
 
 

 

MAÍRA PAULA DE SOUSA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AVALIAÇÃO DA TECNOLOGIA DE BACTERIÓFAGOS EM SISTEMAS DE 
FLUXO DINÂMICO (LOOPINGS) PARA CONTROLE DE BIOFILMES E 

BACTÉRIAS REDUTORAS DE SULFATO NA INDÚSTRIA DO PETRÓLEO 
 
 
 
 
 
 
 

Tese apresentada à Universidade Federal de 
Viçosa, como parte das exigências do 
Programa de Pós-Graduação em 
Microbiologia Agrícola, para obtenção do 
título de Doctor Scientiae. 
 
Orientador: Sérgio Oliveira de Paula 
 
Coorientadores: Cynthia Canedo Silva 
         Roberto Sousa Dias 

                           
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

VIÇOSA - MINAS GERAIS  
2023 







 
 

AGRADECIMENTOS 
 

Aos meus pais, amigos e familiares, pela paciência, apoio e carinho;  

Ao CENPES - Centro de Pesquisas e Desenvolvimento da PETROBRAS, em 

especial à minha antiga gerência BIO – Gerência de Biotecnologia, onde este trabalho 

começou e à minha atual gerência TMEC – Gerência de Tecnologias para Materiais e 

Corrosão, pela continuidade dos esforços de P&D que seguem viabilizando o 

desenvolvimento da tecnologia de bacteriófagos para a indústria do petróleo;  

A todos os amigos e colegas, pesquisadores excepcionais e inestimáveis do 

CENPES, que contribuíram de inúmeras maneiras diferentes com este trabalho, em 

especial aos amigos do Grupo de Pesquisa em Biocorrosão e Acidulação Biogênica, 

sem os quais eu não poderia ter realizado a pós-graduação e todas as atividades 

inerentes a este trabalho; 

 À UFV - Universidade Federal de Viçosa e ao Programa de Pós-Graduação em 

Microbiologia Agrícola, pela oportunidade de realizar a pós-graduação, de modo que 

o presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior – Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001; 

A todos os professores e colaboradores do Departamento de Microbiologia da 

UFV, pelo empenho e dedicação às atividades acadêmicas, de pesquisa e extensão 

que contribuem na formação profissional dos estudantes de pós-graduação com o 

mais alto nível de excelência do país (conceito 7 da CAPES); 

Ao meu orientador e amigo prof. Sérgio Oliveira de Paula; ao coorientador e 

amigo Roberto de Sousa Dias; e, à coorientadora e amiga profa. Cynthia Canedo Silva, 

pela orientação, coordenação, discussões, amizade, incentivo e parceria de mais de 

dez anos, desde o início do desenvolvimento desta pesquisa;  

Aos laboratórios da UFV, LIVM – Laboratório de Imunovirologia Molecular e 

LAMP – Laboratório de Microbiologia Ambiental Aplicada e a todos os estudantes e 

profissionais excelentes de suas equipes; 

E, em especial ao meu namorado-amigo-marido-companheiro, Marlos Reury 

de Paula, que sempre me incentivou e me apoiou, com muita paciência, atenção e 

carinho, ao longo desta trajetória, possibilitando a finalização desta Tese de 

Doutorado em meio aos imprevistos de uma pandemia (Covid-19) e frente às rotinas 

do dia a dia e desafios do trabalho concomitante no CENPES/PETROBRAS. 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A ciência não passa do bom senso exercitado e organizado” 

Aldous Huxley 

 

 

“Para o bem e para o mal, os vírus ajudaram a moldar nossa evolução e nos tornar 

quem somos” 

American Museum of Natural History 



 
 

 
 

RESUMO 
 

SOUSA, Maíra Paula de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2023. 
Av a l i a ç ã o  da  t e c n o l o g i a  de  b a c t e ri ó f a g o s  e m  s i s t e m a s  de  f l u x o  di n â m i c o  
(Loopings) p a ra  c o n t ro l e  de  b i o f i l m e s  e  b a c t é ri a s  re du t o ra s  de  s u l f a t o  n a  
i n dú s t ri a  do  p e t ró l e o .  Orientador: Sérgio Oliveira de Paula. Coorientadores: Cynthia 
Canedo Silva e Roberto Sousa Dias. 
 

A aplicação da tecnologia de bacteriófagos na indústria do petróleo tem sido 

considerada uma alternativa promissora para o controle de contaminações 

microbianas associadas à biocorrosão e à geração biogênica de sulfeto de hidrogênio 

(H2S). Essas contaminações estão presentes ao longo de toda a cadeia produtiva do 

petróleo, representando riscos ocupacionais e operacionais. Seu controle se dá 

principalmente pela aplicação de biocidas que, em geral, apresentam um baixo poder 

de penetração em biofilmes e, portanto, são pouco eficazes. Isso ocorre devido às 

substâncias extracelulares produzidas pelos microrganismos, que funcionam como 

uma barreira de proteção. Nesse contexto, os bacteriófagos podem conferir vantagens 

sobre os biocidas, uma vez que: podem se multiplicar no ambiente, possibilitando a 

redução da dosagem; possuem enzimas capazes de romper a matriz dos biofilmes, 

conferindo poder de penetração e maior eficácia; e, podem apresentar menores 

impactos ocupacionais, operacionais e ambientais. O presente trabalho teve como 

objetivos: (i ) avaliar em sistemas de fluxo dinâmico (Loopings) o efeito de coquetéis 

fágicos sobre biofilmes enriquecidos com bactérias redutoras de sulfato (BRS), 

representativos de tanques de plataformas de petróleo; e, (i i ) avaliar um coquetel 

fágico pré-selecionado quanto a potenciais impactos ambientais e operacionais. Os 

resultados obtidos demonstraram que os fagos avaliados possuem ação sobre esses 

biofilmes, com redução de cerca de 80% do H2S gerado e indicaram efeito na 

desaceleração do processo de corrosão e de formação de pits. Além disso, o coquetel 

fágico pré-selecionado, apresenta características vantajosas em comparação aos 

biocidas, tanto do ponto de vista ambiental (menor ecotoxicidade e maior 

biodegradabilidade), quanto operacional (menor corrosividade e menor impacto sobre 

o processo de nitrificação do sistema de tratamento biológico de água de produção). 

 
Palavras-chave: Biocorrosão. Corrosão Influenciada por Microrganismos. Acidulação 

Biogênica. Bactérias Redutoras de Sulfato. Sulfeto de Hidrogênio. H2S. Bacteriófagos. 



 
 

 
 

ABSTRACT 
 

SOUSA, Maíra Paula de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2023. 
Ev a l u a t i o n  o f  b a c t e ri o p h a g e  t e c h n o l o g y  i n  dy n a m i c  f l o w  s y s t e m s  (Loopings) t o  
c o n t ro l  b i o f i l m s  a n d s u l f a t e -re du c i n g  b a c t e ri a  i n  o i l  i n du s t ry .  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 (i i ) 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 .  INTRODUÇÃO 
 

Contaminações microbianas são comumente encontradas ao longo de toda a 

cadeia produtiva da indústria do petróleo e estão associadas, principalmente, a 

processos de biocorrosão e geração biogênica de sulfeto de hidrogênio (H2S). 

Comumente denominada de biocorrosão, a corrosão influenciada por 

microrganismos (microbiologically influenced corrosion - MIC) está associada a 

diferentes grupos microbianos que atuam de forma dinâmica, formando biofilmes em 

diferentes superfícies, sobretudo metálicas. Um dos principais grupos microbianos 

envolvidos nesses processos é conhecido comumente como Bactérias Redutoras de 

Sulfato (BRS), que em geral, reduzem os íons sulfato (SO42–) gerando o H2S, um gás 

extremamente tóxico, inflamável e corrosivo, que impacta as atividades industriais e 

representa potencial risco ocupacional, operacional e ambiental. 

O controle e a mitigação dos processos de biocorrosão e de geração de H2S 

são realizados através de processos físicos nos sistemas operacionais e 

principalmente pela dosagem de produtos químicos, tais como biocidas, inibidores de 

corrosão e sequestrantes de H2S. Contudo, a efetividade de tais produtos é limitada 

por condições operacionais ou logísticas, além de apresentarem custos significativos. 

Diante disso, novas tecnologias que atuem de modo mais efetivo para mitigar 

a biocorrosão e a geração do H2S tornam-se extremamente relevantes e, apesar de 

serem ainda um grande desafio, possuem grande potencial, pois relacionam-se com 

benefícios de grande impacto, tais como: (i ) maior segurança ocupacional pela 

redução da exposição ao H2S; (i i ) maior garantia de continuidade operacional e de 

integridade de ativos pela redução da corrosão e minimização de intervenções; (i i i ) 
menor risco ambiental decorrente de vazamentos e/ou descarte de produtos químicos; 

(i v ) redução de custos, consumo e logística com produtos químicos; (v ) redução da 

geração biogênica de H2S em reservatórios de petróleo; e, (v i ) redução de impactos 

no refino decorrentes dos produtos sequestrantes de H2S utilizados na produção do 

petróleo. 

Frente à relevância, dimensão e diversidade de cenários associados a 

problemas de biocorrosão e geração biogênica de H2S, a busca por novas tecnologias 

com foco em segurança de processo, integridade e confiabilidade das instalações e 

equipamentos é uma das prioridades da indústria do petróleo. E nesse contexto, 
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alternativas inovadoras na área de biotecnologia podem se destacar, dentre elas, a 

tecnologia de bacteriófagos.  

Os bacteriófagos, ou simplesmente fagos, são vírus que infectam 

especificamente bactérias, usurpando a maquinaria celular para replicação do seu 

material genético, formando novas partículas virais e provocando a lise da célula 

bacteriana hospedeira. Além disso, os fagos também podem apresentar ação direta 

sobre substâncias extracelulares que compõem a matriz dos biofilmes.  

Devido a esses mecanismos de ação, os fagos apresentam potencial aplicação 

para controle de contaminações microbianas, em especial de biofilmes. Assim sendo, 

estudos de prospecção, isolamento e caracterização de fagos para cenários da 

indústria do petróleo veem sendo conduzidos pelo Laboratório de Virologia Molecular 

(LIVM) da Universidade Federal de Viçosa (UFV) em parceria com o Centro de 

Pesquisas e Desenvolvimento da PETROBRAS (CENPES).  

Tais resultados têm demonstrado a ação de fagos em biofilmes associados à 

biocorrosão e geração de H2S, com potenciais vantagens em relação aos produtos 

biocidas usuais. Desse modo, é possível afirmar que o desenvolvimento dessa 

tecnologia aplicada a cenários da indústria do petróleo, vem avançando de forma 

consistente, tornando-se relevante, neste momento, o levantamento de parâmetros de 

aplicação, 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 dinâmico (Loopings), a ação de fagos sobre 

biofilmes, representativos de sistemas associados à biocorrosão e geração biogênica 

de H2S em plataformas de petróleo, pré-estabelecidos na superfície de cupons 

metálicos. 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 inibição do processo biológico de 

tratamento de água de produção), 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 à base de fagos, visam dimensionar e 

especificar testes piloto em escala de campo, a serem realizados em tanques de 

plataformas de petróleo para validação, implantação e disseminação da abrangência 

da tecnologia.  
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2.  REVISÃO DE LITERATURA 
 

2. 1 .  CONTAMINAÇÕES MICROBIANAS NA INDÚSTRIA DO PETRÓLEO 

Ao longo de toda a cadeia produtiva da indústria do petróleo, desde os 

processos de exploração e perfuração de poços, passando pela produção e 

processamento primário do petróleo, armazenamento, escoamento e, finalmente, o 

refino e a produção e distribuição de derivados, vários sistemas operacionais são 

suscetíveis ao estabelecimento e proliferação de diversos tipos de microrganismos, 

sendo que alguns desses sistemas apresentam ambientes com condições 

especialmente favoráveis à colonização 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, são os organismos mais diversificados em 

termos evolutivos e metabólicos (FENCHEL, 2016; HUG et al., 2016) e estão 

envolvidos nas principais etapas de todos os ciclos biogeoquímicos da biosfera, de 

modo que o restante da vida na Terra não seria possível sem sua presença 

(FALKOWSKI; FENCHEL; DELONG, 2008; JELEN; GIOVANNELLI; FALKOWSKI, 

2016). 

Na indústria do petróleo, contaminações microbianas se estabelecem devido 

às características intrínsecas dos sistemas operacionais, bem como devido às 

condições físico-químicas encontradas nesses sistemas (temperatura, pH, salinidade, 

disponibilidade de água e nutrientes), as quais, associadas à enorme diversidade e 

flexibilidade fisiológica dos microrganismos, permitem que eles ocupem ambientes 

com amplas faixas de variáveis ambientais, sobrevivendo até mesmo em condições 

consideradas extremas (FENCHEL, 2011, 2016; GUERRERO; BERLANGA, 2006). 

Esses ambientes incluem os fluidos circulantes nos sistemas, os poros das 

rochas reservatório e as superfícies internas e externas das diferentes instalações e 

equipamentos industriais, como dutos (oleodutos e gasodutos), tanques, vasos, 

bombas, válvulas, membranas, filtros, separadores água/óleo, sistemas de 

resfriamento e sistemas de tratamento de água e de efluentes (WALDOW; SOUSA; 

OLIVEIRA, 2019).  
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Em síntese, os microrganismos são encontrados em qualquer ambiente onde 

exista uma quantidade mínima de água (até mesmo gotículas em suspensão no vapor) 

e nutrientes, em especial fontes de carbono (orgânico ou inorgânico), o que 

invariavelmente, inclui praticamente todos os ambientes da indústria do petróleo. 

Cabe aos profissionais dessa indústria o convívio com os microrganismos e o seu 

gerenciamento adequado para mitigar os efeitos nocivos dessas contaminações 

(WALDOW, 2018). 

Dessa forma, a caracterização e o monitoramento dos principais sistemas 

susceptíveis a contaminações microbianas é uma atividade relevante para subsidiar 

a tomada de decisão quanto às medidas de controle e mitigação dos eventuais 

problemas operacionais, ocupacionais e ambientais relacionados à presença 

indesejada de microrganismos prejudiciais aos sistemas industriais (ECKERT; 

SKOVHUS, 2018b; LOMANS et al., 2016). 

 

2. 1 . 1 .  Pri n c i p a i s  s i s t e m a s  s u s c e p t í v e i s  a  c o n t a m i n a ç õ e s  m i c ro b i a n a s   

Conforme citado anteriormente, ao longo de toda a cadeia produtiva da 

indústria do petróleo, diversos sistemas operacionais apresentam condições que 

favorecem o desenvolvimento e estabelecimento de comunidades microbianas 

diversas, constituindo sistemas frequentemente susceptíveis a contaminações 

microbianas que podem causar problemas aos processos da indústria do petróleo. 

Podemos identificar 7 etapas principais do processo de exploração, produção 

e  p ro c e s s a m e n t o  do  p e t ró l e o :  (i ) p e rf u ra ç ã o ,  (i i ) c o m p l e t a ç ã o ,  (i i i ) p ro du ç ã o ,  (i v ) 
e s c o a m e n t o ,  (v ) a rm a z e n a m e n t o ,  (v i ) re f i n o  e  (v i i ) di s t ri b u i ç ã o , nas quais se 

destacam alguns sistemas comumente sujeitos a contaminações microbianas. Tais 

sistemas serão rapidamente apresentados a seguir (Fi g u ra s  1  a  8 ), tomando-se como 

exemplo a produção de petróleo em ambientes offshore, ou seja, em plataformas 

localizadas no mar (PETROBRAS, 2016; THOMAS, 2001). 

Na etapa de perfuração de poços realizada por navios-sonda (Fi g u ra  1 ), 
f l u i do s  de  p e rf u ra ç ã o  (também chamados de lamas de perfuração) são utilizados 

para (i ) estabilizar, mecânica e quimicamente, as paredes do poço, (i i ) limpar o fundo 

do poço transportando as rochas fragmentadas (cascalhos) até a superfície, (i i i ) 
manter os sólidos em suspensão, (i v ) facilitar a separação dos cascalhos na 

superfície, (v ) exercer pressão hidrostática para evitar o influxo garantindo a 
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integridade do poço, (v i ) lubrificar e resfriar a broca e a coluna de perfuração, e (v i i )  
controlar a pressão do reservatório (HAMED; BELHADRI, 2009; THOMAS, 2001). 

 

 
Fi g u ra  1 .  Sistemas da etapa de perfuração de poços de petróleo susceptíveis a 
problemas associados a contaminações microbianas (adaptado a partir de 
PETROBRAS, 2016). 
 

Os fluidos de perfuração são misturas complexas de sólidos, líquidos e diversos 

produtos químicos contendo diferentes tipos de polímeros que são misturados à água 

(fluidos de base aquosa) ou a solventes (fluidos de base oleosa), a depender das 

características físico-químicas e reológicas necessárias ao fluido (DAVIDSON; 

STEWART, 1997; HAMED; BELHADRI, 2009; THOMAS, 2001). 

Ambos os tipos de fluidos estão sujeitos ao crescimento de microrganismos, os 

quais podem degradar seus componentes orgânicos, resultando em alterações de sua 

viscosidade, interferindo na eficiência e estabilidade da perfuração (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 exposição ocupacional e 

corrosão dos equipamentos de perfuração (FREEMAN, 1983). 

Esse tipo de problema é mais comum em fluidos de base aquosa, quando os 

microrganismos já estão presentes no sistema ou na própria água utilizada desde o 

início de seu preparo. Contudo, também pode ocorrer em fluidos de base oleosa, ao 

longo de sua utilização, uma vez que esses fluidos são reaproveitados na perfuração 

de vários poços, portanto, vão se misturando aos fluidos do próprio reservatório que 
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retornam à sonda (AL-HUMAM et al., 2021; FREEMAN, 1983; HAMED; BELHADRI, 

2009). 

Após a perfuração, segue-se a etapa de completação, a qual se refere ao 

conjunto de operações destinadas a equipar o poço para o início da produção de 

petróleo, em condições seguras ao longo de toda sua vida. Nessa etapa, são utilizados 

os chamados f l u i do s  de  c o m p l e t a ç ã o  (Fi g u ra  2), os quais substituem os fluidos 

presentes no poço durante o condicionamento do revestimento da coluna de produção 

e instalação dos equipamentos de superfície e subsuperfície. O fluido de completação 

geralmente é uma solução salina de composição compatível ao reservatório, cujo 

objetivo é evitar danos à formação que possam restringir a vazão do poço. Além disso, 

apresentam densidade capaz de fornecer pressão hidrostática no fundo do poço de 

modo a impedir o refluxo (THOMAS, 2001). 

 

 
Fi g u ra  2.  Sistemas da etapa de completação de poços de petróleo susceptíveis a 
problemas associados a contaminações microbianas (adaptado a partir de 
PETROBRAS, 2016). 
 

Assim como nos fluidos de perfuração, os fluidos de completação são 

susceptíveis ao crescimento indesejado de microrganismos que podem utilizar seus 

componentes como fonte de nutrientes e degradá-los alterando suas propriedades. 

Dentre esses componentes, destaca-se a goma xantana, um polissacarídeo contendo 

glicose, manose e ácido glicurônico amplamente utilizado como viscosificante 
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(CHATURVEDI et al., 2021). Portanto, para evitar a degradação dos fluidos e a 

geração de H2S, faz-se necessário o tratamento adequado dos fluidos com produtos 

biocidas, caso eles não sejam preparados e utilizados dentro de um período máximo 

de 24 horas (OLIVEIRA; SOUSA; WALDOW, 2022; PETROBRAS, 2020). 

Durante as etapas de perfuração e completação, contaminações microbianas, 

sobretudo associadas à corrosão e geração de H2S, também podem ser encontradas 

em du t o s  de  h i b e rn a ç ã o  (Fi g u ra  1 ), os quais são lançados na coluna d’água e no 

leito marinho e geralmente preenchidos com água do mar. Esses dutos irão 

futuramente conectar os poços à plataforma, sendo que o tempo entre essas ações 

pode ser muito longo (de alguns meses a até anos), permitindo a proliferação de 

microrganismos em seu interior (LACERDA et al., 2011; OLIVEIRA, 2019; SANTOS 

et al., 2012). 

Já na e t a p a  de  p ro du ç ã o , contaminações microbiológicas podem ocorrer em 

diferentes sistemas desde o início da produção, como nos sistemas de tratamento de 

água do mar para injeção; ou podem aparecer nos sistemas de processamento 

primário, ao longo da vida útil da plataforma, geralmente, alguns anos após iniciada a 

injeção de água do mar para recuperação secundária do petróleo, à medida que o 

volume de água produzida aumenta (Fi g u ra  3). 
 

 
Fi g u ra  3.  Sistemas da etapa de produção do petróleo susceptíveis a problemas 
associados a contaminações microbianas (adaptado a partir de PETROBRAS, 2016). 
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Nos s i s t e m a s  de  t ra t a m e n t o  de  á g u a  do  m a r p a ra  i n j e ç ã o , as 

contaminações microbianas estão associadas em geral à geração de H2S e corrosão 

das linhas de injeção, o que além de reduzir a vida útil dessas linhas, aumentando 

riscos de falhas, furos e vazamentos, também pode contribuir com o aumento 

significativo no teor de sólidos (resíduos de corrosão e/ou biomassa microbiana) 

injetados no reservatório, provocando perda de injetividade por 

tamponamento/plugueamento dos poros das rochas, sobretudo quando é feita a 

reinjeção da água produzida (BADER, 2007; COTE et al., 2014; GAO et al., 2021; 

OLIVEIRA; WALDOW, 2021a, 2021b; OLIVEIRA; WALDOW; SOUSA, 2021). 

Ainda nos sistemas de injeção, são pontos críticos de contaminação microbiana 

as u n i da de s  de  re m o ç ã o  de  s u l f a t o s  (URS),  também chamadas de dessulfatadoras 

e as u n i da de s  de s a e ra do ra s .  As URS, são compostas por conjuntos de membranas 

de desulfatação, as quais limitam a passagem do íon sulfato, que por sua vez é 

concentrado e descartado como rejeito, mas permitem a passagem da água e demais 

sais, gerando uma água de injeção de melhor qualidade (BARAKA-LOKMANE et al., 

2018; BENNETT, 2012; DAVIS; MCELHINEY, 2002; PEDENAUD; HURTEVENT; 

BARAKA-LOKMANE, 2012). Já as unidades desaeradoras, são compostas por um 

vaso, onde geralmente é dosado bissulfito de sódio com sequestrante de oxigênio (O2) 

para reduzir a corrosividade da água 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 incrustações químicas. Contudo, muitas vezes elas apresentam 

perdas de fluxo (redução de vazão) devido ao crescimento de biofilmes microbianos 

na superfície das membranas (na face do concentrado/rejeito), processo conhecido 

por biofouling (o qual será definido com mais detalhes adiante), ocasionando paradas 

frequentes para limpeza, o que reduz sua vida útil e impacta sobretudo a injetividade, 

reduzindo a produção de petróleo (AKAMINE; SOUSA; WALDOW, 2021; BALDONI-

ANDREY et al., 2015; HUPSEL et al., 2020; RIZK et al., 1998). 

Já as unidades desaeradoras, normalmente possuem um recheio em seu 

interior para aumentar a superfície de contato e garantir a redução significativa do O2 

dissolvido na água. Contudo, esse recheio também funciona como superfície para o 

crescimento microbiano e estabelecimento de biofilmes anaeróbios corrosivos, 

potenciais geradores de H2S, o que pode comprometer a qualidade da água de injeção 

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; STIPANIČEV; FRENZEL, 2021). 

No extremo oposto ao sistema de injeção da plataforma, encontram-se os 

sistemas de produção de petróleo, conhecidos como s i s t e m a s  de  p ro c e s s a m e n t o  
p ri m á ri o , ou seja, todas as etapas e equipamentos responsáveis pelo processamento 

do petróleo a partir dos poços produtores. Nessas etapas, basicamente, ocorre a 

separação do óleo, do gás e da água de produção (THOMAS, 2001).  

Após a separação, o óleo segue para tanques de armazenamento na própria 

plataforma ou diretamente para oleodutos. O gás é dessecado e segue para 

gasodutos ou é utilizado na própria plataforma e a água de produção segue para um 

tanque denominado Slop, para enquadramento no teor de óleos e graxas (TOG) 

conforme legislação ambiental (CONAMA, 2007), para posterior descarte no mar 

(FAKHRU’L-RAZI et al., 2009a; IGUNNU; CHEN, 2014; JIMÉNEZ et al., 2018; 

THOMAS, 2001). 

Entretanto, ao longo da vida útil de uma plataforma, os volumes de água de 

produção vão aumentando substancialmente em relação ao volume de petróleo 

produzido, de modo que os sistemas de separação e armazenamento de petróleo e 

água não conseguem mais manter os níveis de eficiência. Assim, alguns sistemas 

passam a receber e acumular a água produzida, gerando pontos críticos de 

crescimento microbiano associados a problemas de corrosão e geração de H2S 

(CLARK; VEIL, 2009; GABARDO et al., 2011; THOMAS, 2001). 

Tais problemas ocorrem sobretudo no s i s t e m a  de  s e p a ra ç ã o  á g u a / ó l e o  
(SAO), que passa a produzir petróleo com maiores teores de água e com maior tempo 

de detenção. Os t a n q u e s  Slop passam a apresentar menor eficiência no 

enquadramento do TOG limitando, consequentemente, a produção de petróleo e 

aumentando a necessidade de transferência da água de produção para tratamento 

em terminais terrestres. Os t a n q u e s  de  a rm a z e n a m e n t o  de  p e t ró l e o , passam a 

conviver continuamente com maiores teores de água, aumentando a corrosão e a 

geração de H2S, o que além aumentar os riscos de furos, vazamentos e exposição 

ocupacional, contamina o petróleo gerando a necessidade de uso frequente de 

sequestrantes de H2S. 

Considerando ainda a etapa de produção do petróleo, porém com foco agora 

no reservatório e não nas instalações de superfície, o processo de injeção de água do 

mar, leva consigo a injeção contínua de sulfato ao interior do reservatório, sobretudo 
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nas plataformas de campos maduros, mais antigas, que não possuem URS (MORAIS, 

2013). Dessa forma, o sulfato se torna disponível e abundante tanto para os 

microrganismos autóctones, já presentes no reservatório, quanto para aqueles 

injetados junto com a água do mar, dentre eles as BRS, as quais podem se proliferar 

nos reservatórios gerando petróleo, água e gás com altos níveis de H2S já nos poços 

produtores da plataforma (BASAFA; HAWBOLDT, 2019; GIEG; JACK; FOGHT, 2011; 

JOHNSON et al., 2017; VANCE; THRASHER, 2014) (Fi g u ra  4 ).  
 

 
Fi g u ra  4 .  Processo de geração biogênica de H2S no interior dos reservatórios de 
petróleo estimulado pela injeção de água do mar e consequente produção de petróleo 
e água produzida com altos níveis de contaminação microbiana e H2S (adaptado a 
partir de PETROBRAS, 2016). 

 

Esta p ro du ç ã o  de  H 2S b i o g ê n i c o  n o  i n t e ri o r do s  re s e rv a t ó ri o s  (que será 

abordada com maiores detalhes à frente, assim como a biocorrosão) é uma das 

situações mais críticas e de difícil mitigação, uma vez que a realização de processos 

ou a utilização de produtos efetivos no interior do reservatório são inviáveis. Portanto, 

os mesmos problemas de corrosão e de segurança ocupacional citados 

anteriormente, surgem de forma intrínseca ao poço produtor. Ou seja, o petróleo já 

chega na plataforma com altos teores de H2S e de contaminação microbiana e então 

podem ser disseminados por todos os sistemas de processamento primário, 

escoamento e armazenamento do petróleo (HIDALGO et al., 2021). 
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Após concluídas todas as operações de processamento primário da etapa de 

produção, o petróleo segue para as etapas de e s c o a m e n t o  e a rm a z e n a m e n t o , que 

compreendem as atividades de transferência, transporte e tancagem do petróleo 

(Fi g u ra s  5  e  6 ).  
Em plataformas, o escoamento do petróleo 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 petróleo dos tanques da plataforma através de 

um conjunto específico de mangotes e bombas (sistema de offloading) (Fi g u ra  5 ) e o 

transporta até os terminais terrestres (Fi g u ra  6 ), onde é armazenado em tanques 

(GROVE; STAMOPOULOS, 2022; LANQUETIN, 2006) .  
 

 
Fi g u ra  5 .  Sistemas da etapa de escoamento do petróleo em plataformas susceptíveis 
a problemas associados a contaminações microbianas (adaptado a partir de 
PETROBRAS, 2016). 
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Fi g u ra  6 .  Sistemas da etapa de escoamento e armazenamento do petróleo 
susceptíveis a problemas associados a contaminações microbianas (adaptado a partir 
de PETROBRAS, 2016). 

 

Tanto os o l e o du t o s  e s i s t e m a s  de  offloading, quanto os t a n q u e s  do s  n a v i o s  

e os t a n q u e s  do s  t e rm i n a i s , estão sujeitos às contaminações microbianas e aos 

problemas de corrosão e geração de H2S associados. De modo geral, esses 

problemas tendem a ser mais severos, quanto maiores forem os teores de água de 

produção transportados e armazenados, podendo incorrer em riscos de furos e 

vazamentos, bem como riscos de exposição ocupacional ao H2S em todas as etapas 

de movimentação do petróleo (BURGER et al., 2007; DEVRIES; SCOLES, 1984; 

PENKALA et al., 2004; ROBINSON et al., 2010). 

A partir dos terminais terrestres, o petróleo é distribuído para as re f i n a ri a s  

através de o l e o du t o s  t e rre s t re s  (Fi g u ra  7 ), nos quais, os problemas associados a 

contaminações microbianas tendem a ser menores, uma vez que os percentuais de 

água de produção são muito mais baixos, em torno de 1%, conforme a prática 

recomendada (NUNES et al., 2011) 
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Fi g u ra  7 .  Sistemas da etapa de refino do petróleo susceptíveis a problemas 
associados a contaminações microbianas (adaptado a partir de PETROBRAS, 2016). 
 

Entretanto, maiores concentrações de água eventualmente podem ser 

transportadas e algumas situações, mesmo quando a água se encontra enquadrada, 

podem favorecer o crescimento microbiano e a corrosão, como por exemplo, baixo 

fluxo de escoamento (> 1m/s), fluxo intermitente, pontos de estagnação na malha de 

dutos e declives ou aclives na topografia do terreno que geram bolsões onde a água 

se acumula (SOOKNAH; PAPAVINASA; REVIE, 2007; WANG; JAIN, 2016). 

Ainda na etapa de refino, existem 2 sistemas operacionais da refinaria que 

estão sujeitos a contaminações microbianas, as membranas de osmose reversa e as 

torres de resfriamento (Fi g u ra  7 ). 
As u n i da de s  de  o s m o s e  re v e rs a , fazem parte do sistema de tratamento de 

água para geração de água de processo de baixa salinidade para as operações de 

refino, visando sobretudo a prevenção de incrustações químicas nos sistemas 

operacionais (GARUD et al., 2011; KUCERA, 2015; WENTEN; KHOIRUDDIN, 2016).  

Na superfície 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 há reuso de efluentes, 

impedindo o fluxo através das membranas, provocando a queda da vazão e 
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consequentemente, impactando os processos de refino, principalmente a geração de 

vapor em caldeiras e portanto, a geração de energia para a refinaria (BELGINI et al., 

2018; POTTS; AHLERT; WANG, 1981; SCHNEIDER et al., 2005). 

Já as t o rre s  de  re s f ri a m e n t o , realizam a troca térmica com linhas de processo 

do refino, onde o controle microbiológico é relevante na água da bacia da torre, para 

minimizar a formação de biofilmes e a corrosão nos trocadores de calor, o que pode 

reduzir a eficiência da troca térmica e provocar contaminação entre os fluidos, devido 

a furos nos trocadores, além de reduzir a vida útil do equipamento (AL-BLOUSHI et 

al., 2018; CHIEN et al., 2012; GULE; BEGUM; KLUMPERMAN, 2016; MATIJAŠEVIĆ, 

2015; SPX COOLING TECHNOLOGIES, 2009; VEIGA, 2010). 

Por fim, após o refino, os de ri v a do s  de  p e t ró l e o  produzidos, também estão 

sujeitos a contaminações microbianas que podem causar tanto a degradação dos 

derivados, quanto a corrosão dos sistemas em que eles são transportados e 

armazenados (Fi g u ra  8 ). 
 

 
Fi g u ra  8 .  Sistemas da etapa de armazenamento e distribuição de derivados do 
petróleo susceptíveis a problemas associados a contaminações microbianas 
(adaptado a partir de PETROBRAS, 2016). 

 
Tais impactos da contaminação microbiana nos derivados, podem ocorrer tanto 

nos tanques da própria refinaria, quanto nos terminais de distribuição, postos de 

combustíveis ou mesmo em seu uso final, como por exemplo, com os combustíveis 
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de primeiro enchimento de moto geradores ou tanques e motores de veículos, tais 

como caminhões, navios e aeronaves, cujo tempo de armazenamento entre a 

fabricação e a comercialização, são normalmente mais longos (LAPUERTA; 

SÁNCHEZ-VALDEPEÑAS; SUKJIT, 2014; ROCHA et al., 2016). 

 Dada tal contextualização, é possível constatar que contaminações 

microbianas são susceptíveis de ocorrerem em uma ampla gama de sistemas e 

equipamentos ao longo de todas as etapas da cadeia produtiva da indústria do 

petróleo, de modo que os respectivos problemas associados à presença indesejada e 

nociva desses microrganismos, ainda são de grande relevância prática e um 

importante objeto de estudo para o desenvolvimento de tecnologias de prevenção e 

controle. 

 

2. 1 . 2.  Pri n c i p a i s  p ro b l e m a s  a s s o c i a do s  a  c o n t a m i n a ç õ e s  m i c ro b i a n a s  

De modo geral, os problemas relacionados às contaminações microbianas nos 

sistemas da indústria do petróleo se concentram em 5 efeitos nocivos: (i ) 
b i o i n c ru s t a ç ã o ; (i i ) b i o de g ra da ç ã o ; (i i i ) b i o de t e ri o ra ç ã o ; (i v ) g e ra ç ã o  b i o g ê n i c a  
de  H 2S; e (v ) b i o c o rro s ã o  (AUGUSTINOVIC et al., 2012; DAVIS; UPDEGRAFF, 

1954; FLEMMING, 2011; SANDERS; STURMAN, 2014; VIDELA, 2003, 1996; 

WALDOW, 2018; WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

A b i o i n c ru s t a ç ã o  (b i o f o u l i n g ) re f e re -s e  a o  a u m e n t o  e x c e s s i v o  de  
b i o m a s s a  microbiana em ambientes como poros das rochas, equipamentos, 

superfícies metálicas, revestimentos e membranas. A bioincrustação também pode 

estar associada a todos os demais problemas (biodegradação, biodeterioração, 

geração biogênica de H2S e biocorrosão) e inclui o depósito de resíduos resultantes 

da reação de metabólitos inorgânicos com íons metálicos, como a formação de sulfeto 

de ferro (FeS) devido à reação do H2S biogênico com o ferro (Fe2+) ou a formação de 

carbonato de ferro (FeCO3) devido à reação do dióxido de carbono (CO2) biogênico 

com o Fe2+ (FLEMMING, 2011, 2008; WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

Os principais problemas causados pela bioincrustação são: obstrução e 

entupimento em reservatórios, equipamentos e dutos; perda de injetividade e de fluxo; 

redução da permeabilidade e eficiência de membranas; perda de estabilidade e 

excesso de peso em embarcações e equipamentos offshore, como manifolds, risers 

e dutos (FLEMMING, 2011; SANDERS; STURMAN, 2014; VIDELA, 2003).  



40 
 

 

A b i o de g ra da ç ã o  e a b i o de t e ri o ra ç ã o , referem-se a alterações caudadas em 

compostos orgânicos devido à ação de microrganismos e, muitas vezes, são termos 

utilizados como sinônimos (FALKIEWICZ-DULIK; JANDA; WYPYCH, 2015). 

Em ciências da vida e ambientais, o termo biodegradação, é normalmente 

utilizado para se referir a um processo desejado e benéfico. Enquanto, o termo 

biodeterioração, em geral, é utilizado quando o processo é indesejado e maléfico, 

ocasionando danos e prejuízos (SCHMIDT, 2006). Já em ciências de materiais e na 

indústria do petróleo, classicamente, o termo biodegradação, se refere a fluidos, a 

produtos químicos e ao próprio petróleo e seus derivados, enquanto o termo 

biodeterioração, se refere aos materiais não metálicos (VIDELA, 2003, 1996).  

A b i o de g ra da ç ã o  de  f l u i do s  e  p ro du t o s  q u í m i c o s  ocorre quando os 

microrganismos se proliferam e degradam um ou mais de seus constituintes, fazendo 

com que as propriedades mínimas necessárias para sua utilização no processo aos 

quais se destinam, se percam ou sejam significativamente alteradas. Dentre os efeitos 

deletérios da biodegradação, podem ser citados: a alteração da viscosidade de fluidos 

de perfuração, de completação ou hidrostáticos; e a degradação de diversos produtos, 

como polímeros, melhoradores de escoamento, sequestrantes de oxigênio (O2) ou de 

H2S, inibidores de incrustação, de corrosão, de parafinas ou de hidratos, 

viscosificantes, surfactantes, emulsificantes, desemulsificantes, floculantes, 

dispersantes, antiespumantes e até mesmo biocidas (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 

2019). 

Já a b i o de g ra da ç ã o  do  p e t ró l e o  e  s e u s  de ri v a do s  se refere à oxidação 

parcial ou completa dos hidrocarbonetos, o que pode levar a uma perda da qualidade 

tanto do petróleo original presente nos reservatórios (HEAD; GRAY; LARTER, 2014; 

HEAD; JONES; LARTER, 2003), quanto do petróleo após sua produção e refino 

(derivados) presentes em dutos e tanques, onde qualquer residual de água pode 

favorecer a proliferação microbiana (GAYLARDE; BENTO; KELLEY, 1999; 

PASSMAN, 2013; YEMASHOVA et al., 2007).  

E a b i o de t e ri o ra ç ã o  de  m a t e ri a i s  pode ser vulgarmente considerada a 

“biocorrosão” de materiais não metálicos, pois se refere à formação de biofilmes nas 

superfícies de materiais compósitos ou de polímeros orgânicos utilizados como 

revestimento em diversos equipamentos ou superfícies de dutos e risers, levando à 

perda ou alteração das propriedades destes materiais, como a resistência mecânica, 
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ou expondo outras superfícies (geralmente metálicas) mais suscetíveis a processos 

corrosivos (GU, 2012; VIDELA, 2003). 

Por fim, a g e ra ç ã o  b i o g ê n i c a  de  H 2S e a b i o c o rro s ã o  se referem aos 

principais problemas e focos de interesse para o desenvolvimento de tecnologias de 

controle microbiano e mitigação dos problemas associados, bem como de 

metodologias de avaliação, caracterização e monitoramento, mais eficientes e 

adequadas às necessidades da indústria do petróleo. A geração biogênica de H2S e 

a biocorrosão, são os problemas abordados neste estudo e, portanto, serão 

apresentados com mais detalhes a seguir. 

 

2. 2.  GERAÇÃO BIOGÊNICA DE SULFETO DE H IDROGÊNIO (H 2S) 

Na indústria do petróleo, a geração biogênica de H2S, também conhecida como 

a c i du l a ç ã o  b i o g ê n i c a  ou souring b i o g ê n i c o  (biological souring) é um processo 

que ocorre em reservatórios e em diferentes sistemas de produção (BARTON; 

FAUQUE, 2009; GIEG; JACK; FOGHT, 2011; HAMILTON, 1985; JOHNSON et al., 

2017; MUYZER; STAMS, 2008; VIDELA, 1996). 

A injeção de água do mar nos reservatórios offshore é utilizada 

convencionalmente como processo de recuperação do petróleo. A água do mar é rica 

em sulfato (SO42–), apresentando tipicamente concentrações na ordem de 2.700 mg/l 

(28 mM) (PEDENAUD; HURTEVENT; BARAKA-LOKMANE, 2012). Devido a tais 

concentrações, o sulfato se relaciona a dois problemas operacionais em sistemas de 

produção de petróleo: (i ) a  i n c ru s t a ç ã o  q u í m i c a  e (i i ) a  g e ra ç ã o  b i o g ê n i c a  de  H 2S.  

A incrustação química ocorre devido à mistura da água do mar injetada nos 

reservatórios de petróleo, rica em sulfato, com a água de formação do reservatório, a 

qual geralmente é rica em bário (Ba2+) e estrôncio (Sr2+), resultando em incrustações 

de sulfato de bário (BaSO4) e sulfato de estrôncio (SrSO4) (PEDENAUD; 

HURTEVENT; BARAKA-LOKMANE, 2012). Essas incrustações podem causar sérios 

problemas operacionais, como a perda de injetividade, o tamponamento dos 

reservatórios e até mesmo a perda de poços injetores, resultando em enormes 

prejuízos operacionais. 

Já a geração biogênica de H2S, ocorre devido à atividade de microrganismos 

sulfetogênicos, com destaque para os Pro c a ri o t o s  Re du t o re s  de  Su l f a t o  (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 Arq u e i a s  Re du t o ra s  de  Su l f a t o  (ARS) 
quanto as Ba c t é ri a s  Re du t o ra s  de  Su l f a t o  (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 injeção de água nos reservatórios de 

petróleo e posteriormente, a presença da água produzida nos sistemas de superfície, 

geram condições favoráveis ao crescimento das BRS em diferentes cenários 

operacionais. Por serem microrganismos anaeróbicos que possuem metabolismo 

diverso, que tendem a crescer prioritariamente em ambientes anóxicos e que são 

metabolicamente ativos em uma ampla faixa de condições ambientais (GIEG; JACK; 

FOGHT, 2011; LI et al., 2017; TIAN et al., 2017; VOORDOUW et al., 1996).  

Conforme explanado anteriormente, os problemas decorrentes desse tipo de 

contaminação podem ocorrer ao longo de toda a cadeia produtiva do petróleo, desde 

os sistemas de injeção, passando pelos reservatórios, até os sistemas de 

processamento primário, escoamento e armazenamento do petróleo. 

Além da geração biogênica, o H2S também pode ser formado no interior dos 

reservatórios através de três p ro c e s s o s  a b i ó t i c o s : (i ) a redução termoquímica do 

sulfato (TSR - thermochemical sulfate reduction); (i i ) a termólise de compostos 

aromáticos organossulfurados; e, (i i i ) a dissolução redutiva de sulfetos metálicos 

(BASAFA; HAWBOLDT, 2019).  

Contudo, estes processos ocorrem sob condições específicas e extremas de 

temperatura e pressão, de modo que em reservatórios, são processos que em geral 

ocorreram durante a formação geológica do petróleo, ou seja, nos casos em que a 

presença de H2S foi gerada devido a processos termoquímicos, os teores de H2S 

encontrados podem ser considerados intrínsecos àquele petróleo e não se alteram ao 

longo do tempo de exploração e produção daquele reservatório. Enquanto o H2S 

devido à geração biogênica pode aparecer em petróleos que não apresentavam 

elevados teores de H2S no início da produção e tendem a aumentar ao longo do tempo 

de produção, conforme aumentam os volumes de água injetada em relação ao volume 

de óleo no reservatório. 

O enxofre (S) é um elemento químico essencial para o metabolismo 

assimilatório de todos os organismos vivos, pois é utilizado na síntese de proteínas, 

coenzimas e agrupamentos ferro-enxofre (FIKE; BRADLEY; ROSE, 2015; KESSLER, 
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2006). Já os compostos sulfurados servem como doadores e aceptores de elétrons 

no metabolismo dissimilatório de diversos microrganismos (GREIN et al., 2013; 

MUYZER; STAMS, 2008). 

O enxofre ocorre no meio ambiente principalmente em três formas: (i ) o enxofre 

elementar (Sn0), encontrado em fontes termais e em regiões vulcânicas; (i i ) os sulfatos 

(SO42–), encontrados em minerais como a gipsita (CaSO4·2H2O), que se forma sob 

condições óxicas; e (i i i ) os sulfetos (S2–), encontrados em minerais como a pirita 

(FeS2), que se formam sob condições anóxicas. Por sua vez, essas 3 (três) formas de 

enxofre estão envolvidas nos processos dissimilatórios mais importantes do ciclo 

biogeoquímico do enxofre: (i ) a redução ou dismutação do enxofre elementar; (i i ) a 

redução do sulfato; e, (i i i ) a oxidação do H2S (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

Todos os processos do ciclo do enxofre ocorrem comumente em ambientes da 

indústria do petróleo, contudo, a redução do sulfato (ou de outros compostos 

sulfurados) ainda é o processo mais estudado e que recebe maior atenção e 

preocupação devido à geração do H2S e de seus potenciais riscos ocupacionais e 

operacionais. 

O mecanismo metabólico de geração biogênica de H2S clássico mais 

conhecido envolve a utilização do sulfato como aceptor final de elétrons na respiração 

anaeróbia, reduzindo-o a H2S  (DALL´AGNOLL; MOURA, 2010; MÜLLER et al., 2015; 

PLUGGE et al., 2011). Entretanto, vários compostos sulfurados oxidados (Ta b e l a  1 ) 
além do sulfato, como por exemplo, sulfito (SO32–), tiossulfato (S2O32–), enxofre 

elementar (Sn0) e tetrationato (S4O62−), podem ser utilizados por diferentes 

microrganismos no processo de respiração anaeróbica levando à geração do H2S 

(WALDOW, 2018). 
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Ta b e l a  1 .  Estrutura molecular do sulfeto de hidrogênio (H2S) e de alguns compostos 
sulfurados envolvidos na acidulação biogênica ou souring biogênico (biological 
souring). As esferas amarelas representam os átomos de enxofre, as vermelhas os 
átomos de oxigênio e as brancas os átomos de hidrogênio. Modificado de WALDOW 
(2018). 

Co m p o s t o  s u l f u ra do  Fó rm u l a  Q u í m i c a  Re p re s e n t a ç ã o  m o l e c u l a r 

Su l f e t o  de  h i dro g ê n i o  H 2S 
 

Su l f a t o  SO 4 2–  
 

Su l f i t o  SO32–  
 

Ti o s s u l f a t o  S2O32–  
 

En x o f re  e l e m e n t a r S n 0 
 

Te t ra t i o n a t o  S4 O 6 2−  
 

  

Quanto à distribuição taxonômica, dentre os microrganismos conhecidos, 

capazes de reduzir compostos sulfurados, são encontrados representantes 

distribuídos tanto no domínio Bacteria, quanto Archaea. 

No domínio Bacteria, já foram identificados até o momento, representantes em 

quatro filos: (i ) Pro t e o b a c t e ri a , em vários gêneros da classe Deltaproteobacteria; (i i ) 
Fi rm i c u t e s , em vários gêneros da classe Clostridia; (i i i ) Ni t ro s p i ra , no gênero 

Thermodesulfovibrio; e (i v ) Th e rm o de s u l f o b a c t e ri a , nos gêneros 

Thermodesulfobacterium e Thermodesulfatator (BARTON; FAUQUE, 2009; MUYZER; 

STAMS, 2008; YOUSSEF; ELSHAHED; MCINERNEY, 2009).  

Já no domínio Archaea foram identificados representantes de três gêneros em 

dois filos: (i ) Eu ry a rc h a e o t a , no gênero Archaeoglobus (AMIN ALI et al., 2020; 

BEEDER et al., 1994; BIRKELAND et al., 2017; STETTER et al., 1987); e (i i ) 
Cre n a rc h a e o t a , nos gêneros 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 difícil cultivo e que muitas vezes 

estabelecem relações sintróficas estreitas, poucos laboratórios de microbiologias 

dispõem de infraestrutura adequada para estudos de ampla investigação do 

metabolismo desses microrganismos, portanto, ainda há muito para se desvendar. 

Um trabalho razoavelmente recente, por exemplo, identificou genes marcadores para 

a redução de sulfito a sulfeto em treze outros filos de Bacteria e Archaea, dos quais 

oito não possuem nenhum membro cultivado (ANANTHARAMAN et al., 2018). 

O H2S, também denominado de g á s  s u l f í dri c o , é um gás ligeiramente mais 

pesado que o ar, corrosivo, explosivo (de 4,3 a 45 % de volume no ar), inflamável 

(com temperatura de ignição de 260oC) e extremamente tóxico, com elevado risco à 

saúde ocupacional. Quando em solução aquosa, as formas químicas de H2S e de 

bissulfeto (HS−) se encontram em um equilíbrio dinâmico contudo, independente da 

sua forma química, a denominação H2S é geralmente utilizada por conveniência para 

se referir de maneira conjunta a essas duas espécies químicas (MALONE 

RUBRIGHT; PEARCE; PETERSON, 2017; MAY et al., 2018; WALDOW; SOUSA; 

OLIVEIRA, 2019). 

A presença do H2S reduz o valor de mercado do petróleo no qual se encontra 

dissolvido. Os petróleos que apresentam teores de enxofre acima de 0,5 % (m/m), 

também chamados de petróleos “azedos”, são menos valorizados, pois precisam 

passar por uma etapa de dessulfurização durante seu processo de refino. Essa 

remoção de enxofre é necessária pois o enxofre presente no petróleo e 

subsequentemente nos derivados e combustíveis, pode causar o envenenamento de 

catalisadores em unidades de reforma catalítica de refinarias e de conversores 

catalíticos em automóveis; além disso, a queima de combustíveis contendo enxofre 

resulta na emissão de dióxido de enxofre (SO2), que é um poluente atmosférico 

(GOGOI; BEZBARUAH, 2002).  

Em sistemas operacionais, o H2S é responsável por problemas e danos às 

instalações e processos devido à corrosão de superfícies metálicas, ocasionando 

necessidades de intervenções e manutenções, além da necessidade de 

procedimentos de segurança e classificação de risco em áreas com potencial 

presença de H2S. Portanto, a geração de H2S representa custos elevados de 

monitoramento, controle e mitigação para a indústria do petróleo (BARTON; 

FARDEAU; FAUQUE, 2014; GIEG; JACK; FOGHT, 2011; JOHNSON et al., 2017; 

WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 
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2. 2. 1 .  Li m i t e s  de  H 2S e m  a t i v i da de s  o c u p a c i o n a i s   

Em relação à saúde ocupacional no Brasil, o risco de exposição do trabalhador 

ao H2S é regulamentado pela Norma Regulamentadora número 15 (NR-15) do antigo 

Ministério do Trabalho, atual Secretaria do Trabalho, uma subdivisão da Secretaria 

Especial de Previdência e Trabalho (SEPRT) do Ministério da Economia, a qual dispõe 

sobre “Atividades e Operações 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 operações nas quais é inerente a exposição a um agente químico insalubre. A 

caracterização de insalubridade ocorre quando são ultrapassados os limites de 

tolerância estabelecidos para os agentes químicos constantes no Anexo 11 da referida 

norma.  

O Anexo 11 apresenta os agentes químicos cuja insalubridade é caracterizada 

por limite de tolerância e inspeção no local de trabalho, dentre eles o H2S, cujos limites 

de tolerância na fase gasosa do ambiente de trabalho, constam no Quadro 1 do 

referido Anexo e estão apresentados na Ta b e l a  2. 

 

Ta b e l a  2.  Limites de tolerância de exposição do trabalhador ao H2S na fase gasosa 
no ambiente de trabalho conforme NR-15 (NR-15, 1978). 

LIMITES DE TOLERÂNCIA At é  4 8  h o ra s / s e m a n a  

Agente químico ppm* mg/m3** 

Gás sulfídrico ou sulfeto de hidrogênio (H2S) 8 12 
* ppm - partes de vapor ou gás por milhão de partes de ar contaminado.  
** mg/m3 - miligramas por metro cúbico de ar 
Conversão: 1 ppm = 1,40 mg/m3 (NIOSH, 2019) 
 

Segundo a Secretaria do Trabalho, os limites de tolerância 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 criação, à jornada brasileira de 48 horas semanais, 

constante na Consolidação das Leis do Trabalho (CLT). 

Os limites de tolerância são válidos para a absorção por via respiratória. 

Segundo a NR-15, a avaliação das concentrações do agente químico, através de 

métodos de amostragem instantânea, de leitura direta ou não, deverá ser feita pelo 
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menos em dez amostragens ao nível respiratório do trabalhador, respeitando-se um 

intervalo de no mínimo 20 minutos entre cada amostragem. Cada uma das 

concentrações obtidas nas referidas amostragens não deverá ultrapassar os valores 

calculados pela seguinte equação: 

Va l o r m á x i m o  =  L. T.  ×  F. D.  
 Onde: L.T. = limite de tolerância para o agente químico e F.D. = fator de desvio. 

 

O fator de desvio encontra-se no Quadro 2 da referida norma e é definido por 

faixas de concentração do limite de tolerância para o agente químico. No caso do H2S, 

o fator de desvio será 2 ou 1,5 a depender da unidade de medição aferida, conforme 

apresentado na Ta b e l a  3. 

 

Ta b e l a  3.  Fatores de desvio para o cálculo do valor máximo (limite instantâneo) de 
exposição ao H2S conforme a NR-15 (NR-15, 1978). 

LIMITES DE TOLERÂNCIA (p p m  o u  m g / m 3) FATORES DE DESVIO 
1 a 10 2 

10 a 100 1 , 5  
 

Sendo assim, para o H2S, o limite de tolerância, ou seja, a concentração média 

ponderada (TWA - time weighted average, também denominada de LTEL - Long Term 

Exposure Limit) admitida à exposição do gás durante 8 horas consecutivas de trabalho 

é de 8 ppm, portanto, o valor máximo, também chamado de limite instantâneo, será 

de 16 ppm, ou seja, ao longo da jornada de trabalho, as atividades devem ser 

imediatamente interrompidas se a concentração de exposição ao H2S atingir 16 ppm. 

Além desses valores de referência, geralmente os equipamentos de medição 

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 à 

concentração máxima de exposição ao gás durante 15 minutos consecutivos, sem 

causar danos à saúde, a qual, para o H2S, é de 10 ppm (ENESENS, 2015).  

É importante ressaltar que atividades laboratoriais exercidas em Instituições de 

Ciência e Tecnologia, tais como Universidades, Institutos e Centros de Pesquisa e 

Desenvolvimento (P&D), ou mesmo em laboratórios de serviços, utilizando 

microrganismos produtores de H2S, não caracteriza atividade ou operação insalubre 

segundo a NR-15. Nessas atividades, de modo geral, as concentrações de H2S no 
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ambiente de trabalho, ou seja, na fase gasosa, não ultrapassam os limites de 

tolerâncias estabelecidos na norma, mesmo quando altas concentrações na fase 

aquosa de culturas microbianas e/ou experimentos laboratoriais são observadas 

(tipicamente de 100 a 1000 mg/L). 

Ainda assim, é facilmente possível sentir o odor característico do H2S em 

atividades de rotina em laboratórios de microbiologia que trabalham com 

microrganismos sulfetogênicos, e apesar de não oferecer risco ocupacional segundo 

a NR-15, é altamente recomendável que todas as atividades com eventual geração 

de H2S sejam realizadas em cabine de segurança biológica ou capela química, bem 

como os ambientes laboratoriais permaneçam com boa ventilação ou 

preferencialmente, com exaustão forçada.       

