preservacao para uso em ensaios laboratoriais.

Entretanto, as analises de NMP realizadas no inicio dos ensaios (1° dia), antes
da adigao do inéculo e da solugao nutritiva, apresentaram valores elevados de BRS
(108 NMP/ml), indicando que o tempo de comissionamento prévio dos sistemas (cerca
de uma semana antes do 1° dia de ensaio) foi suficiente para garantir condi¢des
favoraveis (como a anaerobiose e a grande disponibilidade de sulfato) para que as
BRS da propria agua do mar crescessem rapidamente.

Por esse motivo, é relevante levar em consideracido essa questao em futuros
ensaios nos Loopings, para se obter uma adequada reprodutibilidade e comparagao
de resultados, visto que, ao néo se utilizar uma agua do mar estéril, € importante
manter os tempos de comissionamento do sistema e sempre quantificar os
parametros microbiolégicos e quimicos no inicio, como “tempo zero” do ensaio,
independente de terem sido realizadas analises individuais dos fluidos de alimentacao
e indculos microbianos, assim como, & sempre relevante coletar e preservar amostras
para uma futura caracterizagao da diversidade microbiana por métodos moleculares,

a depender dos resultados obtidos.

6.4.2. Temperatura

Quando a temperatura, foram observados varios picos de aquecimento no
tanque de abastecimento do Looping Controle, enquanto o Looping Tratamento
permaneceu bastante estavel. Os maiores picos ocorreram antes da inoculagao do
sistema e cerca de uma semana antes da dosagem do coquetel fagico no Looping
Tratamento. Depois disso, o tanque Controle permaneceu com temperaturas mais

estaveis, semelhante ao tanque Tratamento.
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Apesar desses picos de aquecimento terem refletido na temperatura do fluido
circulante no Looping Controle, esse efeito foi minimizado no fluido, uma vez que a
diferenca de temperatura média entre os tanques foi de 3,5°C, enquanto entre os
fluidos foi de apenas 1°C.

De qualquer forma, ainda que as temperaturas do fluido em ambos os sistemas,
tenham permanecido a maior parte do tempo na faixa de 30 a 35°C (temperatura 6tima
de crescimento para as BRS-m e uma variagao totalmente aceitavel para um sistema
piloto de fluxo dindmico), os picos de temperatura, quer sejam nos tanques ou no
fluido circulante, ndo devem ser desprezados, pois podem influenciar o crescimento
das BRS, favorecendo as BRS-t, cujo crescimento 6timo se da proximo aos 55°C e
que nem sempre sao detectadas pelo método do NMP de BRS-m, pois requerem um
meio de cultivo especifico.

Isso posto, acredita-se que a variacdo de temperatura para os ensaios
apresentados nesse trabalho, ndo tenha sido um parametro de grande impacto, que
possa ter afetado significativamente o crescimento e a atividade microbiana ao ponto
de interferir nos resultados. Entretanto, observa-se que a DO meédia no Looping
Controle foi menor que no Tratamento, o que pode ter tido alguma influéncia da
temperatura. Sendo assim, garantir o controle da temperatura no sentido de eliminar
a ocorréncia de picos nos sistemas deve ser considerado algo importante para os
préximos ensaios.

Provavelmente, tais picos de aquecimento ocorreram devido a baixa vazao do
sistema, cuja oscilagédo levou a interrupgdes pontuais do fluxo, sobrecarregando a
bomba e consequentemente levando ao aquecimento do tanque de abastecimento.
De qualquer forma € importante ressaltar que o fato dos picos de aquecimento terem
ocorrido no sistema Controle e ndo no sistema Tratamento, assim como o fato do
crescimento microbiano ter sido melhor no Tratamento do que no Controle, poderia
minimizar uma possivel interferéncia desses eventos na interpretacdo global dos
resultados, uma vez que se utilizou o sistema Tratamento de modo conservativo, ou
seja, o sistema mais critico do ponto de vista do que se pretende avaliar (efeito sobre

os microrganismos) foi de fato o Looping Tratamento.
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6.4.3. pH

Normalmente, em sistemas anoxicos, espera-se uma pequena redu¢cao no pH
logo apds a inoculagdo de uma cultura mista e ao longo do tempo de ensaio. Isso
geralmente ocorre devido a atividade metabdlica das bactérias facultativas, que num
primeiro momento tendem a consumir rapidamente o residual de O2 disponivel,
gerando acido carbénico (H2CO3) e ao longo do tempo, devido a atividade das BPA,
que podem disponibilizar grandes quantidades de acidos de cadeia curta (tais como
acetato, propionato, butirato) para o meio, reduzindo assim o pH, o que por sua vez
pode influenciar bastante as taxas de corrosao.

Por esse motivo, € sempre relevante monitorar também os acidos carboxilicos
em estudos relacionados a biocorrosao, pois sua presenca em altas concentragdes €
um indicativo relevante, ainda que sua auséncia ou baixas concentragdes nao
signifiquem baixo potencial MIC, uma vez que sdo dinamicamente consumidos pela
microbiota, inclusive pelas BRS.

Contudo, essa reducdo de pH ndo foi observada nesses ensaios,
provavelmente devido a alta contaminacado por O2 ocorrida nos sistemas, o que
influenciou o estabelecimento estavel de uma microbiota anaerébia. De qualquer
forma, o pH se manteve em niveis adequados em ambos os sistemas ao longo do
tempo (em média em 7,5 no Tratamento e 7,9 no Controle), ndo representando um

problema para o estabelecimento do biofilme e crescimento das BRS.

6.4.4. Oxigénio dissolvido (OD)

O OD, infelizmente, foi o parametro que influenciou amplamente a obtencao de
resultados mais objetivos para estes ensaios. Apesar dos sistemas terem se mantido
estaveis em anaerobiose durante toda a fase pré-inoculagcdo, os teores de OD
aumentaram progressivamente depois disso e s6 voltaram a diminuir retomando a
anaerobiose apds cada dosagem de solugao nutritiva, caracterizando assim os 3
ciclos de aumento e queda do OD observados ao longo dos ensaios.

Provavelmente esta ocorrendo alguma entrada significativa de oxigénio, ainda
nao identificada em ambos os Loopings, o que, apesar de nio ser o ideal, por si SO,
nao impediria uma avaliagdo do coquetel fagico sob o ponto de vista do seu efeito na
microbiota. Porém, aparentemente, o sistema utilizado como Controle foi muito mais

susceptivel a contaminagao por OD, o que causou uma diferenca consideravel nos
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niveis de exposi¢cao dos cupons ao OD ao longo do periodo de ensaio, impactando
diretamente as principais analises, avaliagdo dos teores de H2S e das taxas de
COrrosao.

O Looping Controle apresentou uma exposi¢ao ao OD superior ao Tratamento
em cerca de 1 ppm quando se considera o teor médio de OD e de cerca de 60 ppm
considerando o OD acumulado no periodo, inviabilizando assim a comparagcao dos
sistemas, visto que se trata de uma diferenga muito grande do ponto de vista da
corrosao direta pelo Oo.

Como alternativas para contornar e sanar essa deficiéncia, além da tentativa
de se identificar possiveis pontos de entrada de oxigénio, sugere-se a substituicdo
dos tanques de alimentagao por tanques de menor volume, para minimizar a influéncia
do headspace e a necessidade de purga constante e, em ultimo caso, adotar um
procedimento frequente de purga com N2 nos trechos contendo os cupons, durante

todo o periodo de ensaio.

6.4.5. Densidade optica (DO600nm)

Quanto a DOsoonm também se observa que os sistemas Tratamento e Controle
tiveram uma diferenca significativa quanto a DOesoonm média ao longo do tempo. A
DOsoonm média do Tratamento (1,4) foi cerca de 40% superior a do Controle (0,8), ou
seja, ainda que a DOsoonm seja um parametro dificil de se correlacionar com as
concentragdes exatas de microrganismos quando se trata de culturas mistas e em
especial no caso de culturas contendo BRS, onde a geragao de H2S leva a formagéao
de precipitados de FeS, pode-se considerar que o crescimento da microbiota global
no Looping Tratamento foi maior que no Controle, provavelmente em fungdo da maior
estabilidade do OD e manuteng¢ao de maiores periodos de anaerobiose.

Dessa forma, nao é possivel estabelecer relagao do efeito do coquetel fagico
na reducdo da DOsoonm comparando-se o Tratamento com o Controle. Contudo, se
compararmos os resultados pontuais do Tratamento no 42° dia (antes da dosagem
dos fagos) e no 57° dia (ultimo tempo avaliado, 15 dias apds a introducéo dos fagos
no sistema), observa-se uma redugao em torno de 13% na DOesoonm média. Esse valor
€ semelhante ao obtido em ensaios laboratoriais de bancada, que utilizando esse

mesmo coquetel fagico, sobre biofilmes crescidos em microplacas, apds 72hs de
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exposicdo, com a mesma cultura de BRS, conforme ilustrado na Figura 88 (LIVM e
CENPES, dados nao publicados).
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Figura 88. Resultados de densidade o6ptica (DOesoonm) apds 48 e 72 horas de
exposicao ao coquetel fagico, em ensaios de formagao de biofilmes em microplacas,
com cultura de BRS de tanques de armazenamento de plataformas (LIVM e CENPES,
dados nao publicados). (*) diferenga estatisticamente significativa entre Controle e
Tratamento, teste Tukey (P<0,05).

A reducao da DOsoonm apds a dosagem da solugao nutritiva € uma tendéncia ja
observada nos Loppings da UFV, que se relaciona aos ciclos de queda do OD. Ou
seja, apos o aporte de nutrientes, a microbiota facultativa cresce e rapidamente
consome o0 OD, entdo o sistema reestabelece a anaerobiose e a microbiota diminui
até ser dosada novamente a solugdo nutritiva.

Contudo, se observarmos o Looping Tratamento no ciclo anterior a dosagem
dos fagos, nota-se que a reducao da DOsoonm foi algo em torno de 28%, ou seja, tal
reducao apos a dosagem dos fagos foi menor, o que pode se relacionar ao efeito dos
fagos no biofilme. Ou seja, a partir do momento em que os fagos comegam a agir
sobre o EPS da matriz dos biofilmes, parte da microbiota pode se desprender e passa
a ser contabilizada no fluido.

Nesse caso, 0 que se espera de fato é um efeito inverso, ou seja, quanto maior
a agao do coquetel fagico no biofilme, maior a concentragdo de microrganismos no

fluido, sobretudo em um sistema fechado, ao menos em um primeiro momento.
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Esse efeito € normalmente observado em campo com a dosagem de produtos
biocidas, pois, quando se tem um sistema com alta contaminacéo, que ficou muito
tempo sem tratamento, onde portanto, existe um biofilme espesso e bastante aderido
a superficie, logo apés uma dosagem efetiva de biocida, ha um aporte de
microrganismos no fluido devido ao desprendimento das células que compunham o
biofilme. Normalmente, esse efeito € mais bem detectado por analises de ATP do que
pela quantificagdo por NMP.

De qualquer forma, em relacdo a DOesoonm, trata-se de um dado pontual, que
compara apenas um ciclo de crescimento da microbiota, antes e depois da dosagem
dos fagos e, portanto, seriam necessarias varias repeticdes nessas mesmas
condigbes para confirmar tal hipétese. Contudo, no caso desse estudo ainda,
conforme sera discutido um pouco mais adiante, no item 6.4.9, também se observou
um aumento nos niveis de ATP detectados no Tratamento apds a dosagem dos fagos,

0 que pode corroborar, tal hipotese.

6.4.6. H2S dissolvido (mg/L)

Quanto ao H2S, infelizmente nédo foi possivel quantifica-lo nas amostras
coletadas, ainda que tenham sido tomados todos os cuidados descritos anteriormente
no momento da amostragem e quanto a preservagao da amostra para captura
imediata do H2S dissolvido.

Vale ressaltar que se trata do mesmo procedimento de amostragem e método
analitico utilizado no estudo do Looping do CENPES (onde o H2S foi um parametro
importante com reducéo de 80%, 15 dias apdés a dosagem dos fagos) e em outras
atividades relativas ao estudo de fagos e BRS no LIVM, nos quais ndo existiram
problemas na detecc¢ao de H2S.

Provavelmente, o fato de n&o ter sido encontrado H2S significativo durante todo
o periodo de ensaio nos Loopings da UFV, esta associado ao escape de H2S para a
fase gasosa e sua dispersao no meio ambiente, visto que era comum um leve cheio
de H2S no laboratério onde os Loopings se encontram. Além disso, as altas
concentracbes de BRS medidas por NMP, assim como o consumo de sulfato
(conforme sera discutido adiante, nos itens 6.4.7 e 6.4.8) indicariam uma produgao

significativa de H2S.
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Sendo assim, apesar de existir exaustao forgada no laboratério dos Loopings
da UFV, recomenda-se fortemente que sejam utilizados sensores de lapela para
deteccdo de niveis de exposicdo ocupacional ao H2S durante as atividades
laboratoriais no LIVM, assim como seria importante identificar possiveis pontos de
vazamento de gas em todo o circuito dos Loopings, visto que os mesmos pontos de
escape de H2S, provavelmente sao os pontos de entrada de Oz nos sistemas.

Sugere-se ainda, adaptar um ponto de amostragem com bags de gas para
anadlise do H2S por cromatografia gasosa, ou até mesmo acoplar um
microcromatografo aos sistemas para permitir uma analise mais representativa e

adequada desse parametro nos Loopings, no futuro.

6.4.7. Sulfatos (mg/L)

Em relagdo aos teores de sulfatos, ambos os Loopings se encontravam na faixa
de 2300 mg/L antes da inoculagdo e na faixa de 2100 no Tratamento e 2000 no
Controle no 42° dia (36 dias apos a inoculagao). Ou seja, foi observado um consumo
de sulfato razoavelmente semelhante entre os sistemas nesse periodo, cerca de 8%
no Tratamento e 12 % no Controle.

Jano 57°dia, 15 dias apds a dosagem do coquetel fagico, o consumo de sulfato
no Tratamento foi de cerca de 15% enquanto no Controle foi maior, em torno de 20%.
Cabe salientar que o maior consumo no Controle ocorreu com uma concentragao
microbiana 40% inferior, em termos de DOsoonm (0,8 no Controlo frente a 1,4 no
Tratamento). Lembrando que o aumento na DO pode estar associado apenas ao
desprendimento das células do biofilme, no Looping Tratamento, como discutido
anteriormente.

Pode-se inferir, portanto, que o consumo do sulfato (e consequente geragao
biogénica de H2S) foi 5% menor no Tratamento (mesmo com uma microbiota,
aparentemente, muito maior) 15 dias apdés a dosagem do coquetel fagico, ainda que
ndo tenha se conseguido medir diretamente os teores médios de H2S dissolvidos,
indicando efeito dos fagos sobre a atividade das BRS.
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6.4.8. BRS (NMP/ml e NMP/cm2)

Quanto as quantificacées de BRS por NMP, tanto no fluido quanto nos cupons,
tal como observado no estudo no Looping do CENPES, ndo foram detectadas
alteracdes significativas ao longo dos ensaios, quer seja depois da inoculagao, quer
seja depois da dosagem do coquetel fagico.

Confirma-se assim, que os métodos de quantificacdo microbiana baseados em
cultivo ndo oferecem sensibilidade suficiente para se avaliar o efeito dos fagos nao-
especificos sobre o biofilme, uma vez que ndo se sabe ainda se esses fagos
encontram algum hospedeiro viavel na diversidade dessas culturas ao ponto de
infecta-lo, se multiplicar e lisar grande parte das células.

Isso posto, pode-se afirmar que a avaliagao da eficiéncia de um produto a base
de fagos n&o é algo comparavel aos métodos convencionalmente utilizados para a
avaliagao da eficiéncia de produtos biocidas, sendo necessario portanto o
desenvolvimento e padronizacdo de um teste laboratorial que possa ser utilizado no
futuro como método de qualificagdo de produtos a base de fagos.

Portanto, as analises qualitativas por MEV e perflilometria, se consolidam como
métodos mais sensiveis para se avaliar o efeito dos fagos nos biofilmes, assim como
tornou-se mais relevante ainda as analises quantitativas de determinagao da Rq, taxas
de geracéao de H2S e de corroséo, ficando os métodos de quantificagdo microbioldgica

independentes de cultivo, como algo a ser mais bem investigado em novos estudos.

6.4.9. ATP (pg/ml e pg/cm2)

Quanto aos resultados obtidos pelas medidas do ATP, tanto no fluido como nos
cupons, confirma-se a hipétese que os fagos tém de alguma agao sobre os biofilmes
conforme citado anteriormente, uma vez que, observou-se um aumento, em torno de
20%, nas concentragbes de ATP no fluido do Looping Tratamento, do 42° para o 57°
dia (15 dias ap6s a dosagem do coquetel fagico), o que pode indicar um potencial
aporte de microrganismos desprendidos dos biofilmes.

