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RESUMO

Estudamos o efeito de solugdes quimicas (biocidas, inibidores metabdlicos, inibidores
de corrosdo e de incrustacdo) no controle do crescimento de bactérias redutoras de sulfato
(BRS) sésseis e planctonicas e na desorganizacdo de biofilmes bacterianos encontrados em
oleodutos e tubulacdes do sistema de injecdo de dgua do mar de plataformas de petréleo da
PETROBRAS. Bactérias coletadas nesses locais foram cultivadas em laboratério, em
condic¢des estaticas e dinamicas de fluxo d'dgua, na auséncia e presenca de cinco diferentes
produtos. Posteriormente, amostras tratadas e ndo tratadas foram analisadas quanto a
parametros microbioldgicos, ultra-estruturais e por microandlise de raios-X. Além dos ensaios
laboratoriais, foram analisados residuos coletados de um oleoduto da PETROBRAS, antes e
apods o tratamento com bases ativas. Adicionalmente, padronizamos a técnica de microscopia
confocal de varredura a laser para o estudo in situ de biofilmes bacterianos aderidos a
superficie metélica de corpos-de-prova.

Dentre as solugdes quimicas testadas no controle microbiano, a solu¢do de acido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) foi a de melhor desempenho nos testes estéticos,
seguido pela solucdo de glutaraldeido coadjuvado com sais quaterndrios de amodnio (GA-
QAT). O DTPA também foi utilizado no oleoduto em campo, obtendo bons resultados. Em
sistema dinamico, glutaraldeido (GA) dosado isoladamente ou coadjuvado com QAT
apresentou eficiéncia baixa ou média contra bactérias sésseis, a depender dos tempos de
contato com a solu¢do de tratamento. Todos os produtos testados foram mais efetivos contra
bactérias planctonicas do que sésseis.

As andlises ultra-estruturais indicaram que as solucdes de GA e de GA-QAT nas
concentracdes testadas ndo apresentaram poder de remogdo dos biofilmes aderidos aos
corpos-de-prova em condicdes estdticas e dinamicas de fluxo d'dgua. Ja a solugdo de DTPA
foi capaz de alterar a ultra-estrutura das células e do biofilme aderido ao metal, tanto em testes
estdticos laboratoriais, como no tratamento do oleoduto. Microandlises de raios-X sugeriram
que o DTPA ¢é capaz de dissolver incrustacdes de sulfato de bario encontradas associadas a
biofilmes bacterianos nos oleodutos. Esta técnica também permitiu caracterizar o sulfeto de
ferro como sendo o principal produto de corrosiao, encontrado geralmente adsorvido a matriz
extracelular dos biofilmes ou em contato com a superficie de bactérias sésseis e planctonicas.

A metodologia de andlise dos corpos-de-prova por microscopia confocal mostrou-se
util para a avaliacdo da presenca e densidade do biofilme aderido ao metal e também para a
deteccdo de profundidades de pontos de corrosdo abaixo desses biofilmes. Essa técnica,
portanto, poderd ser aplicada para avaliagdes futuras do controle da biocorrosdo nas

tubulacdes de plataformas de petréleo.



SUMMARY

We studied the effect of chemical solutions (biocides, metabolic, corrosion and
incrustation inhibitors) in the control of plancktonic and sessile sulphate-reducing bacteria
(SRB) growth and also in the disassembly of biofilms present in oil field pipelines of seawater
injection systems of PETROBRAS' offshore platforms. Bacteria collected from field were
cultured in laboratory under static and dynamic water flow systems, in the absence and
presence of five different products. Later on, treated and non-treated samples were analysed
by microbiological and ultrastructural techniques and by X-ray microanalysis. Besides
laboratory assays, residues collected from an oil field pipeline of Campos' Basin were
analysed before and after biocide treatment. Additionally, we standardised the laser scanning
confocal microscopy technique for the in situ study of bacterial biofilms attached to the
surface of metallic coupons.

Among the tested products aiming the microbial control, diethilenetriaminepentaacetic
acid (DTPA) presented the best performance under static tests, proceeded by glutaraldehyde
(GA) solution conjugated with quaternary salts of ammonium (QAT). In dynamic system, GA
alone or conjugated with QAT presented low or medium efficiency profile against sessile
bacteria, depending on the time of contact with the cells. All the tested products were more
effective against plancktonic bacteria as compared to sessile ones. DTPA was also used in the
oil field pipeline, obtaining good results.

Ultrastructural studies indicated that GA and GA-QAT solutions were not efficient to
remove biofilms attached to the coupons in both static and dynamic systems. However, DTPA
solution was capable to alter the ultrastructure of the cells and of the biofilm attached to the
metal, either in laboratory static tests or in the pipeline treatment. Through the X-ray
microanalysis, we characterised iron sulphide as the main corrosion product. This compound
was generally found adsorbed to extracellular matrix elements or even adsorbed to
plancktonic and sessile bacterial surface.

The methodology to analyse coupons by confocal microscopy was quite useful to
evaluate the presence and density of the biofilm attached to the metal, and also to detect
depths of corrosion pits found below those biofilms. This technique, therefore, can be applied
for future evaluations related to biocorrosion control in oil field pipelines of petroleum

offshore platforms.
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Introdug¢do

1. Biofilmes bacterianos

1.1. Capacidade adaptativa de bactérias e formacao de biofilmes

Uma extraordindria caracteristica das bactérias € sua capacidade de rdpido crescimento
em condi¢cdes ambientais apropriadas e quando nutrientes estdo disponiveis. Ainda mais
extraordindria € a habilidade desses microrganismos permanecerem vidveis em condi¢des
adversas. Muitas bactérias desenvolveram mecanismos altamente sofisticados que lhes
permitem manter a viabilidade celular durante periodos de escassez de nutrientes, voltando a
crescer rapidamente quando estes se tornam disponiveis. Algumas espécies formam, por
exemplo, esporos dormentes, enquanto outras formam corpos de frutificacdo e agregados
celulares em resposta a falta de nutrientes (revisto em Siegele e Kolter, 1992). Pode-se dizer
que as bactérias constituem a forma de vida de maior sucesso na Terra, em termos de
biomassa total e em relacdo a variedade e extensdao de habitats colonizados. Isso se deve
principalmente a plasticidade fenotipica, ou seja, a habilidade do gendtipo bacteriano em
responder fenotipicamente a estimulos ambientais. Uma importante estratégia fenotipica que
vem sendo extensivamente estudada é a organizagdo das bactérias sob a forma de biofilmes
(Brown e Williams, 1985; revisto em Costerton e cols., 1995).

Em ambientes aquéticos, as bactérias podem ser encontradas livremente em suspensao
(existéncia planctonica) ou aderidas a um substrato inerte ou superficie viva (existéncia
séssil). Organizacdes complexas de vdrias espécies e até géneros diferentes podem ocorrer
dentro de populacdes bacterianas planctonicas e sésseis. As condi¢des ambientais, em grande
parte, ditam se os organismos irdo existir em um estado planctonico ou séssil (Geesey, 1993).

As bactérias aderidas a superficies sélidas formam uma camada lodosa escorregadia,
constituindo os biofilmes bacterianos. Esses biofilmes estdo presentes na maioria das
superficies molhadas ou imidas, encontradas na natureza e também em ambientes industriais
e médicos. Os biofilmes bacterianos atingem dimensdes compativeis para observacdo a olho
nu e, possivelmente, essas comunidades microbianas tenham sido as primeiras a serem
estudadas na drea da Microbiologia. Em 1684, Antonie van Leeuwenhoek raspou a placa
bacteriana de seus dentes e observou, com seu microscOpio primitivo, a presenca dos
"animalculi”. Suas observagdes foram confirmadas por outros pesquisadores, mas a
compreensdo da natureza e da importancia desses minudsculos organismos demorou a ser
esclarecida. A partir do século XIX, o quimico francés Louis Pasteur provou que a vida ndo
era fruto da geracdo espontanea e desenvolveu métodos para controlar o crescimento
microbiano. J4 o fisico alem@o Robert Koch criou critérios experimentais que serviram como
base para o estudo de microrganismos infecciosos e desenvolveu o primeiro método para o

crescimento de culturas puras de microrganismos (revisto em Madigan e cols., 1997; revisto
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Introdug¢do

em Costerton e cols., 1999). Entretanto, somente a partir da década de 70 o modo de
existéncia séssil das bactérias sob a forma de biofilmes foi compreendido como sendo o maior
componente da biomassa bacteriana (Geesey e cols., 1977). Estudos mais recentes vém
demonstrando que a adesdo bacteriana ocorre de uma forma bastante organizada obedecendo

a principios de especificidade e sinalizacdo celular (revisto em Costerton e cols., 1999).

1.2. Definicao, estrutura e fisiologia de biofilmes bacterianos

Os biofilmes bacterianos sdo estruturas constituidas por comunidades de bactérias
aderentes entre si e/ou a superficies inertes ou vivas (existéncia séssil), envolvidas por matriz
extracelular altamente hidratada (Costerton e cols., 1994, 1995, 1999; Coutinho e cols., 1994).
A superficie do biofilme € bastante adsortiva devido a sua natureza polieletrolitica, capaz de
reter quantidades significantes de compostos organicos e inorganicos do meio (Characklis,
1981; Nivens e cols., 1995). Aproximadamente 80% - 90% da massa total dos biofilmes &
constituida por dgua. As bactérias representam cerca de 70% do peso seco, enquanto O
restante € atribuido aos elementos de matriz extracelular (Marsh e Bradshaw, 1995).

Nos estdgios iniciais de formacdo do biofilme, as bactérias sésseis encontram-se
justapostas, podendo formar microcolonias de espécies simples ou mistas (Costerton e cols.,
1995). A microcoldnia é a organizacdo bdasica do biofilme em crescimento, podendo ser
comparado ao tecido como organiza¢do fundamental na formagdo dos 6rgdos de organismos
superiores. O ambiente interno de cada microcolonia é condicionado pelos elementos de
matriz extracelular e pela atividade metabdlica de suas células. Os biofilmes possuem um alto
grau de organizacdo, onde as bactérias se beneficiam da justaposicdo estivel e da
cooperatividade fisioldgica para constituir uma comunidade coordenada funcionalmente
(Costerton e cols., 1987, 1995). Sabe-se, por exemplo, que essas populagdes microbianas
aderidas se beneficiam dos nutrientes e sdao mais ativas metabolicamente do que as
planctonicas (Ferris e cols., 1989).

A arquitetura dos biofilmes é formada por estruturas cOnicas simples e por outras em
forma de cogumelo (Figura 1). Essas estruturas formam poros e canais de dgua, pelos quais
podem circular os nutrientes entre as microcolonias (DeBeer e cols., 1994; Costerton, 1995;
Costerton e cols., 1995, 1999; Stoodley e cols., 1999). As células em diferentes regides de um
biofilme podem exibir diferentes padrdoes de expressdo genética (Davies e cols., 1998;
Costerton e cols., 1999).

A formacdo de biofilmes sobre superficies ¢ uma estratégia bacteriana universal para
sobrevivéncia e posicionamento favoravel em relacdao aos nutrientes disponiveis (Costerton e

cols., 1987). Constitui, também, uma forma protegida de crescimento que permite a
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Figura 1
Representacio esquematica da estrutura do biofilme bacteriano
(Extraido de Costerton e cols., 1999)

O modelo acima representado contempla aspectos estruturais e
fisiol6gicos de um biofilme bacteriano aderido a uma superficie sélida. A
figura mostra estruturas conicas e em forma de cogumelo, perfuradas na
sua extremidade inferior por canais pelos quais circulam fluido e
nutrientes. As bactérias organizam-se em microcolonias imersas em
grande quantidade de matriz extracelular. Por¢des mais superficiais do
biofilme se desprendem, com conseqiiente limitacdo do crescimento do
biofilme e colonizacido de novas regides da superficie.
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sobrevivéncia das bactérias em ambientes hostis (Costerton e cols., 1999).

1.3. Adesao bacteriana e componentes da matriz extracelular

A adesdo bacteriana varia desde dentes e intestino humano, a superficies metdlicas de
tubos condensadores expostos a um fluxo turbulento de dgua (Characklis, 1981). As bactérias
aderem a um substrato sélido através de substancias poliméricas extracelulares (SPE),
fabricadas e orientadas pela célula, que se estendem desde a superficie dos microrganismos
para formar uma matriz extracelular emaranhada e altamente hidratada (Costerton e cols.,
1987, 1995). A matriz extracelular pode atuar como uma resina de troca i0nica, extraindo
moléculas organicas e fons inorganicos do meio ambiente € produzindo uma concentracao de
nutrientes favoravel dentro do biofilme (Costerton e cols., 1987). Atribui-se o nome
glicocdlice as SPE intimamente associadas a parede celular e ao corpo das células bacterianas.
O glicocdlice possui um limite definido e permanece aderido a célula em suspensdo apés
procedimentos de centrifugacdo (que permite separar células de suas SPE presentes no
sobrenadante de cultura), a ndo ser que sejam empregados tratamentos severos para sua
remocgao (revisto em Fassel e Edmiston Jr., 1999).

SPE sdo compostas, principalmente, por polissacarideos entre outros constituintes
como proteinas, dcidos nucléicos e lipideos (Sutherland, 1985; Whitfield, 1988; Allison,
1998; Beech, 1999a). Os polissacarideos que constituem SPE, em sua maioria, possuem
cargas negativas, podendo também ndo possuir carga ou, raramente, serem carregados
positivamente (Neu e Poralla, 1990). O composto catidénico vermelho de ruténio tem sido
amplamente utilizado para preservar e mostrar detalhes ultra-estruturais dos exopolimeros
bacterianos (revisto em Fassel e Edmiston Jr.,, 1999). SPE encontram-se densamente
concentradas ao redor das microcoldnias bacterianas e sdo responsaveis por imobilizi-las na
superficie, assim como por facilitar o arranjo espacial e a comunicacdo entre esses grupos
celulares através dos canais de dgua formados por elas. Essas substincias atuam como uma
barreira de difusdo entre as células e o meio e funcionam como um fator de protecdo das
bactérias contra, por exemplo, o efeito letal de biocidas, de antibidticos e de agentes
surfactantes, ataque de bacteriéfagos, entre outros (Costerton e cols., 1987, 1994, 1995;
Sutherland e cols., 1999). A penetracdo e a reatividade dos agentes antimicrobianos variam
com o tamanho da malha e com as caracteristicas quimicas das SPE (Lawrence e cols., 1994;

Costerton e cols., 1995; Sutherland e cols., 1999).
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1.4. Formacao e organizacao de biofilmes bacterianos

A partir do momento em que um material inerte € imerso em um ambiente liquido, sua
superficie sofre grandes mudangas, a comecar pela adsorcdo de compostos quimicos
inorganicos. Em ambientes biologicamente ativos, hd aderéncia de moléculas organicas
(camada condicionante) e de bactérias, dando inicio ao processo de formagdo do biofilme
bacteriano. O biofilme bacteriano pode atingir dimensdes macroscépicas através da aderéncia
de outros microrganismos (algas, fungos e protozodrios) e/ou de macrorganismos (cracas,
mexilhdes, etc.) adquirindo a denominagao de "biofouling". O termo "fouling" (incrustagao,
acumulagdo de residuos, depdsitos, sujeira, etc.) estd relacionado a formagdo indesejavel de
depdsitos orgdnicos e/ou inorganicos em superficies, podendo causar problemas como, por
exemplo, diminuicdo do fluxo de calor através de uma superficie e o aumento de sua taxa de
corrosdo (Characklis, 1981).

O processo de formag¢do de um biofilme bacteriano pode ser subdividido em varios
estdgios (Figura 2), obedecendo a seguinte ordem (Characklis, 1990; Coutinho e cols., 1993;
Coutinho e cols., 1994; Beech e cols., 1996; Geesey, 1993; Allison e cols., 1999):

1. Formagdo da camada condicionante por moléculas organicas que se transferem do
liquido para a superficie sélida.

2. Colonizacdo ou adesao da superficie por bactérias planctonicas e comeco da existéncia
séssil pela excrecdo de produtos de matriz extracelular, que ancoram as células a
superficie de uma forma geralmente irreversivel.

3. Replicagao de diferentes espécies de bactérias sésseis sobre a superficie do metal.

4. Crescimento das microcolOnias e eventual estabelecimento de relacdes proximas entre
elas na superficie. Nesta fase, o biofilme aumenta em espessura e as condi¢cdes em sua
base sdo alteradas.

5. Desprendimento de por¢des do biofilme.

6. Recolonizacdo de dreas adjacentes e expostas da superficie por bactérias planctonicas
ou por bactérias sésseis.

Durante os primeiros estdgios de desenvolvimento, um biofilme é composto das
espécies bacterianas pioneiras que se aderem a camada de condicionamento adsorvida a
superficie e essas bactérias encontram-se distribuidas de forma heterogénea. Em questdao de
minutos, algumas das espécies aderidas produzem SPE que envolvem as células e se
estendem da superficie celular até o substrato em contato com o meio. Neste estidgio do
desenvolvimento, o biofilme costuma ser menor que 10um em espessura e costuma apresentar
uma matriz descontinua de exopolimeros intercalada com células (Geesey, 1993). Como as

células sésseis do biofilme continuam replicando e excretando mais SPE, o biofilme forma
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Figura 2
Formacao de um biofilme bacteriano sobre a superficie metalica
(Extraido e adaptado de Beech e cols., 1996)
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Em um ambiente aquoso e biologicamente ativo, a adsor¢ao de moléculas organicas
sobre o metal forma uma camada condicionante e € seguida pela associacdo
(reversivel) e adesdo (irreversivel) bacterianas. As bactérias crescem aderidas ao
substrato e formam microcolonias que, em conjunto, constituem os biofilmes. Por¢des
do biofilme podem se destacar, o que limita seu crescimento e resulta na colonizagao
de novas dres da superficie metdlica. A presenca continuada de certos tipos de
biofilme sobre o metal pode provocar corrosdo localizada, o que caracteriza o
processo da biocorrosao.
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uma camada confluente de crescente espessura sobre a superficie. Com o passar do tempo,
espécies de bactérias planctonicas e particulas inorginicas entranham-se no biofilme e
contribuem para o crescimento de uma comunidade de grande complexidade. Nesse estagio, o
biofilme é considerado maduro. Sua morfologia e consisténcia variam dependendo dos tipos
de bactérias presentes e das condi¢des do meio que o envolve. O tempo necessdrio para a
formacdo de um biofilme maduro pode variar de alguns dias até vérias semanas. Com o
aumento da espessura do biofilme, fica prejudicada a difusdo de gases dissolvidos e outros
nutrientes vindos do meio para o substrato. Nesse caso, as condi¢cdes podem se tornar
indspitas para as bactérias localizadas na base do biofilme, e que se encontram distantes dos
canais de dgua; como conseqiiéncia, essas bactérias acabam morrendo. A competi¢io por
nutrientes também faz com que sejam perdidas muitas das vantagens da vida protegida dentro
dos biofilmes. As células mais superficiais tendem a se desprender, indo colonizar novas
areas. O deslocamento das bactérias para novas areas também serve para dispersar o gendtipo
e, portanto, para expandir a diversidade genética. Com a necessidade nutricional e com a base
do biofilme abalada devido a morte de bactérias, o estresse causado pelo fluxo do meio e
mecanismos de sinalizac¢do celular denominados "quorum sensing" (sensibilidade a densidade
celular, ou ao quorum) atuam em conjunto para que ocorra o desprendimento de partes do
biofilme, expondo areas descobertas na superficie. O "quorum sensing" é causado por um
acimulo de moléculas de baixo peso molecular que, uma vez atingindo uma concentragcdo
limiar critica, constituem sinais para que células individuais "sintam" que o limite da
densidade populacional bacteriana foi atingido e iniciem uma resposta coordenada pela
populacdo (Fuqua e cols., 1994). Allison e cols., em 1998, mostraram que N-acil homoserina
lactonas t€m participado do processo de desprendimento de células por "quorum sensing" em
biofilmes formados por P. fluorescens. As dreas que se tornam expostas apds o
desprendimento sdo, subseqiientemente, recolonizadas e novas bactérias e suas SPE dao
continuidade ao biofilme existente. Esse fenomeno de instabilidade ocorre mesmo quando as

condigdes fisicas no liquido permanecem constantes.

1.5. Métodos microscopicos para estudo de biofilmes

O conhecimento sobre os biofilmes tem sido adquirido através de observacgdes
microscopicas e por andlises bioquimicas e taxondmicas destrutivas, ou seja, que alteram sua
estrutura. A microscopia dptica convencional pode fornecer informacdes sobre a extensdo da
superficie coberta (colonizada), distribuicdo dos microrganismos e atividade fisiolégica.
Entretanto, seu uso € limitado quando se estuda biofilmes maduros, onde a natureza

tridimensional da comunidade mascara a observacdo dos microrganismos constituintes
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(Fletcher, 1994). A microscopia eletronica trouxe um avango considerdvel para a
Microbiologia e é uma técnica muito utilizada para o estudo dos biofilmes. Devido ao seu alto
poder de resolucao (0,2 nm) é possivel obter informagdes detalhadas sobre a distribuicdo e
ultra-estrutura das células. A microscopia eletronica de transmissao (MET) e de varredura
(MEV), além das andlises ultra-estruturais convencionais, oferecem, como apoio
metodoldgico, andlises de imagens espectroscopicas (ESI) e microanélises de raios-X (EDS),
respectivamente. Estas técnicas representam eficientes ferramentas para a localizacdo e
identificacdo de elementos quimicos presentes nas moléculas das SPE, na estrutura das
bactérias e em outros elementos do biofilme bacteriano.

Um grande avanco na instrumentacdo microscopica com potencial para estudo de
biofilmes bacterianos € o microscopio 6ptico confocal de varredura a laser (Costerton e cols.,
1995). O confocal é um microscépio de epifluorescéncia de alta tecnologia que permite a
realizacdo de cortes Opticos (~3um) horizontais e verticais, onde sdo excluidos aqueles que se
encontram fora de foco. Através do confocal podemos documentar a morfologia e fisiologia
do biofilme sob condi¢des in sifu (Palmer e Sternberg, 1999), em termos de espessura, drea de
superficie colonizada, densidade bacteriana e tempo de colonizacdo do substrato sélido. A
organizacdo tridimensional do biofilme pode ser estudada correlacionando-a com outras
informacdes, tais como: composi¢ao de espécies, relagdo com o substrato, estado fisioldgico
das bactérias, entre outros. A observacdo direta de populagdes microbianas e atividade
bioldgica sdo necessdrias para proporcionar informacgdo exata em dindmicas de agregacdo
celular, processos metabdlicos, resisténcia a agentes microbianos ou predadores dentro de
uma estrutura de biofilme funcional. Anélises de biofilmes microbianos podem ser realizadas

através da utilizacdo de uma grande variedade de sondas fluorescentes.

2. Bactérias redutoras de sulfato

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) foram descritas pela primeira vez, em 1895,
por Beijerinck (revisto em Postgate, 1984) e constituem um grupo taxonomicamente diverso
de procariotos anaerdbios estritos, que utilizam preferencialmente o sulfato (ou outros
oxianions como o sulfito e o tiosulfato) como aceptor terminal de elétrons. O sulfato (SO42')
funciona como um agente oxidante para a degradacdo de compostos organicos, assim como os
organismos aerébios usam o oxigénio na respiracdo convencional (Postgate, 1984; Gibson,
1990; Barton e Tomei, 1995; Hamilton, 1998).

As BRS contribuem para inimeras funcOes essenciais em muitos ambientes
anaerdbios. Além de sua importancia no ciclo do enxofre, essas bactérias sdo importantes

reguladoras de varios processos em solos alagados, incluindo a renovagdo de matéria
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organica, biodegradacdo de poluentes arométicos clorados em solos e sedimentos anaerdbios
e a metilacdo de mercirio (Fauque, 1995; Barton e Tomei, 1995). Baseado em andlises de
seqiiencias de rRNA, as BRS podem ser divididas em quatro grupos distintos: BRS mesofilas
gram-negativas (m-BRS); BRS gram-positivas formadoras de esporos; BRS termofilas
pertencentes ao dominio Bactéria e BRS termofilas pertencentes ao dominio Archaea (Castro
e cols., 2000). Esses microrganismos possuem uma grande variedade morfolégica (Barton e
Tomei, 1995) e constituem um grupo fisioldgico bastante complexo. Vérias propriedades tém
sido usadas nos esquemas tradicionais de classifica¢do (Tabela 1), sendo as mais importantes:
forma da célula, motilidade, conteido de guanina e citosina (GC) no DNA, presenca de
desulfoviridina e citocromos, temperatura 6tima e oxidacdo completa versus incompleta de
acetato (Castro e cols., 2000).

O género mais conhecido € Desulfovibrio, que € comum em ambientes aquaticos e
solos alagados, ricos em material organico e contendo niveis suficientes de sulfato.
Desulfotomaculum é encontrado principalmente no solo e é formado por bastdes capazes de
formar esporos. Esse género possui algumas espécies terméfilas. Os outros géneros de BRS
sao naturais de ambientes andxicos de dgua doce ou marinho; Desulfomonas foi isolado do
intestino de mamiferos (Madigan e cols., 1997; Castro e cols., 2000).

A reducdo de sulfato ocorre no meio intracelular, logo apds sua ativacao pela reacao
com ATP, dando origem a adenosina fosfosulfato (APS). Desta forma, o sulfato deve ser
transportado através da membrana citoplasmatica, convertido em APS, para entdo ser
reduzido a sulfito, numa transferéncia de dois elétrons (Eo -60mV), e este reduzido a sulfeto
(Eo -116mV) (Hansen, 1994; Hamilton, 1998). Uma pequena quantidade de enxofre reduzido
¢ assimilada pela BRS, mas a grande maioria € liberada para o meio ambiente como ions
sulfeto que, normalmente, sdo hidrolisados a sulfeto de hidrogénio (H,S) livre (Postgate,
1984). BRS necessitam de uma baixa diferenca de potencial redox no meio para
sobrevivéncia, € como uma conseqiiéncia direta desses valores relativamente baixos existe
uma disponibilidade limitada de energia produzida quando ocorre a oxidacdo do substrato
(Hamilton, 1998).