O H₂S é um gás incolor com forte odor característico de ovo podre. Segundo 

as recomendações da NIOSH - The National Institute for Occupational Safety and 

Health dos EUA, a exposição ao H₂S pode causar irritação aos olhos e ao sistema 

respiratório e, em situações críticas, pode levar à apneia, coma, convulsões, tontura, 

dor de cabeça, fraqueza, irritabilidade, insônia, dores de estômago e, se líquido, 

ulceração pelo frio (NIOSH, 2019). 

O atendimento e adequação dos ambientes de trabalho aos limites de 

exposição ao H₂S são extremamente relevantes, pois a exposição do ser humano a 

altas concentrações de H₂S pode levar à morte imediata ou trazer drásticas 

consequências à saúde. A Ta b e l a  4  apresenta algumas concentrações de referência 

e as reações e/ou consequências da exposição do ser humano ao H₂S no ambiente 

de trabalho (ASTDR, 2021; ECHA, 2021; MALONE RUBRIGHT; PEARCE; 

PETERSON, 2017; NIOSH, 2019; NR-15, 1978; OSHA, 1970). 
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Ta b e l a  4 . Concentrações de referência e reações e/ou consequências da exposição 
do ser humano ao H2S no ambiente de trabalho. 

Co n c e n t ra ç ã o  
de  H 2S n o  

a m b i e n t e  (p p m )   
Re a ç õ e s / Co n s e q u ê n c i a s  

0,0005 Concentração mínima detectável pelo olfato humano (ATSDR) 

2 a 5  Exposição prolongada pode causar náuseas, lacrimejamento, 
dores de cabeça, perda de sono e constrição brônquica (OSHA) 

5 Limite de exposição ocupacional segundo a ECHA  
8 Limite de exposição ocupacional segundo a NR-15 

10 Limite de exposição ocupacional segundo a NIOSH 

20 Fadiga, perda de apetite, dor de cabeça, irritação e tontura 
(OSHA) 

50 a 100 Irritação ocular (conjuntivite), irritação do trato respiratório após 
1 h de exposição, distúrbios digestivos (OSHA) 

100 a 150 

Tosse, perda do olfato após 2 a 15 min, respiração alterada, dor 
nos olhos e sonolência após 15 a 30 min, irritação na garganta 
após 1 h. Aumento gradual na gravidade desses sintomas 
quanto maior o tempo de exposição e dentro de 48 h (OSHA) 

200 a 300 Conjuntivite grave, irritação do trato respiratório após 1 h e 
edema pulmonar por exposição prolongada (OSHA).  

444 Concentração letal (CL50) com 4 h de exposição (ECHA) 

500 a 700 Colapso em 5 min, danos graves aos olhos, perda de 
consciência e morte em 30 min a 1 h (OSHA) 

720 Concentração letal (CL50) com 1 h de exposição (ECHA) 

700 a 1000 Perda rápida da consciência com apenas 1 ou 2 inalações e 
morte em alguns minutos (ATSDR e OSHA) 

1000 a 2000 
Inconsciência imediata, interrupção da respiração e morte em 
poucos minutos, sendo que a morte pode ocorrer mesmo se o 
indivíduo 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.  Li m i t e s  de  H 2S e m  a t i v i da de s  o p e ra c i o n a i s  

Além dos riscos ocupacionais apresentados acima, relacionados à exposição 

humana ao gás sulfídrico no ambiente, a presença do H2S em sistemas industriais 

representa um grande risco e uma série de problemas operacionais em diferentes 

sistemas e processos da indústria do petróleo. 
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A geração biogênica do H2S geralmente ocorre na fase aquosa de fluidos (que 

é onde os microrganismos se proliferam), portanto, quando em mistura com o petróleo 

o problema tende a ser mais impactante quanto maior for a proporção de água em 

relação ao volume total de petróleo, ou seja, quanto maior for o teor de sedimentos e 

água presentes no petróleo (ou BSW - Basic Sediments and Water), maiores serão 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 superfícies metálicas, reage com o íon ferroso (Fe2+), gerando de p ó s i t o s  
de  s u l f e t o  de  f e rro  (FeS) conforme a reação abaixo (ENNING; GARRELFS, 2014; 

VENZLAFF et al., 2013). 

Fe 2+  +  H 2S →  Fe S +  H 2 
  

Os depósitos de FeS quando secos, em contato com o ar, podem entrar em 

ignição espontânea, portanto, representam outro grave problema de segurança, 

armazenamento e descarte (SMART, 2011). 

A reação de formação do FeS libera hidrogênio molecular (H2), que tem alta 

fugacidade, ou seja, grande capacidade de difusão em materiais metálicos, 

ocasionando um tipo de corrosão denominada f ra g i l i z a ç ã o  p o r h i dro g ê n i o  
(hydrogen embrittlement - H E), à qual, praticamente todas as ligas metálicas estão 

sujeitas (ORIANI, 1978; WOODTLI; KIESELBACH, 2000). Sendo assim, o H2S acaba 

sendo um dos principais influenciadores de danos causados pela fragilização por H2 

(GARCIA et al., 2012; HINCAPIE-LADINO; FALLEIROS, 2015; MINGOTTI, 2017). 

A fragilização por hidrogênio é responsável pelo crescimento subcrítico de 

trincas no material, início de fratura e falha catastrófica, com subsequente perda de 

propriedades mecânicas do material. Isso ocorre devido ao fato do H2 penetrar e se 

dispersar através de inclusões, poros ou microfissuras do metal, formando bolhas que 

aumentam a pressão local, propagando gradativamente microfissuras e rachaduras 

ao ponto de ocasionar falha abrupta e rompimento de toda a extensão de uma 

superfície metálica, como por exemplo, a parede de um duto ou um tanque (DWIVEDI; 

VISHWAKARMA, 2018; NAGUMO, 2016; WOODTLI; KIESELBACH, 2000). 

Além disso, os biofilmes não se desenvolvem de modo homogêneo nos 

sistemas industriais, portanto, a corrosão associada a biofilmes e à geração biogênica 

de H2S pelas BRS, é um fenômeno localizado e não uniforme, que se dá pela 
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formação de pontos de corrosão localizada denominados de pits. Esse tipo de 

corrosão é comumente chamada de c o rro s ã o  p i t i f o rm e  e trata-se de uma corrosão 

de difícil detecção pelos métodos convencionais que se baseiam na perda de 

espessura uniforme da superfície metálica (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 função dessas características, a prevenção e minimização dos riscos 

operacionais associados ao H2S se baseiam na medição e controle dos níveis de H2S 

nos sistemas industriais, sendo que para certos cenários, alguns limites de H2S foram 

estabelecidos, levando em consideração também a especificação dos materiais 

normalmente utilizadas na construção desses sistemas. 

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

(i ) 2, 0 p p m  (m g / L) p a ra  á g u a s  de  i n j e ç ã o  em reservatórios de petróleo (que 

atualmente engloba também á g u a s  de  re i n j e ç ã o ), o qual se encontra 

estabelecido nos Manuais de Tratamento de Águas de Injeção de unidades 

operacionais, atribuído como uma das métricas de um índice denominado 

IQUAI – Índice de Qualidade de Águas de Injeção; 
(i i ) 5 , 0 p p m  (m g / k g ) n o  p e t ró l e o  p a ra  o p e ra ç õ e s  de  offloading, tanto na 

transferência de petróleo de plataformas para os navios-aliviadores, quanto dos 

navios-aliviadores para os terminais, e nas unidades de produção onshore, o 

qual se encontra estabelecido nos padrões operacionais de cada unidade de 

produção; 
(i i i ) 0, 1  p p m  (m g / L) p a ra  h i b e rn a ç ã o  de  du t o s  f l e x í v e i s , quando utilizada água 

doce como alternativa à água do mar tratada e o tempo de hibernação for 

inferior a 1 ano, porém, superior ao tempo recomendado pelo fabricante do duto 

flexível, o qual se encontra estabelecido em especificações técnicas da área de 

exploração e produção de cada unidade de produção. 
 

O enquadramento dos teores de H2S nestes limites operacionais é realizado 

através de procedimentos para a minimização e controle da geração biogênica do H2S 

(procedimentos físicos e uso de produtos químicos biocidas, os quais serão 

abordados com maiores detalhes mais adiante) e em última instância, adotando 
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procedimentos de mitigação do H2S já produzido e acumulado nos fluidos e no 

petróleo, através do uso de produtos químicos sequestrantes de H2S. 

Um cenário relevante de geração biogênica de H2S onde não há um limite de 

H2S mínimo estabelecido, porém, que merece ser citado com mais detalhes, por se 

tratar de um dos principais cenários potenciais de aplicação desse trabalho, são os 

f l u i do s  de  s i s t e m a s  e m  h i b e rn a ç ã o  de  p l a t a f o rm a s . Estes sistemas são aqueles 

que se encontram parados ou em funcionamento parcial por até 180 dias. Nesses 

casos, o H2S deve estar ausente no fluido de hibernação tratado e deve ser 

monitorado ao longo da hibernação a fim de se avaliar a necessidade de tratá-los 

novamente durante esse período. Tais procedimentos encontram-se estabelecidos 

como diretrizes operacionais em especificações técnicas para cada unidade de 

produção. 

Especificamente para os fluidos hibernados em s i s t e m a s  de  t ra t a m e n t o  de  
ó l e o  e  á g u a  p ro du z i da  de  p l a t a f o rm a s , recomenda-se a medição do teor de H2S 

nos vents de todos os vasos e no fluido de hibernação. Esse monitoramento deve ser 

feito 15 dias após o início da hibernação com o intuito de identificar possível 

necessidade de reforçar a injeção de biocida, mediante recirculação interna do fluido 

de hibernação.  

O tratamento dos sistemas de óleo e água produzida para início da hibernação 

consiste em: (i ) dre n a g e m , escoamento do máximo de fluido possível; (i i ) l i m p e z a , 

lavagem com água do mar desaerada com sequestrante de O2 (bissulfito de sódio); 

(i i i ) m e di ç ã o  do  TOG residual na entrada do oleoduto, o qual deverá ser de no 

máximo de 100 ppm; e (i v ) p re e n c h i m e n t o  do  s i s t e m a  c o m  o  f l u i do  de  h i b e rn a ç ã o , 

o qual consiste em água do mar tratada com 160 ppm de sequestrante de O2 e 

100 ppm de biocida THPS 75 %.  

O sequestrante de O2 deve ser dosado no ponto o mais próximo possível da 

entrada da água do mar, a fim de minimizar ao máximo a presença de O2. Já a injeção 

do biocida deve ser realizada em um ponto que garanta uma distância mínima de pelo 

menos 10 metros do ponto de injeção do sequestrante de O2, de forma a evitar a 

inativação do biocida pelo contato com o O2 (idealmente o biocida só deve ser 

adicionado quando o teor de O2 dissolvido for igual ou inferior a 0,1 ppm).  

A injeção do biocida deve ser realizada a montante dos vasos, com o propósito 

de mitigar a proliferação dos microrganismos e, consequentemente, a geração 
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biogênica de H2S e a biocorrosão, visto que geralmente os vasos representam os 

pontos críticos de contaminação microbiana dos sistemas.  

 

2. 3.  CORROSÃO INFLUENCIADA POR MICRORGANISMOS 

 A corrosão influenciada por microrganismos (MIC - microbiologically influenced 

corrosion), comumente denominada de biocorrosão, é a deterioração de superfícies 

metálicas causada ou acelerada pela presença de microrganismos ou pela presença 

de compostos provenientes do metabolismo microbiano. A biocorrosão pode ocorrer 

associada ou não à geração biogênica 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 corrosão de superfícies metálicas 

é de natureza e l e t ro q u í m i c a , onde ocorre uma reação anódica e uma reação 

catódica. A re a ç ã o  a n ó di c a  consiste na o x i da ç ã o  de  u m  m e t a l , como por exemplo, 

o ferro, conforme a reação: Fe 0 →  Fe 2+  +  e – . 

A re a ç ã o  c a t ó di c a  pode ocorrer em condições óxicas ou anóxicas. A reação 

catódica em c o n di ç õ e s  ó x i c a s  refere-se à re du ç ã o  do  di o x i g ê n i o  (O2), conforme a 

reação: O2 +  2 H 2O +  4  e –  →  4  OH – .  

Enquanto a reação catódica em c o n di ç õ e s  a n ó x i c a s  e ácidas (nas quais os 

prótons são derivados da dissociação da água ou de compostos ácidos), refere-se à 

re du ç ã o  de  p ró t o n s  conforme a reação: 2 H +  +  2 e –  →  H 2. 

A biocorrosão é um processo complexo, que envolve diversos mecanismos e 

interações entre fatores ambientais, compostos químicos e agentes biológicos, sendo 

em geral, de difícil previsibilidade (MAXWELL, 2006).  

Atualmente, são conhecidos três mecanismos principais nos quais os 

microrganismos desempenham importante papel na causa ou aceleração da corrosão 

de superfícies metálicas: (i ) a f o rm a ç ã o  de  c é l u l a s  de  a e ra ç ã o  di f e re n c i a l ; (i i ) a 

b i o c o rro s ã o  q u í m i c a  ou CMIC (chemical MIC); e (i i i ) a b i o c o rro s ã o  e l é t ri c a  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 .  Fo rm a ç ã o  de  c é l u l a s  de  a e ra ç ã o  di f e re n c i a l  

A f o rm a ç ã o  de  c é l u l a s  de  a e ra ç ã o  di f e re n c i a l  como mecanismo de 

biocorrosão consiste na aceleração da corrosão abiótica causada pelo O2 devido à 

formação de um biofilme estratificado em relação à oxigenação, ou seja, camadas de 

biofilmes anóxicas se formam na superfície em contato direto com o metal, 

sobrepostas por camadas óxicas, com concentrações gradativamente maiores de O2. 

O O2 é uma dos compostos químicos mais corrosivos para superfícies metálicas 

devido ao seu elevado potencial de redução. Quando ocorre a formação de biofilmes 

em um fluido oxigenado, as superfícies metálicas cobertas pelos biofilmes ficam em 

contato com uma concentração de O2 menor do que as superfícies descobertas, ou 

seja, sem biofilmes e expostas às concentrações de O2 mais elevadas do fluido. 

Nessas condições, as superfícies mais cobertas tornam-se anódicas, sofrendo 

oxidação e as superfícies mais descobertas tornam-se catódicas, sofrendo redução 

(Fi g u ra  9 ) (SKOVHUS; ENNING; LEE, 2017). 

 

 
Fi g u ra  9 .  Corrosão influenciada por microrganismos (MIC - microbiologically 
influenced corrosion) devido à formação de células de aeração diferencial ocasionada 
pela deposição de biofilmes em superfícies metálicas (SKOVHUS; ENNING; LEE, 
2017). 
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2. 3. 2.  Bi o c o rro s ã o  q u í m i c a  o u  CMIC (c h e m i c a l  MIC) 

A b i o c o rro s ã o  q u í m i c a  ou CMIC - chemical MIC refere-se ao mecanismo de 

biocorrosão mais estudado e, no caso de ligas baseadas em ferro, consiste na 

oxidação do ferro metálico (Fe0) a ferro (II) (Fe2+) pela reação com metabólitos 

corrosivos produzidos pelos microrganismos. Esses metabólitos tratam-se sobretudo 

de ácidos, tanto orgânicos quanto inorgânicos, gerados na respiração anaeróbica e/ou 

na fermentação (ENNING; GARRELFS, 2014; KRYACHKO; HEMMINGSEN, 2017).  

Na CMIC de BRS, (i ) os compostos orgânicos são utilizados como doadores de 

elétrons, enquanto o sulfato é utilizado como aceptor final de elétrons, (i i ) os 

compostos orgânicos e o sulfato são reduzidos gerando dióxido de carbono (CO2) e 

H2S. (i i i ) o H2S reage com o Fe0, resultando em depósitos de FeS e (i v ) o H2 liberado 

penetra e se acumula nas microfissuras do metal provocando a fragilização por H2 

(ENNING; GARRELFS, 2014). 

Os ácidos orgânicos mais relevantes nos processos de MIC são os de cadeia 

curta, tais como formato (C1), acetato (C2) e lactato (C3), produzidos pelos 

microrganismos fermentadores e acetogênicos, também conhecidos como bactérias 

produtoras de ácidos (BPA). Já os ácidos inorgânicos mais relevantes são o H2S 

produzido na respiração anaeróbica dos microrganismos sulfetogênicos, como as 

BRS, e o ácido carbônico (H2CO3) ou o bicarbonato (HCO3–) gerados pela dissociação 

do CO2 na água. O CO2 por sua vez pode ser produzido pela oxidação de compostos 

orgânicos por diversos tipos de microrganismos organotróficos (WALDOW, 2018). 

 

2. 3. 3.  Bi o c o rro s ã o  e l é t ri c a  o u  EMIC (e l e c t ri c a l  MIC) 

A b i o c o rro s ã o  e l é t ri c a  ou EMIC - electrical MIC, refere-se ao mecanismo de 

biocorrosão mais recentemente caracterizado e foi descrito por ENNING et al. (2012). 

A EMIC consiste na utilização do Fe0 como doador de elétrons na respiração 

anaeróbica de microrganismos litotróficos (ENNING et al., 2012; ENNING; 

GARRELFS, 2014; KATO, 2016; KRYACHKO; HEMMINGSEN, 2017; SHARMA et al., 

2018). 

Na EMIC das BRS, (i ) os elétrons (e–) são extraídos diretamente do Fe0 gerando 

Fe2+, (i i ) o sulfato é utilizado como aceptor final de elétrons gerando o H2S e (i i i ) o 

Fe2+ reage com o H2S e com o bicarbonato presente na água, formando depósitos 
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FeS e FeCO3, respectivamente. O excesso de elétrons captados pode ser liberado na 

forma de H2, ao reagir com H+ via hidrogenases (ENNING; GARRELFS, 2014). 

Os mecanismos pelos quais os microrganismos realizam a extração de elétrons 

das superfícies metálicas ainda é um amplo campo de investigação e caracterização. 

Contudo, discute-se que a captação dos elétrons pode ser realizada tanto de maneira 

direta, pelo contato com a superfície metálica, através de enzimas do tipo citocromo 

multi-heme ligadas à membrana celular ou através de nanofios (nanowires), quanto 

de maneira indireta, através da utilização de compostos redox solúveis, que atuam 

como carreadores de elétrons no meio extracelular (KATO, 2016; MARTINEZ; 

ALVAREZ, 2018).  

A Fi g u ra  1 0, apresenta uma representação esquemática dos processos de 

EMIC e CMIC sobre uma superfície metálica (ENNING; GARRELFS, 2014), sendo 

que, devido à enorme diversidade taxonômica e metabólica dos microrganismos 

presentes nos biofilmes reais, em geral, ambos os processos ocorrem 

simultaneamente num ambiente industrial. 
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Fi g u ra  1 0.  Corrosão influenciada por microrganismos (MIC - microbiologically 
influenced corrosion) devido à ação de microrganismos sulfetogênicos. (A) Na 
biocorrosão elétrica (EMIC) os elétrons (e–) são extraídos diretamente do ferro 
metálico (Fe0) gerando ferro(II) (Fe2+); o sulfato (SO42–) é utilizado como aceptor final 
de elétrons gerando sulfeto de hidrogênio (H2S); o Fe2+ reage com o H2S ou com o 
bicarbonato (HCO3–) presente na água, formando depósitos de sulfeto de ferro (FeS) 
e carbonato de ferro (FeCO3), respectivamente; e, o excesso de elétrons captados 
pode ser liberado na forma de H2 ao reagir com H+ via hidrogenases. (B) Na 
biocorrosão química (CMIC), os compostos orgânicos (representados genericamente 
como "<CH2O>") são utilizados como doadores de elétrons, enquanto o sulfato (SO42–

) é utilizado como aceptor final de elétrons; os compostos orgânicos e o SO42– são 
reduzidos gerando dióxido de carbono (CO2) e H2S; o H2S reage com o Fe0, 
resultando em depósitos de FeS; e, o H2 liberado penetra e se acumula nas 
microfissuras do metal provocando a fragilização por H2 (ENNING; GARRELFS, 
2014). 

 

Apesar da maior parte das pesquisas em biocorrosão estarem focadas 

prioritariamente em BRS, estudos indicam, cada vez mais, que vários outros grupos 

de microrganismos, tais como produtores de ácidos, oxidantes de ferro e 

metanogênicos, são tão relevantes quanto as BRS nos processos de biocorrosão 

(MAND et al., 2014; UCHIYAMA et al., 2010; VIGNERON et al., 2016; VIGNERON; 

HEAD; TSESMETZIS, 2018). Novos gêneros e/ou espécies estão sendo investigados 
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com o objetivo de serem propostos como biomarcadores para diagnóstico, 

monitoramento e classificação da biocorrosão (LAHME et al., 2021). 

As BRS crescem em conjunto a esses vários outros grupos microbianos, 

formando biofilmes complexos, nos quais, a dinâmica das interações metabólicas 

entre os diferentes grupos favorece seu estabelecimento nos sistemas e 

desencadeiam os vários tipos diferentes de problemas operacionais já apresentados. 

 

2. 4 .  BIOFILMES  

 Os biofilmes representam a p ri n c i p a l  f o rm a  de  v i da  m i c ro b i a n a  (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, são os 

biofilmes que, predominantemente, conduzem todos os processos biogeoquímicos da 

biosfera (FLEMMING; WUERTZ, 2019). 

 Apesar de poderem ser formados por populações de uma mesma espécie, em 

ambientes naturais e industriais, os biofilmes em geral, encontram-se em 

comunidades com diversas espécies, cujas interações são complexas e representam 

um nível de organização muito mais alto do que das células individuais (FLEMMING 

et al., 2016; FLEMMING; WUERTZ, 2019; VERDEROSA; TOTSIKA; FAIRFULL-

SMITH, 2019). 

Biofilmes podem ser definidos como a g re g a do s  m u l t i c e l u l a re s  de 

microrganismos aderidos a uma superfície, circundados ou embebidos por uma matriz 

sintetizada pelas próprias células. Essa matriz é formada pelo que se denomina de 

s u b s t â n c i a s  p o l i m é ri c a s  e x t ra c e l u l a re s  ou EPS (extracellular polymeric 
substances) (FLEMMING et al., 2016; FLEMMING, 2008; NADELL; DRESCHER; 

FOSTER, 2016). 

As superfícies colonizadas por biofilmes podem ser tanto superfícies sólidas 

(como sedimentos, rochas, estruturas e equipamentos), quanto interfaces 

líquido/líquido (como água/óleo) ou gás/líquido (como superfícies de ambientes 

aquáticos) (FLEMMING; WUERTZ, 2019). 

A matriz de EPS dos biofilmes favorece o processo de adesão de mais células 

e é formada principalmente por polissacarídeos, mas também são encontradas 

proteínas, lipídeos e ácidos 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 f a s e  p l a n c t ô n i c a ,  na qual as células se encontram livres, se 

dispersam pelo meio aquoso e podem alcançar novas superfícies formando novos 

biofilmes; e (i i ) uma f a s e  s é s s i l ,  na qual as células se encontram fixas à superfície, 

compondo o biofilme, do qual eventualmente se desprendem para entrar na fase 

planctônica novamente (WALDOW, 2018). 

 A Fi g u ra  1 1  representa esquematicamente o ciclo de vida de biofilmes o qual 

pode ser dividido em 5 etapas principais (KARAGULER; KAHRAMAN; TUTER, 2017; 

MONROE, 2007): 

(i ) a de s ã o  i n i c i a l  (o u  f a s e  de  a de s ã o  I), na qual as células planctônicas 

encontram condições favoráveis para iniciar a fixação à superfície; 

(i i ) a de s ã o  i rre v e rs í v e l  (o u  f a s e  de  a de s ã o  II), na qual as células flageladas em 

geral perdem os seus flagelos e se inicia a produção de EPS, gerando uma 

forte adesão à superfície; 

(i i i ) m a t u ra ç ã o  i n i c i a l  (o u  f a s e  de  m a t u ra ç ã o  I), na qual as células se multiplicam 

rapidamente gerando um biofilme cada vez mais espesso e coeso; 

(i v ) b i o f i l m e  m a du ro  (o u  f a s e  de  m a t u ra ç ã o  II), na qual o biofilme se encontra em 

um estágio avançado, bastante espesso e fortemente aderido, onde em geral, 

ocorre uma estratificação quanto à diversidade da microbiota e disponibilidade 

de nutrientes; 

(v ) di s p e rs ã o , na qual células individuais ou camadas superficiais do biofilme 

começam a se desprender e podem ser dispersas no ambiente, colonizando 

novas superfícies e assim propagando os biofilmes. 
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Fi g u ra  1 1 .  Representação esquemática das etapas do ciclo de vida de biofilmes, 
seguida de imagem de microscopia eletrônica de varredura (MEV) de biofilmes 
representativos das respectivas etapas: (1 ) a de s ã o  i n i c i a l ; (2) a de s ã o  i rre v e rs í v e l ; 
(3) m a t u ra ç ã o  i n i c i a l ; (4 ) b i o f i l m e  m a du ro  e (5 ) di s p e rs ã o  (KARAGULER; 
KAHRAMAN; TUTER, 2017; VERDEROSA; TOTSIKA; FAIRFULL-SMITH, 2019). 
  

 Alternativamente, muitos trabalhos descrevem o ciclo de vida de biofilmes como 

sendo um ciclo de três etapas: (i ) adesão; (i i ) maturação e (i i i ) dispersão, mas que 

em linhas gerais compreende as mesmas fases descritas acima, porém de um modo 

mais simplificado, pois unifica as duas fases da adesão e as duas fases da maturação.  

 Do ponto de vista operacional, apesar de muitas vezes os métodos de 

monitoramento microbiológico disponíveis ou viáveis serem métodos para detecção 

ou quantificação de células planctônicas, tais métodos buscam na verdade 

correlações, ainda que indiretas, com as células sésseis dos biofilmes, uma vez que 

são os biofilmes a condição mais relevante, em que de fato os microrganismos 

encontram-se de forma representativa e causadora dos problemas decorrentes das 

contaminações (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 obtenção de nutrientes, suas 
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habilidades de sobrevivência, e a transferência horizontal de genes na comunidade 

microbiana. Nos biofilmes ocorre uma estratificação de nutrientes e da microbiota, de 

modo que microambientes se formam, favorecendo a resiliência da comunidade 

microbiana a estresses ambientais, tais como ao dessecamento, à oxigenação e até 

mesmo à ação de biocidas. Essa estrutura inerente aos biofilmes torna o controle dos 

microrganismos sésseis algo bem mais desafiador do que o controle de 

microrganismos planctônicos (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 eficácia dos produtos biocidas, tanto 

a curto, quanto a longo prazo. A curto prazo, os biocidas apresentam um baixo poder 

de penetração nos biofilmes e, portanto, apesar de na maior parte dos casos se 

demonstrarem eficazes contra células planctônicas, são pouco efetivos 

operacionalmente, uma vez que em condições reais, os microrganismos se encontram 

majoritariamente na forma de biofilmes. Esse baixo poder de penetração ocorre 

devido à matriz de EPS do biofilme, que funciona como uma barreira de proteção, 

limitando a ação dos biocidas apenas às camadas mais superficiais do biofilme, 

conforme representado esquematicamente na Fi g u ra  1 2 (DE BEER; SRINIVASAN; 

STEWART, 1994; GROBE; ZAHLLER; STEWART, 2002; STEWART; GRAB; 

DIEMER, 1998; VIGNERON; HEAD; TSESMETZIS, 2018). 
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Fi g u ra  1 2.  Representação esquemática da corrosão influenciada por microrganismos 
na superfície interna de um duto, demonstrando o baixo poder de penetração de 
biocidas, cuja ação se limita às camadas superficiais do biofilme. Modificado a partir 
de AMCA (2021). 
 

 Já a longo prazo, diante da diversidade, da resiliência e da transferência 

horizontal de genes favorável presente no universo dos biofilmes, a ação dos biocidas 

também é influenciada, pois uma aplicação de forma inadequada (como por exemplo, 

subdosagens, interrupções prolongadas ou incompatibilidade com outros produtos 

químicos utilizados) favorece a seleção de biofilmes microbianos cada vez menos 

suscetíveis à ação desses produtos (FRAISE, 2002; RUSSELL, 2003). 

 Na indústria do petróleo, os microrganismos são encontrados como biofilmes 

tanto no interior dos reservatórios de petróleo quanto nas instalações de subsuperfície 

e superfície, podendo ainda se estabelecerem tanto internamente, quanto em 

superfícies externas de estruturas e equipamentos. Muitos desses sistemas 

operacionais são de difícil acesso ou mesmo de acesso inviável, tornando a 

amostragem de biofilmes algo logisticamente impossível (ECKERT; SKOVHUS, 

2018a). 

 O monitoramento microbiológico em sistemas industriais pode ser feito a partir 

de três tipos principais de amostragens:  

(i ) a m o s t ra g e m  de  f l u i do s , que é a mais comum, na qual podem ser coletados 

fluidos de sistemas estagnados ou em circulação, mas que permite obter 
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apenas as células planctônicas, as quais nem sempre representam as células 

sésseis dos biofilmes causadores do problema que se pretende diagnosticar;  

(i i ) a m o s t ra g e m  de  b i o f i l m e s , os quais podem ser obtidos pela ra s p a g e m  de  
t re c h o s  de  s u p e rf í c i e s , onde os biofilmes se formam (desde que exista acesso 

a essas superfícies) ou a partir de c o rp o s  de  p ro v a  instalados nos sistemas, 

onde os biofilmes se depositam e que podem ser coletados ao longo do tempo; 

(i i i ) a m o s t ra g e m  de  re s í du o s , os quais podem ser obtidos, como por exemplo, de 

fundos de tanques ou regiões de acúmulo ou bypass de tubulações, bem como 

de resíduos carreados pelo procedimento de passagem de PIGs 

(Pipeline Inspection Gauges) no interior dos dutos. 

 

PIGs são dispositivos que realizam uma remoção física e carreiam consigo 

fragmentos de incrustações depositadas nas paredes internas dos dutos, as quais 

incluem fragmentos de biofilmes. Contudo, uma vez que a distribuição e a composição 

dos biofilmes ao longo de um sistema não são homogêneas, essa amostragem não 

permite um diagnóstico localizado da contaminação e da corrosão em trechos 

específicos do duto. 

 Sendo assim, mesmo nesses dois últimos tipos de amostragem (a de biofilmes 

e de resíduos), que permitem a obtenção de células sésseis, não significa que o 

biofilme coletado naquele ponto de amostragem seja o mais representativo dos 

biofilmes distribuídos por todo o sistema, nem que seja representativo dos biofilmes 

que de fato estão causando os efeitos operacionais nocivos sob investigação. De 

qualquer forma, ainda assim, a amostragem de biofilmes é mais representativa que a 

avaliação apenas dos microrganismos planctônicos e, por isso, deve ser priorizada 

sempre que possível (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 são comumente chamados de “biocupons”), como por exemplo aqueles 

instalados em caixas de inspeção de dutos enterrados (Fi g u ra  1 3). Entretanto, na 

ausência de biocupons, é possível utilizar os cupons destinados ao monitoramento 

das taxas de corrosão por perda de massa, que normalmente estão presentes em 

grande parte dos sistemas (DANTAS, 1988; LIMA et al., 2008; SILVA; et al., 2008a; 

VINHAS et al., 2008). 
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 A

 B  C 
Fi g u ra  1 3.  (A) Caixa de inspeção de uma faixa de dutos de escoamento de petróleo. 
(B) Trecho do duto desenterrado atravessando o interior da caixa de inspeção (escada 
de acesso ao fundo da imagem). (C) Sistema de monitoramento para gerenciamento 
da corrosão interna de dutos, o qual pode conter sonda corrosivimétrica e corpos de 
prova para avaliação da taxa de corrosão por perda de massa e quantificação 
microbiológica de biofilmes (SILVA; et al., 2008a, 2008b). 
  

 Em qualquer diagnóstico de contaminação microbiana, é extremamente 

importante levar em consideração as limitações em relação à amostragem 

microbiológica (em especial de biofilmes) que pode ser executada na prática. Por sua 

vez, tais amostragens e o respectivo diagnóstico decorrente delas, deve considerar 

dois aspectos principais: (i ) a l o c a l i z a ç ã o , visto que se busca uma extrapolação de 

um diagnóstico global a partir de amostras pontuais, especialmente em sistemas cuja 

extensão e inacessibilidade impossibilitam uma avaliação em separado de diferentes 

pontos de coleta, tais como em dutos de grandes extensões e o interior dos 
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reservatórios; e, (i i ) a e s c a l a  t e m p o ra l , visto que em muitos casos é inviável a 

realização de determinado procedimento operacional com frequência, tornando o 

intervalo entre amostragens de um mesmo ponto muito longo para se obter um 

diagnóstico detalhado (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

 

2. 5 .  CONTROLE OPERACIONAL DAS CONTAMINAÇÕES MICROBIANAS 

 O controle dos problemas decorrentes de contaminações microbianas na 

indústria do petróleo é realizado a partir de procedimentos operacionais e pela 

dosagem de produtos químicos, 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 

corrosão (FINŠGAR; 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 

consequências decorrentes da contaminação microbiana. 

 Os procedimentos operacionais em geral incluem processos físicos ou 

mecânicos, como por exemplo:  

(i ) o aumento da velocidade de escoamento, que dificulta a adesão dos 

microrganismos à superfície metálica;  

(i i ) a troca de inventário, que minimiza o acúmulo dos produtos microbianos 

corrosivos (como o H2S) em fluidos com alto tempo de residência ou 

estagnados;  

(i i i ) a separação água/óleo no processamento primário e a frequente remoção do 

residual de água misturada ao óleo ao longo das unidades de processo (como 

em tanques, vasos e pontos de estagnação de tubulações), o que minimiza a 

contaminação microbiana;  

(i v ) a passagem de instrumentos de monitoramento e limpeza, conhecidos como 

PIGs (Fi g u ra  1 4 A), que removem os depósitos de corrosão e biofilmes 

aderidos às paredes internas de dutos (Fi g u ra  1 4 B); 
(v ) a limpeza interna de tanques por jateamento (Fi g u ra  1 5 ), que além de remover 

os depósitos e biofilmes das paredes internas, também podem remover 

grandes quantidades de borra (resíduos de corrosão misturados com petróleo) 

acumuladas no fundo de tanques;  
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(v i ) a remoção do sulfato da água do mar injetada em reservatórios, através de 

utilização de membranas de dessulfatação.  

 

 A   B 
Fi g u ra  1 4 .  (A) Um PIG (Pipeline Inspection Gauge) sendo introduzido em um lançador 
de PIG para início da passagem por um duto (NORD STREAM, 2021). (B) Um PIG 
sendo retirado de um duto após sua passagem, trazendo consigo os resíduos 
removidos das paredes internas do duto (PIPING WORLD, 2019). 
 

 A   B 
Fi g u ra  1 5 .  (A) Equipe entrando em um tanque de armazenamento de petróleo para 
realização da limpeza. (B) Limpeza interna de um tanque por jateamento 
(CHRYSALIDIS; KYZAS, 2020). 
 

 Contudo, na maior parte dos casos estes processos são operacionalmente 

inviáveis, pois possuem limitações técnicas para sua execução, ou são difíceis de 

serem realizados com uma frequência suficiente para garantir um controle adequado 

e duradouro das contaminações microbianas, além de envolverem custos 

significativos de mobilização e operação.  

O processo de dessulfatação foi desenvolvido para o controle de incrustações 

químicas, uma vez que, conforme citado anteriormente, o sulfato presente na água do 

mar injetada em contato com a água de formação do reservatório, geralmente rica em 
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bário (Ba2+) e estrôncio (Sr2+), resulta em incrustações de sulfato de bário (BaSO4) e 

sulfato de estrôncio (SrSO4) (PEDENAUD; HURTEVENT; BARAKA-LOKMANE, 

2012). Contudo, a dessulfatação acarreta um benefício colateral ao reduzir a 

disponibilidade de sulfato para as BRS presentes no interior dos reservatórios, 

mitigando a ocorrência da acidulação biogênica (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 produção há mais de 20 anos) não possuem a etapa de dessulfatação 

e plataformas mais recentes, apesar de possuírem URS, enfrentam problemas 

frequentes de incrustações e biofouling nas membranas, impactando a injetividade e 

consequentemente a produção. Portanto, em ambos os casos, é 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 químicos é um procedimento 

amplamente empregado para o controle dos problemas relacionados às 

contaminações microbianas, sendo os biocidas a única classe de produtos químicos 

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

 

2. 6 .  BIOCIDAS NA INDÚSTRIA DO PETRÓLEO 

 O termo biocida é utilizado de forma genérica para se referir a agentes químicos 

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 específica, 

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 são utilizados de 

modo abrangente considerando todos os procariotos, ou seja, incluindo além das 

bactérias, também as arqueias. Segundo WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019, não 

se encontra uma terminologia específica para biocidas contra arqueias (tais como 
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arqueicida ou antiarqueiano), muito provavelmente devido tanto à escassez de 

arqueias causadoras de doenças em humanos e animais (SHIFFMAN; 

CHARALAMBOUS, 2012), quanto devido à classificação tardia das arqueias como um 

domínio da vida separado das bactérias (WOESE; FOX, 1977). 

 Contudo, é importante ressaltar que as arqueias desempenham papel relevante 

nos problemas decorrentes de contaminações microbianas no âmbito da indústria do 

petróleo. Portanto, os biocidas utilizados nos diferentes sistemas operacionais de 

produção, escoamento e armazenamento de petróleo são direcionados 

prioritariamente ao combate de bactérias e arqueias, e todas as terminologias 

(biocidas, microbiocidas, antimicrobianos, bactericidas ou antibacterianos) costumam 

ser utilizados como sinônimos (WALDOW, 2018; WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 

2019).  

 Em relação a estudos com biocidas, principalmente em estudos que visam 

avaliar ou desenvolver produtos para uma aplicação industrial, alguns conceitos, 

distinções e características dos biocidas são relevantes:  

 

2. 6 . 1 .  Pri n c í p i o  a t i v o  b i o c i da  v e rs u s  p ro du t o  b i o c i da  

 Enquanto princípio ativo biocida trata do composto químico que efetivamente 

possui a atividade antimicrobiana; produto biocida refere-se à formulação completa do 

produto, o qual pode conter um ou mais princípios ativos biocidas em conjunto a outros 

compostos, que são adicionados para atender a outros requisitos da formulação, tais 

como dar mais estabilidade, potencializar a ação do princípio ativo, ou conferir outras 

propriedades de interesse. Alguns produtos considerados multifuncionais, também 

chamados de produtos “combo”, podem conter compostos adicionais que podem 

exercer outras funções além da ação antimicrobiana, tais como inibidores de corrosão, 

surfactantes ou sequestrantes de H2S (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

 Operacionalmente, quando nos referimos à dosagem do biocida na indústria, 

estamos nos referindo à dosagem do produto biocida em si e não do princípio ativo. 

Essa consideração é muito importante, pois diferentes fabricantes, possuem 

diferentes formulações, que por sua vez podem apresentar percentuais muito 

variáveis de um mesmo princípio ativo biocida.  

 Todos os cálculos para a dosagem do biocida precisam considerar o 

dimensionamento do local de aplicação, bem como dos tanques e bombas dosadoras 
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desse biocida. Estes cálculos precisam ser feitos com base no volume total do produto 

biocida e seriam muito diferentes se fosse considerado apenas o percentual do 

princípio ativo, ao ponto de que uma eventual substituição de fornecedor poderia 

tornar inviável a aplicação. Além disso, os cálculos e custos de logística para 

transporte e armazenamento de qualquer produto também são baseados no volume 

total do produto e se tornariam imprevisíveis ou mesmo inviáveis, se fossem baseados 

no percentual do princípio ativo. 

 

2. 6 . 2.  Bi o c i da s  v e rs u s  a n t i b i ó t i c o s  

 Enquanto os biocidas se caracterizam por possuírem um amplo espectro de 

ação, tanto no sentido de atacarem múltiplos componentes celulares, quanto de serem 

tóxicos para uma diversidade mais ampla de organismos; os antibióticos possuem um 

espectro de ação bem mais estreito quanto a estes mesmos aspectos (MCDONNELL, 

2017; RUSSELL, 2003). 

 De modo geral, os mecanismos de ação dos antibióticos costumam ser mais 

bem elucidados do que os mecanismos de ação dos biocidas; a evolução de linhagens 

resistentes é mais comum para antibióticos do que para biocidas; e, os antibióticos 

tendem a ser menos tóxicos para os seres humanos e para outras espécies não alvo 

do que os biocidas (MANIVANNAN, 2008).  

 Sendo assim, os biocidas são geralmente utilizados como desinfetantes (para 

aplicação sobre superfícies e objetos), como antissépticos (para aplicação sobre um 

tecido vivo, como a pele ou mucosas) ou como preservantes (quando incorporados a 

alimentos, cosméticos, medicamentos, tintas ou tecidos). Já os antibióticos, são 

administrados como medicamentos para o tratamento de infecções, em geral, restritos 

à medicina e à veterinária (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

 Para aplicações na indústria do petróleo, onde o foco abrange uma diversidade 

enorme de microrganismos e que ainda são pouco conhecidos, produtos biocidas de 

amplo espectro, porém estáveis e compatíveis às condições operacionais e aos 

demais produtos utilizados, são de grande interesse. Por isso, muitas empresas de 

petróleo mantêm parcerias constantes com as empresas fabricantes e fornecedoras 

de produtos biocidas, visando a avaliação, desenvolvimento e validação de novas 

formulações que atendam condições operacionais específicas e muitas vezes 

particulares da própria empresa ou de determinada unidade operacional. Contudo, 
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nos últimos anos, nenhum novo princípio ativo antimicrobiano e muito poucos 

produtos biocidas novos foram disponibilizados para a indústria do petróleo. 

 

2. 6 . 3.  Bi o c i da s  v e rs u s  b i o s t á t i c o s  

 Um composto biocida provoca a morte de uma população ou comunidade 

microbiana, enquanto um composto biostático inibe ou reduz a atividade metabólica 

das células e, consequentemente, a proliferação daquela população ou comunidade. 

Sendo assim, quando o composto biostático é removido, consumido ou degradado, 

as células presentes retomam a atividade metabólica e voltam a se multiplicar.  

 Assim como as demais terminologias citadas anteriormente, o termo 

bacteriostático pode ser utilizado para designar compostos com ação biostática tanto 

sobre bactérias, quanto arqueias e um mesmo composto antimicrobiano pode 

apresentar ambas as atividades, biocida e biostática, a depender da concentração 

dosada, ou seja, pode apresentar uma ação biocida em altas concentrações e uma 

ação biostática em concentrações menores. A Fi g u ra  1 6  ilustra esquematicamente a 

ação biocida em comparação à ação biostática em uma curva de crescimento 

microbiano (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 
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Fi g u ra  1 6 .  Comparação do efeito de produtos biocidas e produtos biostáticos. No 
tratamento controle, o microrganismo exibe uma proliferação logarítmica. A aplicação 
de um produto biostático (ou de um produto biocida em concentrações muito baixas) 
inibe a proliferação, mas não reduz o número de células viáveis. A aplicação de um 
produto biocida reduz o número de células viáveis (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 
2019). 
 

2. 6 . 4 .  Bi o c i da s  o x i da n t e s  v e rs u s  b i o c i da s  n ã o -o x i da n t e s  

Os biocidas são normalmente classificados em duas categorias, os biocidas 

oxidantes e os biocidas não-oxidantes em função da propriedade química do seu 

modo de ação (WIENCEK; CHAPMAN, 1999). 

 São classificados como b i o c i da s  o x i da n t e s , aqueles que atuam ocasionando 

a oxidação das moléculas orgânicas, enquanto os b i o c i da s  n ã o -o x i da n t e s  atuam por 

diversos outros mecanismos, tais como a formação de ligações covalentes com 

grupos químicos nucleofílicos presentes nas biomoléculas, ou a desestabilização da 

membrana plasmática (MANIVANNAN, 2008).  

Em geral, ocorre uma relação inversa entre a v e l o c i da de  de  a ç ã o  e o t e m p o  
de  p ro t e ç ã o  dos biocidas oxidantes em comparação aos biocidas não-oxidantes, de 

modo que os biocidas oxidantes apresentam velocidade de ação rápida e tempo de 

proteção curto, enquanto os biocidas não-oxidantes apresentam tais características 
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de modo inverso. A Ta b e l a  5  apresenta as principais diferenças quanto a 

características de ação de biocidas oxidantes em comparação a biocidas não-

oxidantes (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

 
Ta b e l a  5 .  Principais diferenças entre biocidas oxidantes e não-oxidantes (WALDOW; 
SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

Ca ra c t e rí s t i c a  Bi o c i da s  
o x i da n t e s  

Bi o c i da s  
n ã o -o x i da n t e s  

Velocidade de ação Rápida Lenta 
Meia-Vida (persistência no ambiente) Curta Longa 
Corrosividade Maior Menor 
Tempo de contato para desinfecção Menor Maior 
Eficiência contra biofilmes Menor Maior 

 

A Fi g u ra  1 7  apresenta os principais biocidas utilizados na indústria e a sua 

posição relativa em um gradiente quanto à sua velocidade de ação e tempo de 

proteção (DOW MICROBIAL CONTROL, 2013), representando a relação inversa que 

ocorre entre os biocidas oxidantes e não-oxidantes. Os biocidas oxidantes estão 

representados em letras vermelhas e os biocidas não-oxidantes (cujos subgrupos 

serão apresentados adiante) estão representados por letras roxas (biocidas líticos), 

rosas (biocidas eletrofílicos) e azuis (biocidas preservantes) (WALDOW; SOUSA; 

OLIVEIRA, 2019). 
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Fi g u ra  1 7 .  Principais biocidas utilizados na indústria e sua posição relativa em um 
gradiente quanto à sua velocidade de ação e tempo de proteção. Os biocidas 
oxidantes estão representados em letras vermelhas e os biocidas não-oxidantes estão 
representados por letras roxas (biocidas líticos), rosas (biocidas eletrofílicos) e azuis 
(biocidas preservantes). H Cl O (ácido hipocloroso); Cl O2 (dióxido de cloro); O3 
(Ozônio); PAA (ácido peracético); PFA (ácido perfórmico); DBNPA (2,2-dibromo-3-
nitrilo-propionamida); Ac ro l e í n a  (2-propenal); Q u a t s  (aminas quaternárias); TTPC 
(cloreto de tributiltetradecilfosfônio); Gl u t  (glutaraldeído); TH PS (sulfato de 
tetrakis(hidroximetil)fosfônio); MBT (metileno-bis(tiocianato)); Bro n o p o l  (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol); TH NM (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-azônia-
adamantano); DMO (4,4-dimetil-oxazolidina); Da z o m e t  (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, são apresentadas as principais características, os subgrupos e os 

compostos biocidas oxidantes e não-oxidantes utilizados pela indústria do petróleo, 

bem como os processos e sistemas operacionais mais relevantes nos quais eles são 

aplicados. 
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2. 6 . 5 .  Bi o c i da s  o x i da n t e s  

Os biocidas oxidantes, também denominados de eletrófilos extremos (retiram 

elétrons das moléculas orgânicas), são compostos químicos altamente reativos 

(WIENCEK; CHAPMAN, 1999) e podem ser divididos em dois subgrupos: (i ) o s  
c o m p o s t o s  h a l o g e n a do s , que atacam moléculas orgânicas por meio da 

halogenação e contêm cloro (Cl), bromo (Br) ou iodo (I);  e (i i ) o s  c o m p o s t o s  
o x i g e n a do s , que atacam moléculas orgânicas tanto pela oxidação direta quanto pela 

oxidação indireta relacionada à geração de radicais livres, como o ozônio (O3), o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), o ácido peracético (CH3-COO-OH), o ácido perfórmico 

(HCO3H) e o dióxido de cloro (ClO2) (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

Os biocidas oxidantes são considerados extremamente eficientes, pois, devido 

à sua inespecificidade e elevada reatividade, são capazes de oxidar uma quantidade 

muito grande de matéria orgânica (incluindo as células microbianas) em tempos de 

contato muito curtos (minutos a horas) (DOW MICROBIAL CONTROL, 2013). 

Contudo, é exatamente essa característica, um dos motivos que restringe sua 

aplicação na indústria do petróleo.   

 Em águas e efluentes com altas concentrações de teor de carbono orgânico 

total (TOC – total organic carbon), o biocida oxidante é consumido rapidamente por 

essa matéria orgânica e, portanto, terá ação limitada no controle das contaminações 

microbianas específicas e associadas aos problemas de biocorrosão. Isso porque, 

conforme explicado anteriormente, a contaminação relevante nesses cenários é 

aquela que se encontra na forma de biofilmes, nos quais, o biocida oxidante irá reagir 

em primeira instância com as moléculas orgânicas das camadas superficiais dos 

biofilmes, não 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 água de produção ou dutos e 

tanques com petróleo, não é adequada a utilização de biocidas oxidantes, uma vez 

que eles reagem como os hidrocarbonetos do petróleo, degradando-o, além de serem 

altamente corrosivos para as superfícies metálicas (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 

2019). Os biocidas oxidantes, também podem inativar outros produtos químicos 

utilizados nos processos de produção do petróleo podendo gerar grandes quantidades 
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de subprodutos indesejáveis (tais como os organoclorados) de potencial impacto à 

saúde e ao meio ambiente (BADAMSHIN et al., 2021). 

Conforme citado anteriormente, devido à alta reatividade, os biocidas oxidantes 

apresentam uma meia-vida curta, ou seja, persistem por pouco tempo no ambiente 

(DOW MICROBIAL CONTROL, 2013). Essa característica, pode ser considerada uma 

vantagem sob o ponto de vista ambiental, por não se tornarem potenciais poluentes, 

contudo, pode ser considerada uma desvantagem pois são biocidas que agem 

pontualmente, não alcançando pontos distantes do local de aplicação e nem 

prevenindo o reaparecimento das contaminações a longo prazo (WALDOW; SOUSA; 

OLIVEIRA, 2019). 

Nesse contexto, segundo MORRIS e KRAAN (2017), conclui-se que os 

biocidas oxidantes são efetivos quando utilizados para o pré-tratamento de águas, 

porém, para a indústria do petróleo são pouco efetivos para o controle de souring em 

reservatórios, onde para tal fim, devem ser combinados com biocidas não-oxidantes 

que tenham maior potencial em persistir no sistema e atingir regiões mais distantes. 

Sendo assim, na indústria do petróleo, os biocidas oxidantes são utilizados 

eficientemente apenas nos sistemas de tratamento de água de processo, quer seja a 

água do mar para plataformas marítimas, quer seja a água salobra em unidades de 

produção onshore ou a água doce de abastecimento de refinarias. 

 

2. 6 . 6 .  Bi o c i da s  n ã o -o x i da n t e s  

Os biocidas não-oxidantes são menos reativos, por isso tendem a permanecer 

por mais tempo no sistema após sua dosagem. Os mais utilizados na indústria do 

petróleo podem ser divididos em três subgrupos: (i ) o s  b i o c i da s  l í t i c o s , (i i ) o s  
b i o c i da s  e l e t ro f í l i c o s ; e (i i i ) o s  b i o c i da s  p re s e rv a n t e s  (KEASLER et al., 2017; 

WIENCEK; CHAPMAN, 1999).  

Os b i o c i da s  l í t i c o s  são moléculas surfactantes (possuem uma porção 

polar/hidrofílica e outra apolar/lipofílica), portanto, atuam na membrana celular dos 

microrganismos de modo a desestabilizar a bicamada fosfolipídica, podendo levar à 

morte devido ao descontrole osmótico (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

Contudo, alguns trabalhos também já identificaram alvos intracelulares dos biocidas 

líticos, sendo assim, eles podem atuar também por outros mecanismos de ação 

(WESSELS; INGMER, 2013). 
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Na indústria do petróleo, os biocidas líticos mais utilizados são c o m p o s t o s  de  
a m ô n i o  q u a t e rn á ri o  ou c o m p o s t o s  de  f o s f ô n i o  q u a t e rn á ri o . Eles são normalmente 

conhecidos como a m i n a s  q u a t e rn á ri a s ,  Q ACs  (quaternary ammonium compounds) 

ou simplesmente Q u a t s  (KAHRILAS et al., 2015; KRAMER; O´BRIEN; STRBA, 2008) .  
Os Quats são considerados biocidas baratos, sendo geralmente aplicados em 

baixas concentrações e de modo contínuo, em conjunto a um biocida eletrofílico, que 

é aplicado em bateladas e em concentrações mais altas (o mais comum é a aplicação 

em conjunto com o THPS ou o glutaraldeído, os quais serão apresentados à frente). 

O objetivo dessa aplicação conjunta é manter um equilíbrio entre biocidas de ação 

mais rápida e biocidas mais persistentes a fim de se obter um controle mais 

consistente dos níveis de contaminação (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

Em geral, essa aplicação conjunta é o tratamento adotado em sistemas de água 

de injeção em reservatórios de petróleo e o Quat mais utilizado é o cloreto de 

alquildimetilbenilamônio ou ADBAC (alkyldimethylbenzylammonium chloride), que é 

mais conhecido como BAC (benzalkonium chloride – c l o re t o  de  b e n z a l c ô n i o ) e 

consiste num conjunto de compostos de amônio quaternário com um grupo benzeno, 

dois grupos metila e um grupo alquila com cadeia de tamanho variável (Fi g u ra  1 8 ) 

(WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

 

 
Fi g u ra  1 8 .  Estrutura molecular do biocida BAC - benzalkonium chloride – cloreto de 
benzalcônio (PUBCHEM, 2021a). 

 

Os Quats são considerados eficientes e também formam filmes sobre 

superfícies suscetíveis, podendo funcionar como inibidores de corrosão (ASKARI et 

al., 2021; WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). Contudo, existem alguns problemas 
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relacionados ao seu uso, como a formação de espuma e a geração de emulsões, que 

podem impactar os processos de desaeração e a separação água/óleo (KAHRILAS et 

al., 2015; MCILWAINE, 2004). Além disso, eles podem precipitar em águas com altos 

teores de cálcio (Ca2+), prejudicando a sua ação biocida. E, por terem carga positiva, 

são incompatíveis com alguns produtos químicos que possuem carga negativa, como 

alguns inibidores de incrustação e de corrosão (KELLAND, 2014). 

Sendo assim, os Quats não são utilizados como biocidas para o controle de 

contaminações do sistema de processamento primário do petróleo, pois adsorvem às 

interfaces água/óleo e às superfícies sólido/água, reduzindo a quantidade do princípio 

ativo disponível para interagir com os microrganismos (KAHRILAS et al., 2015; 

KELLAND, 2014). Muitas plataformas também já não utilizam mais os Quats no 

tratamento da água de injeção, tanto devido às questões de incompatibilidade, quanto 

por limitações operacionais e questões de custos relacionadas à dosagem de mais de 

um produto biocida no mesmo sistema. 