Assim como, também se observou um aumento, maior ainda, acima de 60%,
na concentragdes de ATP nos cupons coletados no Tratamento no 57° dia, o que
indica fortemente algum efeito dos fagos sobre os microrganismos do biofilme. Isso
ocorre porque, uma vez que a agao dos fagos, ainda que néo leve a lise das células,
causa perturbagdes na homeostase do biofilme e alteragcdes metabdlicas nas células,
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levando ao aumento nos niveis de expressdao de diferentes genes, alguns
relacionados a produgédo da matriz do biofilme, o que requer mais energia e maior
producdo de ATP por parte da célula. Esse fato ja havia sido observado em estudos
anteriores com o fago UFV13 frente a culturas de BRS de agua de produgao (CARMO,
2019).

6.4.10. Titulo viral (UFP/mlI)

A determinacéo do titulo viral no fluido do Looping Tratamento, demonstrou que
a concentragao dos fagos de E. coli se mantiveram mais altas (108 UFP/ml), proximas
a concentragédo dosada (107 UFP/ml) apds as 2 semanas de ensaio, enquanto as
concentragdes do fago de E. cloaclae se mantiveram mais baixas (10* UFP/ml).

Isso pode ter ocorrido devido a simples diferenga na composi¢cao do coquetel,
que possui 3 fagos de E. coli e 1 de E. cloaclae, ou, ainda, é possivel que algum dos
fagos de E. coli tenha encontrado alguma bactéria hospedeira viavel na comunidade
microbiana estabelecida no Looping. Contudo, ndo € possivel afirmar algo a esse
respeito, pois seriam necessarios ensaios mais longos, a fim de se observar quanto
tempo os fagos perduram no sistema em comparagéo a sua persisténcia no mesmo
meio, porém estéril, ou mesmo se observar se em algum momento a concentragao de
fagos volta a crescer.

De qualquer forma, é possivel afirmar que a agua do mar natural utilizada nos
ensaios ndo possui nenhum outro fago capaz de crescer nos hospedeiros utilizados
na producgao desse coquetel, visto que no 42° dia, antes da dosagem do coquetel, ndo
foi observada formacdo de UFP, de modo que o meio de teste ndo constitui um

interferente para o monitoramento desse coquetel, ao menos pela avaliacdo de UFP.

6.4.11. MEV

Conforme citado anteriormente, ndo foi possivel obter imagens de MEV com
contraste adequado para visualizagao do biofilme formado sobre os cupons tal como
foi feito no estudo no Looping do CENPES. Provavelmente devido a fixacdo do
material bioldgico em fungao da utilizagdo do formaldeido no lugar do glutaraldeido e

da auséncia de tratamento com tetroxido de ésmio pelo protocolo utilizado.
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Sendo assim, as imagens de MEV foram feitas nos cupons destinados as
andlises de perda de massa, e, portanto, representam apenas a morfologia da
corrosdo observada apos a decapagem dos cupons, ou seja, apos a remogao do
biofilme e dos depdsitos de corrosio.

A partir das imagens obtidas, pode-se observar que no 42° dia (36 dias apos a
inoculagao dos sistemas, antes da dosagem do coquetel) os cupons ja apresentavam
pits de corrosdo, o que pode indicar uma maior influéncia da contaminagao por OD
ocorrida durante os ensaios no Looping da UFV do que devido a MIC e geragéo
biogénica de H2S, visto que em tempos curtos (15 a 30 dias) ndo é muito comum o
aparecimento de muitos pits exclusivamente devido a MIC.

Portanto, apesar de que no 57° dia (pds-fagos), o Looping Controle,
aparentemente ter acelerado a corrosdo devido ao aumento do tamanho e
profundidade dos pits, em comparacao ao Tratamento, apenas com base nas analises
de MEV, néao seria possivel atribuir essa diferenca a agao do coquetel fagico sobre o
biofilme, visto que a exposigao dos cupons ao OD no Controle foi maior (1 ppm a mais
considerando o OD médio e 60 ppm a mais se considerado o OD acumulado de todo
o periodo) do que no Tratamento.

Provavelmente os pits de corrosdao observados nos cupons, bem como a
diferenga observada entre o Tratamento e o Controle, se devem sobretudo a corrosao
causada pelo OD, visto que se avaliarmos os dados de OD médios apenas do periodo
apos a dosagem dos fagos, ou seja, do 43° ao 57° dia, observa-se que a diferenca de
exposic¢ao dos sistemas ao OD foi ainda maior, O OD médio no Tratamento foi em
torno de 1,5 ppm e no Controle foi de 3,0 ppm, enquanto o OD acumulado foi em torno
de 22 ppm no Tratamento e 46 ppm no Controle, uma variagdo grande, que por si s6
ja poderia justificar diferengas nas taxas de corrosao.

Contudo, ao se analisar exclusivamente o Looping Tratamento antes e depois
da dosagem do coquetel fagico, observa-se que aparentemente, a corrosdao nao
evoluiu, ou seja, os pits mantiveram o mesmo aspecto alcangado até entdo, mesmo
apos mais 15 dias de exposigao a niveis de OD semelhantes ao ciclo anterior (cerca
de 12 dias em anaerobiose e o restante do tempo com OD médio em torno de 5,5
ppm) e mesmo com um pH ligeiramente mais baixo que no Controle.

Portanto, apesar de nao ser possivel fazer uma comparag¢ao adequada da acéo
do coquetel fagico entre o Tratamento e o Controle devido a contaminagao diferencial

pelo OD entre os sistemas, a analise comparativa apenas do Looping Tratamento
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antes e depois do coquetel, pode indicar a agao dos fagos e corrobora os resultados
discutidos anteriormente, relativos as analises de DOsoorm, ATP e a diferenca
significativa no consumo de sulfato, que foi menor no Tratamento, mesmo
apresentando uma maior DOsoonm.

Nesse periodo, os fagos podem ter desestruturado parte do biofilme,
minimizando a MIC (o que se correlaciona aos resultados da DOesoonm € do ATP) e
reduzido a geragao biogénica de H2S (o que se correlacionado aos dados de sulfato),
0 que por sua vez, desacelerou as taxas de corrosdo (como sera discutido adiante),
refletindo na morfologia aparente dos pits observados nas analises de MEV, que
mesmo na presenga do OD, ndo progrediram mais depois que o coquetel fagico foi
aplicado.

Essas mesmas caracteristicas sdo observadas pelas imagens de perfilometria
Optica, analises de Rq e determinacdo das taxas de corrosdo que serao discutidas

adiante, corroborando com o indicativo de agao dos fagos sobre o biofilme formado.

6.4.12. Perfilometria 6ptica e rugosidade média quadratica — Rq (um)

As imagens de perfilometria e a determinagdo da Rq por sua vez, foram
realizadas nos cupons coletados para tal fim, e, portanto, ao contrario das analises de
MEV, consideram o biofilme depositado sobre os cupons.

Dessa forma, apesar das diferengas observadas nas imagens de perfilometria
e na Rq entre o Tratamento e o Controle, também poderem ter sido influenciadas em
parte pela contaminagao diferencial pelo OD durante os ensaios, essas analises
podem ser mais bem relacionadas e representativas do efeito do coquetel fagico, visto
que contemplam o biofilme permitindo sua avaliacdo qualitativa (pelas imagens de
perfilometria) e quantitativa (pela Rq).

Pelas imagens de perfilometria, observa-se que no sistema Tratamento, apos
a dosagem do coquetel fagico, a quantidade e profundidade aparente dos pits néo
avangou, enquanto no Controle foram observados pits em maior quantidade e
tamanhos significativamente maiores. Tal constatagdo visual se confirma
quantitativamente pelos resultados de determinacédo da Rq, visto que a rugosidade
apos a dosagem do coquetel foi significativamente maior (51%) no Controle do que

no Tratamento.
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6.4.13. Taxas de corrosao

Por fim, as taxas de corrosao obtidas para os cupons, seguem O mesmo
raciocinio da interpretacdo dos dados de MEV, perfilometria e Rq. As taxas de
corrosdo no 42° dia (pré-fagos) ja eram classificadas como altas, sendo ligeiramente
mais alta no Controle em comparagao ao Tratamento (provavelmente em funcéo da
contaminagao com o OD). Essa diferenga se acentuou ainda mais no Controle até o
57° dia (pds-fagos), enquanto permaneceu exatamente a mesma no Tratamento.

Novamente, visto que nesse periodo (do 42° ao 57° dia) a diferenga de
exposicdo ao OD entre o Controle e o Tratamento foi ainda maior (1,5 ppm a mais
considerando o OD médio), tal diferenca ndo se deve exclusivamente ao efeito do
coquetel fagico, mas sim a um efeito sinérgico da corros&o provocada pelo OD com a
MIC e a geracéo biogénica de H2S.

Contudo, ao se analisar o Looping Tratamento antes e depois da dosagem do
coquetel fagico, observa-se que a taxa de corrosdo permaneceu inalterada, mesmo
apdés mais 15 dias de exposicao a niveis de OD semelhantes ao ciclo anterior, e,
portanto, indica a agao dos fagos e corrobora os resultados discutidos anteriormente,
relativos as analises de DOsoonm, ATP, a diferenca significativa no consumo de sulfato,
MEV, Perfilometria e Rq.

Conforme sugerido anteriormente, o fato da taxa de corrosao nao ter evoluido
apos a dosagem do coquetel fagico pode ser um indicativo da agao dos fagos, ou seja,
nesse periodo, os fagos podem ter desestruturado parte do biofilme, minimizando a
MIC (o que se correlaciona aos resultados da DOeoorm € do ATP) e a geragao
biogénica de H2S (o que se correlaciona aos dados de sulfato), o que por sua vez,
desacelerou a corrosao, refletindo em uma taxa de corrosdo que, mesmo na presenca
do OD, néo progrediu mais depois que o coquetel fagico foi aplicado.

De qualquer forma, tais inferéncias necessitam de novas investigagdes. Sendo
assim, sugere-se que além de se repetir os ensaios em Looping buscando minimizar
a influéncia do OD, , sejam investigadas formas de identificar se tal corros&o esta mais
relacionada ao OD ou mais relacionada a MIC e geragao biogénica de H2S. Para isso
indica-se: (i) instalagcdo de pequenos trechos de dutos metalicos completos para
serem avaliados quanto a morfologia e posi¢cao dos pits ao final do ensaio, uma vez
que a MIC tende a formar pits localizados na geratriz inferior da tubulagédo, enquanto
a corrosdo pelo OD tende a ser generalizada em todo o didametro interno e, (ii) a
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realizagcao de coleta dos residuos de corrosdo depositados sobre os cupons para
analises de metais, a fim de identificar a maior ou menor presencga de éxidos (que se
correlacionariam a contaminagao por OD) e sulfeto de ferro (que se correlacionaria

com a MIC e geragédo biogénica do H2S).

6.5. AVALIAGAO DE POTENCIAIS IMPACTOS DO USO DE BACTERIOFAGOS

6.5.1. Ecotoxicidade

Conforme esperado, os resultados de ecotoxicidade dos produtos biocidas,
THPS 75% e 40%, foram extremamente elevados, 0,0000134% e 0,0000084% (CE50
> 10° %), respectivamente.

Entretanto, vale ressaltar que a ecotoxicidade do produto com menor
concentragao (40%) foi cerca de 10x maior que a do produto com maior concentragéo
(75%), indicando que a ecotoxicidade deles nao esta relacionada apenas ao principio
ativo biocida, mas também aos demais compostos utilizados na formulagao, os quais,
em geral, ndo sao revelados pelos fornecedores.

Ja o coquetel fagico apresentou ecotoxicidade extremamente inferior a
ecotoxicidade dos biocidas, algo em torno de pelo menos 1 milhdo de vezes menor.

A ecotoxicidade dos lotes de coquetel fagico avaliados, nas concentragdes de
107 e 10° UFP/m, ficou em torno de 41 e 24%, respectivamente, o que poderia indicar
que uma diluicdo de 100x no numero de particulas virais confere uma redugcdo em
torno de 50% na ecotoxicidade. Contudo, a ecotoxicidade do meio LB residual (sem
fagos) foi cerca 50% mais alta (13%) que a ecotoxicidade do coquetel em maior
concentragdo (10° UFP/ml), o que indica que grande parte da ecotoxicidade
observada pode estar relacionada aos componentes residuais do meio de cultura
utilizado para crescimento das bactérias hospedeiras do processo de produgcao dos
fagos ou subprodutos gerados nesse processo.

Em funcdo disso, ndo é possivel afirmar que a ecotoxicidade tenha relacao
direta de algum efeito dos fagos diretamente sobre as células da bactéria V. fischeri.
Mas se for esse o caso, pode-se esperar maiores percentuais de CE50 (ou seja,
menor ecotoxicidade) quando forem realizados ensaios com organismos teste de

cadeia trofica superior.
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O principal aspecto que restringe a comparacgao do coquetel frente aos biocidas
comerciais quanto a excotoxicidade é o fato de que, enquanto os biocidas foram
avaliados em suas formulagdes finais, ndo € possivel reproduzir em laboratério a
concentragao final esperada para um coquetel fagico produzido em escala comercial
(no minimo 10'" UFP/ml), ficando tal analise, restrita a concentragdes inferiores, cuja
composicao dos componentes residuais dos insumos utilizados no meio de cultivo,
provavelmente, ndo representam adequadamente um possivel produto comercial.

Adicionalmente, enquanto a dosagem dos produtos biocidas se baseia na
massa do produto (mg/L), ou seja, leva em consideracao a densidade do produto pra
se fazer o célculo do volume a ser dosado, a dosagem do coquetel fagico leva em
consideragao a concentragao de particulas virais no produto. Sendo que a densidade
em si ndo muda significativamente mesmo em concentragbes muitas ordens de
grandeza superiores. Ou seja, coquetéis com 107 ou 10° UFC/ml possuem
praticamente a mesma densidade de (1,04 g/cm?®) a qual, por sua vez, &€ bem proxima
a densidade da agua, tornando-se dificil uma comparagao quantitativa dos produtos
em relagdo as dosagens praticadas em campo.

De qualquer forma, comparando-se as dosagens praticadas em campo para 0s
biocidas e os respectivos valores de ecotoxicidade obtidos (Tabela 28), pode-se
afirmar que os biocidas sao utilizados em concentragdes cerca de 1000x maiores que
a CE50.

Ja para o coquetel fagico, ainda que se desconsidere as particularidades e
restricdes da comparacgao citada acima, com base nos resultados obtidos, pode-se
dizer que a CE50 de cada concentragdo € mais proxima a concentragdo de dosagem
a ser praticada (107 UFP/ml), variando em torno de 10x para mais ou 10x para menos
(entre 106 e 108 UFP/ml). Ainda assim, este é um resultado comparativamente melhor
em relagéo a ecotoxicidade da concentragdo de dosagem praticada para os biocidas

comerciais (1000x superior a CE50).



208

Tabela 28. Analise comparativa dos valores de CE50 obtidos nos ensaios de
ecotoxicidade aguda para ambientes marinhos pelo sistema Microtox®, frente as
concentragdes de dosagem praticadas para biocidas e esperadas para o coquetel
fagico em plataformas de petrodleo.

Densidade Concentragio de
Produto 3 dosagem praticada CE5015min
(g/cm?)
em campo
Biocida padrao 0 0
1 THPS 75% 1,370 0,0149% 0,0000134%
Biocid " 200 mg/L
iocida para tanques o o
2 THPS 40% 1,320 0,0151% 0,0000084%
Coquetel fagico 2,4 x 108 o
3 (10° UFP/ml) 1,043 107 UFP/mi 24%
Coquetel fagico UFP/ml 4,1 x 10° o
4 (107 UFP/ml) 1,041 UFP/mi 41%

Tal comparacdo, também reforca a hipotese de que o resultado da
ecotoxicidade pode n&o ser linear e diretamente relacionado a concentracéo de fagos.
Provavelmente ele é influenciado sobretudo pelos demais componentes residuais do
meio de producao, o que ainda pode ser amplamente otimizado em uma escala de
producao industrial minimizando este efeito.

Contudo, apesar da literatura cientifica de modo geral, apresentar como uma
das principais vantagens dos fagos, o fato deles n&do causarem ecotoxicidade, pois
somente seriam capazes de impactar suas bactérias hospedeiras (DEC; WERNICKI;
URBAN-CHMIEL, 2020; KUTTER et al., 2010; LOC-CARRILLO; ABEDON, 2011;
WRIGHT et al., 2009), até o momento, n&o foram encontrados artigos publicados que
de fato tenham realizado qualquer tipo de ensaio ecotoxicologico, quer seja com um
coquetel fagico comercial ou com uma solugdo contendo um ou mais fagos
(principalmente utilizando alguma bactéria como organismo teste).

Sendo assim, o resultado de ecotoxicidade obtido nesse estudo para o coquetel
fagico selecionado, trata-se de um dado inédito na literatura. Portanto, estudos mais
aprofundados, com maior abrangéncia e repetibilidade sao necessarios e essenciais,
sobretudo utilizando concentragdes mais altas de fagos e em um coquetel produzido
em escala industrial.