Além da utilizacdo de sulfato como aceptor de elétrons, muitas BRS podem crescer
usando nitrato (NO3) como aceptor terminal, reduzindo-o a amodnia (NH3), ou podem usar
certos compostos organicos para producdo de energia por vias fermentativas em completa
falta de sulfato ou outros aceptores terminais de elétrons. O composto fermentdvel mais
comum € o piruvato, que é convertido a acetato, CO, e H,. Com lactato ou etanol, a energia
produzida ndo € suficiente para fermentacdo e, nesse caso, o sulfato é necessdrio. A

importancia do sulfato como aceptor de elétrons foi demonstrada em um estudo comparativo
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do crescimento de BRS em piruvato com e sem sulfato (Madigan e cols., 1997). Na presenca
do sulfato, o crescimento é maior considerando a maior quantidade de energia disponivel

quando a utilizag¢do do piruvato estd acoplada a reducdo do sulfato.

Tabela 1

Classificacao de BRS com base em caracteristicas genéticas, morfolégicas, bioquimicas e
fisiologicas (Extraida e adaptada de Castro e cols., 2000)

Divisao filogenética

Temperatura
de acordo com . DNA - . Oxidaciio pde
analises de Forma Motilidade o Desulfoviridina  Citocromos .

oA . (% GC) de acetato  crescimento
seqiiéncias de rRNA ©C)
BRS mesofilas
gram-negativas
Desulfobulbus limAo-bastdo -+ 59-60 - b,c, c3 I’ 25-40
Desulfomicrobium oval-bastao +/- 52-67 - b, c 1 25-40
Desulfomonas bastao - 66 + c I 30-40
Desulfovibrio espiral-vibridide + 49-66 +/- cs b, c I 25-40
Desulfobacter oval-bastdo +- 44-46 - c’ 20-33
Desulfobacterium oval-bastdo +- 41-52 - b, c C 20-35
Desulfococcus esférica ou liméo -1+ 46-57 +/- b, c C 28-35
Desulfomonile bastio - 49 + C3 C 37
Desulfonema filamentos deslizamento  35-42 +/- b, c C 28-32
Desulfosarcina bastdes ovais ou +/- 51 - b, c C 33
cocoides, pacotes
BRS
gram-positivas
formadoras de
esporos
. a maioria
Desulfotomaculum bastdes retos + 48-52 - b, c I/C 25-40
ou curvos algumas
40-65

BRS termofilas
bacterianas
Thermodesulfobacterium vibridide- -1+ 30-38 - C3.C I

bastdo ’ 65-70
BRS termofilas
arqueanas
Archaeoglobus cocoide +- 41-46 - n.d. I 64-92

“I, incompleto.
°C, completo.
‘n.d., ndo documentado.

BRS podem oxidar mais de uma centena de compostos e a maioria deles sdo produtos
tipicos de fermentagdo e produtos que ndo foram completamente quebrados tais como certos
aminodcidos, glicerol e 4acidos graxos. Entretanto, essas bactérias podem utilizar outros

compostos como fonte de energia, dentre os quais podemos citar: hidrogénio molecular

(reagdo catalisada por hidrogenases de superficie), dlcoois, aldeidos, agicares, gas carbonico e
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até hidrocarbonetos (Gibson, 1990; Hansen, 1994). Elas também necessitam de outros
nutrientes complementares como nitrogénio, fésforo e ferro para seu crescimento.

A anaerobiose obrigatéria das BRS e sua nutricdo relativamente restrita asseguram que
sejam sempre encontradas como componentes de uma comunidade ou consércio microbiano.
Esses consorcios sdo, freqiientemente, encontrados na forma de biofilmes, em interfaces ou
sobre substratos sélidos, e permitem a criagdo de microambientes anaerébios dentro de um
ambiente aerébio (Hamilton, 1985, 1998).

Apesar de serem anaerdbias, BRS podem circular (provavelmente em um estado latente)
em daguas aeradas, incluindo aquelas tratadas com cloro e outros agentes oxidantes, até
encontrarem um local apropriado para sobrevivéncia. Existem evidéncias de que algumas
cepas de BRS podem tolerar baixos niveis de oxigénio (Tatnall, 1993; Hamilton, 1998). BRS
podem, também, crescer em grandes variacdes de temperatura (da psicrofilia a

hipertermofilia) e de osmolaridade (da d4gua doce as dguas hipersalinas) (Hansen, 1994).

3. O envolvimento de bactérias redutoras de sulfato em processos de corrosao

3.1. Corrosao

A corrosdo € um fendmeno comum para todos os metais em ambientes aquosos ou
umidos e significa a deterioragcdo de um material por fatores quimicos ou eletroquimicos
(Gentil, 1996). No fendmeno da corrosdao € necessario que se forme uma célula eletrolitica
(sistema eletroquimico composto por um anodo e um catodo em contato elétrico e imerso em
um eletrélito), ou seja, que ocorra pelo menos uma reacdo de oxidacdo (oxidacdo do metal
para seu estado i0nico) e pelo menos uma reagdo de reducao, com fluxo de elétrons através do
metal (Tatnall, 1993; Hamilton e Lee, 1995). O local onde ocorre a oxidag¢do (corrosdo do
metal) € chamado de anodo e € representado pela seguinte reacao:

M > M"™ +ne’
Essa meia reacdo tem que ser balanceada por uma reagdo catddica (no catodo) equivalente
envolvendo a reducdo de um aceptor de elétron. O oxigénio € o aceptor catédico cldssico
nesse caso:
2¢ + 1/20, + H,O - 20H"

A oxidagdo, a reducdo e o fluxo de elétrons devem ocorrer para que aconteca corrosao,
ou seja, se uma dessas reagdes deixar de acontecer, o processo de corrosdo serd paralisado
(Tatnall, 1993). Em ambientes aquosos aerados, oxigénio e dgua sdo catédicos, ganhando
elétrons do metal para formar fons hidroxilas, enquanto em ambientes aquosos desaerados,

ions hidrogénio sdo catddicos, ganhando elétrons para formar hidrogénio gasoso (revisto em
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Aradjo-Jorge e cols., 1992, Figura 3).

O actimulo de produtos das reagdes catddicas e anddicas na interface metal/eletrdlito
tende a diminuir a taxa de corrosdo do metal, processo denominado polarizagdo. No entanto,
a corrosdo pode ser acelerada na presenga de reagdes secunddrias que levam a despolarizacdo
da célula eletrolitica e, conseqiientemente, a dissolu¢do do metal (Lee e cols., 1995). Ha
varios modos nos quais uma célula eletrolitica pode ser estabelecida, por exemplo: (1) quando
dois metais diferentes estdo em contato elétrico; (2) dentro de uma estrutura metalica simples,
onde diferentes dreas de sua superficie desenvolveram potenciais eletroquimicos diferentes. O
segundo exemplo pode estar relacionado a presenca de inclusdes no metal, imperfei¢cdes da
superficie ou presenca de células de aeracdo diferencial e, em todos os casos, o oxigénio
possui diferentes concentragdes em relacdo a superficie do metal (Hamilton, 1985; Tatnall,

1993).

3.2. Corrosao influenciada por microrganismos

Corrosao influenciada por microrganismos (CIM) ou biocorrosdo é qualquer processo
de corrosdo localizada causado por modificacdo microbiana das caracteristicas quimicas
locais de uma superficie, tanto em meios aerados, como em meios desaerados (Tiller, 1983;
Aratjo-Jorge e cols., 1992; Angell, 1999). Quando a CIM se dd em condi¢des anaerdbicas
ocorrendo a valores de pH neutro é, geralmente, atribuida a acdo das BRS (Iverson, 1985;
Aradjo-Jorge e cols., 1992, Figura 3).

As BRS tém sido o principal foco da maioria das investigacdes sobre corrosao
microbiolégica e Van Wolzogen Kuhr e Van der Vlugt (1934) (revisto em Lee e cols., 1995)

sugeriram as seguintes reacoes eletroquimicas para o processo de CIM:

4Fe 2  4Fe* + 8¢ (reacdo anddica)

8H,0 = 8 H"+ 8 OH (dissociacdo da dgua)
S8H' + 8¢ - 8 H (adsorvido) (reacdo catddica)
SO, + 8H 2  S?+4H,0 (agdo bacteriana)

Fe' + S - FeS (produtos de corrosdo)

4Fe + SO42+4H,0 = 3 Fe(OH), + FeS + 20H (reacdo global)

Essa reacdo global foi descrita como despolarizagdo catédica, baseado na teoria que as

BRS removem o hidrogénio que se acumula sobre a superficie do ferro.

Em revisdes sobre o tema, Aguiar (1991) e Araudjo-Jorge e cols. (1992) sugeriram que a

participacao das BRS nos mecanismos de corrosdo se da por trés vias. A primeira, direta, por
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Figura 3

Corrosao em ambientes aquosos na presenca e auséncia de BRS

(Extraido de Araujo-Jorge e cols., 1992)
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uma necessidade metabdlica de BRS. Suas hidrogenases de superficie consomem o filme de
H; que se forma na regido catédica, como conseqiiéncia da reacdo dos elétrons (e") derivados
do metal com fons H" resultantes da dissociacdo idnica da dgua. Esse consumo de H, desloca
a reacdo de dissociacdo idnica da dgua, atraindo mais e que regeneram a formacgdo de H; e
liberando mais Fe®* na regido anddica (perda de massa). A segunda, também direta, pelos
produtos metabdlicos das BRS, que colocam em solu¢@o o H,S (sulfeto de hidrogénio) que,
por sua vez, reage com Fe?* formando sulfeto de ferro, e que gera mais fons H', que aceleram
o consumo de elétrons na regido catddica. A terceira, indireta, por gerar zonas de aeracdo
diferencial sobre o metal, com a deposi¢do de elementos de matriz extracelular e a formacgao
irregular do biofilme. Desta forma, todos fendmenos observados de CIM (Figura 3) sdo
reacoes comuns de corrosao (Sasaki, 1997).

A corrosdo relacionada as BRS estd, invariavelmente, associada com a formacao de
biofilmes em superficies metdlicas (Figura 2). Condicdes anaerdbicas locais favordveis ao
crescimento dessas bactérias podem surgir na forma de consércios microbianos mistos em
sistemas industriais (Lee e cols., 1995; Beech e cols. 1996). O padrio de corrosiao
caracteristico da acdo das BRS sobre 0 aco € a corrosdo localizada denominada "pitting", com
os "pits" (buracos) sendo formados e preenchidos por produtos de corrosdo de cor negra na
forma de sulfetos de ferro (Hamilton, 1985). A taxa e a extensdo dos processos de CIM sao
criticamente afetadas pela natureza quimica e fisica dos produtos de corrosdo precipitados
(sulfetos de ferro) e pelo acesso de oxigé€nio ao sistema (Hamilton, 1998). Essas taxas de
corrosao parecem nao estar diretamente relacionadas com a biomassa total ou com o nimero
de espécies microbianas e sim, com as espécies envolvidas, fontes de carbono e de metal
usadas (Cheung e cols., 1994; Cheung, 1995). SPE sintetizadas por diferentes cepas de BRS
podem contribuir para o processo de corrosdo, nao somente por facilitar a adesdo celular
irreversivel e conseqiiente colonizacdo de superficies metélicas, como também por suas
caracteristicas de ligacdo a fons metdlicos (Beech e Cheung, 1995).

Apesar de BRS ser o principal grupo associado aos processos corrosivos por constituir
biofilmes e gerar produtos metabdlicos corrosivos como o H,S, outros grupos de bactérias
também devem ser considerados, por contribuir direta ou indiretamente para a corrosdo dos
materiais. Por exemplo, bactérias produtoras de acido, sob a forma de consércios microbianos
mistos, tendem a exercer um processo sinérgico com BRS, o que potencializa a corrosdo (Jack
e Westlake, 1995; Hamilton, 1998). Algumas espécies produtoras de d4cidos tém a
caracteristica de formar 4cidos organicos, a partir da oxidacdo de hidrocarbonetos, que sao
nutrientes para as BRS e corrosivos ao ago. Outros grupos (bactérias facultativas) criam

condi¢des adequadas ao desenvolvimento das espécies anaerdbias (BRS, por exemplo) a
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medida que consomem o oxigénio do meio durante o seu metabolismo.

3.3. A corrosao influenciada por microrganismos (CIM) na indistria do petroéleo

A influéncia das BRS na inddstria do petréleo tem atraido muito interesse,
principalmente no que diz respeito aos problemas causados pela biocorrosdao de estruturas
metélicas de plataformas marinhas, dutos de transporte, além da acidificagdo in situ de
reservatorios de petréleo (Gibson, 1990; Morris e cols., 1995; Hamilton, 1998).

A extracdo de petréleo pode ser feita em plataformas maritimas de duas formas. Na
recuperagdo primdria, a pressao no reservatorio de 6leo € suficiente para induzir o fluxo de
petréleo através do poco. Na recuperacdo secunddria, essa pressao natural é muito baixa e,
portanto, um sistema de injecdo de dgua € usado para fornecer a forca adicional necessdria
para a recuperagdo do Oleo. A 4dgua do mar € retirada de locais proximos a plataforma,
desaerada para prevenir a corrosdo pelo oxigénio, tratada, filtrada e injetada para manter a
pressdo do reservatodrio (dgua de injec@o). No reservatorio, a 4gua de injecdo mistura-se com a
agua residual existente no proprio poco (dgua de formacao). O ambiente anaerdbico, rico em
sulfato e nutrientes, criado no interior do sistema de recuperagdo secunddria de petrdleo,
favorece o crescimento bacteriano, em particular das BRS que se aderem a superficie metdlica
das tubulacdes, com conseqiiente instalacdo de processos de corrosdao. Na indistria do
petréleo, além do sistema de dgua de inje¢do, a corrosdo influenciada por microrganismos
(CIM) provoca deterioracdo de estruturas de ago, cabos submersos em dgua, oleodutos,
tanques de estocagem de 6leo e sistemas de resfriamento (Hamilton, 1983; revisto em Araujo-
Jorge e cols., 1992).

A biocorrosdao de metais tem conseqii€éncias econdmicas importantes, sendo as BRS
responsaveis por 50% dos casos dos processos corrosivos em sistemas de perfuragao,
recuperagdo, transporte e armazenamento de petréleo (Hamilton, 1985). Como uma maneira
de quantificar a escala do problema € dar uma estimativa de custos, tanto de oleodutos e
equipamentos danificados como de manuten¢do preventiva, é quase impossivel sugerir algo
além de cifras e nimeros aproximados (Aguiar, 1998). Faltam dados para uma estimativa
atual dos gastos, mas os nimeros apresentados no passado sdo impressionantes e demandam
atencdo. Para o Reino Unido, os gastos para a industria do petréleo devidos a corrosdao
microbiana sdo de 300 a 500 milhdes de libras esterlinas por ano (Tiller, 1983; Hamilton,
1985). Uma pesquisa detalhada realizada nos EUA indicou que a biocorrosao custa a industria
daquele pais entre 16 e 18 bilhdes de ddlares por ano (National Bureau of Standards, 1978).
No Brasil, nos sistemas de injecdo de dgua para recuperagdo secunddria de petréleo das

plataformas da Bacia de Campos, o custo anual médio com biocidas, em 1989, estava em
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torno de 6,5 milhdes de ddlares. Deve-se enfatizar, entretanto, que os dados acima nao
incluem o custo da polui¢do ao meio ambiente. A corrosdo provocada por BRS € localizada
(formacdo de "pits"), sendo de dificil previsdo e, no caso de vazamento de Oleo por
perfuracdes na tubulagdo, além da conseqiiente perda de producdo, resultaria em grandes
danos ambientais para a vida. Embora ndo tenham sido relacionados a CIM, recentemente,
dois grandes vazamentos de dleo, causados pelo rompimento de tubulacdes da PETROBRAS,
deram uma real dimensao do problema. Os acidentes aconteceram na Baia de Guanabara - RJ
(janeiro de 1999) e no Rio Iguacu — PR (julho de 2000), derramando 1,3 e 4 milhdes de litros
de 6leo, respectivamente. O prejuizo ecoldgico decorrente desses acidentes foi enorme, sendo

previstos varios anos para a recuperacdo das dreas afetadas (Assad, 2000).

4. Controle do crescimento de biofilmes na induastria do petréleo
Na industria do petréleo, o controle de biofilmes pode ser feito por métodos fisicos

e/ou através da acao de compostos quimicos.

4.1. Métodos fisicos

A limpeza mecanica de tubulagdes pode ser feita por um processo denominado
"pigging" (Herbert, 1993). Nesse processo, diferentes tipos de raspadores ou dispositivos
feitos de espuma de poliuretano ("pigs"), adaptados para o didmetro da tubulacdo, sdo
propelidos através do sistema por movimentos circulares na dire¢ao do fluxo d'dgua (Figuras
4A-C). Esses dispositivos eliminam grande parte do material incrustado (incluindo biofilmes)
na superficie da tubulacdo (Stein, 1993; Gentil, 1996). A raspagem regular das tubulacdes
previne a corrosdo e afeta as células eletroliticas de corrosdo bacteriana, sendo necessdrios
vdrios dias para que essas células se restabelecam (Costerton e cols., 1987). Entretanto, nem
sempre os métodos fisicos podem ser aplicados, especialmente, quando ha dificuldade
operacional para uma intervencdo mecanica. Apds a limpeza mecanica, € comum a aplicagdo

de agentes quimicos, geralmente ndo-oxidantes (Gentil, 1996).

4.2. Métodos quimicos

Biocidas sdo compostos quimicos utilizados para reduzir ou prevenir contaminacao
microbiana e biodeterioracdo. Na industria do petréleo, os biocidas t€m sido,
tradicionalmente, aplicados para prevenir ou atenuar a CIM e, também, para evitar o
entupimento e a acidificacdo dos reservatorios de petréleo, causados, principalmente, pela
acdo das BRS (Hudgins Jr., 1992; Morris e cols., 1995).

Biocidas, freqiientemente, sdo parte de uma estratégia geral de controle quimico que
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Figura 4
Métodos fisicos para limpeza de tubulacoes metalicas de sistemas industriais
- : ‘ SNe?
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A - “Pi’ex11 (“ﬂepg”) tthdO para li
(Cedido por PETROBRAS/CENPES/BIO)

B - “Pig” Raspador com laminas de ago. C - “Pigs” de espuma de poliuretano.
(Extraido de Gentil, 1996) (Extraido de Gentil, 1996)
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inclui inibidores de corrosdo, aditivos antiincrustantes, seqiiestrantes de oxigénio, dispersantes
de Oleo, quelantes de cations divalentes e condicionadores de superficie. Esses produtos
variam de acordo com a natureza das bases ativas e com os requerimentos do alvo de
aplicacdo. A base ativa € um composto quimico que se propde a apresentar efeito biocida
geral sobre um amplo espectro de bactérias e de outros organismos (Postgate, 1984; revisto
em Jack e Westlake, 1995).

Os biocidas vendidos pelas companhias de suprimento quimico normalmente contém
outros compostos além da base ativa, como solventes e aditivos que sdo adicionados a
formulacdo com o propdsito de melhorar a atividade para qual o biocida foi inicialmente
formulado (Hudgins Jr., 1992).

As bases ativas podem ser efetivas para controlar o crescimento microbiano geral ou
para destruir total ou parcialmente esses microrganismos. O efeito de inibicao ou letalidade de
uma base ativa depende de seu modo de agdo, que pode ser: (1) reacdo com a membrana
celular, aumentando a permeabilidade e perda dos constituintes celulares; (2) inativacao de
enzimas essenciais; (3) destrui¢do ou inativagcdo funcional de seu material genético (DNA e
RNA) (Jack e Westlake, 1995; Gentil, 1996; Madigan e cols., 1997).

O biocida ideal deveria ter, segundo Pelczar Jr. (1997), as seguintes caracteristicas:

Y

possuir atividade em baixas concentragdes sobre um amplo espectro antimicrobiano;

Y

ser solivel em 4gua ou em outros solventes (como o 6leo) em quantidade necesséria ao
seu uso efetivo;

ndo ser toxico para as formas de vida superiores;

ser estdvel em armazenamento e possuir uma longa meia-vida;

ser compativel com os materiais nos quais ele reagird para protegé-los;

ser biodegradavel, ou facilmente degraddavel quando espalhado no meio ambiente;

Y V. V VYV V

ser disponivel e econdmico.

O primeiro passo para o controle dos problemas associados a bactérias na industria
do petréleo é a monitoracdo desses microrganismos no local atingido. Entretanto, € comum o
monitoramento somente de populacdes planctdonicas, embora os processos de ‘“fouling”,
corrosao e entupimento envolvam biofilmes. O tratamento com biocidas, cujas concentragdes
foram testadas contra organismos planctonicos, ndo € necessariamente eficiente para o
controle de populacdes do biofilme. Esta estratégia pode gerar enormes gastos em tratamentos
ineficazes. Portanto, quando o objetivo do tratamento € a erradicacdo de biofilmes, seja em
sistemas industriais ou médicos, os agentes antibacterianos devem ser testados contra as

bactérias do biofilme e ndo apenas contra as bactérias planctonicas (Costerton e cols., 1987).

Nesse sentido, amostradores removiveis inseridos na parede de tubulacOes industriais
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produzem uma amostragem mais fidedigna da ecologia bacteriana do sistema.

A selecdo de uma base ativa para um tratamento em particular, geralmente, ¢ empirica
ou baseada em experi€ncias prévias de situacdes correlatas. Testes em sistemas estdticos e
dinamicos sao muito utilizados pelos diversos setores da industria para a avalia¢do de critérios
de eficiéncia biocida de solucdes quimicas. Os testes estaticos (primarios) sao utilizados para
uma avaliacdo inicial do potencial biocida, enquanto os testes dindmicos (secunddrios), em
geral mais sofisticados, s@o utilizados para pesquisar oS compostos que apresentaram

eficiéncia nos testes estaticos (Ludensky,1999).

4.2.1. Formas de aplicacao de biocidas

Segundo Morris e cols. (1995) e Gentil (1996), os biocidas podem ser aplicados nas
tubulagdes através de doses de choque, doses continuas, ou uma combinacdo de ambas.
Quando aplicado em uma tubulacao através de doses de choque, o biocida pode ser espalhado
pelo sistema usando-se uma sonda mecénica ("pig") ou através do fluxo do fluido presente na
tubulacdo em questdo (6leo, gds, dgua de injecdo). Em algumas situagdes, seccdes das
tubulagdes podem ser bloqueadas e preenchidas com um biocida, permitindo, desta forma, sua
impregnacao por dias ou semanas e, entdo, sua posterior remog¢ao do sistema. Os métodos de
dosagens de choque permitem a liberacdo do biocida concentrado no sistema mas,
geralmente, envolvem tratamento de produtos residuais. A inje¢do continua fornece maior
exposi¢cdo ao sistema, mas pode ser problemdtica se os microrganismos se tornarem
resistentes ao biocida empregado. Se isso ocorrer, a dose deve ser aumentada ou deve-se
implementar um tratamento com um biocida alternativo. Para implementar a inje¢do continua
numa tubulacdo, um injetor quimico € acoplado em uma localizagdo que forneca eficicia

maxima.

4.2.2. Resisténcia bacteriana a biocidas

Virios fatores afetam a atividade de um biocida, tais como o tipo do organismo
envolvido, a natureza quimica do biocida, a temperatura de contato, pH do meio ambiente e a
presenca de matéria organica (Russel, 1992). Limitacao de nutrientes e taxas reduzidas de
crescimento também podem alterar a sensibilidade de bactérias a biocidas (Brown e Williams,
1985; Gilbert, 1988).

Existem dois mecanismos distintos de resisténcia bacteriana a biocidas, adquirida e
intrinseca (Russel, 1995; Russel e Day, 1996). A resisténcia adquirida é resultado da
aquisicdo de plasmidios ou transposons codificando genes que conferem resisténcia para um

agente microbiano particular, ou ainda a selecdo de mutantes resistentes de uma populagdo
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que foi exposta a um agente antimicrobiano. A resisténcia intrinseca é uma propriedade
natural controlada por cromossomos ou uma adaptacio de um organismo. Em ambientes
naturais, os mecanismos de resisténcia intrinseca podem ser mais importantes. Existem varias
formas de resisténcia intrinseca: os aspectos morfoldgicos (esporos bacterianos, diferencas na
parede celular de bactérias gram-negativas e gram-positivas), o crescimento bacteriano na
forma de biofilmes, tolerancia fenotipica, respostas a falta de nutrientes e a outras condi¢des
de estresse, entre outros (revisto em Morton e cols., 1998).

A resisténcia de biofilmes bacterianos a uma ampla variedade de agentes
antimicrobianos estd associada com a matriz extracelular (Ruseska e cols., 1982; Watkins e
Costerton, 1984; Vess e cols., 1993; Allison, 1998; Sutherland e cols., 1999). Para certos
biocidas, particularmente aqueles que sdo quimicamente reativos ou fortemente carregados, a
presenca de SPE impede seu acesso as células subjacentes. Para outras categorias, as SPE
prolongam, por alguns segundos, o tempo gasto pelo composto para atingir niveis
antimicrobianos nas dreas mais internas do biofilme. Esse efeito pode ser exacerbado quando
as SPE encontram-se ligadas a enzimas capazes de degradar os biocidas. Além disso, a
proximidade das células entre si dentro do biofilme permite a formacdo de diferentes
gradientes gasosos e nutricionais, modificando a taxa de crescimento e o acesso a nutrientes,
e, conseqiientemente, afetando a susceptibilidade da populagdo do biofilme. Esses
mecanismos podem estar envolvidos com a adocdo de novos fendtipos resistentes a biocidas

(Foley e Gilbert, 1996; Morton e cols., 1998).