Os b i o c i da s  e l e t ro f í l i c o s  atuam por meio da formação de ligações covalentes 

com grupos funcionais nucleofílicos das biomoléculas (MCDONNELL, 2017; 

WIENCEK; CHAPMAN, 1999). Na indústria de petróleo, os biocidas eletrofílicos mais 

utilizados são: c o m p o s t o s  de  f o s f ô n i o  q u a t e rn á ri o  (THPS), a l de í do s  (glutaraldeído, 

formaldeído e acroleína), c o m p o s t o s  o rg â n i c o s  c o n t e n do  e n x o f re  e  n i t ro g ê n i o  

(MBT e isotiazolonas) e c o m p o s t o s  o rg â n i c o s  b ro m a do s  (DBNPA e Bronopol) 

(WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

No Brasil, os principais biocidas eletrofílicos utilizados na indústria do petróleo 

são: (i ) o  TH PS, que é o biocida amplamente utilizado, sobretudo em unidades 

offshore e na maior parte dos processos, como o tratamento da água de injeção, o 

tratamento da água produzida, o tratamento de fluidos em tanques e dutos e o 

tratamento de fluidos hidrostáticos e de hibernação; (i i ) o  DBNPA, que junto com as 

isotiazolonas, são os únicos biocidas certificados quanto à sua compatibilidade com 

membranas de dessulfatação e de osmose reversa (BERTHEAS et al., 2009; 

KEASLER et al., 2017); e, (i i i ) o  g l u t a ra l de í do , que é utilizado na formulação de 

fluidos de perfuração e completação e eventualmente no tratamento da água de 

injeção e de produção em unidades onshore. 

O TH PS (tetrakis hydroxymethyl phosphonium sulfate - s u l f a t o  de  t e t ra k i s  
h i dro x i m e t i l  f o s f ô n i o ) (Fi g u ra  1 9 ) é 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 é o segundo biocida 

não-oxidante mais utilizado pela indústria de petróleo, atrás apenas do glutaraldeído 

(JONES et al., 2008). Contudo, no Brasil, ele é o biocida mais utilizado desde o final 

da década de 1990, quando a utilização do glutaraldeído foi restringida em 

plataformas offshore por questões de saúde ocupacional e motivação ambiental.  

 

 
Fi g u ra  1 9 .  Estrutura molecular do biocida THPS - Sulfato de Tetrakis Hidroximetil 
Fosfônio (PUBCHEM, 2021b). 

 

No THPS, o composto de fato responsável pela ação antimicrobiana é o THP 

(tris hydroxymethyl phosphine - tris hidroximetil fosfina). A ação biocida do THP ocorre 

principalmente pela reação com pontes dissulfeto (-S-S-) de proteínas e outras 

biomoléculas (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). Além disso, o THPS possui uma 

vantagem adicional para os sistemas suscetíveis à corrosão, pois ele também atua 

como um quelante de ferro (Fe2+), dissolvendo os depósitos de FeS já existentes e 

minimizando a formação de novos depósitos (JONES et al., 2006). 

A dissociação do THPS ocorre conforme a reação representada na Figura 20 

(WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). Em contato com os íons hidróxido (OH–) da 

água, forma o THP, liberando sulfato (SO42-) e formaldeído (H2CO), que é o composto 

que atua na dissolução dos depósitos de FeS.  
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Fi g u ra  20.  Representação molecular da reação de dissociação do biocida THPS 
(sulfato de tetrakis hidroximetil fosfônio) em solução aquosa, gerando o composto THP 
(tris hidroximetil fosfina), o qual apresenta a atividade antimicrobiana (WALDOW; 
SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 

 

O THP é degradado por oxidação ou hidrólise abiótica gerando THPO (tris 

hydroxymethyl phosphine oxide - óxido de tetrakis hidroximetil fosfina), conforme 

representado na Fi g u ra  21  (SHARMA et al., 2018). O THPO por sua vez, não possui 

ação antimicrobiana e por esse motivo o biocida THPS não deve ser dosado em 

sistemas aerados. Por outro lado, ele tende a apresentar uma menor ecotoxicidade, 

além de ser suscetível à fotodegradação e biodegradação, sendo considerado, 

portanto, um biocida ambientalmente mais seguro (ZHAO et al., 2008). 
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Fi g u ra  21 .  Representação molecular das reações de oxidação e hidrólise (Sharma et 
al., 2018) de conversão do THP (tris hidroximetil fosfina) a THPO (óxido de tetrakis 
hidroximetil fosfônio) (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 
  

O THPS possui uma série de vantagens do ponto de vista de sua aplicação na 

indústria do petróleo, mas também apresenta desvantagens. Como principais 

vantagens podemos citar: (i ) alta solubilidade em água, (i i ) insolubilidade em óleo, (i i i ) 
estabilidade térmica até 160°C e (i v ) não é tensoativo, ou seja, não forma espuma, 

não adsorve às rochas dos reservatórios e não interfere nos processos de desaeração 

ou separação água/óleo (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019).  

Já como principais desvantagens o THPS apresenta: (i ) incompatibilidade com 

sequestrantes de O2 à base de bissulfito (HSO3−), inclusive gerando O2 na reação com 

esses sequestrantes, (i i ) limitado poder de penetração nos biofilmes e (i i i ) liberação 

de sulfato (SO42–) na sua dissociação, o qual pode reagir com cálcio (Ca2+) e bário 

(Ba2+) formando precipitados de sulfato de cálcio (CaSO4) e sulfato de bário (BaSO4), 

podendo gerar incrustações e tamponamentos. 

Além dos potenciais problemas associados a incrustações, o sulfato liberado 

na dissociação do THPS, pode ser utilizado pelas BRS, estimulando seu crescimento 

e aumentando a geração biogênica de H2S e a CIM. A contribuição do THPS para a 

concentração disponível de sulfato é considerada desprezível em água do mar onde 

a concentração de sulfato é de aproximadamente 2.700 mg/L (28 mM), mas torna-se 
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considerável em reservatórios de petróleo e respectivos sistemas de produção que 

possuem baixas concentrações 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-di b ro m o -3-n i t ri l o -
p ro p i o n a m i da ) é um composto orgânico bromado (Fi g u ra  22) de ação rápida (com 

velocidade de ação próxima à dos biocidas oxidantes) e razoavelmente efetivo em 

baixas concentrações (KEASLER et al., 2017; MCILWAINE, 2004; PAULUS, 2004). 

 

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

O modo de ação do DBNPA consiste na reação do bromo com grupos sulfidrila 

(-SH) das biomoléculas. Ele também pode reagir com as aminas primárias (-NH2). 

Contudo, na faixa de pH em que normalmente é aplicado, as aminas se encontram 

protonadas (-NH3+), condição na qual essa reação não é favorecida. A faixa de pH 

ótima de aplicação do DBNPA é entre 4,0 e 8,0, pois em pH alcalino ele é rapidamente 

hidrolisado (MCILWAINE, 2004). 

Quanto à persistência no ambiente, o DBNPA apresenta uma meia-vida bem 

curta e se degrada em amônio (NH4+), íons brometo (Br–) e dióxido de carbono (CO2) 

(BALLANTYNE; JORDAN, 2004; KAHRILAS et al., 2015), característica que confere 

a ele bons resultados quanto ao grau de ecotoxicidade. Contudo, para contornar sua 

baixa solubilidade em água, solventes costumam ser adicionados nas formulações 

(KELLAND, 2014; NALEPA; WILLIAMS, 2010). 



82 
 

 

De modo abrangente, o DBNPA pode ser utilizado para o tratamento de águas 

de resfriamento, fluidos de perfuração, água de injeção e água para testes 

hidrostáticos (MCILWAINE, 2004; MORRIS; KRAAN, 2017). Mas, sua aplicação 

principal é nas membranas de dessulfatação e de osmose reversa, devido à 

compatibilidade certificada pelos fornecedores de membranas, conforme já citado 

anteriormente (BERTHEAS et al., 2009; KEASLER et al., 2017). 

Quanto à compatibilidade com outros compostos químicos, apesar de ser 

compatível com biocidas oxidantes, o DBNPA é incompatível com altos teores de H2S 

e com sequestrantes de O2 à base de bissulfito (HSO3−) (WALDOW; SOUSA; 

OLIVEIRA, 2019), o que pode ser um transtorno em unidades de dessulfatação que 

possuem o processo de desaeração antes do sistema de membranas. Assim, tanto o 

residual de bissulfito quanto o H2S eventualmente gerado pelas contaminações 

microbianas nas membranas podem se tornar grandes problemas e reduzir 

significativamente a vida útil das membranas. 

O g l u t a ra l de í do  é um dialdeído saturado 1,5-pentanodial (1,5-pentanedial), 

conhecido popularmente por GA (glutaraldehyde) ou simplesmente Gl u t  (Fi g u ra  23). 

Ele é o biocida não-oxidante tradicionalmente mais utilizado pela indústria de petróleo 

em todo o mundo, sendo geralmente aplicado em choque em conjunto com algum 

biocida lítico aplicado de modo contínuo (KEASLER et al., 2017; KELLAND, 2014; 

MCGINLEY et al., 2009).  

 

 
Fi g u ra  23.  Estrutura molecular do biocida glutaraldeído, GA - glutaraldehyde ou Glut 
(PUBCHEM, 2021d). 
 

O Glut tornou-se o biocida mais disseminado na indústria do petróleo devido a 

várias de suas características consideradas vantajosas, como: (i ) ação rápida; (i i ) alta 

solubilidade em água; (i i i ) alta tolerância à salinidade; (i v ) tolerância ao H2S, (v ) não 

formação de espuma; (v i ) baixa corrosividade; (v i i ) bom perfil ecotoxicológico; e, (v i i i ) 
alta compatibilidade com a cloração e com vários outros produtos químicos 
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(WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). Sendo assim, ele é amplamente utilizado no 

tratamento de água produzida, água de processo, fluidos de perfuração, completação 

e injeção (MORRIS; KRAAN, 2017). 

Seu princípio de ação se dá pela reação de seus grupos aldeído com os grupos 

nucleofílicos das biomoléculas, sobretudo com as aminas primárias (-NH2). Por 

apresentar dois grupos aldeído, o Glut impede que biomoléculas adotem sua 

conformação funcional, pois consegue catalisar uma reação cruzada entre dois grupos 

funcionais nucleofílicos de uma mesma biomolécula ou entre duas biomoléculas 

diferentes (Fi g u ra  24 ) (KAWAHARA et al., 1997). 

 

 
Fi g u ra  24 .  Estrutura molecular do glutaraldeído e um exemplo de reação de ligação 
cruzada (KAWAHARA et al., 1997) onde cada uma das duas biomoléculas possui um 
grupo amina primária que é atacado por um dos grupos aldeído do glutaraldeído 
(WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 
 

 Quanto às suas desvantagens, o Glut perde eficiência em temperaturas muito 

elevadas e em fluidos com altos teores de aminas, amônio e sequestrantes de O2 à 

base de bissulfito (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). Além disso é mais estável 

em valores de pH ácido, porém sua velocidade de ação é maior em valores de pH 

básico, de modo que a faixa de pH entre 6,5 e 9,0 é na qual se obtém o melhor 

equilíbrio entre a estabilidade do residual e a eficiência biocida (MIGNEAULT et al., 

2004). 

 Poucos estudos existem quanto à biodegradação do Glut no meio ambiente. 

Alguns estudos realizados em sistema de água fluvial indicaram as rotas principais de 

degradação do Glut (LEUNG, 2001a, 2001b; MCGINLEY et al., 2009). Em condições 

óxicas, o Glut primeiramente é convertido a ácido glutárico e depois completamente 

oxidado a dióxido de carbono, enquanto em condições anóxicas, o Glut é 

primeiramente convertido a 5-hidropentanal e depois a 1,5-pentanodiol (Fi g u ra  25 ). 
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Todos esses produtos da degradação do Glut são considerados de baixa 

ecotoxicidade e, portanto, ambientalmente menos agressivos (WALDOW; SOUSA; 

OLIVEIRA, 2019). 

 

 
Fi g u ra  25 .  Rotas de degradação sob condições óxicas e anóxicas do glutaraldeído no 
meio ambiente (WALDOW; SOUSA; OLIVEIRA, 2019). 
 

 No contexto especificamente deste estudo, serão utilizados como referência e 

comparação dois biocidas à base de THPS: (i ) o THPS na concentração de 75 % de 

princípio ativo, que será denominado daqui em diante apenas de b i o c i da  p a drã o  
(TH PS 7 5  % ); e, (i i ) um biocida desenvolvido especificamente para o cenário de 

tanques de plataformas, o qual será denominado daqui em diante apenas de b i o c i da  
p a ra  t a n q u e s  (TH PS 4 0% ). 
 O THPS 75 % é o biocida comercial padrão, considerado uma commodity, 

utilizado na maior parte dos cenários operacionais que aplicam biocidas à base de 

THPS. Além disso, é o biocida de referência de comparação utilizado na maior parte 

dos estudos e ensaios laboratoriais para avaliação tanto de produtos biocidas 

comerciais, quanto de produtos em desenvolvimento de diferentes naturezas, com 

propriedades antimicrobianas e potencial de aplicação na indústria do petróleo (como 

por exemplo, extratos vegetais, moléculas de síntese de química verde, 

biossurfactantes, nanopartículas metálicas, etc). 

 Já o biocida para tanques é um biocida comercial de diferentes fornecedores, 

cujas formulações foram desenvolvidas sob demanda especificamente para tanques 

de plataformas de petróleo. Em geral, eles apresentam um maior pH em comparação 

ao THPS 75 %, sendo, portanto, menos corrosivos podendo conter de 40 a 70 % de 
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THPS como princípio ativo principal, além de biodispersantes, cuja função segundo 

os fabricantes seria melhorar o efeito sobre os biofilmes e/ou outros ativos como 

inibidores de corrosão ou sequestrantes de H2S.  

 Os biocidas específicos para tanques de plataformas de petróleo foram 

disponibilizados há menos de dez anos e foram qualificados sobretudo devido ao seu 

desempenho em relação à corrosividade, ou seja, em água de produção, eles são 

menos corrosivos que o THPS 75 %. Contudo, quanto ao seu desempenho em relação 

à eficiência biocida, de modo geral eles são equivalentes ao THPS 75 %. 

 Sendo assim, a necessidade de desenvolvimento de produtos antimicrobianos 

mais adequados ao cenário de controle de contaminações microbianas associadas à 

geração de H2S em tanques de plataformas, continua sendo um desafio e uma grande 

oportunidade. Portanto, a busca por tecnologias alternativas e inovadoras é bastante 

relevante e, nesse contexto, algumas iniciativas biotecnológicas merecem 

investigações mais detalhadas, dentre elas, a t e c n o l o g i a  de  b a c t e ri ó f a g o s . 

 

2. 7 .  A TECNOLOGIA DE BACTERIÓFAGOS APLICADA À INDÚSTRIA DO 
PETRÓLEO 

 Assim como os microrganismos constituem a forma de vida celular mais 

abundante e onipresente na biosfera, os respectivos vírus que os infectam também 

estão presentes em abundância em todos os ambientes habitados pelos 

microrganismos (FENCHEL, 2011; NEE, 2004, 2005; WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 

1998). Sendo assim, tal como os microrganismos estão presentes nos mais variados 

tipos de contaminações de sistemas operacionais ao longo da cadeia produtiva do 

petróleo, os vírus que os infectam também estão (PANNEKENS et al., 2019). 

 Comumente chamados de f a g o s , os b a c t e ri ó f a g o s  são os vírus que i n f e c t a m  
e x c l u s i v a m e n t e  m i c ro rg a n i s m o s  p ro c a ri o t o s , ou seja, não são capazes de infectar 

células eucarióticas, como as células humanas, animais ou vegetais. Os fagos são 

considerados os organismos mais abundantes do planeta. Estima-se que o número 

de partículas virais na biosfera seja de aproximadamente 1031 (KEEN, 2012). Os fagos 

são encontrados naturalmente e em equilíbrio 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 vírus que infectam microrganismos do domínio Archaea e inúmeras denominações 

já tenham sido utilizadas (archaebacterial phage, halophage, archaebacterial virus, 

archaebacteriophage, archaeal phage, archaephage, archaebacterial bacteriophage, 

archaeal virus, archaea virus, archaevirus e archaeavirus), existe uma tendência de 

transição do termo “fago” para o termo “vírus” e consolidação da denominação 

arqueovírus (archeoviruses ou archaeal viruses) quando se tratam de vírus de 

arqueias (ABEDON; MURRAY, 2013).  

 Contudo, apesar de se saber atualmente, que diversos tipos de vírus podem 

infectar arqueias e que a diversidade morfológica de vírus de arqueias é maior que a 

de fagos, existem vírus identificados em famílias de fagos (Myoviridae e Siphoviridae) 

que também infectam arqueias (PIETILÄ et al., 2014; PINA et al., 2011). Nesse 

contexto, não seria tão improvável que fagos isolados em bactérias cultiváveis possam 

ter ação também em arqueias. 

 Muitos fagos apresentam alta especificidade ao seu hospedeiro, ou seja, um 

determinado tipo de fago só é capaz de infectar uma determinada espécie microbiana 

ou até mesmo uma determinada linhagem microbiana, os quais são normalmente 

denominados de f a g o s  e s p e c í f i c o s  o u  m o n o v a l e n t e ; enquanto outros possuem um 

amplo espectro de hospedeiros, sendo capazes de infectar diversas espécies 

microbianas, até mesmo de gêneros e famílias distintas, os quais são eventualmente 

chamados de f a g o s  n ã o -e s p e c í f i c o s ,  p ro m í s c u o s  o u  p o l i v a l e n t e s  (ANDREWS; 

FIELDS, 2021; CAZARES et al., 2021; HYMAN, 2019; HYMAN; ABEDON, 2010; 

KELLY et al., 2011; KUTTER, 2009; MIRZAEI; NILSSON, 2015)  

 A estrutura básica de um fago está representada na Fi g u ra  26  e compreende: 

(i ) o  c a p s í de o , um arranjo complexo de proteínas estruturais que protege o genoma 

viral; e, (i i ) a  c a u da , que contêm f i b ra s  p ro t e i c a s , onde se localizam as proteínas de 

reconhecimento dos receptores da célula hospedeira e uma b a i n h a  c o n t rá t i l , que 

atua no processo de injeção do genoma viral na célula (DION; OECHSLIN; MOINEAU, 

2020). 



87 
 

 

 
Fi g u ra  26 .  Estrutura básica de um bacteriófago, indicando (1 ) o  c a p s í de o , um arranjo 
complexo de p ro t e í n a s  e s t ru t u ra i s  que protege o g e n o m a  v i ra l ; e, (2) a  c a u da , que 
contêm f i b ra s  p ro t e i c a s , onde se localizam as proteínas de reconhecimento dos 
receptores da célula hospedeira, e uma b a i n h a  c o n t rá t i l , que atua no processo de 
injeção do genoma viral na célula. Modificado de BIOPORTEFOLIO (2015). 
 

O c i c l o  l í t i c o  é o ciclo de vida básico dos fagos, ele representa o seu princípio 

de ação principal e está ilustrado esquematicamente na Fi g u ra  27 . Em resumo, o ciclo 

lítico consiste nas seguintes etapas:  

(i ) a de s ã o  da partícula viral à superfície da célula microbiana por reconhecimento 

de proteínas receptoras; 

(i i ) p e n e t ra ç ã o  da parede celular microbiana e i n j e ç ã o  do genoma viral no interior 

da célula; 

(i i i ) s í n t e s e  de  p ro t e í n a s  virais e re p l i c a ç ã o  do  g e n o m a  viral utilizando a 

maquinaria metabólica da célula;  

(i v ) m o n t a g e m  de novas partículas virais;  

(v ) l i s e  da célula com l i b e ra ç ã o  das novas partículas virais para o meio, as quais 

podem então infectar novas células hospedeiras reiniciando o ciclo. 
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Fi g u ra  27 .  Ciclo lítico de um bacteriófago, indicando as etapas de: (1 ) a de s ã o  da 
partícula viral à superfície da célula microbiana; (2) p e n e t ra ç ã o  da parede microbiana 
e i n j e ç ã o  do genoma viral; (3) s í n t e s e  de  p ro t e í n a s  virais e re p l i c a ç ã o  do  g e n o m a  
viral; (4 ) m o n t a g e m  de novas partículas virais; e, (5 ) l i s e  da célula com l i b e ra ç ã o  das 
novas partículas virais para o meio, reiniciando o ciclo. Modificado de KIM (2015). 
 

 A tecnologia de bacteriófagos consiste na utilização de fagos para o controle 

de contaminações microbianas nocivas e/ou indesejáveis. 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 utilização tem crescido 

significativamente nos últimos anos, sobretudo visando a aplicação para o combate 

de bactérias patogênicas multirresistentes a antibióticos (BURROWES et al., 2011; 

SULAKVELIDZE; ALAVIDZE; MORRIS, 2001) 
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 O potencial de utilização dos fagos é amplo, abrangendo diferentes áreas e 

setores industriais, de modo que estudos bem atuais são encontrados para uma ampla 

diversidade de aplicações, tais como:  

(i) saúde humana (AZEREDO; SILLANKORVA, 2018; FEBVRE et al., 2019); 

(ii) odontologia (BEN-ZAKEN et al., 2021; QADIR; MOBEEN; MASOOD, 2018); 

(iii) agricultura (BALOGH et al., 2010; DY; RIGANO; FINERAN, 2018; IRIARTE et 

al., 2007; RAVENSDALE, 2004; VONASEK et al., 2018; WANG et al., 2019); 

(iv) pecuária (ANGELOPOULOU et al., 2019; DEC; WERNICKI; URBAN-CHMIEL, 

2020; DIAS et al., 2013; NGASSAM-TCHAMBA et al., 2020); 

(v) avicultura (FIRLIEYANTI; CONNERTON; CONNERTON, 2016; USHANOV et 

al., 2020); 

(vi) aquicultura (DUARTE et al., 2018; DY; RIGANO; FINERAN, 2018; KALATZIS 

et al., 2016; LAANTO et al., 2015; MATEUS et al., 2014); 

(vii) apicultura (JOŃCZYK-MATYSIAK et al., 2020; YOST; TSOURKAS; AMY, 

2016);  

(viii) indústria de alimentos (EL-SHIBINY; EL-SAHHAR; ADEL, 2017; GANEGAMA 

ARACHCHI et al., 2013; GOODRIDGE; BISHA, 2011; GUTIÉRREZ et al., 2016; 

TOMAT et al., 2013); 

(ix) indústria de cosméticos (ABO-ELMAATY; EL DOUGDOUG; HAZAA, 2016); 

(x) saneamento, tratamento de águas e reuso de efluentes, para controle de 

biofouling em Reatores Biológicos a Membranas (MBR - Membrane Bioreactor) 

(BHATTACHARJEE et al., 2015), em membranas de osmose reversa (BELGINI 

et al., 2014; DIAS, 2014) e de ultrafiltração (GOLDMAN; STAROSVETSKY; 

ARMON, 2009). 

  

 No contexto da indústria do petróleo, o desenvolvimento e aplicação da 

tecnologia de bacteriófagos é mais recente, contudo, existem vários estudos 

relacionados ao tema, bem como algumas patentes já depositadas, cujo principal foco 

é, sobretudo, o controle das BRS (EYDAL et al., 2009; JOHNSON et al., 2017; 

SUMMER et al., 2011). 

  A utilização dos fagos como estratégia de controle de contaminações 

microbianas na indústria do petróleo pode conferir várias vantagens: (i ) podem reduzir 

significativamente as concentrações e a frequência de dosagem em relação aos 

produtos biocida (BORIE; ROBESON; GALARCE, 2014; LOC-CARRILLO; ABEDON, 
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2011); (i i ) possuem enzimas capazes de atacar diretamente a matriz dos biofilmes 

(KNECHT; VELJKOVIC; FIESELER, 2020); (i i i ) exercerem menor pressão seletiva 

que os agentes antimicrobianos, minimizando o surgimento de bactérias resistentes, 

além de evoluírem naturalmente no ambiente podendo ampliar seu espectro de 

hospedeiros (ELBREKI et al., 2014; KUTTER, 2009; LOC-CARRILLO; ABEDON, 

2011); e (i v ) 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 lítico, no qual os fagos infectam as células microbianas, 

replicam seu genoma, montam novas partículas virais infectivas e causam a lise da 

célula liberando novas partículas que irão infectar novas células, o próprio ciclo de 

multiplicação dos fagos é também uma de suas principais vantagens, pois após uma 

primeira aplicação, eles irão se manter no ambiente enquanto houver células 

hospedeiras presentes, reduzindo significativamente as concentrações e a frequência 

de dosagem em relação aos produtos biocidas, ou até mesmo tornando 

desnecessárias novas aplicações 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 à ruptura e completa desestruturação de biofilmes maduros pré-

estabelecidos. Esta é a principal característica explorada para os fagos não-

específicos selecionados para este estudo e pelos demais estudos do LIVM e 

CENPES cujos resultados levaram ao depósito da patente, BR 1 0 2020 0238 8 6 -8 , 

intitulada “PROCESSO DE PREPARO DE COMPOSIÇÕES DE BACTERIÓFAGOS, 

COMPOSIÇÕES DE BACTERIÓFAGOS E USO” (DIAS; DE PAULA; SOUSA, 2020). 

 Do ponto de vista ocupacional, por se tratar de vírus exclusivos de 

microrganismos procariotos, os fagos não possuem a capacidade de infectar células 

humanas (eucarióticas). Além disso, os fagos fazem parte natural do microbioma 

humano e são utilizados inclusive na Fagoterapia ou Terapia Fágica para o tratamento 

de infecções causadas por bactérias patogênicas (ALMEIDA; SUNDBERG, 2020; 

GORDILLO ALTAMIRANO; BARR, 2019; KUTTER et al., 2010). 

 Já existem até produtos farmacêuticos comerciais à base de fagos para o 

tratamento de problemas gastrointestinais, que podem ser ingeridos e prescindem de 
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prescrição médica (ELIAVA, 1923; LIFE EXTENSION, 2021). Além disso, segundo 

DEC; WERNICKI; URBAN-CHMIEL (2020), os fagos não deixam resíduos nos tecidos 

e não se faz necessário um intervalo de segurança entre as ingestões. Portanto, os 

fagos podem ser considerados produtos de baixo risco toxicológico quanto à sua 

manipulação por humanos (PIRNAY et al., 2015; WERNICKI; NOWACZEK; URBAN-

CHMIEL, 2017). 

 Do ponto de vista operacional, um produto à base de fagos tende a ser um 

produto de b a i x a  c o rro s i v i da de , uma vez que as partículas virais em si, não possuem 

ação direta sobre os metais e não é necessário incorporar produtos químicos de alta 

corrosividade na formulação dos coquetéis fágicos. Em contraste, produtos biocidas, 

principalmente aqueles contendo THPS, apresentam uma corrosividade elevada, o 

que em muitos casos inviabiliza seu uso em concentrações 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 relação aos produtos biocidas, uma vez que já se encontram naturalmente 

em abundância no meio ambiente (KEEN, 2012). Portanto, um eventual descarte ou 

acidente no meio ambiente, tende a ser depurado e entrar em equilíbrio natural. 

Contudo, não foram identificados estudos ecotoxicológicos ou de biodegradabilidade 

com formulações ou produtos comerciais à base de fagos de aplicação ambiental. 

Sendo assim, eles são extremamente necessários para um avanço da tecnologia. 

 Para fins regulatórios no Brasil, um produto à base de fagos não se enquadraria 

na mesma categoria dos biocidas, que são classificados como saneantes, mas sim 

como agentes biológicos de controle, a exemplo de inoculantes para a agricultura, que 

são regulamentados por uma INC (Instrução 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 resistência aos fagos pois possuem mecanismos 

celulares para combater as infecções fágicas (LABRIE; SAMSON; MOINEAU, 2010). 

Porém, sabe-se que as mutações em direção à resistência de um microrganismo a 

um fago específico são menos comuns do que no caso dos antibióticos e, além disso, 

se as bactérias resistentes a um fago aparecerem, é muito mais fácil encontrar outro 

fago do que descobrir ou sintetizar um novo antibiótico (ELBREKI et al., 2014). 
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 Na prática, a forma de minimizar essas possíveis desvantagens é a elaboração 

de formulações contendo vários fagos, ou seja, desenvolver coquetéis fágicos 

(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 fágicos poderiam ser customizados não só ao cenário de aplicação, como 

ao efeito do coquetel na comunidade microbiana após determinado tempo de 

aplicação, de modo a alternar a utilização de dois coquetéis, por exemplo. 

 Um indicativo da resistência microbiana ao fago é a presença de pró-fagos (ou 

sequências de pró-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 é denominado de ciclo lisogênico, 

no qual não há a produção de novas partículas virais nem a lise da célula hospedeira 

como ocorre no ciclo lítico. Quando o genoma do fago se encontra nessa condição, 

ele é denominado de pró-fago (LITTLE, 2014; OFIR; SOREK, 2018). 

 Os pró-fagos, além de replicarem seu genoma conforme a própria célula 

hospedeira se replica, também podem atuar em um processo denominado de 

conversão lisogênica, quando se induz a expressão de genes não essenciais, capazes 

de alterar o fenótipo e comportamento da célula hospedeira, tais como incrementar a 

patogenicidade, codificar fatores de virulência ou produzir toxinas, conferindo 

vantagens evolutivas mútuas (FEINER et al., 2015). 

 Em BRS, por exemplo, existem trabalhos que identificaram a presença de 128 

elementos pró-fagos ao analisar 47 genomas de 33 espécies do gênero Desulfovibrio, 

um dos gêneros de BRS mais encontrados em cenários de contaminações 

microbianas na indústria do petróleo (CRISPIM et al., 2018). 

 Por outro lado, no contexto ecológico e evolutivo natural do ecossistema das 

contaminações 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 presença 

dos pró-fagos nas bactérias relacionadas aos problemas operacionais, pode ser algo 

interessante, pois sucessivas infecções fágicas, bem como as variações ambientais 

nos sistemas de produção de petróleo e os agentes químicos utilizados, tanto podem 

induzir estes pró-fagos a entrar no ciclo lítico, quanto podem induzir eventos naturais 

de recombinação e serem incorporados nos fagos utilizados, possibilitando uma 

ampliação do espectro de hospedeiros.  
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 Condições de estresse para a célula microbiana, tais como choques de pH, 

salinidade e temperatura ou a presença de agentes químicos (como biocidas) ou 

físicos (como a radiação ultravioleta), capazes de provocar danos ao DNA e acionar 

a resposta SOS das células, podem induzir os pró-fagos a entrarem em ciclo lítico 

(CHATTERJEE; DUERKOP, 2019).  Estudos com uma BRS do gênero Desulfovibrio, 

que possui sequências de três pró-fagos em seu genoma, demonstraram a produção 

de VLPs (virus-like particles) por indução dos pró-fagos por mitomicina C e também 

identificaram a presença de genes dos pró-fagos em vesículas de membrana externa, 

que são capazes de se dispersar no biofilme e podem estar relacionadas com a 

transferência 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 bacteriófagos é a importância de serem feitos 

estudos abrangentes e contínuos de caracterização da diversidade microbiana, 

sobretudo nos diferentes cenários da indústria do petróleo, onde tais informações e 

sua correlação prática com os problemas ou eventos operacionais ainda é algo muito 

escasso (MEADEN; KOSKELLA, 2013).  

 As pesquisas quanto à aplicação de fagos para o controle de contaminações 

microbianas na PETROBRAS iniciaram-se como estudos prospectivos da ação dos 

fagos em bactérias formadoras de biofilmes em sistemas de osmose reversa de 

refinarias de petróleo e detecção e isolamento de fagos em amostras industriais 

(BELGINI et al., 2014; DIAS, 2014). Em seguida, tais estudos ganharam maior 

abrangência e passaram a focar na aplicação dos fagos para o controle de biofilmes 

e, em especial, de BRS em cenários de produção de petróleo.  

 Os resultados obtidos até o momento, além de demonstrarem a efetividade dos 

fagos sobre biofilmes e sobre BRS, demonstram como principal vantagem em 

comparação aos biocidas, que as concentrações necessárias, bem como as 

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

 

2. 8 .  AVALIAÇÃO DE POTENCIAIS IMPACTOS DO USO DE BACTERIÓFAGOS  

 Visando uma aplicação real de um produto à base de fagos em plataformas de 

petróleo, alguns parâmetros do produto são requisitos para se obter anuência para 

realização de testes piloto em campo. Posteriormente, esses parâmetros poderão 
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ser requisitos regulatórios para o registro e comercialização do produto. Já, outros 

parâmetros, relacionam-se diretamente a requisitos operacionais do cenário de 

aplicação. 

 Nesse contexto, algumas análises preliminares foram realizadas com o 

coquetel fágico selecionado nesse estudo, visto que não foram encontrados dados 

em literatura relativos a tais parâmetros com qualquer produto comercial à base de 

fagos, ou mesmo com soluções contendo um ou mais fagos. Produtos comerciais 

para a agricultura, por exemplo, apresentam esses parâmetros como riscos não 

conhecidos e produtos comerciais para a indústria de alimentos, por exemplo, 

adotam os parâmetros dos alimentos nos quais o produto fágico foi aplicado 

(INTRALYTIX, 2022; OMNILYTICS INC., 2022). 

 As análises preliminares realizadas abordaram os principais impactos 

potenciais que o uso de um produto em condições reais pode causar no meio 

ambiente ou na operação do sistema e/ou cadeia industrial onde o produto é 

aplicado. Os potenciais impactos avaliados foram divididos em dois tipos: (i ) 
i m p a c t o s  a m b i e n t a i s  e (i i ) i m p a c t o s  o p e ra c i o n a i s . 

 

2. 8 . 1 .  Im p a c t o s  a m b i e n t a i s  

 Os impactos ambientais avaliados abordaram (i ) a  e c o t o x i c i da de  e (i i ) a  

b i o de g ra da b i l i da de  do coquetel fágico para ambientes marinhos em comparação 

aos produtos biocidas à base de THPS tradicionalmente utilizados em plataformas 

de petróleo offshore no Brasil. 

 A ecotoxicologia é a ciência que estuda o efeito dos agentes químicos, físicos 

e biológicos sobre os organismos vivos e se baseia na realização de bioensaios 

(testes ecotoxicológicos), utilizando organismos teste de diferentes níveis tróficos, 

para monitoramento e avaliação da qualidade da água (CALOW, 1998; ZAGATTO; 

BERTOLETTI, 2008). 

 Os testes ecotoxicológicos são normalmente empregados na avaliação da 

contaminação e potencial impacto de efluentes, permitindo a obtenção de um 

resultado referente ao efeito sinérgico ou antagônico dos diferentes compostos 

poluidores presentes, mas também podem ser aplicados para se avaliar o efeito de 

uma determinada substância ou de um produto (LOMBARDI, 2004; MAGALHÃES; 

FERRÃO-FILHO, 2008). 
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  No Brasil, a Resolução 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente - 

CONAMA 357 (CONAMA, 2005) dispõe sobre a classificação dos corpos de água e 

fornece diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as 

condições e padrões de lançamento de efluentes. Nela, ensaios ecotoxicológicos 

estão definidos como sendo “ensaios realizados para determinar o efeito deletério 

de agentes físicos ou químicos a diversos organismos aquáticos” (artigo 2º, 

parágrafos XXI). Ela também define que não se deve verificar efeito ecotóxico agudo 

ou crônico a organismos, de acordo com os critérios estabelecidos pelo órgão 

ambiental competente, sendo que isso deve ser comprovado pela realização de 

testes ecotoxicológicos padronizados. 

 Em caráter complementar, em 2011, foi publicada a Resolução CONAMA 430 

(CONAMA, 2011), que dispõe sobre as condições e padrões de lançamento de 

efluentes e traz a definição de testes de ecotoxicidade como sendo os “métodos 

utilizados para detectar e avaliar a capacidade de um agente tóxico provocar efeito 

nocivo, utilizando bioindicadores dos grandes grupos de uma cadeia ecológica” 

(artigo 4º, parágrafo XIII). A CONAMA 430 passa a ser um pouco mais específica 

por estabelecer que os critérios de ecotoxicidade, devem utilizar organismos 

aquáticos de pelo menos dois níveis tróficos (artigo 18, inciso 1). Contudo, nenhuma 

resolução estabelece ou restringe quais organismos teste devem ser utilizados. 

 O tipo de ensaio ecotoxicológico, portanto, pode ser um critério definido pelo 

órgão ambiental competente do estado da federação em que se encontra o 

empreendimento, sendo variável em função do tipo de empreendimento e setor 

industrial, podendo ainda ser diferente entre empreendimentos de mesma natureza 

a depender da localidade e sensibilidade ambiental da região, o que, via de regra, é 

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 órgão ambiental. 

 Vários ensaios ecotoxicológicos padronizados são adotados no Brasil e 

possuem norma técnica da ABNT – Associação Brasileira de Normas Técnicas 

(ABNT, 2022a), que por sua vez possui um comitê técnico específico para tais 

ensaios, o comitê ABNT/CEE-106 - Análises Ecotoxicológicas.  

 As normas brasileiras para ensaios ecotoxicológicos utilizados tanto para 

avaliação da ecotoxicidade aguda quanto crônica, para organismos marinhos e de 

água doce, encontram-se listadas nas Ta b e l a s  6  e  7 , respectivamente. 
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Ta b e l a  6 .  Normas da ABNT para ensaios ecotoxicológicos aquáticos utilizados na 
avaliação da ecotoxicidade aguda e crônica em organismos marinhos (ABNT, 
2022a).  

En s a i o s  e c o t o x i c o l ó g i c o s  p a ra  o rg a n i s m o s  
m a ri n h o s  Org a n i s m o s  t e s t e  

Ec
ot

ox
ic

id
ad

e 
ag

ud
a 

NBR 1 5 4 1 1 -1 :2021 - Ecotoxicologia aquática - 
Efeito inibitório sobre a bioluminescência de Vibrio 
fischeri. Parte 1: Método utilizando bactérias recém-
cultivadas (ABNT, 2021a). 

Vibrio fischeri  
NBR 1 5 4 1 1 -2:2021 - Ecotoxicologia aquática - 
Efeito inibitório sobre a bioluminescência de Vibrio 
fischeri. Parte 2: Método de ensaio utilizando 
bactérias desidratadas (ABNT, 2021b). 
NBR 1 5 4 1 1 -3:2021 - Ecotoxicologia aquática - 
Efeito inibitório sobre a bioluminescência de Vibrio 
fischeri. Parte 3: Método utilizando bactérias 
liofilizadas (ABNT, 2021c). 
NBR 1 5 308 :2017 - Ecotoxicologia aquática - 
Toxicidade aguda - Método de ensaio com misídeos 
(Crustacea) (ABNT, 2017). 

Misidopsis juniae 
Mysidium gracile 

NBR 1 6 5 30:2021 - Ecotoxicologia aquática - 
Toxicidade aguda - Método de ensaio com Artemia 
sp (Crustacea, Brachiopoda) (ABNT, 2021f). 

Artemia sp 

NBR 1 6 7 23:2021 - Ecotoxicologia aquática - 
Método de ensaio com copépodos marinhos e 
estuarinos (Copepoda, Crustacea) (ABNT, 2021d). 

Acartia sp 
Nitocra sp 
Tisbe sp 

Ec
ot

ox
ic

id
ad

e 
cr

ôn
ic

a 

NBR 1 5 35 0:2020 - Ecotoxicologia aquática - 
Toxicidade crônica de curta duração - Método de 
ensaio com ouriço-do-mar (Echinodermata: 
Echinoidea) (ABNT, 2020). 

Echinometra lucunter  

NBR 1 6 4 5 6 :2022 - Ecotoxicologia aquática - 
Toxicidade crônica - Método de ensaio de curta 
duração com embriões de mexilhões (Mollusca - 
Bivalvia) (ABNT, 2022e). 

Perna perna 

NBR 1 6 1 8 1 :2021 - Ecotoxicologia aquática - 
Toxicidade Crônica - 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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Ta b e l a  7 .  Normas da ABNT para ensaios ecotoxicológicos aquáticos utilizados na 
avaliação da ecotoxicidade aguda e crônica em organismos de água doce (ABNT, 
2022a).  
En s a i o s  e c o t o x i c o l ó g i c o s  p a ra  o rg a n i s m o s  de  á g u a  
do c e  Org a n i s m o  t e s t e  

Ec
ot

ox
ic

id
ad

e 
ag

ud
a 

NBR 1 5 4 1 1 -1 :2021 - Ecotoxicologia aquática - 
Efeito inibitório sobre a bioluminescência de Vibrio 
fischeri. Parte 1: Método utilizando bactérias recém-
cultivadas (ABNT, 2021a). 

Vibrio fischeri  

NBR 1 5 4 1 1 -2:2021 - Ecotoxicologia aquática - 
Efeito inibitório sobre a bioluminescência de Vibrio 
fischeri. Parte 2: Método de ensaio utilizando 
bactérias desidratadas (ABNT, 2021b). 
NBR 1 5 4 1 1 -3:2021 - Ecotoxicologia aquática - 
Efeito inibitório sobre a bioluminescência de Vibrio 
fischeri. Parte 3: Método utilizando bactérias 
liofilizadas (ABNT, 2021c). 
NBR 1 27 1 3:2021 - Ecotoxicologia aquática: 
Toxicidade aguda - Método de ensaio com Daphnia 
spp (Cladocera, Crustacea) (ABNT, 2022b). 

Daphnia similis 

NBR 1 5 . 08 8 :2022 - Ecotoxicologia aquática - 
Toxicidade aguda - Método de ensaio com peixes 
(Cyprinidae) (ABNT, 2022c). 

Danio Rerio 
Pimephales promelas 
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NBR 1 337 3:2022 - Ecotoxicologia aquática - 
Toxicidade crônica - Método de ensaio com 
Ceriodaphnia spp, (Crustacea, Cladocera) (ABNT, 
2022d). 

Ceriodaphnia dubia 

NBR 1 5 4 9 9 :2022 - Ecotoxicologia aquática - 
Toxicidade crônica de curta duração - Método de 
ensaio com peixes (ABNT, 2022c). 

Danio rerio 
Pimephales promelas 

NBR 1 26 4 8 :2018 - Ecotoxicologia aquática - 
Toxicidade crônica - Método de ensaio com algas 
(Chlorophyceae) (ABNT, 2018). 

Chlorella vulgaris 
Desmodesmus 

subspicatus 
 Monoraphidium 

dybowskii 
Raphidocelis 
subcapitata 

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

dos fagos, foram realizados ensaios ecotoxicológicos através de testes pelo sistema 

Microtox® (MICROBICS CORPORATION, 1992), conforme a norma ABNT-NBR 

15411-3: Ecotoxicologia Aquática - Efeito inibitório sobre a bioluminescência de 

Vibrio fischeri. Parte 3: Método utilizando bactérias liofilizadas (ABNT, 2021c). 

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

substância ou produto utilizando como organismo teste a bactéria V. fischeri, uma 
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bactéria marinha, não patogênica, que emite luminescência como parte natural de seu 

metabolismo (CALOW, 1998; DE ZWART; SLOOFF, 1983).  

O teste de ecotoxicidade, portanto, se baseia na redução da emissão de 

bioluminescência quando a bactéria é exposta a um composto tóxico, conforme 

observado na imagem da Fi g u ra  28  (ALS, 2018). 

 

 
Fi g u ra  28 .  Redução da bioluminescência emitida em função do aumento na 
concentração de uma substância tóxica em avaliação através de ensaio pelo sistema 
Microtox® (ALS, 2018). 
 

Quanto menor for a luminescência observada, maior será a ecotoxicidade da 

substância ou produto em avaliação, conforme representação esquemática da Fi g u ra  
29  (adaptado de GARCIA-ORDIALES et al., 2019).  

 

 
Fi g u ra  29 .  Representação esquemática do princípio do método de ensaio 
ecotoxicológico do sistema Microtox®, baseado na emissão de luminescência pela 
bactéria Vibrio fischeri, quanto menor a bioluminescência observada, maior a 
ecotoxicidade da substância ou produto em avaliação (adaptado de GARCIA-
ORDIALES et al., 2019). 
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O resultado de testes de ecotoxicidade aguda em geral é expresso como 

concentração de efeito, de inibição ou letal a 50% dos organismos (CE50, CI50 ou 

CL50), ou seja, a concentração do produto que causou efeito, inibiu ou matou 50% da 

população 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 concentração da amostra em que a bioluminescência foi reduzida pela 

metade em relação ao controle (MICROBICS CORPORATION, 1992). 

A bactéria V. fischeri é um dos organismos teste mais utilizados em 

ecotoxicologia devido à sua sensibilidade, relevância ecológica e adaptação a 

variações de salinidade, permitindo seu uso tanto para ambientes marinhos, quanto 

de água doce. Além disso, é um ensaio de fácil e rápida execução (DE ZWART; 

SLOOFF, 1983; GHIRARDINI et al., 2009; PÉREZ et al., 2012). Neste estudo, os 

ensaios foram realizados com água do mar, visto que tais resultados pretendem 

subsidiar um futuro teste piloto com o coquetel fágico em uma plataforma de petróleo 

offshore.  

Ainda em relação à legislação, no caso de plataformas de petróleo, existe 

também uma resolução específica, a Resolução CONAMA 393 (CONAMA, 2007), que 

dispõe sobre o descarte contínuo de água de processo ou de produção em 

plataformas marítimas de petróleo. Ela também traz uma definição genérica de 

ensaios ecotoxicológicos (artigo 2º, parágrafo V) e determina o “monitoramento 

semestral da água produzida a ser descartada”, tendo como parâmetro mínimo a 

ecotoxicidade crônica para organismos marinhos (artigo 10º, parágrafo IV). 

De modo geral, segundo a CONAMA 393, o tratamento da água de produção 

descartada no mar em plataformas de petróleo consiste apenas no seu 

enquadramento quanto ao residual de TOG (média mensal de até 29 mg/L, com valor 

máximo diário de 42 mg/L) e prevê um monitoramento dos parâmetros químicos, bem 

como da ecotoxicidade crônica a ser encaminhado semestralmente ao órgão 

ambiental. Porém, na prática, geralmente esse monitoramento é realizado com maior 

frequência e a ecotoxicidade aguda também é monitorada. 

Além disso, caso ocorra a necessidade de utilização de qualquer produto 

químico no processo de produção do petróleo, sobretudo passível de partição na água 

de produção a ser descartada no mar e que não esteja previsto no licenciamento 

ambiental da plataforma, o órgão ambiental deve ser informado, cabendo a ele prover 
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anuência quanto à utilização 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 fágico utilizado neste estudo, em futuros testes piloto em plataformas de 

petróleo, pressupõe-se a necessidade de se obter a anuência prévia do órgão 

ambiental para este fim e, portanto, se torna imprescindível a avaliação do coquetel 

fágico quanto aos aspectos de sua potencial ecotoxicidade e biodegradabilidade, 

sendo de interesse mais imediato que tais avaliações sejam feitas com organismos 

teste marinhos. 

A biodegradabilidade por sua vez, ainda que não seja um parâmetro 

explicitamente exigido pela CONAMA 393, trata de uma característica normalmente 

requerida para avaliação ambiental de qualquer produto utilizado industrialmente e, 

nesse caso, essencial para se obter a anuência do órgão ambiental para realização 

de estudos em campo em plataformas de petróleo, sendo também um requisito de 

qualificação dos fornecedores de produtos químicos a serem utilizados em 

plataformas. 

Visando um futuro registro de um coquetel fágico para uso industrial, todos os 

produtos comercializados no país, estão sujeitos ao atendimento da Norma Brasileira 

NBR 14725, que trata das informações de segurança, saúde e meio ambiente exigidas 

na classificação de produtos químicos transportados e comercializados em território 

nacional (ABNT, 2009b) e, portanto, serve como base para as análises que devem ser 

realizadas em novos produtos em desenvolvimento para sua futura aprovação, 

registro e comercialização. 

Além de parâmetros fisico-químicos e toxicológicos do produto, a NBR 14725, 

contempla as análises de ecotoxicidade e biodegradabilidade e indica os principais 

testes de referência que devem ser preferencialmente utilizados (ABNT, 2009a), os 

quais, em sua maior parte, referem-se aos testes padronizados das diretrizes para 

testes de produtos químicos da OECD - Organisation for Economic Co-operation and 

Development (OECD, 2002). 

Como teste padrão de biodegradabilidade a NBR 14725 indica o teste no 301 

da OECD: Ready biodegradability (OECD, 1992a) referente à biodegradabilidade para 

solo e ambientes de água doce, uma vez que a NBR tem como foco o transporte 

terrestre de produtos químicos em território nacional (ABNT, 2009a). 
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Contudo, no contexto de estudos ambientais e especificamente relacionados a 

plataformas de petróleo, os ensaios de biodegradabilidade devem priorizar a 

biodegradabilidade para ambientes marinhos, sendo, portanto, realizados segundo o 

teste no 306: Biodegradability in Seawater (Biodegradabilidade em água do mar) da 

OECD (OECD, 1992b). 

A biodegradabilidade consiste na susceptibilidade de um determinado 

composto sofrer degradação por ação microbiana (biodegradação), sendo que o 

processo de biodegradação decorre da atuação sinérgica de diferentes grupos 

microbianos que se utilizam de diversas vias metabólicas (ZAGATTO; BERTOLETTI, 

2008).  

Conhecer a biodegradabilidade de um composto ou produto é uma informação 

importante para a avaliação do seu comportamento ecológico e fundamental pelo 

simples fato de que uma substância degradável não causará risco a longo prazo para 

o meio ambiente (PAGGA, 1997). 

A biodegradabilidade de um determinado composto no meio ambiente, é 

influenciada por diversos fatores, tais como: (i ) características físicas do composto, 

como solubilidade em água; (i i ) características químicas do composto, como massa e 

estrutura molecular, (i i i ) presença de determinados grupos funcionais mais ou menos 

susceptíveis à ação enzimática; e (i v ) presença e abundância de microrganismos 

adequados no meio ambiente (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). 

No caso de um coquetel fágico, o produto basicamente será composto pelas 

partículas 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 fácil e rápida assimilação, tais como triptona, glicose, lactato, acetato, 

além de sais minerais e de aminoácidos e vitaminas essenciais, normalmente 

fornecidos pelo extrato de levedura (KRISCH; PRERE; TETART, 2012). Esta é uma 

das razões, pelas quais os fagos são considerados de baixa ecotoxicidade e alta 

biodegradabilidade pela literatura científica em geral (DEC; WERNICKI; URBAN-

CHMIEL, 2020; KUTTER et al., 2010; LOC-CARRILLO; ABEDON, 2011; WRIGHT et 

al., 2009).  

Contudo, não foram encontradas publicações até o momento, nas quais 

ensaios ecotoxicológicos ou de biodegradabilidade tenham sido realizados de fato em 

produtos comerciais à base de fagos ou mesmo soluções contendo um ou mais fagos, 

quer seja por métodos padronizados reconhecidos internacionalmente ou não, 
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tornando o estudo desses parâmetros, ainda que de modo preliminar, algo de extrema 

relevância não só do ponto de vista da aplicação e avanço da tecnologia, mas também 

como algo de interesse e aprofundamento científico e acadêmico. 

 

2. 8 . 2.  Im p a c t o s  o p e ra c i o n a i s  

 Quanto aos potenciais impactos operacionais, análises realizadas nesse 

estudo, avaliaram (i ) a  c o rro s i v i da de  do coquetel fágico e (i i ) o seu efeito no 

t ra t a m e n t o  b i o l ó g i c o  de  á g u a  de  p ro du ç ã o . 

 O grau de corrosividade, refere-se ao potencial do produto em provocar 

corrosão generalizada e consequente perda de espessura do material metálico. Os 

produtos biocidas em geral (mesmo os biocidas não oxidantes), normalmente 

possuem pH baixo e tendem a reduzir o pH dos fluidos onde são dosados, provocando 

problemas de corrosão nos sistemas, principalmente no sistema de dosagem do 

biocida (KEASLER et al., 2017; SHARMA et al., 2017). 

 Sendo assim, a avaliação da corrosividade do produto em si, é essencial para 

a qualificação de qualquer novo produto antimicrobiano candidato ao uso na indústria 

do petróleo, ou seja, um novo produto biocida ou qualquer outro produto alternativo, 

cujo objetivo seja controlar ou mitigar os efeitos da contaminação microbiana, não 

deve incrementar a corrosividade do fluido acima dos níveis já ocasionados pelos 

produtos convencionalmente utilizados.  

 A corrosividade de fluidos na indústria do petróleo é classificada com base na 

Taxa de Corrosão (Ta b e l a  8 ) segundo a Norma NACE SP07 7 5 -201 8 -SG: Preparation, 

Installation, Analysis, and Interpretation of Corrosion Coupons in Oilfield Operations 

(NACE INTERNATIONAL, 2018), recomendada pela NACE International - National 

Association of Corrosion Engineers (Associação Nacional de Engenheiros de 

Corrosão), que recentemente se fundiu com a SSPC - The Society for Protective 

Coatings (Sociedade para Revestimentos de Proteção) e atualmente é denominada 

de AMPP - Association for Materials Protection and Performance (Associação para 

Proteção e Performance de Materiais). 
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Ta b e l a  8 .  Classificação da corrosividade de fluidos na indústria do petróleo segundo 
Norma NACE SP0775-2018-SG (NACE INTERNATIONAL, 2018). 

Ta x a  de  Co rro s ã o  (m m / a n o ) Co rro s i v i da de  
≥ 0,25 Severa 

0,13 a 0,25 Alta 

0,025 a 0,12 Moderada 

≤ 0,025 Baixa 

 

Na maior parte dos sistemas de plataformas de petróleo no Brasil, o produto 

biocida de referência é o THPS 75%, sendo assim, qualquer outro produto 

antimicrobiano para ser qualificado para este uso, deve ter sua corrosividade 

comparada à do THPS 75%. No caso de tanques de plataformas, especificamente, a 

taxa de corrosão do produto puro não deve ser maior que 0,5 mm/ano, considerando 

o aço 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 avaliação da corrosividade costumam ser 

customizados, podendo ser realizados de várias formas, frente a diferentes materiais 

metálicos e sob diversas condições físico-químicas. Contudo, em linhas gerais, uma 

avaliação comparativa da corrosão generalizada e uniforme provocada por produtos 

químicos em si, pode ser rapidamente feita através de ensaios de imersão de curta 

duração (5 a 7 dias). Já uma avaliação considerando uma potencial corrosão 

localizada, não uniforme, como é característica da corrosão microbiológica, deve ser 

feita preferencialmente em ensaios de longa duração (30 a 90 dias), de modo a 

permitir a nucleação de pits e, consequentemente, uma análise comparativa 

consistente da densidade e profundidade desses pits. 

 Sendo assim, em uma avaliação da corrosividade de um coquetel fágico em 

comparação a produtos biocidas comerciais, ainda que inicialmente a avaliação 

pretendida tenha por objetivo apenas a comparação dos produtos em si em um ensaio 

abiótico, é indicado que sejam realizados ensaios com um período de duração de pelo 

menos 30 dias, de modo a permitir uma comparação direta dos resultados em ensaios 

bióticos no futuro. 

 Já em relação à avaliação de um potencial impacto do coquetel fágico em um 

sistema biológico de tratamento de água de produção de terminais terrestres 



104 
 

 

aquaviários de petróleo, os ensaios visam avaliar um potencial efeito dos fagos sobre 

a atividade de remoção de amônia (NH4+) pela microbiota do lodo biológico, visto que 

este é o principal processo desses sistemas e o mais susceptível a impactos que 

podem levar ao desenquadramento do efluente final tratado restringindo seu descarte 

(FAKHRU’L-RAZI et al., 2009b). 