De qualquer forma, estes resultados, ainda que preliminares, permitem afirmar
que o coquetel fagico €, sem duvida, um produto ambientalmente muito mais seguro

e adequado que os biocida comerciais, comumente usados na industria do petréleo.
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6.5.2. Biodegradabilidade

Em relagcéo aos teores de DQO medidos, observa-se que os valores entre os
produtos biocidas sao razoavelmente proporcionais aos teores de THPS em cada
produto (75% e 40%), sendo a DQO total do biocida para tanques 43% inferior a DQO
do biocida padrao. Além disso, os valores de DOQ para ambos os produtos biocidas
sdo altos, sendo isto, por si s6, um indicativo de provavel baixa biodegradabilidade.

Ja os teores de DQO do coquetel fagico e do meio LB residual representam
cerca de 1,5% e 2,5% dos teores de DQO dos produtos biocidas padréo e para
tanques respectivamente, indicando, portanto, um maior potencial de serem produtos
rapidamente biodegradados.

Em relacdo a comparagéo entre o coquetel fagico e o meio LB residual, os
teores de DQO sao razoavelmente préximos, diferindo em torno de apenas 7%,
indicando que a lise das células durante a producdo dos fagos, bem como os
procedimentos laboratoriais para concentragdo e formulacdo do coquetel,
provavelmente, pouco interferem na DQO do produto final, ao menos para a
concentragéo de 10° UFP/ml, em condi¢des de produgéo laboratoriais.

Quanto aos resultados de O2medidos nos tempos avaliados (0, 7, 14 e 28 dias),
observa-se que nao ocorreram diferencas entre as duplicatas avaliadas, garantindo
alta confiabilidade e reprodutibilidade do ensaio. Contudo, observa-se que os
consumos de O:2 foi baixo em todos os produtos avaliados, mesmo apos 28 dias de
teste (0,4 a 0,8 mg/L), ou seja, ficaram bem proximos ao consumo do controle branco.

Por sua vez, o consumo de O2 nos controles da toxicidade para todos os
produtos se mantiveram bem préximos ao consumo da substancia de referéncia,
indicando que a presenca dos produtos ndo provoca efeito inibitério na
biodegradabilidade do benzoato de sodio, assim como, o consumo de O2 nos
controles fisico-quimicos se mantiveram bem proximos de zero, ou seja, equivalentes
ao controle branco, indicando que nao ocorre degradagao do O2 por mecanismos
abidticos como, por exemplo, hidrélise ou adsorgéo.

Isso significa que todos os produtos apresentaram percentuais de
biodegradabilidade muito baixos, sendo classificados como ndo biodegradaveis.

Para os produtos biocidas, este ja € um resultado esperado e bem conhecido,
entretanto, para o coquetel de fagos é um resultado contrario ao que se encontra na

literatura, que em geral considera que devido a sua natureza e especificidade, um
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produto a base de fagos seria classificado como de alta biodegradabilidade (DEC;
WERNICKI; URBAN-CHMIEL, 2020; KUTTER et al.,, 2010; LOC-CARRILLO;
ABEDON, 2011; WRIGHT et al., 2009) e, portanto, ambientalmente mais interessante.

Porém, até o presente momento, n&o foi encontrado nenhum artigo que tenha
realizado um teste de biodegradabilidade de fato utilizando uma suspensao de um ou
mais fagos. Além disso, todas as fichas de dados (equivalentes a FISPQ nacional) de
produtos a base de fagos comercializados no exterior, encontradas até o momento,
para diferentes aplicagbes, trazem a informagao de persisténcia e degradabilidade
como dados nao disponiveis (INTRALYTIX, 2022; OMNILYTICS INC., 2022).

Em relacdo ao meio LB residual, esperava-se que ele apresentasse uma
biodegradabilidade maior que a do coquetel fagico, uma vez que os fagos poderiam
atuar sobre os microrganismos presentes na agua do mar, interferindo no resultado
da biodegradabilidade, enquanto o meio de cultura, basicamente estimularia a
atividade microbiana.

Entretanto, isso ndo foi observado. A biodegradabilidade do meio LB residual
(1,25%) em 28 dias foi praticamente a metade da biodegradabilidade do coquetel
fagico (2,32%), nesse mesmo tempo. Pode-se imaginar entdo, que os componentes
do meio e/ou outras substancias produzidas pelas bactérias hospedeiras durante a
producdo dos fagos, s&o provavelmente as responsaveis pela baixa
biodegradabilidade observada, o que por sua vez, trata-se de um parametro que
podera ainda ser amplamente otimizado em escala de produgao comercial.

O meio LB é composto basicamente por extrato de levedura e triptona. Nao
foram encontrados artigos que tenham testado essas substancias pelo método de
biodegradabilidade em agua do mar da OECD 306 ou qualquer outro ensaio
equivalente, assim como, as principais FISPQs encontradas para estes reagentes
comerciais de diferentes fornecedores (MERCK, 2015; MILLIPORE, 2021, 2022;
SIGMA-ALDRICH, 2015) trazem a informacao de persisténcia e degradabilidade como
dados nao disponiveis. Apenas uma FISPQ para triptona foi encontrada com a
descrigao “espera-se que seja biodegradavel” (OXOID, 2013).

De qualquer forma, comparativamente aos biocidas, a biodegradabilidade do
coquetel fagico foi cerca de 100x superior, demonstrando que, ainda que esse
resultado de baixa biodegradabilidade venha a se confirmar em estudos futuros e em
suspensdes de fagos preparadas em escala industrial, continuamos nos referindo a

um produto de menor impacto ambiental em comparagao a biocidas quimicos.
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Conforme analise comparativa, apresentada na Tabela 29, considerando a
(2 mg/L), a
concentragdo dos produtos biocidas no teste foi 100x inferior a concentragdo de

concentragao utilizada no teste de biodegradabilidade padrao

dosagem em campo (200 mg/L), enquanto, a concentracdo do coquetel fagico, foi
cerca de 10x inferior (1,92 x 108 UFP/ml) a concentragdo esperada para seu uso em
campo (107 UFP/ml).

Tabela 29. Concentragdo dos produtos utilizada no teste de biodegradabilidade em
comparagao as dosagens praticadas para biocidas e esperadas para o coquetel fagico
em plataformas de petrdleo.

Densidade Concentragao de Concentragio no
Produto (glem?) dosagem praticada teste de
9 em campo biodegradabilidade
Biocida padrao
THPS 75% 1,37 200 mg/L 2 mg/L
Biocida para tanques
THPS 40% 1,32 200 mg/L 2 mg/L
Coquetel fagico 7 6
3 (10° UFP/ml) 1,04 10" UFP/ml 1,92 x 10° UFP/ml

Ainda assim, a biodegradabilidade dos biocidas foi muito inferior (cerca de 100x
menor) a do coquetel fagico, portanto, com base nesses resultados, ainda que
considerado como nao biodegradavel em agua do mar segundo o padrao da OECD
306, pode-se dizer que, comparando-se as dosagens a serem praticadas em
condigdes reais, a biodegradabilidade do coquetel é em torno de 1000x maior que a
biodegradabilidade dos biocidas.

Além disso, conforme os resultados observados nos controles da toxicidade,
na concentracdo de teste (2 mg/L) os produtos biocidas ndo apresentaram efeito
antimicrobiano na microbiota da agua do mar ao ponto de impedir a biodegradacgao
da substancia de referéncia. Assim como, o coquetel fagico, na concentragao de teste
(1,92 x 108 UFP/ml) também n&o provocou inibigdo da biodegradabilidade do benzoato
de sddio.

Sendo assim, com base nesses resultados, pode-se concluir que os fagos
selecionados para compor o coquetel fagico utilizado, ndo possuem efeito danoso aos
microrganismos naturalmente presentes na agua do mar e, provavelmente, podem ser

considerado um produto ambientalmente seguro, mesmo se descartado no mar apos
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sua utilizagdo, em uma concentragdo razoavelmente alta (10 UFP/ml), bem préxima
a concentragdo que se pretende avaliar em campo (107 UFP/ml).

Ainda, segundo a propria norma OECD 306, um resultado negativo de
biodegradabiliade n&o exclui o potencial do produto ser biodegradado no meio
ambiente, apenas indica que mais estudos sao necessarios (OECD, 1992b). Desta
forma, entende-se que até o momento, este resultado de avaliagcdo da
biodegradabiliade por um método de referéncia reconhecido e aplicado
internacionalmente, ainda que preliminar, trata-se de um dado inédito na literatura e
que, portanto, sdo essenciais maiores investigacdes e estudos mais aprofundados,
com maior abrangéncia e repetibilidade, sobretudo a partir de composi¢cbes de fagos
produzidas em escala industrial.

Dessa forma, mais estudos s&o necessarios, sobretudo, utilizando
concentragdes mais proximas daquelas a serem encontradas na pratica, ou seja,
levando em consideragao nao apenas a concentragao do produto e de sua dosagem,
mas também, a dispersdo e diluicdo do produto no ambiente, bem como as
caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas do local de interesse.

6.5.3. Corrosividade

Quanto ao pH dos produtos, apesar do pH dos biocidas puros serem bem
semelhantes (proximos de 3,0) observa-se que imediatamente apos a sua dosagem
(200 mg/L) na agua do mar natural, o pH do fluido com o biocida padr&o fica mais
baixo (em torno de 6,9) que do biocida para tanques (que fica em torno de 8,3), o que
provavelmente se refere ao efeito preventivo da corrosividade ocasionado pelos
demais componentes da formulagdo do produto para tanques (como a presenga do
inibidor de corrosao).

Contudo, apds algumas horas, ambos os pHs sobem e permanecem
equivalentes (na faixa de 8,6 a 9,1) ao longo do restante do tempo dos ensaios, o que
demonstra o efeito tamponante da agua do mar (DICKSON, 1993; JURY et al., 2013;
THOMPSON; BONNAR, 1931).

Ja o coquetel fagico puro, o qual naturalmente apresenta um pH mais neutro,
levemente basico (pH = 7,9), manteve o pH na faixa de 8,6 a 9,1 apds sua dosagem
na concentragdo de 10" UFP/ml (1% v/v), ao longo de todo o tempo do ensaio,

semelhante ao controle. Esse fato, por si s6, ja € uma caracteristica vantajosa para



213

um produto a ser dosado nos sistemas reais, pois demonstra que o produto nao
incrementa a corrosividade do fluido.

Quanto as taxas de corrosao, considerando a classificagdo da corrosividade
segundo a Norma NACE SP0775-2018-SG (NACE INTERNATIONAL, 2018), pode-se
dizer que os valores médios de taxas de corrosdo em agua do mar obtidos nos ensaios
de corrosividade para o controle (0,022 mm/ano), o coquetel fagico (0,015 mm/ano) e
o biocida para tanques (0,014 mm/ano) séo classificados como baixos, enquanto a
taxa de corroséo do biocida padréo (0,031 mm/ano) é classificada como moderada.

Os valores das taxas de corrosdo do coquetel fagico e do biocida para tanques
se aproximaram muito e podem ser considerados equivalentes, ja o valor do controle
ficou um pouco acima destes, porém ainda classificado como baixo. Portanto, pode-
se afirmar que nem o biocida pra tanques, nem o coquetel incrementam a
corrosividade da agua do mar natural.

Agora, fazendo-se uma analise comparativa entre as taxas de corrosdo dos
biocidas, o biocida padrao apresentou uma corrosividade cerca de 50% superior ao
biocida para tanques, o que ja o classifica com um grau de corrosividade moderado
mesmo em agua do mar (que possui alto poder tamponante).

Esse resultado ja era esperado, uma vez que se sabe que o THPS 75% é
bastante corrosivo (KEASLER et al., 2017; SHARMA et al., 2018). Por outro lado, o
biocida para tanques, apesar de também ser a base de THPS, possui uma
concentragao de THPS inferior (40%) ao biocida padrdo e também possui um inibidor
de corrosao em sua formulacao que tende a formar um filme de protecao na superficie
do metal (ASKARI; M. et al., 2018; SASTRI; V.S., 2002).

Em relagdo ao coquetel fagico, apesar das taxas de corrosao do coquetel e do
biocida para tanques terem sido muito semelhantes, ndo se pode imaginar que a razao
disso seja a mesma. Ou seja, ndo seria algum componente do meio de produgao do
coquetel que tem algum efeito protetor tal como o inibidor de corrosdo presente no
biocida para tanques. Entretanto tal hipétese nao foi testada. A hipétese mais plausivel
€ que de fato, nem os fagos, nem nenhum outro componente do coquetel, possui
caracteristicas corrosivas, ainda que os componentes do meio de cultura ndo tenham
sido testados individualmente.

Sendo assim, pode-se afirmar que o coquetel fagico avaliado ndo possui
caracteristicas corrosivas e que, portanto, ndo se espera que venha a ser um produto

qgue impacte a corrosividade dos fluidos nem o proprio sistema de dosagem.
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6.5.4. Inibicao do tratamento biolégico de agua de produgao

Em relacao as taxas de remogao de amébnia observadas no experimento, todos
os controles apresentaram taxas bastante elevadas, durante todo o periodo avaliado,
sempre acima de 90% e em sua maioria na faixa de 96 a 99 %, o que demonstra a
alta estabilidade, robustez e eficiéncia do lodo aclimatado a ambas as salinidades
selecionadas.

Nos Tratamentos a 55 g/L de salinidade observou-se que imediatamente apds
a dosagem do coquetel fagico, ocorreu uma queda média, em torno de 35%, na taxa
de remogao de aménia, a qual continuou caindo, atingindo uma inibicdo maxima em
torno de 42% no 6° dia. Contudo, cerca de 1 semana depois (8° dia), essa taxa se
recupera razoavelmente, atingindo 76% de nitrificagdo e a partir de 2 semanas (16°
dia), aproximadamente, os niveis de remog&do de amoénia se recuperam totalmente,
retomando patamares proximos aos do Controle, com niveis de nitrificagcdo acima de
90%.

Esse resultado demonstra que, ainda que venha a ocorrer um grande
descontrole na utilizagdo do coquetel fagico na plataforma de petrdleo, que essa agua
de producgao contendo um alto residual de fagos chegue ao terminal para ser tratada
e mesmo que essa fosse a Unica dgua a entrar na unidade de tratamento, o impacto
no sistema biolégico tendera a ser pequeno e rapidamente recuperavel de forma
natural sem necessidade de qualquer intervengcao, o que demonstra a robustez do
atual processo bioldgico de tratamento de agua de produgéo industrial.

Apesar da escassez de dados em literatura cientifica sobre a avaliagao de
fagos em contextos semelhantes ao deste estudo, uma informacao interessante e que
de certa forma corrobora os resultados aqui observados, foi encontrada em relacao a
um produto comercial a base de fagos utilizado em aquicultura, chamado
CUSTUS®vrs, da empresa ACD Pharmaceuticals (ACD PHARMA) sediada na
Noruega (ACD PHARMA, 2022).

Segundo a propria ACD PHARMA, o produto CUSTUS®vrs foi langado em
2018, como sendo o primeiro produto a base de fagos aplicado a aquicultura no
mundo. O produto contém fagos especificos para bactérias do género Yersinia, que
causam doengas (yersiniosis) com alta mortalidade em peixes, sobretudo salmdes
(CARSON; WILSON, 2009; TOBBACK et al.,, 2007) e que também se aderem
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formando biofilmes nos materiais e equipamentos das fazendas de producdo de
peixes (COQUET et al., 2002).

Informacdes divulgadas no site da ACD PHARMA relatam que eles
demonstraram que a aplicac&o do produto controla a pressao de infeccéo de Y. ruckeri
sem causar nenhum impacto na microbiota necessaria ao adequado funcionamento
dos biofiltros utilizados nos tanques de produgao dos peixes (ACD PHARMA, 2022).

Nos Tratamentos a 125 g/L de salinidade, observa-se que logo apds a dosagem
do coquetel fagico, ocorre uma queda menor na taxa de remog¢ao de amonia (em torno
de 24%) do que aquela observada na salinidade de 55 g/L (cerca de 35% de inibi¢ao).
Porém, no 6° dia, essa queda aumenta para cerca de quase 64% de inibicao e se
acentua até atingir uma inibicdo maxima de cerca de 82% apos quase 2 semanas (13°
dia). A partir de entado, a nitrificagdo comeca a se recuperar, porém nao se recupera
completamente dentro dos 20 dias avaliados na fase experimental, quando ainda
permanece apenas com cerca de 61% de remogao de aménia.

Em resumo, pode-se dizer que enquanto a 55 g//L de salinidade a inibigao
maxima da nitrificacdo atinge cerca de 42%, em menos de uma semana apos a
dosagem dos fagos, na salinidade de 125 g/L essa inibicdo maxima é maior, atingindo
cerca de 82%, porém ela leva mais tempo para acontecer, pois s6 ocorre depois de
cerca de 2 semanas apés a dosagem dos fagos.