4.2.3. Monitoramento das aplicacoes de biocidas e da corrosao influenciada por
microrganismos

As populacdes bacterianas devem ser rotineiramente monitoradas, através das andlises
dos fluidos e das superficies metdlicas, e os resultados devem orientar a aplicacdo de biocidas,
objetivando sucesso nos aspectos operacionais e econdmicos. Amostras de bactérias presentes
nos fluidos e nas superficies podem ser analisadas in sifu através de "kits" comercialmente
disponiveis, ou levadas para andlises laboratoriais mais complexas (Stein, 1993; Morris e
cols., 1995, Jack e Westlake, 1995). Os testes realizados em laboratério para avaliar a
eficiéncia de biocidas devem levar em consideracdo as caracteristicas operacionais do
sistema, visando-se alcancar uma reproducdo cuidadosa das condi¢des de campo (Gaylarde e
Videla, 1994).

Para avaliagdo da eficiéncia de biocidas no controle de BRS na industria do petréleo e
de gds, as técnicas mais usadas sdo: nimero mais provavel (NMP) e detec¢do da atividade

bacteriana, verificada pelo enegrecimento do meio, devido a formacdo de sulfeto de ferro
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(Postgate, 1984; Jack e Westlake, 1995). Essas técnicas requerem um tempo de quatro
semanas de incubac¢do antes que a informacao necessdria seja obtida (Figuras 5 e 6). Métodos
alternativos foram desenvolvidos como, por exemplo, a deteccdo e a quantificacio de BRS
por medida de potencial eletroquimico da suspensao de bactérias (Figura 7), mas ndo t€m sido

empregados em larga escala (Aguiar, 1991).

4.2.4. Pré-requisitos ambientais para uso de biocidas

O impacto ambiental causado pelos biocidas deve ser levado em consideracao, sendo
essa a maior preocupacdo na pesquisa por novos biocidas (Gaylarde e Videla, 1994). A
selecdo de bases ativas eficazes no combate as BRS se contrapde a preocupacdo com a
citotoxicidade para os demais organismos marinhos e também com a saide do operador
técnico. Uma outra preocupacdo é com o risco de vazamento desses reagentes durante o
transporte por navios ou estocagem em grandes tanques na plataforma. Numa situacdo
extrema de vazamento, os danos ambientais seriam desastrosos, € estariam sujeitos as penas
previstas pela let CONAMA 20 de protecdo ao meio ambiente (Resolugdes da CONAMA,
1992). Portanto, antes de se iniciar um programa de tratamento, é importante estabelecer um
plano para o descarte do biocida e também ¢ preciso adquirir uma licenga de uso. Geralmente,
a licenca para tratamento quimico € solicitada pela agéncia local de meio ambiente. Os
residuos quimicos e o lixo devem ser gerenciados de acordo com as regulamentacdes
previstas pelas legislacdes ambientais estadual e federal. Deve-se incluir no orcamento total,
para o programa de tratamento, os custos relacionados a licenca e ao despejo (Morris e cols.,
1995).

A avaliacdo da toxicidade dos compostos quimicos que sdo despejados no mar pela
industria do petrdleo € feita principalmente pelo teste de toxicidade aqudtica aguda, realizado
com uma ampla variedade de organismos de dgua doce e de dgua salgada, como peixes,
crusticeos, moluscos, entre outros. Neste caso, mede-se a concentracdo minima do composto
capaz de matar 50% de uma amostragem desses organismos (LCsp). Esse teste € muito util
para o conhecimento dos efeitos gerais das solu¢des despejadas no mar, mas a grande
variedade de procedimentos empregados impede avaliacdes mais precisas do efeito de cada
um dos compostos quimicos presente nessas solugdes. Além disso, ndo se sabe ao certo a
quantidade dos varios produtos quimicos usados para tratamento nas plataformas de petréleo
em todo o mundo. A maioria das companhias ndo reporta a quantidade dos quimicos
utilizados em suas operagdes (Hudgins, 1992). Uma fracdo substancial do material liberado na

agua € consumida de acordo com sua fun¢do especifica (por exemplo, inibidores de corrosao

adsorvendo a superficie metdlica, seqiiestrantes reagindo com oxigénio, biocidas reagindo
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Figura 5§
Tabela do método do Nimero Mais Provavel (NMP) usada para enumeracao
de BRS
(Extraida de Harrigan e McCance, 1976)

Numero de Frascos Positivos Observados
em Cada Diluigdo Numero Mais Provavel de
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por ml da Primeira
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Valores do NMP para trés tubos com trés dilui¢cdes decimais sucessivas. O NMP pode ser
estimado pela multiplicagdo do NMP derivado da tabela pelo fator da primeira diluicao.
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Figura 6
Deteccao da atividade de BRS pelo enegrecimento do meio Postgate E

A figura mostra um corpo-de prova de ago-carbono contendo biofilme de BRS aderido a sua
superficie e inoculado em meio de cultura Postgate E fresco (frasco a esquerda). Com o
crescimento de BRS, observa-se o enegrecimento do meio de cultura devido a formacao de
sulfeto de ferro (frasco a direita). O acompanhamento didrio da cor do meio de cultura (até
o méaximo de 28 dias) € usado como indicador de detec¢do da atividade de BRS.

Figura 7
Método de deteccao e semi-quantificacdo de BRS em suspensio por medida
de potencial eletroquimico
(Extraido de Aguiar, 1991)
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bactérias redutoras de sulfato/m! (NMP)

Registros eletroquimicos da relag@o entre os potenciais de prata medidos em suspensdes de
BRS, em diferentes dilui¢des com dgua do mar desaerada, expressos em relagdo ao nimero
de BRS quantificado por testes paralelos de NMP, acompanhados por 28 dias apds os
registros eletroquimicos. Quanto menor o valor do potencial de prata (eixo Y) maior a
quantidade de bactérias encontradas em solucgéo (eixo X).
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com células bacterianas). Assim, a fra¢do total dos compostos quimicos presentes na agua
despejada é aproximadamente 25% ou menos da inicial. Medidas diretas das concentracdes
despejadas e dados mais precisos sobre a solubilidade dos compostos sdo um pré-requisito

importante antes da tentativa de estudos definitivos de impacto ambiental potencial.

4.3. Principais bases ativas aplicadas na industria do petréleo

Em duas amplas revisdes sobre o tema, Hudgins (1992) e Morris e cols. (1995)
descrevem alguns dos biocidas mais utilizados na indudstria do petréleo. Os aldeidos
(glutaraldeido, acroleina, formaldeido), sais quaternérios de amonio, carbamatos, isotiazolona
e sais acetatos de amina estdo entre eles. Além desses compostos, varios outros produtos
quimicos podem ser utilizados no controle da CIM na industria do petréleo e da corrosdo em
diferentes tipos de instalagdes. O sulfato de tetrakishidroximetil fosfénio, o 4cido
dietilenotriaminopentacético e o molibdato de sédio fazem parte desse grupo (Kenisur, 1996;
Downward e cols., 1997; Wang e cols., 1999). A Figura 8 apresenta as férmulas quimicas de

algumas das principais bases ativas usadas na industria do petréleo.

4.3.1. Glutaraldeido

O glutaraldeido (GA) é um composto ativo encontrado em uma ampla variedade de
biocidas comerciais usados para o controle de bactérias e algas. Ele € um composto aciclico
de cinco carbonos, cujos carbonos terminais constituem grupos funcionais aldeidos (Figura
8A). Esses grupos reagem com os constituintes basicos de proteinas (por ex. os grupos -NH,,
-OH, -COOH e -SH) presentes na membrana e na parede celular, alterando a permeabilidade
da célula. Dessa forma, o transporte de nutrientes para a célula e a remogdo de seus
metabolitos sdo inibidos, sendo esta a principal causa para a morte dos microrganismos
(Eagar e Theis, 1986).

GA € soluvel em dgua e possui densidade similar. Entretanto, € insolivel em dleo e,
assim, em um ambiente dgua/dleo, ele possui forte afinidade com a fase aquosa. GA é
formulado em concentragdes de até 50%, concentracdo méxima permitida pela legislagao
ambiental. As formulacdes podem conter 4gua, metanol ou isopropanol (ou uma combinagao
de todos). Os dlcoois sdo, geralmente, adicionados para prevenir o congelamento durante sua
estocagem, podendo também aumentar a capacidade de penetracio do GA. O GA ¢
incompativel com substancias alcalinas ou dcidos fortes. Em particular, € reativo com amonia
e substancias contendo aminas. As aminas podem promover a polimeriza¢ao exotérmica do
glutaraldeido.

Nas concentracdes mdximas permitidas, o GA ¢ classificado como corrosivo pelo
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Figura 8

Férmulas quimicas de algumas das principais bases ativas aplicadas na

industria do petroleo
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Departamento de Transporte dos Estados Unidos da América. A corrosividade desse
composto tem causado preocupacio quando dosagens de choque sdo aplicadas em pontos de
sistemas de dificil acesso para inspecao (ex. pocos injetores, bases de tanques, entre outros).
Porém, em sistemas com predominancia da CIM, o uso de GA, em niveis recomendados,
pode resultar em decréscimo na corrosao por meio do controle microbiolégico.

A forma mais simples para o descarte de GA € dilui-lo a niveis biodegradaveis, abaixo
de 10 ppm. O descarte liquido pode ser feito em unidades de tratamento de dgua e esgoto ou,
alternativamente, em dgua superficial de acordo com regulamentagdes aplicadas. Porém, se a
diluicdo ou a biodegradacdo ndo € vidvel, solugcdes de até 10.000 ppm de GA podem ser
desativadas quimicamente pela elevacao do pH para 11 ou mais. Onde a legislagdo ambiental
permite, o GA pode ser atomizado com solvente inflamavel dentro de um incinerador. Sua

combustao completa produz diéxido de carbono e dgua.

4.3.2. Sais quaternarios de amonio

Sais quaternarios de amodnio (QAT) sdo fons amdnio (NH;") com grupos alquila
(hidrocarbonetos) com todos os hidrogénios substituidos (Figura 8B). Eles sdo compostos
cationicos usados em biocidas e inibidores de corrosdo. QAT atuam como um detergente
sobre a membrana celular, dissolvendo lipideos e causando a liberacdo de material celular
vital. As propriedades detergentes destes compostos fornecem uma prote¢do adicional contra
a adesdo mediada por SPE. Como inibidores de corrosdao, QAT formam uma camada protetora
sobre superficies internas de sistemas tratados, reduzindo a exposicio do metal a agentes
oxidantes. A combinagdo das propriedades biocida e formadora de camada dos QAT fornece
uma opg¢do estratégica contra a CIM. Entretanto, sua eficiéncia depende das doses aplicadas e
das condi¢des locais. Por exemplo, a dose efetiva de QAT varia de 10 ppm para bactérias
gram-positivas a 400 ppm para bactérias gram-negativas (Edyvean e Dexter, 1993).

As principais aplicagdes dos QAT tém sido em componentes de sistemas fechados,
tais como tubulagdes e separadores gas/liquido. Relatos técnicos da aplicagdao de QAT na
superficie de reservatdrios sao raros.

Biocidas contendo QAT podem ser formulados com uma variedade de aditivos,
incluindo o hidréxido de potdssio (KOH), 4lcoois e dgua. Os dlcoois e a dgua sdo
principalmente solventes, embora os dlcoois também possam fornecer uma agdo biocida
adicional e uma maior capacidade de penetragdo. Os QAT sdo compativeis com GA, mas
alguns produtos feitos com QAT podem ser formulados com outras aminas que podem gerar
incompatibilidade ao produto. Assim, testes de compatibilidade devem ser realizados antes de

suas aplicagdes. Os QAT sdo incompativeis com agentes oxidantes fortes, tais como cloro,
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iodo, peréxidos, cromatos, 4cido nitrico, percloratos, oxigénio concentrado e permanganatos.
A maioria dos biocidas a base de QAT € biodegraddvel em concentragdes subletais e,
assim, a desativacdo quimica, freqiientemente, ndo € necessdria. Porém, QAT pode ser
retirado da dgua usando-se filtros de argilas naturais. Essa propriedade de atracdo dos QAT
pela argila permite que o efluente tratado seja considerado nao t6xico para despejo, caso

nenhum outro composto téxico esteja presente.

4.3.3. Sais quaternarios fosfonio

Os sais quaterndrios fosfonio contendo fésforo, cloro e/ou sulfato pertencem ao mais
recente grupo de biocidas desenvolvidos (Cheung, 1995).

O sulfato tetrakishidroximetilfosfonio (THPS) € um sal quaternario fosfonio de cadeia
curta (Figura 8C). O THPS ¢ considerado efetivo contra BRS planctonicas e sésseis e
constitui uma nova base ativa biocida utilizado em sistemas industriais de refrigeracdo e
sistemas de producdo de petréleo (Downward e cols., 1997). Com base em dados de
toxicidade, considera-se que o THPS pode ter um efeito ambiental menos dréstico do que
outras bases ativas biocidas normalmente utilizadas no combate aos microrganismos da CIM
(Downward e cols., 1997). O THPS apresenta um bom perfil ambiental em relacdo a
citotoxicidade (LCsp) sobre organismos aqudticos, € prontamente biodegradado e ndo
apresenta potencial para a ocorréncia de bioacumulacdo. Um outro beneficio ambiental é o
fato dele ser rapidamente oxidado a 6xido de trihidroximetilfosfina (THPO), que também tem

baixa toxicidade aqudtica e ndo é considerado um agente causador de danos ambientais.

Ambos os compostos, THPS e THPO, sao fotodegradados no ambiente.

4.3.4. Acido dietilenotriaminopentacético (DTPA)

O DTPA (Figura 8D) é um agente quelante amplamente usado para remover
incrustacoes de sulfato de bario (barita), que sdo um grave problema na industria do petréleo
(vide item 5.1). O DTPA promove a dissolucdo quimica da barita através da formacdo de
fortes complexos com o ion bario em solucdo (Wang e cols., 1999; Dunn, 1999), sendo que a
eficiéncia desse processo € fung¢do da concentracdo do produto, da temperatura, do tempo de
contato e da drea superficial disponivel para a reacdo. O pH alcalino (>12) necessdrio a
dissolu¢do do sulfato de bdrio é, reconhecidamente, desfavordvel ao crescimento de

microrganismos.
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4.3.5. Molibdato de sédio

Além de sua atividade bacteriostitica, o molibdato de sédio é conhecido como um
inibidor de corrosdo de ligas metdlicas (metais ferrosos, aluminio e cobre), sob diferentes
condic¢des operacionais e ampla variacdo nas caracteristicas da dgua. Segundo artigo técnico
(Kenisur, 1996), o molibdato possui uma baixa toxicidade quando comparado a maioria dos
metais de transi¢do e ndo faz parte da lista dos produtos considerados toxicos e/ou poluentes
da CWA (Clean Water Act, Estados Unidos).

O ion molibdato funciona como inibidor metabdlico para BRS (Postgate, 1984). Sua
estrutura € semelhante a do fon sulfato e quando o fon molibdato encontra-se na mesma
relacdo estequiométrica que o ion sulfato presente no meio, ocorre a inibi¢do da reducio deste
composto pelas BRS e, conseqiientemente, uma inibicdo do crescimento dessas bactérias.
Chen e cols. (1998 e 1999) verificaram que o fon molibdato foi capaz de reduzir o

crescimento de uma cultura de Desulfovibrio desulfuricans.

4.4. Novas estratégias para o uso de biocidas

A existéncia de numerosas e rigorosas leis ambientais relacionadas a aplicacdo de
substancias toxicas tem estimulado tratamentos objetivos com o uso minimo de produtos
quimicos toxicos. Nesse contexto, o sistema deve ser monitorado para se determinar a
quantidade minima de biocida eficiente no controle microbiano (Morris e cols., 1995). E
recomenddvel, também, direcionar o tratamento para as dreas afetadas do sistema e ndo se
empregar tratamento global. Além disso, tratamentos alternativos com uso de substincias
naturais estdo sendo desenvolvidos. Vérios produtos naturais ja foram testados com esse fim,
entre eles: derivado da arvore Juad (Santos, 1991), extrato de sementes de mostarda preta
(G6émez de Saravia e cols., 1998), extrato do 6leo de pimenta (Paterek e cols., 1998),

imunoglobulinas humanas (Guiamet e cols., 1999), etc.

5. Objeto de nosso estudo: biofilmes formados por BRS envolvidos em processos de CIM
em oleodutos e no sistema de injecio de agua do mar de plataformas da PETROBRAS
Os processos corrosivos que atingem os oleodutos da PETROBRAS vém provocando
a ocorréncia de inimeras falhas internas que, além do aumento de custos operacionais, levam
as paradas de producdo e aos danos ao meio ambiente. Como anteriormente comentado,
embora ndo tenham sido associados a problemas de corrosao, os recentes vazamentos de 1,3 e
4,7 milhdes de litros de 6leo que aconteceram na Baia de Guanabara e no Rio Iguacu,
respectivamente, ilustram a importancia de estudos visando evitar processos que possam

causar danos dessa natureza.
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BRS presentes nos sistemas de producdo de petréleo tém diversas origens, que podem
ser (1) do préprio reservatorio, (2) introduzidas durante os processos de perfuracdo e
completacdo do pogo ou (3) provenientes do processo de injecdo de dgua do mar para
recuperacdo secunddria do petréleo. No inicio da produgao de um campo, a presenca de BRS
associada a um baixo teor de dgua ndo traz conseqii€éncias maiores no tocante a corrosao,
devido a permanéncia da 4gua na forma emulsionada, que ndo permite o contato das bactérias
com a superficie metélica. Entretanto, quando os sedimentos de fundo e a percentagem de
dgua do fluido produzido aumentam, o nivel de atividade microbiana tende a aumentar e a
provocar a maioria dos processos corrosivos internos instalados em gasodutos e,
principalmente, em oleodutos. Os campos produtores que dependem da injecdo de dgua do
mar sdo os mais susceptiveis a CIM, pois a mistura da 4gua do mar com a dgua de formacao,
originalmente presente no reservatorio, estimula tanto o crescimento das bactérias nativas do
reservatorio quanto as presentes na dgua de injecao. Esse estimulo do crescimento bacteriano
se da, principalmente, pela disponibilizacdo do ion sulfato e pelas diminui¢des da salinidade e
da temperatura da formacao petrolifera. Assim, a medida que as condicdes de ecologia do
reservatorio tornam-se favordveis, BRS podem acidificar o reservatério e os fluidos
produzidos, pela producdo de H,S, ou, mover-se, juntamente com a dgua, da regido do pogo
injetor para a do poco produtor, favorecendo o desenvolvimento de coldonias microbianas nas
superficies metdlicas.

Portanto, dois cendrios distintos se caracterizam como situagdes-problema, nas quais a
CIM assume um papel importante, que atinge tanto oleodutos quanto o sistema de injecao de
dgua do mar. No presente trabalho, participamos, juntamente com a equipe da Biotecnologia e
Ecossistemas do CENPES para melhor entender o processo de formacdo e desorganizacdo de
biofilmes bacterianos (com énfase naquele formados por BRS) nesses sistemas, tendo em

vista o controle da CIM.

5.1. Cenario 1: crescimento de BRS em areas incrustadas por sulfato de bario em
oleodutos da area norte da Bacia de Campos

Os oleodutos da drea norte (Figura 9), em conjunto, transportam mais de 65 mil barris
de 6leo/dia e vém apresentando problemas de corrosdo desde 1994 (Magalhaes, 1995). Além
dos aspectos relacionados a CIM, a producdo de petréleo via injecao de dgua do mar tende a
formar incrustagdes, sendo as mais comuns as do tipo carbonato de célcio (CaCOs), sulfato de
estroncio (SrSO4) e sulfato de bario ou barita (BaSO4). As ocorréncias mais severas de
incrustacao sdo conseqiiéncias de sistemas com alto grau de precipitacdo de BaSO,4, como € o

caso da drea norte da Bacia de Campos. Nessas formacoes, onde a dgua € rica em fons bario e
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Figura 9
Representaciio esquematica dos oleodutos da area norte da Bacia de Campos

Plataforma de
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—
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(PCH II) (PCHI)
e E—

O esquema mostra a rede interligada de oleodutos para transporte do 6leo recuperado em cada
uma das plataformas da drea norte da Bacia de Campos. O ponto final de coleta do 6leo é a
plataforma de Garoupa I (PGP I), antes de seu transporte até o continente.
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estroncio, a mistura com a dgua do mar, rica em fons sulfato, provoca desequilibrio quimico
no meio aquoso dando origem aos depdsitos de sulfato de bario.

A interacdo de microrganismos, em especial das BRS, com as incrustacdes de sulfato
de bario baseia-se em fendmenos de atracdo eletrostdtica, onde a adesao inicial da BRS ao
cristal ocorreria devido ao ion bdario (catidnico) se ligar a superficie anidonica das bactérias.
Essa interacdo leva a solubilizacdo do cristal de barita, a metabolizacdo do ion SO~ pela
BRS, a produgdo elevada de sulfeto e ao processo de corrosdo localizada que vem sendo
detectado nos oleodutos da drea de produgdo norte da PETROBRAS, na Bacia de Campos
(Magalhaes e cols., 1995).

Diante do exposto, o(s) tratamento(s) deveria(m) ser capaz (es) de remover as
incrustagdes e inibir o crescimento de BRS. O candidato natural ao controle da CIM seria a
injecdo continua de biocidas. Entretanto, além da presenca do sulfato de bario, a baixa
porcentagem de dgua do fluido transportado e a baixa solubilidade dos biocidas comerciais no
6leo tendem a limitar a eficiéncia biocida. A passagem sucessiva de raspadores ("pigs") para
limpeza seria uma outra possibilidade de tratamento. Por outro lado, a alta dureza das
incrustacdes de sulfato de bario (barita) deixa dividas quanto a eficiéncia dos raspadores em
remover os depdsitos aderidos.

Fica evidente a necessidade de se estudar um tratamento especifico para esses
oleodutos, onde o principal mecanismo de falha tem sido a CIM, pela a¢do das BRS sobre as

incrustacdes de sulfato de bério.

5.2. Cenario 2: monitoramento e controle da CIM no sistema de injecao de agua
do mar para recuperacio secundaria de petréleo

Na PETROBRAS, o uso da técnica de recuperacdo secunddria de petréleo mostra-se
bastante intensificada, em funcdo da coloca¢do em produgdo de campos dotados de grandes
reservas, como € o caso de Marlim, na Bacia de Campos. O campo de Marlim é de
importancia estratégica para a producdo brasileira de petréleo. Contém um volume original
provado de 6leo de 802 x 10° m® e uma reserva explordvel provada de 6leo de 270 x 10° m’, o
que representa 35% das reservas totais no Brasil. Estima-se que os po¢os permitirdo um pico
de producao de 6leo de 535.000 barris / dia no ano de 2002, e uma producao acumulada de
6leo de 2,5 bilhdes de barris apds 25 anos (ano de 2019) (Bruhn e cols., 1996). Neste campo,
a dgua do mar € a matéria-prima bdsica para levar a efeito esse processo, prevendo-se, no ano
de 2000, proceder-se a injecdo de cerca de 118.365 m’ / dia de dgua do mar tratada
(Magalhaes, 1998). Muiltiplos esforcos estdao voltados para a melhoria da qualidade da dgua de

injecdo para recuperacdo secunddria de petroleo, visando o controle microbioldgico de
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organismos envolvidos em processos de corrosdo, de entupimento e de acidificacdo biogé€nica
de reservatorios.

O presente estudo priorizou analisar bactérias amostradas em plataformas do Campo
de Marlim por sua importancia estratégica para a producdo brasileira de petréleo. Um sistema
dindmico de fluxo d’dgua ("loop") foi desenvolvido pelo CENPES para simulacdo das
condi¢des operacionais de um sistema de injecdo de dgua do mar e avaliacdo de processos
corrosivos abidticos e bidticos. Este sistema "loop" foi testado pela primeira vez no presente
trabalho para cultivo, monitoramento, caracterizacdo e controle (pelo uso de biocidas) de

bactérias planctonicas e de biofilmes envolvidos em processos de biocorrosao.
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6. Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo geral:

Avaliar o efeito de diferentes solucdes quimicas compostas de bases ativas com
diferentes caracteristicas (biocidas, inibidores metabdlicos, inibidores de corrosio e
de incrstacdo) no controle do crescimento de BRS sésseis e planctOnicas e na
desorganizacdo de biofilmes bacterianos envolvidos em processos de biocorrosao
em sistemas de producdo, transporte de petrdleo e sistema de injecdo de dgua do

mar da PETROBRAS.

Esse objetivo geral desdobra-se nos seguintes objetivos especificos:

1.

estudar em laboratério, por técnicas microbioldgicas e de microscopia eletronica,
sob condicdes estdticas e dindmicas de fluxo d'dgua, a formagdo e a
desorganizagdo (na presenca de biocidas) de biofilmes associados a processos de
biocorrosdo e constituidos por bactérias amostradas em oleodutos ou em
tubulagdes do sistema de injecdo de dgua do mar de plataformas maritimas da

PETROBRAS, Bacia de Campos.

avaliar, por técnicas microbioldgicas e de microscopia eletronica, o efeito de bases
ativas no tratamento in situ de biofilmes bacterianos corrosivos presentes em
oleoduto de plataforma da PETROBRAS na drea de producdo norte da Bacia de

Campos.
padronizar a técnica de microscopia confocal de varredura a laser para o estudo in

situ de biofilmes bacterianos corrosivos aderidos a superficie metélica de corpos-

de-prova.
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MATERIAIS E METODOS
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1. Meios de cultura e solucoes

1.1. Agua do mar sintética
Meios de cultura e solugdes, utilizados tanto para os experimentos de microbiologia
quanto para as andlises ultra-estruturais e elementais, foram diluidos em dgua do mar sintética
obedecendo ao padrdo de concentracio de NaCl encontrado em cada uma das amostras
estudadas. A composi¢cdo da dgua do mar sintética (em g/10 1) consiste em NaF (0,03), SrCl,
6H,0 (0,2), H;BO3 (0,3), KBr (1,0), KCI (7,0), CaCl, (11,13), Na,SO4 (40,0), MgCl,.6H,0O
(107,8), NaCl (235,0), NaSiO3.9H,0 (0,2), Na,EDTA (0,0089), NaHCO; (2,0), pH 7,6.