 Processos biológicos são amplamente utilizados para remoção de amônia em 

efluentes industriais e águas residuárias não salinas, onde a atividade microbiológica 

é conhecida e controlada pelos parâmetros de processo dos sistemas de tratamento 

(VON SPERLING, 2016; YE et al., 2018). Entretanto, a presença de sal é um fator 

limitante para processos biológicos, posto que a salinidade tende a afetar a atividade 

metabólica dos microrganismos, reduzindo seu crescimento e as taxas de oxidação 

da amônia (ASLAN; SIMSEK, 2012; MOUSSA et al., 2006). 

 De modo geral, o objetivo do tratamento biológico é remover a amônia do 

efluente através da transformação do nitrogênio orgânico em nitrogênio molecular 

(N2). Em sistemas de tratamento convencionais, esse processo é realizado através da 

atividade de bactérias nitrificantes (nitrificação) e desnitrificantes (desnitrificação). A 

nitrificação ocorre em condições aeróbias, onde bactérias nitrificantes convertem a 

amônia em nitrito (NO2-) e posteriormente a nitrato (NO3-) e a desnitrificação ocorre 

em condições anóxicas, onde as bactérias desnitrificantes convertem o NO3- a N2, 

conforme a sequência de reações 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). 

NH 3  +   H 2O      →       NH 4 +   +   OH - 

2NH 4 +   +   3O2      →       2NO2-  +    2H +  +  2H 2O  +   e n e rg i a  
2NO2-  +   O2      →       2NO3-  +   e n e rg i a  

2NO3-  +    2H +      →       N2  +   2, 5 O2  +   H 2O 
 

 Em relação à legislação ambiental, para o adequado tratamento e descarte no 

mar da água de produção de plataformas de petróleo, de modo geral, basta o 

tratamento para enquadramento do TOG conforme CONAMA 393 (CONAMA, 2007). 

Contudo, a partir do momento que essa água chega aos terminais em terra, a 

legislação pertinente passa a ser a CONAMA 430, que dispõe sobre condições, 

parâmetros, padrões e diretrizes para gestão do lançamento de efluentes em corpos 

de água receptores. Portanto, vários parâmetros além do TOG precisam ser 
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atendidos, dentre eles a concentração de amônia, que precisa ser enquadrada, sendo 

o valor máximo permitido 20 mg/L (CONAMA, 2011). 

 As estações de tratamento de efluentes (ETE) de terminais aquaviários de 

petróleo por rota biológica, foram introduzidas no Brasil no início da década de 2010, 

para ampliar a eficiência, robustez e capacidade de tratamento da água produzida, 

uma vez que comparado aos tratamentos químicos, o processo biológico além de ser 

um sistema robusto e de boa eficiência, possui menor custo e risco operacional, com 

menor consumo de produtos químicos e menor necessidade de disposição de 

resíduos 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 águas convencionais do próprio terminal (águas separadas nos 

processos de offloading e dos tanques) e, em sua maior parte, para permitir o 

tratamento de água produzida (não enquadrada para descarte em mar) proveniente 

diretamente de plataformas (com o objetivo de manter os níveis de produção de 

petróleo, sobretudo em reservatórios de campos maduros). 

 As unidades de tratamento biológico das ETEs consistem de reatores em 

bateladas sequenciais e o sistema como um todo compreende: (i ) t a n q u e  de  c a rg a , 

onde todas as correntes de água a serem tratadas se misturam e são armazenadas 

para alimentar o sistema; (i i ) f l o t a do r, que faz a separação de óleo residual; (i i i ) 
t a n q u e  de  e q u a l i z a ç ã o , que regula a vazão de alimentação e onde também ocorre a 

bio-oxidação de sulfetos; (i v ) re a t o re s  b i o l ó g i c o s , onde ocorre a maior parte dos 

processos biológicos principais, ou seja, remoção de carbono e amônia (nitrificação e 

desnitrificação); (v ) re m o ç ã o  de  b á ri o  residual por processo químico; (v i ) c e n t rí f u g a  
de  l o do  o rg â n i c o , para descarte do lodo residual dos reatores biológicos; (v i i ) 
c e n t rí f u g a  de  l o do  i n o rg â n i c o , para descarte do lodo proveniente da remoção de 

bário; (v i i i ) f i l t ro  de  a re i a  e (i v ) de s c a rt e , por emissário submarino, do efluente 

tratado (Fi g u ra  30).  
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Fi g u ra  30.  Fluxograma esquemático do sistema de tratamento biológico de água de 
produção em terminais aquaviários de petróleo no Brasil. 
 

 O grande desafio desses sistemas foi a adaptação de um lodo biológico estável 

e operacionalmente eficiente para a remoção de amônia em salinidades mais 

elevadas (em torno de 45 a 55 g/L de NaCl) que da própria água do mar (35 g/L), uma 

vez que isso não foi possível de ser alcançado de forma convencional, ou seja, 

utilizando-se o descarte de lodo biológico de outras ETEs para a partida. 

 Essa partida convencional não foi possível na época pois, (i ) não existia 

nenhuma outra ETE em condições salinas de tratamento biológico de água de 

produção; (i i ) nem o lodo biológico de refinarias de petróleo, nem de estações de 

tratamento de esgoto, foram capazes de se adaptar eficientemente a tais condições 

de salinidade; e, (i i i ) dada a dimensão da ETE de um terminal, o volume mínimo de 

lodo necessário para tal partida era inviável em termos logísticos, econômicos e 

operacionais. 

 A Fi g u ra  31  ilustra a dimensão dos reatores biológicos de uma ETE de 

tratamento de água de produção em terminais aquaviários de petróleo (SOUSA, 

2017). 

 



107 
 

 

  
Fi g u ra  31 .  Reator biológico em fase de aeração de uma ETE de tratamento de água 
de produção em terminal aquaviário de petróleo (SOUSA, 2017). 
 

 Sendo assim, um amplo estudo de caracterização de diferentes lodos 

biológicos e estratégias de aclimatação foram conduzidos em escala laboratorial e 

piloto, até se chegar a um processo que permitiu a construção das ETEs através de 

unidades industriais prévias para geração e aclimatação de um inóculo de lodo 

biológico adaptado a maiores salinidades (QUARTAROLI et al., 2017a, 2017b; SILVA 

et al., 2018). 

 Atualmente existem duas ETEs com sistemas biológicos de tratamento em 

terminais aquaviários de petróleo, localizadas em São Sebastião (SP) e em Angra dos 

Reis (RJ), conforme ilustrado na Fi g u ra  32 (TRANSPETRO, 2022). 

 



108 
 

 

 
Fi g u ra  32.  Localização dos terminais aquaviários de petróleo, São Sebastião (SP) e 
Angra dos Reis (RJ) com sistema biológico de tratamento de água de produção 
(TRANSPETRO, 2022). 
  

 Ambas as ETEs operam, desde sua partida, atendendo eficientemente a 

remoção de amônia (com taxas bem próximas a 99%) e o enquadramento adequado 

do efluente final (amônia ≤ 20 mg/L para São Sebastião e ≤ 5 mg/L para Angra dos 

Reis), tratando assim, toda a água produzida transportada isoladamente por navios 

provenientes diretamente de plataformas nacionais.  

 Contudo, com o aumento contínuo da produção de petróleo na camada pré-sal, 

existe uma previsão de um aumento crescente nas concentrações salinas das águas 

de produção, que em alguns reservatórios pode atingir condições hipersalinas 

chegando até 290 mg/L de NaCl (ANDRADE et al., 2015; REBELLO; SIEPMAN; 

DREXLER, 2020). Isso poderá impactar significativamente o tratamento pela rota 

biológica. Por esse motivo, encontram-se em andamento projetos de P&D para prever 

os possíveis impactos desse aumento de salinidade e desenvolver alternativas 

tecnológicas para lidar com essa questão no futuro. 

 Esses estudos demonstraram até o momento, que com estratégias 

operacionais adequadas, o sistema biológico é capaz de garantir o tratamento, em 

concentrações salinas de até 140 g/L de NaCl, mantendo os níveis atuais de 

eficiência, através da aclimatação e seleção de uma microbiota composta por 

microrganismos nitrificantes heterotróficos/desnitrificantes aeróbios (NH/DA), 

adaptada e resistente a condições hipersalinas de até 200 g/L (SOUZA et al., 2022). 
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 A remoção da amônia por microrganismos NH/DA têm a vantagem adicional de 

utilizar fontes de matéria orgânica, com isso, é possível remover, além da amônia, o 

carbono orgânico do efluente. Além disso, microrganismos NH/DA apresentam 

tolerância ao oxigênio tanto na etapa da nitrificação quanto na desnitrificação e, por 

isso, os mesmos microrganismos são capazes de realizar o processo completo de 

conversão da amônia a nitrogênio 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 relevância dos sistemas biológicos de 

tratamento de água de produção, um estudo preliminar relevante deve buscar a 

avaliação de um potencial impacto da utilização do coquetel fágico em plataformas de 

petróleo sobre o processo de nitrificação. É relevante também, que este tipo de estudo 

considere ambos os cenários, o atual, com salinidades na faixa de 45 a 55 g/L de NaCl 

e um possível cenário futuro de tratamento de água hipersalinas, devido às águas 

produzidas do pré-sal com salinidades acima de 100 g/L de NaCl. 

 Tal como para a avaliação da ecotoxicidade e da biodegradabilidade citadas 

anteriormente, não foram encontradas quaisquer referências científicas que tenham 

avaliado bacteriófagos quanto ao seu impacto indireto em microbiotas industriais e/ou 

naturais do universo de aplicação proposto, sendo assim, quaisquer dados obtidos, 

ainda que preliminares, poderão direcionar estudos futuros mais detalhados. 
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3.  OBJ ETIVOS 
 

3. 1 .  OBJ ETIVO GERAL 

 Avaliar bacteriófagos: (i ) e m  s i s t e m a s  p i l o t o  l a b o ra t o ri a i s  de  f l u x o  di n â m i c o  
(Loopings), visando sua ação sobre biofilmes pré-estabelecidos na superfície de 

cupons metálicos; e (i i ) q u a n t o  a  p o s s í v e i s  i m p a c t o s  a m b i e n t a i s  e  o p e ra c i o n a i s  

decorrentes de seu uso em campo. 

 

3. 2.  OBJ ETIVOS ESPECÍFICOS 

(i) Selecionar um coquetel fágico com base em estudos e resultados laboratoriais 

já realizados e/ou em andamento, com foco na viabilidade do escalonamento 

da sua produção comercial e abrangência de aplicabilidade em campo na 

indústria do petróleo; 

(ii)  Avaliar o efeito do coquetel fágico na redução de biofilmes (de culturas mistas 

de BRS, representativas de tanques de plataformas de petróleo críticos em 

geração de H2S e MIC), pré-estabelecidos em cupons de aço carbono, visando 

validar uma concentração de dosagem pré-selecionada;  

(iii) Avaliar a redução na geração de H2S pela utilização do coquetel fágico, visando 

estimar a redução no consumo de sequestrante de H2S;  

(iv) Avaliar a redução na taxa de corrosão do aço carbono pela utilização do 

coquetel fágico, visando considerar a extensão da vida útil de materiais e 

minimizar riscos de ocorrência de falhas, furos e vazamentos;  

(v) Avaliar o coquetel fágico quanto a potenciais impactos ambientais, do ponto de 

vista da ecotoxicidade e biodegradabilidade;  

(vi) Avaliar o coquetel fágico quanto a potenciais impactos operacionais, do ponto 

de vista da corrosividade e da inibição do processo biológico de tratamento da 

água de produção.  
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4 .  MATERIAS E MÉTODOS 
 

4 . 1 .  AMOSTRAGEM  

 Amostragens de água de produção, para obtenção de inóculos microbianos 

representativos dos cenários de tanques de plataformas, foram realizadas em tanques 

de duas plataformas distintas, que apresentavam histórico de biocorrosão e geração 

biogênica de H2S. 

 A primeira amostragem foi realizada em um t a n q u e  slop de uma plataforma do 

tipo FPSO - Floating Production Storage and Offloading (Fi g u ra  33) e a segunda 

amostragem foi realizada em t a n q u e s  de  a rm a z e n a m e n t o  de petróleo de uma 

plataforma do tipo FSO - Floating Storage and Offloading (Fi g u ra  34 ).  
 

 
Fi g u ra  33.  Plataforma do tipo FPSO (Floating Production Storage and Offloading), na 
qual foram coletadas amostras do um tanque slop para obtenção de inóculos 
microbianos (HEFTOS, 2021).  
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Fi g u ra  34 .  Plataforma do tipo FSO (Floating Storage and Offloading), na qual foram 
coletadas amostras de tanques de armazenamento de petróleo para obtenção de 
inóculos microbianos (TECHNOBRAS, 2021). 
 

 Estas plataformas operam no campo de Marlim, um campo gigante de águas 

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 São Tomé, no 

litoral norte do Estado do Rio de Janeiro (Fi g u ra  35 ). A área abrange cerca de 257,63 

km² distribuídos numa lâmina d´água média de 800 m, variando de 620 e 1.050 m. O 

reservatório se encontra a uma profundidade de 2.631 m e produz óleo entre 17 e 24° 

API, apresentando elevados índices de produtividade (ANP, 2016). 
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Fi g u ra  35 .  Mapa de localização do Campo de Marlim, Rio de Janeiro, Brasil (ANP, 
2016). 
 

 Ambas as plataformas operam desde o início 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 produção apenas dos poços conectados 

a ela, portanto a contaminação microbiana encontrada em seus sistemas de superfície 

provavelmente é proveniente dos próprios poços produtores e se intensifica no tanque 

slop, pois lá os microrganismos encontram condições mais favoráveis de proliferação 

em função das características operacionais inerentes a esse sistema. 

 Já a plataforma do tipo FSO recebe a produção de outras plataformas desse 

mesmo campo através de oleodutos. Portanto, a contaminação microbiana presente 

em seus tanques pode ser proveniente de diferentes unidades e dos próprios 

oleodutos, intensificando-se devido à proliferação dos microrganismos em função do 

tempo de residência e da recirculação entre os tanques de armazenamento conforme 

a dinâmica das atividades operacionais.  

 O petróleo de ambas as plataformas é escoado através de navios aliviadores e 

para realizar o procedimento operacional de offloading, ou seja, a transferência do 

petróleo da plataforma para o navio aliviador, é necessário enquadrar o H2S no óleo 
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ao limite de 5 ppm (mg/kg), utilizando produtos sequestrantes de H2S, sempre que 

necessário.   

 O monitoramento dos teores de H2S no petróleo é realizado a bordo como 

rotina, sempre precedendo o início da operação de offloading. O sequestrante de H2S 

é dosado durante a transferência do petróleo para o navio aliviador e a concentração 

dosada varia em função dos níveis de H2S observados nas análises e em função do 

tipo de sequestrante utilizado.  

 Para atender ao limite de enquadramento do H2S no petróleo, reduzir o 

consumo do sequestrante de H2S e minimizar os problemas de corrosão, existe uma 

rotina de aplicação de produto biocida à base de THPS específico para tanques de 

plataformas, que compreende a dosagem de 200 ppm do produto duas vezes por 

semana através das bombas de recirculação, para favorecer a mistura do produto na 

fase aquosa no fundo dos tanques.  

 As análises de rotina para monitoramento desses tanques, baseiam-se na 

medição do H2S tanto na fase aquosa, quanto na oleosa e, eventualmente, na gasosa. 

Contudo, não são realizadas análises microbiológicas de rotina, uma vez que o 

método de quantificação tradicional, a técnica do NMP - Número Mais Provável 

(COCHRAN, 1950), a qual encontra-se descrita com maiores detalhes no APÊNDICE 
A, não pode ser realizada a bordo e seu tempo de resposta para microrganismos 

anaeróbicos é de 28 dias (incubação), de modo que estes resultados não podem ser 

utilizados de imediato para a tomada de decisão de ações operacionais na plataforma. 

 Para este estudo foram utilizadas: (i ) uma amostra única, coletada de um 

tanque slop da plataforma do tipo FPSO e (i i ) duas amostras únicas, de tanques de 

armazenamento de petróleo 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 água e com o maior intervalo de 

tempo desde a última dosagem de biocida (2 a 3 dias).  

 As amostras foram coletadas em frascos de polietileno autoclaváveis estéreis. 

Os frascos foram enchidos por completo, de modo a manter o menor espaço livre 

(headspace) possível e foram imediatamente fechados com batoque e tampa 

rosqueável com lacre, a fim de minimizar o ingresso de O2 e a contaminação 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 água foi descartado antes do preenchimento dos frascos a fim de 

evitar a amostragem da água estagnada na tubulação. 

 Imediatamente após a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixas 

térmicas com gelo e enviadas por transporte aéreo da plataforma até o aeroporto, e 

de lá elas seguiram para a unidade operacional, de modo a serem processadas em 

um intervalo de no máximo 48 horas após o momento da coleta. 

 O processamento das amostras consiste na inoculação em kits de 

quantificação microbiológica pela técnica do NMP e posterior utilização dos frascos 

com cultivos ativos para obtenção de inóculos.  

 

4 . 2.  Q UANTIFICAÇÕES MICROBIOLÓGICAS 

 Conforme citado anteriormente, as metodologias convencionais de detecção e 

quantificação de microrganismos na indústria do petróleo empregam a técnica do 

NMP, baseada em cultivo (APÊNDICE A).  
 Essas análises devem ser realizadas no intervalo de até 48 h após a coleta e 

as amostras devem ser mantidas sob refrigeração ao longo de todo o tempo para 

minimizar alterações significativas da comunidade microbiana e garantir a análise 

comparativa dos resultados do monitoramento.  

 Neste estudo, empregou-se a técnica do NMP para quantificar quatro grupos 

microbianos comumente avaliados nos cenários de plataformas de petróleo: (i ) 
Bactérias Redutoras de Sulfato Mesófilas (BRS-m); (i i ) Bactérias Redutoras de Sulfato 

Termófilas (BRS-t); (i i i ) Bactérias Anaeróbicas Heterotróficas Totais (BANHT) e (i v ) 
Bactérias Produtoras de Ácidos Anaeróbicas (BPA-a). A descrição da composição e 

preparo dos respectivos meios de cultivo, soluções e protocolos de leitura encontram-

se detalhados no APÊNDICE A.  

 Todos os tanques coletados já apresentavam dados de quantificações de BRS-

m e BANHT realizados pela unidade operacional. Na amostragem em tanque slop foi 

feita novamente a quantificação tanto de BRS-m quanto de BANHT, enquanto na 

amostragem dos tanques de armazenamento de petróleo, foram feitas as 

quantificações de BRS-m, BRS-t e BPA-a.  
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4 . 3.  INÓCULOS MICROBIANOS 

 Após o período de incubação dos kits de quantificação das amostras coletadas, 

os frascos que apresentaram crescimento foram transferidos para reatores de 

propagação de inóculos, conforme descrito no APÊNDICE A,  contendo seu respectivo 

meio de cultura. 

 As culturas crescidas nos kits de quantificação das amostras dos dois tanques 

de armazenamento da plataforma tipo FSO foram misturadas, de modo a se obter um 

único inóculo de cada plataforma para cada meio de cultura.  

 Estes inóculos foram mantidos em incubação e realimentação constante 

(mensalmente) para serem utilizados como inóculos de referência de seus respectivos 

cenários operacionais para vários estudos com diferentes objetivos, principalmente na 

qualificação de novos produtos biocidas comerciais e na avaliação de antimicrobianos 

em desenvolvimento, incluindo o estudo aqui descrito. 

 

4 . 4 .  SELEÇÃO DO COQ UETEL FÁGICO  

 Foram pré-selecionados quatro fagos para compor o coquetel fágico utilizado 

nos ensaios realizados na UFV em sistemas piloto laboratoriais de fluxo dinâmico 

(comumente denominados de Loopings).  

 Esses ensaios foram denominados neste trabalho de: “ s e g u n do  e s t u do  c o m  
b a c t e ri ó f a g o s  e m  Looping (n o v o s  s i s t e m a s  da  UFV)”  e serão apresentados com 

detalhes mais adiante, a partir do i t e m  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 

seleção do coquetel fágico supracitado e será apresentado com detalhes neste 

trabalho a partir do i t e m  4 . 5 . 1 .  e que, portanto, recebeu a denominação de: “ p ri m e i ro  
e s t u do  c o m  b a c t e ri ó f a g o s  e m  Looping (s i s t e m a  CENPES)” .  

 A pré-seleção desses fagos levou em consideração os 3 critérios principais 

listados abaixo (os quais serão discutidos de modo mais aprofundado, no i t e m  6 . 2. ):  
(i ) concepção conceitual de um produto comercial com maior potencial de 

performance em condições operacionais reais; 

(i i ) premissas de escalonamento para a viabilidade comercial;  
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(i i i ) maturidade dos resultados de atividades de P&D aplicadas, obtidos em 

diversos estudos prévios e em andamento no LIVM, sobretudo quanto à triagem 

e avaliação do desempenho dos fagos em culturas mistas de BRS 

representativas da indústria do petróleo, bem como no “primeiro estudo com 

bacteriófagos em Looping (sistema CENPES), já citado.  

 Quanto à produção dos fagos, encontram-se em andamento no LIVM estudos 

específicos para avaliar a otimização e o escalonamento da produção, dentre os 

quais, um estudo preliminar que determinou as melhores condições de produção para 

um dos fagos do coquetel utilizado neste estudo (SILVA, 2019).  

 Portanto, todos os demais fagos do coquetel foram produzidos nas condições 

ótimas pré-estabelecidas no estudo supracitado, podendo no futuro a produção de 

cada fago ser adequada em função da evolução dos resultados de otimização e 

escalonamento. 

 Sendo assim, a produção dos quatro fagos, foi realizada em biorreatores de 5 

L, sob agitação, 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 µm) e a suspensão 

contendo os fagos foi diluída e titulada para determinação da concentração viral em 

UFP/ml conforme equação abaixo.  

 

UFP/ m l  =  n o  de  p l a c a s  de  l i s e  ×  f a t o r de  di l u i ç ã o  
                v o l u m e  da  a l í q u o t a  p l a q u e a da  

 

 Por fim, os fagos foram armazenados sob refrigeração a 4oC, considerando 3 

meses como limite máximo de tempo para sua utilização, um parâmetro conservativo, 

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

 

4 . 5 .  SISTEMAS PILOTO LABORATORIAIS DE FLUXO DINÂMICO (LOOPINGS) 

 Um sistema piloto laboratorial de fluxo dinâmico (Looping) consiste em um 

circuito de tubulações contendo múltiplas entradas para corpos de prova (cupons 

metálicos), os quais têm por objetivo servir de superfície 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 realização de diversas análises. 
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 Em estudos de biocorrosão e geração biogênica de H2S, a experimentação em 

um Looping representa a e t a p a  m a i s  i m p o rt a n t e  e  re p re s e n t a t i v a  da dinâmica de 

formação de biofilmes em superfícies metálicas e avaliação do desempenho de 

produtos e/ou processos de controle de contaminações microbianas, que se pode 

obter em escala laboratorial para qualquer cenário operacional, uma vez que: 

(i ) permite a formação de um biofilme maduro fortemente aderido ao cupom, devido 

à força de cisalhamento aplicada pelo fluido em fluxo baixo e contínuo; 

(i i ) permite o acompanhamento contínuo de parâmetros físico-químicos mais 

representativos em função de sensores normalmente instalados diretamente no 

sistema;  

(i i i ) permite avaliar o desempenho de produtos antimicrobianos em diferentes níveis 

de contaminação e níveis equivalentes aos operacionais;  

(i v ) permite a coleta e análise dos cupons ao longo do tempo, sem interromper ou 

causar grandes perturbações no sistema;  

(v ) possibilita a realização de experimentos de longa duração. 

 

 Condições estas que dificilmente são viáveis em ensaios estáticos, de pequena 

escala, amplamente empregados por laboratórios de microbiologia. Contudo, poucas 

instituições possuem sistemas desse tipo, disponíveis e adequados à avaliação 

microbiológica associada à bicorrosão e à geração de H2S na indústria do petróleo. 

 Neste trabalho foi realizado um primeiro estudo para avaliar o efeito de um 

coquetel fágico sobre um biofilme pré-formado em um sistema de Looping já 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 bacteriófagos, 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 .  Pri m e i ro  e s t u do  c o m  b a c t e ri ó f a g o s  e m  Lo o p i n g  (s i s t e m a  CENPES) 

 O primeiro estudo com fagos em um sistema de Looping realizado no 

equipamento do CENPES (Fi g u ra  36 ) foi feito com o objetivo de avaliar o efeito de 
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um coquetel fágico 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.  

 

 
Fi g u ra  36 .  Sistema piloto laboratorial de fluxo dinâmico (Looping) do CENPES 
utilizado no primeiro estudo de avaliação do efeito de um coquetel fágico em biofilmes 
mistos de BRS de tanque slop de plataforma do tipo FPSO. 
 
 O sistema de Looping do CENPES apresenta as seguintes características: 

(i ) velocidade de fluxo baixa, abaixo de 1,0 m/s, ideal para favorecer a adesão 

microbiana e formação do biofilme; 

(i i ) volume útil de aproximadamente 8 L; 

(i i i ) controle de temperatura do fluido em circulação por manta de aquecimento; 

(i v ) sistema de purga com gás nitrogênio para condicionamento do circuito e 

manutenção do fluido circulante em condições anóxicas (O2 abaixo de 1 ppm); 

(v ) monitoramento dos seguintes parâmetros físico-químicos: temperatura, pH, 

oxigênio dissolvido (OD) e potencial redox (ORP), através de sensores 

instalados diretamente em contato com o fluido circulante; 

(v i ) suportes individuais para até 77 cupons metálicos instalados na geratriz inferior 

das tubulações; 

(v i i ) um pequeno trecho da tubulação em acrílico, onde é possível acompanhar 

visualmente a adesão ou remoção 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 fágico, com o objetivo de avaliar a formação do biofilme e 

garantir o estabelecimento de um biofilme maduro, estável e fortemente aderido aos 

cupons; e, 3 tempos (pós-fagos) após uma única dosagem do coquetel fágico, com o 

objetivo de avaliar seu efeito na remoção do biofilme pré-formado.  

 A Fi g u ra  37  e a Ta b e l a  9  apresentam as etapas do experimento, o intervalo de 

tempo entre as amostragens dos cupons e as atividades realizadas a cada dia 

relevante.  

 

 
Fi g u ra  37 .  Etapas experimentais do primeiro estudo realizado no sistema piloto 
laboratorial de fluxo dinâmico (Looping) do CENPES, demonstrando os intervalos de 
tempo entre as amostragens dos cupons metálicos. Os números ordinais representam 
os dias do experimento e os números em círculos representam os tempos de coleta 
dos cupons. 
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Ta b e l a  9 .  Principais atividades realizadas a cada dia relevante do primeiro estudo no 
sistema piloto laboratorial de fluxo dinâmico (Looping) do CENPES. 

Di a   At i v i da de s   

1 º  

 

O Looping foi abastecido com a água mar natural, a qual foi 
desaerada no próprio sistema e permaneceu em recirculação 
por 10 dias, antes da inoculação das culturas, para 
comissionamento e verificação da estabilidade dos 
parâmetros físico-químicos; 

7 º  
 

Os cupons de nº 1 foram amostrados; 

1 0º  
 

O Looping foi inoculado com as culturas microbianas na 
proporção de 10 % do volume útil do Looping, as quais foram 
previamente quantificadas por NMP e foi dosada solução 
nutritiva na proporção de 1 % do volume útil do Looping; 

1 1 º  
 

Os cupons de nº 2 foram amostrados; 

1 4 º  
 

Os cupons de nº 3 foram amostrados; 

20º  
 

Os cupons de nº 4 foram amostrados; 

26 º  
 

A solução nutritiva foi dosada na proporção de 1 % do volume 
útil do Looping; 

4 0º  
 

Os cupons de nº 5 foram amostrados; 

4 1 º  
 

O coquetel fágico foi dosado na concentração de 109 UFP/ml; 

4 3º  
 

Os cupons de nº 6 foram amostrados; 

4 8 º  
 

Os cupons de nº 7 foram amostrados; 

5 4 º  
 

Os cupons de nº 8 foram amostrados; 

 
 

 O coquetel fágico foi constituído por 4 fagos da Coleção de Vírus Bacterianos 

do LIVM isolados na linhagem bacteriana Escherichia coli 30, pertencente à Coleção 

de Microrganismos do LIVM. Todos estes fagos foram isolados a partir de amostras 
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ambientais, de água de rio, coletadas no Ribeirão São Bartolomeu, na própria cidade 

de Viçosa e pertencem à classe Caudoviricetes, Família Straboviridae (antiga ordem 

Caudovirales, Família Myoviridae). 

 Como dosagem do coquetel fágico, foram utilizados 50 ml do coquetel 

produzido na concentração de 1,0 x 1012 UFP/ml. Portanto, a concentração de fagos 

efetivamente dosada, que permaneceu em circulação inicialmente no Looping, foi de, 

aproximadamente, 6 , 25  x  1 0 9  UFP/ m l . 
 Utilizaram-se cupons de aço carbono C 1020 com 1,0 cm de diâmetro e 0,3 cm 

de espessura, previamente jateados e esterilizados, conforme padrão de execução 

descrito no APÊNDICE 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 superfície da 

tubulação. Portanto, a área superficial do cupom para cálculo do NMP do biofilme foi 

de 0,785 cm2 (Área = pi x raio2 = 3,14 x 0,52).  

 Para a formação do biofilme foram utilizadas como inóculo as culturas de BRS-

m e BANHT obtidas da amostragem do tanque slop da plataforma do tipo FPSO. No 

10º dia do experimento, inoculou-se um volume de aproximadamente 800 ml (10 % 

do volume útil do Looping), contendo 50 % da cultura de BRS-m e 50 % da cultura de 

BANHT, previamente crescidas após um repique de 10 % e 72 h, para manter a cultura 

com boa atividade e em fase de crescimento exponencial.  

 Juntamente com o inóculo, o sistema foi alimentado com um volume de 10 ml 

(aproximadamente 1 % do volume útil do Looping) de solução nutritiva redutora 

(APÊNDICE A), para estimular o crescimento do inóculo e acelerar a formação do 

biofilme. 

 Como fluido de teste foi utilizada água do mar natural coletada em ambiente de 

baixa influência antrópica (Praia de Grumari, Rio de Janeiro - RJ), portanto com baixo 

residual de matéria orgânica e ausência de contaminantes químicos e patogênicos. 

 Essa água foi previamente filtrada (em membranas de 0,45 µm de diâmetro de 

poro), para remoção de areia e demais particulados e mantida sob refrigeração em 

câmara fria (±4oC) até sua utilização, quando foi então desaerada com purga de N2. 

A reposição de água no Looping foi realizada a cada amostragem de cupons para 

manutenção do volume útil.  
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 Ressalta-se que, no caso deste estudo, a água do mar não 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 formação do biofilme. 

 Ao longo do experimento, além do acompanhamento das análises físico-

químicas (temperatura, pH, OD e ORP) pelos sensores do próprio sistema, foram 

coletadas amostras do fluido para realização das análises de quantificação do teor de 

H2S dissolvido, através do método de titulação potenciométrica (APÊNDICE A) e 

quantificações de BRS-m e BANHT, pela técnica do NMP. 

 Os cupons coletados ao longo do tempo também foram quantificados em 

duplicata e realizadas as análises de quantificação de BRS-m e BANHT pela técnica 

do NMP e foram preservados para realização de análises de microscopia eletrônica 

de varredura (MEV) e perfilometria óptica com determinação da rugosidade média 

quadrática – Rq (µm), conforme APÊNDICE A, totalizando 32 cupons.  

 Após a retirada do último conjunto de cupons no tempo 8, o sistema ainda 

permaneceu em circulação por um período de aproximadamente 5 meses e foi 

acompanhado mensalmente quanto à detecção qualitativa de BRS-m, pelo método de 

determinação da atividade de BRS (APÊNDICE A) e teores de H2S dissolvido no 

fluido, tendo sido feita a reposição de água do mar desaerada e a dosagem com 

solução nutritiva na proporção de 1 % do volume útil do Looping após cada retirada 

de amostra. 

 

4 . 5 . 2.  Se g u n do  e s t u do  c o m  b a c t e ri ó f a g o s  e m  Lo o p i n g  (n o v o s  s i s t e m a s  
UFV) 

 A partir dos resultados obtidos no primeiro estudo do efeito dos fagos sobre 

biofilmes 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 realização de ensaios 

dedicados a estudos com bacteriófagos. 

 Os novos Looping projetados contaram com a parceria da empresa DFELX - 

Desenvolvimento e Fabricação de Equipamentos para Laboratório LTDA (DFELX, 

2012), que elaborou, construiu e montou o equipamento. Dois equipamentos idênticos 

foram fabricados e instalados em um novo espaço do LIVM, com o objetivo de realizar 

ensaios em paralelo, sendo um como controle e o outro como tratamento (Fi g u ra  38 ).  
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Fi g u ra  38 .  Sistemas piloto laboratoriais de fluxo dinâmicos (Looping) instalados no 
novo espaço do LIVM da UFV, projetados e construídos para a realização de ensaios 
de desenvolvimento da tecnologia de bacteriófagos para controle de biofilmes e BRS 
na indústria do petróleo em parceria do CENPES com a UFV. 
 

 Além das características básicas de um Looping conforme citadas 

anteriormente, outras características 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 instalação 

de até 400 cupons), para permitir a realização de diferentes análises além das 

convencionais análises de quantificação por NMP, tais como MEV, perfilometria 

óptica, perda de massa e caracterização da diversidade microbiana utilizando 

técnicas de biologia molecular, as quais demandam uma quantidade grande de 

cupons para extração de quantidade suficiente de DNA do biofilme; 

(i i ) facilidade de coleta dos cupons, de modo a permitir uma amostragem rápida 

após a retirada do suporte dos cupons de dentro da tubulação, reduzindo os 

riscos de interferência no biofilme pela exposição ao ambiente e perda ou 

contaminação da biomassa devido à manipulação no momento da coleta;  

(i i i ) possibilidade de coleta independente dos cupons, ou seja, um determinado 

trecho contendo cupons pode ser fechado por válvulas e coletado de modo que 

o restante do sistema permaneça em circulação reduzindo significativamente 

as interferências no sistema devido à coleta; 
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(i v ) otimização do sistema de purga com gás nitrogênio, para garantir a 

manutenção das condições anóxicas durante todo o período do experimento, 

incluindo no momento da coleta dos cupons e posterior condicionamento dos 

trechos onde os cupons foram coletados. Para isso, foram instalados engates 

rápidos para a purga em todos os trechos; 

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

devido ao maior número de cupons, além das demais características já citadas. 

 

 Estes novos Loopings são compostos por tubulações de 3/4 de polegada (19,5 

mm de diâmetro interno) e foram projetados para manter uma velocidade de fluxo 

constante ao longo de todos os segmentos da tubulação, não permitindo retorno ou 

estagnação em nenhum ponto, mesmo operando com uma velocidade baixa (menor 

que 1,0 m/s), para favorecer a formação e estabelecimento de um biofilme fortemente 

aderido e o mais equitativo possível em todos os trechos com cupons.  

 Os sistemas possuem sensores em linha para o monitoramento dos seguintes 

parâmetros físico-químicos: temperatura, pH e OD. Eles também contam com um 

sistema de purga de gás nitrogênio para desaeração e comissionamento dos sistemas 

e do fluido de teste, tanto no momento da partida, quanto ao longo da execução do 

ensaio, bem como, durante os procedimentos de coleta dos cupons e realimentação 

dos sistemas.  

 Cada trecho da tubulação onde se encontram os cupons possui engates 

rápidos para a purga do nitrogênio (Fi g u ra  39 ) de modo que a purga pode ser 

rapidamente desconectada de um engate e conectada em qualquer outro sem que a 

tubulação precise ser aberta em nenhum momento, minimizando assim grandes 

contaminações do sistema pela entrada de oxigênio. 

  



126 
 

 

 A  B 
Fi g u ra  39 .  Sistema de purga de gás nitrogênio por engate rápido nos sistemas piloto 
laboratoriais de fluxo dinâmicos (Loopings) da UFV. (A) Engate em cada um dos 
trechos da tubulação que contêm os cupons. (B) Detalhe do engate rápido.  
  

 Cada Looping possui entrada para um total de 400 cupons no formato redondo 

com 0,9 cm de diâmetro e 0,5 cm de espessura. Esses cupons são encaixados em 

um suporte denominado “régua” (Fi g u ra  4 0). Cada régua é acondicionada em um 

segmento independente da tubulação do Looping (Fi g u ra  4 1 ), 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.  

 

 
Fi g u ra  4 0.  Suporte (“régua”) para o encaixe dos cupons de 0,9 cm de diâmetro nas 
tubulações dos sistemas piloto laboratoriais de fluxo dinâmicos (Loopings) instalados 
na UFV. 
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Fi g u ra  4 1 .  Entradas dos suportes (“réguas”) dos cupons nas tubulações dos sistemas 
piloto laboratoriais de fluxo dinâmicos (Loopings) da UFV. 
 

 O volume útil total de cada Looping é de aproximadamente 150 L, sendo 140 L 

referente a dois tanques de alimentação de 70 L cada, os quais podem ser utilizados 

individualmente ou em conjunto para facilitar eventuais intervenções operacionais do 

ensaio, e os 10 L restantes referem-se ao volume útil do circuito de tubulações. A 

Fi g u ra  4 2 apresenta a configuração e posição dos principais componentes do 

Looping. 
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Fi g u ra  4 2.  Configuração e posição dos principais componentes dos sistemas piloto 
laboratoriais de fluxo dinâmicos (Loopings) instalados na UFV: (1 ) tanques, (2) 
bombas, (3) fluxômetro, (4 ) sistema de purga de N2, (5 ) válvulas de controle do fluxo, 
(6 ) manômetros, (7 ) entradas dos suportes (“réguas”) dos cupons, (8 ,  9  e  1 0) 
conexões para inserção dos sensores de pH, oxigênio dissolvido ou condutividade.  
 

 Com o objetivo de avaliar as condições operacionais e a dinâmica do 

crescimento da cultura microbiana no sistema, bem como testar os procedimentos 

experimentais, analíticos e de monitoramento, foi executado um ensaio biótico nos 

Loopings da UFV, já com a dosagem do coquetel fágico pré-selecionado. 

 Sendo assim, foram utilizados os dois sistemas de Looping, um operando como 

Controle, no qual não foi feita a dosagem do coquetel fágico e outro operando como 

Tratamento, no qual o coquetel fágico foi dosado após o estabelecimento do biofilme. 

 O estudo foi conduzido ao longo de aproximadamente 2 meses (57 dias), com 

retirada de cupons em 2 tempos diferentes (42º e 57º dias), compreendendo uma fase 

pré-inoculação (até o 6º dia) para comissionamento e estabilização dos parâmetros 

físico-químicos e uma fase pós-inoculação, do 6º ao 57º dia.  

 A fase pós-inoculação se iniciou com a inoculação (Fi g u ra  4 3) da cultura 

microbiana para crescimento e formação do biofilme (6º dia), posteriormente foi feita 

a 1ª coleta de cupons (pré-fagos) seguida da dosagem do coquetel fágico (42º dia); e, 



129 
 

 

por fim foi feita a 2ª coleta de cupons (pós-fagos) ao final desse período (57º dia). O 

coquetel fágico pré-selecionado foi dosado na concentração de 1 , 0 x  1 07  UFP/ m l . 
 

A  B 
Fi g u ra  4 3.  (A) Inoculação da cultura de BRS no tanque do Looping por meio de uma 
bomba peristáltica. (B) Local de entrada (seta vermelha) da mangueira de inoculação 
da cultura de BRS na tampa do tanque do Looping. 
 

 A Fi g u ra  4 4  e a Ta b e l a  1 0 apresentam as etapas deste experimento e o 

intervalo de tempo entre as atividades realizadas a cada dia relevante.  
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Fi g u ra  4 4 .  Etapas experimentais do estudo preliminar realizado nos novos sistemas 
piloto laboratoriais de fluxo dinâmico (Loopings) da UFV, demonstrando os intervalos 
de tempo entre as principais atividades realizadas. Os números ordinais representam os dias 
do experimento e os números em círculos representam os tempos de coleta dos cupons. 
 

Ta b e l a  1 0.  Principais atividades realizadas no estudo preliminar realizado nos novos 
sistemas piloto laboratoriais de fluxo dinâmico (Loopings) da UFV. 

Di a   At i v i da de s   

1 º  

 

Os Loopings foram abastecidos com a água mar natural, a 
qual foi desaerada no próprio sistema e permaneceu em 
recirculação por 6 dias, antes da inoculação da cultura, para 
comissionamento e verificação da estabilidade dos 
parâmetros físico-químicos; 

6 º  
 

Os Loopings foram inoculados com a cultura microbiana na 
proporção de 5 % do volume útil do Looping e foi dosada 
solução nutritiva também na proporção de 5 % do volume útil; 

20º   
 

A solução nutritiva foi dosada na proporção de 5 % do volume 
útil do Looping; 

 4 0º  
 

A solução nutritiva foi dosada na proporção de 5 % do volume 
útil do Looping; 

4 2º  
 

Os cupons de nº 1 (pré-fagos) foram amostrados e em 
seguida o coquetel fágico foi dosado na concentração de 107 
UFP/ml; 

5 7 º  
 

Os cupons de nº 2 (pós-fagos) foram amostrados. 
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 O comissionamento dos Loopings da UFV também foi realizado com água do 

mar natural (Praia de Grumari, Rio de Janeiro - RJ), a qual foi filtrada (membrana de 

0,45 μm de diâmetro de poro) para remoção de areia e demais particulados e mantida 

sob refrigeração em câmara fria (±4oC) até sua utilização. 

 Devido ao uso da água do mar natural como fluido de teste, apenas um tanque 

de cada Looping foi utilizado neste estudo, de modo a minimizar a obtenção, 

manutenção e manipulação de grandes volumes para ensaios, totalizando assim, 

cerca de 70 L de água do mar para cada Looping.  

 Neste estudo, os sistemas de Looping operaram com uma vazão em torno de 

50 L/h (1,4 m3/s), o que corresponde a uma velocidade de fluxo de aproximadamente 

0,05 m/s(1), (Fi g u ra  4 5 A). A temperatura de operação foi ajustada para 30 ± 2oC em 

ambos os Loopings (Fi g u ra  4 5 B). 
 

 A  B 
Fi g u ra  4 5 .  Controle de vazão e de temperatura dos sistemas piloto laboratoriais de 
fluxo dinâmicos (Loopings) da UFV. (A) Fluxômetro indicando (seta vermelha) a vazão 
de 50 L/h. (B) Painel de controle indicando (seta vermelha) o controle de 30°C no 
tanque em operação. 
 
 

 

(1) Vazão (Q) = velocidade (v) x Área (A) → v = Q/A → v = 0,000014/0,0003 = 0,046 m/s 
      Área (A) = π x raio (r)2 → A = 3,1416 x (9,75 x 9,75) → A = 0,0003 m2 
      Diâmetro (D) = 2 x raio (r) → r = D/2 → r = 19,5/2 → 9,75 mm 
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 Foram utilizados cupons de aço carbono X65 jateados e previamente 

esterilizados, antes de serem introduzidos nos sistemas, conforme procedimento 

detalhado no APÊNDICE A. A seguir, os cupons foram encaixados nas “réguas” com 

auxílio de uma pinça (Fi g u ra  4 6 A) e, por fim, as réguas foram introduzidas na 

tubulação dos Loppings (Fi g u ra  4 6 B). Foram utilizadas 2 “réguas” neste experimento, 

uma coletada no 42º dia (antes da dosagem do coquetel fágico) e a outra no 57º dia 

(último tempo de ensaio). 

 

 A   B 
Fi g u ra  4 6 .  Preparo dos suportes (“réguas”) de cupons para início dos ensaios nos 
sistemas piloto laboratoriais de fluxo dinâmicos (Loopings) da UFV. (A) Inserção dos 
cupons de aço carbono X65 nos orifícios da “régua”. (B) “Régua” preenchida com os 
cupons sendo inserida na tubulação do Looping. 

 

 Inicialmente, os sistemas foram sanitizados com solução de hipoclorito de sódio 

(NaClO) 0,5%, em seguida permaneceram em circulação por 48h com água de 

abastecimento público para remoção do residual de NaClO. Então foram esvaziados 

e purgados com gás N2, para finalmente serem abastecidos com a água do mar 

natural, mantendo-se a purga de N2. 

 Previamente ao início efetivo dos ensaios, os sistemas permaneceram em 

comissionamento apenas com recirculação e desaeração da água, para verificação 

de vazamento e regulação da vazão, por cerca de uma semana.  

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

os Loppings permaneceram em operação apenas para monitoramento dos 
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parâmetros físico-químicos (temperatura, pH e OD) a fim de se estabilizar os sistemas. 

A purga de nitrogênio foi mantida por cerca de 8 h/dia para redução dos níveis de OD 

de modo a ser mantido abaixo de 1 ppm (mg/L). 

 No 6º dia, os Loopings foram inoculados com uma cultura de BRS 

correspondente a 5% do volume útil do sistema e alimentados com solução nutritiva 

20X (APÊNDICE A) desaerada em purga de N2, também a 5% do volume útil, para 

dar início à formação do biofilme (fase pós-inoculação).  

 Nesses ensaios, foi utilizado como inóculo apenas a cultura mista enriquecida 

para BRS-m da amostra de tanque de armazenamento de petróleo da plataforma do 

tipo FSO, uma vez que o cenário de tanques de plataforma é considerado mais 

representativo da criticidade de geração biogênica de H2S e biocorrosão, bem como 

do cenário de aplicação proposto para o primeiro teste piloto em campo com um 

coquetel fágico. 

 A cultura foi previamente repicada em meio de cultura Postgate E modificado 

(APÊNDICE A), em base água do mar natural, sem ágar-ágar e sem sulfato de ferro, 

7 dias antes da inoculação nos Loopings. Um repique de 10% da cultura foi transferido 

(e mantido até a inoculação) em câmara de anaerobiose (Fi g u ra  4 7 A) sob atmosfera 

de 10% de CO2, 10% de H2 e 80% de N2, para 2 frascos do tipo Schott contendo o 

mesmo meio de cultura (Fi g u ra  4 7 B), de modo a obter o equivalente aos 5% do 

volume útil (3,5 L para cada Looping), visando uma concentração mínima de BRS em 

torno de 104 NMP/ml no fluido circulante.   

 

 A  B 
Fi g u ra  4 7 .  (A) Câmara de anaerobiose (Whitley A95) e (B) repique da cultura de BRS 
utilizadas para preparo do inóculo e inoculação nos sistemas piloto laboratoriais de 
fluxo dinâmicos (Loopings) da UFV.  
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 Após a inoculação, ao longo de pouco mais de 1 mês (36 dias), ambos os 

sistemas operaram exatamente sob as mesmas condições para proporcionar o 

crescimento dos microrganismos e a formação do biofilme. Nesse período a solução 

nutritiva foi dosada novamente a 5% (v/v) ao 20º e 40º dias. 

 No 42º dia o coquetel fágico foi dosado no Looping do ensaio Tratamento e os 

sistemas permaneceram em operação até o 57º dia. Previamente à dosagem dos 

fagos, a primeira “régua” de cada Looping foi coletada para a retirada dos cupons e 

ao final dos ensaios, no 57º dia, a segunda “régua” foi retirada de cada Looping. 

 O coquetel fágico utilizado nos ensaios nos Loopings da UFV, também foi 

constituído por 4 fagos da Coleção de Vírus Bacterianos do LIVM, pertencentes à 

classe Caudoviricetes, Família Straboviridae (antiga ordem Caudovirales, Família 

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 será apresentado com mais detalhes no item 5.2.  

 Os parâmetros físico-químicos 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. Já o pH foi monitorado 

cerca de 2 a 3x por semana também em triplicata. 

 O fluido circulante foi também amostrado com o auxílio de uma seringa, de 

modo a minimizar a entrada de O2 no sistema (Fi g u ra  4 8 ), para realização das 

seguintes análises (todas em triplicata): (i ) densidade óptica (DO600nm), por 

espectrofotometria em 600 nm; (i i ) H2S dissolvido, pela técnica de titulação 

potenciométrica; (i i ) sulfato, por cromatografia de íons; (v i ) BRS-m pela técnica do 

NMP; (v ) ATP (adenosina trifosfato), conforme kit LuminUltra® ATP Testing; e, (v i ) 
título viral em UFP/ml. 
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Fi g u ra  4 8 .  Procedimento de amostragem do fluido para realização das análises 
realizadas no estudo preliminar nos sistemas piloto laboratoriais de fluxo dinâmicos 
(Loopings) da UFV. 
 

 Os cupons, foram amostrados para realização das seguintes análises em 

triplicata: (i ) BRS-m (NMP/cm2); (i i ) ATP (pg/cm2); (i i i ) MEV; (i v ) perfilometria óptica; 

e, (v i ) perda de massa, para determinação das taxas de corrosão.  

 A Ta b e l a  1 1  sintetiza o tipo de amostra coletada, as análises realizadas e os 

respectivos tempos de amostragem ao longo do estudo preliminar em ambos os 

sistemas piloto laboratoriais de fluxo dinâmicos (Loopings) da UFV. 
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Ta b e l a  1 1 .  Tipo de amostra, análises e respectivos tempos de amostragem realizados 
no estudo preliminar nos sistemas piloto laboratoriais de fluxo dinâmicos (Loopings) 
da UFV. 

Am o s t ra  An á l i s e  Te m p o  

Fl u i do  

Temperatura (oC) 
Diário 

OD (mg/L) 
pH  

2 ou 
3x/semana DO (600nm) 

H2S (mg/L) 
Sulfato (mM) 

1º, 42º e 57º 
dia BRS-m (NMP/ml)  

ATP (pg/ml) 

Título viral (UFP/ml) 42º, 49º e 57º 
dia 

Cu p o m  

BRS-m (NMP/cm2) 

42º e 57º  
dia 

ATP (pg/cm2) 
MEV 
Perfilometria e Rugosidade Média Quadrática - Rq (µm) 
Perda de Massa (g) e Taxa de corrosão (mm/ano) 

 

Para a determinação das taxas de corrosão os cupons foram coletados, 

raspados, decapados, secos e novamente pesados em balança analítica 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 solução ácida 

identificada como C.3.5, do Anexo 1 da referida norma, apresentada na Ta b e l a  1 2 

(ASTM INTERNATIONAL, 2017). Foram realizados ciclos de imersão de 20 segundos, 

seguidos de limpeza mecânica por escovação (cerdas não metálicas) e imersão em 

água destilada, até completa remoção dos depósitos de corrosão. 

 

Ta b e l a  1 2.  Composição da solução ácida (ASTM INTERNATIONAL, 2017) utilizada 
na decapagem dos cupons de aço carbono coletados nos ensaios nos Loopings da 
UFV.  
Co m p o n e n t e  Q u a n t i da de  
Ácido clorídrico (HCl) 500 ml 
Hexametilenotetramina (CH2)6N4 3,5 g (3,5 % m/v) 
Água destilada 500 ml 
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As taxas de corrosão (TxCor) foram então determinadas conforme a equação 

abaixo (ASTM INTERNATIONAL, 2017): 𝒕𝒂𝒙𝒂 𝒅𝒆 𝒄𝒐𝒓𝒓𝒐𝒔ã𝒐 (𝑻𝒙𝑪𝒐𝒓) = 𝐤. ∆𝐦𝐭. 𝐀. 𝛒 

Onde: 

k = constante com valor de 87.600 para cálculo de taxa de corrosão em mm/ano; 

Δm = variação da massa em gramas (g); 

t = tempo do ensaio em horas (h); 

A = área da superfície exposta ao meio corrosivo em cm2; 

 = densidade do material em g/cm3. 

 

4 . 6 .  AVALIAÇÃO DE POTENCIAIS IMPACTOS DO USO DE BACTERIÓFAGOS  

4 . 6 . 1 .  Ec o t o x i c i da de  

Ensaios para a avaliação da potencial ecotoxicidade dos fagos foram realizados 

com o coquetel fágico comparativamente a produtos biocidas comerciais, através de 

testes no sistema Microtox® (MICROBICS CORPORATION, 1992), conforme a norma 

ABNT-NBR 15411-3: Ecotoxicologia Aquática - Efeito inibitório sobre a 

bioluminescência de Vibrio fischeri. Parte 3: Método utilizando bactérias liofilizadas 

(ABNT, 2021c). 

As leituras da bioluminescência foram realizadas em diluições sucessivas dos 

produtos em água do mar sintética, contendo inóculo da bactéria V. fischeri na 

proporção de 10% do volume total do frasco. Todas as condições de ensaio foram 

realizadas em duplicata e foram adicionados (i ) c o n t ro l e s  n e g a t i v o s , onde não foi 

adicionado o inóculo e (i i ) c o n t ro l e s  p o s i t i v o s , onde foi adicionado sulfato de zinco 

(ZnSO4) como substância de referência com efeito ecotóxico (Fi g u ra  4 9 ). 
O ZnSO4 foi utilizado nas concentrações de 9,0; 4,5; 2,25 e 1,12 mg/L (m/v), 

sendo que o resultado da CE50 deve ficar entre 3 e 10 mg/L, confirmando que a 

cultura de V. fischeri utilizada está respondendo adequadamente, caso contrário, o 

teste deve ser repetido.  
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Fi g u ra  4 9 .  Representação esquemática das diluições seriadas do produto em 
avaliação e controles negativo e positivo para realização de teste de ecotoxicidade 
com a bactéria Vibrio fischeri pelo sistema Microtox®.  
 

As análises para cada condição de teste foram realizadas em intervalos de 5, 

15 e 30 minutos e o cálculo da CE50 foi feito automaticamente pelo equipamento, 

sendo a referência normativa os valores obtidos em 15 minutos (CE5015min). 

Foram avaliados dois lotes diferentes do coquetel fágico produzido em 

laboratório, um no qual foi obtida a concentração final de 107 UFP/ml e outro com 109 

UFP/ml.  

O ensaio também foi realizado apenas com o meio de cultura residual (LB 

residual) utilizado na produção dos fagos (ou seja, o meio inoculado com a bactéria 

hospedeira, porém sem inoculação do fago, sob as mesmas condições e após o 

mesmo tempo de batelada da produção), com o objetivo de se avaliar se os fagos por 

si só possuem algum efeito sobre a bactéria V. fischeri, impactando sua emissão de 

luminescência, ou se o resultado da CE50 tem influência principalmente dos 

componentes do meio de cultura utilizado.  

Comparativamente foram avaliados dois biocidas comerciais: o biocida padrão 

THPS 75% e o biocida para tanques à base de THPS 40%. 
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4 . 6 . 2.  Bi o de g ra da b i l i da de  

Ensaios para avaliação da biodegradabilidade em ambientes marinhos foram 

realizados com o coquetel fágico comparativamente a produtos biocidas comerciais, 

conforme o teste padrão no 306: Biodegradability in Seawater (Biodegradabilidade em 

água do mar) da OECD (OECD, 1992b). 