Ja a recuperagao dessa nitrificagdo nao ocorre tdo rapido a 125 g/L de
salinidade como ocorre a 55 g/L, onde a nitrificagao ja se recupera completamente em
apenas 2 semanas. Contudo, pode-se afirmar que a recuperagao também ocorre para
a salinidade de 125 g/L, porém, nao é possivel estimar esse prazo precisamente, pois
o ultimo ponto avaliado semanalmente foi no 20° dia ap6s a dosagem dos fagos
(quando a inibicdo ainda permanecia em 39%) e depois disso, so foi feita uma analise
35 dias apds o encerramento da fase experimental, quando entdo a nitrificagao ja se
encontrava recuperada por completo. Ou seja, pode-se afirmar que a recuperagao da
nitrificagdo na salinidade de 125 g/L ocorre mais lentamente que a 55g/L e que
acontece em algum momento entre 20 e 55 dias depois da dosagem dos fagos.

Provavelmente, tal diferenca entre as salinidades avaliadas ocorre em funcéo
da diversidade das microbiotas que compdem cada um dos sistemas e devido a
pressao ambiental a qual o sistema de maior salinidade esta submetido, o que o deixa
mais sensivel a perda de sua eficiéncia e sua estabilidade, em funcdo de choques

e/ou perturbacdes das variaveis quimicas e ambientais. Situacdo esta, que também
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ja foi observada com esses lodos aclimatados frente a variagdes de temperatura e de
disponibilidade de carbono (dados ainda nao publicados).

Nesse contexto, para o cenario de um futuro tratamento da agua de produgéao
hipersalina, seria necessaria uma investigagcdo mais detalhada do potencial impacto
desse coquetel fagico, considerando (i) variagdes na concentragao de dosagem do
coquetel, (ii) simulacdo dessa dosagem frente a atual vazdo de alimentagdo do
sistema, (iii) tempos variados de residéncia da agua de produgao apés a dosagem do
coquetel, bem como (iv) variagbes na vazao de alimentagdo, de modo a se estimar
com mais precisdo o tempo de recuperacao das taxas de remocao de amoénia e as
possiveis estratégias operacionais a serem adotadas, caso necessario.

Quanto a quantificagdo dos fagos, os resultados demonstraram que nenhum
dos fagos utilizados no coquetel encontrou hospedeiros capazes de permitir a
producao de novas particulas virais no lodo destes sistemas, uma vez que apds cerca
de 1 semana (8° dia), nenhuma amostra do fluido analisado foi capaz de gerar UFP
nas bactérias hospedeiras.

Apenas no 6° dia apds a dosagem € que os fagos de E. coli ainda se faziam
presentes, enquanto o fago de Enterobacter ja nao aparecia mais, provavelmente
devido ao fato dos primeiros estarem em maior concentragdo no coquetel, visto que a
formulacao desse coquetel se refere a 3 fagos de E. coli para 1 de Enterobacter.

Sendo assim, pode-se dizer que mesmo em uma possivel situagado de alto
descontrole na aplicagdo, o uso desse coquetel fagico, mesmo sendo composto por
fagos nao-especificos, ndo representa impacto aos sistemas atuais de tratamento
biolégico de agua de produgdo em terminais de petrdleo. No entanto, € necessaria
uma avaliagdo mais aprofundada para um futuro cenario de tratamento em condigbes
hipersalinas, abrangendo variagbes de concentragdo de fagos e de vazdo de
alimentagao. Além disso, pode-se dizer que os fagos sdo depurados pelo préprio
sistema, nao representando risco a montante do tratamento, ou seja, ao langamento

por emissarios submarinos desse efluente tratado tal como é feito hoje.
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7. CONCLUSOES ESPECIFICAS

7.1. INOCULOS MICROBIANOS

Inéculos microbianos representativos dos cenarios de interesse de aplicacao
da tecnologia de bacteri6fagos foram obtidos a partir das amostras coletadas em
tanque slop e em tanques de armazenamento de petrdleo de plataformas criticas em
biocorrosao e geragao biogénica de H2S, de modo que as respectivas culturas de BRS
tornaram-se disponiveis, sendo utilizadas como referéncia principal para os diversos

estudos em andamento.

7.2. SELEGAO DO COQUETEL FAGICO

Foram selecionados quatro fagos né&o-especificos para compor o coquetel
fagico utilizado tanto nos estudos nos Loopings da UFV, quanto nos ensaios de
avaliagao de potenciais impactos ambientais e operacionais. Essa selegcao foi
realizada com base em um conjunto amplo de resultados experimentais que
avangaram continuamente sob diferentes aspectos e que ja obtiveram resultados
significativos suficientes para subsidiar a definicdo de um produto minimo viavel

(MVP) a ser avaliado futuramente em um teste piloto de campo.

7.3. ESTUDOS EM SISTEMAS DE LOOPING

O primeiro estudo com fagos no Looping do CENPES comprovou a remogao
efetiva do biofilme através dos dados de MEV, perfilometria e determinagao da Rq e
uma redugao em torno de 80% do H2S gerado em apenas 15 dias apds a dosagem
do coquetel fagico, indicando ainda a possibilidade de um efeito de longo prazo,
observado por 5 meses ap6s a dosagem do coquetel, o que impacta positivamente a
frequéncia de dosagem e consequentemente a viabilidade econdmica da tecnologia.

O segundo estudo nos Loopings da UFV, ja utilizando o coquetel fagico pré-
selecionado, foi impactado pela contaminagdo com o OD que influenciou os resultados
de corrosdo e nao permitiu confirmar os niveis de redugdo de H2S. Contudo, os

resultados obtidos através das analises de DOsoonm, ATP, consumo de sulfato, MEV,
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perfilometria e Rq, corroboraram a agao dos fagos sobre a comunidade microbiana do
biofilme e indicaram efeito significativo na desaceleragdo do processo de corroséo e
de formacao de pits, resultando em uma taxa de corrosao 30% menor e uma Rq 51%

menor na presenga do tratamento com o coquetel fagico.

7.4. POTENCIAIS IMPACTOS AMBIENTAIS

Quanto aos potenciais impactos ambientais avaliados, os resultados obtidos
sao inéditos, porém ainda preliminares. Portanto, precisam ser aprofundados e um
amplo nicho de investigagcao se abre nesse sentido, visto que n&o foram encontrados
estudos cientificos na literatura sobre este tema para produtos a base de fagos. De
qualquer forma, os resultados obtidos, ja demonstram que o coquetel fagico, quando
comparado aos produtos biocidas, possui ecotoxicidade bem inferior e

biodegradabilidade muito superior.

7.41. Ecotoxicidade

Os resultados de ecotoxicidade aguda para ambientes marinhos demonstram
que o coquetel fagico mesmo na concentragdo mais alta avaliada (10° UFP/ml)
apresenta ecotoxicidade pelo menos 1 milhdo de vezes inferior a ecotoxicidade dos
biocidas a base de THPS, sendo, sem duvida, um produto ambientalmente muito mais
seguro e adequado que qualquer biocida. Além disso, o meio LB residual apresenta
uma ecotoxicidade cerca de 2 vezes superior a ecotoxicidade do coquetel fagico,
indicando que provavelmente, grande parte do potencial ecotdxico do coquetel ndo se
relaciona diretamente aos fagos, mas provavelmente aos componentes residuais do
meio de cultivo ou subprodutos da sua producéo, os quais podem ser otimizados em

escala industrial.

7.4.2. Biodegradabilidade

Os resultados de biodegradabilidade em agua do mar, demonstraram que o
coquetel fagico teria que ser classificado como n&o biodegradavel. Contudo, a partir
dos resultados de controle da toxicidade, pdde-se concluir que o coquetel fagico ndo

apresentou efeito danoso ou inibitério aos microrganismos naturalmente presentes na
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agua do mar e portanto, ele pode ser considerado ambientalmente seguro, visto que
a baixa biodegradabilidade observada, provavelmente, se deve muito mais aos
componentes residuais do meio de cultura utilizado na produg&o do que propriamente

aos fagos.

7.5. POTENCIAIS IMPACTOS OPERACIONAIS

Quanto aos potenciais impactos operacionais avaliados, a corrosividade do
coquetel fagico se demonstrou inferior a do biocida padréo e equivalente a do biocida
para tanques, o que ja representa ganhos operacionais se utilizado em escala
industrial em substituigdo ou mesmo em conjunto aos biocidas. A avaliagdo da inibigao
ao processo de nitrificagao do tratamento biolégico de agua de produg¢do, demonstrou
que o coquetel fagico ndo confere impacto aos sistemas atuais de tratamento dos

terminais de petréleo e nem no descarte do efluente final.

7.5.1. Corrosividade

As taxas de corrosao obtidas demonstraram que o coquetel fagico ndo possui
caracteristicas corrosivas, sendo classificado como um produto de corrosividade
baixa, equivalente ao proprio controle e ao atual biocida para tanques e bem inferior
a do biocida padrao. Portanto, pode-se afirmar que trata-se de um produto que nao
contribuira com incremento na corrosividade dos sistemas em que se almeja sua

aplicacéo.

7.5.2. Inibigao do tratamento biolégico de agua de produgao

A avaliagdo de um potencial impacto do coquetel fagico no tratamento biolégico
da agua de producgdo, demonstrou que a utilizacdo desses fagos em plataformas,
mesmo sendo fagos nao-especificos, ndo representa impacto a inibicado do processo
de nitrificacdo e desenquadramento dos efluentes tratados nos sistemas bioldgicos
atualmente utilizados nos terminais e nem ao efluente tratado langado por emissarios

submarinos.
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8. CONCLUSAO GERAL

A partir do conjunto de resultados obtidos neste estudo, conclui-se que os fagos
nao-especificos, possuem atuacdo em biofiimes enriquecidos com BRS,
representativos da industria do petréleo, com grande potencial de desempenho na
remogao desses biofilmes e redugao da geragao biogénica de H2S sobretudo em
tanques de plataformas.

Os ensaios realizados no Looping do CENPES demonstraram a remog¢ao do
biofiime e a reducédo de cerca de 80% do H2S gerado em apenas 15 dias apos a
dosagem dos fagos.

Ja os ensaios realizados nos novos sistemas de Looping da UFV, apesar de
terem sido influenciados pela contaminagdo com oxigénio e nao terem permitido a
analise dos teores de H2S, confirmaram a agdo dos fagos sobre a comunidade
microbiana do biofilme e indicaram efeito significativo na desaceleragao do processo
de corrosdo e de formacgao de pits.

Adicionalmente, foram gerados resultados inéditos demonstrando que o
coquetel fagico pré-selecionado apresenta caracteristicas vantajosas em comparagéao
a produtos quimicos biocidas, tanto do ponto de vista ambiental (menor ecotoxicidade
e maior biodegradabilidade), quanto operacional (baixa corrosividade e baixo impacto

ao processo de nitrificacdo do sistema de tratamento biolégico de agua de produgao).
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9. PERSPECTIVAS

9.1.

9.2.

ESTUDOS EM SISTEMAS DE LOOPING

Realizar novos ensaios nos sistemas de Loopings da UFV, a fim de se obter
principalmente resultados de geracdao de H2S e de taxas de corrosdo com
menor influéncia da contaminagéo por OD;

Realizar ensaios de longo prazo nos Loopings, a fim de se avaliar em um
primeiro momento tempos mais longos apos a dosagem do coquetel fagico e
em um segundo momento, avaliar a frequéncia de dosagem do coquetel,
Padronizar os tempos e procedimentos de comissionamento, inoculacao,
alimentacao e dosagem de solugao nutritiva nos ensaios em Loopings, a fim de
se obter uma melhor comparacdo dos resultados frente a influéncia dos
parametros fisico-quimicos;

Incluir um sensor para analise do potencial redox (ORP) nos Loopings da UFV,
visando o monitoramento desse parametro relevante para a atividade das BRS.
Incluir a quantificagdo da densidade e profundidade dos pits dos cupons
amostrados e analise de metais e residuos dos cupons;

Realizar estudos de caracterizagcdo da diversidade microbiana, no fluido e nos
cupons, frente ao efeito do coquetel fagico a partir do momento em que os
ensaios nos Loopings da UFV forem padronizados, permitindo sua
reprodutibilidade;

Avaliar diferentes culturas microbianas mistas em ensaios em Looping, obtidas
de diferentes sistemas operacionais a fim de se confirmar a abrangéncia da
tecnologia e estimar potenciais niveis de reducéo de corrosado e de geragao de

H2S para os diferentes cenarios de aplicacao.

ECOTOXICIDADE

Realizar novos testes de ecotoxicidade pelo sistema Microtox® com o mesmo
coquetel fagico, porém em diferentes concentragbes, preferencialmente

concentracdes mais altas e com o coquetel produzido em escala industrial;
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Avaliar a ecotoxicidade individual de cada um dos 4 fagos que compde o
coquetel fagico utilizado nesse estudo, de modo a identificar qual ou quais
possuem maior efeito sobre a V. fischeri, a ser realizado tanto pelo sistema
Microtox®, quanto pela determinagao de curvas de crescimento da bactéria na
auséncia e presenga de cada fago;

Realizar testes de ecotoxicidade aguda e crénica, para ambientes marinhos e
de agua doce, com organismos teste de diferentes niveis tréficos;

Ampliar os estudos de avaliagdo da ecotoxicidade para produtos biolégicos em

desenvolvimento, sobretudo produtos a base de fagos.

BIODEGRADABILIDADE

Realizar novos testes de biodegradabilidade em agua do mar com 0 mesmo
coquetel fagico avaliado neste estudo, porém preferencialmente produzido em
escala industrial;

Realizar testes de biodegradabiliade em agua do mar com o meio LB integral e
0s seus componentes individuais (triptona e extrato de levedura);

Realizar analises de DBO, nos produtos avaliados, bem como no meio LB
integral e nos seus componentes individuais, conforme o Standard Methods for
the Examination of Water and Wastwater - 5210 Respirometric Method (APHA;
AWWA; WEF, 2017) de modo a se demonstrar a relaggdo DBO/DQO como um
indicativo complementar de biodegradabilidade;

Realizar testes de biodegradabilidade imediata referentes a ambientes
terrestres e de agua doce, conforme teste n° 301 da OECD: Ready
biodegradability (OECD, 1992a), com o mesmo coquetel fagico avaliado neste
estudo, porém preferencialmente produzido em escala industrial;

Incentivar a capacitacdo de novas instituicbes de pesquisa, empresas e
startups na execucgao de testes de biodegradabilidade conforme métodos de
referéncia da OECD (n° 306 e 301) e/ou equivalentes reconhecidos pela
legislac&o brasileira;

Ampliar os estudos de avaliagdo da biodegradabilidade para produtos
biolégicos em desenvolvimento, sobretudo produtos a base de fagos.
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CORROSIVIDADE

Realizar estes mesmos ensaios de corrosividade em condigdes bioticas (com
adicdo de um inoculo enriquecido em BRS), de modo a comparar as taxas de
corrosao e incluindo a obtencdo de dados eletroquimicos, de modo a
correlaciona-los com a formacgao do biofilme e o efeito dos produtos sobre ele;
Realizar testes de corrosividade com os produtos puros, porém nas condicdes
da especificacdo técnica de produtos biocidas para tanques de plataformas
(com duracédo de 7 dias, a 60°C);

Realizar estes ensaios de corrosividade, porém com o coquetel fagico

produzido em escala industrial.

INIBIGAO DO TRATAMENTO BIOLOGICO DE AGUA DE PRODUGAO

Caracterizar a diversidade microbiana do lodo biologico nas diferentes
salinidades, antes e apos a dosagem do coquetel fagico, de modo a investigar
correlagdes do efeito dos fagos nas bactérias nitrificantes e desnitrificantes,
visando a identificagdo de novos fagos que possam apresentar menor efeito na
microbiota hipersalina e/ou desenvolver estratégias de recuperagdo mais
rapidas da nitrificacdo, nessas condigdes;

Aprofundar os estudos na condi¢ao hipersalina, considerando variagcdes na
concentragdo de dosagem do coquetel, simulacdo dessa dosagem frente a
atual vaz&o de alimentacéo do sistema, tempos variados de residéncia da agua
de producéo apos a dosagem do coquetel, bem como variagées na vazao de
alimentacgao, de modo a se estimar com mais precisao o tempo de recuperacao
das taxas de remogao de amoénia e as possiveis estratégias operacionais a

serem adotadas caso necessario.
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A1. TECNICA DO NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP)

A metodologia de quantificagdo microbiana conhecida por Técnica do Numero
Mais Provavel (NMP) ou Most Probable Number (MPN) é um conceito antigo,
desenvolvido inicialmente para interpretar numericamente o crescimento de bactérias
fermentativas em tubos multiplos (MCCRADY, 1915).