1.2. Solucao redutora para preservacio de biofilmes bacterianos
Essa solugdo foi utilizada para o acondicionamento das amostras extraidas de campo
até o momento em que elas foram inoculadas em meio de cultura e para os procedimentos de
extracdo dos biofilmes dos corpos-de-prova que precederam os métodos de contagem das
bactérias. Os componentes dessa solucdo sdo o tioglicolato de sédio (0,124 g), acido
ascorbico (0,1 g), 4 ml de solugdo de resazurina a 0,025% (p/v), 4gua do mar sintética (1000

ml), pH 7,6 (apds esterilizacdo).

1.3. Meio Postgate E - modificado para bactérias redutoras de sulfato meséfilas (m-
BRS)

E 0 meio nutritivo usado para a selecdo de culturas de BRS e também para a contagem
de populacdes (Postgate, 1984). Esse meio deve ser incubado em anaerobiose. A mera
exclusdo do ar, entretanto, ndo € suficiente para o crescimento das BRS. Para tal, o maior pré-
requisito é o estabelecimento do potencial redox do meio em torno de -100mV que, nesse
caso, € conferido pelo tioglicolato de s6dio como agente redutor. Numa modificacdo
introduzida no laboratério do CENPES, o tioglicolato de sddio (0,124 g/I) substitui o dcido
tioglicdlico (0,1 g/1), sendo esterilizado separadamente em solugdo-mde e adicionado em
condicdes assépticas (1% v/v), antes da inoculagdo com bactérias. Essa alteracdo permite a
estabilizacao do pH e estocagem do meio por varios meses. O sal de ferro, na concentragdo de
0,5% € usado com propésito de diagndstico. A formagdo de um precipitado preto de FeS,
escurecendo o meio, evidencia a reducdo bacteriana de sulfato (ver Introducdo - Figura 6 ). A
adi¢do de agar na quantidade de 1,9 g/l para a forma¢do de meio semi-sélido foi baseada na
indicacdo de Surinach (1986) para facilitar o processo de adesdo. A resazurina foi introduzida
como indicadora de anaerobiose. O preparo do meio € realizado cozinhando-se o agar em

dgua do mar sintética, sob agitacdo, até que ele esteja completamente dissolvido, quando
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entdo o aquecimento € desligado, mantendo-se a agitacdo, e os componentes restantes sao
adicionados. O pH € ajustado para 7,6 com o uso de NaOH 0,1N ou HCI 0,1N. O meio recebe
purga de nitrogénio durante todo o preparo e o estado de anaerobiose € detectado pela
mudanca de cor da resazurina, de cor azul para réseo. Ao final, ele é acondicionado em vidros
de 10 ml ou 50 ml, ou em reatores com capacidade de 1 a 5 1. Os vidros recebem uma tampa
de borracha e lacre de aluminio e os reatores sao devidamente fechados e vedados, de forma a
impedir a entrada de ar. A esterilizacdo € feita em autoclave durante 15 minutos apds atingir a
temperatura de 121°C. Apés a esterilizacdo, parte do agar apresenta-se em forma de flocos e o
meio apresenta-se incolor ou réseo. A composi¢ao do meio Postgate E modificado é feita por
KH,PO4 (0,5 g), NH4ClI (1,0 g), Na,SO4 (1,0 g), CaCl,.6H,O (1,0 g), MgCl,.6H,0 (1,83 g),
lactato de sédio (50% p/v) (7,0 ml), extrato de levedura (1,0 g), acido ascérbico (0,1 g),
FeSO,4.7H,0 (0,5 g), agar-agar (1,9 g), 4,0 ml de solucdo de resazurina 0,025% (p/v), 4gua do

mar sintética (1000 ml), pH 7,6 (apds esterilizagdo).

1.4. Meio de cultura para bactérias anaeroébias heterotroficas totais (BANHT)
Esse meio de cultura foi usado nos experimentos realizados no sistema dindmico de
fluxo d'dgua para a selecdo de culturas de bactérias anaerdbias heterotréficas e também para a
contagem de populagdes. Os componentes desse meio sdo: glicose (5,0 g), peptona universal
(4,0 g), extrato de levedura (1,0 g), 4,0 ml de solugdo de resazurina a 0,025% (p/v), dgua do
mar sintética (1000 ml), pH 7,6 (ap6s esterilizacdo).

1.5. Solucao nutritiva para formacao de biofilmes bacterianos
A solugdo nutritiva foi utilizada nos ensaios realizados em sistema dinamico de fluxo
d’4gua para favorecer o crescimento da populacdo bacteriana e o processo de adesdao dessas
bactérias aos corpos-de-prova (formacdo de biofilmes). Os componentes dessa solugdo sdo 4,0
ml de lactato de sédio (70%), extrato de levedura (1,0 g), glicose (0,25 g) em 1000 ml de 4gua

do mar sintética, pH 7,6 (ap6s esterilizagdo).

2. Corpos-de-prova utilizados

O dispositivo usado para a formagdo dos biofilmes pelas bactérias € confeccionado
com o mesmo material das tubulacdes das plataformas de petréleo, geralmente agco-carbono.
Os amostradores (corpos-de-prova) para uso em campo sdo desenhados com as mesmas
caracteristicas do sistema de trabalho, isto €, resistentes as pressoes de teste e ao impacto, ndo
maledveis e inertes ao meio. Amostradores para uso em laboratério sdo confeccionados

seguindo os mesmos principios, porém sem a necessidade de um desenho complexo (Figura

37



Materiais e Métodos

10). Suas formas e dimensdes podem variar de acordo com o local e objetivos a serem
atingidos com seu uso.

Antes da utilizacdo, os corpos-de-prova foram preparados com jateamento de areia, a
fim de se obter uma superficie de rugosidade uniforme, e foram esterilizados sobre lencos de
papel em fluxo laminar, por 30 minutos cada face, pela a¢do da luz ultravioleta (UV), sob
fluxo de nitrogénio seco e filtrado para evitar possivel oxidacdo. Ao término da esterilizagao,
os corpos-de-prova foram embrulhados no lenco de papel e mantidos em dessecador até o
momento dos experimentos.

Nesse trabalho, foram utilizados dois tipos de corpos-de-prova com diferentes
formatos (Figura 10). Para o crescimento de biofilmes em sistema estatico, os corpos-de-
prova eram chapas retangulares (3,9 cm x 1,0 cm x 0,3 cm) de aco-carbono, com um furo
numa das extremidades para permitir que fossem amarrados, pendurados e incubados, em
posicao vertical, nos frascos contendo os meios de cultura ou composicdes biocidas, com ou
sem indculo de bactérias (Figura 10A, amostrador al). J4 os corpos-de-prova usados no
sistema dindmico ("loop") eram discos de ago-carbono (SAE 1020) similares aos cupons do
dispositivo "Robins Device" (Ruseska e cols., 1982) com 4rea igual a 0,5 cm” que foram
colocados tangencialmente ao fluxo d'dgua do sistema (Figura 10A, amostrador bl, Figura

10B).

3. Avaliacdo em laboratério da eficiéncia biocida de solucoes quimicas diversas em
sistema estatico de fluxo d'agua visando o controle de BRS presentes em oleodutos

incrustados por sulfato de bario

3.1. Procedimento de coleta, cultivo e obtencio de BRS nas formas planctonica e
séssil

Depois de raspados da tubulac@o do oleoduto das plataformas Namorado e Garoupa 1

PNA-1 / PGP-1, localizado na drea norte da Bacia de Campos (Vide Introdugdo — Figura 9),
os residuos foram imediatamente imersos em solu¢do salina redutora pré-purgada em
nitrogénio e levadas para o laboratério do CENPES. Esses residuos foram submetidos a
agitacdo por vortex e o material extraido foi inoculado em meio Postgate E modificado para
selecdo de BRS com salinidade ajustada para 72 g de NaCl / 1 (similar aquela da dgua
produzida originéria desse oleoduto). A manutencao dessas bactérias na forma planctonica em
laboratdrio € feita por tempo indeterminado através de passagens mensais, normalmente com
in6culo de 0,5 a 10% em meio Postgate E modificado. Para obten¢do da forma séssil de BRS,

bactérias planctonicas foram colocadas em contato com corpos-de-prova de aco-carbono por
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Figura 10
Corpos-de-prova e dispositivos utilizados para estudo e monitoramento de
biofilmes bacterianos em sistemas estatico e dinimico de fluxo d’agua

Corpos-de-prova de aco-carbono SAE 1020 utilizados em ensaios estiticos (a) e
dindmicos (b) de fluxo d’dgua. Os corpos-de-prova al e b2 foram utilizados no
presente trabalho nos sistemas estatico e dindmico “loop”, respectivamente.

Corpo-de-prova %
(ex. disco de aco)

w*é

Dispositivo do tipo “Robins Device” utilizado para amostrar e monitorar biofilmes de um
sistema de fluxo dindmico como, por exemplo, tubulacdes de injecdo de dgua. Esses
dispositivos sdo colocados de forma paralela ao sistema principal e os corpos-de-prova
(no detalhe) s@o encaixados de forma tangencial em relacdo ao fluxo.
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noventa (90) dias para formar um biofilme sobre a superficie dos mesmos. Foi adicionada ao

meio de cultura uma concentracdo de sulfato de bario similar aquela encontrada no oleoduto

(1,6 g/l).

3.2. Solucdes quimicas avaliadas

Nos ensaios de eficiéncia biocida avaliou-se um total de quatro solucdes quimicas
(Tabela 2): (1) sulfato de tetrakishidroximetil fosfonio coadjuvado com sais quaternarios de
amonio (THPS-QAT); (2) glutaraldeido coadjuvado com sais quaternarios de amonio (GA-
QAT); (3) sal sédico do acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) e (4) a combinacgao de
molibdato de s6dio com o nitrito de sédio (MoQO4-NO;) que, segundo o departamento técnico
da Kenisur (1996), ¢ muito eficiente para controlar a corrosdo do aco-carbono em aguas
contendo um baixo teor de oxigénio. Essas bases ativas foram escolhidas pelas seguintes
razdes: (1) eficiéncia proposta para o controle do crescimento bacteriano; (2) aplicagdo na
industria do petréleo; (3) disponibilidade comercial dos produtos. Nestes ensaios, procurou-se
reproduzir as condi¢des do tratamento realizado em campo com biocidas. A dgua corrente
fornecida pela CEDAE foi desaerada com bissulfito de sédio (pH 6,8) e empregada para
diluicao das bases ativas, pois a remog¢ao do oxigénio da dgua (desaeracdo) € necessdria para
reduzir a corrosividade a um nivel minimo. Somente a solu¢do de DTPA ndo foi submetida a
desaeracdo, além de ter o pH ajustado para 12, com KOH 5 M. Os biocidas foram testados em

laboratédrio, usando a cultura mista de BRS nas formas planctonica e séssil.

Tabela 2
Bases ativas, concentracoes e dosagens de produtos utilizados nos testes de eficiéncia
biocida
SOLUCAO DAS BASES ATIVAS DOSAGEM EMPREGADA
Solucdo aquosa contendo 43,8% p/v de sulfato de
tetrakishidroximetil fosfénio + 7,2% p/v de sal quaterndrio de 100 ppm

amonio (THPS-QAT)
Solucdo aquosa contendo 42% de glutaraldeido + 8% de sal

quaterndrio de aménio (GA-QAT) 250 ppm
Solucdo aquosa contendo de 32% de 4cido Produto puro + KOH 5M (pH 12)
dietilenotriaminopentacético (DTPA) ou
ou 10% v/v (pH 14)

Solugdo alcalina contendo 40% de acido
dietilenotriaminopentacético em hidréxido de sédio (NaOH)

Solucdo aquosa contendo 99,5% p/v (min) de molibdato de 250 ppm de MoO,* com 250 ppm de
s6dio (Na, MoO, .2H,0) + Solu¢do aquosa contendo 97% NO,"
p/v (min) de nitrito de s6dio (NaNO,) - (MoO4-NO,)
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3.3. Ensaios de eficiéncia biocida

Solucdes de biocidas preparadas em frascos de 50 ml de acordo com suas
especificacdes (Tabela 2) foram colocadas em contato por 4 h e 24 h com: (1) corpos-de-
prova virgens sem a presenca de BRS (controle abidtico); (2) corpos-de-prova virgens,
colocados simultaneamente com um indculo de 7,5 x 10° BRS planctonicas; (3) corpos-de-
prova cobertos por biofilme de BRS (apds 90 dias de formacdo; ver item 3.1). A escolha dos
tempos de contato com os biocidas baseou-se na possibilidade destes serem os tempos

minimo e maximo de parada de produ¢c@o em campo para a realizacao do tratamento.

3.4. Analises microbiolégicas para avaliacao da eficiéncia biocida

Apd6s 4 h e 24 h de exposicao as diferentes solugdes biocidas, os corpos-de-prova
foram lavados em solucdo salina redutora, transferidos para frascos de 50 ml de meio de
cultura Postgate E modificado e incubados por 28 dias, na temperatura de 30°C, com o
objetivo de avaliar a eficiéncia biocida sobre as BRS sésseis. Adicionalmente, o meio de
cultura contendo as bactérias planctonicas em contato com a solugdo biocida foi agitado e, em
seguida, 5 ml foram retirados dessa soluc@o e inoculados em frascos de vidro com 45 ml de
meio Postgate E modificado, na temperatura de 30°C. A atividade de BRS foi acompanhada
por 28 dias.

A avaliagao da eficiéncia das solucdes biocidas foi realizada utilizando-se os seguintes
parametros: deteccdo das atividades de BRS planctonicas (que se encontravam em solugdo
apos tratamento) e de BRS sésseis (que permaneceram aderidas ou que aderiram aos corpos-
de-prova apoés tratamento).

A detec¢ao de BRS foi constatada pelo enegrecimento do meio devido a precipitacao
de sulfeto de ferro (FeS), resultante da interacdo de sulfeto liberado por essas bactérias e o
ferro encontrado em suspensdo no meio (ver Introducdo - Figura 6). O grau de eficiéncia do
composto biocida € inversamente proporcional a detecc@o da atividade bacteriana no meio de
cultura, ou seja, quanto mais rapida for a deteccao das BRS no meio menor serad a efici€ncia

do biocida testado.

3.5. Analises ultra-estruturais e microanalises de raios-X

Ap6s o contato com as solugdes de DTPA e GA-QAT, foram retirados corpos-de-
prova das culturas de origens planctonica ou séssil, para serem processados para microscopia
eletronica e para microandlise de raios-X. Os detalhes dos procedimentos empregados

encontram-se descritos nos itens seis (6) e sete (7).
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4. Tratamento do oleoduto PCH-II / PCH-I com o produto selecionado através dos
ensaios em sistema estatico: avaliacao da eficiéncia do DTPA no controle de BRS e

incrustacoes de sulfato de bario

4.1. Solucao biocida selecionada

Uma solucdo alcalina (pH 14) contendo DTPA a 40% em hidréxido de sédio (NaOH)
foi aplicada na tubulagdo em uma concentragdo de 10% diluida em 4agua industrial. Neste
ensaio, acrescentou-se o carbonato de sédio (Na,CO3) a 1,5% na solucdo de DTPA, pois essa
combinacdo ja havia sido testada anteriormente no CENPES, apresentado um maior poder em

complexar {ons bério (dados ndo mostrados).

4.2. Realizaciao do tratamento proposto

Na plataforma Cherne II (PCH II), o 6leo foi deslocado por uma camada de 15 m’ de
dgua. Em seguida, foram feitos o bombeamento com xileno (para dissolver o 6leo restante) e a
aplicacdo de DTPA + Na,COs. O tempo de contato do produto com a superficie da tubulacio
foi de 10 h e 20 min.

4.3. Avaliacao da eficiéncia do tratamento

Acompanhou-se a chegada de fluido na plataforma de Cherne I (PCH I), tendo sido
monitorado o pH, aspecto visual e odor (dados nao mostrados). Residuos da tubulacdo foram
amostrados com o auxilio de raspadores ("pigs") introduzidos na tubulacdo antes do
tratamento com DTPA. Amostras liquidas da dgua produzida foram coletadas em locais
proximos ao receptor de '"pigs". Desta forma, obteve-se amostras-controle visando a
caracterizacdo da eficiéncia do DTPA com relagdo a sua capacidade biocida e ao seu poder
antiincrustante. Ap6s 10 h de tratamento com DTPA, residuos e amostras da solucdo biocida
aplicada no oleoduto foram coletados para andlises comparativas. O material amostrado foi
avaliado por técnicas microbioldgicas, de microscopia eletronica (MEV e MET) e de

microandlise de raios-X por MET.

Nos ensaios microbioldgicos, as técnicas utilizadas para a avaliagdo da eficiéncia
biocida foram a técnica do Numero Mais Provavel (NMP) e a deteccdo da atividade de BRS
(acompanhado pelo enegrecimento do meio) em meio Postgate E modificado. O NMP € um

método de contagem de bactérias que pode ser usado para a enumeragdo de bactérias que
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crescem em suspensao (Postgate, 1984), de origem séssil ou planctdnica, através de dilui¢des
decimais dos meios de cultura empregados. Para a contagem de bactérias sésseis deve-se,
inicialmente, proceder a raspagem ou agitacdo dos residuos (ou de corpos-de-prova) dentro da
solucdo salina redutora antes de iniciar as diluicdes. As amostras sdo preparadas em triplicatas
de meio de cultura, em oito dilui¢des decimais sucessivas (24 tubos). A leitura € feita
atribuindo valor positivo as culturas que acusaram o crescimento das bactérias (negras, no
caso de BRS; ver Introducdo - Figura 6); valor negativo as dilui¢des que ndo acusaram o
crescimento (no caso de BRS, nao mudaram de cor). Ao final de 28 dias, a contagem de BRS
¢ estimada pela tabela estatistica do NMP (ver Introducdo - Figura 5), onde o resultado da
contagem das bactérias planctonicas é expresso pelo nimero mais provavel de bactérias por
mililitro (NMP / ml). O valor encontrado €, posteriormente, convertido para a drea do corpo-
de-prova (NMP / cm?) ou para o peso em g dos residuos (NMP / g) de onde as bactérias foram
extraidas.

O processamento das amostras para avaliacdes por microscopia eletronica (MET e
MEV) e para microandlise de raios-X foi realizado de acordo com os protocolos descritos nos

itens seis (6) e sete (7).

5. Avaliacdo de técnicas de monitoracao e controle da corrosao influenciada por

microrganismos (CIM) em sistema dinamico de fluxo d'agua (''loop'")

5.1. Obtencao das culturas bacterianas e cultivo em laboratério

As culturas de bactérias usadas nos ensaios de avaliacdo da eficiéncia de bases ativas
biocidas foram obtidas de amostras de fluido ndo tratado (d4gua do mar ndo clorada e sem
biocida) do sistema de injecao da plataforma PXVIII, localizado no Campo de Marlim, Bacia
de Campos, Rio de Janeiro, RJ. As amostras foram levadas para o laboratério do CENPES em
solucdo salina redutora, onde sofreram o seguinte procedimento: 5 ml das amostras foram
inoculados em frascos contendo 45 ml de meio de cultura Postgate E modificado para
bactérias redutoras de sulfato mesdéfilas (m-BRS), e 45 ml de meio de cultura para bactérias
anaerdbias totais (BANHT). Os frascos foram incubados em estufa regulada para a
temperatura de 37°C e o crescimento foi acompanhado (maximo de 28 dias). As culturas
obtidas foram repicadas em frascos com meios frescos (Postgate E modificado e meio de
cultura para BANHT) a fim de se obter volume de cultura suficiente para todos os ensaios
realizados no "loop". A avalia¢do das concentragdes de bactérias nas culturas foi quantificada
pela técnica do NMP. A concentragdo final de m-BRS e BANHT em cada cultura antes dos

experimentos estava em torno de 10* ¢ 10° NMP / ml.
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5.2. O sistema dinamico

Um sistema dindmico de fluxo d'dgua ("loop") foi idealizado pelo grupo de
microbiologia da Biotecnologia e Ecossistemas do CENPES, para simular as condicdes
encontradas no sistema de injecao de d4gua do mar para a recuperagdo secunddria de petréleo.
O "loop" é composto de material nao metélico (cloreto de polivinila (PVC), acrilico ou vidro
temperado), com excecao dos corpos-de-prova, que sdo feitos de aco-carbono (Figura 10).
Esse sistema possui capacidade para 2 1. O sistema de recirculagdo utiliza uma bomba
centrifuga magnética com uma poténcia de motor de 1/25 hp e a solu¢do nutritiva para
favorecer o crescimento bacteriano e a formacao de biofilme € adicionada ao sistema através
da utilizacdo de uma bomba peristéltica. A vazdo no sistema € mantida em 0,3 1 / min e a
pressdo € de 0,3 Kg/ cm’.

7z

A temperatura do fluido € controlada pelo uso de um sistema de refrigeracdo e
aquecimento. O "loop" encontra-se em fase de patenteamento pelo CENPES, portanto
evitamos dar mais detalhes sobre 0 mesmo, com o intuito de proteger os direitos autorais,

comerciais e industriais até que a patente seja registrada.

5.3. Descricao dos ensaios

Os ensaios realizados com o auxilio do "loop" tiveram uma fase de cultivo das
bactérias no sistema, com a injecdo das culturas mistas de m-BRS e BANHT, e uma fase de

controle da CIM, com a injecdo de uma base ativa biocida para cada ensaio realizado.

Foram realizados dois ensaios para avaliagdo da eficiéncia biocida em biofilmes
formados sobre os corpos-de-prova, sendo que, para o primeiro, foi usado glutaraldeido (GA)
em solucdo aquosa e, para o segundo ensaio, o GA foi aplicado apds o tratamento com o sal

quaternario de amonio (QAT) em solucao aquosa.

Antes do inicio de cada ensaio, a 4gua do mar sintética, filtrada, estéril e desaerada foi
bombeada no sistema dinamico até a estabilizacdo da temperatura a 37°C (temperatura média
observada na fase desaerada de sistemas de inje¢do de dgua do mar) e do teor de oxigénio
(~20 ppb). Posteriormente a estabilizagdo das leituras, um volume de 1 I de solugdo nutritiva
foi adicionado ao sistema, utilizando-se uma bomba peristdltica Masterflex numa vazao de 0,3

1/ min.
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5.3.1. Tratamento com GA

O GA foi dosado por 24 h na mesma concentragdo que € normalmente empregada nos

sistemas de inje¢dao da Bacia de Campos, isto €, 250 ppm da base ativa.

Apés a estabilizacdo das leituras de temperatura (37°C) e do teor de oxigé€nio
dissolvido no meio (~20 ppb), 40 ml de culturas enriquecidas de m-BRS e de BANHT
(concentragdo estimada entre 10* e 10° NMP / ml) foram adicionadas ao sistema. Apds 15
minutos e apds 6 dias da injecdo das culturas no "loop", coletou-se amostras de fluido para
avaliacdo microbiologica (deteccio m-BRS e quantificacio de m-BRS e BANHT
planctonicas). Apés 12 dias de injecdo das culturas, além de amostras de fluido, foram
também coletados corpos-de-prova para as mesmas avaliacdes microbiolégicas. Outras
amostras-controle de corpos-de-prova foram retiradas ap6s 72 h da injecdo de culturas para
andlises por microscopia confocal, e apds 24 h, 48 h, 4 dias e 12 dias para anélises de MEV e
MET. Amostras de fluido também foram retiradas apds 12 dias de indculo das culturas para
andlises de MET e microanélise de raios-X. As andlises microscOpicas de amostras retiradas
antes dos testes com os biocidas objetivaram ndo somente o controle pré-tratamento com o
biocida, como também a caracterizacao morfoldgica da dinamica de formacao do biofilme no

sistema "loop".

Imediatamente apds a coleta das amostras com 12 dias de incubagdo no sistema
dinamico, 250 ppm de GA foi adicionado ao fluido, utilizando uma seringa hipodérmica de 1
ml. Posteriormente, foram retiradas amostras de fluido e de corpos-de-prova em contato com
o biocida ap6s 1 h, 4 h e 24 h para as andlises microbioldgicas, ultra-estruturais (MEV e
MET) e microandlise de raios-X (somente bactérias planctonicas). Adicionalmente, foram
analisadas, por MET, amostras do fluido e de corpo-de-prova mantidas no sistema por 7 dias
de contato ininterrupto com o biocida e por mais 5 dias apés drenagem completa do fluido e
substituicdo por dgua do mar sintética desaerada, filtrada e estéril. Apds retirada dessas
amostras, o sistema foi bombeado com d&gua alcalina (pH acima de 11, objetivando inibi¢dao

do possivel efeito residual de GA) e com dgua corrente por 2 h e depois foi esvaziado.

5.3.2. Tratamento com QAT-GA

O QAT foi dosado por 24 h e depois o GA foi aplicado por mais 24 h. Ambos os
produtos foram dosados nas mesmas concentragdes normalmente empregadas nos sistemas de

injecdo da Bacia de Campos, isto €, 10 ppm de QAT e 250 ppm de GA.

Ap6s nova estabilizacao das leituras do "loop" e lavagem do sistema com dgua do mar
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sintética estéril por 2h, as bactérias foram inoculadas no sistema. Quarenta mililitros (40 ml)
de culturas de m-BRS e de BANHT (concentragido > 10° NMP / ml) foram adicionados ao
sistema. Apos 24 h e 11 dias de in6culo das bactérias, amostras de fluido e de corpos-de-
prova foram retiradas para andlises microbioldgicas. O tratamento biocida foi realizado no
décimo primeiro dia apds a inje¢ao das bactérias no sistema, quando foi feita uma dosagem de
10 ppm de QAT por 24 h e posterior aplicagdo de 250 ppm de GA. Apds contato por 1 h, 4 h
e 24 h com GA, amostras de fluido e de corpos-de-prova foram processadas para andlises
microbioldgicas. Amostras de corpos-de-prova, apds 1 h e 24 h de aplicacdo do GA, foram
processadas para MEV . O fluido do sistema foi, entdo, drenado ap6s 7 dias de aplicagcdo de
QAT e substituido por 4gua do mar desaerada estéril, bombeada por mais 2 dias. Ao término
desse procedimento, amostras de corpos-de-prova e de fragmentos internos da tubulacio de

PVC foram retiradas para anélises de MEV.