O método de ensaio de biodegradabilidade em água do mar da OECD 306 

utilizado neste estudo foi o método de frascos fechados (closed bottle). O princípio 

desse método se baseia na quantificação do oxigênio consumido pelos 

microrganismos heterotróficos aeróbios autóctones da água do mar natural, na 

presença de 2 a 10 mg/L do produto em avaliação. 

A água do mar foi suplementada de nutrientes minerais e foram preparados 

frascos contendo 300 ml de volume útil, em duplicata para cada condição, os quais 

foram incubados ao longo de um período de 28 dias, no escuro (frascos envoltos em 

papel alumínio), a 20 ± 1oC, conforme pode ser observado na Fi g u ra  5 0. 

 

 
Fi g u ra  5 0.  Frascos fechados incubados no escuro do ensaio de biodegradabilidade 
em água do mar (LABP, 2022). 

 

A água do mar utilizada foi filtrada para remoção de particulados, mantida em 

aeração suave até sua utilização e suplementada no início do teste com 1 ml 

(aproximadamente 0,3% do volume de teste) de cada uma das 4 soluções (A, B, C e 

D) de nutrientes minerais apresentadas na Ta b e l a  1 3, pois de outro modo, as baixas 
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concentrações sobretudo de nitrogênio e fósforo na água do mar limitariam a remoção 

do carbono orgânico dissolvido (COD).  

 

Ta b e l a  1 3.  Soluções de nutrientes inorgânicos utilizadas no teste padrão de 
biodegradabilidade em água do mar (OECD, 1992b) 

So l u ç ã o  Re a g e n t e  Q u a n t i da de  
(g / L) 

A 

Fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) 8,50 
Fosfato de potássio Dibásico (K2HPO4) 21,75 
Fosfato de sódio dibásico dihidratado (Na2HPO4 . 2H2O) 33,30 
Cloreto de amônio (NH4Cl) 0,50 

B Cloreto de cálcio (CaCl2) 27,50 
C Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) 22,50 
D Cloreto de ferro III hexahidratado (FeCl3.6H2O) 0,25 

 

Considera-se um resultado positivo, ou seja, um produto de alta 

biodegradabilidade em ambiente marinho, se o valor médio de remoção de COD f o r 
≥  7 0%  ou da Demanda Bioquímica de Oxigênio teórica (DBO t ) f o r ≥  6 0%  no período 

máximo de 28 dias. 

A DBOt é utilizada para se avaliar substâncias individuais e/ou produtos para 

os quais a estrutura molecular de todos os componentes é conhecida, caso contrário, 

utiliza-se a Demanda Química de Oxigênio (DQO) como referência para o cálculo da 

b i o de g ra da b i l i da de  (% D), a qual deve ser determinada previamente para cada 

produto.  

No caso deste ensaio, a água do mar foi filtrada em membrana de 0,45 µm 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 avaliação, também foram 

preparados os seguintes frascos: (i ) c o n t ro l e  b ra n c o , contendo somente água do 

mar, cuja diferença de consumo de oxigênio é descontada no cálculo da %D; (i i ) 
s u b s t â n c i a  de  re f e rê n c i a  b i o de g ra dá v e l , a qual deve apresentar biodegradabilidade 

≥ 60% da DBOt, caso contrário o teste deve ser repetido; (i i i ) c o n t ro l e  da  t o x i c i da de , 

contendo a substância de referência e o produto em avaliação, a fim de se avaliar se 

o próprio produto possui efeito inibitório significativo; e, (i v ) c o n t ro l e  f í s i c o -q u í m i c o , 

contendo o produto em avaliação e cloreto de mercúrio (HgCL2), o qual cessa toda a 
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atividade microbiana, a fim de se avaliar se o produto é degradado por mecanismos 

abióticos, como por exemplo hidrólise ou adsorção.  

Para estes ensaios, foi utilizada a concentração de 2 mg/L de cada produto e 

as quantificações de oxigênio foram realizadas nos tempos de 7, 14 e 28 dias em 

duplicata através do método de titulação Winkler (CARVALHO et al., 2021) conforme 

norma ISO 5813 (ISO, 1983). A substância de referência utilizada foi o benzoato de 

sódio (C6H5CO2Na). 

A partir das medições de oxigênio, o cálculo da %D é feito conforme a equação: 

% D =      (m t 0 –  m t x ) –  (m b 0 –  m b x )     x    1 00 
       Cs t  x  (DQ O o u  DBOt )  
 

Onde,  

mt0 = média dos teores de O2 do tratamento no tempo 0 (zero); 

mtx = média dos teores de O2 do tratamento a cada tempo avaliado; 

mb0 = média dos teores de O2 do branco no tempo 0 (zero); 

mbx = média dos teores de O2 do branco a cada tempo avaliado; 

Cst = concentração da substância teste. 

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

Além do coquetel fágico (na concentração de 109 UFP/ml), o teste também foi 

realizado apenas com o meio de cultura residual (LB residual) utilizado na produção 

dos fagos (ou seja, o meio inoculado com a bactéria hospedeira, porém sem 

inoculação do fago, sob as mesmas condições e após o mesmo tempo de batelada 

da produção), com o objetivo de se avaliar se os fagos por si só atuam sobre os 

microrganismos do teste impactando na %D, ou se o resultado da %D tem influência 

principalmente dos componentes do meio de cultura utilizado. 

Comparativamente foram avaliados dois biocidas comerciais: o biocida padrão 

THPS 75% e o biocida para tanques à base de THPS 40%. 

 

4 . 6 . 3.  Co rro s i v i da de  

Ensaios para a avaliação da potencial corrosividade do coquetel fágico foram 

realizados com o coquetel comparativamente a produtos biocidas comerciais através 

de ensaios abióticos de imersão e determinação da perda de massa de cupons 

metálicos e respectivas taxas de corrosão 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 água do 

mar natural esterilizada, sob pressão atmosférica, com borbulhamento contínuo de N2 

e em temperatura ambiente (~ 25oC), ao longo de 30 dias (Fi g u ra  5 1 ). 
 

 
Fi g u ra  5 1 .  Células de vidro utilizadas nos ensaios de avaliação da corrosividade. 
 

Como corpos de prova, foram utilizados 3 cupons de aço carbono API 5L Gr 

X65 por célula de vidro, os quais foram previamente jateados com esferas de vidro na 

faixa de 90 a 125 μm, limpos com solução de acetona 60% (v/v), numerados e 

pesados individualmente, tendo sua massa inicial aferida, anotada e correlacionada 

com a numeração. 

Ambos os produtos biocidas, o biocida padrão (THPS 75%) e o biocida para 

tanques (THPS 40%), foram utilizados na concentração de 200 ppm (mg/L) e o 

coquetel fágico (109 UFP/ml) foi utilizado na concentração de 107 UFP/ml. Todos os 

produtos foram avaliados tendo como fluido de teste água do mar natural filtrada 

(0,45µm) e esterilizada e um ensaio controle foi realizado sem a adição 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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Após o período de 30 dias, os cupons foram coletados, raspados, decapados e 

novamente pesados em balança analítica 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 solução ácida 

conhecida como solução de Clarke, identificada como C.3.1 no Anexo 1 da referida 

norma e apresentada na Ta b e l a  1 4  (ASTM INTERNATIONAL, 2017; SINGH; KUMAR, 

2003). Foram realizados ciclos de imersão de 20 segundos na solução ácida, seguidos 

de limpeza mecânica por escovação (cerdas não metálicas) até completa remoção 

dos depósitos de corrosão.  

Por fim, os cupons foram lavados em água destilada e álcool isopropílico 

(isopropanol) PA (≥ 99,5%) e secos com soprador térmico. Depois de resfriados a 

temperatura ambiente em dessecador, os cupons foram pesados para determinação 

das taxas de corrosão. 

 

Ta b e l a  1 4 .  Composição da solução ácida de Clarke (ASTM INTERNATIONAL, 2017; 
SINGH; KUMAR, 2003) utilizada na decapagem dos cupons de aço carbono dos 
ensaios de corrosividade.  
Co m p o n e n t e  Q u a n t i da de  
Ácido clorídrico (HCl) 1000 ml 
Trióxido de antimômio (Sb2O3) 20g (2% m/v) 
Cloreto de estanho (SnCl2) 50g (5% m/v) 

 

As taxas de corrosão (TxCor) foram então determinadas conforme a equação 

abaixo (ASTM INTERNATIONAL, 2017): 𝒕𝒂𝒙𝒂 𝒅𝒆 𝒄𝒐𝒓𝒓𝒐𝒔ã𝒐 (𝑻𝒙𝑪𝒐𝒓) = 𝐤. ∆𝐦𝐭. 𝐀. 𝛒 

Onde: 

k = constante com valor de 87.600 para cálculo de taxa de corrosão em mm/ano; 

Δm = variação da massa em gramas (g); 

t = tempo do ensaio em horas (h); 

A = área da superfície exposta ao meio corrosivo em cm2; 

 = densidade do material em g/cm3. 
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4 . 6 . 4 .  In i b i ç ã o  do  t ra t a m e n t o  b i o l ó g i c o  de  á g u a  de  p ro du ç ã o  

 Ensaios para avaliação da potencial inibição provocada pelo coquetel fágico, 

no processo de nitrificação do sistema biológico de tratamento de água de produção 

foram conduzidos em microcosmos estabelecidos a partir do lodo biológico 

proveniente de uma estação industrial de tratamento biológico de água de produção 

de terminal de petróleo. 

 O lodo biológico foi previamente adaptado com alimentação em bateladas 

sequenciais diárias com água de produção industrial e salinidades gradativamente 

crescentes (SOUZA et al., 2022). Foram selecionadas para este estudo as salinidades 

de 55 g/L (representativa de uma salinidade próxima à existente atualmente nesses 

sistemas) e 125 g/L de NaCl (representativa de uma condição hipersalina que esses 

sistemas poderão atingir no futuro em função de águas de produção do pré-sal). 

 Os microcosmos foram montados a partir de inóculos dos respectivos lodos 

biológicos adaptados às salinidades supracitadas, transferidos (na proporção de 10%) 

para frascos Erlenmeyer (com 250 ml de volume útil) e incubados sob agitação em 

shaker (150 rpm) a 30oC, conforme ilustrado na Fi g u ra  5 2. 

 

 
Fi g u ra  5 2.  Microcosmos incubados sob agitação para realização dos ensaios de 
avaliação da potencial inibição provocada pelo coquetel fágico no processo de 
nitrificação do sistema biológico de tratamento de água de produção em terminais de 
petróleo. 
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 Os frascos foram montados e alimentados diariamente (de segunda a sábado), 

em bateladas de 18% (v/v) do volume útil, após decantação do lodo por 1 hora, com 

água de produção industrial contendo 80 mg/L de amônia, 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 sódio (NaHCO3) de modo a 

manter a alcalinidade residual acima de 300 mg/L, adequada à nitrificação. 

 Foram utilizados frascos em quadruplicata para cada concentração salina, 

sendo destinada uma duplicata como controle e outra como tratamento, na qual o 

coquetel fágico foi dosado na contração de 107 UFP/ml. 

 As concentrações de amônia 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 fágico, como fase de estabilização, de modo a garantir 

remoções de amônia estáveis e acima de 90%. 

 Após a dosagem do coquetel foram acompanhadas ao longo de 20 dias, (i ) a  
t a x a  de  re m o ç ã o  de  a m ô n i a , cerca de 2 vezes por semana, em todos os frascos; e, 

(i i ) a  c o n c e n t ra ç ã o  de  f a g o s  nos frascos tratados, por meio da quantificação de 

UFP/ml para cada uma das bactérias hospedeiras (E. coli e E. cloacae) dos fagos que 

compõem o coquetel. Depois desse período, os sistemas foram mantidos em 

alimentação e analisados novamente quanto à remoção de amônia após 35 dias.  

 A Fi g u ra  5 3 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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Fi g u ra  5 3.  Etapas experimentais do estudo preliminar de avaliação do potencial 
impacto do coquetel fágico na inibição do processo de nitrificação no sistema biológico 
de tratamento de água de produção em terminais de petróleo. Os números ordinais 
representam os dias do experimento, os números em círculos azuis representam os 
tempos em que foram realizadas as quantificações de amônia e os números em 
círculos verdes representam os tempos em que foram realizadas as quantificações 
dos fagos. 
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5 .  RESULTADOS 
 

5 . 1 .  Q UANTIFICAÇÕES MICROBIOLÓGICAS E INÓCULOS MICROBIANOS 

 A Ta b e l a  1 5  apresenta os resultados das quantificações de campo realizadas 

para as respectivas plataformas amostradas no mês anterior às amostragens e a 

Ta b e l a  1 6  apresenta os resultados de quantificações realizados diretamente nas 

amostras coletadas. 

 

Ta b e l a  1 5 .  Quantificações microbiológicas de campo nos pontos de amostragem. 
Q u a n t i f i c a ç õ e s  m i c ro b i o l ó g i c a s  NMP/ m l  

Po n t o s  de  a m o s t ra g e m  BRS-m  BANH T 
Tanque slop  
(plataforma tipo FPSO) 1,1×106 1,1×106 

Tanque de armazenamento central  
(plataforma tipo FSO) 1,1×104 1,1×105 

Tanque de armazenamento a bombordo  
(plataforma tipo FSO) 1,1×104 1,1×106 

 

Ta b e l a  1 6 .  Quantificações microbiológicas realizadas nas amostras coletadas. 
Q u a n t i f i c a ç õ e s  m i c ro b i o l ó g i c a s  NMP/ m l  

Po n t o s  de  a m o s t ra g e m  BRS-m  BRS-t  BANH T BPA 
Tanque slop  
(plataforma tipo FPSO) 1,1×105 NR 1,1×106 NR 

Tanque de armazenamento central  
(plataforma tipo FSO) 1,1×104 9,0×100 NR 1,1×106 

Tanque de armazenamento a bombordo 
(plataforma tipo FSO) 1,1×105 9,0×100 NR 1,1×107 

NR = não realizado. 

  

 A partir dessas quantificações, foram recuperadas para crescimento nos 

reatores de propagação de inóculos microbianos anaeróbicos as culturas de BRS-m 

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

petróleo. Todas as culturas foram mantidas por realimentação mensal no Laboratório 

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

neste e nos demais estudos em andamento. 
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5 . 2.  SELEÇÃO DO COQ UETEL FÁGICO 

 Com base nos critérios e considerações de seleção apresentados no item 4.4., 

foram escolhidos quatro fagos para compor o coquetel fágico utilizado nos ensaios 

nos Loopings da UFV. 

 Os quatro fagos selecionados pertencem à Coleção de Vírus Bacterianos do 

LIVM e encontram-se identificados com os seguintes códigos: (i ) vB_EcoM-UFV09; 

(i i ) vB_EcoM-UFV10; (i i i ) vB_EcoM-UFV13; e, (i v ) vB_EclM-UFV01 e serão 

denominados simplificadamente daqui em diante de UFV09 , UFV1 0, UFV1 3 e En t 01 .  
 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 

Agropecuária (EMBRAPA) Gado de Leite. Já o fago Ent01, refere-se a um fago de 

Enterobacter cloacae, isolado na linhagem bacteriana E. cloacae ATCC 1347, cedida 

pelo Laboratório de Microbiologia de Anaeróbios e Microbiota Animal (BIOTAN) da 

UFV. Atualmente, ambas as linhagens bacterianas pertencem à Coleção de 

Microrganismos do LIVM. 

 Todos os fagos foram sequenciados, identificados e suas sequências 

encontram-se depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

sob os códigos listados na Ta b e l a  1 7 .  
 
Ta b e l a  1 7 .  Identificação dos fagos selecionados para formulação do coquetel fágico. 
Ide n t i f i c a ç ã o  
s i m p l i f i c a da   

Có di g o  de  i de n t i f i c a ç ã o   
n o  LIMV (UFV) 

Có di g o  de  
i de n t i f i c a ç ã o  n o  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_EclM-UFV01 ON454249 

 

 Os fagos de E. coli e E clocae, até 2021, eram classificados como pertencentes 

à ordem Caudovirales, família Myoviridae, sendo que os fagos de E. coli já haviam 

sido identificados como sendo da subfamília Tevenvirinae, gênero T4 virus. Contudo, 

atualmente, conforme a nova classificação do International Committee on Taxonomy 

of Viruses (ICTV), esses fagos passaram a ser classificados conforme a Ta b e l a  1 8  e 

se diferenciam taxonomicamente apenas pelo gênero. 
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Ta b e l a  1 8 .  Classificação taxonômica dos fagos selecionados para formulação do 
coquetel fágico, segundo nova classificação do ICTV. 
Ta x o n o m i a  Fa g o s  de  Escherichia coli Fa g o  de  Enterobacter coclae 
Super-Reino Viruses 
Clado Duplodnaviria 
Reino Heunggongvirae 
Filo Uroviricota 
Classe Caudoviricetes 
Família Straboviridae 
Subfamília Tevenvirinae 
Gênero Tequatrovirus. Karamvirus 

 

5 . 3.  PRIMEIRO ESTUDO COM BACTERIÓFAGOS EM LOOPING (SISTEMA 
CENPES) 

 

5 . 3. 1 .  In ó c u l o  

 A Ta b e l a  1 9  apresenta os resultados de quantificação microbiológicas por NMP 

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

do tipo FPSO, após o repique de 10 % (v/v) e 72 h de incubação; e, da água do mar 

natural filtrada utilizada para abastecimento do Looping.   

 Observa-se um resultado de concentração mediana de BANHT no inóculo, 

porém uma concentração alta na água do mar. Já para BRS-m ambas as 

concentrações foram baixas, principalmente na água do mar. 

 

Ta b e l a  1 9 .  Quantificações microbiológicas das culturas de BANHT e BRS-m 
inoculadas e na água do mar natural utilizada como alimentação nos ensaios no 
Looping do CENPES. 

Q u a n t i f i c a ç õ e s  m i c ro b i o l ó g i c a s  BANH T (NMP/ m l ) BRS-m  (NMP/ m l ) 

Inóculos do tanque slop  
(plataforma tipo FPSO) 2,3×103 1,5×101 

Água do mar natural 
(alimentação do Looping) 4,3×105 9,2×10-1 
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5 . 3. 2.  Pa râ m e t ro s  f í s i c o -q u í m i c o s  

 Os parâmetros físico-químicos monitorados permaneceram adequados e 

relativamente estáveis ao longo de todo o experimento. A Fi g u ra  5 4  apresenta os 

resultados do monitoramento dos parâmetros de temperatura, pH e OD, enquanto a 

Fi g u ra  5 5 , apresenta os resultados do monitoramento do ORP. 

 A temperatura média permaneceu em torno de 31,7 ± 2,2 oC. O pH médio 

permaneceu em torno de 6,0 ± 0,7. E, o OD encontrava-se em 16,6 ppb (partes por 

bilhão) antes da inoculação do sistema e manteve-se, ao longo de quase todo o 

período de operação, em 7,3 ± 2,2 ppb (abaixo dos 10 ppb recomendados), tendo 

apenas aumentado para cerca de 30 ppb no último tempo analisado (54º dia). Já o 

ORP antes da inoculação do sistema encontrava-se em torno de -47 mv e após a 

inoculação permaneceu em média em -461 ± 38 mv.  

 

 
Fi g u ra  5 4 .  Resultados do monitoramento dos parâmetros de temperatura, pH e 
oxigênio dissolvido (OD) ao longo do primeiro estudo no Looping do CENPES. Os 
números em círculos representam os tempos de coleta dos cupons. 
 



151 
 

 

 
Fi g u ra  5 5 .  Resultados do monitoramento do potencial redox (ORP) ao longo do 
primeiro estudo no Looping do CENPES. Os números em círculos representam os 
tempos de coleta dos cupons. 
 

5 . 3. 3.  BRS (NMP/ m l  e  NMP/ c m 2) 

 O gráfico da Fi g u ra  5 6  apresenta os resultados das quantificações pela técnica 

do NMP no fluido (NMP/ml) e nos cupons (NMP/cm2) coletados em cada um dos 8 

tempos de amostragem do teste no Looping do CENPES. 

 Observa-se que após a inoculação, rapidamente se estabeleceu um biofilme 

contendo BRS nos cupons, mantendo-se na ordem de 104 NMP/cm2 no tempo 5. 

Contudo, não foi possível observar pela técnica do NMP uma redução nem do biofilme, 

nem das bactérias planctônicas, após a dosagem dos fagos. Observa-se inclusive um 

aumento nas concentrações de BRS e BANHT nos cupons nos tempos 6, 7 e 8. 
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Fi g u ra  5 6 .  Quantificações microbiológicas do fluido (NMP/ml) e dos cupons 
(NMP/cm2) coletados ao longo do primeiro estudo no Looping do CENPES. Os 
números em círculos representam os tempos de coleta dos cupons. NMP (Número 
Mais Provável); BANHT (Bactérias Anaeróbias Heterotróficas Totais); BRS (Bactérias 
Redutoras de Sulfato). 
  

5 . 3. 4 .  MEV e  p e rf i l o m e t ri a  ó p t i c a  

 Em relação às análises de MEV e perfilometria óptica, observam-se resultados 

opostos aos valores de NMP. As análises de MEV (Fi g u ra  5 7 ), a determinação da Rq 

(rugosidade média quadrática) (Fi g u ra  5 8 ) e o aspecto visual dos cupons (Fi g u ra  5 9 ),  
demonstraram uma redução significativa do biofilme após a dosagem do coquetel 

fágico. 
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Fi g u ra  5 7 .  Resultados das análises de MEV dos cupons coletados ao longo do 
primeiro estudo no Looping do CENPES. As barras de escala representadas referem-
se a 100 µm. 
 

 
Fi g u ra  5 8 .  Resultados das análises de perfilometria óptica dos cupons coletados ao 
longo do primeiro estudo no Looping do CENPES. 
 

 
Fi g u ra  5 9 .  Aspecto visual dos cupons coletados ao longo do primeiro estudo no 
Looping do CENPES. 
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5 . 3. 5 .  H 2S di s s o l v i do  (m g / L) 

 Em relação 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 (último cupom coletado, 15 dias após a dosagem dos fagos), 

houve uma redução de aproximadamente 80% nos teores de H2S e nos 5 meses que 

se seguiram, não houve aumento desses teores, os quais permaneceram estáveis e 

em média, abaixo de 50 ppm (mg/L), conforme apresentado na Fi g u ra  6 0. 

 

 
Fi g u ra  6 0.  Teores de sulfetos (H2S) dissolvidos no fluido circulante no Looping, ao 
longo de aproximadamente 2 meses de execução do experimento com retirada dos 
cupons (tempos 1 a 8) e durante 5 meses após a retirada do último cupom (tempos 9 
a 13). Os números em círculos representam os tempos de coleta dos cupons. 
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5 . 4 .  SEGUNDO ESTUDO COM BACTERIÓFAGOS EM LOOPING (NOVOS 
SISTEMAS UFV) 

 

5 . 4 . 1 .  In ó c u l o  

 A Ta b e l a  20 apresenta os resultados de quantificação por NMP (i ) da cultura 

microbiana de BRS-m, após o repique de 10 % (v/v) e 72 h, utilizada como inóculo 

para os ensaios; e, (i i ) da água 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 inóculo (107 NMP/ml) e uma 

concentração bastante baixa na água do mar (10-1 NMP/ml), onde as BANHT ao 

contrário, apresentaram concentração alta (105 NMP/ml). 

 

Ta b e l a  20.  Quantificações microbiológicas da cultura de BRS-m inoculada e da água 
do mar natural utilizada como alimentação nos sistemas de Looping da UFV.  

Q u a n t i f i c a ç õ e s  m i c ro b i o l ó g i c a s  BANH T (NMP/ m l ) BRS-m  (NMP/ m l ) 

Inóculo dos tanques de armazenamento  
(plataforma tipo FSO) * 1,4 ×107 

Água do mar natural 
(alimentação do Looping) 2,3×105 9,2×10-1 

*não realizado 

 

5 . 4 . 2.  Te m p e ra t u ra  (o C) 

 Observa-se pela Fi g u ra  6 1 ,  que a temperatura nos tanques do Looping 

Tratamento permaneceu estável ao longo de todo o ensaio, com média em torno de 

32oC, enquanto no Looping Controle, apesar da média de temperatura não ter se 

distanciado tanto em relação ao Tratamento, ficando em torno de 35,6oC, ocorreram 

vários picos de aumento de temperatura ultrapassando 40oC, chegando a 47oC em 

dois momentos, no 10º e 34º dias. 
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Fi g u ra  6 1 .  Resultados do monitoramento da temperatura (oC) nos tanques de 
alimentação ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. A seta preta indica a 
inoculação, as setas azuis indicam as dosagens da solução nutritiva e a seta verde 
indica a dosagem do coquetel fágico. Os números em círculos representam os tempos 
de coleta dos cupons. 
 

 Quanto à temperatura no fluido circulante em cada Looping (Fi g u ra  6 2), 
observa-se que no Tratamento, a temperatura também permaneceu mais estável que 

no Controle, com uma média em torno de 31,5oC, no primeiro, e 32,5oC, no segundo. 

Contudo, também foram observados picos acima de 40oC no Looping Controle 

(42,9oC no 4º dia e 45,7oC no 34º dia). 
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Fi g u ra  6 2.  Resultados do monitoramento da temperatura (oC) no fluido circulante nos 
sistemas ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. A seta preta indica a inoculação, 
as setas azuis indicam as dosagens da solução nutritiva e a seta verde indica a 
dosagem do coquetel fágico. Os números em círculos representam os tempos de 
coleta dos cupons. 
  

5 . 4 . 3.  p H  

O gráfico da Fi g u ra  6 3 apresenta os resultados do monitoramento do pH ao 

longo dos ensaios. Observa-se um pequeno aumento do pH no 6º dia, logo após a 

inoculação e dosagem da solução nutritiva, contudo, a partir de então, os valores de 

pH em ambos os Loopings permaneceram razoavelmente estáveis, com uma média 

de pH em 7,5 para o Tratamento e 7,9 para o Controle. 
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Fi g u ra  6 3.  Resultados do monitoramento do pH, nos sistemas Tratamento e Controle, 
ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. A seta preta indica a inoculação, as setas 
azuis indicam as dosagens da solução nutritiva e a seta verde indica a dosagem do 
coquetel fágico. Os números em círculos representam os tempos de coleta dos 
cupons. 
 

5 . 4 . 4 .  Ox i g ê n i o  di s s o l v i do  (m g / L) 

 A Fi g u ra  6 4  apresenta os resultados de acompanhamento dos teores de 

oxigênio dissolvido (OD) ao longo dos ensaios nos Loopings. Observa-se que apesar 

dos sistemas terem se estabelecido em anaerobiose durante a fase pré-inoculação, 

logo após a inoculação e dosagem da solução nutritiva, os teores de OD subiram 

progressivamente e atingindo valores próximos de 8 mg/L no 14o dia no Controle e no 

20º dia no Tratamento. 

Em seguida, os teores de oxigênio caíram 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 período total dos ensaios, 

foram observados 3 ciclos de aumento do OD, seguido por sua queda e por um 

período de anaerobiose em ambos os sistemas.  

Contudo, aparentemente, tais ciclos aconteceram com uma diferença de quase 

uma semana quando se comparam os Loopings, ou seja, a anaerobiose foi mantida 

por mais tempo no Tratamento, o que gerou uma diferença significativa nos níveis de 
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exposição 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 Fi g u ra  6 4 ). 

 

  
Fi g u ra  6 4 .  Resultados do monitoramento do oxigênio dissolvido (OD), nos sistemas 
Tratamento e Controle, ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. A seta preta indica 
a inoculação, as setas azuis indicam as dosagens da solução nutritiva e a seta verde 
indica a dosagem do coquetel fágico. Os números em círculos representam os tempos 
de coleta dos cupons. 

 

5 . 4 . 5 .  De n s i da de  ó p t i c a  (DO6 00n m ) 

A Fi g u ra  6 5  apresenta os resultados das análises de DO600nm no fluido 

circulante nos Loopings ao longo dos ensaios. Observa-se que logo após a 

inoculação, os valores de DO600nm aumentaram para próximo de 1 em ambos os 

sistemas e permaneceram nessa faixa por cerca de uma semana quando tiveram 

ligeira queda. Em seguida, logo após a dosagem da solução nutritiva, houve um 

aumento considerável seguido novamente de uma queda até a próxima dosagem de 

solução nutritiva. 

Contudo, o Lopping Tratamento atingiu níveis mais elevados de DO600nm e se 

manteve mais estável ao longo do tempo, com uma DO600nm média de 1,4, do dia da 

inoculação em diante, enquanto o Controle, apresentou uma DO600nm média de 0,8 

nesse mesmo período, conforme indicado pelas linhas tracejadas na Fi g u ra  6 5 . 
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Fi g u ra  6 5 .  Resultados do monitoramento da densidade óptica (DO600nm), nos sistemas 
Tratamento e Controle, ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. A seta preta indica 
a inoculação, as setas azuis indicam as dosagens da solução nutritiva e a seta verde 
indica a dosagem do coquetel fágico. Os números em círculos representam os tempos 
de coleta dos cupons. 
 

5 . 4 . 6 .  H 2S di s s o l v i do  (m g / L) 

 Quanto às análises 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 detectáveis e de 

interferência, ou seja, abaixo dos valores obtidos com o “branco” (água do mar natural 

sem adição de inóculo) e, portanto, não foram representados graficamente. 

 

5 . 4 . 7 .  Su l f a t o s  (m g / L) 

 Já os teores de sulfato encontrados nos 3 tempos avaliados (1º, 42º e 57º dia), 

são apresentados na Fi g u ra  6 6 , onde observa-se uma redução 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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Fi g u ra  6 6 .  Resultados do monitoramento dos teores de sulfato nos sistemas 
Tratamento e Controle amostrados ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV. (*) 
diferença estatisticamente significativa entre Tratamento e Controle, teste Tukey 
(P≤0,05). 
 

5 . 4 . 8 .  BRS (NMP/ m l  e  NMP/ c m 2) 

Em relação às concentrações de BRS quantificadas pela técnica do NMP 

(Fi g u ra  6 7 ), não foram observadas grandes diferenças. No fluido, já no início dos 

ensaios (1º dia) as quantificações encontravam-se elevadas (na ordem de 106 

NMP/ml), atingindo valores de 107 NMP/ml no 42º dia e assim permaneceram até o 

final, tal como nos cupons, onde também permaneceram próximas de 107 NMP//ml 

tanto no 42º dia (pré-fagos) quanto no 57º dia (pós-fagos). 
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A B 
Fi g u ra  6 7 .  Resultados das análises de quantificação de BRS, pela técnica do NMP, 
no fluido (NMP/ml) (A) e nos cupons (NMP/cm2) (B) nos sistemas Tratamento e 
Controle amostrados ao longo dos ensaios nos Loopings da UFV.  
 

5 . 4 . 9 .  ATP (p g / m l  e  p g / c m 2) 

 Quanto ao ATP medido no fluido no 1º, 42º e 57º dia (Fi g u ra  6 8 A) observa-se 

que ele se encontrava baixo no início dos ensaios e aumentou equitativamente em 

torno de 70% em ambos os sistemas após a inoculação. Contudo, após a dosagem 

do coquetel fágico, observa-se que enquanto no Tratamento ele aumentou cerca de 

20% em relação ao 42º dia (pré-fagos), no Controle diminuiu aproximadamente 40%. 

 Já o ATP medido nos cupons coletados (Fi g u ra  6 8 B) aumentou em torno de 

60% do 42º para 57º dia no Tratamento, enquanto permaneceu praticamente o mesmo 

no Controle. 
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A B 
Fi g u ra  6 8 .  Resultados das análises de quantificação de ATP no fluido (pg/ml) (A) e 
nos cupons (pg/cm2) (B) nos sistemas Tratamento e Controle amostrados ao longo 
dos ensaios nos Loopings da UFV. (*) diferença estatisticamente significativa entre 
Tratamento e Controle, teste Tukey (P≤0,05). 
 

5 . 4 . 1 0.  Tí t u l o  v i ra l  (UFP/ m l ) 

 A Fi g u ra  6 9  apresenta os resultados de determinação do título viral em UFP/ml 

(estimativa do número de partículas virais) no fluido circulante no Looping Tratamento, 

no 42º dia (antes da dosagem do coquetel fágico) e no 49º e 57º dia, para cada uma 

das bactérias hospedeiras dos fagos que compõem o coquetel, Escherichia coli e 

Enterobacter cloacae. 

 Observa-se que antes da dosagem do coquetel (42º dia) nenhum fago capaz 

de utilizar alguma das bactérias hospedeiras se fazia presente no sistema e após uma 

semana (49º dia) as concentrações dos fagos de E.coli encontravam-se na ordem de 

106 UFP/ml, enquanto do fago de E. cloacae, encontrava-se na ordem de 104 UFP/ml, 

permanecendo assim até o último tempo avaliado (57º dia). 
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Fi g u ra  6 9 .  Resultados das determinações do título viral (estimativa do número de 
partículas virais) em UPF/ml, para cada uma das bactérias hospedeiras, Escherichia 
coli e Enterobacter coclae, no fluido circulante no Looping Tratamento no 42º dia (pré-
fagos) e no 49º e 57º dia (pós-fagos) de ensaios nos Loopings da UFV.  
   

5 . 4 . 1 1 .  MEV 

 Quanto aos cupons destinados ao MEV para visualização e análise qualitativa 

do biofilme, ocorreram problemas de preservação das amostras que não permitiram a 

obtenção de imagens adequadas, sendo assim, infelizmente, tais análises 

comparativas dos cupons não puderam ser realizadas. 

 Entretanto, adicionalmente, foram aproveitados os cupons processados para 

as análises de perda de massa, para realizar uma análise preliminar por MEV, com o 

objetivo de se verificar uma possível formação de pits e se obter um referencial nos 

tempos dos ensaios realizados, visando a aplicação dessa técnica também nesses 

cupons em novos ensaios no futuro. 

 Portanto, a Fi g u ra  7 0 apresenta as imagens de MEV obtidas nos cupons 

destinados à perda de massa (ou seja, os cupons já estavam decapados e limpos, 

para remoção do biofilme e dos resíduos de corrosão).  

 As imagens A e B da Fi g u ra  7 0 ilustram o aspecto morfológico dos cupons 

coletados respectivamente nos Loopings Tratamento e Controle no 42º dia (pré-
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fagos), enquanto as imagens C e D ilustram os cupons dos Loopings Tratamento e 

Controle no 57º dia (pós-fagos). 

 Antes da dosagem do coquetel fágico (42º dia), foram observados pits de 

corrosão semelhantes em tamanho e profundidade em ambos os sistemas, como 

ilustrado pelas Fi g u ra s  7 0A e 7 0B. Contudo, após a dosagem do coquetel (57º dia), 

observa-se que aparentemente os cupons do Looping Controle apresentaram pits de 

maior tamanho e sobretudo maior profundidade (Fi g u ra  7 0D), em comparação aos 

cupons do Looping Tratamento (Fi g u ra  7 0C). 
 

 
Fi g u ra  7 0.  Imagens da MEV obtidas a partir dos cupons destinados às análises de 
perda de massa, amostrados nos sistemas Tratamento e Controle no 42º dia (pré-
fagos) e no 57º dia (pós-fagos) de ensaios nos Loopings da UFV. (A) Tratamento pré-
fagos; (B) Controle pré-fagos; (C) Tratamento pós-fagos; e, (D) Controle pós-fagos. 
As barras de escala representadas referem-se a 10 µm. 
 

5 . 4 . 1 2.  Pe rf i l o m e t ri a  ó p t i c a  e  ru g o s i da de  m é di a  q u a drá t i c a  –  Rq  (µ m ) 

 A mesma tendência observada nas imagens de MEV foi vista também nas 

imagens de perfilometria óptica (Fi g u ra  7 1 ),  onde aparentemente, os pits observados 

nos cupons do Controle no 57º dia (pós-fagos) aumentaram consideravelmente em 

tamanho e profundidade (áreas em azul) em relação ao 42º dia (pré-fagos), enquanto 
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os cupons do Tratamento ao 57º dia (pós-fagos) permaneceram muito semelhantes 

aos cupons do 42º dia (pré-fagos), não apresentando diferença visual em relação ao 

tamanho e profundidade dos pits. 

 

 
Fi g u ra  7 1 .  Imagens da Perfilometria Óptica obtidas a partir dos cupons destinados às 
análises de perda de massa, amostrados nos sistemas Tratamento e Controle no 42º 
dia (pré-fagos) e no 57º dia (pós-fagos) de ensaios nos Loopings da UFV. 
 

 Da mesma forma, na determinação da Rq (µm) (Fi g u ra  7 2), observa-se que até 

o momento da dosagem do coquetel fágico (42º dia) não havia diferença significativa 

entre os cupons de ambos os sistemas, contudo, ao final dos ensaios (57º dia), a 

diferença entre o Tratamento e o Controle foi significativa, com o Controle 

apresentando uma rugosidade 51% maior que o Tratamento. 
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Fi g u ra  7 2.  Resultados das determinações de Rugosidade Média Quadrática – Rq 
(µm) obtidas a partir dos cupons amostrados nos sistemas Tratamento e Controle no 
42º dia (pré-fagos) e no 57º dia (pós-fagos) de ensaios nos Loopings da UFV. (*) 
diferença estatisticamente significativa entre Tratamento e Controle, teste Tukey 
(P≤0,05). 
  

5 . 4 . 1 3.  Ta x a  de  c o rro s ã o  

 Por fim, a Fi g u ra  7 3A apresenta as medidas de perda de massa (g) e a Fi g u ra  
7 3B apresenta os resultados da determinação das taxas de corrosão (mm/ano). Os 

dados obtidos demonstram que no 42º dia, as taxas de corrosão já eram classificadas 

como altas em ambos os sistemas, apesar de serem cerca de 20% menores no 

Tratamento. 

 Contudo, no 57º dia, enquanto a taxa de corrosão do Tratamento permaneceu 

inalterada (em torno de 0,154 mm/ano), no Controle ela aumentou (para 0,221 

mm/ano), atingindo uma diferença em relação ao Tratamento de cerca de 30%, 

chegando assim, mais próxima ao limite de classificação severa (0,25 mm/ano) 

conforme demarcações representadas na Fi g u ra  7 3B. 
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A 
B 

Fi g u ra  7 3.  Resultados das análises de perda de massa (A) e determinação das taxas 
de corrosão (B) dos cupons amostrados nos sistemas Tratamento e Controle ao longo 
dos ensaios nos Loopings da UFV. 
 

5 . 5 .  AVALIAÇÃO DE POTENCIAIS IMPACTOS DO USO DE BACTERIÓFAGOS 
 

5 . 5 . 1 .  Ec o t o x i c i da de  

A Ta b e l a  21  apresenta os resultados de CE5015min dos produtos avaliados 

quanto à 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 > 10-5 %), sendo de 0,0000134% para o biocida padrão e 

0,0000084% para o biocida específico para tanques. Já o coquetel fágico nas duas 

concentrações (109 e 107 UFP/ml) e o meio LB residual apresentaram ecotoxicidade 

bem mais baixa em relação aos biocidas, porém, ainda com valores razoáveis (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 concentrações do coquetel, a 

CE50 foi de 24 % para a maior concentração (109 UFP/ml) e de 41% para a menor 

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

Pro du t o s  CE5 0 1 5 m i n  (%) 
Co q u e t e l  f á g i c o  (1 0 7  UFP/ m l ) 41,03 
Co q u e t e l  f á g i c o  (1 0 9  UFP/ m l ) 24,04 
Me i o  LB re s i du a l  13,47  
Bi o c i da  p a drã o  (TH PS 7 5 % ) 0,0000134 
Bi o c i da  p a ra  t a n q u e s  (TH PS 4 0% ) 0,0000084 

 

5 . 5 . 2.  Bi o de g ra da b i l i da de  

A Ta b e l a  22 apresenta os resultados de determinação da DQO dos produtos 

avaliados e a DBOt máxima estimada (em mg de O2/mg de substância teste), 

considerando a biodegradabilidade total dos componentes do produto. 

Observa-se que a DQO do meio LB residual e do coquetel fágico são próximas, 

em torno de 16 a 17.000 mg/L, respectivamente, enquanto a DQO dos produtos 

biocidas é bem maior, em torno de 1.100.000 mg/L para o biocida padrão e 600.000 

mg/L para o biocida de tanques.  

 

Ta b e l a  22.  Resultados das análises de Demanda Química de Oxigênio (DQO) para 
cada produto avaliado no teste de biodegradabilidade (%D) e respectivos valores 
estimados de Demanda Bioquímica de Oxigênio teórica (DBOt). 

Pro du t o s  DQ O 
(mg/L) 

DBOt    
(mg O2/mg de 

substância teste) 
Co q u e t e l  f á g i c o  (1 0 9  UFP/ m l ) 17.246,44 17,24644 
Me i o  LB re s i du a l  16.012,38  16,01238  
Bi o c i da  p a drã o  (TH PS 7 5 % ) 1.125.465,69 1.125,46569 
Bi o c i da  p a ra  t a n q u e s  (TH PS 4 0% ) 633.458,20 633,45820 

 

 A Ta b e l a  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 físico-químicos de cada uma das substâncias avaliadas foram suprimidos 

na Ta b e l a  23 a fim de facilitar a visualização e interpretação dos resultados, uma vez 

que a comparação de maior interesse, neste caso, diz respeito aos resultados do 

consumo de O2 corrigidos pelo valor controle branco, apresentados na Ta b e l a  24 . 
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 Observa-se um alto consumo do O2 na substância de referência, contudo, em 

todos os demais produtos avaliados, os valores de O2 são bem próximos dos valores 

do controle branco (Ta b e l a  23), ou seja, praticamente não há consumo do O2. Este 

resultado fica evidenciado quando se faz a correção desse consumo pelos valores 

obtidos no controle branco (Ta b e l a  24 ).  
Já quanto aos controles da toxicidade, em todos os produtos observam-se 

valores próximos aos da substância de referência e em todos os controles físico-

químicos observam-se valores baixos, próximos de 0 (zero), tal como nos produtos 

avaliados (Ta b e l a  24 ). 
 

Ta b e l a  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. 

 
Pro du t o  Fra s c o  

Te o re s  de  O2 (m g / L)  
a  c a da  x  di a s  

0 7  1 4  28  

1  Co n t ro l e  b ra n c o  
1  7,0 6,6 6,4 6,6 
2 7,0 6,6 6,4 6,6 

Mé di a  7 , 0 6 , 6  6 , 4  6 , 6  

2 Su b s t â n c i a  de  re f e rê n c i a   
(b e n z o a t o  de  s ó di o ) 

1  7,2 4,4 4,0 3,4 
2 7,0 4,2 4,0 3,4 

Mé di a  7 , 1  4 , 3 4 , 0 3, 4  

3 Co q u e t e l  f á g i c o  
(1 0 9  UFP/ m l ) 

1  7,2 6,2 6,2 6,0 
2 7,2 6,2 6,2 6,0 

Mé di a  7 , 2 6 , 2 6 , 2 6 , 0 

4  Me i o  LB re s i du a l  
1  7,2 6,4 6,4 6,4 
2 7,2 6,4 6,4 6,4 

Mé di a  7 , 2 6 , 4  6 , 4  6 , 4  

5  Bi o c i da  p a drã o   
(TH PS 7 5 % ) 

1  7,0 6,4 6,4 6,2 
2 7,0 6,4 6,4 6,2 

Mé di a  7 , 0 6 , 4  6 , 4  6 , 2 

6  Bi o c i da  p a ra  t a n q u e s   
(TH PS 4 0% ) 

1  7,2 6,6 6,6 6,4 
2 7,2 6,6 6,6 6,4 

Mé di a  7 , 2 6 , 6  6 , 6  6 , 4  
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Ta b e l a  24 .  Resultados de consumo de O2 de cada produto avaliado, nos tempos de 
7, 14 e 28 dias de ensaio. 

 
Pro du t o  

Co n s u m o  de  O2 (m g / L)*   
a  c a da  x  di a s  

7  1 4  28  
1  Su b s t â n c i a  de  re f e rê n c i a   

(b e n z o a t o  de  s ó di o ) 2,4 2,5 3,3 

2 Co n t ro l e  da  t o x i c i da de  (c o q u e t e l  f á g i c o ) 2,6 3,0 3,0 
3 Co n t ro l e  da  t o x i c i da de  (m e i o  LB re s i du a l ) 2,4 2,7 3,2 
4  Co n t ro l e  da  t o x i c i da de  (b i o c i da  TH PS 7 5 % ) 2,3 2,4 3,6 
5  Co n t ro l e  da  t o x i c i da de  (b i o c i da  TH PS 4 0% ) 2,8 2,6 3,8 
6  Co n t ro l e  f í s i c o -q u í m i c o  (c o q u e t e l  f á g i c o ) 0,2 0,0 -0,2 
7  Co n t ro l e  f í s i c o -q u í m i c o  (m e i o  LB re s i du a l ) 0,2 0,0 0,0 
8  Co n t ro l e  f í s i c o -q u í m i c o  (b i o c i da  TH PS 7 5 % ) 0,0 0,2 0,3 
9  Co n t ro l e  f í s i c o -q u í m i c o  (b i o c i da  TH PS 4 0% ) 0,0 -0,2 0,2 
1 0 Co q u e t e l  f á g i c o  (1 0 9  UFP/ m l ) 0,6 0,4 0,8 
1 1  Me i o  LB re s i du a l  0,3 0,2 0,4 
1 2 Bi o c i da  p a drã o  (TH PS 7 5 % ) 0,2 0,0 0,4 
1 3 Bi o c i da  p a ra  t a n q u e s  (TH PS 4 0% ) 0,2 0,0 0,4 

* Consumo de O2 (mg/L) = (mt0 – mtx) – (mb0 – mbx) 
 

A Ta b e l a  25  e a  Fi g u ra  7 4 , apresentam os percentuais de biodegradabilidade 

(%D) dos produtos avaliados nos tempos de 7, 14 e 28 dias, calculados conforme a 

fórmula apresentada anteriormente (item 4.6.2.). Considerando o tempo de 28 dias, 

observa-se que a substância de referência apresentou biodegradabilidade alta e 

adequada, em torno de 87%, já os produtos avaliados apresentaram 

biodegradabilidade muito baixa, os biocidas tiveram resultados próximos de 0 (zero), 

enquanto a biodegradabilidade do coquetel fágico e do meio LB residual ficaram em 

torno de 2 e 1%, respectivamente. 
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Ta b e l a  25 .  Resultados de biodegradabilidade (%D) de cada produto avaliado, nos 
tempos de 7, 14 e 28 dias de ensaio. 

 

Pro du t o  

Pe rc e n t u a l  de  
b i o de g ra da b i l i da de  (% D) 

 a  c a da  x  di a s  
7  1 4  28  

1  Su b s t â n c i a  de  re f e rê n c i a   
(b e n z o a t o  de  s ó di o ) 63,281 65,918 87,012 

2 Co q u e t e l  f á g i c o  (1 0 9  UFP/ m l ) 1,739 1,160 2,319 
3 Me i o  LB re s i du a l  0,937 0,625 1,249 
4  Bi o c i da  p a drã o  (TH PS 7 5 % ) 0,009 0,000 0,018 
5  Bi o c i da  p a ra  t a n q u e s  (TH PS 4 0% ) 0,016 0,000 0,032 

 

 
Fi g u ra  7 4 .  Resultados de biodegradabilidade (%D) de cada produto avaliado, nos 
tempos de 7, 14 e 28 dias de ensaio. 
 

5 . 5 . 3.  Co rro s i v i da de  

 A Ta b e l a  26  apresenta os resultados individuais de cada uma das triplicatas 

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

(excluindo-se a área dos furos); da massa dos cupons ao início (minicial) e ao final 

(mfinal) dos ensaios; da massa dos cupons após a decapagem (mdecapagem); da variação 
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de massa (Δm) dos cupons e das respectivas taxas de corrosão (TxCor) calculadas 

conforme a fórmula apresentada anteriormente no item 4.6.3. (ASTM 

INTERNATIONAL, 2017). 

 Observa-se que as taxas de corrosão para o controle, o coquetel fágico e o 

biocida para tanques foram baixas, enquanto a taxa de corrosão do biocida padrão 

atingiu valores moderados. 

 

Ta b e l a  26 .  Resultados das medidas de área (A); massa dos corpos de prova ao início 
(minicial) e ao final (mfinal) dos ensaios; após a decapagem (mdecapagem); variação de 
massa (Δm) dos cupons e respectivas taxas de corrosão (TxCor) calculadas. 

En s a i o  Cu p o m  A 
(c m 2) 

m i n i c i a l  
(g ) 

m f i n a l  
(g ) 

m de c a p a do  
(g ) 

Dm  
(g ) 

Tx Co r 
(m m / a n o ) 

Co n t ro l e  
(á g u a  do  m a r n a t u ra l  
f i l t ra da  e  e s t é ri l ) 

1 13,974 9,2963 9,2901 9,2786 0,0177 0,020 
2 13,978 9,3211 9,3141 9,3004 0,0207 0,023 
3 13,999 9,2987 9,2911 9,2780 0,0207 0,023 

Co q u e t e l  f á g i c o   
(1 09  UFP/ m l ) 
Do s a do  e m  1 0 7  UFP/ m l  

1 13,964 9,3202 9,3204 9,3060 0,0142 0,015 
2 13,958 9,2971 9,2969 9,2829 0,0142 0,015 
3 13,909 9,2406 9,2410 9,2271 0,0135 0,014 

Bi o c i da  p a drã o  
(TH PS 7 5 % ) 
Do s a do  e m  200 p p m  

1 14,053 9,2704 9,2657 9,2377 0,0327 0,035 
2 13,997 9,2346 9,2305 9,2056 0,0290 0,031 
3 13,976 9,2656 9,2594 9,2391 0,0265 0,028 

Bi o c i da  p a ra  t a n q u e s  
(TH PS 4 0% ) 
Do s a do  e m  200 p p m  

1 13,953 9,2927 9,2890 9,2776 0,0151 0,017 
2 13,969 9,2860 9,2827 9,2743 0,0117 0,013 
3 13,943 9,2975 9,2948 9,2878 0,0097 0,011 

 

 A Ta b e l a  27  apresenta os valores de pH medidos em cada produto puro e a 

Fi g u ra  7 5  apresenta os valores de pH medidos no fluido de teste ao longo de todos 

os ensaios de corrosividade. 

 

Ta b e l a  27 .  Valores de pH medidos nos produtos puros. 
Pro du t o  p H  
Co q u e t e l  f á g i c o  (1 0 9  UFP/ m l ) 7,90 
Bi o c i da  p a drã o  (TH PS 7 5 % ) 3,60 
Bi o c i da  p a ra  t a n q u e s  (TH PS 4 0% ) 3,16 
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Fi g u ra  7 5 .  Valores de pH medidos ao longo dos ensaios de corrosividade. 
 

 Observa-se que o pH de ambos os produtos biocida puros é bastante baixo, 

em torno de 3,0, enquanto o pH do coquetel fágico é praticamente neutro, na faixa de 

7,0 (próximo de 8,0).  

 Ao longo dos ensaios de corrosividade, observa-se que o pH do fluido após a 

dosagem dos biocidas na concentração avaliada (200 ppm) se inicia em torno de 7,0 

e 8,3 respectivamente para os biocidas padrão 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. Já o pH do fluido imediatamente após a dosagem do 

coquetel fágico na concentração avaliada (107 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 Fi g u ra  7 6  apresenta graficamente os valores médios das taxas de corrosão 

(mm/ano) e das perdas de massa (g) obtidos em cada um dos ensaios de 

corrosividade. Novamente é possível visualizar que as taxas de corrosão do controle, 

do coquetel fágico e do biocida para tanques foram baixas, enquanto o biocida padrão 

atingiu uma corrosividade moderada, cujo limite (0,025 mm/ano) foi demarcado no 

gráfico pela linha laranja. 
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Fi g u ra  7 6 .  Taxas de corrosão (mm/ano) e perdas de massa (g) médias obtidas em 
cada um dos ensaios de corrosividade.  
 

5 . 5 . 4 .  In i b i ç ã o  do  t ra t a m e n t o  b i o l ó g i c o  de  á g u a  de  p ro du ç ã o  

 As Fi g u ra s  7 7  e 7 8 , apresentam os resultados médios de remoção de amônia 

nos frascos Tratamento e Controle para as salinidades de 55 e 125 g/L de NaCl 

respectivamente. Observa-se que em ambas as salinidades, os controles 

permaneceram estáveis e com taxas de remoção de amônia bastante altas, próximas 

de 99% na maior parte do tempo. 

 No Tratamento a 55 g/L de salinidade observa-se que, imediatamente após a 

dosagem do coquetel fágico, houve uma queda na taxa de remoção de amônia nos 

primeiros dias, porém a taxa aumenta após cerca de 1 semana (8º dia) e se recupera 

totalmente a níveis acima de 90% de nitrificação após cerca de 2 semanas (16º dia) 

(Fi g u ra  7 7 ). 
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Fi g u ra  7 7 .  Taxas médias de remoção de amônia nos frascos Tratamento e Controle 
a 55 g/L de salinidade, dos ensaios de avaliação da potencial inibição do processo de 
nitrificação pelo coquetel fágico em sistemas de tratamento de água de produção em 
terminais de petróleo. Os números em círculos azuis representam os tempos em que 
foram realizadas as quantificações de amônia. (*) diferença estatisticamente 
significativa entre Tratamento e Controle, teste Tukey (P≤0,05). 
 

 Já nos tratamentos a 125 g/L de salinidade, observa-se que logo após a 

dosagem do coquetel fágico, ocorre uma queda na taxa de remoção de amônia, menor 

que aquela observada a 55 g/L de salinidade, acentuando-se nos dias subsequentes, 

iniciando sua recuperação a partir do 16º dia, porém não se recupera completamente 

até o final dos 20 dias avaliados. A recuperação da taxa de nitrificação em patamares 

superiores a 90% foi observada no último tempo analisado, ou seja, 35 dias depois de 

suspensas as análises semanais (Fi g u ra  7 8 ). 
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Fi g u ra  7 8 .  Taxas médias de remoção de amônia nos frascos Tratamento e Controle 
a 125 g/L de salinidade, dos ensaios de avaliação da potencial inibição do processo 
de nitrificação pelo coquetel fágico em sistemas de tratamento de água de produção 
em terminais de petróleo. Os números em círculos azuis representam os tempos em 
que foram realizadas as quantificações de amônia. (*) diferença estatisticamente 
significativa entre Tratamento e Controle, teste Tukey (P≤0,05). 
 

 E a Fi g u ra  7 9  apresenta os resultados das quantificações de fagos na água de 

produção do interior dos frascos tratados ao longo do período de ensaio. Observa-se 

que, imediatamente após a dosagem do coquetel fágico, a concentração dos fagos 

em ambas as bactérias hospedeiras permanecem próximas à dosagem, ficando 

ligeiramente inferior para o fago de Enterobacter. A partir do 6º dia, as concentrações 

dos fagos de E. coli reduzem drasticamente, enquanto o fago de Enterobacter já não 

é mais detectado. E então, do 8º dia em diante, nenhum dos fagos é mais detectado 

nos sistemas. 
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Fi g u ra  7 9 .  Concentrações médias de fagos (UFP/ml) ao longo do tempo para cada 
uma das células hospedeiras (Escherichia coli e Enterobacter clocae) na água de 
produção dos frascos a 55 e 125 g/L de salinidade (NaCl), tratados com o coquetel 
fágico. Os números em círculos verdes representam os tempos em que foram 
realizadas as quantificações dos fagos. 
 