Posteriormente foi amplamente adotada, de modo padronizado e aplicada para
a quantificagcdo de inumeros tipos de microrganismos cultivados em meio liquido.
Atualmente, ainda € de longe o método mais utilizado para detecgao e quantificagao
de diferentes grupos microbianos pela industria do petroleo e pela industria quimica
desenvolvedora e fornecedora de produtos biocidas (BHAGOBATY, 2014), onde é
também comumente chamada de “bug bottles” (FICHTER et al., 2015).

A técnica do NMP é o método obrigatério em praticamente todas as normas
técnicas vigentes da ASTM (American Society for Testing and Materials) International
e da NACE (National Association of Corrosion Engineers) International, para o
monitoramento de comunidades microbianas relacionadas a biocorrosao na industria
do petroleo (SKOVHUS; ECKERT; RODRIGUES, 2017; WALDOW, 2018).

A técnica do NMP tem por objetivo estimar numericamente a densidade de
microrganismos em uma amostra liquida, independente de se realizar uma contagem
direta, pois diluicbes da amostra sdo inoculadas em frascos multiplos contendo o meio
de cultura liquido, os quais sao incubados ao longo do tempo e verifica-se visualmente
o crescimento dos microrganismos em funcdo de alteragbes de coloragcdo de
indicadores e/ou produgédo de metabdlitos no meio (COCHRAN, 1950; CORNELL,
SPECKMAN, 1967; HARRIGAN, 1998; OBLINGER; KOBURGER, 1975).

A estimativa de densidade microbiana pela técnica do NMP baseia-se no
principio de probabilidade, fundamentada em dois pressupostos principais: (i) a
distribuicao randémica dos microrganismos em uma amostra liquida, ou seja,
um microrganismo possui a mesma probabilidade de estar presente em qualquer
volume da amostra, ndo existindo qualquer tendéncia ao agrupamento ou a repulsao
entre as células; e, (ii) a capacidade de um unico microrganismo exibir
crescimento no meio utilizado, ou seja, se ao menos uma célula viavel cultivavel
para o meio utilizado, estiver presente no volume amostral coletado, ao ser incubado,

esse microrganismo sera capaz de crescer ao ponto de demonstrar visualmente, em
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ao menos uma diluicao, seu crescimento pelo principio do meio de cultura utilizado
(COCHRAN, 1950; CORNELL, 2006; GONZALEZ, 1996; WOODWARD, 1957).
Portanto, a técnica do NMP é um método dependente de cultivo que se baseia
no principio da diluicdo seriada até a extingdo (OBLINGER; KOBURGER, 1975). A
Figura A1 ilustra esquematicamente o principio de diluigdo e inoculagédo do método
conforme as seguintes etapas:
(i) uma aliquota da amostra, no fator de 1:10, € inoculada em triplicata em frascos
contendo o meio de cultura liquido para o tipo de microrganismos em avaliagao;
(ii) outra aliquota da amostra é diluida serialmente, no fator de 1:10, em frascos
contendo solugéo salina adequada ao tipo de microrganismo em avaliagao (no
caso de microrganismos anaerobios, utiliza-se uma solugdo salina redutora,
cujo preparo sera apresentado com mais detalhes adiante no item A3);
(iii) as diluicbes sdo inoculadas em triplicata em frascos contendo o mesmo meio
de cultura liquido;
(iv) esse conjunto de frascos € entdo incubado na temperatura adequada e pelo
periodo padronizado para o tipo de microrganismo em avaliagao;
(v) o crescimento microbiano em cada frasco € acompanhado e anotado
diariamente segundo o principio de detecgao de cada tipo de microrganismo;
(vi) apds o periodo de incubagao a combinacio dos resultados de frascos positivos
e negativos, sado avaliados em comparacgao a tabela de probabilidade estatistica
do método (HARRIGAN, 1998; MAN, 1977), a partir da qual, a estimativa de

densidade celular é dada na unidade de NMP/ml.
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Amostra Bruta (100)

Diluicdes

Figura A1. Representacdo esquematica das diluigdes e inoculagbes da amostra nos
frascos de um kit de quantificagédo pela técnica do Numero Mais Provavel (NMP).

Em amostras de sistemas operacionais da industria do petrdleo, as estimativas
de NMP/ml geralmente se encontram na faixa de = 10° até < 107. Por esta razo, os
kits de quantificagdo microbiolégica sdo compostos por 7 frascos de diluicdo e 24

frascos com meio de cultura, conforme ilustrado nas Figura A2.

crobiologica utilizado no monitoramento de
rotina de campo na industria do petréleo. (B) Distribuigdo dos frascos no interior do
Kit.
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De modo geral, na maior parte dos problemas associados a presenga de
microrganismos indesejados na industria do petréleo, o nivel de contaminagao

microbiana pode ser classificado conforme a Tabela A1.

Tabela A1. Classificagdo do nivel de contaminagdo microbiana em funcao da
quantificagao microbioldgica pela técnica do NMP.

Quantificagdo microbiana pela técnica do NMP Nivel de contaminagao

104 Alta
103 Média
102 Baixa

O processamento das amostras portanto, consiste na inoculagao dos kits de
quantificagao microbioldgica pela técnica do NMP. Posteriormente, esses mesmoskits
podem ser utilizados para a obtencédo de culturas a serem utilizadas como inéculo
para estudos e ensaios laboratoriais (conforme sera abordado em mais detalhes no
item A2)

A técnica do NMP, também ¢ utilizada para a quantificagdo de amostras de
residuos, bem como de biofilmes em superficies. No caso de residuos, eles devem
ser coletados em frascos cuja massa tenha sido previamente aferida e registrada.
Apoés a coleta, o frasco é pesado novamente, para que a estimativa do NMP possa
ser convertida para a massa total de residuo, ou seja, em NMP/g.

Ja no caso de coleta em superficies de equipamentos e estruturas, a area
superficial amostrada deve ser medida e no caso de uma amostra de cupom, deve-se
conhecer a area superficial do cupom, de modo que a estimativa do NMP seja
convertida para NMP/cm?.

Para a quantificacdo em cupons, eles devem ser coletados em frascos
contendo solugdo salina redutora (normalmente utilizam-se os frascos do tipo
antibiético de 10 ml ou de 50 ml) e em seguida sonicados em ultrassom, em 3 ciclos
de1 min, a40 Hz e 135 W, para desprendimento do biofilme aderido ao cupom. Entao,
o fluido contendo os microrganismos € submetido a quantificacdo por NMP,

convertendo-se o valor obtido em ml para a area em cm? do cupom.
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A2. REATORES DE INOCULOS MICROBIANOS

Para a obtencao de culturas microbianas a serem utilizadas como indéculos para
estudos e ensaios laboratoriais, pode-se aproveitar os frascos dos kits de
quantificagao por NMP. Apds o periodo de incubagao dos kits das amostras coletadas,
todos os frascos que apresentarem crescimento podem ser transferidos para reatores
como o da Figura A3, contendo o respectivo meio de cultura.

E stes reatores consistem em frascos do tipo Erlenmeyer de 500 ml ou1.000 ml
contendo uma tampa de vedagdo com uma entrada e uma saida para realizagao da
purga com gas nitrogénio (N2) no fundo do frasco, diretamente no liquido (STROBEL,
2009). Tais reatores permitem a propagacdo de maiores volumes de culturas
anaerdbicas para a obtencdo de indculo suficiente para ensaios laboratoriais, bem
como, permitem manter as culturas ativas, sendo realimentadas e purgadas ao longo

do tempo necessario para sua utilizagao nos experimentos laboratoriais.

3 .
b 4

.m‘

]

Figura A3. Reator de propagacgao de in6culos anaerobios (STROBEL, 2009).

Essas culturas, em geral, sdo mantidas em incubagdo e realimentacao
constante (mensalmente), sendo utilizadas como in6culos de referéncia de seus
respectivos cenarios operacionais para varios estudos com diferentes objetivos,
principalmente, na qualificagcdo de novos produtos biocidas comerciais, na avaliagao
de antimicrobianos em desenvolvimento, bem como na montagem de microcosmos

para simulacao de sistemas operacionais.
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A3. SOLUGAO SALINA REDUTORA

A solucdo salina redutora conforme descrita no Padrdo de Execucdo do
CENPES, PE-2P&D-01620 - PREPARO DE SOLUCAO SALINA REDUTORA PARA
PRESERVACAO DE AMOSTRAS E UTILIZACAO COMO DILUICAO
(CENPES/PETROBRAS, 2017a), € a solugao utilizada tanto para realizar a diluicao
seriada das amostras destinadas a técnica do NMP, quanto para a coleta de residuos,
biofiilmes e cupons, quando se pretende fazer a avaliagdo de microrganismos

anaerobios nessas amostras.

A3.1. Procedimento de preparo da solugao salina redutora

As etapas de preparo da solugdo salina redutora (CENPES/PETROBRAS,
2017a) consistem em:

e Adicionar cerca de 500 ml de agua em um recipiente com volume util igual ou
superior a 1.000 ml. Utilizar preferencialmente um Erlenmeyer com rolha contendo
entrada e saida para conexao de uma purga de N2. O tipo de agua utilizada deve
estar de acordo com a salinidade da amostra a ser avaliada;

¢ Colocar o recipiente com agua em placa sob aquecimento e agitagdo magnética;

e Conectar uma purga de N2 de modo que o gas seja borbulhado no fundo do
recipiente, diretamente no liquido;

e Manter a purga de N2 durante todo o tempo de preparo e envaze, de modo a
garantir um meio anodxico (com Oz abaixo de 0,1 ppm);

e Adicionar os componentes da solugdo apresentados na Tabela A2 a seguir e
aguardar sua completa dissolugdo homogeneizagéo;

Tabela A2. Composigao da solugdo salina redutora (CENPES/PETROBRAS, 2017a).

Componente Quantidade/L
Tioglicolato de sodio 0,124 g

Acido Ascorbico 01g
Resazurina (0,025 %, m/v) 4,0 ml

e Transferir o volume para uma proveta ou baldo volumétrico, mantendo a purga de
N2;
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Completar o volume para 1.000 ml com o mesmo tipo de agua utilizada,
previamente desaerada também através da purga de Nz;

Ajustar o pH para7,6 £ 0,2 comNaOH1 N ou HCI1 N.

Distribuir a solugéo em frascos do tipo antibiético sob purga de N2 com o auxilio de
uma bomba peristaltica. Para o preparo de kits de quantificacdo séo utilizados 7
frascos de 10 ml, nos quais séo adicionados 9 ml da solucgao;

Tampar imediatamente os frascos com septos de borracha e selar com selos de
aluminio com a utilizagao de lacrador (manual ou automatico);

E sterilizar em autoclave por15 min,a121 °'Ce1,1 atm;
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A4. MEIO DE CULTURA PARA BRS-M

O meio de cultura utilizado para deteccdo e quantificacdo de Bactérias
Redutoras de Sulfato Mesdéfilas (BRS-m) € o meio denominado de meio Postgate E
(POSTGATE, 1984) modificado, sendo o meio de cultura tradicionalmente utilizado
para a quantificagcdo de BRS-m na industria do petréleo, descrito a seguir, conforme o
Padrao de Execugao do CENPES, PE-2P&D-01590-A - PREPARO DE MEIOS DE
CULTURA POSTGATE “E” MODIFICADO PARA BACTERIAS REDUTORAS DE
SULFATO MESOFILAS (M-BRS) (CENPES/PETROBRAS, 2017b),

A incubacao padrao é realizada na temperatura de 30 £ 2 °C ou 37 * 2 °C por
um periodo de 28 dias. O preparo do meio modificado consiste na: (i) utilizagéo de
agua do mar sintética ou natural; (ii) substituicdo do acido tioglicélico por uma
solugao de tioglicolato de sdédio; e (iii) adicdo de agar-agar.

A agua do mar apresenta uma salinidade em torno 3,5 % (35,0 g/L) e deve ser
ajustada com cloreto de sédio (NaCl) para a salinidade da prépria amostra que se
pretende avaliar (aceitando-se uma variagado em torno de 2,5 g/L). Para o calculo da
massa de NaCl a ser adicionada, utiliza-se a equagéo abaixo:

mNacCl = [(Sd — Sa) - 0,03] x 0,913
Onde: mNaCl é a massa de NaCl a ser adicionada por litro de meio, em g;
Sd é a salinidade desejada, em g/L;

Sa é a salinidade da agua utilizada no procedimento, em g/L.

Nos casos em que a salinidade da amostra € menor que a da agua do mar,
deve ser utilizada agua destilada como base para a preparagao e adicionado o NaCl
para adequacao da salinidade, contudo, para amostras com salinidade abaixo de
0,8% (8,0 g/L) ndo ha a necessidade de adicdo de NaCl, uma vez que os sais
utilizados na composigao do meio ja conferem essa salinidade minima.

A substituicdo do acido tioglicdlico pelo tioglicolato de sédio deve-se ao fato de
que em alta temperatura o acido tioglicolico enegrece o ferro presente no meio,
podendo ocasionar falsos positivos na detecgdo e quantificagdo de BRS (SANTOS,
2018). O tioglicolato de sddio atua como agente redutor do meio de cultura e
juntamente com acido ascoérbico, permite que se alcance um potencial de oxirredugao
(ORP) abaixo de -100 mV, ideal para o metabolismo das BRS (BHATTACHARYA,
UBEROI; DRONAMRAJU, 1996; NEVIUS; BAGWELL; BRIGMON, 2004).
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O agar-agar é adicionado com o objetivo de favorecer a detecgédo de bactérias
que necessitam de uma superficie de adesio para seu crescimento, as quais sao
caracteristicas de sistemas susceptiveis a biocorrosdo (SURINACH, 1987). Essa
pequena quantidade de agar-agar também ajuda a manter um potencial de
oxirreducao baixo, através da estabilizacido do meio contra correntes de convecgao,
mantendo por isso, a anoxia nas zonas mais profundas do meio (LABORCLIN, 2019a).

O procedimento de preparo do meio Postgate E modificado, bem como dos
demais meios de cultura que serao apresentados adiante, levam em consideragao a
necessidade de preparo de grandes volumes normalmente requeridos para quaisquer
analises de rotina na industria do petroéleo.

Portanto, se tratam de variagdes dos métodos convencionais de preparo de
meios de cultura para anaerobios estritos (ARANKI; FRETER, 1972; HUNGATE,
1969; MOORE, 1966), os quais foram adequados de modo a se tornarem viaveis e
exequiveis em larga escala laboratorial. Dentre estas adequacgbes estdo: (i) a
utilizagdo dos frascos do tipo antibiotico com purga do headspace ao invés dos tubos
do tipo Hungate e utilizagdo de camara de anaerobiose (MILLER; WOLIN, 1974); e (ii)
a realizagao de purga com N2 diretamente no meio de cultura em preparagao, para
obtencao da anoxia (FEIO et al., 1998; STROBEL, 2009).

E stas alternativas foram sendo desenvolvidas, testadas para situagoes reais e
aprimoradas ao longo do tempo, visando manter a representatividade necessaria para
um monitoramento de campo adequado e correlacionado aos problemas
operacionais. Além disso, sdo historicamente aplicadas e se adequam aos mais
diversos tipos de amostras da industria do petréleo, de modo que ainda hoje, séo as
técnicas mais empregadas por todas as empresas de petroleo e empresas
desenvolvedoras e fornecedoras de produtos biocidas e isso, apesar de serem

baseadas em cultivo, que possuem limitagdes de detecgao inerentes a propria técnica.

A4.1. Procedimento de preparo do meio Postgate E modificado

A seguir segue a descrigdo das etapas do procedimento de preparo do meio
Postgate E modificado (CENPES/PETROBRAS, 2017b):
e Adicionar de 900 ml a 4.500 ml de agua em um recipiente com capacidade

adequada ao volume de meio que se pretende preparar. Utilizar preferencialmente
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um Erlenmeyer com rolha contendo entrada e saida para conexao de uma purga
de gas N2. O tipo de agua utilizada deve estar de acordo com a salinidade da
amostra a ser cultivada;

e Colocar o recipiente com agua em placa sob aquecimento e agitagdo magnética;

e Conectar uma purga de N2 de modo que o gas seja borbulhado no fundo do
recipiente, diretamente no liquido;

e Manter a purga de N2 durante todo o tempo de preparo e envaze, de modo a
garantir um meio anodxico (com Oz abaixo de 0,1 ppm);

e Adicionar 1,9 g/l de agar-agar ao recipiente pré-aquecido sob agitagao até sua
completa dissolucao;

e Adicionar os demais componentes do meio seguindo a sequéncia apresentada na
Tabela A3. O lactato de sédio, o sulfato de ferro(ll) e a resazurina devem ser

adicionados por ultimo para evitar precipitacdes e eventuais contaminacoes;

Tabela A3. Componentes do meio de cultura Postgate E modificado para
quantificagao de Bactérias Redutoras de Sulfato Meséfilas (BRS-m).