5.4. Processamento de amostras para analises microbiologicas para avaliacio da

eficiéncia dos biocidas

As amostras de fluido e de corpos-de-prova contendo o biofilme foram,
primeiramente, transferidas para a solu¢do salina redutora e, a seguir, o biofilme foi extraido
por agitacdo em vortex por 5 minutos, coadjuvada por sonificagdo por 2 minutos. Apds a
remog¢do do biofilme, o nimero de bactérias vidveis foi determinado pela técnica do NMP,
para m-BRS e BANHT, em seus respectivos meios de cultura. Os métodos do NMP
(concentragdo) e de deteccdo da atividade de BRS (enegrecimento do meio) foram

empregados para a avaliacdo da eficiéncia biocida.

6. Processamento para microscopia eletronica

As culturas mistas de BRS e de BANHT, provenientes de campo ou de ambos os
sistemas estatico e dinamico de fluxo d'dgua, previamente obtidas no laboratério do CENPES,
foram levadas para o Laboratério de Biologia Celular de Microrganismos (LBCM) do DUBC
em frascos lacrados, fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato 0,1M e vermelho
de ruténio 0,14%. A fim de evitar a corrosdo eletroquimica dos corpos-de-prova durante as
etapas mais longas de fixacdo e lavagem, as respectivas solu¢des eram pré-purgadas com N, e
acondicionadas, juntamente com os corpos-de-prova, em vidros lacrados em anaerobiose.
Esse procedimento mostrou-se util para minimizar a oxida¢do dos corpos-de-prova. As
células planctdnicas eram recolhidas juntamente com o meio de cultura e misturadas a solug@o

fixadora. Os protocolos de processamento das amostras encontram-se descritos a seguir.

46



Materiais e Métodos

6.1. Processamento de rotina para microscopia eletronica de transmissao (MET)

As amostras de bactérias em solugdo ou aderidas a corpos-de-prova ou residuos de
tubulagdes de petréleo, foram processados para MET como anteriormente descrito por
Coutinho e cols. (1994). Resumidamente, as amostras foram fixadas por 18 h a 4°C, em
glutaraldeido 5% em tampao cacodilato 0.1M, pH 7.6, diluido em 4gua do mar sintética
ajustada para a concentragao de NaCl encontrada em cada sistema estudado. Posteriormente,
as amostras foram lavadas em mesmo tampao, pds-fixadas em solucao de OsO4 1% a 4°C por
1,5 h no escuro, gradualmente dessalinizadas (substituicao crescente do tampao diluido em
dgua do mar pelo mesmo tampdo diluido em &dgua tri-destilada - 15%, 30%, 70%, 90%,
100%), desidratadas em acetona e emblocadas em Epon com polimerizagao a 60°C durante 72
h. Os corpos-de-prova eram raspados na etapa de desidratacdo, em que a acetona se
encontrava a uma concentracao de 70% e, a partir de entdo, as células eram centrifugadas para
dar continuidade ao processamento de MET. Para preservar as substincias poliméricas
extracelulares (SPE), vermelho de ruténio (VR), um marcador para substancia polimérica
glicosilada ani6nica (Luft, 1971; revisto em Fassel e Edmiston Jr., 1999), foi adicionado aos
tampdes em uma concentracdo de 0,14% durante a fixacdo e a pos-fixacao, e 0,07% durante
as lavagens. Todo o processamento foi realizado no escuro para evitar a oxidagdo do VR.
Cortes ultrafinos do material emblocado foram obtidos em ultramicr6tomos LKB e Reichert-
Jung, com o uso de navalha de diamante. Esses cortes foram contrastados pelo acetato de
uranila 7 % diluido em metanol absoluto e, em seguida pelo citrato de chumbo (Reynolds,
1963). A observacao dos mesmos se deu em Microscépio Eletronico Zeiss, modelos EM-10

no DUBC / FIOCRUZ.

6.2. Processamento de rotina para microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para MEV, os corpos-de-prova ou as amostras de residuo de campo receberam o
mesmo processamento que foi realizado para MET, até a fase de desidratagdo em acetona.
Desse estdgio em diante, as amostras foram secas pela injecdo de CO, em um aparelho de
ponto critico (CPD-030 da Balzers) e recobertas por uma camada de ouro com 15 nm de
espessura no aparelho metalizador (SCD-040 da Balzers). As amostras foram analisadas com

o uso de microscopio DSM-940 da Zeiss.
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7. Microanalise de raios-X

Andlises elementais das amostras de bactérias sésseis (aderidas aos corpos-de-prova)
ou planctonicas foram feitas em um microscopio eletronico de transmissio (MET) Jeol
1200EX equipado com sistemas de microandlise de raios-X. A aceleragdo de voltagem
utilizada foi de 120 kV. As amostras foram examinadas sem contrastacdo por metais pesados.
Grades de cobre e de niquel contendo cortes ultrafinos das amostras foram analisadas com o
objetivo de pesquisar a presenca dos elementos ferro, enxofre e bério, dentre outros.

Nas andlises, os raios-x foram contados por 300 segundos utilizando-se detector de
silicio (SiLi) com janela Norvar, 0-10 keV de dispersao de energia e com resolucao de 10 eV

por canal. As andlises foram feitas utilizando o sistema Noram / Voyager III.

8. Microscopia confocal de varredura a laser

Os corpos-de-prova foram retirados do "loop" e imediatamente congelados a
temperatura de -20°C. Nos dias de observacdo ao microscopio, os corpos-de-prova foram
descongelados, incubados com laranja de acridina 0,05% diluida em H,O tri-destilada durante
2 minutos e posteriormente lavados em H,O tri-destilada antes de serem montados em suporte
para observagao.

As amostras foram observadas no microscopio confocal de varredura laser DSCLM

410 da Zeiss equipado com o software Zeiss LSM 3.98.
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1. Sistema estatico de fluxo d’agua

1.1. Ensaios de microbiologia: determinaciao da velocidade de crescimento de BRS nos
indculos diluidos com agua corrente e do efeito biocida das bases ativas testadas.

Através de ensaios microbioldgicos avaliou-se a eficiéncia das bases ativas utilizadas
nos diferentes testes com BRS de origens planctonica e séssil cultivadas sob condicdes

estdticas de fluxo d'dgua (Tabela 3).

Nos testes de controle abidtico (dgua corrente desaerada sem a injecdo prévia de BRS e
bases ativas), corpos-de-prova em contato com &4gua corrente apés 4 h e 24 h e,
posteriormente, imersos em meio Postgate E modificado, revelaram presenca de BRS apds 10
e 13 dias, respectivamente. Esse crescimento ji era esperado, visto que dgua corrente ndo
estéril foi utilizada nos ensaios com o propdsito de simular a dgua industrial utilizada em
campo. Entretanto, nessa mesma situacgdo de controle abidtico, ndo se detectou crescimento de

BRS planctdnica (em solugdo).

Amostras de controle bidtico (apds indculo de BRS de origens séssil e planctonica,
anterior ao tratamento com as bases ativas) apresentaram crescimento mais rapido de BRS.
Corpos-de-prova com biofilmes pré-formados apds 90 dias, retirados apés 4 h e 24 h de
incubacdo no sistema estatico em presenca de dgua corrente revelaram crescimento de BRS
apos 4 dias e 6 dias, respectivamente. Resultado semelhante foi detectado para BRS em
solucdo, extraidas dos mesmos frascos de onde foram retirados os corpos-de-prova com o0s
biofilmes pré-formados, cujo crescimento foi detectado apds 7 dias em ambos os tempos de 4
h e 24 h de incubag¢do no sistema. Entretanto, crescimento mais rdpido de BRS foi detectado
nos testes com injecdo de BRS planctonicas na presenga de corpos-de-prova virgens € em
contato com dgua corrente. BRS aderidas ao corpo-de-prova e em solu¢do foram detectadas
no terceiro dia de incubac¢do em meio Postgate E modificado, aps ambos os tempos de 4 h e

24 h de incubagdo em 4gua corrente.

Em relacdo aos testes abidticos efetuados na presenca das bases ativas (Tabela 3), ndo
se observou crescimento bacteriano, exceto para BRS sésseis apds 24 h de contato com

THPS-QAT e ap6s 4 h de contato com MoO4-NO,.

Ja nos testes realizados com as bases ativas (Tabela 3), foram observados os seguintes

resultados para cada uma das bases ativas testadas:

- THPS-QAT: BRS cresceram em todas as situacdes testadas, em tempos que
variaram de 3 a 8 dias, exceto nos testes com injecdo de BRS sésseis, em que

bactérias em solucdo ndo foram detectadas ap6s 24 h de contato com a base ativa.
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- GA-QAT: crescimento de BRS se deu mais tardiamente, comparado com THPS-
QAT, com tempos que variaram de 5 a 14 dias, sendo que o crescimento bacteriano
nao foi detectado para BRS em solucdo apds 4 e 24 h na presenca da base ativa nos
testes com BRS sésseis (biofilme pré-formado de 90 dias) e também para BRS
aderidas ao corpo-de-prova e em solucdo nos testes com injecdo de BRS

planctonicas, apds 24 h na presenca dessa solucao biocida.

- DTPA: crescimento de BRS ndo foi observado na grande maioria das situacdes
testadas, exceto para BRS no corpo-de-prova, em ambos os testes com biofilme
pré-formado e injecdo de bactérias planctonicas, € 4 h de incubagdo com DTPA,

que cresceram 6 dias apds incuba¢do em meio Postgate E modificado.

- Mo00O4NO;. crescimento de BRS foi detectado em tempos que variaram de 5 a 11
dias, exceto para BRS em solu¢do apés 4 h nos testes com injecio de BRS

planctdnicas e apds 24 h em ambos os testes com BRS sésseis e planctonicas.

A andlise dos resultados obtidos nos testes de avaliacdo da eficiéncia biocida de bases
ativas (Tabela 4) revelou que a solucdo de DTPA foi a de melhor desempenho, porque
impediu o crescimento de BRS nos controles e em todas as situacdes testadas por mais de 4 h
apos a injecdo de BRS. Segue-se o produto a base de GA-QAT. A solugao de MoO4-NO,; teve
desempenho ligeiramente inferior ao GA-QAT, enquanto que o composto a base de THPS-
QAT foi o menos eficiente. Ressalta-se que o tempo de contato da solucdo biocida com BRS
planctonicas e sésseis, freqiientemente, foi um fator importante para o aumento da eficiéncia
das composicdes estudadas. Ressalta-se, ainda, que BRS sésseis, quando comparadas as
planctonicas, mostraram maior resisténcia as solugdes biocidas, ou seja, a totalidade das
amostras dos testes com BRS apds 4 h e grande parte das amostras apds 24 h de contato com

as bases ativas.
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1.2. Formacao de biofilme de BRS e sua desorganizacio na presenca dos dois biocidas

mais eficazes (GA-QAT e DTPA): avaliacao ultra-estrutural e microanalise de raios-X

Tendo em vista a maior eficiéncia das solugdes de DTPA e de GA-QAT, as técnicas de
microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmissao (MET) e a microandlise de
raios-X, aplicadas na FIOCRUZ, foram utilizadas para avaliar o efeito desses biocidas no
crescimento de biofilmes formados a partir do contato de corpos-de-prova com BRS em

solu¢do e na desorganizacdo de biofilmes de BRS pré-formados sobre esses dispositivos.

1.2.1. Formacao do biofilme sobre a superficie dos corpos-de-prova a partir do in6culo

de BRS planctonicas

Nos testes abidticos, sem adi¢do do indculo de BRS (Fig. 11A), apds 4 h de incubacio em
dgua corrente, o corpo-de-prova apresentava depdsitos irregulares na sua superficie,
possivelmente produtos de corrosdo ou ainda elementos de matriz extracelular produzidos por
bactérias que jd estariam presentes na agua utilizada. Estes dados corroboram com os
resultados obtidos pelas técnicas microbioldgicas, que detectaram presenca de BRS nas

amostras-controle dos testes abioticos (ver Tabela 3).

Observamos que BRS planctonicas inoculadas em frascos contendo &4gua corrente
desaerada na presenca de corpos-de-prova virgens aderiram a superficie metdlica,
constituindo biofilme visivel por MEV (Figs. 11B-E) e por MET (Figs. 11F-J). Nestes testes
com injecao de BRS planctdnicas, apos 4 h ja se detectava a colonizagdo bacteriana sobre o
corpo-de-prova, formando um biofilme (Fig. 11B) com bactérias integras (Fig. 11F), envoltas
por elementos eletrodensos de matriz extracelular (Figs. 11F, pontas de setas). A densidade do
biofilme bacteriano aumenta com o tempo. Apds 24 h de contato das bactérias com o corpo-
de-prova, o biofilme apresenta colonizacdo mais densa e homogénea da superficie metdlica
(Fig. 11C), com uma grande variedade morfolégica de bactérias bem preservadas (Figs. 11D-
E e Figs. 11G-I) envoltas por glicocdlice eletrodenso (Figs. 11G-I, pontas de setas), sendo
algumas flageladas (Fig. 11E, pontas de setas brancas). Possiveis produtos de corrosdo

também sdo vistos associados a superficie das bactérias, identificados pelo carater floculado

de sulfeto de ferro amorfo, tanto por MEV (Figs. 11D-E, setas) quanto por MET (Fig. 11J).

1.2.2. Efeito dos biocidas sobre o crescimento dos biofilmes

Nos testes abidticos, a observacdo por MEV de corpos-de-prova virgens em contato

somente com agua corrente desaerada (Figs. 12A-B) ou adicionada das solugdes de GA-QAT
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(Figs. 12C-D) ou de DTPA (Figs. 12E-F) por 4 h ou 24 h indicou, em geral, auséncia de
crescimento bacteriano sobre a superficie metdlica. Como anteriormente comentado, a
superficie irregular do metal apresenta produtos de corrosdo e elementos de matriz
extracelular produzidos por possiveis bactérias contaminantes da dgua corrente. Observou-se,
especialmente, uma maior precipitagdo de material floculado de matriz extracelular quando o

corpo-de-prova foi colocado em contato com GA-QAT (Figs. 12C-D).

Com base nas andlises ultra-estruturais, GA-QAT ndo foi eficiente para impedir a
formacdo ou mesmo desorganizar o biofilme recém-formado. Imagens de MET (Figs. 12I-J e
12P) revelam padrao semelhante de biofilme formado sobre o metal apés 4 h (Figs. 111-J) e
24 h (Fig. 12P) de exposi¢do das amostras ao agente bactericida, quando comparado a
amostra-controle de 4 h (Fig. 12H). Mesmo apds tratamento, as células apresentam
morfologia e contetdo citoplasmatico preservados. Ressalta-se, entretanto, que o tratamento
com GA-QAT estd influenciando a estrutura da matriz extracelular, que tende a se condensar
sobre o substrato, formando uma camada densa de material precipitado que envolve as
células, como observado por MEV apés 24 h de tratamento (Fig. 120, estrelas), e quando
comparado ao biofilme-controle de mesmo tempo (Fig. 12N, estrelas). Especialmente, o
padrao de reacdo das substdncias poliméricas extracelulares com o contrastante cationico
vermelho de ruténio, analisado por MET, parece exacerbado, revelado pelo aspecto
extremamente eletrodenso da matriz, especialmente ap6s 4 h de tratamento com o biocida

(Figs. 121, estrelas), e comparado a amostra-controle (Fig. 12H, estrelas).

Resultados mais evidentes na alteracdo do padrio de formacdo do biofilme bacteriano
foram obtidos pelo uso da solucdo a base de DTPA. A partir de 4 h de contato com esta base
ativa, biofilme de BRS que se formou sobre o metal apresentava-se restrito a dreas esparsas
do corpo-de-prova e com aspecto retraido nas imagens de MEV (Fig. 12L), quando
comparado ao biofilme-controle de mesmo tempo (Fig. 12G). Imagens de MET de amostras
raspadas de corpos-de-prova, apds 4 h (Fig. 12M) e 24 h (Fig. 12Q) de incubag¢do na presenca
de BRS planctonicas e DTPA, revelaram células colapsadas na grande maioria (Figs. 12M e
12Q, setas), com contetdo citoplasmatico esvaziado, e rodeadas por elementos eletrodensos
residuais de matriz extracelular (Figs. 12M e 12Q, estrelas). No tempo de 24 h, ndo
detectamos por MEV imagens de biofilme que pudessem ser registradas, muito
provavelmente, devido a remocdo da estrutura residual do biofilme alterado (Fig. 12Q,
imagem de MET) durante o processamento no aparelho ponto-critico, que desidrata por

completo a amostra.
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Figura 11

Formacao do biofilme sobre a superficie dos corpos-de-prova a partir do in6culo de BRS

planctonicas

Figura 11A - imagens de MEV mostrando a aparéncia do corpo-de-prova apds 4 h de

incubagdo em 4gua corrente desaerada sem a injecdo de BRS.

Figuras 11B e 11F-imagens de MEV (Fig. 11B) e MET (Fig. 11F) dos aspectos de formagao

do biofilme apds 4 h de incubagdo com BRS planctonicas.

Figuras 11C-E e 11G-J — imagens de MEV (Figs. 11C-E) e MET (Figs. 11G-J) dos aspectos

de formacdo do biofilme ap6s 24 h de incubag¢do com BRS planctonicas.
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Fig

ura 11: Aspectos da formacao do biofilme em sistema estatico de fluxo d’agua
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Figura 12

Efeito dos biocidas sobre o crescimento dos biofilmes em sistema estatico de fluxo d'agua

Figuras 12A-B - imagens de MEV mostrando a aparéncia do corpo-de-prova apds 4 h e 24 h

de incubacdo em dgua corrente sem a inje¢dao de BRS.

Figuras 12C-D - imagens de MEV mostrando a aparéncia do corpo-de-prova apés 4 h e 24 h

de incubagdo em dgua corrente adicionada de GA-QAT sem a inje¢do de BRS.

Figuras 12E-F — imagens de MEV mostrando a aparéncia do corpo-de-prova apés 4 h e 24 h

de incubagdo em dgua corrente adicionada de DTPA sem a inje¢do de BRS.

Figuras 12G-H e 12N - imagens de MEV (Figs. 12G e 12N) e MET (Fig. 12H) mostrando os
aspectos de formacgao do biofilme apds 4 h de incubacdo dos corpos-de-prova em dgua

corrente na presenca de BRS planctonicas.

Figuras 121-J e 120-P - imagens de MEV (Fig. 120) e MET (Figs. 12I-J e 12P) mostrando
o efeito do GA-QAT sobre o crescimento do biofilme apds 4 h e 24 h de incubagdo dos

corpos-de-prova em dgua corrente na presenca de BRS planctonicas.
Figuras 12L.-M e 12Q - imagens de MEV (Fig. 12L) e MET (Figs. 12M e 12Q) mostrando o

efeito do DTPA sobre o crescimento do biofilme apds 4 h e 24 h de incubacao dos corpos-de-

prova em 4gua corrente na presenca de BRS planctonicas.
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1.2.3. Aspecto do biofilme pré-formado de 90 dias sobre corpos-de-prova

Biofilmes de BRS pré-formados por 90 dias sobre corpos-de-prova apresentam-se
igualmente maduros e aderidos a superficie do aco-carbono apds incubag¢do em dgua corrente
pelos tempos de 4 h (Figs. 13A-B; Figs. 14A e Figs. 14C-D) e 24 h (Figs. 13C-D e Fig. 14B).
Andlises de MEV (Figs. 13A-D) e MET (Figs. 14A-D) mostram biofilme constituido por m-
BRS (predominantemente na forma de bastdes e vibrides), integras e bem preservadas,
formando microcolonias agrupadas em estruturas tipicas com forma de cogumelos, que se
projetam da superficie e se encontram espacadas entre si (Fig. 13A, setas). Produtos de
corrosdo, provavelmente sulfeto de ferro amorfo (Fig. 13B e Fig. 14A, pontas de setas), sd@o
vistos associados a estrutura do biofilme, assim como elementos de glicocdlice e matriz
extracelular (Fig. 13D e Figs. 14 A-D, setas). A presenca desses elementos foi comprovada
pela microandlise de raios-X, cujos resultados sdao mostrados nas Figs. 14E-F, que
correspondem, respectivamente, as estruturas apontadas pelas setas nas Figs. 14C e 14D. Por
essa técnica, observou-se uma quantidade significativa dos elementos ferro, oxigénio, ruténio,
enxofre, magnésio e célcio. A deteccao de ferro e enxofre (Figs. 14E-F, picos em destaque)
comprova a presenga do produto de corrosao sulfeto de ferro, em torno da superficie das
bactérias e entremeado na matriz extracelular que, por sua natureza anidOnica, se associa ao
composto cationico vermelho de ruténio, cujo elemento ruténio foi também detectado pela
andlise elemental (Figs. 14E-F, pico em destaque). O Fe pode, também, estar presente na
forma de o6xidos, hidréxidos e carbonato, outros possiveis produtos de corrosdo.
Freqiientemente, a matriz extracelular esta colapsada nas micrografias de ME (Fig. 13D e Fig.
14 A, setas), como ja era esperado, uma vez que sendo uma estrutura altamente hidratada,
tende a se desorganizar e retrair durante a etapa de desidratacdo do processamento para ME.
Essas e outras imagens de amostras-controle servirdo como referéncia para andlises de efeito
dos biocidas sobre a estrutura de biofilmes tratados, considerando que o protocolo de
preservacdo das células e da estrutura dos biofilmes para andlise por ME mostrou-se

satisfatorio.

1.2.4. Efeito dos biocidas sobre biofilme pré-formado de 90 dias

Um painel morfolégico do efeito dos biocidas GA-QAT e DTPA sobre biofilmes pré-
formados de 90 dias é mostrado por imagens de MEV em pequeno aumento na Fig. 15. Os
corpos-de-prova tratados apds 4 h (Fig. 15C) e 24 h (Fig. 15D) com a solucao contendo GA-
QAT mostraram um biofilme bacteriano semelhante ao que foi observado nas respectivas

situagdes-controle (Figs. 15 A-B). Apds o uso das bases ativas GA-QAT, a estrutura do
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Figura 13

Aspectos em MEYV do biofilme pré-formado de 90 dias sobre os corpos-de-prova

Figuras 13A-B - imagens em menor (Fig. 13A) e maior aumento (Fig. 13B) dos aspectos do

biofilme pré-formado de 90 dias apds 4 h de incubacdo em dgua corrente.

Figuras 13C-D - imagens em menor (Fig. 13C) e maior aumento (Fig. 13D) dos aspectos do

biofilme pré-formado de 90 dias apds 24 h de incubagdo em dgua corrente.
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Figura 14

Aspecto em MET e andlise elemental do biofilme pré-formado de 90 dias sobre os
corpos-de-prova imersos em agua corrente desaerada sob condicoes estaticas de fluxo

d'agua

Figura 14A - imagem do biofilme pré-formado de 90 dias apds 4 h de incubagdo em 4dgua

corrente.

Figura 14B - imagem do biofilme pré-formado de 90 dias apds 24 h de incubacdo em dgua

corrente.

Figuras 14C-D - imagens de bactérias de biofilme pré-formado de 90 dias apds 4 h de

incubacdo em 4gua corrente.

Figura 14E — espectro de energia dispersiva de raios-X realizado sobre o glicocdlice da

bactéria apontada pela seta na Fig. 14C.

Figura 14F - espectro de energia dispersiva de raios-X realizado sobre o glicocdlice da

bactéria apontada pela seta na Fig. 14D.
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Figura 14: Aspecto em MET e anélise elemental do biofilme pré-formado de 90 dias
inserido em sistema estatico de fluxo d’agua
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biofilme, vista por MEV, ndo sofreu grandes modifica¢des. As microcolonias estdo presentes
de forma homogénea na superficie do metal. J4 nos testes realizados apds contatos de 4 h
(Fig. 15E) e 24 h (Fig. 15F) dos corpos-de-prova com solucdo a base de DTPA, as
microcolonias que constituem o biofilme encontram-se presentes, mas retraidas (Fig. 15E,
setas) e ocupando de forma heterogénea a superficie, sendo possivel observar &reas
descobertas do metal (Figs. 15E-F, estrelas), ndo visualizadas nas amostras-controle (Figs.
15A-B). Aparentemente, o efeito do DTPA sobre essa cultura teve maior eficiéncia na
remog¢ao do biofilme apds 24h de exposi¢do dos corpos-de-prova ao produto (Fig. 15F). O
efeito de ambos os biocidas sobre a estrutura dos biofilmes pode ser mais bem avaliado por
imagens de MEV em maior aumento (Figs. 16A-F). Essas imagens confirmam que, apds
tratamento com GA-QAT por 4 h (Fig. 16C) e 24 h (Fig. 16D), as BRS permaneciam aderidas
ao metal e apresentavam morfologia preservada. Nas amostras tratadas por 24 h com esse
biocida, elementos de matriz extracelular, freqiientemente, mostravam-se condensados em
forma de placas (Fig. 16D, estrelas), aspecto pouco observado nas amostras-controle (Fig.
16B). Em relacdo ao DTPA, seu efeito dristico na desorganizacdo do biofilme foi melhor
observado nas imagens de MEV de maior aumento (Figs. 16E-F). Ap6s 4 h (Fig. 16E) na
presenca desse produto, o biofilme se assemelhava a uma biomassa disforme de células
"derretidas" imersas em restos de elementos de matriz extracelular, com efeito cumulativo

apos 24 h de tratamento (Fig. 16F).