  



179 
 

 

6 .  DISCUSSÃO 
 

6 . 1 .  Q UANTIFICAÇÕES MICROBIOLÓGICAS E INÓCULOS MICROBIANOS 

 Os resultados de quantificação de BRS-m e BANHT de campo realizados tanto 

no tanque slop, quanto nos tanques de armazenamento de petróleo, apresentaram 

níveis de contaminação considerados elevados, assim como as quantificações 

realizadas nas amostras coletadas. 

 As quantificações de BRS-m apresentaram níveis de contaminação 

equivalentes entre as plataformas e entre os tanques da mesma plataforma. 

 Nas amostras de tanques de armazenamento, foram realizadas adicionalmente 

as quantificações de BRS-t e BPA-a pertinentes à época da amostragem e ao cenário 

das amostras coletadas.  

 A quantificação de BRS-t foi realizada devido ao fato de o petróleo passar por 

uma etapa de aquecimento no separador de produção, para melhoria do escoamento 

durante o processamento. Na época, o método de quantificação de BRS-t já estava 

estabelecido como rotina operacional, portanto, considerou-se relevante investigar a 

presença desse grupo nesses tanques. 

 Sabe-se que em reservatórios de águas profundas, as BRS-t tendem a 

predominar em detrimento das BRS-m devido às temperaturas mais elevadas 

encontradas nesses ambientes. Por essa razão, um monitoramento baseado 

exclusivamente na quantificação das BRS-m não se correlaciona bem ao souring 

biogênico que ocorre nesses reservatórios e com os teores de H2S observados em 

seus poços produtores. Contudo, observou-se uma baixa concentração de BRS-t nos 

tanques de armazenamento, de modo que esse grupo não deve ser relevante para os 

problemas operacionais observados, e por isso não foi mantido para obtenção de 

inóculo microbiano. 

 Já a quantificação 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 avaliação 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 anaeróbico, permitindo sua execução também pelas unidades 

operacionais, uma vez que a quantificação em placas e em câmara de anaerobiose é 

inviável como rotina operacional na indústria do petróleo.  

 As concentrações observadas para BPA-a nas amostras de tanques de 

armazenamento foram elevadas, portanto esta cultura foi mantida para outros 

estudos. Porém, as BPA-a não 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 formação de biofilmes em cupons metálicos, interfere 

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

 

6 . 2.  SELEÇÃO DO COQ UETEL FÁGICO 

6 . 2. 1 .  Co n c e p ç ã o  c o n c e i t u a l  de  u m  p ro du t o  c o m e rc i a l  a p l i c á v e l   

 Com o objetivo de se obter um produto cujo desempenho tivesse maior 

abrangência e maiores chances de performance nas condições de sistemas reais, nos 

quais os microrganismos causadores dos problemas apresentam uma grande 

diversidade, se encontram prioritariamente em biofilmes e também são bastante 

diversos entre os vários cenários operacionais, e visando acelerar a obtenção de um 

produto mínimo viável (MVP – minimal viable product) a ser escalonado e testado em 

campo, o principal aspecto considerado para a concepção do coquetel fágico foi 

p ri o ri z a r a  b u s c a  p o r f a g o s  n ã o -e s p e c í f i c o s  efetivos contra biofilmes, ao invés de 

focar na determinação de microrganismos-alvo e na busca pelos seus respectivos 

fagos específicos. 

 A grande maioria dos trabalhos científicos relacionados e patentes já 

depositadas (EYDAL et al., 2009; JOHNSON et al., 2017; SUMMER et al., 2011), 

qualquer que seja a área de aplicação, focam na identificação de um microrganismo-

alvo e na busca incessante por um fago específico para este alvo, para só depois 

avaliar a performance em condições simuladas mais representativas. Contudo, 

diferentemente de aplicações de fagos nas áreas médicas, veterinária ou agrícola, 

onde na maioria das vezes, já existe um único ou poucos microrganismos-alvo que se 

pretende controlar, nos cenários operacionais da indústria do petróleo, a diversidade 

microbiana é 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 biocorrosão 

ou as relações sintróficas das BRS com outros grupos, a diversidade ainda é bastante 

ampla, e a determinação de uma ou algumas poucas espécies-alvo conduz a 

trabalhos de longa duração e pouco efetivos. 

 É verdade que se espera que no futuro, coquetéis fágicos comerciais 

contenham tanto fagos específicos como não-específicos, constituindo produtos 

abrangentes com a possibilidade de serem customizados aos cenários de aplicação. 

Por isso, a busca por fagos específicos não deve ser deixada de lado, mas a prioridade 

deste estudo foi dada à avaliação de fagos não-específicos ou promíscuos, com 

potencial ação não só sobre uma diversidade maior de hospedeiros, mas 

principalmente com ação potencial sobre a matriz dos biofilmes, devido à ação das 

enzimas normalmente presentes na cauda destes fagos. 

 Uma vez que os microrganismos responsáveis pelos problemas se encontram 

prioritariamente na forma de biofilmes, a matriz de EPS pode por si só representar 

uma barreira para o encontro de um fago específico 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, próximas à superfície metálica, do que nas camadas superficiais do biofilme. 

Ou seja, um fago específico 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 prática.  

 Os fagos não-específicos com enzimas capazes de degradar as EPS da matriz 

dos biofilmes podem ser efetivos na desestruturação dos biofilmes, bem como para 

abrir caminho para os fagos específicos que vierem a fazer parte da formulação de 

um coquetel customizado. 

 Foi neste contexto que a prioridade por obter resultados com fagos não-

específicos se consolidou como estratégia de pesquisa e permitiu o depósito da 

patente BR 10 2020 023886-8 (DIAS; DE PAULA; SOUSA, 2020).  
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6 . 2. 2.  Pre m i s s a s  de  e s c a l o n a m e n t o  p a ra  a  v i a b i l i da de  c o m e rc i a l  

 Ainda que exista amplo espaço para P&D e otimização, os processos de 

produção de fagos, considerando bactérias hospedeiras convencionais aeróbicas, 

estão razoavelmente consolidados, até mesmo em escala comercial (AGBOLUAJE; 

SAUVAGEAU, 2018), e a produção de preparações de fagos é considerada simples 

e econômica (SKURNIK; PAJUNEN; KILJUNEN, 2007).  

 Nesse sentido, a escolha pela priorização dos fagos não-específicos se 

complementa com as premissas de escalonamento e viabilidade comercial, uma vez 

que, considerando que as possíveis bactérias-alvo específicas que poderiam servir de 

hospedeiras para os cenários da indústria do petróleo provavelmente seriam bactérias 

anaeróbicas de crescimento lento, ou até mesmo sintróficas. Essas características já 

constituiriam empecilhos para uma produção comercial em grande escala e 

economicamente viável, em curto a médio prazo. 

 Além disso, um processo de produção de uma BRS altamente concentrada em 

biorreatores traria consigo todos os riscos ocupacionais relacionados à exposição ao 

H2S, bem como demandaria ligas metálicas bem mais resistentes que o próprio aço 

inoxidável, normalmente utilizado na construção destes biorreatores, como por 

exemplo as Ligas Resistentes à Corrosão (Corrosion Resistat Alloys - CRAs) 

(FERREIRA et al., 2018; SIRILATTHAPORN et al., 2023). Isso encareceria 

significativamente os custos de implantação, bem como tornaria inviável aproveitar 

fábricas já existentes, de empresas produtoras de células, como por exemplo, as 

produtoras de inoculantes para a agricultura.  

 

6 . 2. 3.  Ma t u ri da de  e  re s u l t a do s  da s  a t i v i da de s  de  p e s q u i s a  a p l i c a da  

 Conforme citado anteriormente, o desenvolvimento da tecnologia de 

bacteriófagos visando aplicações na indústria do petróleo vem sendo pesquisado pela 

UFV, em conjunto com o CENPES, desde 2010. Inicialmente, os estudos focaram na 

avaliação de fagos contra biofilmes formados em sistemas de osmose reversa para 

reúso de efluentes em refinarias de petróleo. Os resultados demonstraram a 

capacidade de um mesmo fago interferir na formação de biofilmes de diferentes 

bactérias isoladas do sistema, conforme a Fi g u ra  8 0 (BELGINI et al., 2014). 

 



183 
 

 

 
Fi g u ra  8 0.  Efeito de um bacteriófago sobre o biofilme formado por diferentes bactérias 
isoladas da água de alimentação de um sistema de osmose reversa de refinaria de 
petróleo (BELGINI et al., 2014; DIAS, 2014). 
 

 Posteriormente, os estudos passaram a focar nos problemas relacionados à 

biocorrosão e geração biogênica de H2S, sobretudo pelas BRS. Várias amostras e 

culturas provenientes de sistemas operacionais foram utilizadas para o isolamento de 

BRS e foram avaliadas quanto à presença de fagos líticos, demonstrando o efeito dos 

fagos no crescimento microbiano, como no exemplo apresentado na Fi g u ra  8 1 , que 

demonstra a redução no crescimento da cultura de BRS, quando na presença do fago. 

 

 
Fi g u ra  8 1 .  Curva de crescimento demonstrando a influência de um fago lítico sobre o 
crescimento de uma bactéria isolada de água de produção (LIVM e CENPES, dados 
não publicados). 
 

 Contudo, os melhores resultados de desempenho dos fagos foram obtidos 

quando foram utilizados fagos provenientes de ambientes distintos da indústria do 

petróleo, ou seja: fagos não-específicos, os quais provavelmente não eram comuns à 

comunidade microbiana das amostras utilizadas e, portanto, não 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 gênero comumente encontrado 

em amostras de águas de produção. Os ensaios com D. alaskensis (Fi g u ra  8 2) 
demonstraram um efeito inibitório de um coquetel fágico não-específico na formação 

do biofilme em cupons metálicos, conforme observado por análises de MEV (Fi g u ra  
8 3) e perfilometria óptica (Fi g u ra  8 4 ). Este efeito pode ser atribuído à presença de 

enzimas do tipo depolimerases (HUGHES; SUTHERLAND; JONES, 1998), capazes 

de atuar na degradação das EPS dos biofilmes, corroborando com outros estudos, 

como por exemplo, o de CHHIBBER; KAUR e KAUR (2013), que demonstrou que a 

ação de fagos que possuíam depolimerases preveniu a formação de biofilmes de 

Klebsiella pneumoniae, efeito que não foi observado com fagos sem esse tipo de 

enzima. 

 

 
Fi g u ra  8 2.  Ensaios preliminares de avaliação do efeito de fagos não-específicos, 
isolados de amostras ambientais, sobre a formação de biofilmes de Desulfovibrio 
alaskensis em cupons metálicos (LIVM e CENPES, dados não publicados). 
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Fi g u ra  8 3.  Análises por MEV demonstrando o efeito dos fagos na inibição da formação 
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) biofilmes de D. 
alaskensis tratados com o coquetel fágico. As barras de escala representadas 
referem-se a 100 µm (LIVM e CENPES, dados não publicados). 
 

 
Fi g u ra  8 4 .  Análises por perfilometria óptica demonstrando o efeito dos fagos na 
inibição da formação de biofilme por D. alaskensis (LIVM e CENPES, dados não 
publicados). 
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 Além disso, a estratégia de utilização de um coquetel fágico ao invés de um 

único fago também é corroborada por estudos, como por exemplo, aquele no qual FU 

et al. (2010) verificaram que o tratamento de superfícies de cateteres com um coquetel 

fágico foi mais eficaz em impedir a formação de biofilmes de Pseudomonas 

aeruginosa, reduzindo a adesão bacteriana em 99 %, do que o tratamento com apenas 

um fago específico.  

 Como os fagos podem ser utilizados através de duas estratégias diferentes de 

controle: (i ) a inibição da formação dos biofilmes, e (i i ) a remoção dos biofilmes pré-

estabelecidos (AZEREDO; SUTHERLAND, 2008; DONLAN, 2009), é essencial, do 

ponto de vista industrial prático, que a remoção dos biofilmes seja efetiva, uma vez 

que os sistemas operacionais possuem contaminações microbianas pré-existentes.  

 Além disso, a utilização de culturas puras tem pouca representatividade quanto 

ao efeito global de qualquer produto ou metodologia de controle microbiano em 

relação à comunidade real nos sistemas industriais. Portanto, as culturas puras em 

geral são utilizadas em estudos acadêmicos padronizados, mas é imprescindível 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 não publicados): 

(i ) avaliação do espectro de hospedeiros, considerando bactérias formadoras de 

biofilmes, uma vez que um dos critérios de seleção é a escolha de fagos com 

maior abrangência;  

(i i ) avaliação da inibição da formação de biofilmes em microplacas, como método 

de triagem para seleção dos fagos mais promissores; 

(i i i ) avaliação quanto à formação de placas de lise em BRS isoladas e culturas 

mistas de BRS, a partir da instalação de uma câmara de anaerobiose no LIVM, 

visando continuar as buscas por fagos específicos;  

(i v ) sequenciamento do genoma dos fagos pré-selecioandos, que além da 

identificação completa dos fagos, permitiu (i ) predizer os genes para enzimas 

capazes de degradar os peptideoglicanos das paredes celulares bacterianas, 

(i i ) predizer outros prováveis hospedeiros, e (i i i ) avaliar a ausência de genes 
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de resistência a antibióticos e de virulência, que são características adicionais 

promissoras para a utilização desses fagos no ambiente industrial; 

(v ) avaliação das condições de cultivo e rendimento do número de partículas virais 

produzidas, visando o escalonamento e produção em escala comercial, bem 

como o planejamento de um teste piloto de campo em plataforma de petróleo; 

(v i ) avaliação de dosagens decrescentes da concentração de fagos para a inibição 

e remoção dos biofilmes, visando estabelecer a dosagem mínima a ser 

avaliada em um teste piloto de campo; 

(v i i ) avaliação da estabilidade dos fagos quanto a variações de temperatura, pH e 

salinidade, visando estabelecer as faixas e cenários reais de aplicação. 

 

 Vários desses estudos encontram-se em andamento e ainda não possuem 

dados publicados, porém, é relevante destacar dois estudos referentes a duas 

dissertações de mestrado do LIVM, que trabalharam respectivamente com os fagos 

UFV09 (SILVA, 2019) e UFV13 (CARMO, 2019), ambos selecionados para compor o 

coquetel fágico dos ensaios nos Loopings instalados na UFV, sendo que estes fagos 

também fizeram parte da composição do coquetel fágico avaliado no primeiro estudo 

no Looping do CENPES. 

 O fago UFV09 foi utilizado em estudos de avaliação da produção do fago a 

partir de diferentes fontes de carbono e condições de cultivo, nos quais foram 

selecionadas as melhores condições de produção (SILVA, 2019). Sendo assim, o fago 

UFV09 tem sido utilizado como modelo para a otimização do processo e 

escalonamento da produção em biorreatores instalados na UFV (Fi g u ra  8 5 ). 
 Resultados de estudos em andamento já demonstraram tanto um incremento 

no rendimento do número de partículas virais produzidas em relação à escala de 

bancada, obtida no início do desenvolvimento, quanto a possibilidade de redução do 

tempo de batelada mantendo-se o rendimento (LIVM e CENPES, dados não 

publicados). 
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A 

B 
Fi g u ra  8 5 .  (A) Biorreator piloto de laboratório (200 L) e (B) fermentadores de bancada 
instalados na UFV para otimização e escalonamento da produção de fagos. 
 

 Já o fago UFV13 fez parte de um estudo que isolou um consórcio microbiano, 

formado por uma bactéria da espécie Oceanotoga teriensis e uma BRS da espécie 

Desulfovibrio marinus, obtido a partir de uma amostra de um poço de produção de 

petróleo com souring elevado e avaliou o efeito deste fago na inibição do biofilme 

formado por este consórcio na superfície de cupons metálicos (CARMO, 2019). Este 

estudo avaliou o efeito de concentrações alta (1012 UFP/m), média (108 UFP/ml) e 

baixa (104 UFP/ml) do fago sobre o biofilme do consórcio microbiano.  

 Nas concentrações alta e média, a redução do biofilme foi significativa, e 

mesmo na concentração baixa o fago ainda foi bastante efetivo (Fi g u ra  8 6 ), 
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demonstrando a flexibilidade e robustez da aplicação operacional de um produto à 

base de fagos. Estes resultados baseados nas análises por MEV foram confirmados 

tanto pela quantificação de células por citometria de fluxo, quanto pela quantificação 

de DNA total do biofilme presente nos cupons metálicos, conforme gráficos 

observados na Fi g u ra  8 7 .  

 

 
Fi g u ra  8 6 .  Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) dos biofilmes formado pelo 
consórcio bacteriano em superfície de aço carbono na presença e ausência (controle) 
do fago vB_EcoM-UFV13 no aumento de 3.500×. (A) Controle. (B) Biofilme formado 
com alta concentração do fago (1012 UFP/ml). (C) Biofilme formado com média 
concentração do fago (108 UFP/ml). (D) Biofilme formado com baixa concentração do 
fago (104 UFP/ml) (CARMO, 2019). 
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A B 
Fi g u ra  8 7 .  (A) Quantificação do número de células viáveis por citometria de fluxo e 

(B) quantificação de DNA, nos biofilmes formados sobre cupons de aço carbono para 

cada um dos tratamentos (tratamento 1, 2 e 3) com as concentrações alta (1012 

UFP/ml), média (108 UFP/ml) e baixa (104 UFP/ml) do fago vB_EcoM-UFV13, em 

comparação ao controle (ausência do fago) (CARMO, 2019).  
 

 Recentemente, o coquetel fágico formado pelos quatro fagos selecionados para 

este estudo demonstrou ação na inibição da formação de biofilmes de culturas de BRS 

obtidas de amostras de diferentes cenários operacionais, incluindo as culturas de BRS 

da amostra de tanque slop utilizadas no ensaio no Looping do CENPES e dos tanques 

de armazenamento de petróleo utilizadas nos ensaios no Looping da UFV 

apresentados nesse estudo, além de culturas de outros cenários, como: água de 

captação e injeção em diversas plataformas; água de injeção dessulfatada; biofilme 

de membrana de dessulfatação; poço produtor de plataforma com elevado souring; e 

saída do flotador de um sistema de tratamento de água de produção em terminal 

aquaviário de petróleo. 

 Estes ensaios foram realizados em microplacas de 96 poços e câmara de 

anaerobiose, e eles ainda se encontram em andamento dentro de outros estudos do 

LIVM. Ensaios também serão realizados para avaliar a remoção do biofilme por este 

mesmo coquetel na concentração de dosagem de 107 UFP/ml, a mesma testada nos 

Loopings da UFV. 

 Diante deste histórico de resultados, a concepção escolhida neste estudo para 

a seleção dos fagos se demonstrou na prática como a melhor estratégia de 

desenvolvimento da tecnologia de bacteriófagos para a indústria do petróleo, uma vez 

que os resultados laboratoriais obtidos até agora comprovaram o desempenho dos 

fagos não-específicos (BELGINI et al., 2014; CARMO, 2019; DIAS, 2014) em biofilmes 
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de culturas mistas contendo BRS, o que se materializou no depósito de uma patente 

(DIAS; DE PAULA; SOUSA, 2020). 

 Contudo, são essenciais e prioritários ensaios aplicados mais representativos 

de condições reais de biofilmes e da aplicação dos fagos, de modo a permitir e 

subsidiar a continuidade destes estudos e a realização de um teste piloto de campo 

em uma plataforma de petróleo. Portanto, foi nesse contexto que este estudo foi 

proposto como etapa essencial e decisória para o desenvolvimento da tecnologia.  

 

6 . 3.  PRIMEIRO ESTUDO COM BACTERIÓFAGOS EM LOOPING (SISTEMA 
CENPES) 

 Os parâmetros físico-químicos durante o primeiro estudo com fagos no Looping 

do CENPES permaneceram adequados e estáveis para o crescimento de BRS e 

estabelecimento do biofilme ao longo de todo o experimento. A temperatura média 

permaneceu em torno de 32oC, o pH em torno de 6,0, o OD se manteve ao longo de 

quase todo o período 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 remoção efetiva do biofilme pré-

estabelecido nos cupons de aço carbono pela ação do coquetel fágico utilizado, o que 

foi observado qualitativamente pelos resultados de MEV e foi comprovado 

quantitativamente pela determinação da Rq por perfilometria óptica. Além disso, o 

resultado de maior destaque e relevância foi o monitoramento dos teores de H2S, que 

demonstrou uma redução significativa, de cerca de 80% do H2S biogenicamente 

gerado, após a aplicação dos fagos. 

 Estes resultados foram significativos do ponto de vista prático e operacional 

uma vez que os níveis de contaminação obtidos no Looping são equivalentes a níveis 

reais, diferentemente da maior parte dos ensaios em escala de bancada, que 

normalmente quantificam as variações do crescimento microbiano apenas por 

densidade óptica (DO600nm) e na maioria dos ensaios com biofilmes, as concentrações 

celulares utilizadas encontram-se abaixo de níveis reais de contaminação, não 

permitindo comparações do ponto de vista prático 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 níveis de 

contaminação iniciais costuma ocorrer em poucos dias, ou até mesmo horas após a 

dosagem do produto.  

 Já no caso do coquetel fágico, apesar do efeito sobre o biofilme não ser tão 

rápido, 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 não existia mais biofilme sobre o cupom, permanecendo assim por 

quase 5 meses.  

 Entretanto, essa constatação de que o biofilme não se reestabeleceu após 5 

meses, foi baseada apenas na análise visual do trecho transparente da tubulação do 

Looping, onde é possível visualizar o biofilme formado durante a operação do sistema, 

uma vez que já não havia cupons que pudessem ser retirados para a realização das 

análises de MEV e perfilometria após 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 não aumentaram ao longo desses 5 meses.  

 Estes resultados em especial, subsidiaram a continuidade dos estudos e 

implantação dos novos sistemas de Looping na UFV. Por outro lado, as análises 

convencionais de quantificação microbiológica pela técnica do NMP não refletiram tal 

efeito, uma vez que até aumentaram no fluido e no próprio cupom, o que representa 

um resultado oposto ao convencionalmente observado com produtos químicos 

antimicrobianos.  

 Entretanto, é necessário levar em consideração que as taxas de geração de 

H2S não possuem necessariamente uma correlação direta com a quantidade de 

microrganismos presentes, mas sim com os níveis de atividade metabólica deles. 

Além disso, em relação às quantificações 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; PEDRÓS-ALIÓ, 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 necessário associar outros métodos como por exemplo 

a determinação do ATP produzido pelos microrganismos. Esse método já é aplicado 

convencionalmente, inclusive em campo, e com boas correlações para se determinar 
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o efeito de produtos biocidas. Os métodos moleculares independentes de cultivo, 

como o qPCR, para a quantificação do número de cópias do DNA dos microrganismos 

totais ou de grupos específicos (tal como as BRS) também são indicados. Contudo, 

esses métodos ainda carecem de estabelecimento de correlações com o problema da 

biocorrosão e geração de H2S e no caso do qPCR especificamente, existe pouca 

disseminação de aplicações em campo.  

 Sendo assim, as análises por MEV, ainda que visual e qualitativa, quando 

associada à perfilometria óptica com determinação da Rq, que fornece uma medida 

quantitativa, se demonstraram análises mais objetivas para a avaliação dos efeitos 

dos fagos sobre os biofilmes. 

 

6 . 4 .  SEGUNDO ESTUDO COM BACTERIÓFAGOS EM LOOPING (NOVOS 
SISTEMAS UFV) 

 Nos ensaios realizados nos sistemas de Loopings da UFV, de modo geral, 

foram enfrentadas algumas dificuldades operacionais, sobretudo em relação ao 

controle dos teores de OD nos sistemas, o que provavelmente interferiu na análise 

dos dados de corrosão, impactando a avaliação global dos resultados quanto à 

comparação dos sistemas Controle e Tratamento. Contudo, os dados de DO6 00n m ,  
s u l f a t o s ,  ATP,  p e rf i l o m e t ri a  ó p t i c a  e  t a x a s  de  c o rro s ã o , representam indicativos 

da ação do coquetel fágico sobre o biofilme e várias considerações podem ser feitas 

e discutidas a partir dos demais resultados obtidos, visando futuros ensaios em 

sistemas de Looping. 

 

6 . 4 . 1 .  In ó c u l o  

 Em relação ao inóculo de BRS-m, foi obtido um resultado de quantificação 

bastante elevado, na ordem de 107 NMP/ml, bem mais alto que do inóculo utilizado no 

ensaio do Looping do CENPES (BRS-m = 101 NMP/ml), indicando um potencial de 

estabelecimento mais rápido do biofilme e possível redução dos tempos de ensaio. 

 Já na água do mar, a concentração de BRS-m foi bastante baixa (10-1 NMP/ml), 

enquanto a concentração de BANHT foi alta (105 NMP/ml), indicando que, 

provavelmente, as BRS já existentes na água do mar poderiam ter pouca influência 
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na colonização e formação do biofilme inicial nos Loopings, ficando as BANHT com a 

maior contribuição nesse sentido.  

 Vale ressaltar que esses valores de concentração microbiana encontrados na 

água do mar natural são recorrentes e apresentam exatamente as mesmas ordens de 

grandeza de concentração encontradas na água do mar utilizada no ensaio do 

Looping do CENPES. Tais águas foram coletadas na mesma região, porém com 

vários anos de diferença, indicando que provavelmente ainda há pouca influência 

antrópica no local e que, portanto, as águas são ainda bem semelhantes quanto ao 

nível de contaminação microbiana e frente aos mesmos procedimentos de pré-

tratamento e preservação para uso em ensaios laboratoriais. 

 Entretanto, as análises de NMP realizadas no início dos ensaios (1º dia), antes 

da adição do inóculo e da solução nutritiva, apresentaram valores elevados de BRS 

(106 NMP/ml), indicando que o tempo de comissionamento prévio dos sistemas (cerca 

de uma semana antes do 1º dia de ensaio) foi suficiente para garantir condições 

favoráveis (como a anaerobiose e a grande disponibilidade de sulfato) para que as 

BRS da própria água do mar crescessem rapidamente.  

 Por esse motivo, é relevante levar em consideração essa questão em futuros 

ensaios nos Loopings, para se obter uma adequada reprodutibilidade e comparação 

de resultados, visto que, ao não se utilizar uma água do mar estéril, é importante 

manter os tempos de comissionamento do sistema e sempre quantificar os 

parâmetros microbiológicos e químicos no início, como “tempo zero” do ensaio, 

independente de terem sido realizadas análises individuais dos fluidos de alimentação 

e inóculos microbianos, assim como, é sempre relevante coletar e preservar amostras 

para uma futura caracterização da diversidade microbiana por métodos moleculares, 

a depender dos resultados obtidos.   

 

6 . 4 . 2.  Te m p e ra t u ra  

 Quando à temperatura, foram observados vários picos de aquecimento no 

tanque de abastecimento do Looping Controle, enquanto o Looping Tratamento 

permaneceu bastante estável. Os maiores picos ocorreram antes da inoculação do 

sistema e cerca de uma semana antes da dosagem do coquetel fágico no Looping 

Tratamento. Depois disso, o tanque Controle permaneceu com temperaturas mais 

estáveis, 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 

diferença de temperatura média entre os tanques foi de 3,5oC, enquanto entre os 

fluidos foi de apenas 1oC. 

 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 35oC (temperatura ótima 

de crescimento para as BRS-m e uma variação totalmente aceitável para um sistema 

piloto de fluxo dinâmico), os picos de temperatura, quer sejam nos tanques ou no 

fluido circulante, não devem ser desprezados, pois podem influenciar o crescimento 

das BRS, favorecendo as BRS-t, cujo crescimento ótimo se dá próximo aos 55oC e 

que nem sempre são detectadas pelo método do NMP de BRS-m, pois requerem um 

meio de cultivo específico. 

 Isso posto, acredita-se que a variação de temperatura para os ensaios 

apresentados nesse trabalho, não tenha sido um parâmetro 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 média no Looping 

Controle foi menor que no Tratamento, o que pode ter tido alguma influência da 

temperatura. Sendo assim, garantir o controle da temperatura no sentido de eliminar 

a ocorrência de picos nos sistemas deve ser considerado algo importante para os 

próximos ensaios. 

 Provavelmente, tais picos de aquecimento ocorreram devido à baixa vazão do 

sistema, cuja oscilação levou a interrupções pontuais do fluxo, sobrecarregando a 

bomba e consequentemente levando ao aquecimento do tanque de abastecimento. 

De qualquer forma é importante ressaltar que o fato dos picos de aquecimento terem 

ocorrido no sistema Controle e não no sistema Tratamento, assim como o fato do 

crescimento microbiano ter sido melhor no Tratamento do que no Controle, poderia 

minimizar uma possível interferência desses eventos na interpretação global dos 

resultados, uma vez que se utilizou o sistema Tratamento de modo conservativo, ou 

seja, o sistema mais crítico 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.  p H  

 Normalmente, em sistemas anóxicos, espera-se uma pequena redução no pH 

logo após a inoculação de uma cultura mista e ao longo do tempo de ensaio. Isso 

geralmente ocorre devido à atividade metabólica das bactérias facultativas, que num 

primeiro momento tendem a consumir rapidamente o residual de O2 disponível, 

gerando ácido carbônico (H2CO3) e ao longo do tempo, devido à atividade das BPA, 

que podem disponibilizar grandes quantidades de ácidos 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 corrosão.  

 Por esse motivo, é sempre relevante monitorar também os ácidos carboxílicos 

em estudos relacionados à biocorrosão, pois sua presença em altas concentrações é 

um indicativo relevante, ainda que sua ausência ou baixas concentrações não 

signifiquem baixo potencial MIC, uma vez que são dinamicamente consumidos pela 

microbiota, inclusive pelas BRS. 

 Contudo, essa redução de pH não foi observada nesses ensaios, 

provavelmente devido à alta contaminação por O2 ocorrida nos sistemas, o que 

influenciou o estabelecimento estável de uma microbiota anaeróbia. De qualquer 

forma, o pH se manteve em níveis adequados em ambos os sistemas ao longo do 

tempo (em média em 7,5 no Tratamento e 7,9 no Controle), não representando um 

problema para o estabelecimento do biofilme e crescimento das BRS. 

 

6 . 4 . 4 .  Ox i g ê n i o  di s s o l v i do  (OD) 

 O OD, infelizmente, foi o parâmetro que influenciou amplamente a obtenção de 

resultados mais objetivos para estes ensaios. Apesar dos sistemas terem se mantido 

estáveis em anaerobiose durante toda a fase pré-inoculação, os teores de OD 

aumentaram progressivamente depois disso e só voltaram a diminuir retomando a 

anaerobiose após cada dosagem de solução nutritiva, caracterizando assim os 3 

ciclos de aumento e queda do OD observados ao longo dos ensaios. 

 Provavelmente está ocorrendo alguma entrada significativa de oxigênio, ainda 

não identificada em ambos os Loopings, o que, apesar de não ser o ideal, por si só, 

não impediria uma avaliação do coquetel fágico sob o ponto de vista do seu efeito na 

microbiota. Porém, aparentemente, o sistema utilizado como Controle foi muito mais 

susceptível à contaminação por OD, o que causou uma diferença considerável nos 
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níveis de exposição dos cupons ao OD ao longo do período de ensaio, impactando 

diretamente as principais análises, avaliação dos teores de H2S e das taxas de 

corrosão. 

 O Looping Controle apresentou uma exposição 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 período, inviabilizando assim a comparação dos 

sistemas, visto que se trata de uma diferença muito grande do ponto de vista da 

corrosão direta pelo O2. 

 Como alternativas para contornar e sanar essa deficiência, além da tentativa 

de se identificar possíveis pontos de entrada de oxigênio, sugere-se a substituição 

dos tanques de alimentação por tanques de menor volume, para minimizar a influência 

do headspace e a necessidade de purga constante e, em último caso, adotar um 

procedimento frequente de purga com N2 nos trechos contendo os cupons, durante 

todo o período de ensaio. 

 

6 . 4 . 5 .  De n s i da de  ó p t i c a  (DO6 00n m ) 

 Quanto à DO600nm também se observa que os sistemas Tratamento e Controle 

tiveram uma diferença significativa quanto à DO600nm média ao longo do tempo. A 

DO600nm média do Tratamento (1,4) foi cerca de 40% superior à do Controle (0,8), ou 

seja, ainda que a DO600nm seja um parâmetro difícil de se correlacionar com as 

concentrações exatas de microrganismos quando se trata de culturas mistas e em 

especial no caso de culturas contendo BRS, onde a geração de H2S leva à formação 

de precipitados de FeS, pode-se considerar que o crescimento da microbiota global 

no Looping Tratamento foi maior que no Controle, provavelmente em função da maior 

estabilidade do OD e manutenção de maiores períodos de anaerobiose.  

 Dessa forma, não é possível estabelecer relação do efeito do coquetel fágico 

na redução da DO600nm comparando-se o Tratamento com o Controle. Contudo, se 

compararmos os resultados pontuais do Tratamento no 42º dia (antes da dosagem 

dos fagos) e no 57º dia (último tempo avaliado, 15 dias após a introdução dos fagos 

no sistema), observa-se uma redução em torno de 13% na DO600nm média. Esse valor 

é semelhante ao obtido em ensaios laboratoriais de bancada, que utilizando esse 

mesmo coquetel fágico, sobre biofilmes crescidos em microplacas, após 72hs de 
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exposição, com a mesma cultura de BRS, conforme ilustrado na Fi g u ra  8 8  (LIVM e 

CENPES, dados não publicados). 

 

 
Fi g u ra  8 8 .  Resultados de densidade óptica (DO600nm) após 48 e 72 horas de 
exposição ao coquetel fágico, em ensaios de formação de biofilmes em microplacas, 
com cultura de BRS de tanques de armazenamento de plataformas (LIVM e CENPES, 
dados não publicados). (*) diferença estatisticamente significativa entre Controle e 
Tratamento, teste Tukey (P≤0,05). 
 

 A redução da DO600nm após a dosagem da solução nutritiva é uma tendência já 

observada nos Loppings da UFV, que se relaciona aos ciclos de queda do OD. Ou 

seja, após o aporte de nutrientes, a microbiota facultativa cresce e rapidamente 

consome o OD, então o sistema reestabelece a anaerobiose e a microbiota diminui 

até ser dosada novamente a solução nutritiva.  

 Contudo, se observarmos o Looping Tratamento no ciclo anterior à dosagem 

dos fagos, nota-se que a redução da DO600nm foi algo em torno de 28%, ou seja, tal 

redução após 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 começam a agir 

sobre o EPS da matriz dos biofilmes, parte da microbiota pode se desprender e passa 

a ser contabilizada no fluido. 

 Nesse caso, o que se espera de fato é um efeito inverso, ou seja, quanto maior 

a ação do coquetel fágico no biofilme, maior a concentração de microrganismos no 

fluido, sobretudo em um sistema fechado, ao menos em um primeiro momento.  
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 Esse efeito é normalmente observado em campo com a dosagem de produtos 

biocidas, pois, quando se tem um sistema com alta contaminação, que ficou muito 

tempo sem tratamento, onde portanto, existe um biofilme espesso e bastante aderido 

à superfície, logo após uma dosagem efetiva de biocida, há um aporte de 

microrganismos no fluido devido ao desprendimento das células que compunham o 

biofilme. Normalmente, esse efeito é mais bem detectado por análises de ATP do que 

pela quantificação por NMP. 

 De qualquer forma, em relação à DO600nm, 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 necessárias várias repetições nessas mesmas 

condições para confirmar tal hipótese. Contudo, no caso desse estudo ainda, 

conforme será discutido um pouco mais adiante, no i t e m  6 . 4 . 9 , também se observou 

um aumento nos níveis de ATP detectados no Tratamento após a dosagem dos fagos, 

o que pode corroborar, tal hipótese. 

 

6 . 4 . 6 .  H 2S di s s o l v i do  (m g / L) 

 Quanto ao H2S, infelizmente não foi possível quantificá-lo nas amostras 

coletadas, ainda que tenham sido tomados todos os cuidados descritos anteriormente 

no momento da amostragem e quanto à preservação da amostra para captura 

imediata do H2S dissolvido. 

 Vale ressaltar que se trata do mesmo procedimento de amostragem e método 

analítico utilizado no estudo do Looping do CENPES (onde o H2S foi um parâmetro 

importante com redução de 80%, 15 dias após a dosagem dos fagos) e em outras 

atividades relativas ao estudo de fagos e BRS no LIVM, nos quais não existiram 

problemas na detecção de H2S. 

 Provavelmente, o fato de não ter sido encontrado H2S significativo durante todo 

o período de ensaio nos Loopings da UFV, está associado ao escape de H2S para a 

fase gasosa e sua dispersão no meio ambiente, visto que era comum um leve cheio 

de H2S no laboratório onde os Loopings se encontram. Além disso, as altas 

concentrações de BRS medidas por NMP, assim como o consumo de sulfato 

(conforme será discutido adiante, nos itens 6.4.7 e 6.4.8) indicariam uma produção 

significativa de H2S. 
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 Sendo assim, apesar de existir exaustão forçada no laboratório dos Loopings 

da UFV, recomenda-se fortemente que sejam utilizados sensores de lapela para 

detecção de níveis de exposição ocupacional ao H2S durante as atividades 

laboratoriais no LIVM, assim como seria importante identificar possíveis pontos de 

vazamento de gás em todo o circuito dos Loopings, visto que os mesmos pontos de 

escape de H2S, provavelmente são os pontos de entrada de O2 nos sistemas.  

 Sugere-se ainda, adaptar um ponto de amostragem com bags de gás para 

análise do H2S por cromatografia gasosa, ou até mesmo acoplar um 

microcromatógrafo aos sistemas para permitir uma análise mais representativa e 

adequada desse parâmetro nos Loopings, no futuro. 

 

6 . 4 . 7 .  Su l f a t o s  (m g / L) 

 Em relação aos teores de sulfatos, ambos os Loopings se encontravam na faixa 

de 2300 mg/L antes da inoculação e na faixa de 2100 no Tratamento e 2000 no 

Controle no 42º dia (36 dias após a inoculação). Ou seja, foi observado um consumo 

de sulfato razoavelmente semelhante entre os sistemas nesse período, cerca de 8% 

no Tratamento e 12 % no Controle.  

 Já no 57º dia, 15 dias após a dosagem do coquetel fágico, 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 concentração 

microbiana 40% inferior, em termos de DO600nm (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 geração 

biogênica de H2S) foi 5% menor no Tratamento (mesmo com uma microbiota, 

aparentemente, muito maior) 15 dias após a dosagem do coquetel fágico, ainda que 

não 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/ m l  e  NMP/ c m 2) 

 Quanto às quantificações de BRS por NMP, tanto no fluido quanto nos cupons, 

tal como observado no estudo no Looping do CENPES, não foram detectadas 

alterações significativas ao longo dos ensaios, quer seja depois da inoculação, quer 

seja depois da dosagem do coquetel fágico. 

 Confirma-se assim, que os métodos de quantificação microbiana baseados em 

cultivo não oferecem sensibilidade suficiente para se avaliar o efeito dos fagos não-

específicos sobre o biofilme, uma vez que não se sabe ainda se esses fagos 

encontram algum hospedeiro viável na diversidade dessas culturas ao ponto de 

infectá-lo, se multiplicar e lisar grande parte das células. 

 Isso posto, pode-se afirmar que a avaliação da eficiência de um produto à base 

de fagos não é algo comparável aos métodos convencionalmente utilizados para a 

avaliação da eficiência de produtos biocidas, sendo necessário portanto o 

desenvolvimento e padronização de um teste laboratorial que possa ser utilizado no 

futuro como método de qualificação de produtos à base de fagos. 

 Portanto, as análises qualitativas por MEV e perflilometria, se consolidam como 

métodos mais sensíveis para se avaliar o efeito dos fagos nos biofilmes, assim como 

tornou-se mais relevante ainda as análises quantitativas de determinação da Rq, taxas 

de geração de H2S e de corrosão, ficando os métodos de quantificação microbiológica 

independentes de cultivo, como algo a ser mais bem investigado em novos estudos. 

 

6 . 4 . 9 .  ATP (p g / m l  e  p g / c m 2) 

 Quanto aos resultados obtidos pelas medidas do ATP, tanto no fluido como nos 

cupons, confirma-se a hipótese que os fagos têm de alguma ação sobre os biofilmes 

conforme citado anteriormente, uma vez que, observou-se um aumento, em torno de 

20%, nas concentrações de ATP no fluido do Looping Tratamento, do 42º para o 57º 

dia (15 dias após a dosagem do coquetel fágico), 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 concentrações de ATP nos cupons coletados no Tratamento no 57º dia, o que 

indica fortemente algum efeito dos fagos sobre os microrganismos do biofilme. Isso 

ocorre porque, uma vez que a ação dos fagos, ainda que não leve à lise das células, 

causa perturbações na homeostase do biofilme e alterações metabólicas nas células, 
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levando ao aumento nos níveis de expressão de diferentes genes, alguns 

relacionados à produção da matriz do biofilme, o que requer mais energia e maior 

produção de ATP por parte da célula. Esse fato já havia sido observado em estudos 

anteriores com o fago UFV13 frente a culturas de BRS de água de produção (CARMO, 

2019). 

 

6 . 4 . 1 0.  Tí t u l o  v i ra l  (UFP/ m l ) 

 A determinação do título viral no fluido do Looping Tratamento, demonstrou que 

a concentração dos fagos de E. coli se mantiveram mais altas (106 UFP/ml), próximas 

à concentração dosada (107 UFP/ml) após as 2 semanas de ensaio, enquanto as 

concentrações do fago de E. cloaclae se mantiveram mais baixas (104 UFP/ml).  

 Isso pode ter ocorrido devido à simples diferença na composição do coquetel, 

que possui 3 fagos de E. coli e 1 de E. cloaclae, ou, ainda, é possível que algum dos 

fagos de E. coli tenha encontrado alguma bactéria hospedeira viável na comunidade 

microbiana estabelecida no Looping. Contudo, não é possível afirmar algo a esse 

respeito, pois seriam necessários ensaios mais longos, a fim de se observar quanto 

tempo os fagos perduram no sistema em comparação à sua persistência no mesmo 

meio, porém estéril, ou mesmo se observar se em algum momento a concentração de 

fagos volta a crescer. 

 De qualquer forma, é possível afirmar que a água do mar natural utilizada nos 

ensaios não possui nenhum outro fago capaz de crescer nos hospedeiros utilizados 

na produção desse coquetel, visto que no 42º dia, antes da dosagem do coquetel, não 

foi observada formação de UFP, de modo que o meio de teste não constitui um 

interferente para o monitoramento desse coquetel, ao menos pela avaliação de UFP. 

 

6 . 4 . 1 1 .  MEV 

 Conforme citado anteriormente, não foi possível obter imagens de MEV com 

contraste adequado para visualização do biofilme formado sobre os cupons tal como 

foi feito no estudo no Looping do CENPES. Provavelmente devido à fixação do 

material biológico em função da utilização do formaldeído no lugar do glutaraldeído e 

da ausência de tratamento com tetróxido de ósmio pelo protocolo utilizado.  
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 Sendo assim, as imagens de MEV foram feitas nos cupons destinados às 

análises de perda de massa, e, portanto, representam apenas a morfologia da 

corrosão observada após a decapagem dos cupons, ou seja, após a remoção do 

biofilme e dos depósitos de corrosão. 

A partir das imagens obtidas, pode-se observar que no 42º dia (36 dias após a 

inoculação dos sistemas, antes da dosagem do coquetel) os cupons já apresentavam 

pits de corrosão, o que pode indicar uma maior influência da contaminação por OD 

ocorrida durante os ensaios no Looping da UFV do que devido à MIC e geração 

biogênica de H2S, visto que em tempos curtos (15 a 30 dias) não é muito comum o 

aparecimento de muitos pits exclusivamente devido à MIC. 

Portanto, apesar de que no 57º dia (pós-fagos), o Looping Controle, 

aparentemente ter acelerado a corrosão devido ao aumento do tamanho e 

profundidade dos pits, em comparação ao Tratamento, apenas com base nas análises 

de MEV, não seria possível atribuir essa diferença à ação do coquetel fágico sobre o 

biofilme, visto que a exposição 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 período) do que no Tratamento.  

Provavelmente os pits de corrosão observados nos cupons, bem como a 

diferença observada entre o Tratamento e o Controle, se devem sobretudo à corrosão 

causada pelo OD, visto que se avaliarmos os dados de OD médios apenas do período 

após a dosagem dos fagos, ou seja, do 43º ao 57º dia, observa-se que a diferença de 

exposição 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 variação grande, que por si só 

já poderia justificar diferenças nas taxas de corrosão. 

Contudo, ao se analisar exclusivamente o Looping Tratamento antes e depois 

da dosagem do coquetel fágico, observa-se que aparentemente, a corrosão não 

evoluiu, ou seja, os pits mantiveram o mesmo aspecto alcançado até então, mesmo 

após mais 15 dias de exposição a níveis 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 não ser possível fazer uma comparação adequada da ação 

do coquetel fágico entre o Tratamento e o Controle devido à contaminação diferencial 

pelo OD entre os sistemas, a análise comparativa apenas do Looping Tratamento 
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antes e depois do coquetel, pode indicar a ação dos fagos e corrobora os resultados 

discutidos anteriormente, relativos às análises de DO600nm, ATP e à diferença 

significativa no consumo de sulfato, que foi menor no Tratamento, mesmo 

apresentando uma maior DO600nm. 

Nesse período, os fagos podem ter desestruturado parte do biofilme, 

minimizando a MIC (o que se correlaciona aos resultados da DO600nm e do ATP) e 

reduzido a geração biogênica de H2S (o que se correlacionado aos dados de sulfato), 

o que por sua vez, desacelerou as taxas de corrosão (como será discutido adiante), 

refletindo na morfologia aparente dos pits observados nas análises de MEV, que 

mesmo na presença do OD, não progrediram mais depois que o coquetel fágico foi 

aplicado.  

Essas mesmas características são observadas pelas imagens de perfilometria 

óptica, análises de Rq e determinação das taxas de corrosão que serão discutidas 

adiante, corroborando com o indicativo de ação dos fagos sobre o biofilme formado. 

 

6 . 4 . 1 2.  Pe rf i l o m e t ri a  ó p t i c a  e  ru g o s i da de  m é di a  q u a drá t i c a  –  Rq  (µ m ) 

As imagens de perfilometria e a determinação da Rq por sua vez, foram 

realizadas nos cupons coletados para tal fim, e, portanto, ao contrário das análises de 

MEV, consideram o biofilme depositado sobre os cupons. 

Dessa forma, apesar das diferenças observadas nas imagens de perfilometria 

e na Rq entre o Tratamento e o Controle, também poderem ter sido influenciadas em 

parte pela contaminação diferencial pelo OD durante os ensaios, essas análises 

podem ser mais bem relacionadas e representativas do efeito do coquetel fágico, visto 

que contemplam o biofilme permitindo sua avaliação qualitativa (pelas imagens de 

perfilometria) e quantitativa (pela Rq). 

Pelas imagens de perfilometria, observa-se que no sistema Tratamento, após 

a dosagem do coquetel fágico, a quantidade e profundidade aparente dos pits não 

avançou, enquanto no Controle foram observados pits em maior quantidade e 

tamanhos significativamente maiores. Tal constatação visual se confirma 

quantitativamente pelos resultados de determinação da Rq, visto que a rugosidade 

após a dosagem do coquetel foi significativamente maior (51%) no Controle do que 

no Tratamento. 
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6 . 4 . 1 3.  Ta x a s  de  c o rro s ã o  

Por fim, as taxas de corrosão obtidas para os cupons, seguem o mesmo 

raciocínio da interpretação dos dados de MEV, perfilometria e Rq. As taxas de 

corrosão no 42º dia (pré-fagos) já eram classificadas como altas, sendo ligeiramente 

mais alta no Controle em comparação ao Tratamento (provavelmente em função da 

contaminação com o OD). Essa diferença se acentuou ainda mais no Controle até o 

57º dia (pós-fagos), enquanto permaneceu exatamente a mesma no Tratamento. 

Novamente, visto que nesse período (do 42º ao 57º dia) a diferença de 

exposição ao OD entre o Controle e o Tratamento foi ainda maior (1,5 ppm a mais 

considerando o OD médio), tal diferença não se deve exclusivamente ao efeito do 

coquetel fágico, mas sim a um efeito sinérgico da corrosão provocada pelo OD com a 

MIC e a geração biogênica de H2S. 

Contudo, ao se analisar o Looping Tratamento antes e depois da dosagem do 

coquetel fágico, observa-se que a taxa de corrosão permaneceu inalterada, mesmo 

após mais 15 dias de exposição a níveis de OD semelhantes ao ciclo anterior, e, 

portanto, indica a ação dos fagos e corrobora os resultados discutidos anteriormente, 

relativos às análises de DO600nm, ATP, à diferença significativa no consumo de sulfato, 

MEV, Perfilometria e Rq. 

Conforme sugerido anteriormente, o fato da taxa de corrosão não ter evoluído 

após a dosagem do coquetel fágico pode ser um indicativo da ação dos fagos, ou seja, 

nesse período, os fagos podem ter desestruturado parte do biofilme, minimizando a 

MIC (o que se correlaciona aos resultados da DO600nm e do ATP) e a geração 

biogênica de H2S (o que se correlaciona aos dados de sulfato), o que por sua vez, 

desacelerou a corrosão, refletindo em uma taxa de corrosão que, mesmo na presença 

do OD, não progrediu mais depois que o coquetel fágico foi aplicado. 

De qualquer forma, tais inferências necessitam de novas investigações. Sendo 

assim, sugere-se que além de se repetir os ensaios em Looping buscando minimizar 

a influência do OD, , sejam investigadas formas de identificar se tal corrosão está mais 

relacionada ao OD ou mais relacionada à MIC e geração biogênica de H2S. Para isso 

indica-se: (i ) instalação de pequenos trechos de dutos metálicos completos para 

serem avaliados quanto à morfologia e posição dos pits ao final do ensaio, uma vez 

que a MIC tende a formar pits localizados na geratriz inferior da tubulação, enquanto 

a corrosão pelo OD tende a ser generalizada em todo o diâmetro interno e, (i i ) a 
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realização de coleta dos resíduos de corrosão depositados sobre os cupons para 

análises de metais, a fim de identificar a maior ou menor presença de óxidos (que se 

correlacionariam à contaminação por OD) e sulfeto de ferro (que se correlacionaria 

com a MIC e geração biogênica do H2S). 

 

6 . 5 .  AVALIAÇÃO DE POTENCIAIS IMPACTOS DO USO DE BACTERIÓFAGOS  

6 . 5 . 1 .  Ec o t o x i c i da de  

Conforme esperado, os resultados de ecotoxicidade dos produtos biocidas, 

THPS 75% e 40%, foram extremamente elevados, 0,0000134% e 0,0000084% (CE50 

> 10-5 %), respectivamente. 

Entretanto, vale ressaltar que a ecotoxicidade do produto com menor 

concentração (40%) foi cerca de 10x maior que a do produto com maior concentração 

(75%), indicando que a ecotoxicidade deles não está relacionada apenas ao princípio 

ativo biocida, mas também aos demais compostos utilizados na formulação, os quais, 

em geral, não são revelados pelos fornecedores. 

Já o coquetel fágico apresentou ecotoxicidade extremamente inferior à 

ecotoxicidade dos biocidas, algo em torno de pelo menos 1 milhão de vezes menor.  

A ecotoxicidade dos lotes de coquetel fágico avaliados, nas concentrações de 

107 e 109 UFP/ml, ficou em torno de 41 e 24%, respectivamente, o que poderia indicar 

que uma diluição de 100x no número de partículas virais confere uma redução 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 

concentração (109 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 produção dos 

fagos ou subprodutos gerados nesse processo. 

Em função disso, não é possível afirmar que a ecotoxicidade tenha relação 

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 trófica superior.  
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O principal aspecto que restringe a comparação do coquetel frente aos biocidas 

comerciais quanto à excotoxicidade é o fato de que, enquanto os biocidas foram 

avaliados em suas formulações finais, não é possível reproduzir em laboratório a 

concentração final esperada para um coquetel fágico produzido em escala comercial 

(no mínimo 1011 UFP/ml), ficando tal análise, restrita a concentrações inferiores, cuja 

composição dos componentes residuais dos insumos utilizados no meio de cultivo, 

provavelmente, não representam adequadamente um possível produto comercial.  

Adicionalmente, enquanto a dosagem dos produtos biocidas se baseia na 

massa do produto (mg/L), ou seja, leva em consideração a densidade do produto pra 

se fazer o cálculo do volume a ser dosado, a dosagem do coquetel fágico leva em 

consideração a concentração de partículas virais no produto. Sendo que a densidade 

em si não muda significativamente mesmo em concentrações muitas ordens de 

grandeza superiores. Ou seja, coquetéis com 107 ou 109 UFC/ml possuem 

praticamente a mesma densidade de (1,04 g/cm3) a qual, por sua vez, é bem próxima 

à densidade da água, tornando-se difícil uma comparação quantitativa dos produtos 

em relação às dosagens praticadas em campo. 

De qualquer forma, comparando-se as dosagens praticadas em campo para os 

biocidas e os respectivos valores de ecotoxicidade obtidos (Ta b e l a  28 ), pode-se 

afirmar que os biocidas são utilizados em concentrações cerca de 1000x maiores que 

a CE50. 

Já para o coquetel fágico, ainda que se desconsidere as particularidades e 

restrições da comparação citada acima, com base nos resultados obtidos, pode-se 

dizer que a CE50 de cada concentração é mais próxima à concentração 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 relação à ecotoxicidade da concentração de dosagem praticada para os biocidas 

comerciais (1000x superior à CE50). 
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Ta b e l a  28 .  Análise comparativa dos valores de CE50 obtidos nos ensaios de 
ecotoxicidade aguda para ambientes marinhos pelo sistema Microtox®, frente às 
concentrações de dosagem praticadas para biocidas e esperadas para o coquetel 
fágico em plataformas de petróleo. 

 Pro du t o  De n s i da de  
(g / c m 3) 

Co n c e n t ra ç ã o  de  
do s a g e m  p ra t i c a da  

e m  c a m p o  
CE5 0 1 5 m i n  

1  Bi o c i da  p a drã o  
TH PS 7 5 %  1,370  

200 mg/L 
0,0149% 0,0000134% 

2 Bi o c i da  p a ra  t a n q u e s  
TH PS 4 0%  1,320  0,0151%  0,0000084% 

3 Co q u e t e l  f á g i c o  
(1 09  UFP/ m l ) 1,043  

107  

UFP/ml  

2,4 x 108 

UFP/ml 24% 

4  Co q u e t e l  f á g i c o  
(1 07  UFP/ m l ) 1,041 4,1 x 106 

UFP/ml 41% 

 

Tal comparação, também reforça a hipótese de que o resultado da 

ecotoxicidade pode não ser linear e diretamente relacionado à concentração de fagos. 

Provavelmente ele é influenciado sobretudo pelos demais componentes residuais do 

meio de produção, o que ainda pode ser amplamente otimizado em uma escala de 

produção industrial minimizando este efeito.  