Componente* Quantidade/L
Cloreto de Magnésio Hexaidratado — MgCl2 - 6H20 1,839
Cloreto de Aménio — NH4Cl 109
Sulfato de Sédio — Na2SO4 10g
Cloreto de Calcio Hexaidratado — CaClz - 6H20 109
Extrato de Levedura 109
Fosfato Monobasico de Potassio — KH2PO4 0549
Acido Ascérbico — CsHsOs 01g
Sulfato de Ferro(ll) Heptaidratado — FeSO4 - 7H20 05¢g
Lactato de Sodio 50 % (m/v) 7,0 ml
Resazurina 0,025 % (m/v) 4,0 ml

*Os componentes sdo apresentados na tabela em sua ordem de adigdo durante o preparo.

e AjustaropHpara7,6 +0,2comNaOH1 N ou HCI1 N;

e Transferir a solugdo para uma proveta ou baldo volumétrico e completar o volume
para 1.000 ml com o mesmo tipo de agua utilizada, previamente desaerada com
purga de gas Nz;

¢ Distribuir o meio em frascos do tipo antibiético sob purga de N2 com o auxilio de
uma bomba peristaltica. Para o preparo de kits de quantificacao sao utilizados 24

frascos de 10 ml, nos quais sao adicionados 9 ml do meio e 2 frascos de 50 ml nos
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quais sao adicionados 45 ml do meio. Apenas os kits de BRS apresentam esses 2
frascos de 50 ml, os quais foram introduzidos para se obter uma analise indireta da
atividade das BRS (conforme apresentado com mais detalhes no item A6);

e Tampar imediatamente os frascos com septos de borracha e selar com selos de
aluminio com a utilizagao de lacrador (manual ou automatico);

e Esterilizar em autoclave por 15 min, a 121 °'C e 1,1 atm e entdo resfriar sob
temperatura ambiente. Apds a esterilizagao, parte do agar-agar presente no meio
continua na forma de flocos, com a cor do meio variando de incolor a levemente
rosa. Caso apresente aspecto alaranjado e/ou com pontos de enegrecimento apds
a autoclavacgao, o meio deve ser descartado;

e ApoOs o resfriamento dos frascos autoclavados, adicionar a solugéo de tioglicolato
de sodio 1,24 % (m/v) dentro de camara de segurancga bioldgica para evitar a
contaminagao do meio. Para frascos de 10 ml, adicionar 0,1 ml e para os frascos
de 50 ml, adicionar 0,5 ml de modo que a concentragao final de tioglicolato de sédio
no meio seja de 0,124 g/L;

e Agitar os frascos de forma a deixar os flocos de agar-agar em suspensao.

A resazurina é utilizada como um indicador de oxirreducdo que apresenta
coloracéo fortemente rosa quando oxidado e mantém uma coloragédo transparente
quando é reduzido em completa anaerobiose ou levemente rosa quando em condicao
anodxica, sendo assim, os meios de cultura normalmente preparados para o
monitoramento representativo de condicbes de campo, costuma apresentar a
coloracao levemente rosa, que se refere a uma condicdo de Oz abaixo de 0,1 ppm.

Os meios de cultura preparados dessa forma, assim como os respectivos kits
de quantificacdo, podem ser armazenados em temperatura ambiente, e recomenda-
se que sejam utilizados em um periodo de no maximo 3 meses, desde que nao sejam

observadas alteragbes em seu aspecto visual.

A4.2. Deteccao do crescimento de BRS-m

Quanto a avaliagédo do crescimento microbiano no meio Postgate E modificado,
um frasco € considerado positivo quando se torna totalmente negro, ou quando se

torna acinzentado com pontos negros. Essa coloragao negra se refere a precipitados
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de sulfeto de ferro (FeS), resultantes da reagao do sulfeto de hidrogénio (H2S) gerado

pelas BRS, com o ferro proveniente do sulfato de ferro utilizado no meio.



270

A5. SOLUCAO DE TIOGLICOLATO DE SODIO

A solugao de tioglicolato de sédio a 1,24 % (m/v), ou seja, 12,4 g/L (Tabela A4),
faz parte da composigdo dos meios de cultura para microrganismos anerobicos e deve
ser adicionada somente apos a autoclavagao do meio para evitar precipitagéo.

Conforme citado anteriormente, o tioglicolato de sddio atua como um agente
redutor do meio de cultura para garantir o baixo potencial de oxirredugao, requerido

pelo metabolismo das BRS e demais microrganismos anaerobicos.

Tabela A4. Composicéo da solucdo de tioglicolato de sddio a 1,24 % (m/v).

Componente Quantidade
Tioglicolato de sddio 1,249
Agua destilada 100 ml

O preparo da solugéo, é feito pela dissolucao de 1,24 g do tioglicolato de sédio
em 100 ml de agua destilada, dentro de frascos do tipo antibiético de 50 ml ou100 ml,
sob purga de gas N2. O frasco é lacrado com septo de borracha e selo de aluminio e
esterilizado em autoclave por 15 min, a 121 'C e 1,1 atm. Apds a autoclavagdo e
resfriamento, a solugdo € transferida para os frascos ja esterilizados contendo o

restante do meio de cultura com a utilizagao de uma seringa de 1 ml.
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A6. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE BRS

A atividade de BRS é uma medida indireta qualitativa do potencial de geragao
de H2S pela comunidade microbiana de determinada amostra, obtida a partir da
avaliacdo dos frascos qualitativos do kit de quantificacdo de BRS. Essa analise
pressupde que nem sempre maiores concentragdes de células na amostra significam
maior produgao de H2S, assim como, permite detectar qualitativamente a presenca de
BRS mesmo em amostras cujo resultado de NMP/mL esteja abaixo do limite minimo
de deteccdo da técnica.

A determinacao da atividade de BRS na amostra, consiste na inoculagao de
dois frascos de 50 ml presentes no kit de quantificacdo, denominados frascos
qualitativos. Esses dois frascos sao preparados com o mesmo meio de cultura,
seguindo o mesmo procedimento dos demais frascos de 10 ml do kit e sdo inoculados
com 5 ml (10 % v/v) da amostra em processamento.

Esses frascos sdo acompanhados diariamente quanto ao crescimento
microbiano de modo a se determinar, dentro dos 28 dias de incubacao, qual foi o dia
em que os frascos se tornaram positivos. O valor da atividade corresponde ao tempo
total de incubacgéao (28 dias), dividido pelo tempo em que os frascos apresentaram
crescimento positivo, conforme o calculo abaixo:

28 (dias)

Crescimento positivo (dias)

Atividade de BRS =

A Tabela A5, apresenta os valores para classificagdo da atividade de BRS (em

alta, média ou baixa) conforme o calculo do crescimento observado.

Tabela A5. Classificacdo da atividade de BRS pela analise dos frascos qualitativos do
kit de quantificacdo de BRS-m.

Atividade de BRS Valor

Meda 342400

Deste modo, além da estimativa da densidade celular, € possivel analisar
comparativamente amostras que apresentam densidades semelhantes, porém

atividades de BRS (potencial geragédo de H2S) distintas ou vice-versa. Além disso, em
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muitos casos, amostras que nao apresentam crescimento no primeiro conjunto de
frascos de 10 ml inoculados, podem se tornar positivas nos frascos qualitativos de 50
ml, permitindo detectar a presenca das BRS naquela amostra, ainda que a
quantificagao esteja abaixo do limite de detecgdo do método.

Dessa forma, o kit de quantificacdo de BRS-m pela técnica do NMP, além da
determinacao da densidade, permite uma analise comparativa de amostras quanto ao
potencial de geracdo de H2S por aquela comunidade microbiana e, portanto, um

melhor diagndstico do problema em campo.
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A7. MEIO DE CULTURA PARA BRS-T

O meio de cultura utilizado para deteccdo e quantificacdo de Bactérias
Redutoras de Sulfato Termdfilas (BRS-t), € conhecido como meio CAPCIS ou meio
para BRS-t, pois foi desenvolvido pela empresa CAPCIS Ltd (atual INTERTEK), uma
prestadora de servicos para a industria de 6leo e gas sediada no Reino Unido
(COCHRANE et al., 1988; EDEN; LAYCOCK; FIELDER, 1993).

O meio CAPCIS ou para BRS-t modificado, segundo o Padrao de Execugéo
do CENPES, PE-P&D-01581-A - TECNICA MICROBIOLOGICA PARA DETECCAOE
QUANTIFICACAO DE BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO TERMOFILAS
(BRS-t) (CENPES/PETROBRAS, 2018a), tem por objetivo detectar e quantificar, de
forma mais representativa, os microrganismos cultivaveis que n&do sao detectados
pelo meio Postgate E modificado quando incubado a temperaturas mais altas. A
incubacao padrao do meio CAPCIS para BRS-t é realizada na temperatura de 55 * 2
°C por um periodo de 28 dias.

As modificagées no meio CAPCIS referem-se a: (i) adigdo de sulfato de sédio
(Naz2S04) e sulfito de sédio (Na2SOs3) na composi¢cado original (Solugédo 2); e (ii)
adicdo de uma solugao de acidos organicos de cadeia curta (Solugéo 3), em
funcdo de estudos realizados pela CAPCIS Ltd em parceria com o
CENPES/PETROBRAS, utilizando diversas amostras de campo provenientes de
pocos produtores de petroleo em reservatorios de aguas profundas.

Grande parte dos reservatorios de petroleo de aguas profundas, apresentam
condigbes favoraveis ao crescimento das BRS-t (60 a 80 "C) e niveis elevados de
geracao de H2S dentro dos proprios reservatérios, nos quais, muitos dos pogos,
demonstraram melhores correlagbes dos niveis de H2S com as quantificagdes de
BRS-t pelo meio CAPCIS modificado ao invés de BRS-m (JURELEVICIUS et al., 2021;
SANDERS; MOSLEY; HOLT, 1988; SANTOS, 2018).

O preparo do meio CAPCIS para BRS-t modificado envolve a preparacéao prévia
de trés solugdes: (i) a Solugao 1, que é uma solugéo de elementos-traco, a qual pode
ser preparada e armazenada antecipadamente, sendo utilizada no preparo da Solugao
2, (ii) a Solugado 2, que € a composigao basica original do meio e (iii) a Solugao 3,
que é uma solugédo de acidos organicos de cadeia curta. Ambas as solugbes 2 e 3
devem ser preparadas apenas no momento da sua utilizagido para composi¢cao do

meio final.
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A Solugao 1, refere-se a solucdo de elementos-trago que sera utilizada no

preparo da Solugao 2. Portanto, essa solugéo pode ser preparada com agua destilada

e ndo é necessario a preparagdao sob purga de gas N2, podendo ser preparada

previamente e armazenada sob refrigeracdo. As etapas de preparo da Solugao 1

consistem em:

e Adicionar 500 ml de agua destilada em um recipiente com capacidade igual ou

superior a1.000 ml;

¢ Colocar o recipiente com agua em placa sob aquecimento e agitagdo magnética;

¢ Adicionar os sais na ordem em que sao apresentados na Tabela A6 abaixo e

aguardar sua completa dissolugéo;

¢ Transferir o volume para uma proveta ou baldo volumétrico;

e Completar o volume para1.000 ml com agua destilada e reservar.

Tabela A6. Componentes da Solugao 1 (solugéo de elementos trago) para preparo do
meio de cultura CAPCIS para Bactérias Redutoras de Sulfato Termofilas (BRS-t)

modificado (EDEN; LAYCOCK; FIELDER, 1993).

Componente Quantidade
Acido Borico — HsBOs3 0,060 g
Cloreto de Magnésio — MgClz 0,700 g
Cloreto de Cobalto — CoClz2 0120 g
Cloreto de Zinco — ZnClz 0,070 g
Cloreto de Niquel —NiCl2 0,020 g
Cloreto de Cobre(ll) Di-hidratado — CuClz. - 2H20 0,015¢g
Molibdato de Sédio — NazMoO4 0,025 g
Selenito de Sédio — Na2SeO3 0,003 g

A7.2. Procedimento de preparo da Solugdo 2 (composigao basica original)

A Solugéo 2, refere-se a composic¢ao original do meio CAPCIS incluindo as

modificagdes desenvolvidas (adigdo de sulfato e sulfito de sodio). As etapas de

preparo da Solucéo 2 consistem em:

e Adicionar 400 ml de agua em um recipiente com capacidade igual ou superior a

750 ml. Utilizar preferencialmente um Erlenmeyer com rolha contendo entrada e
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saida para conexdo de uma purga de gas Nz. O tipo de agua utilizada deve estar
de acordo com a salinidade da amostra a ser cultivada;

Colocar o recipiente com agua em placa sob aquecimento e agitagdo magnética;
Conectar uma purga de N2 de modo que o gas seja borbulhado no fundo do
recipiente, diretamente no liquido;

Manter a purga de N2 durante todo o tempo de preparo e envaze, de modo a
garantir um meio anodxico (com Oz abaixo de 0,1 ppm);

Adicionar os componentes na ordem em que sao apresentados na Tabela A7
abaixo e aguardar sua completa dissolugéao;

Transferir o volume para uma proveta ou baldo volumétrico, mantendo a purga de
N2;

Completar o volume para 750 ml com o0 mesmo tipo de agua utilizado, previamente

desaerada também através da purga de Nz;

e AjustaropHpara7,6 £+ 0,2comNaOH1 N ou HCI1 N e reservar.

Tabela A7. Componentes da Solucéo 2 para preparo do meio de cultura CAPCIS para
Bactérias Redutoras de Sulfato Termdfilas (BRS-t) modificado (COCHRANE et al.,

1988).

Componente Quantidade
Sulfato de Sédio — Na2S04 20g
Sulfito de Sédio —Na2S03 10g9
Fosfato de Potassio Dibasico — K2HPO4 05¢g
Cloreto de Amdnio — NHa4Cl 109
Cloreto de Calcio Hexaidratado — CaClz2 - 6H20 01g
Sulfato de Magnésio Heptaidratado — MgSO4 - 7H20 20g
Sulfato de Ferro(ll) Heptaidratado — FeSO4 - 7H20 05¢g
Extrato de Levedura 1049
Solugéo 1 (solugéao de elementos-trago) 1,0 ml

A7.3. Procedimento de preparo da Solugao 3 (solugao de acidos orgéanicos de

cadeia curta)

A Solugdo 3, refere-se a solugdo de acidos orgénicos de cadeia curta,
adicionada de modo a se obter melhor representatividade e recuperagdo dos

microrganismos cultivaveis de amostras de campo. As etapas de preparo da Solugao

3 consistem em:
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e Adicionar 100 ml de agua em um recipiente com capacidade igual ou superior a
150 ml. Utilizar preferencialmente um Erlenmeyer com rolha contendo entrada e
saida para conexao de uma purga de gas N2z. O tipo de agua utilizada deve estar
de acordo com a salinidade da amostra a ser cultivada;

e Colocar o recipiente com agua em placa sob aquecimento e agitagdo magnética;

e Conectar uma purga de N2 de modo que o gas seja borbulhado no fundo do
recipiente, diretamente no liquido;

e Manter a purga de N2 durante todo o tempo de preparo e envaze, de modo a
garantir um meio anodxico (com Oz abaixo de 0,1 ppm);

e Adicionar os componentes na ordem em que sao apresentados Tabela A8 abaixo
e aguardar sua completa dissolucéo;

e Transferir o volume para uma proveta ou baldo volumétrico, mantendo a purga de
N2;

e Completar o volume para 150 ml com o0 mesmo tipo de agua utilizado, previamente
desaerada também através da purga de Nz;

e AjustaropHpara7,6 £+ 0,2comNaOH1 N ou HCI1 N e reservar.

Tabela A8. Componentes da Solugéo 3 (solugao de acidos organicos de cadeia curta)
para preparo do meio de cultura CAPCIS para Bactérias Redutoras de Sulfato
Termdfilas (BRS-t) modificado (COCHRANE et al., 1988).

Componente Quantidade
Acido Ascorbico — CsHsOs 1049

Acido Latico — C3HsOs 1,5 ml
Acido Acético — C2HsO2 1,5 ml
Acido Butanoico — C4HsO2 0,1 ml
Acido Propanoico — C3HsO2 0,1 ml

A7.4. Procedimento de preparo do meio CAPCIS para BRS-t modificado

A preparagdo final do meio CAPCIS para BRS-t modificado
(CENPES/PETROBRAS, 2018a) consiste na mistura das Solugdes 2 e 3 conforme as
seguintes etapas:

e Misturar os 750 ml da Solugdes 2 com os 150 ml da Solugdo 3 em uma proveta ou
baldo volumétrico com capacidade igual ou superior a1.000 ml;

e Manter o recipiente sob agitacdo magnética e com purga de gas Nz;
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e Completar o volume para 1.000 ml com o mesmo tipo de agua utilizada,
previamente desaerada também através da purga de Nz;

e AjustaropHpara7,6 +0,2comNaOH1 N ou HCI1 N;

¢ Distribuir o meio em frascos do tipo antibiético sob purga de N2 com o auxilio de
uma bomba peristaltica. Para o preparo de kits de quantificacdo, sao utilizados 24
frascos de 10 ml, nos quais séo adicionados 9 ml do meio;

e Tampar imediatamente os frascos com septos de borracha e selar com selos de
aluminio com a utilizagao de lacrador (manual ou automatico);

e Esterilizar em autoclave por15 min,a121°'C e 1,1 atm;

e ApOs a esterilizagdo, deixar resfriar em temperatura ambiente;

e Apds o resfriamento, adicionar a solugéo de tioglicolato de sédio 1,24 % (m/v)
dentro de camara de seguranga bioldgica, para evitar a contaminagdo do meio.
Para frascos de 10 ml, adicionar 0,1 ml, de modo que a concentragéo final de
tioglicolato de s6dio no meio seja de 0,124 g/L.