Biofilmes pré-formados de 90 dias raspados de corpos-de-prova tratados ou nao tratados
com GA-QAT e DTPA foram também analisados por MET. Similar ao que foi observado por
MEV, em relacio ao GA-QAT ndo se observou mudancgas morfoldgicas nas células dos
biofilmes expostos a esse agente bactericida por 4 h (Fig. 17C) e 24 h (Figs. 17D-E), quando
comparadas aquelas presentes nos biofilmes-controle apés 4 h (Fig. 17A) e 24 h (Fig. 17B) de
incubacdo em 4gua corrente. Por outro lado, a drastica desorganizagdo sofrida pelo biofilme
exposto a0 DTPA por 4 h € claramente identificada nas imagens de cortes ultrafinos
analisadas por MET (Figs. 17F-L). Essas imagens mostram grandes quantidades de restos
espalhados de parede celular de bactérias (Figs. 17F-I, pontas de setas), bactérias com
conteido citoplasmatico esvaziado e superficie irregular (Figs. 17F-J, setas finas),
imobilizadas por restos residuais de elementos de matriz extracelular (Figs. 17G-J, estrelas).
Eventualmente, observava-se algumas bactérias com morfologia e conteddo citoplasmético
preservados (Fig. 16E, seta; Figs. 17G e 17]-L, setas grossas) ao lado de células colapsadas
(Figs. 17F-J, setas finas).
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Figura 15

Aspectos em MEV (menor aumento) do efeito dos biocidas na desorganizacao do

biofilme pré-formado de 90 dias em sistema estatico de fluxo d'agua

Figuras 15A-B - imagens de MEV mostrando a morfologia do biofilme pré-formado de 90

dias ap6s 4 h (Fig. 15A) e 24 h (Fig. 15B) de incubagdo em 4gua corrente.

Figuras 15C-D - imagens de MEV mostrando o efeito do GA-QAT sobre a estrutura do
biofilme pré-formado de 90 dias apds 4 h (Fig. 15C) e 24 h (Fig. 15D) de tratamento.

Figuras 15E-F — imagens de MEV mostrando o efeito do DTPA sobre a estrutura do biofilme
pré-formado de 90 dias apds 4 h (Fig. 15D) e 24 h (Fig. 15F) de tratamento.
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Figura 15: Efeito dos biocidas sobre o biofilme pré-formado de 90 dias
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Figura 16
Aspectos em MEV (maior aumento) do efeito dos biocidas na desorganizacio do

biofilme pré-formado de 90 dias em sistema estatico de fluxo d'agua

Figuras 16A-B - imagens de MEV mostrando a morfologia do biofilme pré-formado de 90

dias ap6s 4 h (Fig. 16A) e 24 h (Fig. 16B) de tratamento.

Figuras 16C-D - imagens de MEV mostrando o efeito do GA-QAT sobre a estrutura do
biofilme pré-formado de 90 dias apds 4 h (Fig. 16C) e 24 h (Fig. 16D) de tratamento.

Figuras 16E-F — imagens de MEV mostrando o efeito do DTPA sobre a estrutura do biofilme
pré-formado de 90 dias apds 4 h (Fig. 16D) e 24 h (Fig. 16F) de tratamento.
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Figura 17
Aspectos em MET do efeito dos biocidas na desorganizacao do biofilme pré-formado de

90 dias em sistema estatico de fluxo d'agua

Figuras 17A-B - imagens de MET mostrando a morfologia estrutural do biofilme pré-

formado de 90 dias apds 4 h (Fig. 17A) e 24 h (Fig. 17B) de incubagdo em 4gua corrente.

Figuras 17C-E - imagens de MET mostrando o efeito do GA-QAT sobre a estrutura do
biofilme pré-formado de 90 dias apds 4 h (Fig. 17C) e 24 h (Figs. 17D-E) de tratamento.

Figuras 17F-L - imagens de MET mostrando o efeito do DTPA sobre a estrutura do biofilme

pré-formado de 90 dias ap6s 4 h de tratamento.
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Figura 17: Efeito dos biocidas sobre o biofilme pré-formado de 90 dias
24h
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2. Sistema dinamico de fluxo d'agua (''loop')

Dois testes independentes foram realizados em sistema dindmico de fluxo d'dgua
("loop") para avaliacdo da formagdo de biofilmes bacterianos e sua desorganizacdo apods
tratamento biocida. Duas solucdes biocidas foram testadas: glutaraldeido (GA) isoladamente e
glutaraldeido conjugado com sais quaterndrios de amonio (GA-QAT). Andlises
microbioldgicas e ultra-estruturais e microanalises de raios-X foram realizadas para estes

testes.

Os ensaios em sistema dinamico ndo foram correspondentes aos ensaios feitos em
sistema estatico, pois, nessa ocasido, o "loop" estava em fase final de desenvolvimento pelo
CENPES. Portanto, o efeito biocida do DTPA, composto que obteve os melhores resultados

em sistema estatico, ndo pdde ser avaliado nesses experimentos.

2.1. Avaliac¢oes microbiolégicas do efeito biocida do glutaraldeido (GA) isoladamente ou
coadjuvado com sais quaternarios de amoénio (GA-QAT) na inibicao de bactérias
redutoras de sulfato mesofilas (m-BRS) e de bactérias anaerobias heterotroficas totais
(BANHT)

Os ensaios microbiolégicos de selecdo de bases ativas para o controle de processos
corrosivos influenciados por microorganismos (CIM) aplicados ao sistema estdtico de fluxo
d'dgua foram adaptados e incrementados para a avaliagdo em sistema dindmico ("loop").
Foram realizadas as seguintes andlises: (1) atividade de bactérias redutoras de sulfato
mesofilas (m-BRS); (2) concentragcdes de m-BRS e de bactérias anaerdbias heterotréficas
totais (BANHT).

A inibicdo da atividade de BRS presentes em solu¢do e aderidas aos corpos-de-prova
estd relacionada tanto ao numero de bactérias quanto a capacidade das mesmas de
metabolizarem os substratos disponiveis no meio. A atividade de m-BRS sésseis e

planctonicas durante os ensaios microbioldgicos foi avaliada pelo indice obtido através da

seguinte formula:

Indice de atividade de m-BRS = 28* / tempo de detecciio em dias

*tempo mdximo de incubagdo (dias)

Assim sendo, quanto mais baixa € a atividade de bactérias, presentes no fluido ou
aderidas aos corpos-de-prova, mais eficiente € a base ativa (Tabela 5).

O principal critério adotado para avaliacdo da eficiéncia biocida de produtos € a
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inibicdo do crescimento (concentragdo) de bactérias sésseis e planctonicas. O produto €
considerado eficiente quando inibe o crescimento de bactérias na amostra. Caso a amostra
apresente concentracdo de bactérias acima de 10° NMP por ml ou por cm? de drea de corpo-
de-prova, ele € considerado pouco eficiente (Brozel e cols., 1995). Os critérios aplicados no
presente trabalho para avaliagdo da efici€ncia da inibi¢do do crescimento de BRS e BANHT

pelo uso de bases ativas estdo sumarizados na Tabela 5.

Tabela 5
Eficiéncia biocida com base na atividade e na concentraciao de bactérias
EFICIENCIA | INDICE DE CONCENTRACAO
ATIVIDADE
ALTA <1,33 Nio deteccio
MEDIA 1,33 a4 10°- 10 NMP / ml ou cm’
BAIXA >4 >10° NMP / ml ou cm’

Tabela 5: Critérios aplicados para estimar o grau de eficiéncia de
biocidas no controle da atividade de m-BRS e das concentra¢des de
m-BRS e BANHT, sésseis e planctonicas.

2.1.1. Efeito biocida do glutaraldeido (GA)

Os resultados das andlises microbioldgicas do primeiro teste realizado no sistema
"loop" estdo apresentados na Tabela 6. A populacdo de bactérias planctonicas e sésseis foi
monitorada a fim de acompanhar seus perfis de crescimento no sistema antes e apds adi¢dao do
biocida. Amostras de fluido e de corpos-de-prova foram retiradas para deteccdo da
concentracdo e da atividade de m-BRS e BANHT planctonicas.

As concentracdoes de m-BRS e de BANHT planctonicas inicialmente presentes no
sistema (apds 15 min do inéculo das bactérias) era de 1,1x10*> NMP / ml e 9,5x10* NMP / ml,
respectivamente (Tabela 6). A concentracdo de ambas as bactérias em solu¢do mostrou uma
tendéncia inicial de aumento (aproximadamente 10° NMP / ml apés 6 dias) e depois de
diminui¢do (aproximadamente 10> NMP / ml apés 12 dias). As bactérias sésseis foram
analisadas somente ap6s o décimo segundo dia de indculo, cujas concentracdes foram de 10°
NMP / cm? e 10* NMP / cm? para m-BRS e BANHT, respectivamente.

A deteccdo da atividade de m-BRS foi também acompanhada inoculando-se em meio
Postgate E modificado amostras retiradas do "loop". A detec¢do de BRS foi acompanhada
pelo enegrecimento do meio, que € conseqiiéncia da reacdo do produto metabdlico dessas
bactérias, H,S, com o ferro presente no meio (ou extraido do corpo-de-prova) para formar o
composto negro sulfeto de ferro. Amostras liquidas retiradas do "loop" apds 15 min, 6 € 12
dias do in6culo e incubadas em meio Postgate E modificado apresentaram m-BRS

planctdnicas apds 4, 2 e 3 dias, respectivamente (Tabela 6). Esses dados se correlacionam
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inversamente com aqueles relativos a concentragdo de bactérias pela técnica do NMP (acima
descritos). Ou seja, a medida que aumenta o NMP de bactérias planctonicas nos tempos
amostrados, diminui o ndmero de dias necessdrios para a deteccdo de m-BRS e vice-versa.
BRS raspadas de corpos-de-prova retirados do "loop" no décimo segundo dia cresceram apds
2 dias de incubagcao em meio Postgate E modificado. Os indices de atividade bacteriana para
m-BRS planctdnicas e sésseis nas condi¢cdes acima descritas estdo apresentados na Tabela 7.

Ap6s 12 dias de in6culo das bactérias no sistema "loop", GA foi adicionado ao
sistema. O tratamento com GA inibiu completamente a concentracio de bactérias
planctonicas (m-BRS e BANHT) presentes no "loop" em todos os tempos de contato (Tabela
6). Quanto as bactérias sésseis, notou-se que o grau de inibicdo foi sensivelmente governado
pelo tempo de contato da base ativa com o biofilme aderido. Nesse caso, GA promoveu uma
reducdo da ordem de 10* NMP / cm” para m-BRS sésseis e de 10> NMP / cm? para BANHT,
somente no tempo de contato de 24 h (Tabela 6).

Os indices de detec¢do de atividade metabdlica (Tabelas 5 e 7) foram aplicados com o
objetivo de avaliar a eficiéncia biocida do GA sobre m-BRS (Tabela 8). As andlises
mostraram que GA foi eficiente para inibir a atividade de m-BRS planctonicas em todos os
tempos de contato (Tabelas 7 e 8). Entretanto, esse produto ndo apresentou o mesmo grau de
eficiéncia sobre a atividade metabdlica de m-BRS sésseis (Tabelas 7 e 8). Os indices obtidos
para m-BRS sésseis apoés adicdo de GA foram superiores a 4 (Tabela 7) apés 1 h e 4 h de
contato com GA, o que caracteriza baixa efici€ncia do biocida. O melhor indice de atividade
bacteriana foi obtido para BRS sésseis apds 24 h de contato com o produto (Indice 2, Tabela
7), caracterizando uma eficiéncia biocida mediana do GA (Tabela 8).

Avaliando-se o conjunto dos resultados obtidos em relacdo a inibi¢do do crescimento
dos grupos de m-BRS e BANHT (Tabela 6), verificou-se que o GA apresentou maior
eficiéncia biocida sobre as bactérias na forma planctonica (em suspensdo), nos tempos de
contato de 1 h, 4 h e 24 h (Tabela 8). Entretanto, quando estas bactérias se encontraram
aderidas e protegidas pela matriz do biofilme, o GA apresentou baixa eficiéncia nos menores
tempos de contato (1 h e 4 h), atingindo grau médio de eficiéncia com o tempo de contato de

24 h (Tabela 8).
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Tabela 6
Deteccao da atividade e das concentracgoes de bactérias planctonicas e sésseis na
auséncia e presenca de GA no sistema dinamico de fluxo d'agua ("'loop')

BACTERIAS PLANCTONICAS BACTERIAS SESSEIS
m-BRS BANHT m-BRS BANHT
Tempo de | Deteccio | NMP/ml | NMP/ml | Deteccio | NMP/cm® | NMP / cm®
cultivo em dias em dias
Ap6s 15 min 4 1,1 x10*° | 9,5x10* - - -
inoculo das - 3 3
culturas 6 dias 2 2,5x10 4,5 x10 - - -
12 dias 3 45x10° 2 x10? 2 3,8x10° | 4.4 x10*
Apés 1h ND ND ND 4 45x10° | 4,4x10*
adicao do vi v
biccida 4h ND 7 ND 5 1,2 x10 1,2 x10
24 h ND ND ND 14 1,6 x10° | 1,6 x10?

Tabela 6: Deteccio de m-BRS (em dias), comprovada pelo enegrecimento do meio Postgate E
modificado, e das concentragdes de m-BRS e de BANHT pelo método do NMP, antes e ap6s
tratamento com glutaraldeido (GA) de bactérias planctonicas e sésseis cultivadas no sistema dindmico
de fluxo d'dgua ("loop"). [ND — ndo detectado]

Tabela 7

Aplicacao do indice de deteccao de atividade de m-BRS planctonicas e sésseis na
auséncia e presenca de GA

Indice de atividade bacteriana
(28 / tempo de detecgio em dias)

Tempo de | m-BRS Plancténicas m-BRS Sésseis
cultivo
Apos 15 min 28/4 =17 -
inéculo das -
culturas 6 dias 282=14 -
12 dias 28/3 =9,33 28/2=14
Apos 1h ND 28/4="7
adicao de
GA 4h ND 28,0/5=5,6
24 h ND 28/ 14=2

Tabela 7: Aplicagdao do indice de atividade bacteriana (28 dias /
tempo de deteccdo em dias) para avaliacdo da eficiéncia biocida da
base ativa glutaraldeido (GA) no controle de BRS planctonicas e

sésseis.
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Tabela 8
Eficiéncia de GA na inibicao da atividade de m-BRS e das concentracées de m-BRS e de
BANHT
m-BRS BANHT
Formas de Tempo de Inibicao da Inibicao da Inibicao da
bactéria contato com o atividade concentracio | concentracio
biocida
Planctonica 1h alta alta alta
4 h alta média média
24 h Alta alta alta
Séssil 1h baixa baixa baixa
4 h Baixa baixa baixa
24 h Média média média

Tabela 8: Avaliacdo da eficiéncia da base ativa glutaraldeido (GA) na inibic¢éo
da atividade de m-BRS e nas concentragdes de m-BRS e de BANHT, com base
nos critérios estabelecidos para estimar o grau de eficiéncia biocida (Vide
Tabela 5).

2.1.2. Efeito biocida do glutaraldeido coadjuvado com sais quaternarios de

amonio (GA-QAT)

Os resultados das andlises microbioldgicas do segundo teste realizado no sistema
"loop" estdo apresentados na Tabela 9. O crescimento das bactérias planctonicas e sésseis foi
monitorado antes e apds a inje¢ao das bases ativas.

Ap6s 4 h de in6culo de m-BRS e BANHT, a concentracdo dessas bactérias no fluido
era de 7x10* NMP / ml e 1,4x10° NMP / ml, respectivamente. No décimo primeiro dia do
inoculo das bactérias, detectaram-se niveis de 10° NMP / ml, para ambas m-BRS e BANHT
presentes em amostras de fluido. As concentracdes das bactérias sésseis no décimo primeiro
dia apés o inéculo foram da ordem de 10° NMP / cm® para ambas m-BRS e BANHT,
respectivamente.

A detecgdo da atividade de m-BRS foi também acompanhada. Amostras de fluido e de
corpo-de-prova retiradas do "loop" apds 11 dias do inéculo e incubadas em meio Postgate E
modificado apresentaram m-BRS planctonicas e m-BRS sésseis apés 4 e 3 dias,
respectivamente. Os respectivos indices de atividade bacteriana estdo apresentados na Tabela
10.

Ap6s 11 dias de indculo das bactérias no sistema “loop”, QAT foi dosado por 24 h e,
posteriormente, GA foi adicionado ao sistema. Amostras de fluido e de corpos-de-prova
foram retiradas para andlises microbioldgicas ap6s 1 h, 4 h e 24 h de adicio de GA. O

tratamento com GA inibiu completamente a concentracdo de bactérias planctonicas (m-BRS
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BANHT) presentes no "loop" nos tempos de contato de 1 h e 4 h, mas observa-se recuperacao
do crescimento bacteriano apds 24 h de contato com GA (Tabela 9). Quanto as bactérias
sésseis, observou-se que as mesmas foram inibidas apds 1 h de contato com GA, com redugio
da ordem de 10° NMP / cm? para m-BRS e 10° NMP / cm?® para BANHT. Semelhante ao que
foi observado para BRS planctonicas, detectou-se a mesma tendéncia de recuperagdao do
crescimento da populacdo bacteriana séssil apos o choque inicial causado pelo tratamento
com GA.

Os indices de deteccdo de atividade metabdlica (Tabela 5) foram aplicados (Tabela 10)
com o objetivo de avaliar a eficiéncia biocida do GA-QAT sobre m-BRS (Tabela 11). As
andlises mostraram que GA-QAT apresentou alta eficiéncia para inibir a atividade de m-BRS
planctonicas nos tempos de contato de 1 h e 4 h apds contato com GA, e eficiéncia média
apés 24 h na presenca desse biocida (Tabelas 10 e 11). Entretanto, essa base ativa nao
apresentou o mesmo grau de eficiéncia sobre a atividade metabdlica de m-BRS sésseis
(Tabelas 10 e 11). Nesse caso, o tratamento apresentou eficiéncia média apés 1 h e 4 h de
contato com GA e baixa efici€ncia apds 24 h em sua presenca.

Conclui-se que o tratamento dos grupos de m-BRS e BANHT com GA coadjuvado
com QAT apresentou maior eficiéncia biocida sobre as bactérias na forma plancténica (em
suspensdo), nos tempos de contato de 1 h e 4 h (Tabela 11). Entretanto, como observado nos
resultados obtidos no primeiro teste no "loop" com uso do GA, quando estas bactérias se
encontravam aderidas e protegidas pela matriz do biofilme, a eficiéncia do tratamento foi
menor. Mas, ao contrario do que foi observado no primeiro teste somente com GA, no qual o
tratamento se mostrou mais eficiente em tempos maiores, as bactérias foram sensiveis ao
contato inicial com o biocida, até o tempo médximo avaliado de 4 h, mas recuperaram
atividade e crescimento apés 24 h. E importante ressaltar que a dosagem de GA foi a mesma
(250 ppm do produto) nos dois testes, mas a concentracdo das bactérias no "loop",
imediatamente antes da aplicacdo do biocida, foi consideravelmente menor no primeiro teste
com GA do que no segundo teste com GA-QAT (Tabelas 6 e 9). Esta varidvel pode ter

influenciado a eficiéncia dos produtos no controle bacteriano.
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Tabela 9

Deteccao da atividade e das concentracgoes de bactérias planctonicas e sésseis na
auséncia e presenca de GA-QAT no sistema dinamico de fluxo d'agua ("'loop")

BACTERIAS PLANCTONICAS BACTERIAS SESSEIS
m-BRS BANHT m-BRS BANHT
Tempo | Deteccio | NMP/ml | NMP/ml | Deteccio | NMP/cm* | NMP/cm®
de em dias em dias
cultivo
Apésinéeulo | 4h - 7x10° [ >14x10° - - -
das culturas == 4 LIx10° 3x10° 3 1x 10° 1.9x 10°
Apés adiciodo | 1h ND ND ND 8 83x10° | 3,1x10°
biocida (QAT 5 3
24h+GAnos | 41 ND ND ND 10 6,3 x 10 4x 10
diversos 24 h 10 1,5x 10° 2x 107 5 46x10° | >58x10°
tempos)

Tabela 9: Deteccdo de m-BRS (em dias), comprovada pelo enegrecimento do meio Postgate E
modificado, e das concentracdes de m-BRS e de BANHT pelo método do NMP, antes e ap6s
tratamento de bactérias planctonicas e sésseis com sais quaterndrios de amodnio (QAT) e
glutaraldeido (GA) durante ensaio realizado no sistema dindmico de fluxo d'dgua ("loop"). [ND —

ndo detectado]

Tabela 10

Aplicacao do indice de deteccao de atividade de m-BRS planctonicas e sésseis na
auséncia e presenca de GA-QAT

Indice de atividade bacteriana
(28 / tempo de detecgio em dias)
Tempo de | m-BRS Plancténicas m-BRS Sésseis
cultivo
Apés inéculo das 11 dias 28/4="1 28/3=93
culturas
Apébs adicio de 1h ND 28/8=3,5
AT por 24 h +
(?A n(f)s diversos 4h ND 28/10=238
tempos) 24 h 28/10=2,8 28/5=5,6

Tabela 10: Aplicag¢do do indice de atividade bacteriana (28 dias / tempo de
deteccao em dias) para avaliagdo da eficiéncia biocida da base ativa
glutaraldeido (GA) coadjuvada com pré-tratamento com sais quaterndrios de
amonio (QAT) no controle de m-BRS planctdnicas e sésseis.
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Tabela 11
Eficiéncia de GA-QAT na inibicao da atividade de m-BRS e das concentracoes de m-
BRS e de BANHT
m-BRS BANHT
Formas de Tempo de Inibicao da Inibicao da Inibicao da
bactéria contato com o atividade concentracio | concentracio
biocida

Planctonica 1h alta alta alta
4 h alta alta alta

24 h média baixa baixa

Séssil 1h média média baixa

4 h média baixa baixa

24 h baixa baixa baixa

Tabela 11: Avaliacdo da eficiéncia da base ativa glutaraldeido (GA)
coadjuvada com sais quaterndrios de amoénio (QAT) na inibi¢do da atividade de
m-BRS e nas concentragdes de m-BRS e de BANHT, com base nos critérios
estabelecidos para estimar o grau de eficiéncia biocida (Vide Tabela 5).

2.2. Crescimento de bactérias planctonicas e sésseis em sistema dinamico de fluxo d'agua

"loop'' na auséncia e presenca de biocidas

Amostras de fluido, de corpos-de-prova e da tubulagdo PVC foram retiradas do
sistema dinamico ("loop") antes e apds tratamento com biocidas GA e GA-QAT para

avaliacdes ultra-estruturais e por microandlise de raios-X.

2.2.1. Formaciao do biofilme em sistema dinimico de fluxo d'agua '"loop'': avaliacdo
ultra-estrutural

A cinética de formacdo do biofilme bacteriano em condi¢des dinamicas de fluxo
d’4gua "loop" foi analisada por MEV (Figs. 18A-F). Apds 24 h de incubagdo do corpo-de-
prova na presenca das bactérias inoculadas no sistema (Figs. 18A-B), a superficie do metal
apresentava um relevo irregular, parcialmente coberto por elementos de matriz extracelular
(Fig. 18B, estrelas) envolvendo poucas bactérias em forma de bastio (Fig. 18B, setas). A
densidade de colonizacdo bacteriana sobre o corpo-de-prova aumentou gradativamente com o
passar do tempo. Apds 48 h (Figs. 18C-D), observa-se adesdo de grande quantidade de
bactérias, filamentosas na sua maioria, mas pouco material de matriz extracelular. Apds 4 dias
(Figs. 18E-F), biofilme bacteriano denso coloniza grandes extensdes da superficie do metal e
apresenta-se constituido por bactérias (Fig. 18F, setas) envoltas por uma maior quantidade de

elementos de matriz extracelular (Fig. 18F, estrelas).
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2.2.2. Efeito do glutaraldeido (GA) sobre biofilmes pré-formados no "loop'" e sobre
bactérias planctonicas: ultra-estrutura e microanalise de raios-X

Ap6s 12 dias de incubagdo dos corpos-de-prova com as bactérias inoculadas em
sistema dinamico "loop", GA foi adicionado ao sistema. Imagens de MEV (Figs. 19A-H) e
MET (Figs. 20A-H) mostram que o biofilme pré-formado nio apresentou mudancas em sua
estrutura apds 1 h (Figs. 19C-D e 20C-D) e 4 h (Figs. 19E-F e 20E-F) na presenca do biocida,
comparadas as imagens-controle do biofilme pré-formado por 12 dias (Figs. 19A-B e 20A-B).
As bactérias permaneceram aderidas e com morfologia preservada. Somente a matriz
extracelular parece mais concentrada nas amostras tratadas, comparadas as amostras-controle,
formando grumos vistos por MEV (Figs. 19D e 19F, estrelas) ou com densidade aumentada
quando vista por MET (Figs. 20C-D e 20F-G, estrelas). Aparentemente, somente apds 24 h de
tratamento (Figs. 19G-H) o biocida interfere com o biofilme, cuja estrutura se mostra
desorganizada e parcialmente destacada da superficie, embora as bactérias observadas por
MET (Figs. 20G-H) revelem morfologia e conteido preservados. Adicionalmente, por MEV,
observa-se grande precipitacdo de sulfeto de ferro sobre a superficie (Fig. 19H, asteriscos) e
envolvendo as bactérias (Fig. 19H, setas).