Contudo, apesar da literatura científica de modo geral, apresentar como uma 

das principais vantagens dos fagos, o fato deles não 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, não foram encontrados artigos publicados que 

de fato tenham realizado qualquer tipo de ensaio ecotoxicológico, quer seja com um 

coquetel fágico comercial ou com uma solução contendo um ou mais fagos 

(principalmente utilizando alguma bactéria como organismo teste). 

Sendo assim, o resultado de ecotoxicidade obtido nesse estudo para o coquetel 

fágico selecionado, trata-se de um dado inédito na literatura. Portanto, estudos mais 

aprofundados, com maior abrangência e repetibilidade são necessários e essenciais, 

sobretudo utilizando concentrações 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 fágico é, sem dúvida, um produto ambientalmente muito mais seguro 

e adequado que os biocida comerciais, comumente usados na indústria do petróleo. 
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6 . 5 . 2.  Bi o de g ra da b i l i da de  

Em relação aos teores de DQO medidos, observa-se que os valores entre os 

produtos biocidas são razoavelmente proporcionais aos teores de THPS em cada 

produto (75% e 40%), sendo a DQO total do biocida para tanques 43% inferior à DQO 

do biocida padrão. Além disso, os valores de DOQ para ambos os produtos biocidas 

são altos, sendo isto, por si só, um indicativo de provável baixa biodegradabilidade. 

Já os teores de DQO do coquetel fágico e do meio LB residual representam 

cerca de 1,5% e 2,5% dos teores de DQO dos produtos biocidas padrão e para 

tanques respectivamente, indicando, portanto, um maior potencial de serem produtos 

rapidamente biodegradados.  

Em relação à comparação entre o coquetel fágico e o meio LB residual, os 

teores de DQO são razoavelmente próximos, diferindo em torno de apenas 7%, 

indicando que a lise das células durante a produção dos fagos, bem como os 

procedimentos laboratoriais para concentração e formulação do coquetel, 

provavelmente, pouco interferem na DQO do produto final, ao menos para a 

concentração de 109 UFP/ml, em condições de produção laboratoriais. 

Quanto aos resultados de O2 medidos nos tempos avaliados (0, 7, 14 e 28 dias), 

observa-se que não ocorreram diferenças entre as duplicatas avaliadas, garantindo 

alta confiabilidade e reprodutibilidade do ensaio. Contudo, observa-se que os 

consumos de O2 foi baixo em todos os produtos avaliados, mesmo após 28 dias de 

teste (0,4 a 0,8 mg/L), ou seja, ficaram bem próximos ao consumo do controle branco. 

Por sua vez, o consumo de O2 nos controles da toxicidade para todos os 

produtos se mantiveram bem próximos ao consumo da substância de referência, 

indicando que a presença dos produtos não provoca efeito inibitório na 

biodegradabilidade do benzoato de sódio, assim como, o consumo de O2 nos 

controles físico-químicos se mantiveram bem próximos de zero, ou seja, equivalentes 

ao controle branco, indicando que não ocorre degradação do O2 por mecanismos 

abióticos como, por exemplo, hidrólise ou adsorção.   

Isso significa que todos os produtos apresentaram percentuais de 

biodegradabilidade muito baixos, sendo classificados como não biodegradáveis. 

Para os produtos biocidas, este já é um resultado esperado e bem conhecido, 

entretanto, para o coquetel de fagos é um resultado contrário ao que se encontra na 

literatura, que em geral considera que devido à sua natureza e especificidade, um 
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produto à 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, não foi encontrado nenhum artigo que tenha 

realizado um teste de biodegradabilidade de fato utilizando uma suspensão de um ou 

mais fagos. Além disso, todas as fichas de dados (equivalentes à FISPQ nacional) de 

produtos à base de fagos comercializados no exterior, encontradas até o momento, 

para diferentes aplicações, trazem a informação de persistência e degradabilidade 

como dados não disponíveis (INTRALYTIX, 2022; OMNILYTICS INC., 2022). 

Em relação ao meio LB residual, esperava-se que ele apresentasse uma 

biodegradabilidade maior que a do coquetel fágico, uma vez que os fagos poderiam 

atuar sobre os microrganismos presentes na água do mar, interferindo no resultado 

da biodegradabilidade, enquanto o meio de cultura, basicamente estimularia a 

atividade microbiana.  

Entretanto, isso não foi observado. A biodegradabilidade do meio LB residual 

(1,25%) em 28 dias foi praticamente a metade da biodegradabilidade do coquetel 

fágico (2,32%), nesse mesmo tempo. Pode-se imaginar então, que os componentes 

do meio e/ou outras substâncias produzidas pelas bactérias hospedeiras durante a 

produção dos fagos, são provavelmente as responsáveis pela baixa 

biodegradabilidade observada, o que por sua vez, trata-se de um parâmetro que 

poderá ainda ser amplamente otimizado em escala de produção comercial. 

O meio LB é composto basicamente por extrato de levedura e triptona. Não 

foram encontrados artigos que tenham testado essas substâncias pelo método de 

biodegradabilidade em água 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 informação de persistência e degradabilidade como 

dados não disponíveis. Apenas uma FISPQ para triptona foi encontrada com a 

descrição “espera-se que seja biodegradável” (OXOID, 2013). 

De qualquer forma, comparativamente aos biocidas, a biodegradabilidade do 

coquetel fágico foi cerca de 100x superior, demonstrando que, ainda que esse 

resultado de baixa biodegradabilidade venha a se confirmar em estudos futuros e em 

suspensões de fagos preparadas em escala industrial, continuamos nos referindo a 

um produto de menor impacto ambiental em comparação a biocidas químicos. 
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Conforme análise comparativa, apresentada na Ta b e l a  29 , considerando a 

concentração utilizada no teste de biodegradabilidade padrão (2 mg/L), a 

concentração dos produtos biocidas no teste foi 100x inferior à concentração de 

dosagem em campo (200 mg/L), enquanto, a concentração do coquetel fágico, foi 

cerca de 10x inferior (1,92 x 106 UFP/ml) à concentração esperada para seu uso em 

campo (107 UFP/ml).  

 

Ta b e l a  29 .  Concentração dos produtos utilizada no teste de biodegradabilidade em 
comparação às dosagens praticadas para biocidas e esperadas para o coquetel fágico 
em plataformas de petróleo. 

 Pro du t o  De n s i da de  
(g / c m 3) 

Co n c e n t ra ç ã o  de  
do s a g e m  p ra t i c a da  

e m  c a m p o  

Co n c e n t ra ç ã o  n o  
t e s t e  de  

b i o de g ra da b i l i da de  
1  Bi o c i da  p a drã o  

TH PS 7 5 %  1,37 200 mg/L 2 mg/L 

2 Bi o c i da  p a ra  t a n q u e s  
TH PS 4 0%  1,32 200 mg/L 2 mg/L  

3 Co q u e t e l  f á g i c o  
(1 09  UFP/ m l ) 1,04 107 UFP/ml  1,92 x 106 UFP/ml 

 

Ainda assim, a biodegradabilidade dos biocidas foi muito inferior (cerca de 100x 

menor) à do coquetel fágico, portanto, com base nesses resultados, ainda que 

considerado como não biodegradável em água do mar segundo o padrão da OECD 

306, pode-se dizer que, comparando-se as dosagens a serem praticadas em 

condições 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 concentração de teste (2 mg/L) os produtos biocidas não apresentaram efeito 

antimicrobiano na microbiota da água do mar ao ponto de impedir a biodegradação 

da substância de referência. Assim como, o coquetel fágico, na concentração de teste 

(1,92 x 106 UFP/ml) também não provocou inibição da biodegradabilidade do benzoato 

de sódio. 

Sendo assim, com base nesses resultados, pode-se concluir que os fagos 

selecionados para compor o coquetel fágico utilizado, não possuem efeito danoso aos 

microrganismos naturalmente presentes na água do mar e, provavelmente, podem ser 

considerado um produto ambientalmente seguro, mesmo se descartado no mar após 
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sua utilização, em uma concentração razoavelmente alta (106 UFP/ml), bem próxima 

à concentração que se pretende avaliar em campo (107 UFP/ml). 

Ainda, segundo a própria norma OECD 306, um resultado negativo de 

biodegradabiliade não exclui o potencial do produto ser biodegradado no meio 

ambiente, apenas indica que mais estudos são necessários (OECD, 1992b). Desta 

forma, entende-se que até o momento, este resultado de avaliação da 

biodegradabiliade por um método de referência reconhecido e aplicado 

internacionalmente, ainda que preliminar, trata-se de um dado inédito na literatura e 

que, portanto, são essenciais maiores investigações e estudos mais aprofundados, 

com maior abrangência e repetibilidade, sobretudo a partir de composições de fagos 

produzidas em escala industrial. 

Dessa forma, mais estudos são necessários, sobretudo, utilizando 

concentrações mais próximas daquelas a serem encontradas na prática, ou seja, 

levando em consideração não apenas a concentração do produto e de sua dosagem, 

mas também, a dispersão e diluição do produto no ambiente, bem como as 

características físico-químicas e biológicas do local de interesse. 

 

6 . 5 . 3.  Co rro s i v i da de  

Quanto ao pH dos produtos, apesar do pH dos biocidas puros serem bem 

semelhantes (próximos de 3,0) observa-se que imediatamente após a sua dosagem 

(200 mg/L) na água do mar natural, o pH do fluido com o biocida padrão 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 formulação do produto para tanques (como a presença do 

inibidor de corrosão). 

Contudo, após 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 água do mar (DICKSON, 1993; JURY et al., 2013; 

THOMPSON; BONNAR, 1931). 

Já o coquetel fágico puro, o qual naturalmente apresenta um pH mais neutro, 

levemente básico (pH = 7,9), manteve o pH na faixa de 8,6 a 9,1 após sua dosagem 

na concentração de 107 UFP/ml (1% v/v), ao longo de todo o tempo do ensaio, 

semelhante ao controle. Esse fato, por si só, já é uma característica vantajosa para 
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um produto a ser dosado nos sistemas reais, pois demonstra que o produto não 

incrementa a corrosividade do fluido. 

Quanto às taxas de corrosão, considerando a classificação da corrosividade 

segundo a Norma NACE SP0775-2018-SG (NACE INTERNATIONAL, 2018), pode-se 

dizer que os valores médios de taxas de corrosão em água do mar obtidos nos ensaios 

de corrosividade para o controle (0,022 mm/ano), o coquetel fágico (0,015 mm/ano) e 

o biocida para tanques (0,014 mm/ano) são classificados como baixos, enquanto a 

taxa de corrosão do biocida padrão (0,031 mm/ano) é classificada como moderada. 

Os valores das taxas de corrosão do coquetel fágico e do biocida para tanques 

se aproximaram muito e podem ser considerados equivalentes, já 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 água do mar natural. 

Agora, fazendo-se uma análise comparativa entre as taxas de corrosão dos 

biocidas, o biocida padrão apresentou uma corrosividade cerca de 50% superior ao 

biocida para tanques, o que já o classifica com um grau de corrosividade moderado 

mesmo em água do mar (que possui alto poder tamponante).  

Esse resultado já 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 à base de THPS, possui uma 

concentração de THPS inferior (40%) ao biocida padrão e também possui um inibidor 

de corrosão em sua formulação que tende a formar um filme de proteção na superfície 

do metal (ASKARI; M. et al., 2018; SASTRI; V.S., 2002). 

Em relação ao coquetel fágico, apesar das taxas de corrosão do coquetel e do 

biocida para tanques terem sido muito semelhantes, não se pode imaginar que a razão 

disso seja a mesma. Ou seja, não seria algum componente do meio de produção do 

coquetel que tem algum efeito protetor tal como o inibidor de corrosão presente no 

biocida para tanques. Entretanto tal hipótese não foi testada. A hipótese mais plausível 

é que de fato, nem os fagos, nem nenhum outro componente do coquetel, possui 

características corrosivas, ainda que os componentes do meio de cultura não tenham 

sido testados individualmente. 

Sendo assim, pode-se afirmar que o coquetel fágico avaliado não possui 

características corrosivas e que, portanto, não se espera que venha a ser um produto 

que impacte a corrosividade dos fluidos nem o próprio sistema de dosagem. 
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6 . 5 . 4 .  In i b i ç ã o  do  t ra t a m e n t o  b i o l ó g i c o  de  á g u a  de  p ro du ç ã o  

Em relação às taxas de remoção de amônia observadas no experimento, todos 

os controles apresentaram taxas bastante elevadas, durante todo o período avaliado, 

sempre acima de 90% e em sua maioria na faixa de 96 a 99 %, o que demonstra a 

alta estabilidade, robustez e eficiência do lodo aclimatado a ambas as salinidades 

selecionadas. 

 Nos Tratamentos a 55 g/L de salinidade observou-se que imediatamente após 

a dosagem do coquetel fágico, ocorreu uma queda média, em torno de 35%, na taxa 

de remoção de amônia, a qual continuou caindo, atingindo uma inibição máxima em 

torno de 42% no 6º dia. Contudo, cerca de 1 semana depois (8º dia), essa taxa se 

recupera razoavelmente, atingindo 76% de nitrificação e a partir de 2 semanas (16º 

dia), aproximadamente, os níveis de remoção de amônia se recuperam totalmente, 

retomando patamares próximos aos do Controle, com níveis de nitrificação acima de 

90%. 

Esse resultado demonstra que, ainda que venha a ocorrer um grande 

descontrole na utilização do coquetel fágico na plataforma de petróleo, que essa água 

de produção contendo um alto residual de fagos chegue ao terminal para ser tratada 

e mesmo que essa fosse a única água a entrar na unidade de tratamento, o impacto 

no sistema biológico tenderá a ser pequeno e rapidamente recuperável de forma 

natural sem necessidade de qualquer intervenção, o que demonstra a robustez do 

atual processo biológico de tratamento de água de produção industrial. 

Apesar da escassez de dados em literatura científica sobre a avaliação de 

fagos em contextos semelhantes ao deste estudo, uma informação interessante e que 

de certa forma corrobora os resultados aqui observados, foi encontrada em relação a 

um produto comercial à base de fagos utilizado em aquicultura, chamado 

CUSTUS®YRS, da empresa ACD Pharmaceuticals (ACD PHARMA) sediada na 

Noruega (ACD PHARMA, 2022). 

Segundo a própria ACD PHARMA, o produto CUSTUS®YRS foi lançado em 

2018, como sendo o primeiro produto à base de fagos aplicado à aquicultura no 

mundo. O produto contém fagos específicos para bactérias do gênero Yersinia, que 

causam doenças (yersiniosis) com alta mortalidade em peixes, sobretudo salmões 

(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 produção de 

peixes (COQUET et al., 2002).  

Informações divulgadas no site da ACD PHARMA relatam que eles 

demonstraram que a aplicação do produto controla a pressão de infecção de Y. ruckeri 

sem causar nenhum impacto na microbiota necessária ao adequado funcionamento 

dos biofiltros utilizados nos tanques de produção dos peixes (ACD PHARMA, 2022). 

 Nos Tratamentos a 125 g/L de salinidade, observa-se que logo após a dosagem 

do coquetel fágico, ocorre uma queda menor na taxa de remoção de amônia (em torno 

de 24%) do que aquela observada na salinidade de 55 g/L (cerca de 35% de inibição). 

Porém, no 6º dia, essa queda aumenta para cerca de quase 64% de inibição e se 

acentua até atingir uma inibição máxima de cerca de 82% após quase 2 semanas (13º 

dia). A partir de então, a nitrificação começa a se recuperar, porém não se recupera 

completamente dentro dos 20 dias avaliados na fase experimental, quando ainda 

permanece apenas com cerca de 61% de remoção de amônia.  

 Em resumo, pode-se dizer que enquanto a 55 g//L de salinidade a inibição 

máxima da nitrificação atinge cerca de 42%, em menos de uma semana após a 

dosagem dos fagos, na salinidade de 125 g/L essa inibição máxima é maior, atingindo 

cerca de 82%, porém ela leva mais tempo para acontecer, pois só ocorre depois de 

cerca de 2 semanas após a dosagem dos fagos. 

 Já a recuperação dessa nitrificação não ocorre tão rápido a 125 g/L de 

salinidade como ocorre a 55 g/L, onde a nitrificação já se recupera completamente em 

apenas 2 semanas. Contudo, pode-se afirmar que a recuperação também ocorre para 

a salinidade de 125 g/L, porém, não é possível estimar esse prazo precisamente, pois 

o último ponto avaliado semanalmente foi no 20o dia após a dosagem dos fagos 

(quando a inibição ainda permanecia em 39%) e depois disso, só foi feita uma análise 

35 dias após o encerramento da fase experimental, quando então a nitrificação já se 

encontrava recuperada por completo. Ou seja, pode-se afirmar que a recuperação da 

nitrificação 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 diferença entre as salinidades avaliadas ocorre em função 

da diversidade das microbiotas que compõem cada um dos sistemas e devido à 

pressão ambiental à qual o sistema de maior salinidade está submetido, o que o deixa 

mais sensível à perda de sua eficiência e sua estabilidade, em função de choques 

e/ou perturbações das variáveis químicas e ambientais. Situação esta, que também 
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já foi observada com esses lodos aclimatados frente a variações de temperatura e de 

disponibilidade de carbono (dados ainda não publicados). 

 Nesse contexto, para o cenário de um futuro tratamento da água de produção 

hipersalina, seria necessária uma investigação mais detalhada do potencial impacto 

desse coquetel fágico, considerando (i ) variações na concentração de dosagem do 

coquetel, (i i ) simulação dessa dosagem frente à atual vazão de alimentação do 

sistema, (i i i ) tempos variados de residência da água de produção após a dosagem do 

coquetel,  bem como (i v ) variações na vazão de alimentação, de modo a se estimar 

com mais precisão o tempo de recuperação das taxas de remoção de amônia e as 

possíveis estratégias operacionais a serem adotadas, caso necessário. 

Quanto à quantificação dos fagos, os resultados demonstraram que nenhum 

dos fagos utilizados no coquetel encontrou hospedeiros capazes de permitir a 

produção de novas partículas virais no lodo destes sistemas, uma vez que após cerca 

de 1 semana (8º dia), nenhuma amostra do fluido analisado foi capaz de gerar UFP 

nas bactérias hospedeiras.  

Apenas no 6º dia após a dosagem é que os fagos de E. coli ainda se faziam 

presentes, enquanto o fago de Enterobacter já não aparecia mais, provavelmente 

devido ao fato dos primeiros estarem em maior concentração no coquetel, visto que a 

formulação desse coquetel se refere a 3 fagos de E. coli para 1 de Enterobacter. 

Sendo assim, pode-se dizer que mesmo em uma possível situação de alto 

descontrole na aplicação, o uso desse coquetel fágico, mesmo sendo composto por 

fagos não-específicos, não representa impacto aos sistemas atuais de tratamento 

biológico de água de produção em terminais de petróleo. No entanto, é necessária 

uma avaliação mais aprofundada para um futuro cenário de tratamento em condições 

hipersalinas, abrangendo variações de concentração de fagos e de vazão de 

alimentação. Além disso, pode-se dizer que os fagos são depurados pelo próprio 

sistema, não representando risco a montante do tratamento, ou seja, ao lançamento 

por emissários submarinos desse efluente tratado tal como é feito hoje. 
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7 .  CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 
 

7 . 1 .  INÓCULOS MICROBIANOS 

 Inóculos microbianos representativos dos cenários de interesse de aplicação 

da tecnologia de bacteriófagos foram obtidos a partir das amostras coletadas em 

tanque slop e em tanques de armazenamento de petróleo de plataformas críticas em 

biocorrosão e geração biogênica de H2S, de modo que as respectivas culturas de BRS 

tornaram-se disponíveis, sendo utilizadas como referência principal para os diversos 

estudos em andamento. 

 

7 . 2.  SELEÇÃO DO COQ UETEL FÁGICO 

 Foram selecionados quatro fagos não-específicos para compor o coquetel 

fágico utilizado tanto nos estudos nos Loopings da UFV, quanto nos ensaios de 

avaliação de potenciais impactos ambientais e operacionais. Essa seleção foi 

realizada com base em um conjunto amplo de resultados experimentais que 

avançaram continuamente sob diferentes aspectos e que já obtiveram resultados 

significativos suficientes para subsidiar a definição de um produto mínimo viável 

(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 remoção 

efetiva do biofilme através dos dados de MEV, perfilometria e determinação da Rq e 

uma redução em torno de 80% do H2S gerado em apenas 15 dias após a dosagem 

do coquetel fágico, indicando ainda a possibilidade de um efeito de longo prazo, 

observado por 5 meses após a dosagem do coquetel, o que impacta positivamente a 

frequência de dosagem e consequentemente a viabilidade econômica da tecnologia.  

 O segundo estudo nos Loopings da UFV, já utilizando o coquetel fágico pré-

selecionado, foi impactado pela contaminação com o OD que influenciou os resultados 

de corrosão e não permitiu confirmar os níveis de redução de H2S. Contudo, os 

resultados obtidos através das análises de DO600nm, ATP, consumo de sulfato, MEV, 
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perfilometria e Rq, corroboraram a ação dos fagos sobre a comunidade microbiana do 

biofilme e indicaram efeito significativo na desaceleração do processo de corrosão e 

de formação de pits, resultando em uma taxa de corrosão 30% menor e uma Rq 51% 

menor na presença do tratamento com o coquetel fágico. 

 

7 . 4 .  POTENCIAIS IMPACTOS AMBIENTAIS 

 Quanto aos potenciais impactos ambientais avaliados, os resultados obtidos 

são inéditos, porém ainda preliminares. Portanto, precisam ser aprofundados e um 

amplo nicho de investigação se abre nesse sentido, visto que não foram encontrados 

estudos científicos na literatura sobre este tema para produtos à base de fagos. De 

qualquer forma, os resultados obtidos, já demonstram que o coquetel fágico, quando 

comparado aos produtos biocidas, possui ecotoxicidade bem inferior e 

biodegradabilidade muito superior. 

  

7 . 4 . 1 .  Ec o t o x i c i da de  

 Os resultados de ecotoxicidade aguda para ambientes marinhos demonstram 

que o coquetel fágico mesmo na concentração mais alta avaliada (109 UFP/ml) 

apresenta ecotoxicidade pelo menos 1 milhão de vezes inferior à ecotoxicidade dos 

biocidas à base de THPS, sendo, sem dúvida, 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 à ecotoxicidade do coquetel fágico, 

indicando que provavelmente, grande parte do potencial ecotóxico do coquetel não se 

relaciona diretamente aos fagos, mas provavelmente aos componentes residuais do 

meio de cultivo ou subprodutos da sua produção, os quais podem ser otimizados em 

escala industrial. 

 

7 . 4 . 2.  Bi o de g ra da b i l i da de  

Os resultados de biodegradabilidade em água do mar, demonstraram que o 

coquetel fágico teria que ser classificado como não biodegradável. Contudo, a partir 

dos resultados de controle da toxicidade, pôde-se concluir que o coquetel fágico não 

apresentou efeito danoso ou inibitório aos microrganismos naturalmente presentes na 
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água 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 produção do que propriamente 

aos fagos. 

 

7 . 5 .  POTENCIAIS IMPACTOS OPERACIONAIS 

 Quanto aos potenciais impactos operacionais avaliados, a corrosividade do 

coquetel fágico se demonstrou inferior à do biocida padrão e equivalente à do biocida 

para tanques, o que já representa ganhos operacionais se utilizado em escala 

industrial em substituição ou mesmo em conjunto aos biocidas. A avaliação da inibição 

ao processo de nitrificação do tratamento biológico de água de produção, demonstrou 

que o coquetel fágico não confere impacto aos sistemas atuais de tratamento dos 

terminais de petróleo e nem no descarte do efluente final. 

 

7 . 5 . 1 .  Co rro s i v i da de  

As taxas de corrosão obtidas demonstraram que o coquetel fágico não possui 

características corrosivas, sendo classificado como um produto de corrosividade 

baixa, equivalente ao próprio controle e ao atual biocida para tanques e bem inferior 

à do biocida padrão. Portanto, pode-se afirmar que trata-se de um produto que não 

contribuirá com incremento na corrosividade dos sistemas em que se almeja sua 

aplicação. 

 

7 . 5 . 2.  In i b i ç ã o  do  t ra t a m e n t o  b i o l ó g i c o  de  á g u a  de  p ro du ç ã o  

 A avaliação de um potencial impacto do coquetel fágico no tratamento biológico 

da água de produção, demonstrou que a utilização desses fagos em plataformas, 

mesmo sendo fagos não-específicos, não representa impacto à inibição do processo 

de nitrificação e desenquadramento dos efluentes tratados nos sistemas biológicos 

atualmente utilizados nos terminais e nem ao efluente tratado lançado por emissários 

submarinos.  
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8 .  CONCLUSÃO GERAL 
 

A partir do conjunto de resultados obtidos neste estudo, conclui-se que os fagos 

não-específicos, possuem atuação em biofilmes enriquecidos com BRS, 

representativos da indústria do petróleo, com grande potencial de desempenho na 

remoção desses biofilmes e redução da geração biogênica de H2S sobretudo em 

tanques de plataformas.  

Os ensaios realizados no Looping do CENPES demonstraram a remoção do 

biofilme e a redução de cerca de 80% do H2S gerado em apenas 15 dias após a 

dosagem dos fagos.  

Já os ensaios realizados nos novos sistemas de Looping da UFV, apesar de 

terem sido influenciados pela contaminação com oxigênio e não terem permitido a 

análise dos teores de H2S, confirmaram a ação dos fagos sobre a comunidade 

microbiana do biofilme e indicaram efeito significativo na desaceleração do processo 

de corrosão e de formação de pits.  

Adicionalmente, foram gerados resultados inéditos demonstrando que o 

coquetel fágico pré-selecionado apresenta características vantajosas em comparação 

a produtos químicos biocidas, tanto do ponto de vista ambiental (menor ecotoxicidade 

e maior biodegradabilidade), quanto operacional (baixa corrosividade e baixo impacto 

ao processo de nitrificação do sistema de tratamento biológico de água de produção). 
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9 .  PERSPECTIVAS 
 

9 . 1 .  ESTUDOS EM SISTEMAS DE LOOPING 

 Realizar novos ensaios nos sistemas de Loopings da UFV, a fim de se obter 

principalmente resultados de geração de H2S e de taxas de corrosão com 

menor influência da contaminação por OD; 

 Realizar ensaios de longo prazo nos Loopings, a fim de se avaliar em um 

primeiro momento tempos mais longos após a dosagem do coquetel fágico e 

em um segundo momento, avaliar a frequência de dosagem do coquetel; 

 Padronizar os tempos e procedimentos de comissionamento, inoculação, 

alimentação e dosagem de solução nutritiva nos ensaios em Loopings, a fim de 

se obter uma melhor comparação dos resultados frente à influência dos 

parâmetros físico-químicos; 

 Incluir um sensor para análise do potencial redox (ORP) nos Loopings da UFV, 

visando o monitoramento desse parâmetro relevante para a atividade das BRS. 

 Incluir a quantificação da densidade e profundidade dos pits dos cupons 

amostrados e análise de metais e resíduos dos cupons; 

 Realizar estudos de caracterização da diversidade microbiana, no fluido e nos 

cupons, frente ao efeito do coquetel fágico 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 abrangência da 

tecnologia e estimar potenciais níveis de redução de corrosão e de geração de 

H2S para os diferentes cenários de aplicação. 

  

9 . 2.  ECOTOXICIDADE 

 Realizar novos testes de ecotoxicidade pelo sistema Microtox® com o mesmo 

coquetel fágico, porém em diferentes concentrações, preferencialmente 

concentrações 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 compõe o 

coquetel fágico 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 determinação de curvas de crescimento da bactéria na 

ausência e presença de cada fago; 

 Realizar testes de ecotoxicidade aguda e crônica, para ambientes marinhos e 

de água doce, com organismos teste de diferentes níveis tróficos; 

 Ampliar os estudos de avaliação da ecotoxicidade para produtos biológicos em 

desenvolvimento, sobretudo produtos à base de fagos. 

 

9 . 3.  BIODEGRADABILIDADE 

 Realizar novos testes de biodegradabilidade em água do mar com o mesmo 

coquetel fágico avaliado neste estudo, porém preferencialmente produzido em 

escala industrial; 

 Realizar testes de biodegradabiliade em água do mar com o meio LB integral e 

os seus componentes individuais (triptona e extrato de levedura); 

 Realizar análises 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 relação DBO/DQO como um 

indicativo complementar de biodegradabilidade; 

 Realizar testes de biodegradabilidade imediata referentes a ambientes 

terrestres e de água doce, conforme teste no 301 da OECD: Ready 

biodegradability (OECD, 1992a), com o mesmo coquetel fágico avaliado neste 

estudo, porém preferencialmente produzido em escala industrial; 

 Incentivar a capacitação de novas instituições de pesquisa, empresas e 

startups na execução de testes de biodegradabilidade conforme métodos de 

referência da OECD (no 306 e 301) e/ou equivalentes reconhecidos pela 

legislação brasileira; 

 Ampliar os estudos de avaliação da biodegradabilidade para produtos 

biológicos em desenvolvimento, sobretudo produtos à base de fagos. 
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9 . 4 .  CORROSIVIDADE 

 Realizar estes mesmos ensaios de corrosividade em condições bióticas (com 

adição de um inóculo enriquecido em BRS), de modo a comparar as taxas de 

corrosão e incluindo a obtenção de dados eletroquímicos, de modo a 

correlacioná-los com a formação do biofilme e o efeito dos produtos sobre ele; 

 Realizar testes de corrosividade com os produtos puros, porém nas condições 

da especificação técnica de produtos biocidas para tanques de plataformas 

(com duração de 7 dias, a 60oC); 

 Realizar estes ensaios de corrosividade, porém com o coquetel fágico 

produzido em escala industrial. 

 

9 . 5 .  INIBIÇÃO DO TRATAMENTO BIOLÓGICO DE ÁGUA DE PRODUÇÃO 

 Caracterizar a diversidade microbiana do lodo biológico nas diferentes 

salinidades, antes e após a dosagem do coquetel fágico, de modo a investigar 

correlações do efeito dos fagos nas bactérias nitrificantes e desnitrificantes, 

visando a identificação de novos fagos que possam apresentar menor efeito na 

microbiota hipersalina e/ou desenvolver estratégias de recuperação mais 

rápidas da nitrificação, nessas condições; 

 Aprofundar os estudos na condição hipersalina, considerando variações na 

concentração de dosagem do coquetel, simulação dessa dosagem frente à 

atual vazão de alimentação do sistema, tempos variados de residência da água 

de produção após a dosagem do coquetel, bem como variações na vazão de 

alimentação, de modo a se estimar com mais precisão o tempo de recuperação 

das taxas de remoção de amônia e as possíveis estratégias operacionais a 

serem adotadas caso necessário. 
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A1 .  TÉCNICA DO NÚMERO MAIS PROVÁVEL (NMP) 

 A metodologia de q uantif icação microbiana conhecida por Técnica do N úmero 

Mais Provável ( N MP)  ou Most Probable Number ( MPN )  é um conceito antigo, 

desenvolvido inicialmente para interpretar numericamente o crescimento de bactérias 

f ermentativas em tubos múltiplos ( MCCRADY, 1 9 1 5 ) .  

 Posteriormente f oi amplamente adotada, de modo padroniz ado e aplicada para 

a q uantif icação de inúmeros tipos de microrganismos cultivados em meio líq uido. 

Atualmente, ainda é de longe o método mais utiliz ado para detecção e q uantif icação 

de dif erentes grupos microbianos pela indústria do petróleo e pela indústria q uímica 

desenvolvedora e f ornecedora de produtos biocidas ( BHAGOBATY, 2 0 1 4 ) , onde é 

também comumente chamada de “ bug bottles”  ( FICHTE R et al., 2 0 1 5 ) . 

  A técnica do N MP é o método obrigatório 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 à biocorrosão na indústria 

do petróleo ( SK OVHUS;  E CK E RT;  RODRIGUE S, 2 0 1 7 ;  W ALDOW , 2 0 1 8 ) . 

 A técnica do N MP tem por obj etivo estimar numericamente a densidade de 

microrganismos em uma amostra líq uida, independente de se realiz ar uma contagem 

direta, pois diluições da amostra são inoculadas em f rascos múltiplos contendo o meio 

de cultura líq uido, os q uais são incubados ao longo do tempo e verif ica-se visualmente 

o crescimento dos microrganismos em f unção de alterações de coloração de 

indicadores e/ ou produção de metabólitos no meio ( COCHRAN , 1 9 5 0 ;  CORN E LL;  

SPE CK MAN , 1 9 6 7 ;  HARRIGAN , 1 9 9 8 ;  OBLIN GE R;  K OBURGE R, 1 9 7 5 ) . 

 A estimativa de densidade microbiana pela técnica do N MP b a s e i a -s e  n o  
p ri n c í p i o  de  p ro b a b i l i da de , f undamentada em dois pressupostos principais: (i ) a  
di s t ri b u i ç ã o  ra n dô m i c a  do s  m i c ro rg a n i s m o s  e m  u m a  a m o s t ra  l í q u i da , ou sej a, 

um microrganismo possui a mesma probabilidade de estar presente em q ualq uer 

volume da amostra, não existindo q ualq uer tendência ao agrupamento ou à repulsão 

entre as células;  e, (i i ) a  c a p a c i da de  de  u m  ú n i c o  m i c ro rg a n i s m o  e x i b i r 
c re s c i m e n t o  n o  m e i o  u t i l i z a do , ou sej a, se ao menos uma célula viável cultivável 

para o meio utiliz ado, estiver presente no volume amostral coletado, ao ser incubado, 

esse microrganismo será capaz  de crescer ao ponto de demonstrar visualmente, em 
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ao menos uma diluição, seu crescimento pelo princípio do meio de cultura utiliz ado 

( COCHRAN , 1 9 5 0 ;  CORN E LL, 2 0 0 6 ;  GON Z ÁLE Z , 1 9 9 6 ;  W OODW ARD, 1 9 5 7 ) .  

 Portanto, a técnica do N MP é um método dependente de cultivo q ue se baseia 

no princípio da diluição seriada até a extinção ( OBLIN GE R;  K OBURGE R, 1 9 7 5 ) . A 

Fi g u ra  A1  ilustra esq uematicamente o princípio de diluição e inoculação do método 

conf orme as seguintes etapas: 

(i) uma alíq uota da amostra, no f ator de 1 :1 0 , é inoculada em triplicata em f rascos 

contendo o meio de cultura líq uido para o tipo de microrganismos em avaliação;  

(ii) outra alíq uota da amostra é diluída serialmente, no f ator de 1 :1 0 , em f rascos 

contendo solução salina adeq uada ao tipo de microrganismo em avaliação ( no 

caso de microrganismos anaeróbios, utiliz a-se uma solução salina redutora, 

cuj o preparo será apresentado com mais detalhes adiante no i t e m  A3) ;   
(iii) as diluições são inoculadas em triplicata em f rascos contendo o mesmo meio 

de cultura líq uido;  
(iv) esse conj unto de f rascos é então incubado na temperatura adeq uada e pelo 

período padroniz ado para o tipo de microrganismo em avaliação;  
(v) o crescimento microbiano em cada f rasco é acompanhado e anotado 

diariamente segundo o princípio de detecção de cada tipo de microrganismo;  
(vi) após o período de incubação a combinação dos resultados de f rascos positivos 

e negativos, são avaliados em comparação à tabela de probabilidade estatística 

do método ( HARRIGAN , 1 9 9 8 ;  MAN , 1 9 7 7 ) , a partir da q ual, a estimativa de 

densidade celular é dada na unidade de N MP/ ml. 
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Fi g u ra  A1 .  Representação esq uemática das diluições e inoculações da amostra nos 
f rascos de um k it de q uantif icação pela técnica do N úmero Mais Provável ( N MP) .  
 

 E m amostras de sistemas operacionais da indústria do petróleo, as estimativas 

de N MP/ ml geralmente se encontram na f aixa de ≥  1 0 0  até ≤  1 0 7 . Por esta raz ão, os 

k its de q uantif icação microbiológica são compostos por 7  f rascos de diluição e 2 4  

f rascos com meio de cultura, conf orme ilustrado nas Fi g u ra  A2.  
 

 A  B 
Fi g u ra  A2.  (A) K it de q uantif icação microbiológica utiliz ado no monitoramento de 
rotina de campo na indústria do petróleo. (B) Distribuição dos f rascos no interior do 
k it. 
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 De modo geral, na maior parte dos problemas associados à presença de 

microrganismos indesej ados na indústria do petróleo, o nível de contaminação 

microbiana pode ser classif icado conf orme a Ta b e l a  A1 . 

 

Ta b e l a  A1 .  Classif icação do nível de contaminação microbiana em f unção da 
q uantif icação microbiológica pela técnica do N MP. 

Q u a n t i f i c a ç ã o  m i c ro b i a n a  p e l a  t é c n i c a  do  NMP Ní v e l  de  c o n t a m i n a ç ã o  
≥  1 0 6  Altíssima 
1 0 5  Muito Alta 
1 0 4  Alta 
1 0 3  Média 
1 0 2  Baixa 
1 0 1  Muito Baixa 
≤  1 0 0  Baixíssima 

  

 O processamento das amostras portanto, consiste na inoculação dos k its de 

q uantif icação microbiológica pela técnica do N MP. Posteriormente, esses mesmos k its 

podem ser utiliz ados para a obtenção de culturas a serem utiliz adas como inóculo 

para estudos e ensaios laboratoriais ( conf orme será abordado em mais detalhes no 

i t e m  A2)  

 A técnica do N MP, também é utiliz ada para a q uantif icação de amostras de 

resíduos, bem como de biof ilmes em superf ícies. N o caso de resíduos, eles devem 

ser coletados em f rascos cuj a massa tenha sido previamente af erida e registrada. 

Após a coleta, o f rasco é pesado novamente, para q ue a estimativa do N MP possa 

ser convertida para a massa total de resíduo, ou sej a, em N MP/ g. 

 J á no caso de coleta em superf ícies de eq uipamentos e estruturas, a área 

superf icial amostrada deve ser medida e no caso de uma amostra de cupom, deve-se 

conhecer a área superf icial do cupom, de modo q ue a estimativa do N MP sej a 

convertida para N MP/ cm 2 . 

 Para a q uantif icação em cupons, eles devem ser coletados em f rascos 

contendo solução salina redutora ( normalmente utiliz am-se os f rascos do tipo 

antibiótico de 1 0  ml ou de 5 0  ml)  e em seguida sonicados em ultrassom, em 3  ciclos 

de 1  min, a 4 0  Hz  e 1 3 5  W , para desprendimento do biof ilme aderido ao cupom. E ntão, 

o f luido contendo os microrganismos é submetido à q uantif icação por N MP, 

convertendo-se o valor obtido em ml para a área em cm 2  do cupom. 
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A2.  REATORES DE INÓCULOS MICROBIANOS 

 Para a obtenção de culturas microbianas a serem utiliz adas como inóculos para 

estudos e ensaios laboratoriais, pode-se aproveitar os f rascos dos k its de 

q uantif icação por N MP. Após o período de incubação dos k its das amostras coletadas, 

todos os f rascos q ue apresentarem crescimento podem ser transf eridos para reatores 

como o da Fi g u ra  A3, contendo o respectivo meio de cultura.  

 E stes reatores consistem em f rascos do tipo E rlenmeyer de 5 0 0  ml ou 1 .0 0 0  ml 

contendo uma tampa de vedação com uma entrada e uma saída para realiz ação da 

purga com gás nitrogênio ( N 2 )  no f undo do f rasco, diretamente no líq uido ( STROBE L, 

2 0 0 9 ) . Tais reatores permitem a propagação de maiores volumes de culturas 

anaeróbicas para a obtenção de inóculo suf iciente para ensaios laboratoriais, bem 

como, permitem manter as culturas ativas, sendo realimentadas e purgadas ao longo 

do tempo necessário para sua utiliz ação nos experimentos laboratoriais. 

 

 
Fi g u ra  A3.  Reator de propagação de inóculos anaeróbios ( STROBE L, 2 0 0 9 ) . 

  

 E ssas culturas, em geral, são mantidas em incubação e realimentação 

constante ( mensalmente) , sendo utiliz adas como inóculos de ref erência de seus 

respectivos cenários operacionais para vários estudos com dif erentes obj etivos, 

principalmente, na q ualif icação de novos produtos biocidas comerciais, na avaliação 

de antimicrobianos em desenvolvimento, bem como na montagem de microcosmos 

para simulação de sistemas operacionais. 
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A3.  SOLUÇÃO SALINA REDUTORA 

 A solução salina redutora conf orme descrita no Padrão de E xecução do 

CE N PE S, PE -2 P& D-0 1 6 2 0  - PRE PARO DE  SOLUÇÃO SALIN A RE DUTORA PARA 

PRE SE RVAÇÃO DE  AMOSTRAS E  UTILIZ AÇÃO COMO DILUIÇÃO 

( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 7 a) ,  é a solução utiliz ada tanto para realiz ar a diluição 

seriada das amostras destinadas à técnica do N MP, q uanto para a coleta de resíduos, 

biof ilmes e cupons, q uando se pretende f az er a avaliação de microrganismos 

anaeróbios nessas amostras. 

 

A3. 1 .  Pro c e di m e n t o  de  p re p a ro  da  s o l u ç ã o  s a l i n a  re du t o ra   

 As etapas de preparo da solução salina redutora ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 

2 0 1 7 a)  consistem em: 

 Adicionar cerca de 5 0 0  ml de água em um recipiente com volume útil igual ou 

superior a 1 .0 0 0  ml. Utiliz ar pref erencialmente um E rlenmeyer com rolha contendo 

entrada e saída para conexão de uma purga de N 2 . O tipo de água utiliz ada deve 

estar de acordo com a salinidade da amostra a ser avaliada;  

 Colocar o recipiente com água em placa sob aq uecimento e agitação magnética;  

 Conectar uma purga de N 2  de modo q ue o gás sej a borbulhado no f undo do 

recipiente, diretamente no líq uido;  

 Manter a purga de N 2  durante todo o tempo de preparo e envaz e, de modo a 

garantir um meio anóxico ( com O2  abaixo de 0 ,1  ppm) ;  

 Adicionar os componentes da solução apresentados na Ta b e l a  A2 a seguir e 

aguardar sua completa dissolução homogeneiz ação;  
 

Ta b e l a  A2.  Composição da solução salina redutora ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 7 a) . 
Co m p o n e n t e  Q u a n t i da de / L 
Tioglicolato de sódio 0 ,1 2 4  g 
Ácido Ascórbico 0 ,1  g 
Resaz urina ( 0 ,0 2 5  % , m/ v)  4 ,0  ml 

 

 Transf erir o volume para uma proveta ou balão volumétrico, mantendo a purga de 

N 2 ;  
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 Completar o volume para 1 .0 0 0  ml com o mesmo tipo de água utiliz ada, 

previamente desaerada também através da purga de N 2 ;  

 Aj ustar o pH para 7 ,6  ±  0 ,2  com N aOH 1  N  ou HCl 1  N . 

 Distribuir a solução em f rascos do tipo antibiótico sob purga de N 2  com o auxílio de 

uma bomba peristáltica. Para o preparo de k its de q uantif icação são utiliz ados 7  

f rascos de 1 0  ml, nos q uais são adicionados 9  ml da solução;  

 Tampar imediatamente os f rascos com septos de borracha e selar com selos de 

alumínio com a utiliz ação de lacrador ( manual ou automático) ;  

 E steriliz ar em autoclave por 1 5  min, a 1 2 1  ° C e 1 ,1  atm;  

  



265 
 

A4 .  MEIO DE CULTURA PARA BRS-M 

 O meio de cultura utiliz ado para detecção e q uantif icação de Bactérias 

Redutoras de Sulf ato Mesóf ilas (BRS-m ) é o meio denominado de m e i o  Po s t g a t e  E 

( POSTGATE , 1 9 8 4 )  m o di f i c a do , sendo o meio de cultura tradicionalmente utiliz ado 

para a q uantif icação de BRS-m na indústria do petróleo, descrito a seguir, conf orme o 

Padrão de E xecução do CE N PE S, PE -2 P& D-0 1 5 9 0 -A - PRE PARO DE  ME IOS DE  

CULTURA POSTGATE  “ E ”  MODIFICADO PARA BACTÉ RIAS RE DUTORAS DE  

SULFATO ME SÓFILAS ( M-BRS)  ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 7 b) , 

 A incubação padrão é realiz ada na temperatura de 30 ±  2 o C ou 37  ±  2 o C por 

um período de 28  di a s . O preparo do meio modif icado consiste na: (i ) utiliz ação de 

á g u a  do  m a r s i n t é t i c a  o u  n a t u ra l ;  (i i ) substituição do ácido tioglicólico por uma 

solução de t i o g l i c o l a t o  de  s ó di o ;  e (i i i ) adição de á g a r-á g a r.  
 A água do mar apresenta uma salinidade em torno 3 ,5  %  ( 3 5 ,0  g/ L)  e deve ser 

aj ustada com cloreto de sódio ( N aCl)  para a salinidade da própria amostra q ue se 

pretende avaliar ( aceitando-se uma variação em torno de 2 ,5  g/ L) . Para o cálculo da 

massa de N aCl a ser adicionada, utiliz a-se a eq uação abaixo: 

m Na Cl  =  [ (Sd –  Sa ) –  0, 03]  x  0, 9 1 3 
 Onde: mN aCl é a massa de N aCl a ser adicionada por litro de meio, em g;  

  Sd é a salinidade desej ada, em g/ L;  

  Sa é a salinidade da água utiliz ada no procedimento, em g/ L. 
 

 N os casos em q ue a salinidade da amostra é menor q ue a da água do mar, 

deve ser utiliz ada água destilada como base para a preparação e adicionado o N aCl 

para adeq uação da salinidade, contudo, para amostras com salinidade abaixo de 

0 ,8 %  ( 8 ,0  g/ L)  não há a necessidade de adição de N aCl, uma vez  q ue os sais 

utiliz ados na composição do meio j á conf erem essa salinidade mínima. 

 A substituição do ácido tioglicólico pelo tioglicolato de sódio deve-se ao f ato de 

q ue em alta temperatura o ácido tioglicólico enegrece o f erro presente no meio, 

podendo ocasionar f alsos positivos na detecção e q uantif icação de BRS ( SAN TOS, 

2 0 1 8 ) . O tioglicolato de sódio atua como agente redutor do meio de cultura e 

j untamente com ácido ascórbico, permite q ue se alcance um potencial de oxirredução 

( ORP)  abaixo de -1 0 0  mV, ideal para o metabolismo das BRS ( BHATTACHARYA;  

UBE ROI;  DRON AMRAJ U, 1 9 9 6 ;  N E VIUS;  BAGW E LL;  BRIGMON , 2 0 0 4 ) . 
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 O ágar-ágar é adicionado com o obj etivo de f avorecer a detecção de bactérias 

q ue necessitam de uma superf ície de adesão para seu crescimento, as q uais são 

características de sistemas susceptíveis a biocorrosão ( SURIN ACH, 1 9 8 7 ) . E ssa 

peq uena q uantidade de ágar-ágar também aj uda a manter um potencial de 

oxirredução baixo, através da estabiliz ação do meio contra correntes de convecção, 

mantendo por isso, a anoxia nas z onas mais prof undas do meio ( LABORCLIN , 2 0 1 9 a) . 

 O procedimento de preparo do meio Postgate E  modif icado, bem como dos 

demais meios de cultura q ue serão apresentados adiante, levam em consideração a 

necessidade de preparo de grandes volumes normalmente req ueridos para q uaisq uer 

análises de rotina na indústria do petróleo.  

 Portanto, se tratam de variações dos métodos convencionais de preparo de 

meios de cultura para anaeróbios estritos ( ARAN K I;  FRE TE R, 1 9 7 2 ;  HUN GATE , 

1 9 6 9 ;  MOORE , 1 9 6 6 ) , os q uais f oram adeq uados de modo a se tornarem viáveis e 

exeq uíveis em larga escala laboratorial. Dentre estas adeq uações estão: (i ) a 

utiliz ação dos f rascos do tipo antibiótico com purga do headspace ao invés dos tubos 

do tipo Hungate e utiliz ação de câmara de anaerobiose ( MILLE R;  W OLIN , 1 9 7 4 ) ;  e (i i ) 
a realiz ação de purga com N 2  diretamente no meio de cultura em preparação, para 

obtenção da anoxia ( FE IO et al., 1 9 9 8 ;  STROBE L, 2 0 0 9 ) . 

 E stas alternativas f oram sendo desenvolvidas, testadas para situações reais e 

aprimoradas ao longo do tempo, visando manter a representatividade necessária para 

um monitoramento de campo adeq uado e correlacionado aos problemas 

operacionais. Além disso, são historicamente aplicadas e se adeq uam aos mais 

diversos tipos de amostras da indústria do petróleo, de modo q ue ainda hoj e, são as 

técnicas mais empregadas por todas as empresas de petróleo e empresas 

desenvolvedoras e f ornecedoras de produtos biocidas e isso, apesar de serem 

baseadas em cultivo, q ue possuem limitações de detecção inerentes à própria técnica. 

 

A4 . 1 .  Pro c e di m e n t o  de  p re p a ro  do  m e i o  Po s t g a t e  E m o di f i c a do  

 A seguir segue a descrição das etapas do procedimento de preparo do meio 

Postgate E  modif icado ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 7 b) : 

 Adicionar de 9 0 0  ml a 4 .5 0 0  ml de água em um recipiente com capacidade 

adeq uada ao volume de meio q ue se pretende preparar. Utiliz ar pref erencialmente 
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um E rlenmeyer com rolha contendo entrada e saída para conexão de uma purga 

de gás N 2 . O tipo de água utiliz ada deve estar de acordo com a salinidade da 

amostra a ser cultivada;  

 Colocar o recipiente com água em placa sob aq uecimento e agitação magnética;   

 Conectar uma purga de N 2  de modo q ue o gás sej a borbulhado no f undo do 

recipiente, diretamente no líq uido;  

 Manter a purga de N 2  durante todo o tempo de preparo e envaz e, de modo a 

garantir um meio anóxico ( com O2  abaixo de 0 ,1  ppm) ;  

 Adicionar 1 ,9  g/ l de ágar-ágar ao recipiente pré-aq uecido sob agitação até sua 

completa dissolução;  

 Adicionar os demais componentes do meio seguindo a seq uência apresentada na 

Ta b e l a  A3. O lactato de sódio, o sulf ato de f erro( II)  e a resaz urina devem ser 

adicionados por último para evitar precipitações e eventuais contaminações;  

 

Ta b e l a  A3.  Componentes do meio de cultura Postgate E  modif icado para 
q uantif icação de Bactérias Redutoras de Sulf ato Mesóf ilas ( BRS-m) .  
Co m p o n e n t e *   Q u a n t i da de / L 
Cloreto de Magnésio Hexaidratado –  MgCl2  ·  6 H 2 O 1 ,8 3  g 
Cloreto de Amônio –  N H4 Cl 1 ,0  g 
Sulf ato de Sódio –  N a2 SO 4  1 ,0  g 
Cloreto de Cálcio Hexaidratado –  CaCl2  ·  6 H2 O 1 ,0  g 
E xtrato de Levedura 1 ,0  g 
Fosf ato Monobásico de Potássio –  K H2 PO 4  0 ,5  g 
Ácido Ascórbico –  C 6 H8 O 6  0 ,1  g 
Sulf ato de Ferro( II)  Heptaidratado –  FeSO4  ·  7 H 2 O 0 ,5  g 
Lactato de Sódio 5 0  %  ( m/ v)  7 ,0  ml 
Resaz urina 0 ,0 2 5  %  ( m/ v)  4 ,0  ml 

* Os componentes são apresentados na tabela em sua ordem de adição durante o preparo. 
 

 Aj ustar o pH para 7 ,6  ±  0 ,2  com N aOH 1  N  ou HCl 1  N ;  

 Transf erir a solução para uma proveta ou balão volumétrico e completar o volume 

para 1 .0 0 0  ml com o mesmo tipo de água utiliz ada, previamente desaerada com 

purga de gás N 2 ;  

 Distribuir o meio em f rascos do tipo antibiótico sob purga de N 2  com o auxílio de 

uma bomba peristáltica. Para o preparo de k its de q uantif icação são utiliz ados 2 4  

f rascos de 1 0  ml, nos q uais são adicionados 9  ml do meio e 2  f rascos de 5 0  ml nos 
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q uais são adicionados 4 5  ml do meio. Apenas os k its de BRS apresentam esses 2  

f rascos de 5 0  ml, os q uais f oram introduz idos para se obter uma análise indireta da 

atividade das BRS ( conf orme apresentado com mais detalhes no i t e m  A6 ) ;  

 Tampar imediatamente os f rascos com septos de borracha e selar com selos de 

alumínio com a utiliz ação de lacrador ( manual ou automático) ;  

 E steriliz ar em autoclave por 1 5  min, a 1 2 1  ° C e 1 ,1  atm e então resf riar sob 

temperatura ambiente. Após a esteriliz ação, parte do ágar-ágar presente no meio 

continua na f orma de f locos, com a cor do meio variando de incolor a levemente 

rosa. Caso apresente aspecto alaranj ado e/ ou com pontos de enegrecimento após 

a autoclavação, o meio deve ser descartado;  

 Após o resf riamento dos f rascos autoclavados, adicionar a solução de tioglicolato 

de sódio 1 ,2 4  %  ( m/ v)  dentro de câmara de segurança biológica para evitar a 

contaminação do meio. Para f rascos de 1 0  ml, adicionar 0 ,1  ml e para os f rascos 

de 5 0  ml, adicionar 0 ,5  ml de modo q ue a concentração f inal de tioglicolato de sódio 

no meio sej a de 0 ,1 2 4  g/ L;  

 Agitar os f rascos de f orma a deixar os f locos de ágar-ágar em suspensão. 

  

 A resaz urina é utiliz ada como um indicador de oxirredução q ue apresenta 

coloração f ortemente rosa q uando oxidado e mantêm uma coloração transparente 

q uando é reduz ido em completa anaerobiose ou levemente rosa q uando em condição 

anóxica, sendo assim, os meios de cultura normalmente preparados para o 

monitoramento representativo de condições de campo, costuma apresentar a 

coloração levemente rosa, q ue se ref ere a uma condição de O 2  abaixo de 0 ,1  ppm. 

 Os meios de cultura preparados dessa f orma, assim como os respectivos k its 

de q uantif icação, podem ser armaz enados em temperatura ambiente, e recomenda-

se q ue sej am utiliz ados em um período de no máximo 3  meses, desde q ue não sej am 

observadas alterações em seu aspecto visual. 

 

A4 . 2.  De t e c ç ã o  do  c re s c i m e n t o  de  BRS-m  

 Q uanto à avaliação do crescimento microbiano no meio Postgate E  modif icado, 

um f rasco é considerado positivo q uando se torna totalmente negro, ou q uando se 

torna acinz entado com pontos negros. E ssa coloração negra se ref ere a precipitados 
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de sulf eto de f erro ( FeS) , resultantes da reação do sulf eto de hidrogênio ( H2 S)  gerado 

pelas BRS, com o f erro proveniente do sulf ato de f erro utiliz ado no meio. 
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A5 .  SOLUÇÃO DE TIOGLICOLATO DE SÓDIO 

 A solução de tioglicolato de sódio a 1 ,2 4  %  ( m/ v) ,  ou sej a, 1 2 ,4  g/ L (Ta b e l a  A4 ), 
f az  parte da composição dos meios de cultura para microrganismos aneróbicos e deve 

ser adicionada somente após a autoclavação do meio para evitar precipitação. 