Os meios de cultura preparados dessa forma, assim como os respectivos kits
de quantificacdo, podem ser armazenados em temperatura ambiente e recomenda-se
que sejam utilizados em um periodo de no maximo 3 meses, desde que ndo sejam

observadas alteragdes em seu aspecto visual.

A7.5. Deteccao do crescimento de BRS-t

Quanto a avaliagdo do crescimento microbiano no meio CAPCIS para BRS-t
modificado, o frasco é considerado positivo quando se torna totalmente negro, ou
quando se torna acinzentado e/ou com pontos negros. Essa coloragdo negra, se
refere a precipitados de sulfeto de ferro (FeS), resultantes da reagcdo do H2S gerado
pelas BRS com o ferro proveniente do sulfato de ferro utilizado no meio.
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A8. MEIO DE CULTURA PARA BANHT

O meio de cultura utilizado para deteccdo e quantificacdo de Bactérias
Anaerobias Heterotrdficas Totais (BANHT) é um meio rico, ndo definido, que contém
fontes de carbono reduzido (HARRIGAN, 1998).

Tal como o meio Postgate E modificado, para melhor representatividade dos
sistemas operacionais, o cultivo é realizado em condi¢cdes andxicas (O2 abaixo de 0,1
ppm). A incubagio padrio é realizada na temperatura de 30 £ 2 °C ou 37 + 2 °C por
um periodo de 28 dias.

Em relacdo ao meio tradicional, o preparo do meio pra BANHT para a industria
do petroleo também consiste na: (i) utilizagcado de agua do mar sintética ou natural e
(ii) substituicdo do acido tioglicolico pela solugao de tioglicolato de sédio, sendo
preparado conforme o Padrdo de Execucdo do CENPES, PE-2P&D-01598-A —
TECNICA MICROBIOLOGICA PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE
BACTERIAS ANAEROBIAS HE TEROTROFICAS TOTAIS (BANHT)
(CENPES/PETROBRAS, 2018b) descrito a seguir.

A8.1. Procedimento de preparo do meio para BANHT

As etapas de preparo do meio BANHT (CENPES/PETROBRAS, 2018B)
consistem em:

e Adicionar cerca de 500 ml de agua em um recipiente com volume util igual ou
superior a 1.000 ml. Utilizar preferencialmente um Erlenmeyer com rolha contendo
entrada e saida para conexdo de uma purga de gas N2. O tipo de agua utilizada
deve estar de acordo com a salinidade da amostra a ser cultivada;

e Colocar o recipiente com agua em placa sob aquecimento e agitagdo magnética;

e Conectar uma purga de N2 de modo que o gas seja borbulhado no fundo do
recipiente, diretamente no liquido;

e Manter a purga de N2 durante todo o tempo de preparo e envaze, de modo a
garantir um meio andéxico (com Oz abaixo de 0,1 ppm);

¢ Adicionar os componentes do meio na ordem em que sido apresentados Tabela A9

abaixo e aguardar sua completa dissolugao;
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Tabela A9. Componentes do meio de cultura para quantificacdo de Bactérias
Anaerdbias Heterotroficas Totais (BANHT).

Componente Quantidade/L
Glicose 5049

Peptona Universal 4049

Extrato de Levedura 1049
Resazurina 0,025 % (m/v) 4,0 ml

e Transferir o volume para uma proveta ou baldo volumétrico, mantendo a purga de
N2;

e Completar o volume para 1.000 ml com o mesmo tipo de agua utilizada,
previamente desaerada também através da purga de Nz;

e AjustaropHpara7,6 +0,2comNaOH1 N ou HCI1 N;

e Distribuir o meio em frascos do tipo antibiético sob purga de N2 com o auxilio de
uma bomba peristaltica. Para o preparo de kits de quantificagdo séo utilizados 24
frascos de 10 ml, nos quais s&o adicionados 9 ml do meio;

e Tampar imediatamente os frascos com septos de borracha e selar com selos de
aluminio com a utilizagédo de lacrador (manual ou automatico);

e Esterilizar em autoclave por15 min,a121°Ce1,1 atm;

e ApOs a esterilizacao, deixar resfriar em temperatura ambiente;

e Apods o resfriamento, adicionar uma solugéao de tioglicolato de sodio 1,24 % (m/v)
dentro de camara de seguranga biolégica, para evitar a contaminagdo do meio.
Para frascos de 10 ml, adicionar 0,21 ml, de modo que a concentragao final de
tioglicolato de sédio no meio seja de 0,124 g/L;

e ApoOs a adigdo do tioglicolato de sdédio, o meio esta pronto para uso. O meio
apresenta aspecto translucido e coloracdo roseo-avermelhada, caso apresente

leve coloragao alaranjada ou enegrecida, deve ser descartado.

Os meios de cultura preparados dessa forma, assim como os respectivos Kits
de quantificacdo, podem ser armazenados em temperatura ambiente e recomenda-se
que sejam utilizados em um periodo de no maximo 3 meses, desde que ndo sejam

observadas alteragbes em seu aspecto visual.
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A8.2. Deteccao do crescimento de BANHT

Quanto a detecgao do crescimento microbiano no meio para BANHT, um frasco
€ considerado positivo quando € possivel notar turbidez devido a biomassa
microbiana, normalmente observada no fundo do frasco e que se dispersa em forma

de espiral quando o frasco é agitado.
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A9. MEIO DE CULTURA PARA BPA-A

O meio de cultivo utilizado para detecgcao e quantificacdo de Bactérias
Produtoras de Acidos Anaerdbias (BPA-a) é o meio tradicionalmente conhecido como
meio TSI (Triple Sugar Iron - Trés Acgucares Ferro), que foi desenvolvido para
microrganismos facultativos acidogénicos. O principio do meio TSI esta baseado na
fermentacao dos carboidratos e na producao de H2S.

O meio TSI foi desenvolvido por HAJNA (1945), que adicionou sacarose a
formulagdo do meio Kligler's Iron Agar (BD, 2014) com dois agucares (glicose e
lactose). O TSI possui glicose, lactose e sacarose, os quais, quando fermentados
pelos microrganismos, liberam acido. A variagdo de pH do meio, provocada pela
acidificacao do meio, é detectada pelo indicador vermelho de fenol, que altera sua
coloracao de vermelho para amarelo. Em pH neutro ou alcalino, o meio TSI também
permite detectar a produgéao de H2S a partir do tiossulfato de sédio, devido a reagao
do Hz2S produzido com o citrato férrico amoniacal presente no meio (LABORCLIN,
2019b).

O TSI é utilizado para o cultivo de microrganismos acidogénicos facultativos e
normalmente sua quantificagao é feita por contagem de colénias em placas de Petri.
A quantificagdo de BPA-a, portanto, constitui uma adaptacao para a quantificagéo dos
microrganismos acidogénicos anaerdbicos pelo método do NMP, preparado conforme
o Padréo de Execucgédo do CENPES, PE-2P&D-01570 - TECNICA MICROBIOLOGICA
PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMO - BACTERIAS
PRODUTORAS DE ACIDOS (BPA) (CENPES/PETROBRAS, 2017c¢).

Sendo assim, a composi¢ao do meio € mantida, mas o tioglicolato de sodio €
introduzido como agente redutor e o procedimento de preparo do meio segue 0s
mesmos principios dos demais meios anaerobios ja apresentados, com o cultivo
sendo realizado em condi¢gbes andxicas (O2 abaixo de 0,1 ppm), para melhor
representatividade dos sistemas operacionais. A incubacido padrao é realizada na

temperatura de 30 £ 2 °C ou 37 £ 2 °C por um periodo de 28 dias.

A9.1. Procedimento de preparo do meio para BPA-a

As etapas de preparo do meio BPA-a (CENPES/PETROBRAS, 2017c)

consistem em:
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Adicionar cerca de 500 ml de agua em um recipiente com volume util igual ou
superior a1.000 ml. Utilizar preferencialmente um Erlenmeyer com rolha contendo
entrada e saida para conexdo de uma purga de gas N2. O tipo de agua utilizada
deve estar de acordo com a salinidade da amostra a ser cultivada;

Colocar o recipiente com agua em placa sob aquecimento e agitagdo magnética;
Conectar uma purga de N2 de modo que o gas seja borbulhado no fundo do
recipiente, diretamente no liquido;

Manter a purga de N2 durante todo o tempo de preparo e envaze, de modo a
garantir um meio anodxico (com Oz abaixo de 0,1 ppm);

Adicionar os componentes do meio na ordem em que sao apresentados Tabela

A10 abaixo e aguardar sua completa dissolugao;

Tabela A10. Componentes do meio de cultura para quantificacdo de Bactérias

Produtoras de Acidos Anaerdbias (BPA-a) (CENPES/PE TROBRAS, 2017c¢).

Componente Quantidade
Sacarose 10,09
Lactose 10049
D-(+)-Glicose 109
Peptona de Caseina 1509
Peptona de Carne 509
Extrato de Levedura 3049

Citrato de Ferro(lll) Amoniacal — C¢HgO 5 (x)Fe: (y)HsN 059
Tiossulfato de Sodio —Na2S203 05¢g
Vermelho de Fenol — C19H1405S 0,024 g

Transferir o volume para uma proveta ou baldo volumétrico, mantendo a purga de
N2;

Completar o volume para 1.000 ml com o mesmo tipo de agua utilizada,
previamente desaerada também através da purga de Nz;

Ajustar o pH para7,8 £ 0,2 comNaOH1 N ou HCI1 N;

Distribuir o meio em frascos do tipo antibiético sob purga de N2 com o auxilio de
uma bomba peristaltica. Para o preparo de kits de quantificagdo séo utilizados 24
frascos de 10 ml, nos quais s&o adicionados 9 ml do meio;

Tampar imediatamente os frascos com septos de borracha e selar com selos de
aluminio com a utilizagédo de lacrador (manual ou automatico);

E sterilizar em autoclave por15 min,a121°C e 1,1 atm;
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e ApOs a esterilizagdo, deixar resfriar em temperatura ambiente;

e Apds o resfriamento, adicionar uma solugao de tioglicolato de sodio 1,24 % (m/v)
dentro de camara de seguranga biolégica, para evitar a contaminagdo do meio.
Para frascos de 10 ml, adicionar 0,1 ml, de modo que a concentragdo final de
tioglicolato de sédio no meio seja de 0,124 g/L;

e Apos a adigdo do tioglicolato de sdédio, o meio esta pronto para uso. O meio
apresenta aspecto translucido e coloracdo roseo-avermelhada, caso apresente
leve coloragao alaranjada ou enegrecida, deve ser descartado.

Os meios de cultura preparados dessa forma, assim como os respectivos kits
de quantificacdo, podem ser armazenados em temperatura ambiente e recomenda-se
que sejam utilizados em um periodo de no maximo 3 meses, desde que ndo sejam

observadas alteragdes em seu aspecto visual.

A9.2. Deteccao do crescimento de BPA-a

Quanto a detecgdo do crescimento microbiologico no meio para BPA-a
(CENPES/PETROBRAS, 2021), um frasco € considerado positivo quando a coloragao
do meio se altera de vermelho para amarelo, devido ao indicador vermelho de fenol,
em funcdo da reducédo do pH do meio, ocasionada pela producdo de acidos pelos
microrganismos acidogéncios e €& possivel notar turbidez devido a biomassa

microbiana.
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A10. SOLUGAO NUTRITIVA

A solugao nutritiva normalmente € utilizada em ensaios microbiolégicos
relacionados ao estudo da biocorrosédo e acidulagdo biogénica com os objetivos de:
(i) estimular o crescimento microbiano; (ii) acelerar a formagéo de biofilmes; e (iii)
garantir um aporte minimo de nutrientes no sistema para a manutengdo dos
microrganismos presentes, sobretudo em ensaios de longo prazo.

Basicamente, a solu¢ao nutritiva corresponde as fontes de carbono presentes
nos meios para BRS-m (lactato de sodio) e BANHT (glicose), adicionadas a uma
solugao salina (na salinidade de interesse), além do extrato de levedura como fonte
de nutrientes essenciais diversos.

A solugao nutritiva também pode ser preparada como uma solug¢ao redutora,
basta se adicionar o tioglicolato de sddio e o acido ascorbico e se adotar os mesmos
procedimentos e cuidados durante o preparo de meios anaerobios e/ou andxicos.

Portanto, o procedimento abaixo descreve o preparo da solucao nutritiva
redutora, considerando as etapas adicionais e cuidados mais restritivos necessarios,
quando comparado ao simples preparo de uma solugéo nutritiva que ndo necessita

de anaerobiose/anoxia.

A10.1.Procedimento de preparo da solugao nutritiva redutora

As etapas de preparo da solugdo nutritiva redutora consistem em:

e Adicionar cerca de 500 ml de 4gua em um recipiente com volume util igual ou
superior a1.000 ml;

e Utilizar preferencialmente um Erlenmeyer com rolha contendo entrada e saida para
conexao de uma purga de gas Nz;

e O tipo de agua utilizada deve estar de acordo com a salinidade da amostra a ser
utilizada;

e Colocar o recipiente com agua em placa sob aquecimento e agitagdo magnética;

e Conectar uma purga de N2 de modo que o gas seja borbulhado no fundo do
recipiente, diretamente no liquido;

e Manter a purga de N2 durante todo o tempo de preparo e envaze, de modo a

garantir um meio anodxico (com Oz abaixo de 0,1 ppm);
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¢ Adicionar os componentes da solugcao apresentados na Tabela A11 abaixo e

aguardar sua completa dissolugdo e homogeneizagao;

Tabela A11. Composicéo da solucao nutritiva redutora.

Componente Quantidade/L
Glicose 0,25¢

Extrato de Levedura 109

Lactato de sodio 50 % (m/v) 4,0 ml
Tioglicolato de sodio 0,124 g

Acido Ascérbico 01g

¢ Transferir o volume para uma proveta ou baldo volumétrico, mantendo purga de Nz;

e Completar o volume para 1.000 ml com o mesmo tipo de agua utilizada,

previamente desaerada também através da purga de Nz;
e AjustaropHpara7,6 £+ 0,2comNaOH1 N ou HCI1 N;

e Distribuir a solugdo em frascos do tipo antibiético de 50 ml (ou frascos de volume

adequado a necessidade do ensaio) sob purga de N2 com o auxilio de uma bomba

peristaltica;

e Tampar imediatamente os frascos com septos de borracha e selar com selos de

aluminio com a utilizagédo de lacrador (manual ou automatico);

e Esterilizar em autoclave por15 min,a121°'C e 1,1 atm.

A solugcdo nutritiva preparada dessa forma, pode ser armazenada em

temperatura ambiente e recomenda-se que seja utilizada em um periodo de no

maximo 3 meses, desde que ndo sejam observadas alteragdes em seu aspecto visual.



286

A11. PREPARO DE CUPONS METALICOS

Os cupons metalicos utilizados como corpos de prova em ensaios laboratoriais
relacionados a biocorrosdo e geragdo biogénica de H2S, devem ser previamente
jateados e esterilizados conforme o Padrao de Execugcdo do CENPES, PE-2P&D-
01595 — PROCEDIMENTO DE ESTERILIZACAO DE CORPOS DE PROVA DE ACO
CARBONO POR RADIACAO ULTRAVIOLETA (CENPES/PETROBRAS, 2018c)

descrito a seguir:

A11.1.Jateamento e limpeza

e O jateamento dos cupons deve ser realizado em cabine de jateamento com
microesferas de vidro na faixa de 90 a125 um;

e ApOs o jateamento, os cupons devem ser limpos com acetona PA (= 99,5%) para
remocao de possiveis residuos e 6leos provenientes da manipulacio.

OBS: No caso de cupons destinados a analises de perda de massa, eles deverao ser

numerados (previamente ao jateamento) e pesados em balanga analitica

individualmente (apds o jateamento e limpeza), tendo sua massa aferida anotada e

correlacionada com a numeragao.

A11.2. Amazenamento e preservagao

e Os cupons jateados e limpos podem ser: (i) acondicionados em sacos plasticos
herméticos, fechados sob purga de gas N2 e armazenados em dessecador com
silica gel ou (ii) podem ser simplesmente selados a vacuo e armazenados em
ambiente livre de umidade e a temperatura ambiente.