Bactérias planctonicas retiradas de amostras de fluido do sistema antes (Figs. 21A-H)
e apos (Figs. 22A-H) tratamento com GA por 1 h (Figs. 22A-C), 4 h (Figs. 22D-F) e 24 h
(Figs. 22G-H) foram avaliadas por MET e pela técnica de microandlise de raios-X. As
andlises ultra-estruturais revelaram bactérias gram-negativas em forma de bastdes e vibrides,
com matriz extracelular filamentosa, tanto nas amostras-controle (Figs. 21 A-B) como nas
amostras tratadas (Figs. 22 A-H). O aspecto filamentoso da matriz extracelular das bactérias
planctonicas difere daquele denso e amorfo geralmente encontrado associado a bactérias
sésseis. Na microandlise de raios-X de bactérias planctonicas, antes (Figs. 21C-H) e apds
(Figs. 221-J) tratamento com o biocida, destaca-se a presenca dos elementos quimicos Fe, S, e
Ru, associados ao glicocédlice e matriz extracelular, mas ausentes no citoplasma dessas
células. A deteccdo de Fe e S, mais uma vez, comprova a presenca do produto de corrosdao
sulfeto de ferro, que se encontra associado ndo somente a bactérias sésseis, como
anteriormente descrito, mas também a bactérias planctonicas. O Ru revela a natureza anidnica
de elementos de matriz extracelular, caracteristica também exaltada pela deteccdo de outros
cétions divalentes como Ca®* e Mg2+. Tracos de Cr foram detectados no glicocdlice de
algumas bactérias. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada na composi¢ao elemental
das estruturas analisadas antes e apds tratamento com GA, bem como no padrao morfolégico
das células.

Corpos-de-prova que permanecerem em contato com a mesma solucdo de GA por 7
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dias e, posteriormente, em contato com dgua do mar desaerada e estéril (recém-introduzida no
"loop" apds drenagem do fluido com a solucdo biocida) por mais 5 dias, foram avaliados por
MET (Figs. 23A-B). Adicionalmente, amostra da dgua do mar recém-introduzida foi também
processada para MET (Figs. 23C-D). As imagens revelaram a presenca de bactérias sésseis
(Figs. 23A-B) e planctonicas (Figs. 23C-D) integras e bem preservadas. As bactérias sésseis
possuem glicocdlice denso e amorfo e estdo imersas em extensa matriz extracelular
fortemente contrastada pelo composto catidnico vermelho de ruténio quando vistas por MET
(Figs. 23A-B, estrelas) e as bactérias planctonicas apresentam glicocalice predominantemente
filamentoso, com estrutura de matriz extracelular que mantém unidas bactérias adjacentes
(Figs. 23C-D, estrelas). Conclui-se, com esses dados, que o biofilme bacteriano nao sé
permanece aderido aos corpos-de-prova apds extenso tratamento biocida e lavagem do
sistema, mas pode liberar células para o fluido (detectadas na dgua do mar estéril recém-
injetada). Essas células em suspensao podem, em principio, levar a contaminacao e formacgao

de biofilme em outras areas do sistema.

2.2.3. Efeito do GA-QAT na desorganizacao de biofilme pré-formado no "loop' e sobre
bactérias planctonicas: avaliacao ultra-estrutural

No segundo teste realizado no "loop", apds 11 dias de in6culo das bactérias, o sistema
foi inicialmente injetado com QAT por 24 h e, posteriormente, com GA. Corpos-de-prova
foram retirados para anélises ap6s 1 h (Fig. 24A) e 24 h (Fig. 24B) de tratamento com GA.
Em ambos os tempos, apesar da presenca de bactérias imersas na matriz extracelular (Figs.
23A-B, estrelas) e aderidas ao metal (Figs. 24A-B, setas), verificou-se uma aparente
desorganizacdo do biofilme em relagdo a amostras-controle de biofilmes pré-formados no
"loop" apds 4 dias (Figs. 18E-F) e 12 dias (Figs. 19A-B) de in6culo bacteriano. Além disso,
apds o tratamento, a superficie de ago-carbono do corpo-de-prova apresentava-se bastante

danificada.

Semelhante ao que foi executado apds o primeiro teste no "loop", um corpo-de-prova
foi retirado para andlises de MEV apds permanecer em contato com a solu¢do de GA-QAT
por 7 dias e, posteriormente, em contato com agua do mar desaerada e estéril (recém-
introduzida no "loop" apds drenagem do fluido com a solug¢do biocida) por mais 2 dias. As
imagens de MEV indicam grande quantidade de produtos de corrosdao (Fig. 24C, setas)
depositados sobre a superficie metédlica bastante danificada do corpo-de-prova, em
proximidade com regides enriquecidas em matriz extracelular (Fig. 24C, estrelas). Assim

como os corpos-de-prova, fragmentos da tubulacdo de PVC do "loop" também foram
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retirados do sistema apds o contato de 2 dias com a dgua do mar estéril e processados para
MEV. As micrografias revelaram a persisténcia do biofilme bacteriano denso sobre a
superficie desse material, constituido especialmente por células em forma de bastdes (Figs.
24D-F, setas), algumas, inclusive, aparentando processo de esporulacado (Fig. 24F, seta). Esses
ultimos resultados mostram que a prépria tubulagdo do sistema pode ser uma fonte de
contaminacdo de bactérias e apontam para a necessidade de métodos mais eficientes de

desinfec¢ido quimica e limpeza mecanica intercalando ensaios microbiolégicos no "loop".
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Figura 18
Aspectos em MEYV da cinética de formacao do biofilme sobre a superficie dos corpos-de-
prova a partir do inoculo de BRS e BANHT planctonicas em sistema dinamico de fluxo

d' agua

Figuras 18A-B - imagens em menor (Fig. 18A) e maior aumento (Fig. 18B) do biofilme
formado apds 24 h de incubagdo do corpo-de-prova na presenca das bactérias inoculadas no

sistema.

Figuras 18C-D - imagens em menor (Fig. 18C) e maior aumento (Fig. 18D) do biofilme
formado apds 48 h de incubacdo do corpo-de-prova na presenca das bactérias inoculadas no

sistema.
Figuras 18E-F — imagens em menor (Fig. 18E) e maior aumento (Fig. 18F) do biofilme

formado ap6s 4 dias de incubacdo do corpo-de-prova na presenca das bactérias inoculadas no

sistema.

83



Resultados

Figura 18: Aspectos da formacio do biofilme em sistema dindmico de fluxo d’agua
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Figura 19
Aspectos em MEV do efeito do GA na desorganizacao do biofilme pré-formado em

sistema dinamico de fluxo d'agua

Figuras 19A-B - imagens em menor (Fig. 19A) e maior aumento (Fig. 19B) do biofilme
formado apds 12 dias de incubagdo do corpo-de-prova na presencga das bactérias inoculadas

no sistema (biofilme pré-formado de 12 dias, controle).

Figuras 19C-D - imagens em menor (Fig. 19C) e maior aumento (Fig. 19D) mostrando o

efeito do GA sobre o biofilme pré-formado de 12 dias ap6s tratamento de 1 h.

Figuras 19E-F — imagens em menor (Fig. 19E) e maior aumento (Fig. 19F) mostrando o

efeito do GA sobre a estrutura do biofilme pré-formado de 12 dias apds tratamento de 4 h.

Figuras 19G-H - imagens em menor (Fig. 19G) e maior aumento (Fig. 19H) mostrando o

efeito do GA sobre a estrutura do biofilme pré-formado de 12 dias apos tratamento de 24 h.
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Figura 19: Efeito do GA na desorganizacio do biofilme em sistema dinamico de fluxo d’agua

Biofilme-controle (12 dias)

GA - 1h

GA-24h
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Figura 20
Aspectos em MET do efeito do GA na desorganizacao do biofilme pré-formado em

sistema dinamico de fluxo d'agua

Figuras 20A-B - imagens do biofilme formado apds 12 dias de incubagao do corpo-de-prova

na presenga das bactérias inoculadas no sistema (biofilme pré-formado de 12 dias, controle).

Figuras 20C-D - imagens em menor (Fig. 20C) e maior aumento (Fig. 20D) mostrando o

efeito do GA sobre o biofilme pré-formado de 12 dias apds tratamento de 1 h.

Figuras 20E-F - imagens mostrando o efeito do GA sobre o biofilme pré-formado de 12 dias

apos tratamento de 4 h.

Figuras 20G-H - imagens mostrando o efeito do GA sobre a estrutura do biofilme pré-

formado de 12 dias apds tratamento de 24 h.
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Figura 20: Efeito do GA na desorganizacio do biofilme em sistema dinamico de fluxo d’agua

12 dias em Agua do Mar

GA - 1h

GA-4h

GA-24h
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Figura 21
Aspectos em MET e analise elemental de bactérias planctonicas em sistema dinamico de

fluxo d' agua

Figuras 21A-B - imagem de bactérias planctonicas retiradas de amostras de fluido do sistema

apo6s 12 dias de inéculo.

Figuras 21C-H - espectros de energia dispersiva de raios-X realizados sobre o citoplasma
(Fig. 21C), matriz extracelular (Fig. 21D) e glicocélice (Figs. 21E-H) de bactérias
planctonicas (Figs. 21A-B) apés 12 dias de indculo. Os espectros das colunas da esquerda
(Figs. 21C, 21E e 21QG) e da direita (Figs. 21D, 21F e 21H) correspondem, respectivamente,

as estruturas apontadas pelas respectivas letras nas Figuras 21A e 21B.
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Figura 22

Aspectos em MET e analise elemental do efeito do GA sobre bactérias planctonicas em

sistema dinamico de fluxo d' agua

Figuras 22A-C - imagens de bactérias planctonicas apds 12 dias de indculo, retiradas de

amostras de fluido do sistema apds tratamento por 1 h com GA.

Figuras 22D-F — imagens de bactérias planctonicas apds 12 dias de indculo, retiradas de

amostras de fluido do sistema apds tratamento por 4 h com GA.

Figuras 22G-H - imagens de bactérias planctonicas ap6s 12 dias de inéculo, retiradas de

amostras de fluido do sistema ap6s tratamento por 24 h com GA.
Figuras 22I-J — espectros de energia dispersiva de raios-X realizados sobre o citoplasma

(Fig. 22I) e glicocalice (Fig. 22J) de bactérias planctonicas (Fig. 22E), apos 12 dias de in6culo

e posterior tratamento por 4 h com GA.
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Figura 22: Efeito do GA sobre bactérias planctonicas em sistema dinamico de fluxo d’agua
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Figura 23
Aspectos em MET de bactérias sésseis e planctonicas apds término dos testes com GA e
lavagem do sistema dinamico de fluxo d'agua. Apés 12 dias de inéculo das bactérias, o
GA foi adicionado ao sistema, permanecendo por 7 dias, apés o que todo o fluido foi
substituido por agua do mar desaerada estéril, com um periodo de hibernaciao de 5 dias,

antes que as amostras fossem retiradas.

Figuras 23A-B — imagens de bactérias sésseis raspadas de corpo-de-prova.

Figuras 23C-D - imagens de bactérias planctonicas presentes na dgua do mar estéril recém-

injetada no sistema (ap6s término do teste com GA).
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Figura 23: Avaliacao da presenca de bactérias sésseis e planctonicas apés o término
dos testes com GA e lavagem do sistema dindmico de fluxo d’agua

94



Resultados

Figura 24
Aspectos em MEYV do efeito do GA-QAT na desorganizacao do biofilme pré-formado em
sistema dinamico de fluxo d'agua e avaliacido de corpos-de-prova e da tubulacao apés o

término dos testes e da lavagem do sistema

Figuras 24A-B - imagens mostrando o efeito do GA-QAT sobre o biofilme formado apds 11
dias de in6culo das bactérias, tratado por 24 h com QAT e depois com GA, por 1 h (Fig. 24A)
e por 24 h (Fig. 24B).

Figura 24C - imagem da superficie do biofilme formado sobre corpo-de-prova apds 11 dias
de in6culo das bactérias no sistema, seguido por 7 dias de contato com GA-QAT e mais 2 dias
na presenca de dgua do mar estéril (apds drenagem de todo o fluido contendo a solucio

biocida).

Figuras 24D-F - imagens da superficie da tubulacdo de PVC do sistema dinamico apds 11
dias de indculo das bactérias no sistema, seguido por 7 dias de contato com GA-QAT e mais 2
dias na presencga de dgua do mar estéril (ap6s drenagem de todo o fluido contendo a solucdo

biocida).
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Figura 24: Efeito de GA-QAT na desorganizacao do biofilme em sistema dinamico de fluxo d’agua
e avaliacio de corpos-de-prova e da tubulaciio apds o término dos testes e lavagem do sistema
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3. Efeito do DTPA no tratamento do oleoduto PCH II/ PCH 1

O tratamento do oleoduto PCH 1II / PCH 1 foi realizado com o intuito de testar a
eficiéncia do produto selecionado a partir dos ensaios realizados em sistema estdtico (ver
Resultados - Item 1). Além da intervencdo para o controle microbiano no oleoduto em
questdo, objetivou-se, com esse trabalho, testar um procedimento que possa ser aplicado para
o controle de BRS e incrustacdes de sulfato de bario em outros oleodutos da area norte da

Bacia de Campos.

A solucdo de DTPA foi escolhida, pois além de ter apresentado uma eficiéncia
bactericida comparada com a solu¢do de GA-QAT, verificada pelos ensaios em sistema
estatico (ver Resultados - Tabela 4), possui também alta eficiéncia antiincrustante e
caracteristica corrosiva moderada, quando diluido em 4dgua aerada (dados ndao mostrados).
Acrescentou-se o carbonato de sédio (Na,COs3) a essa solugdo, pois essa composicao ja havia
sido testada anteriormente pelo CENPES, apresentando maior capacidade em complexar ions

bario (dados ndo mostrados).

3.1. Avaliacao microbiologica

Os resultados da caracterizagdo microbioldgica da dgua produzida (BRS planctonicas) e
dos residuos (BRS sésseis) obtidos do oleoduto, antes e apds o tratamento com o produto a
base de DTPA, estdo apresentados na Tabela 12. Antes do tratamento com a solucdo biocida
amostras-controle de dgua produzida e de residuo mostraram alta contaminacdo por BRS,
evidenciada pela técnica do NMP e pela deteccao da atividade de BRS. Nota-se que ha uma
reducdo da concentracdo e da atividade de bactérias planctonicas (de 2,5 x 10° para 2,5 x 10
NMP / ml ; de 3 dias para 4 dias) e da concentracdo de bactérias sésseis (de 6,1 x 107 para 2,9
x 10° NMP / ml) antes do tratamento quimico, apenas como resultado da limpeza mecénica
sucessiva por "pigs" no interior da tubulacdo. Nas amostras retiradas da solucdo de tratamento
(ap6s 10 h de contato com o produto) ndo ocorreu o crescimento de BRS, favorecendo a
hipétese da eficiéncia biocida do produto empregado. Entretanto, na amostra de residuo
coletada apds o tratamento quimico, observou-se, pela técnica do NMP, uma concentragcao
mais elevada de BRS (8,5 x 10’ NMP / ml) do que aquela encontrada em residuo (2,9 x 10°
NMP / ml) retirado do mesmo ponto de coleta antes da aplicacdo do produto. Esse fato,
provavelmente, aconteceu devido ao atraso na coleta do residuo (somente 7 h apds o
tratamento), que permitiu o seu contato com o fluido de producao de PCH II, recontaminando

o sistema.
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3.2. Aspecto in situ do biofilme e sua desorganizacio apés tratamento com DTPA:

avaliacio ultra-estrutural e microanalise de raios-X

Analisamos por MEV (Figs. 25A-D) e por MET (Figs. 26A-E), os residuos obtidos por
raspagem da tubulacdo PCH II / PCH I, antes e apds o tratamento com a solucdo de DTPA.
As imagens obtidas antes do tratamento mostraram a presenga de bactérias integras, em forma
de bastdes e vibrides, fazendo parte da biomassa rica em matriz extracelular (Fig. 25A,
estrelas e Figs. 26A-C), constituindo um biofilme maduro aderido a tubulacdo. Apds o
tratamento com o DTPA, as andlises microscopicas de MEV (Figs. 25B-D) e MET (Figs.
26D-E) revelaram que as bactérias que constituiam o biofilme foram bastante afetadas pelo
produto. As superficies dessas bactérias apresentaram um aspecto rugoso e suas formas e
volumes pareceram alterados em resposta ao contato com o DTPA (Figs 25B-C, setas). O
padrao morfolégico de alteragdo do biofilme avaliado por MEV assemelha-se aquele
observado em laboratério nas amostras tratadas com DTPA, tais como biofilme disforme e
pléstico, com células aparentemente se "derretendo" e fundindo umas as outras e a matriz
extracelular (Figs. 25D, asteriscos). Esse efeito foi mais bem visualizado nas imagens de
MET (Figs. 26D-E) onde, na quase totalidade das amostras, grandes extensdes do biofilme
eram formados por fragmentos de superficie de bactérias, estruturas “fantasmas” (Figs. 26D-
E, pontas de setas), células com contetdo citoplasmético bastante esvaziado (Fig. 26E, setas
finas) e eventuais células integras (Fig. 26E, setas grossas) imersas em matriz extracelular
residual (Figs. 26D-E, estrelas).

Algumas imagens de MET de biofilmes encontrados em residuos do oleoduto antes
(Fig. 27A) e ap6s (Fig. 27B) tratamento com DTPA foram estudadas pela técnica de
microandlise de raios-X (Figs. 27C-J). A andlise elemental de regides do corte ultrafino onde
sO havia a resina epon, usada para o emblocamento da amostra durante processamento para
MET, foi feita como controle (Figs. 27C-D). Nesse caso, o inico elemento que se destaca € o
Cu, presente na grade de suporte dos cortes. Os elementos O, Si, S, Mn, Ca, Ru e Fe, foram
encontrados distribuidos nas diferentes estruturas analisadas, entre elas, glicocdlice,
citoplasma e matriz extracelular. Destas andlises, ressalta-se a presenc¢a de Ru no interior do
citoplasma de bactéria séssil (Fig. 27G, seta), além da sua identificacdo rotineira no
glicocdlice bacteriano e na matriz extracelular (Fig. 27J, seta). Particularmente, do ponto de
vista ultra-estrutural, o citoplasma da bactéria que apresenta Ru na andlise elemental (Fig.
27A) esta enriquecido em material interno denso e amorfo, semelhante aquele encontrado
constituindo a matriz extracelular. Os resultados da microandlise de raios-X conjugados as

imagens de MET sdo evidéncias de um processo, no qual moléculas constituintes de matriz
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Figura 25
Aspectos em MEV do efeito do DTPA na desorganizacio de biofilmes presentes em

residuos obtidos do oleoduto PCH II / PCH 1, antes e apds tratamento em campo.

Figura 25A - imagem do aspecto do biofilme aderido a tubulacdo do oleoduto antes do

tratamento com DTPA.

Figuras 24B-D - imagens do aspecto do biofilme aderido a tubulagdo do oleoduto apds

tratamento por 10 h com DTPA.
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Figura 25: Efeito do DTPA sobre biofilmes bacterianos amostrados em residuos de oleoduto
ants e apos tratamento em campo
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Figura 26
Aspectos em MET do efeito do DTPA na desorganizacio de biofilmes presentes em

residuos obtidos do oleoduto PCH II / PCH 1, antes e apds tratamento em campo.

Figuras 26A-C - imagens do aspecto do biofilme aderido a tubulagdo do oleoduto antes do

tratamento com DTPA.

Figuras 26D-E - imagens do aspecto do biofilme aderido a tubulagdo do oleoduto apds

tratamento por 10 h com DTPA.
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Figura 26: Efeito do DTPA sobre biofilmes bacterianos amostrados em residuos de
oleodutos antes e apos tratamento
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Figura 27
Aspectos em MET e analise elemental do efeito do DTPA na desorganizacio de biofilmes
presentes em residuos obtidos do oleoduto PCH II / PCH I, antes e apés tratamento em

campo.

Figura 27A - imagem de bactérias sésseis aderidas a tubulacdo do oleoduto antes do

tratamento com DTPA.

Figura 27B - imagem de bactéria séssil aderida a tubulacdo do oleoduto apds tratamento por

10 h com DTPA.

Figuras 27C, E, G e I — espectros de energia dispersiva de raios-X realizados sobre a resina
(Fig. 27C), glicocdlice (Fig. 27E), citoplasma (Fig. 27G) e matriz extracelular (Fig. 27I) de
bactérias sésseis (Fig. 27A, estruturas apontadas pelas respectivas letras), antes do tratamento

com DTPA.

Figuras 27D, F, H e J — espectros de energia dispersiva de raios-X realizados sobre a resina
(Fig. 27D), residuo (Fig. 27F), glicocdlice (Fig. 27H) e matriz extracelular (Fig. 27J) de
bactéria séssil (Fig. 27B, estruturas apontadas pelas respectivas letras), apds tratamento por 10

h com DTPA.
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Figura 27: Efeito do DTPA sobre biofilmes bacterianos amostrados em residuos de oleodutos
antes e apos tratamento
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extracelular sdo sintetizadas no citoplasma das bactérias e, posteriormente, liberadas para o
meio extracelular. Destaca-se, também, das andlises elementais, a presenca de Ba e Sr na
matriz extracelular (Fig. 271) antes do tratamento com DTPA, ausente nas andlises feitas apds
tratamento com essa base ativa (Fig. 27J). O Ba em associa¢do com S forma sulfato de bario,
cujo composto pode ser consumido pelo metabolismo de BRS. Para tratamento do oleoduto,
DTPA foi dosado juntamente com Na,COs;, cuja combinagdo apresenta um maior poder em
complexar fons Ba e Sr. E interessante correlacionar o fato de que esses dois fons nio foram
mais identificados na matriz extracelular apés o tratamento com DTPA, que se mostrou
eficiente tanto no controle microbiano quanto na desorganizacdo estrutural e quimica do

biofilme bacteriano.

4. Potencial da microscopia confocal para estudo de biofilmes e sua interacio com o
substrato metalico

O microscépio Optico confocal de varredura a laser foi utilizado para andlises de
corpos-de-prova incubados por 72 h com o inéculo de BRS e BANHT em sistema dinamico
de fluxo d'dgua "loop" (Figs. 28A-D e 29A-B). Para andlise ao microscépio confocal, as
bactérias foram marcadas pelo composto fluorescente laranja de acridina, que tem afinidade
por RNA. O biofilme foi visualizado como uma estrutura que se espalha de forma
heterogénea sobre a superficie do metal (Figs. 28 A-B). As células estdo identificadas nas
micrografias pela cor amarela, aderidas ao metal, identificado pela cor azul. Duas regides do
biofilme foram analisadas apds cortes dpticos no eixo Z, que permitiram uma visao lateral e
de profundidade das mesmas (Figs. 28C-D). Observa-se, nas imagens obtidas, que algumas
areas ocupadas pelas bactérias excluem o metal (Figs. 28C-D, setas), sendo compativel com o
processo de corrosdo localizada (formacdo de "pits"), abaixo da regidao de concentragdao de
bactérias no biofilme. Os pontos de perda de massa do metal ou pontos de corrosdao chegam a
apresentar profundidade de 15,2 pum.

Uma visao tridimensional do biofilme formado apés 72 h de incubacdo do corpo-de-
prova com indculo de m-BRS (Fig. 29A) foi obtida pelo somatério de cortes Opticos
seqiienciais de 1 um de profundidade (Fig. 29B). Essa andlise permitiu estimar em
aproximadamente 30 wm a espessura do biofilme aderido sobre a superficie do metal (Fig.
29B). Além disso, a andlise individual dos quadros correspondentes a cada corte 6ptico em
diferentes alturas do biofilme revela a densidade diferenciada de células. A observacdo de
menor densidade de colonizacdo bacteriana na superficie do metal, que aumenta e depois
diminui gradativamente em direcdo a superficie, é compativel com o modelo proposto, no

qual o biofilme apresenta uma estrutura funcional em forma de "cogumelo".
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Figura 28
Aspectos do biofilme pré-formado de 72 h em sistema dinimico de fluxo d' agua

analisados por microscopia confocal

Figuras 28A-B — micrografias Opticas confocais em menor (Fig. 28A) e maior (Fig. 18B)
aumentos revelam biofilme aderido ao metal (azul). Bactérias marcadas com a sonda

fluorescente laranja de acridina sdo mostradas em amarelo.

Figuras 28C-D - cortes opticos no eixo Z (parte superior da micrografia) da imagem
mostrada no campo inferior esquerdo em menor (Fig. 28C) e maior (Fig.28D) aumentos
revelam que algumas dreas ocupadas pelas bactérias excluem o metal (setas). Nestes pontos,
observa-se somente a marcacdo amarela das bactérias, mas ndo a cor azul referente ao metal,
ou seja, a linha de altura do metal é descontinuada nestas regides de ocupacao por bactérias.
Esta imagem ¢é compativel com a corrosdo localizada do metal, abaixo do biofilme

microbiano.

107



Resultados

Figura 28: Aspectos do biofilme e da superficie metalica analisados por microscopio confocal
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Figura 29

Analise por microscopia confocal da espessura do biofilme pré-formado de 72 h em

sistema dinamico de fluxo d' agua

Figura 29A - somatério de imagens do biofilme sobre o corpo-de-prova metélico, feitas a

partir de cortes Opticos seqiienciais (1 pm).

Figura 29B - galeria de fotos feitas a partir de cortes Opticos seqiienciais (1 um) revela que o

biofilme apresenta uma espessura de aproximadamente 30 wm.
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Figura 29: Analise da espessura do biofilme bacteriano por microscépio confocal

110



Discussdo

DISCUSSAO

111



Discussdo

O estudo do efeito de biocidas sobre biofilmes bacterianos envolvidos em processos de
biocorrosdo em plataformas maritimas € de suma importancia dentro de uma estratégia
mundial da industria petrolifera em reduzir ao maximo os elevados custos com danos a
equipamentos e perdas na produgdo. A utilizacdo de produtos quimicos visando controlar as
bactérias envolvidas nesse processo (principalmente BRS) tem gerado uma crescente
preocupacdo no que diz respeito a eficiéncia desses compostos € a toxicidade ao ambiente
marinho e ao operador técnico (Scholten e cols., 2000). A habilidade de avaliar, prever e
controlar a corrosao influenciada por microrganismos é um fator relevante que requer nao
somente estudos laboratoriais, como também investiga¢des de campo.