 Conf orme citado anteriormente, o tioglicolato de sódio atua como um agente 

redutor do meio de cultura para garantir o baixo potencial de oxirredução, req uerido 

pelo metabolismo das BRS e demais microrganismos anaeróbicos. 

 
Ta b e l a  A4 .  Composição da solução de tioglicolato de sódio a 1 ,2 4  %  ( m/ v) . 
Co m p o n e n t e  Q u a n t i da de   
Tioglicolato de sódio 1 ,2 4  g 
Água destilada 1 0 0  ml 

 

 O preparo da solução, é f eito pela dissolução de 1 ,2 4  g do tioglicolato de sódio 

em 1 0 0  ml de água destilada, dentro de f rascos do tipo antibiótico de 5 0  ml ou 1 0 0  ml, 

sob purga de gás N 2 . O f rasco é lacrado com septo de borracha e selo de alumínio e 

esteriliz ado em autoclave por 1 5  min, a 1 2 1  ° C e 1 ,1  atm. Após a autoclavação e 

resf riamento, a solução é transf erida para os f rascos j á esteriliz ados contendo o 

restante do meio de cultura com a utiliz ação de uma seringa de 1  ml. 
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A6 .  DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE BRS 

 A atividade de BRS é uma medida indireta q ualitativa do potencial de geração 

de H2 S pela comunidade microbiana de determinada amostra, obtida a partir da 

avaliação dos f rascos q ualitativos do k it de q uantif icação de BRS. E ssa análise 

pressupõe q ue nem sempre maiores concentrações de células na amostra signif icam 

maior produção de H2 S, assim como, permite detectar q ualitativamente a presença de 

BRS mesmo em amostras cuj o resultado de N MP/ mL estej a abaixo do limite mínimo 

de detecção da técnica.  

 A determinação da atividade de BRS na amostra, consiste na inoculação de 

dois f rascos de 5 0  ml presentes no k it de q uantif icação, denominados f rascos 

q ualitativos. E sses dois f rascos são preparados com o mesmo meio de cultura, 

seguindo o mesmo procedimento dos demais f rascos de 1 0  ml do k it e são inoculados 

com 5  ml ( 1 0  %  v/ v)  da amostra em processamento.  

 E sses f rascos são acompanhados diariamente q uanto ao crescimento 

microbiano de modo a se determinar, dentro dos 2 8  dias de incubação, q ual f oi o dia 

em q ue os f rascos se tornaram positivos. O valor da atividade corresponde ao tempo 

total de incubação ( 2 8  dias) , dividido pelo tempo em q ue os f rascos apresentaram 

crescimento positivo, conf orme o cálculo abaixo:  

At i v i da de  de  BRS =  
                 28  (di a s ) 
  Cre s c i m e n t o  p o s i t i v o  (di a s ) 

 

 A Ta b e l a  A5 , apresenta os valores para classif icação da atividade de BRS ( em 

alta, média ou baixa)  conf orme o cálculo do crescimento observado. 

 

Ta b e l a  A5 .  Classif icação da atividade de BRS pela análise dos f rascos q ualitativos do 
k it de q uantif icação de BRS-m. 
At i v i da de  de  BRS Va l o r 
Alta ˃  4 ,0 0  
Média 1 ,3 4  a 4 ,0 0  
Baixa ≤  1 ,3 3  

 

 Deste modo, além da estimativa da densidade celular, é possível analisar 

comparativamente amostras q ue apresentam densidades semelhantes, porém 

atividades de BRS ( potencial geração de H2 S)  distintas ou vice-versa. Além disso, em 
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muitos casos, amostras q ue não apresentam crescimento no primeiro conj unto de 

f rascos de 1 0  ml inoculados, podem se tornar positivas nos f rascos q ualitativos de 5 0  

ml, permitindo detectar a presença das BRS naq uela amostra, ainda q ue a 

q uantif icação estej a abaixo do limite de detecção do método. 

 Dessa f orma, o k it de q uantif icação de BRS-m pela técnica do N MP, além da 

determinação da densidade, permite uma análise comparativa de amostras q uanto ao 

potencial de geração de H2 S por aq uela comunidade microbiana e, portanto, um 

melhor diagnóstico do problema em campo.  
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A7 .  MEIO DE CULTURA PARA BRS-T 

 O meio de cultura utiliz ado para detecção e q uantif icação de Bactérias 

Redutoras de Sulf ato Termóf ilas (BRS-t ), é conhecido como meio CAPCIS ou meio 

para BRS-t, pois f oi desenvolvido pela empresa CAPCIS Ltd ( atual IN TE RTE K ) , uma 

prestadora de serviços para a indústria de óleo e gás sediada no Reino Unido 

( COCHRAN E  et al., 1 9 8 8 ;  E DE N ;  LAYCOCK ;  FIE LDE R, 1 9 9 3 ) .  

 O m e i o  CAPCIS o u  p a ra  BRS-t  m o di f i c a do ,  segundo o Padrão de E xecução 

do CE N PE S, PE -P& D-0 1 5 8 1 -A - TÉ CN ICA MICROBIOLÓGICA PARA DE TE CÇÃO E  

Q UAN TIFICAÇÃO DE  BACTÉ RIAS RE DUTORAS DE  SULFATO TE RMÓFILAS 

( BRS-t)  ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 8 a) , tem por obj etivo detectar e q uantif icar, de 

f orma mais representativa, os microrganismos cultiváveis q ue não são detectados 

pelo meio Postgate E  modif icado q uando incubado a temperaturas mais altas. A 

incubação padrão do meio CAPCIS para BRS-t é realiz ada na temperatura de 5 5  ±  2 
o C por um período de 28  di a s . 

 As modif icações no meio CAPCIS ref erem-se à: (i ) adição de s u l f a t o  de  s ó di o  

( N a2 SO 4 )  e s u l f i t o  de  s ó di o  ( N a2 SO 3 )  na composição original ( Solução 2 ) ;  e (i i ) 
adição de uma s o l u ç ã o  de  á c i do s  o rg â n i c o s  de  c a de i a  c u rt a  ( Solução 3 ) , em 

f unção de estudos realiz ados pela CAPCIS Ltd em parceria com o 

CE N PE S/ PE TROBRAS, utiliz ando diversas amostras de campo provenientes de 

poços produtores de petróleo em reservatórios de águas prof undas.  

 Grande parte dos reservatórios de petróleo de águas prof undas, apresentam 

condições f avoráveis ao crescimento das BRS-t ( 6 0  a 8 0  ° C)  e níveis elevados de 

geração de H 2 S dentro dos próprios reservatórios, nos q uais, muitos dos poços, 

demonstraram melhores correlações dos níveis de H2 S com as q uantif icações de 

BRS-t pelo meio CAPCIS modif icado ao invés de BRS-m ( J URE LE VICIUS et al., 2 0 2 1 ;  

SAN DE RS;  MOSLE Y;  HOLT, 1 9 8 8 ;  SAN TOS, 2 0 1 8 ) . 

 O preparo do meio CAPCIS para BRS-t modif icado envolve a preparação prévia 

de três soluções: (i ) a So l u ç ã o  1 , q ue é uma solução de elementos-traço, a q ual pode 

ser preparada e armaz enada antecipadamente, sendo utiliz ada no preparo da Solução 

2 , (i i ) a So l u ç ã o  2, q ue é a composição básica original do meio e (i i i ) a So l u ç ã o  3, 

q ue é uma solução de ácidos orgânicos de cadeia curta. Ambas as soluções 2  e 3  

devem ser preparadas apenas no momento da sua utiliz ação para composição do 

meio f inal. 
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A7 . 1 .  Pro c e di m e n t o  de  p re p a ro  da  So l u ç ã o  1  (s o l u ç ã o  de  e l e m e n t o s -t ra ç o ) 

 A Solução 1 , ref ere-se à solução de elementos-traço q ue será utiliz ada no 

preparo da Solução 2 . Portanto, essa solução pode ser preparada com água destilada 

e não é necessário a preparação sob purga de gás N 2 , podendo ser preparada 

previamente e armaz enada sob ref rigeração. As etapas de preparo da Solução 1  

consistem em: 

 Adicionar 5 0 0  ml de água destilada em um recipiente com capacidade igual ou 

superior a 1 .0 0 0  ml;  

 Colocar o recipiente com água em placa sob aq uecimento e agitação magnética;  

 Adicionar os sais na ordem em q ue são apresentados na Ta b e l a  A6  abaixo e 

aguardar sua completa dissolução;  

 Transf erir o volume para uma proveta ou balão volumétrico;  

 Completar o volume para 1 .0 0 0  ml com água destilada e reservar. 

 

Ta b e l a  A6 .  Componentes da Solução 1  ( solução de elementos traço)  para preparo do 
meio de cultura CAPCIS para Bactérias Redutoras de Sulf ato Termóf ilas ( BRS-t)  
modif icado ( E DE N ;  LAYCOCK ;  FIE LDE R, 1 9 9 3 ) . 
Co m p o n e n t e  Q u a n t i da de  
Ácido Bórico –  H3 BO 3  0 ,0 6 0  g 
Cloreto de Magnésio –  MgCl2  0 ,1 0 0  g 
Cloreto de Cobalto –  CoCl2  0 ,1 2 0  g 
Cloreto de Z inco –  Z nCl2  0 ,0 7 0  g 
Cloreto de N íq uel –  N iCl 2  0 ,0 2 0  g 
Cloreto de Cobre( II)  Di-hidratado –  CuCl2 . ·  2 H 2 O 0 ,0 1 5  g 
Molibdato de Sódio –  N a 2 MoO 4  0 ,0 2 5  g 
Selenito de Sódio –  N a2 SeO 3  0 ,0 0 3  g 

 

A7 . 2.  Pro c e di m e n t o  de  p re p a ro  da  So l u ç ã o  2 (c o m p o s i ç ã o  b á s i c a  o ri g i n a l ) 

 A Solução 2 , ref ere-se à composição original do meio CAPCIS incluindo as 

modif icações desenvolvidas ( adição de sulf ato e sulf ito de sódio) . As etapas de 

preparo da Solução 2  consistem em: 

 Adicionar 4 0 0  ml de água em um recipiente com capacidade igual ou superior a 

7 5 0  ml. Utiliz ar pref erencialmente um E rlenmeyer com rolha contendo entrada e 
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saída para conexão de uma purga de gás N 2 . O tipo de água utiliz ada deve estar 

de acordo com a salinidade da amostra a ser cultivada;  

 Colocar o recipiente com água em placa sob aq uecimento e agitação magnética;  

 Conectar uma purga de N 2  de modo q ue o gás sej a borbulhado no f undo do 

recipiente, diretamente no líq uido;  

 Manter a purga de N 2  durante todo o tempo de preparo e envaz e, de modo a 

garantir um meio anóxico ( com O2  abaixo de 0 ,1  ppm) ;  

 Adicionar os componentes na ordem em q ue são apresentados na Ta b e l a  A7  

abaixo e aguardar sua completa dissolução;  

 Transf erir o volume para uma proveta ou balão volumétrico, mantendo a purga de 

N 2 ;  

 Completar o volume para 7 5 0  ml com o mesmo tipo de água utiliz ado, previamente 

desaerada também através da purga de N 2 ;  

 Aj ustar o pH para 7 ,6  ±  0 ,2  com N aOH 1  N  ou HCl 1  N  e reservar. 

 

Ta b e l a  A7 .  Componentes da Solução 2  para preparo do meio de cultura CAPCIS para 
Bactérias Redutoras de Sulf ato Termóf ilas ( BRS-t)  modif icado ( COCHRAN E  et al., 
1 9 8 8 ) . 
Co m p o n e n t e  Q u a n t i da de  
Sulf ato de Sódio –  N a2 SO 4  2 ,0  g 
Sulf ito de Sódio –  N a2 SO 3  1 ,0  g 
Fosf ato de Potássio Dibásico –  K 2 HPO 4  0 ,5  g 
Cloreto de Amônio –  N H4 Cl 1 ,0  g 
Cloreto de Cálcio Hexaidratado –  CaCl2  ·  6 H2 O 0 ,1  g 
Sulf ato de Magnésio Heptaidratado –  MgSO 4  ·  7 H 2 O 2 ,0  g 
Sulf ato de Ferro( II)  Heptaidratado –  FeSO4  ·  7 H 2 O 0 ,5  g 
E xtrato de Levedura 1 ,0  g 
Solução 1  ( solução de elementos-traço)  1 ,0  ml 

 

A7 . 3.  Pro c e di m e n t o  de  p re p a ro  da  So l u ç ã o  3 (s o l u ç ã o  de  á c i do s  o rg â n i c o s  de  
c a de i a  c u rt a ) 

 A Solução 3 , ref ere-se à solução de ácidos orgânicos de cadeia curta, 

adicionada de modo a se obter melhor representatividade e recuperação dos 

microrganismos cultiváveis de amostras de campo. As etapas de preparo da Solução 

3  consistem em: 
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 Adicionar 1 0 0  ml de água em um recipiente com capacidade igual ou superior a 

1 5 0  ml. Utiliz ar pref erencialmente um E rlenmeyer com rolha contendo entrada e 

saída para conexão de uma purga de gás N 2 . O tipo de água utiliz ada deve estar 

de acordo com a salinidade da amostra a ser cultivada;  

 Colocar o recipiente com água em placa sob aq uecimento e agitação magnética;  

 Conectar uma purga de N 2  de modo q ue o gás sej a borbulhado no f undo do 

recipiente, diretamente no líq uido;  

 Manter a purga de N 2  durante todo o tempo de preparo e envaz e, de modo a 

garantir um meio anóxico ( com O2  abaixo de 0 ,1  ppm) ;  

 Adicionar os componentes na ordem em q ue são apresentados Ta b e l a  A8  abaixo 

e aguardar sua completa dissolução;  

 Transf erir o volume para uma proveta ou balão volumétrico, mantendo a purga de 

N 2 ;  

 Completar o volume para 1 5 0  ml com o mesmo tipo de água utiliz ado, previamente 

desaerada também através da purga de N 2 ;  

 Aj ustar o pH para 7 ,6  ±  0 ,2  com N aOH 1  N  ou HCl 1  N  e reservar. 

 

Ta b e l a  A8 .  Componentes da Solução 3  ( solução de ácidos orgânicos de cadeia curta)  
para preparo do meio de cultura CAPCIS para Bactérias Redutoras de Sulf ato 
Termóf ilas ( BRS-t)  modif icado ( COCHRAN E  et al., 1 9 8 8 ) . 
Co m p o n e n t e  Q u a n t i da de  
Ácido Ascórbico –  C 6 H8 O 6  1 ,0  g 
Ácido Lático –  C 3 H6 O 3  1 ,5  ml 
Ácido Acético –  C 2 H4 O2  1 ,5  ml 
Ácido Butanoico –  C 4 H8 O 2  0 ,1  ml 
Ácido Propanoico –  C 3 H6 O 2  0 ,1  ml 

 

A7 . 4 .  Pro c e di m e n t o  de  p re p a ro  do  m e i o  CAPCIS p a ra  BRS-t  m o di f i c a do  

 A preparação f inal do meio CAPCIS para BRS-t modif icado 

( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 8 a)  consiste na mistura das Soluções 2  e 3  conf orme as 

seguintes etapas: 

 Misturar os 7 5 0  ml da Soluções 2  com os 1 5 0  ml da Solução 3  em uma proveta ou 

balão volumétrico com capacidade igual ou superior a 1 .0 0 0  ml;  

 Manter o recipiente sob agitação magnética e com purga de gás N 2 ;  
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 Completar o volume para 1 .0 0 0  ml com o mesmo tipo de água utiliz ada, 

previamente desaerada também através da purga de N 2 ;  

 Aj ustar o pH para 7 ,6  ±  0 ,2  com N aOH 1  N  ou HCl 1  N ;  

 Distribuir o meio em f rascos do tipo antibiótico sob purga de N 2  com o auxílio de 

uma bomba peristáltica. Para o preparo de k its de q uantif icação, são utiliz ados 2 4  

f rascos de 1 0  ml, nos q uais são adicionados 9  ml do meio;  

 Tampar imediatamente os f rascos com septos de borracha e selar com selos de 

alumínio com a utiliz ação de lacrador ( manual ou automático) ;  

 E steriliz ar em autoclave por 1 5  min, a 1 2 1  ° C e 1 ,1  atm;  

 Após a esteriliz ação, deixar resf riar em temperatura ambiente;  

 Após o resf riamento, adicionar a solução de tioglicolato de sódio 1 ,2 4  %  ( m/ v)  
dentro de câmara de segurança biológica, para evitar a contaminação do meio. 

Para f rascos de 1 0  ml, adicionar 0 ,1  ml, de modo q ue a concentração f inal de 

tioglicolato de sódio no meio sej a de 0 ,1 2 4  g/ L. 

 

 Os meios de cultura preparados dessa f orma, assim como os respectivos k its 

de q uantif icação, podem ser armaz enados em temperatura ambiente e recomenda-se 

q ue sej am utiliz ados em um período de no máximo 3  meses, desde q ue não sej am 

observadas alterações em seu aspecto visual. 

 

A7 . 5 .  De t e c ç ã o  do  c re s c i m e n t o  de  BRS-t  

 Q uanto à avaliação do crescimento microbiano no meio CAPCIS para BRS-t 

modif icado, o f rasco é considerado positivo q uando se torna totalmente negro, ou 

q uando se torna acinz entado e/ ou com pontos negros. E ssa coloração negra, se 

ref ere a precipitados de sulf eto de f erro ( FeS) , resultantes da reação do H2 S gerado 

pelas BRS com o f erro proveniente do sulf ato de f erro utiliz ado no meio. 
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A8 .  MEIO DE CULTURA PARA BANH T 

 O meio de cultura utiliz ado para detecção e q uantif icação de Bactérias 

Anaeróbias Heterotróf icas Totais (BANH T) é um meio rico, não def inido, q ue contém 

f ontes de carbono reduz ido ( HARRIGAN , 1 9 9 8 ) .  

 Tal como o meio Postgate E  modif icado, para melhor representatividade dos 

sistemas operacionais, o cultivo é realiz ado em condições anóxicas ( O 2  abaixo de 0 ,1  

ppm) . A incubação padrão é realiz ada na temperatura de 30 ±  2 ° C ou 37  ±  2 ° C por 

um período de 28  di a s . 

 E m relação ao meio tradicional, o preparo do meio pra BAN HT para a indústria 

do petróleo também consiste na: (i ) utiliz ação de á g u a  do  m a r s i n t é t i c a  o u  n a t u ra l  e 

(i i ) substituição do ácido tioglicólico pela solução de t i o g l i c o l a t o  de  s ó di o , sendo 

preparado conf orme o Padrão de E xecução do CE N PE S, PE -2 P& D-0 1 5 9 8 -A –  

TÉ CN ICA MICROBIOLÓGICA PARA DE TE CÇÃO E  Q UAN TIFICAÇÃO DE  

BACTÉ RIAS AN AE RÓBIAS HE TE ROTRÓFICAS TOTAIS ( BAN HT)  

( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 8 b)  descrito a seguir. 

 

A8 . 1 .  Pro c e di m e n t o  de  p re p a ro  do  m e i o  p a ra  BANH T  

 As etapas de preparo do meio BAN HT ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 8 B )  

consistem em: 

 Adicionar cerca de 5 0 0  ml de água em um recipiente com volume útil igual ou 

superior a 1 .0 0 0  ml. Utiliz ar pref erencialmente um E rlenmeyer com rolha contendo 

entrada e saída para conexão de uma purga de gás N 2 . O tipo de água utiliz ada 

deve estar de acordo com a salinidade da amostra a ser cultivada;  

 Colocar o recipiente com água em placa sob aq uecimento e agitação magnética;  

 Conectar uma purga de N 2  de modo q ue o gás sej a borbulhado no f undo do 

recipiente, diretamente no líq uido;  

 Manter a purga de N 2  durante todo o tempo de preparo e envaz e, de modo a 

garantir um meio anóxico ( com O2  abaixo de 0 ,1  ppm) ;  

 Adicionar os componentes do meio na ordem em q ue são apresentados Ta b e l a  A9  

abaixo e aguardar sua completa dissolução;  
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Ta b e l a  A9 .  Componentes do meio de cultura para q uantif icação de Bactérias 
Anaeróbias Heterotróf icas Totais ( BAN HT) . 
Co m p o n e n t e  Q u a n t i da de / L 
Glicose 5 ,0  g 
Peptona Universal 4 ,0  g 
E xtrato de Levedura 1 ,0  g 
Resaz urina 0 ,0 2 5  %  ( m/ v)  4 ,0  ml 

 

 Transf erir o volume para uma proveta ou balão volumétrico, mantendo a purga de 

N 2 ;  

 Completar o volume para 1 .0 0 0  ml com o mesmo tipo de água utiliz ada, 

previamente desaerada também através da purga de N 2 ;  

 Aj ustar o pH para 7 ,6  ±  0 ,2  com N aOH 1  N  ou HCl 1  N ;  

 Distribuir o meio em f rascos do tipo antibiótico sob purga de N 2  com o auxílio de 

uma bomba peristáltica. Para o preparo de k its de q uantif icação são utiliz ados 2 4  

f rascos de 1 0  ml, nos q uais são adicionados 9  ml do meio;  

 Tampar imediatamente os f rascos com septos de borracha e selar com selos de 

alumínio com a utiliz ação de lacrador ( manual ou automático) ;  

 E steriliz ar em autoclave por 1 5  min, a 1 2 1  ° C e 1 ,1  atm;  

 Após a esteriliz ação, deixar resf riar em temperatura ambiente;  

 Após o resf riamento, adicionar uma solução de tioglicolato de sódio 1 ,2 4  %  ( m/ v)  
dentro de câmara de segurança biológica, para evitar a contaminação do meio. 

Para f rascos de 1 0  ml, adicionar 0 ,1  ml, de modo q ue a concentração f inal de 

tioglicolato de sódio no meio sej a de 0 ,1 2 4  g/ L;  

 Após a adição do tioglicolato de sódio, o meio está pronto para uso. O meio 

apresenta aspecto translúcido e coloração róseo-avermelhada, caso apresente 

leve coloração alaranj ada ou enegrecida, deve ser descartado. 

 

 Os meios de cultura preparados dessa f orma, assim como os respectivos k its 

de q uantif icação, podem ser armaz enados em temperatura ambiente e recomenda-se 

q ue sej am utiliz ados em um período de no máximo 3  meses, desde q ue não sej am 

observadas alterações em seu aspecto visual. 
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A8 . 2.  De t e c ç ã o  do  c re s c i m e n t o  de  BANH T 

 Q uanto à detecção do crescimento microbiano no meio para BAN HT, um f rasco 

é considerado positivo q uando é possível notar turbidez  devido à biomassa 

microbiana, normalmente observada no f undo do f rasco e q ue se dispersa em f orma 

de espiral q uando o f rasco é agitado. 
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A9 .  MEIO DE CULTURA PARA BPA-A 

 O meio de cultivo utiliz ado para detecção e q uantif icação de Bactérias 

Produtoras de Ácidos Anaeróbias (BPA-a ) é o meio tradicionalmente conhecido como 

meio TSI (Triple Sugar Iron - Trê s  Aç ú c a re s  Fe rro ),  q ue f oi desenvolvido para 

microrganismos f acultativos acidogênicos. O princípio do meio TSI está baseado na 

f ermentação dos carboidratos e na produção de H2 S. 

 O meio TSI f oi desenvolvido por HAJ N A ( 1 9 4 5 ) , q ue adicionou sacarose à 

f ormulação do meio Kligler´s Iron Agar ( BD, 2 0 1 4 )  com dois açúcares ( glicose e 

lactose) . O TSI possui glicose, lactose e sacarose, os q uais, q uando f ermentados 

pelos microrganismos, liberam ácido. A variação de pH do meio, provocada pela 

acidif icação do meio, é detectada pelo indicador vermelho de f enol, q ue altera sua 

coloração de vermelho para amarelo. E m pH neutro ou alcalino, o meio TSI também 

permite detectar a produção de H2 S a partir do tiossulf ato de sódio, devido à reação 

do H2 S produz ido com o citrato f érrico amoniacal presente no meio ( LABORCLIN , 

2 0 1 9 b) . 

 O TSI é utiliz ado para o cultivo de microrganismos acidogênicos f acultativos e 

normalmente sua q uantif icação é f eita por contagem de colônias em placas de Petri. 

A q uantif icação de BPA-a, portanto, constitui uma adaptação para a q uantif icação dos 

microrganismos acidogênicos anaeróbicos pelo método do N MP, preparado conf orme 

o Padrão de E xecução do CE N PE S, PE -2 P& D-0 1 5 7 0  - TÉ CN ICA MICROBIOLÓGICA 

PARA DE TE CÇÃO E  Q UAN TIFICAÇÃO DE  MICRORGAN ISMO - BACTÉ RIAS 

PRODUTORAS DE  ÁCIDOS ( BPA)  ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 7 C) . 

 Sendo assim, a composição do meio é mantida, mas o tioglicolato de sódio é 

introduz ido como agente redutor e o procedimento de preparo do meio segue os 

mesmos princípios dos demais meios anaeróbios j á apresentados, com o cultivo 

sendo realiz ado em condições anóxicas ( O2  abaixo de 0 ,1  ppm) , para melhor 

representatividade dos sistemas operacionais. A incubação padrão é realiz ada na 

temperatura de 30 ±  2 ° C ou 37  ±  2 ° C por um período de 28  di a s . 

 

A9 . 1 .  Pro c e di m e n t o  de  p re p a ro  do  m e i o  p a ra  BPA-a   

 As etapas de preparo do meio BPA-a ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 7 C)  

consistem em: 
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 Adicionar cerca de 5 0 0  ml de água em um recipiente com volume útil igual ou 

superior a 1 .0 0 0  ml. Utiliz ar pref erencialmente um E rlenmeyer com rolha contendo 

entrada e saída para conexão de uma purga de gás N 2 . O tipo de água utiliz ada 

deve estar de acordo com a salinidade da amostra a ser cultivada;  

 Colocar o recipiente com água em placa sob aq uecimento e agitação magnética;  

 Conectar uma purga de N 2  de modo q ue o gás sej a borbulhado no f undo do 

recipiente, diretamente no líq uido;  

 Manter a purga de N 2  durante todo o tempo de preparo e envaz e, de modo a 

garantir um meio anóxico ( com O2  abaixo de 0 ,1  ppm) ;  

 Adicionar os componentes do meio na ordem em q ue são apresentados Ta b e l a  
A1 0 abaixo e aguardar sua completa dissolução;  

 
Ta b e l a  A1 0.  Componentes do meio de cultura para q uantif icação de Bactérias 
Produtoras de Ácidos Anaeróbias ( BPA-a)  ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 7 c) .  
Co m p o n e n t e  Q u a n t i da de  
Sacarose 1 0 ,0  g 
Lactose 1 0 ,0  g 
D-( + ) -Glicose 1 ,0  g 
Peptona de Caseína 1 5 ,0  g 
Peptona de Carne  5 ,0  g 
E xtrato de Levedura 3 ,0  g 
Citrato de Ferro( III)  Amoniacal –  C₆H₈O₇ · ( x) Fe· ( y) H₃ N  0 ,5  g 
Tiossulf ato de Sódio –  N a 2 S 2 O 3  0 ,5  g 
Vermelho de Fenol –  C 1 9 H1 4 O 5 S 0 ,0 2 4  g 

 

 Transf erir o volume para uma proveta ou balão volumétrico, mantendo a purga de 

N 2 ;  

 Completar o volume para 1 .0 0 0  ml com o mesmo tipo de água utiliz ada, 

previamente desaerada também através da purga de N 2 ;  

 Aj ustar o pH para 7 ,8  ±  0 ,2  com N aOH 1  N  ou HCl 1  N ;  

 Distribuir o meio em f rascos do tipo antibiótico sob purga de N 2  com o auxílio de 

uma bomba peristáltica. Para o preparo de k its de q uantif icação são utiliz ados 2 4  

f rascos de 1 0  ml, nos q uais são adicionados 9  ml do meio;  

 Tampar imediatamente os f rascos com septos de borracha e selar com selos de 

alumínio com a utiliz ação de lacrador ( manual ou automático) ;  

 E steriliz ar em autoclave por 1 5  min, a 1 2 1  ° C e 1 ,1  atm;  



283 
 

 Após a esteriliz ação, deixar resf riar em temperatura ambiente;  

 Após o resf riamento, adicionar uma solução de tioglicolato de sódio 1 ,2 4  %  ( m/ v)  
dentro de câmara de segurança biológica, para evitar a contaminação do meio. 

Para f rascos de 1 0  ml, adicionar 0 ,1  ml, de modo q ue a concentração f inal de 

tioglicolato de sódio no meio sej a de 0 ,1 2 4  g/ L;  

 Após a adição do tioglicolato de sódio, o meio está pronto para uso. O meio 

apresenta aspecto translúcido e coloração róseo-avermelhada, caso apresente 

leve coloração alaranj ada ou enegrecida, deve ser descartado. 

 

 Os meios de cultura preparados dessa f orma, assim como os respectivos k its 

de q uantif icação, podem ser armaz enados em temperatura ambiente e recomenda-se 

q ue sej am utiliz ados em um período de no máximo 3  meses, desde q ue não sej am 

observadas alterações em seu aspecto visual. 

 

A9 . 2.  De t e c ç ã o  do  c re s c i m e n t o  de  BPA-a  

 Q uanto à detecção do crescimento microbiológico no meio para BPA-a 

( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 2 1 ) , um f rasco é considerado positivo q uando a coloração 

do meio se altera de vermelho para amarelo, devido ao indicador vermelho de f enol, 

em f unção da redução do pH do meio, ocasionada pela produção de ácidos pelos 

microrganismos acidogêncios e é possível notar turbidez  devido à biomassa 

microbiana. 
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A1 0.  SOLUÇÃO NUTRITIVA 

 A solução nutritiva normalmente é utiliz ada em ensaios microbiológicos 

relacionados ao estudo da biocorrosão e acidulação biogênica com os obj etivos de: 

(i ) estimular o crescimento microbiano;  (i i ) acelerar a f ormação de biof ilmes;  e (i i i ) 
garantir um aporte mínimo de nutrientes no sistema para a manutenção dos 

microrganismos presentes, sobretudo em ensaios de longo praz o.  

 Basicamente, a solução nutritiva corresponde às f ontes de carbono presentes 

nos meios para BRS-m ( lactato de sódio)  e BAN HT ( glicose) , adicionadas a uma 

solução salina ( na salinidade de interesse) , além do extrato de levedura como f onte 

de nutrientes essenciais diversos. 

 A solução nutritiva também pode ser preparada como uma solução redutora, 

basta se adicionar o tioglicolato de sódio e o ácido ascórbico e se adotar os mesmos 

procedimentos e cuidados durante o preparo de meios anaeróbios e/ ou anóxicos.  

 Portanto, o procedimento abaixo descreve o preparo da solução nutritiva 
redutora, considerando as etapas adicionais e cuidados mais restritivos necessários, 

q uando comparado ao simples preparo de uma solução nutritiva q ue não necessita 

de anaerobiose/ anoxia. 

 

A1 0. 1 .  Pro c e di m e n t o  de  p re p a ro  da  s o l u ç ã o  n u t ri t i v a  re du t o ra  

 As etapas de preparo da solução nutritiva redutora consistem em: 

 Adicionar cerca de 5 0 0  ml de água em um recipiente com volume útil igual ou 

superior a 1 .0 0 0  ml;  

 Utiliz ar pref erencialmente um E rlenmeyer com rolha contendo entrada e saída para 

conexão de uma purga de gás N 2 ;  

 O tipo de água utiliz ada deve estar de acordo com a salinidade da amostra a ser 

utiliz ada;  

 Colocar o recipiente com água em placa sob aq uecimento e agitação magnética;  

 Conectar uma purga de N 2  de modo q ue o gás sej a borbulhado no f undo do 

recipiente, diretamente no líq uido;  

 Manter a purga de N 2  durante todo o tempo de preparo e envaz e, de modo a 

garantir um meio anóxico ( com O2  abaixo de 0 ,1  ppm) ;  
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 Adicionar os componentes da solução apresentados na Ta b e l a  A1 1  abaixo e 

aguardar sua completa dissolução e homogeneiz ação;  

 
Ta b e l a  A1 1 .  Composição da solução nutritiva redutora. 
Co m p o n e n t e  Q u a n t i da de / L 
Glicose 0 ,2 5  g 
E xtrato de Levedura 1 ,0  g 
Lactato de sódio 5 0  %  ( m/ v)  4 ,0  ml 
Tioglicolato de sódio 0 ,1 2 4  g 
Ácido Ascórbico 0 ,1  g 

 

 Transf erir o volume para uma proveta ou balão volumétrico, mantendo purga de N 2 ;  

 Completar o volume para 1 .0 0 0  ml com o mesmo tipo de água utiliz ada, 

previamente desaerada também através da purga de N 2 ;  

 Aj ustar o pH para 7 ,6  ±  0 ,2  com N aOH 1  N  ou HCl 1  N ;  

 Distribuir a solução em f rascos do tipo antibiótico de 5 0  ml ( ou f rascos de volume 

adeq uado à necessidade do ensaio)  sob purga de N 2  com o auxílio de uma bomba 

peristáltica;  

 Tampar imediatamente os f rascos com septos de borracha e selar com selos de 

alumínio com a utiliz ação de lacrador ( manual ou automático) ;  

 E steriliz ar em autoclave por 1 5  min, a 1 2 1  ° C e 1 ,1  atm. 

 

 A solução nutritiva preparada dessa f orma, pode ser armaz enada em 

temperatura ambiente e recomenda-se q ue sej a utiliz ada em um período de no 

máximo 3  meses, desde q ue não sej am observadas alterações em seu aspecto visual. 
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A1 1 .  PREPARO DE CUPONS METÁLICOS  

 Os cupons metálicos utiliz ados como corpos de prova em ensaios laboratoriais 

relacionados à biocorrosão e geração biogênica de H2 S, devem ser previamente 

j ateados e esteriliz ados conf orme o Padrão de E xecução do CE N PE S, PE -2 P& D-

0 1 5 9 5  –  PROCE DIME N TO DE  E STE RILIZ AÇÃO DE  CORPOS DE  PROVA DE  AÇO 

CARBON O POR RADIAÇÃO ULTRAVIOLE TA ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 8 c)  

descrito a seguir: 

 

A1 1 . 1 .  J a t e a m e n t o  e  l i m p e z a  

 O j ateamento dos cupons deve ser realiz ado em cabine de j ateamento com 

microesf eras de vidro na f aixa de 9 0  a 1 2 5  μ m;  

 Após o j ateamento, os cupons devem ser limpos com acetona PA ( ≥  9 9 ,5 % )  para 

remoção de possíveis resíduos e óleos provenientes da manipulação. 

OBS:  N o caso de cupons destinados a análises de perda de massa, eles deverão ser 

numerados ( previamente ao j ateamento)  e pesados em balança analítica 

individualmente ( após o j ateamento e limpez a) , tendo sua massa af erida anotada e 

correlacionada com a numeração.  

 

A1 1 . 2.  Arm a z e n a m e n t o  e  p re s e rv a ç ã o  

 Os cupons j ateados e limpos podem ser: (i ) acondicionados em sacos plásticos 

herméticos, f echados sob purga de gás N 2  e armaz enados em dessecador com 

sílica gel ou (i i ) podem ser simplesmente selados a vácuo e armaz enados em 

ambiente livre de umidade e a temperatura ambiente. 

OBS:  os cupons podem ser armaz enados por tempo indeterminado e utiliz ados desde 

q ue não sej am observados indícios de oxidação, como alterações de coloração e/ ou 

f ormação de precipitados, nesse caso, os cupons podem ser reaproveitados desde 

q ue decapados ( se necessário)  e repetidos os procedimentos de j ateamento, limpez a 

e pesagem. 
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A1 1 . 3.  Es t e ri l i z a ç ã o  

 Previamente ao início dos ensaios ( pref erencialmente no mesmo dia) , os cupons 

devem ser esteriliz ados;  

 A esteriliz ação consiste na disposição dos cupons sobre lenços de papel ( ou papel 

toalha) , dentro da cabine de segurança biológica ( previamente limpa e esteriliz ada) , 

sob luz  ultravioleta ( UV)  e sob f luxo de gás N 2  estéril, por 9 0  min em cada f ace do 

cupom;  

 Os cupons metálicos esteriliz ados, devem ser embrulhados nos lenços de papel e 

armaz enados em dessecador com sílica gel, para mantê-los livre de umidade até a 

sua utiliz ação nos ensaios.  

OBS:  durante todo esse procedimento, os cupons devem ser manipulados utiliz ando-

se luvas e/ ou pinças estéreis para evitar a adesão de óleos e matéria orgânica das 

mãos do manipulador, pois isso, pode inf luenciar a f ixação dos microrganismos e 

f ormação dos biof ilmes. 
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A1 2.  DETERMINAÇÃO DOS TEORES DE SULFETOS DISSOLVIDOS POR 
TITULAÇÃO POTENCIOMÉTRICA 

 As análises de determinação dos teores de sulf etos dissolvidos são realiz adas 

pelo método de titulação potenciométrica conf orme o Padrão de E xecução do 

CE N PE S, PE -2 P& D-0 2 5 6 1  - DE TE RMIN AÇÃO DE  SULFE TOS E  ME RCAPTAN OS 

POR TITULAÇÃO POTE N CIOMÉ TRICA E M ME IOS DE  CULTURA E  ÁGUAS 

RE SIDUAIS ( CE N PE S/ PE TROBRAS, 2 0 1 7 d) .  

 E ssa metodologia está f undamentada em dois métodos de ref erência do UOP 

( Universal Oil Products)  da ASTM International:  (i ) UOP 1 6 3 -1 0  - Hydrogen Sulfide 

and Mercaptan Sulfur in Liquid Hydrocarbons by Potentiometric Titration ( ASTM 

IN TE RN ATION AL, 2 0 1 0 ) ; e, (i i ) UOP 2 0 9 -0 0  - Alkalinity, Sulfide and Mercaptide 

Analyses of Used Refinery Caustic Solutions ( ASTM IN TE RN ATION AL, 2 0 0 2 ) . 

 O eq uipamento utiliz ado nas análises realiz adas no CE N PE S é Titulador 8 8 8  

Titrando ( Metrohm) , instalado no Laboratório de Processos ( LABP) , antigo Laboratório 

de Biotecnologia ( BIO)  (Fi g u ra  A4 );  e, nas análises realiz adas na UFV é o Titulador 

G1 0 S ( Mettler Toledo)  instalado no Laboratório de Imunovirologia Molecular ( LIVM)  

( Fi g u ra  A5 ) .  

 

 
Fi g u ra  A4 .  Titulador 8 8 8  Titrando ( Metrohm) , utiliz ado para as análises de 
determinação dos teores de sulf etos dissolvidos no LABP do CE N PE S. 
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Fi g u ra  A5 .  Titulador G1 0 S ( Mettler Toledo) , utiliz ado para as análises de 
determinação dos teores de sulf etos dissolvidos no LIVM da UFV. 
 

 Para a q uantif icação do sulf eto dissolvido por titulação potenciométrica, a 

amostra contendo H 2 S é misturada com uma solução de hidróxido de sódio ( N aOH)  

1 ,0  M, ocorrendo então a f ormação de sulf eto de sódio solúvel ( N a 2 S) . E ssa mistura 

é inserida no titulador, acoplado com um eletrodo de lingote de prata sulf etado ( Ag 2 S) , 

apropriado para determinações de compostos contendo enxof re ( sulf etos e 

mercaptanos) .  

 A titulação é f eita utiliz ando nitrato de prata ( AgN O 3 ) , q ue permite uma 

q uantif icação indireta de H2 S. O produto principal da titulação é o sulf eto de prata 

insolúvel. Durante a titulação, geralmente aparecem dois pontos de inf lexão. O 

primeiro ponto de inf lexão corresponde ao sulf eto e o segundo ao dos mercaptanos. 

Os dois pontos aparecem em potencial negativo ( mV) . O resultado da q uantif icação 

de sulf eto e mercaptanos na amostra é mostrado em partes por milhão ( ppm) . Os 

limites inf eriores do método são 1 ,0  ppm para o H 2 S e 0 ,2  ppm para os mercaptanos.  

 Mercaptanos é um termo genérico para uma f amília de compostos orgânicos 

q ue contêm um grupo sulf ídrico ( -SH)  ligado a um átomo de carbono. Os mercaptanos 

são também chamados de tióis e, no caso de amostras biológicas, são em geral 

derivados do metabolismo de aminoácidos ( K ADOTA;  ISHIDA, 1 9 7 2 ) . Contudo, 
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apesar de ser uma análise intrínseca ao método de titulação potenciométrica para a 

determinação dos teores de sulf etos, não há uma correlação direta bem estabelecida 

entre a geração biogênica de H2 S e os valores de mercaptanos, os q uais podem variar 

muito entre amostras e em tempos dif erentes de uma mesma cultura microbiana. 

 

A1 2. 1 .  Pre p a ro  de  s o l u ç õ e s  p a ra  a  t i t u l a ç ã o  p o t e n c i o m é t ri c a    

 São utiliz adas q uatro soluções durante a titulação potenciométrica para 

determinação de sulf etos dissolvidos. A Ta b e l a  A1 2 a seguir apresenta a composição 

dessas soluções. Os reagentes nitrato de prata e cloreto de sódio devem ser 

previamente secos em estuf a a 1 1 0  ° C por 2  h. Todos os reagentes devem ter um grau 

de purez a P.A.  

 

Ta b e l a  A1 2.  Soluções utiliz adas na titulação potenciométrica para determinação do 
teor de sulf etos dissolvidos. 
So l u ç ã o   Co m p o s i ç ã o  Co n s u m o / a n á l i s e  

Ti t u l a n t e   
(n i t ra t o  de  p ra t a ) 

- 1 ,6 9 8 7  g de AgN O3  0 ,1  M 
- Avolumar com 1 ,0  L de água 
destilada 

1 5 ,0  ml  

Pa dro n i z a ç ã o   
(do  t i t u l a n t e ) 

- 0 ,2 9 2 2 6  g de N aCl 0 ,1  M 
- 1  gota de HN O3  1 :1  ( em água 
destilada)  
- Avolumar com 5 0 ,0  ml de água 
destilada 

3 ,0  ml  
( utiliz ado apenas 
na padroniz ação)  

H i dró x i do  de  Só di o  
(Na OH ) 

- 4 0 ,0  g de N aOH 1 ,0  M 
- Avolumar com 1 ,0  L de água 
destilada 

5 0 ,0  ml 

H i dró x i do  de  Am ô n i o  
(NH 4 OH ) 

- 5 ,0  ml de solução de N H4 OH 
concentrada ( 2 5  % )  

5 ,0  ml 
 

 

A1 2. 2.  Pro c e di m e n t o  de  t i t u l a ç ã o  p o t e n c i o m é t ri c a  

 O procedimento para realiz ação das análises de determinação dos teores de 

sulf etos dissolvidos por tilulação potenciométrica consiste na realiz ação das seguintes 

etapas em seq uência, incluindo a padroniz ação do titulante além da titulação em si: 

 Lavar a bureta e verif icar se as mangueiras estão corretamente posicionadas na 

bureta e na solução titulante;  
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 Conectar o eletrodo no suporte de titulação;  

 Conectar um copo de titulação vaz io no suporte de titulação;  

 Iniciar o ciclo de titulação despej ando a solução titulante no copo do titulador. 

OBS: E ssa etapa é importante para remover bolhas de ar da mangueira e para 

preencher a bureta completamente com o titulante. Apenas 1  ciclo é suf iciente;  

 

A1 2. 3.  Pa dro n i z a ç ã o  do  t i t u l a n t e  (f a t o ra ç ã o ) 

 Verif icar a data da última f atoração.  A f atoração deve ser realiz ada sempre q ue f or 

preparada uma nova solução titulante ou se a data da última f atoração f or muito 

antiga;  

 A f atoração deve ser realiz ada com três repetições;  

 Adicionar 5 0 ,0  ml de água destilada em três copos de titulação;  

 Acrescentar 1 ,0  ml da solução de padroniz ação ( N aCl 0 ,1  M +  1  gota de HN O3  1 :1 )  

em cada copo;  

 Conectar o copo contendo a solução no suporte de titulação;  

 Realiz ar a f atoração;  

 Lavar o eletrodo com um copo de titulação contendo água destilada;  

 Conectar o copo contendo a solução da segunda repetição no suporte de titulação;  

 Lavar o eletrodo com água destilada e repetir o procedimento com a terceira 

repetição;  

 Aguardar o f im da titulação e verif icar o f ator obtido, o q ual deverá ser muito próximo 

de 1 .0 0 0 ;   

 Lavar o eletrodo com água destilada e caso necessário, remover o excesso de 

precipitado branco com lenço de papel;  

 

A1 2. 4 .  Ti t u l a ç ã o  da  a m o s t ra  

 Adicionar 5 0 ,0  ml de N aOH 1 ,0  M e 5 ,0  ml de solução concentrada de N H4 OH no 

copo de titulação em capela de exaustão;  
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 Conectar uma seringa no f rasco do tipo antibiótico ou tubo tipo Hungate contendo 

a cultura microbiana ou amostra e aguardar alguns segundos para liberação do gás 

do headspace;  

 Retirar 1 ,0  ml da amostra com seringa e adicionar no copo contendo a solução de 

N aOH +  N H4 OH;  

 Conectar o copo contendo a amostra no suporte de titulação;  

 Iniciar a Titulação;  

 Após f inaliz ar a análise, lavar o eletrodo com água destilada antes de conectar o 

copo de titulação da próxima repetição;  

 Despej ar a solução titulada em galão de descarte apropriado;  

 Anotar as concentrações de sulf eto e mercaptanos;  

 Após o término da titulação, lavar o eletrodo com água destilada, secar com lençol 

de papel e manter o eletrodo f echado e imerso em solução de nitrato de potássio 

( K N O3 ) . 

OBS: q uanto à manutenção do eletrodo, ele deve permanecer imerso em solução de 

K N O 3  1 0  %  em água destilada sempre q ue não estiver em uso, realiz ando a troca da 

solução sempre q ue ela estiver visualmente alterada. Para a limpez a do eletrodo, deve 

ser utiliz ada uma solução de tiossulf ato 0 ,1  M em água destilada.  
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A1 3.  MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

 Os cupons coletados destinados às análises de ME V f oram f ixados, e 

desidratados conf orme protocolo descrito abaixo e em seguida f oram enviados para 

conclusão dos procedimentos de preparo e realiz ação das análises no N úcleo de 

Microscopia e Microanálise ( N MM)  da UFV ( CARMO, 2 0 1 9 ;  W AN G et al., 2 0 1 2 ) : 

 Lavar os cupons duas vez es por imersão em tampão PBS 1  X ( N aCl 0 ,1 3  M;  

K Cl 2 ,0  mM;  N a2 HPO4  9 ,0  mM;  K H2 PO4  1 ,0  mM)  em pH 7 ,2 ;  

 Fixar os cupons em glutaraldeído para microscopia 2 ,5  %  ( v/ v) , preparado em 

tampão PBS 1  X, a temperatura ambiente por 2  h;  

 Desidratar os cupons em gradiente de concentração crescente de etanol, de 3 0  

a 1 0 0  %  ( v/ v) , sob temperatura ambiente por 1 0  min em cada concentração;  

 Repetir a desidratação em etanol 1 0 0  %  três vez es, a f im de se obter o máximo 

possível de remoção da água;  

 

 Após a última etapa de desidratação, os cupons f oram encaminhados ao N MM 

da UFV e submetidos às seguintes etapas: 

 Secagem em Ponto Crítico, Critical Point Dryer - CPD ® , Balz ers, modelo 0 3 0  

(Fi g u ra  A6 A);  

 Fixação em porta-espécimes ( stubs )  com f ita dupla f ace;  

 Revestimento com carbono, com o E vaporador Q uorum, modelo Q 1 5 0 T-E  

(Fi g u ra  A6 B);  

 E , por f im, f oram examinados no Microscópio E letrônico de Varredura, Leo 

1 4 3 0  VP, operando a 2 0  k V para a obtenção das imagens (Fi g u ra  A6 C). 
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 A  B

 C 
Fi g u ra  A6 .  (A) Ponto Crítico, Critical Point Dryer - CPD ® , Balz ers, modelo 0 3 0 ;  (B) 
E vaporador de carbono, Q uorum, modelo Q 1 5 0 T-E ;  e, (C) Microscópio E letrônico de 
Varredura ( ME V)  Leo 1 4 3 0  VP, do N úcleo de Microscopia e Microanálise ( N MM)  da 
UFV. 
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A1 4 .  PERFILOMETRIA ÓPTICA 

 A perf ilometria óptica, é uma técnica utiliz ada para se obter a morf ologia de 

uma superf ície, através da medição de dados topográf icos. A perf ilometria, avalia a 

rugosidade na superf ície do material, através da medição das alturas dos picos e das 

depressões da superf ície em relação a um perf il médio, o q ue pode ser f eito por uma 

sonda f ísica ou por luz  ( LE E ;  CHO, 2 0 1 2 ) .  

 O perf il médio é a linha tal q ue, conf orme ilustrado na Fi g u ra  A7 , no 

comprimento L, a soma das áreas cheias acima da linha horiz ontal é igual à soma das 

áreas vaz ias abaixo ( BOUCHÉ ;  LE ITN E R;  SAN S, 1 9 7 9 ) . 

 

 
Fi g u ra  A7 .  Representação esq uemática do perf il médio considerado na Perf ilometria 
( BOUCHÉ ;  LE ITN E R;  SAN S, 1 9 7 9 ) . 
 

 As análises de perf ilometria, f oram realiz adas no perf ilômetro óptico modelo 3D 

Contour Elite ( BRUK E R, 2 0 1 7 ) , do Laboratório de N anoscopia do Departamento de 

Física ( DPF)  da UFV (Fi g u ra  A8 ).  
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Fi g u ra  A8 .  Perf ilômetro Óptico 3 D Contour Elite ( BRUK E R, 2 0 1 7 )  utiliz ado nas 
análises de perf ilometria dos cupons metálicos. 
 

 A análise de perf ilometria pode ser f eita a partir de um único ponto, seguindo 

por uma varredura em linha do material, ou pode ser f eita por uma varredura 

tridimensional completa da superf ície do material, gerando um valor q uantitativo 

denominado rugosidade média q uadrática ( root mean square roughness)  –  Rq  ( µ m) . 

 N o caso da avaliação de biof ilmes em um cupom metálico, q uanto maior f or a 

Rq  em comparação ao valor de um cupom sem biof ilme, maior f oi o crescimento do 

biof ilme, portanto, alterações desse valor após um tratamento antimicrobiano, são um 

dos melhores indicativos do seu ef eito na redução do biof ilme. 

  



297 
 

A1 5 .  PERDA DE MASSA E TAXAS DE CORROSÃO 

Para a realiz ação das análises de perda de massa e determinação das taxas 

de corrosão, os cupons metálicos devem ser previamente preparados e pesados 

conf orme descrito no item A1 1 , sendo q ue, para a avaliação da perda de massa, após 

a coleta, podem ser utiliz ados cupons dedicados, ou pode-se utiliz ar os mesmos 

cupons destinados às análises microbiológicas.  

N esse último caso, os cupons devem ser primeiramente processados para as 

análises microbiológicas e só depois, serem processados para a avaliação da perda 

de massa, tomando-se o cuidado de não expor os cupons ao ponto de causar 

oxidação adicional. 

Após a coleta e conclusão das demais análises, os cupons devem ser 

decapados, raspados, secos e novamente pesados em balança analítica conf orme 

procedimentos da N orma ASTM G1 -03:  Standard Practice for Preparing, Cleaning and 

Evaluating Corrosion Test Specimens ( ASTM IN TE RN ATION AL, 2 0 1 7 ) , para remoção 

de todos os resíduos e depósito de corrosão. 

As etapas desse procedimento consistem em: 

 Realiz ar a imersão dos cupons em uma das soluções ácidas descritas no 

Anexo 1  da ref erida norma, durante 5  a 2 0  segundos;  

 Retirar os cupons da solução ácida e realiz ar a limpez a mecânica por 

escovação com escova de cerdas não metálicas;  

 Lavar os cupons em água destilada;  

 Repetir esse ciclo por no mínimo 5  vez es ou q uantas vez es f orem necessárias 

para a completa remoção dos depósitos de corrosão;  

 Lavar os cupons novamente em água destilada;  

 Lavar os cupons em álcool isopropílico ( isopropanol)  PA ( ≥  9 9 ,5 % ) ;  

 Secar os cupons com soprador térmico ( alternativamente pode ser utiliz ado um 

secador de cabelos) ;  

 Deixar q ue os cupons resf riem em temperatura ambiente dentro de um 

dessecador;  

 Após resf riados, pesar os cupons ( na mesma balança analítica utiliz ada na 

pesagem inicial)  e determinar as taxas de corrosão ( TxCor) . 
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A perda de massa é inf luenciada pela área superf icial exposta e tempo de 

exposição. E ssas variáveis são combinadas e expressas como a taxa de corrosão em 

mm/ ano, calculadas conf orme a eq uação abaixo, segundo a N orma ASTM G31 -21 :  
Standard Guide for Laboratory Immersion Corrosion Testing of Metals ( ASTM 

IN TE RN ATION AL, 2 0 2 1 ) .  𝒕𝒂𝒙𝒂 𝒅𝒆 𝒄𝒐𝒓𝒓𝒐𝒔ã𝒐 (𝑻𝒙𝑪𝒐𝒓) = 𝐤. ∆𝐦𝐭. 𝐀. 𝛒 

Onde: 

k  =  constante com valor de 8 7 .6 0 0  para cálculo de taxa de corrosão em mm/ ano;  

Δ m =  variação da massa em gramas ( g) ;  

t =  tempo do ensaio em horas ( h) ;  

A =  área da superf ície exposta ao meio corrosivo em cm 2 ;  

 =  densidade do material em g/ cm 3 . 

 

Por sua vez , a corrosividade é classif icada conf orme a recomendação da 

N orma NACE SP07 7 5 -201 8 -SG :  Preparation, Installation, Analysis, and Interpretation 

of Corrosion Coupons in Oilfield Operations, apresentada na Ta b e l a  A1 3 abaixo 

( N ACE  IN TE RN ATION L, 2 0 1 8 ) .  

 

Ta b e l a  A1 3.  Classif icação da corrosividade segundo recomendação da N orma NACE 
SP0 7 7 5 -2 0 1 8 -SG ( N ACE  IN TE RN ATION L, 2 0 1 8 ) . 
Ta x a  de  Co rro s ã o  (m m / a n o ) Co rro s i v i da de  
≥  0 ,2 5  Severa 
0 ,1 3  a 0 ,2 5  Alta 
0 ,0 2 5  a 0 ,1 2  Moderada 
≤  0 ,0 2 5  Baixa 
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