OBS: os cupons podem ser armazenados por tempo indeterminado e utilizados desde

gue nao sejam observados indicios de oxidagdo, como alteragdes de coloragao e/ou

formacgao de precipitados, nesse caso, os cupons podem ser reaproveitados desde
que decapados (se necessario) e repetidos os procedimentos de jateamento, limpeza

€ pesagem.
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A11.3.Esterilizagao

e Previamente ao inicio dos ensaios (preferencialmente no mesmo dia), os cupons
devem ser esterilizados;

o A esterilizagéo consiste na disposi¢gao dos cupons sobre lengos de papel (ou papel
toalha), dentro da cabine de seguranca biolégica (previamente limpa e esterilizada),
sob luz ultravioleta (UV) e sob fluxo de gas N2 estéril, por 90 min em cada face do
cupom;

e Os cupons metalicos esterilizados, devem ser embrulhados nos lencos de papel e
armazenados em dessecador com silica gel, para manté-los livre de umidade até a
sua utilizacdo nos ensaios.

OBS: durante todo esse procedimento, os cupons devem ser manipulados utilizando-

se luvas e/ou pingas estéreis para evitar a ades&o de Oleos e matéria organica das

maos do manipulador, pois isso, pode influenciar a fixagdo dos microrganismos e

formacgao dos biofilmes.
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A12. DETERMINAGAO DOS TEORES DE SULFETOS DISSOLVIDOS POR
TITULAGAO POTENCIOMETRICA

As analises de determinacao dos teores de sulfetos dissolvidos sao realizadas
pelo método de titulagdo potenciométrica conforme o Padrdao de Execucdo do
CENPES, PE-2P&D-02561 - DETERMINACAO DE SULFETOS E MERCAPTANOS
POR TITULACAO POTENCIOMETRICA EM MEIOS DE CULTURA E AGUAS
RE SIDUAIS (CENPES/PETROBRAS, 2017d).

Essa metodologia esta fundamentada em dois métodos de referéncia do UOP
(Universal Oil Products) da ASTM International: (i) UOP 163-10 - Hydrogen Sulfide
and Mercaptan Sulfur in Liquid Hydrocarbons by Potentiometric Titration (ASTM
INTERNATIONAL, 2010); e, (ii) UOP 209-00 - Alkalinity, Sulfide and Mercaptide
Analyses of Used Refinery Caustic Solutions (ASTM INTERNATIONAL, 2002).

O equipamento utilizado nas analises realizadas no CENPES é Titulador 888
Titrando (Metrohm), instalado no Laboratério de Processos (LABP), antigo Laboratério
de Biotecnologia (BIO) (Figura A4); e, nas analises realizadas na UFV é o Titulador
G10S (Mettler Toledo) instalado no Laboratorio de Imunovirologia Molecular (LIVM)
(Figura A5).

Mangueira de aspiracao
do titulante

Mangueira de dispersao
do titulante

Frasco de armazenamento
do titulante (AgNO5 0,01M)

Dispositivo
de dosagem

< Agitador magnético

Figura A4. Titulador 888 Titrando (Metrohm), utiizado para as andlises de
determinacao dos teores de sulfetos dissolvidos no LABP do CENPES.
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OR MANTER O AMBIENTE
PO £ ORGANIZADO.

Mangueira de
dispensagdo do titulante

Mangueira de
aspiragdo do titulante

Agitador

Eletrodo

Bureta

Copo de titulagdo

Frasco de armazenamento
do titulante (AgNO3 0,01M)

Tela touch screen

Botdo liga/desliga

Figura AS5. Titulador G10S (Mettler Toledo), utilizado para as analises de
determinacao dos teores de sulfetos dissolvidos no LIVM da UFV.

Para a quantificacdo do sulfeto dissolvido por titulagcdo potenciométrica, a
amostra contendo H2S é misturada com uma solugéo de hidréxido de sédio (NaOH)
1,0 M, ocorrendo entdo a formagao de sulfeto de sodio soluvel (NazS). Essa mistura
€ inserida no titulador, acoplado com um eletrodo de lingote de prata sulfetado (Ag2S),
apropriado para determinagbes de compostos contendo enxofre (sulfetos e
mercaptanos).

A titulagdo é feita utilizando nitrato de prata (AgNOs), que permite uma
quantificagao indireta de H2S. O produto principal da titulagdo € o sulfeto de prata
insoluvel. Durante a titulagdo, geralmente aparecem dois pontos de inflexdo. O
primeiro ponto de inflexdo corresponde ao sulfeto e o segundo ao dos mercaptanos.
Os dois pontos aparecem em potencial negativo (mV). O resultado da quantificagéo
de sulfeto e mercaptanos na amostra é mostrado em partes por milhdo (ppm). Os
limites inferiores do método sédo 1,0 ppm para o H2S e 0,2 ppm para os mercaptanos.

Mercaptanos é um termo genérico para uma familia de compostos organicos
que contém um grupo sulfidrico (-SH) ligado a um atomo de carbono. Os mercaptanos
sdo também chamados de tidis e, no caso de amostras biologicas, sdo em geral
derivados do metabolismo de aminoacidos (KADOTA; ISHIDA, 1972). Contudo,
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apesar de ser uma analise intrinseca ao método de titulacdo potenciométrica para a
determinacao dos teores de sulfetos, ndo ha uma correlagao direta bem estabelecida
entre a geragéo biogénica de H2S e os valores de mercaptanos, os quais podem variar

muito entre amostras e em tempos diferentes de uma mesma cultura microbiana.

A12.1.Preparo de solugées para a titulagao potenciométrica

Sao utilizadas quatro solugdes durante a titulacdo potenciométrica para
determinacéo de sulfetos dissolvidos. A Tabela A12 a seguir apresenta a composigéo
dessas solugdes. Os reagentes nitrato de prata e cloreto de sodio devem ser
previamente secos em estufa a110°C por 2 h. Todos os reagentes devem ter um grau

de pureza P.A.

Tabela A12. Solucdes utilizadas na titulagdo potenciométrica para determinacdo do
teor de sulfetos dissolvidos.

Solugao Composicao Consumol/analise

Titulante -1,6987 g de AgNOs3 0,1 M

(nitrato de prata) - Avolumar com 1,0 L de agua 15,0 mi

P destilada

-0,29226 gde NaCl0,1 M

Padronizacio -1 g.ota de HNOs 1:1 (em agua S,Q ml

(do titulante) destilada) (utilizado apenas
- Avolumar com 50,0 ml de agua na padronizagao)
destilada

Hidréxido de Sédio |~ 100 9 deNaOHTOM -
- Avolumar com 1,0 L de agua 50,0 mi

(NaOH) .
destilada

Hidroxido de Aménio | - 5,0 ml de solugdo de NH4OH 5,0 ml

(NH4OH) concentrada (25 %)

A12.2.Procedimento de titulagao potenciométrica

O procedimento para realizagcdo das analises de determinacédo dos teores de
sulfetos dissolvidos por tilulagdo potenciométrica consiste na realizagao das seguintes
etapas em sequéncia, incluindo a padronizacao do titulante além da titulagédo em si:

e Lavar a bureta e verificar se as mangueiras estao corretamente posicionadas na

bureta e na solucao titulante;
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e Conectar o eletrodo no suporte de titulagao;

e Conectar um copo de titulacdo vazio no suporte de titulacao;

¢ Iniciar o ciclo de titulagdo despejando a solugao titulante no copo do titulador.
OBS: Essa etapa é importante para remover bolhas de ar da mangueira e para

preencher a bureta completamente com o titulante. Apenas 1 ciclo é suficiente;

A12.3.Padronizagao do titulante (fatoragao)

o Verificar a data da ultima fatoracdo. A fatoracao deve ser realizada sempre que for
preparada uma nova solucéo titulante ou se a data da ultima fatoragcao for muito
antiga;

o A fatoracio deve ser realizada com trés repetigdes;

e Adicionar 50,0 ml de agua destilada em trés copos de titulagao;

e Acrescentar 1,0 ml da solugéao de padronizagao (NaCl0,1 M+ 1 gotade HNO31:1)
em cada copo;

e Conectar o copo contendo a solugao no suporte de titulacao;

¢ Realizar a fatoracao;

e Lavar o eletrodo com um copo de titulagdo contendo agua destilada;

e Conectar o copo contendo a solugédo da segunda repetigdo no suporte de titulagao;

e Lavar o eletrodo com agua destilada e repetir o procedimento com a terceira
repeticao;

e Aguardar o fim da titulagéo e verificar o fator obtido, o qual devera ser muito préximo
de 1.000;

e Lavar o eletrodo com agua destilada e caso necessario, remover o excesso de

precipitado branco com lenco de papel;

A12.4.Titulagao da amostra

e Adicionar 50,0 ml de NaOH 1,0 M e 5,0 ml de solugdo concentrada de NH4OH no
copo de titulagdo em capela de exaustao;
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e Conectar uma seringa no frasco do tipo antibiético ou tubo tipo Hungate contendo
a cultura microbiana ou amostra e aguardar alguns segundos para liberagao do gas
do headspace;

e Retirar 1,0 ml da amostra com seringa e adicionar no copo contendo a solugao de
NaOH + NH4OH;

e Conectar o copo contendo a amostra no suporte de titulagao;

¢ |niciar a Titulacao;

e Apos finalizar a analise, lavar o eletrodo com agua destilada antes de conectar o
copo de titulagado da préxima repeticao;

e Despejar a solugéo titulada em galdo de descarte apropriado;

¢ Anotar as concentragdes de sulfeto e mercaptanos;

e ApOs o término da titulagado, lavar o eletrodo com agua destilada, secar com lencol
de papel e manter o eletrodo fechado e imerso em solugéo de nitrato de potassio
(KNOs3).

OBS: quanto a manutencéao do eletrodo, ele deve permanecer imerso em solucao de

KNOs3 10 % em agua destilada sempre que nao estiver em uso, realizando a troca da

solucédo sempre que ela estiver visualmente alterada. Para a limpeza do eletrodo, deve

ser utilizada uma solugao de tiossulfato 0,1 M em agua destilada.



293

A13. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Os cupons coletados destinados as analises de MEV foram fixados, e
desidratados conforme protocolo descrito abaixo e em seguida foram enviados para
conclusao dos procedimentos de preparo e realizacdo das analises no Nucleo de
Microscopia e Microanalise (NMM) da UFV (CARMO, 2019; WANG et al., 201 2):

e Lavar os cupons duas vezes por imersdo em tampédo PBS 1 X (NaCl 0,13 M,

KCI 2,0 mM; Na2HPO4 9,0 mM; KH2PO4 1,0 mM) em pH 7,2;

e Fixar os cupons em glutaraldeido para microscopia 2,5 % (v/v), preparado em

tampao PBS 1 X, a temperatura ambiente por 2 h;

e Desidratar os cupons em gradiente de concentragéo crescente de etanol, de 30
a100 % (v/v), sob temperatura ambiente por 10 min em cada concentragéo;
e Repetir a desidratagao em etanol 100 % trés vezes, a fim de se obter o maximo

possivel de remogéo da agua;

Apos a ultima etapa de desidratagao, os cupons foram encaminhados ao NMM
da UFV e submetidos as seguintes etapas:
e Secagem em Ponto Critico, Critical Point Dryer - CPD®, Balzers, modelo 030
(Figura AGA);
e Fixacdo em porta-espécimes (stubs) com fita dupla face;
e Revestimento com carbono, com o Evaporador Quorum, modelo Q150T-E
(Figura A6B),
e E, por fim, foram examinados no Microscoépio Eletronico de Varredura, Leo

1430 VP, operando a 20 kV para a obtencéo das imagens (Figura A6C).
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Cc

Figura A6. (A) Ponto Critico, Critical Point Dryer - CPD®, Balzers, modelo 030; (B)
Evaporador de carbono, Quorum, modelo Q150T-E; e, (C) Microscépio Eletrénico de
Varredura (MEV) Leo 1430 VP, do Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da

UFV.
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A14. PERFILOMETRIA OPTICA

A perfilometria éptica, € uma técnica utilizada para se obter a morfologia de
uma superficie, através da medi¢cado de dados topograficos. A perfilometria, avalia a
rugosidade na superficie do material, através da medi¢cao das alturas dos picos e das
depressdes da superficie em relacdo a um perfil médio, o que pode ser feito por uma
sonda fisica ou por luz (LEE; CHO, 2012).

O perfil médio é a linha tal que, conforme ilustrado na Figura A7, no
comprimento L, a soma das areas cheias acima da linha horizontal é igual a soma das
areas vazias abaixo (BOUCHE; LEITNER; SANS, 1979).

s AAAAAAA
A

-
«

Figura A7. Representacdo esquematica do perfil médio considerado na Perfilometria
(BOUCHE; LEITNER; SANS, 1979).

As analises de perfilometria, foram realizadas no perfilbmetro 6ptico modelo 3D
Contour Elite (BRUKER, 2017), do Laboratério de Nanoscopia do Departamento de
Fisica (DPF) da UFV (Figura A8).
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Figura A8. Perfildbmetro Optico 3D Contour Elite (BRUKER, 2017) utilizado nas
analises de perfilometria dos cupons metalicos.

A andlise de perfilometria pode ser feita a partir de um unico ponto, seguindo
por uma varredura em linha do material, ou pode ser feita por uma varredura
tridimensional completa da superficie do material, gerando um valor quantitativo
denominado rugosidade média quadratica (root mean square roughness) — Rq (um).

No caso da avaliagdo de biofilmes em um cupom metalico, quanto maior for a
Rg em comparagao ao valor de um cupom sem biofilme, maior foi o crescimento do
biofilme, portanto, alteragdes desse valor apés um tratamento antimicrobiano, sdo um

dos melhores indicativos do seu efeito na redugéo do biofilme.
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A15. PERDA DE MASSA E TAXAS DE CORROSAO

Para a realizagao das analises de perda de massa e determinacido das taxas
de corrosdo, os cupons metalicos devem ser previamente preparados e pesados
conforme descrito no item A11, sendo que, para a avaliagao da perda de massa, apds
a coleta, podem ser utilizados cupons dedicados, ou pode-se utilizar os mesmos
cupons destinados as analises microbiolégicas.

Nesse ultimo caso, os cupons devem ser primeiramente processados para as
analises microbiolégicas e so depois, serem processados para a avaliagdo da perda
de massa, tomando-se o cuidado de nao expor os cupons ao ponto de causar
oxidacao adicional.

AplGs a coleta e conclusdo das demais analises, os cupons devem ser
decapados, raspados, secos e novamente pesados em balanca analitica conforme
procedimentos daNorma ASTM G1-03: Standard Practice for Preparing, Cleaning and
Evaluating Corrosion Test Specimens (ASTM INTERNATIONAL, 2017), para remogao
de todos os residuos e deposito de corrosao.

As etapas desse procedimento consistem em:

e Realizar a imersao dos cupons em uma das solu¢des acidas descritas no

Anexo 1 da referida norma, durante 5 a 20 segundos;

e Retirar os cupons da solugdo acida e realizar a limpeza mecanica por
escovagao com escova de cerdas nao metalicas;

e Lavar os cupons em agua destilada;

e Repetir esse ciclo por no minimo 5 vezes ou quantas vezes forem necessarias
para a completa remocéo dos depdsitos de corrosao;

e Lavar os cupons novamente em agua destilada;

e Lavar os cupons em alcool isopropilico (isopropanol) PA (= 99,5%);

e Secar os cupons com soprador térmico (alternativamente pode ser utilizado um
secador de cabelos);

e Deixar que os cupons resfriem em temperatura ambiente dentro de um
dessecador;

e Apos resfriados, pesar os cupons (na mesma balanga analitica utilizada na
pesagem inicial) e determinar as taxas de corrosao (TxCor).
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A perda de massa € influenciada pela area superficial exposta e tempo de
exposic¢ao. Essas variaveis sdo combinadas e expressas como a taxa de corrosao em
mm/ano, calculadas conforme a equagéo abaixo, segundo a Norma ASTM G31-21:
Standard Guide for Laboratory Immersion Corrosion Testing of Metals (ASTM
INTERNATIONAL, 2021).

. k. Am
taxa de corrosido (TxCor) = ——
tAp

Onde:

k = constante com valor de 87.600 para calculo de taxa de corrosdao em mm/ano;
Am = variagdo da massa em gramas (g);

t = tempo do ensaio em horas (h);

A = area da superficie exposta ao meio corrosivo em cm?;

p = densidade do material em g/cmd.

Por sua vez, a corrosividade é classificada conforme a recomendacido da
Norma NACE SP0775-2018-SG: Preparation, Installation, Analysis, and Interpretation
of Corrosion Coupons in Qilfield Operations, apresentada na Tabela A13 abaixo
(NACE INTERNATIONL, 2018).

Tabela A13. Classificagdo da corrosividade segundo recomendacéo da Norma NACE
SP0775-2018-SG (NACE INTERNATIONL, 2018).

Taxa de Corrosao (mm/ano) Corrosividade

20,25 Severa

0025 20,12
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