O presente trabalho se propds a reavaliar a eficiéncia de solucdes biocidas ja
amplamente utilizadas na industria do petréleo e testar novos compostos e metodologias
capazes de controlar processos de biocorrosdo e que satisfizessem ao maximo as exigéncias
ambientais contemporaneas. Seu principal objetivo foi estudar o efeito de diferentes solugdes
quimicas no controle do crescimento de BRS sésseis e planctonicas e na desorganizacdo de
biofilmes bacterianos. Objetivou, também, padronizar a técnica de microscopia confocal de
varredura a laser para o estudo de biofilmes aderidos a superficie metdlica de corpos-de-
prova. Foram realizados estudos em laboratério, sob condigdes estdticas e dinamicas de fluxo
d'dgua, com amostras de bactérias oriundas de oleodutos ou de tubulacdes do sistema de
injecdo de 4gua do mar da Bacia de Campos-RJ. Adicionalmente, foram analisadas amostras
de 4gua produzida e de residuos coletados de oleoduto da plataforma PCH II / PCH I da
PETROBRAS na Bacia de Campos, antes e apds tratamento quimico objetivando o controle
bacteriano e a remocao de incrustacdes do sistema.

Apesar de bastante difundida em outros paises, as técnicas de microscopia eletronica,
descritas em nosso trabalho, até entdo ndo tinham sido utilizadas no Brasil como uma
ferramenta para avaliagdo da efici€éncia biocida sobre biofilmes bacterianos envolvidos na
biocorrosao de tubulagdes de plataformas de petréleo. Trabalhos anteriores de nosso grupo ja
haviam usado essa metodologia para caracterizacao ultra-estrutural de populacdes bacterianas
planctonicas e sésseis, amostradas diretamente em sistemas de inje¢cdo de dgua do mar de
plataformas maritimas da PETROBRAS e cultivadas em laboratério pelo uso de meios
seletivos para BRS (Coutinho, 1991; Aradjo-Jorge e cols., 1992; Coutinho e cols., 1993,
1994a, 1994b). Além disso, € a primeira vez que a técnica de microscopia confocal de
varredura a laser, que representa um grande avanc¢o tecnolégico na instrumentagcdo
microscopica, estd sendo aplicada no Brasil para o estudo da biocorrosdo, revelando seu
potencial para o estudo de biofilmes bacterianos.

Os ensaios laboratoriais em sistemas estiticos de fluxo d'dgua normalmente sao
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realizados com o objetivo de selecionar bases ativas, entre uma ampla variedade de produtos
quimicos, eficazes em controlar os microrganismos de um sistema industrial. Além de serem
mais econdmicos, os testes estiticos permitem que um nimero maior de testes possa ser
conduzido de forma conveniente, levando a maior precisdo dos resultados. Depois de
comprovada a eficiéncia biocida em sistema estitico, recomenda-se que 0s compostos
escolhidos passem por testes mais criteriosos de avaliagdo, que simulem de uma forma mais
fidedigna as condicdes encontradas nos sistemas industriais em que serdo empregados (Fu e
cols., 1996; Ludensky, 1999). Para isso, foi desenvolvido no CENPES um sistema dindmico
de fluxo d'dgua, "loop", com possibilidades de monitoramento de varidveis como pH,
temperatura, velocidade de fluxo do fluido, taxas de corrosdo, taxas de oxigénio, potencial
redox, entre outras andlises. O "loop" simula as condi¢des operacionais e técnicas do sistema
de injecdo de 4dgua do mar para recuperacdo secunddria de petrdleo. Ele foi testado pela
primeira vez, no presente trabalho, e dois ensaios independentes foram realizados para avaliar
o crescimento de bactérias sésseis e planctonicas nas condi¢des do sistema. GA foi testado
isoladamente ou coadjuvado com QAT na desorganizacao dos biofilmes bacterianos formados
no "loop". Os resultados desses ensaios foram analisados ndo somente do ponto de vista da
eficiéncia biocida, mas também sob a Optica da avaliacdo do "loop" enquanto instrumento
metodoldgico aplicavel ao estudo de fendmenos associados a biocorrosdao na industria do
petréleo.

Nossos ensaios em sistema estdtico serviram para selecionar o biocida mais eficiente
para o tratamento de oleoduto da 4rea norte da Bacia de Campos, que estava apresentando
problemas de corrosdo e de incrustagdes de sulfato de bario (Magalhdes e cols., 1995). As
condicdes estdticas de fluxo d’4dgua foram adotadas para simular as condi¢cdes de estagnacao
(hibernagdo do produto) que seriam encontradas em campo. Dentre as solu¢des quimicas
testadas em laboratério, DTPA e GA-QAT foram as que obtiveram os melhores resultados
nos testes microbioldgicos de avaliacdo de efici€éncia biocida das bases ativas. As duas
solucdes foram capazes de impedir o crescimento bacteriano sobre os corpos-de-prova, sendo
que o DTPA foi mais eficiente. As amostras tratadas com esses dois compostos foram
também analisadas por microscopia eletronica (MEV e MET). Através dessa técnica,
verificamos que a solugdo de DTPA teve maior capacidade de alterar a ultra-estrutura das
células bacterianas e do biofilme aderido ao metal do que a solu¢do de GA-QAT. As
micrografias de MEV e MET revelaram que o biofilme tratado com GA-QAT permaneceu
praticamente inalterado em relagdo a sua estrutura, enquanto que o biofilme tratado com
DTPA foi drasticamente desorganizado, com células bacterianas rompidas e com depositos,

aparentemente, dissolvidos. Até a presente data, ndo existem dados na literatura que atribuam
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o efeito biocida ao DTPA e os nossos resultados sdo inéditos quanto a obtenc¢do do controle
bacteriano pelo uso desse produto. J4 em relacdo ao GA, diversos estudos confirmam que esse
produto, quando utilizado isoladamente ou conjugado a diferentes tipos de sais quaternarios
de amo6nio (QAT), encontra-se entre os compostos de maior efici€ncia bactericida utilizados
na induistria do petréleo (Bessems e Clemmit, 1983; Hudgins, 1992; Morris e cols., 1995;
Battersby e cols., 1985; Grab e Theis, 1992; Morris e Pope, 1994; Videla e cols., 1996).

Além da biocorrosdo, incrustagdes, principalmente de sulfato de bario (barita),
representam um outro problema de grandes proporcdes econdmicas para a inddstria do
petréleo (Wang e cols., 1999; Dunn e cols., 1999). Essas incrustagdes sao de dificil remogao,
devido a baixa solubilidade em &4gua, e podem representar sitios de atracdo bacteriana,
principalmente para BRS, por constituir fonte de sulfato, no caso da barita. Além disso, seu

226 228, as tornam radioativas e

poder de associacdo com elementos como o Ra™ ou Ra
potencialmente perigosas para as diversas formas de vida marinha. Os principais problemas
causados pela barita sdo os danos a equipamentos e perdas na produgdo relacionados
principalmente a diminui¢do das dreas de fluxo da tubulacdo e queda na eficiéncia de
transferéncia de calor. No caso de interacdo de BRS com incrustacdes de barita, soma-se a
esses problemas, potencializacdo da biocorrosdo de superficies metdlicas. Biofilmes
corrosivos constituidos por BRS e associados a incrustacdes de barita, presentes no sistema de
producdo da plataforma PCH 1II, foram anteriormente caracterizados por técnicas
microbioldgicas, por testes metabdlicos e por andlises ultra-estruturais e elementais
(Magalhaes e cols., 1993, 1995). Nesse estudo, verificou-se que as BRS eram capazes de
metabolizar o sulfato de bario na auséncia de sulfato solivel, dissolvendo as incrusta¢des de
barita. Por outro lado, a produg¢do de sulfeto em altas concentracdes causava cOrrosiao
localizada nos oleodutos daquela drea de producao.

Com base em nossos resultados dos testes realizados com biocidas em sistema
estdtico, a solucdo de DTPA foi selecionada para aplicacdo em campo. A escolha desse
produto também se deveu a sua caracteristica corrosiva moderada, comparada a da solucao de
GA-QAT (dados nao mostrados). O DTPA ja € utilizado na inddstria do petréleo para
remover incrustagdes de sulfato de bario (Wang e cols., 1999) mas, como comentado
anteriormente, ndo consta na literatura dados de que ele possa funcionar como base ativa para
o controle microbiano. A eficiéncia bactericida desse produto para o controle de BRS
observada nos testes de laboratério recomendou seu uso no tratamento do oleoduto de campo.
O conjunto das a¢des antiincrustante e biocida do DTPA permitiria tratamento da tubulacdo

em uma unica camada, visando o controle tanto da remocao das incrustacdes de sulfato de

bario quanto do controle de BRS. Além dessa vantagem, o fato desse produto ndo elevar a
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corrosividade do fluido permitiria o aumento do seu tempo de contato com os depdsitos
internos e, ainda, eliminaria a necessidade de desaeracdo prévia da dgua, reduzindo assim os
custos relativos a parada de produgdo, desaeracdo da dgua e da utilizacdo de um outro biocida.

As operagdes de rotina realizadas em campos de petréleo combinam programas de
tratamento quimico com passagens regulares de "pigs" (raspadores) no interior das tubulagdes
(Jack e Westlake, 1995). Al-Hashen e cols. (1999) estudaram, em laboratério, os processos de
remocgao fisica de biofilmes crescidos em corpos-de-prova de ago-carbono com o intuito de
simular a acdo dos diferentes tipos de "pigs" utilizados em campo para limpeza mecanica.
Eles verificaram que esse modo de tratamento foi eficaz em remover grande parte da
populacdo bacteriana de biofilmes formados tanto por microrganismos aerébios quanto por
microrganismos anaerobios. Seus melhores resultados foram obtidos apds o uso vigoroso de
um raspador de plastico rigido sobre a superficie metdlica, o que praticamente eliminou o
biofilme preexistente. Entretanto, a complexidade das operagcdes técnicas realizadas em
campo e as extensas superficies a serem raspadas dificultam a reproducdo de resultados
semelhantes em grande escala. Nossos dados de campo, obtidos apds a passagem de "pigs" no
interior do oleoduto, mostraram que o método foi eficiente para remover uma grande
quantidade de bactérias planctonicas presentes na dgua produzida, porém ndo apresentou os
mesmos resultados quanto a remocdo de bactérias sésseis que se encontravam aderidas ao
oleoduto antes do tratamento. Nossos resultados sugerem que a combinac¢do da pré-acao
quimica com DTPA com uma pds-acdo mecanica com "pig" pode ser mais efetiva, e
mereceria ser testada em campo e em laboratoério.

Os resultados das andlises microbioldgicas de amostras liquidas retiradas da solucao
de tratamento com DTPA, ao término do contato do oleoduto PCH II / PCH I com esse
produto, confirmaram seu efeito biocida sobre BRS planctonicas. As andlises ultra-estruturais
de residuos coletados antes e apds o tratamento confirmaram o mesmo efeito de
desestruturacdo do biofilme bacteriano pelo uso de DTPA, anteriormente observado nos testes
estaticos em laboratério. Porém, pela técnica do NMP, verificamos que esses residuos
coletados apds o tratamento apresentaram uma concentragdo mais elevada de BRS quando
comparada com a coleta anterior a aplicacdo do produto. Esse fato, provavelmente, se deveu
ao atraso na coleta dos residuos, que permitiu o seu contato com o fluido de producgdo
proveniente de PCH II, recontaminando o sistema. E possivel que as bactérias, detectadas
pelas técnicas microbioldgicas, estivessem presentes no fluido e tenham permeado os
residuos, mas ndo tenham aderido ao biofilme preexistente, posto que ndao foram detectadas
pelas analises de microscopia eletronica.

A rdpida recontaminacdo das tubulagdes industriais por bactérias costuma ser
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observada quando um biocida é removido do sistema. Esse efeito € regularmente evidenciado
nos monitoramentos de eficiéncia de biocidas utilizados em oleodutos e sistemas de inje¢ao
de dgua do mar em todo o mundo (Al-Hashem e cols., 1999). Os biocidas tendem a matar
apenas uma propor¢do das bactérias presentes nos biofilmes e as que sobrevivem crescem
rapidamente para reconstruir um biofilme ativo. Isso confirma a necessidade de se fazer uma
dosagem freqiiente dos biocidas a fim de manter as populacdes bacterianas sésseis em um
nivel baixo. A utiliza¢do rotineira de "pigs" raspadores, antes e apds as dosagens com OS
produtos quimicos, também deve ser adotada para aumentar a eficiéncia do tratamento. "Pigs"
instrumentados, capazes de avaliar a integridade interna do oleoduto também devem ser
implementados para monitoramento da corrosdo interna e do perfil das incrustagdes
encontradas em oleodutos e sistemas de injecdo de dgua do mar. Na verdade, o ideal seria
associar a monitoracdo microbioldgica e estrutural, também uma monitoracdo dos efeitos
corrosivos da presenca de microrganismos, pois talvez haja uma densidade de biomassa
minima que possa contaminar residualmente o sistema, sem maiores conseqiiéncias com
relacdo a perda de massa das tubulacdes. Em outras palavras, poderia se chegar a um
"equilibrio" sem esterilizacdo total e sem efeitos corrosivos.

O efeito biocida da solucio de DTPA, utilizadas em nosso trabalho, pode estar
relacionado (1) ao alto pH das solucdes (pH 12 em laboratério e pH 14 em campo), (2) ao fato
desta solu¢@o nio ter sido previamente desaerada antes de sua aplicagdo ou (3) a formagao de
quelatos entre o DTPA e alguns elementos essenciais ao metabolismo bacteriano e a estrutura
do biofilme, especialmente cations divalentes.

Cada organismo possui uma faixa ideal de pH dentro da qual seu crescimento torna-se
vidvel. Embora existam bactérias adaptadas a sobreviver em pH &cido (acidéfilas) e em pH
alcalino (alcalifilas), a maioria das BRS € encontrada em ambientes com uma faixa de pH
entre 5 e 9 (Postgate, 1984; revisto em Barton e Tomei, 1995). Poucos organismos possuem
um pH alto 6timo para o crescimento (pH 10-11) e sdo normalmente encontrados em habitats
altamente alcalinos como lagos de soda e solos com alto teor de carbonato. A maioria dos
procariotos alcalifilos estudados sdao bactérias aerdbias de origem nao marinha (Madigan e
cols., 1997). Como o funcionamento das enzimas citoplasmaticas celulares ocorre em pH
proximo da neutralidade (pH 7), qualquer variagdo acentuada do pH citoplasmaético
acarretaria a morte celular (Lenhingher, 1986). O pH alcalino (pH =12) € necessario para que
ocorra a dissolugdo das incrustacdes de sulfato de bario das tubulagdes (Wang e cols., 1999;
Dunn e cols., 1999). Considerando que as solu¢des de DTPA utilizadas em nossos ensaios de
laboratério e de campo possuiam pH 12 e pH 14, respectivamente, esses altos valores de pH

podem ter causado dano direto as células. Entretanto, o possivel efeito direto do pH sobre os

116



Discussdo

biofilmes de BRS aderidos a superficies metalicas deverd ser comprovado em experimentos
futuros.

A presencga do oxigénio também pode ter contribuido para o efeito biocida observado
para a solucdo de DTPA, tantos nos ensaios estdticos quanto na sua aplicagdo em campo.
Ainda ndo se sabe ao certo qual é o verdadeiro efeito que o oxigénio exerce sobre as BRS.
Acreditava-se, desde experimentos realizados por Pasteur, que todos 0s microrganismos
anaerdbios eram mortos ao entrar em contato com oxigénio. Segundo Postgate (1984), as
BRS, ao serem expostas ao ar, ndo seriam mortas, mas permaneceriam em estado de
dorméncia. Em 1990, Dilling e Cypionka (revisto em Gall e Xavier, 1996) verificaram que
algumas cepas do gé€nero Desulfovibrio eram capazes de realizar o processo de fosforilagdo
oxidativa na presenga de ar, o que faria com que essas BRS, além de serem capazes de tolerar
o oxigénio, fossem também capazes de tirar alguma vantagem da sua presenga. Nossos
experimentos ndo contemplaram um controle de incubacdo das bactérias na presenca de
oxigénio e, portanto, € meramente especulativa qualquer conclusdo a respeito do efeito desse
elemento na morte celular estimada pelos testes microbiolgicos com solucdo aerada de
DTPA. A incubacdo de BRS sésseis e planctonicas na presenga de dgua corrente aerada
deverd ser realizada em experimentos futuros para avaliacdo dessa varidvel no controle do
crescimento bacteriano. Mas, certamente, a presenca do oxigénio, por mais lesiva que seja
para as células, ndo teria efeito sobre a rdpida desestruturagdo do biofilme bacteriano
observada apds tratamento com DTPA.

Os compostos inorganicos presentes no biofilme variam de acordo com a composicao
quimica do fluido em que eles sdo encontrados e, provavelmente, afetam sua estrutura fisica e
bioldgica. Elementos como o célcio, o magnésio e o ferro interferem diretamente nas ligacdes
entre as SPE do biofilme. SPE medeiam processos de adesdo e sdo responsdveis pela
integridade estrutural do biofilme (Characklis, 1981; Applegate e Bryers, 1991). Turakhia e
cols. (1983) expuseram um biofilme bacteriano ao &4cido triaminoetilenoglicol (EGTA),
agente quelante especifico de cdlcio, induzindo a remocao do biofilme. O niquel, o selénio, o
calcio e o ferro também sao cofatores para varias enzimas de BRS, cujas presencas, em uma
concentracdo minima, sao necessdrias para o crescimento dessas bactérias (Barton e Tomei,
1995). O DTPA € um composto quimico capaz de formar complexos hidrosoliveis com os
ions célcio, magnésio, cobre, ferro, zinco, bario, estroncio entre outros, em diversas faixas de
pH (manual BASF-Trilon C, 1988). Sabendo-se que o EGTA € capaz de desestruturar e
destacar biofilmes bacterianos (Characklis, 1979; Turakhia e cols., 1983), acreditamos que o
efeito da solucdo de DTPA, utilizada no presente trabalho, sobre os biofilmes formados sobre

os corpos-de-prova e no oleoduto, possa ser atribuido a um mecanismo de a¢do semelhante,

117



Discussdo

isto é, complexando fons necessarios para o crescimento bacteriano e, principalmente, para a
manutencao estrutural do biofilme.

Através da microandlise de raios-X por MET, constatamos a presenga dos elementos
bario, estroncio, enxofre e ferro associados a matriz extracelular de BRS antes do tratamento
com o DTPA no oleoduto PCH 1I / PCH 1. Esses resultados confirmam a presenca dessas
bactérias junto a incrustacdes de sulfato de bério (barita) e de estroncio (celestita), além de
evidenciar a presenca de produtos de corrosdao como o sulfeto de ferro. Quando avaliamos o
residuo apds o tratamento, verificamos a auséncia dos fons bério e estroncio na matriz do
biofilme, provavelmente devido a complexacdo do DTPA com esses elementos e conseqiiente
solubilizacdo das incrustagdes. Portanto, verificamos, além do efeito biocida, o efeito
antiincrustante da solucdo de DTPA, dissolvendo as incrustacdes de sulfato de bario e de
estroncio, detectadas em amostras de residuo retiradas do oleoduto PCH 11/ PCH 1.

A microandlise de raios-X também nos permitiu mapear a presenca do elemento
quimico Ru nas bactérias e biofilmes estudados. As micrografias eletronicas de transmissao
mostram que Ru foi detectado ndo somente associado as substincias poliméricas
extracelulares, mas também estd presente em estruturas densas e amorfas no interior do
citoplasma de bactérias sésseis (Figs. 27A e 27G). O Ru detectado € originario do composto
vermelho de ruténio (VR), usado nos processamentos para microscopia eletronica. VR é um
composto inorganico catidnico capaz de detectar a presenca de carbohidratos 4cidos e
fosfolipideos através de interagdes eletrostaticas (Luft, 1971). Varios autores tém utilizado
esse composto para mostrar detalhes ultra-estruturais das SPE e diversas variacdes dos
protocolos sugeridos por Luft (1971) j4 estdo disponiveis para os diferentes tipos de bactérias
encontrados na natureza (Revisto por Fassel e Edmiston, 1999). VR ji foi usado
anteriormente pelo nosso grupo para estudar a morfologia do glicocdlice e da matriz
extracelular de biofilmes bacterianos sulfidogénicos ricos em BRS e envolvidos em processos
de biocorrosdo em tubulacdes de petrdleo da costa brasileira (Coutinho,1991; Coutinho e
cols., 1994b, 1994c). Nesses estudos, imagens ultra-estruturais sugeriram que as SPE eram
sintetizadas no interior do citoplasma bacteriano e, posteriormente, passavam a tomar parte do
biofilme. A liberacdo dos elementos de matriz extracelular poderia acontecer através da lise
celular e conseqiiente liberacdo para o biofilme dos polimeros acumulados no citoplasma das
bactérias. Essa hipotese foi proposta com base nas imagens que mostravam, em dreas
proximas do biofilme, a presenga de células mortas ("fantasmas") imersas em exopolimeros
morfologicamente semelhantes aqueles encontrados no interior de células integras. Nossos
dados atuais ndo s6 corroboram com os dados anteriores, como também fornecem evidéncias

mais diretas para essa hipotese, pela identificagdo do Ru associado as estruturas densas de
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exopolimeros acumulados no citoplasma de algumas células, cujo aspecto amorfo e denso se
assemelha as SPE que constituem o biofilme.

Com relacdo ao padrao morfolégico do glicocdlice das bactérias estudadas em nosso
trabalho, verificamos que os microrganismos planctonicos possuiam a forma filamentosa
enquanto nos sésseis prevaleceu o tipo de capsula densa e amorfa. Esses dados também estdo
de acordo com os resultados anteriores do nosso grupo, que mostram que capsulas de BRS,
apresentam trés tipos morfologicos distintos: filamentosas para bactérias planctonicas,
tubulares e amorfas densas para bactérias sésseis (Coutinho,1991; Coutinho e cols., 1994b,
1994c). Os estudos de caracterizacdo das SPE produzidas por bactérias sdao muito importantes
se levarmos em consideracdo as numerosas fungdes que sdo atribuidas a matriz extracelular
como, por exemplo, adesdo ao substrato e protecdo contra a acdo de biocidas e agentes
surfactantes (Costerton, 1995).

O produto de corrosdo sulfeto de ferro foi freqiientemente encontrado associado a
matriz do biofilme e a superficie bacteriana, detectado tanto por sua morfologia caracteristica
em MEV quanto por microandlises de raios-X por MET. A presenca de sulfeto de ferro em
biofilmes compostos por BRS ja é bastante difundida na literatura relativa a biocorrosao
(Lewandowski, 2000; Videla, 2000; Ma e cols., 2000).

Trabalhos de laboratério tém demonstrado que microrganismos em biofilmes
(existéncia séssil) estdo protegidos dos efeitos letais dos biocidas (Foley e Gilbert, 1996). O
grau de resisténcia dos biofilmes a uma ampla variedade de agentes antimicrobianos esta
claramente associado com os elementos de matriz extracelular (Sutherland e cols., 1999;
Costerton e cols., 1999). Existe uma vasta gama de dados na literatura sugerindo que SPE
poderiam fisicamente dificultar a difusdo e o acesso de agentes antimicrobianos as células do
interior do biofilme (Costerton e cols., 1987; Slack e Nichols, 1981, 1982; Suci e cols., 1994).
Por outro lado, outros autores verificaram que redugdes nos coeficientes de difusdo para
alguns antibidticos ndo sdo suficientes para justificar as mudancas observadas na
suscetibilidade de células sésseis (Gordon e cols., 1988; Nichols e cols., 1988, 1989). As SPE
podem inativar quimicamente biocidas como o cloro e perdxidos e, também, se ligar a
antibidticos altamente carregados fornecendo alguma protecdo para as células que se
encontram em regides mais profundas. Esse efeito protetor estd principalmente relacionado ao
poder de troca idnica da matriz, fazendo com que moléculas carregadas possam ser
ativamente removidas da solucdo. Para atingir as bactérias no interior do biofilme € necessario
que as moléculas dos compostos bactericidas saturem todos os sitios de ligacdao disponiveis na
matriz extracelular. Através desse mecanismo, acredita-se que as SPE reduzam o acesso, ou,

até mesmo, neutralizem o efeito dos biocidas através de enzimas extracelulares localizadas em
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seu interior, capazes de degradar os agentes de tratamento utilizados para o controle do
biofilme bacteriano (Foley e Gilbert, 1996; Allison, 1998; Schierholz e cols., 1999). Outros
fatores como o tempo de contato e concentracdo do biocida, estado fisiol6gico das células,
taxa de crescimento das populacdes bacterianas, posicionamento das células dentro do
biofilme e até mesmo mecanismos de sinalizacdo intracelular estdo envolvidos com a
resisténcia bacteriana (LeChevallier e cols., 1988; Gilbert e cols., 1990; Gaylarde e Videla,
1994; Morton e cols., 1998; Davies e cols., 1998).

Cheung e Beech (1996) estudaram o efeito do formaldeido, da isotiazolona e do GA
no processo de adesdo de duas diferentes cepas de BRS sobre o aco-carbono. Eles verificaram
que as BRS planctonicas foram mais suscetiveis a a¢do dos trés biocidas do que as sésseis e
que o GA foi o composto mais eficiente em controlar os dois estados de existéncia bacteriana.
Esses autores também relataram que a taxa inicial de adesao das BRS variava com o tempo de
incubacdo e com a cepa de BRS utilizada. Grab e Theis (1992) compararam a eficiéncia de
alguns biocidas, entre eles o GA e o GA-QAT, sobre bactérias aerdbias e sobre BRS
cultivadas em laboratdrio e presentes em um sistema de recirculacdo de dgua de uma fébrica
de bebidas. Novamente, as solugdes biocidas foram mais eficazes em controlar as populagdes
planctonicas do que as sésseis € 0 maior tempo de contato também mostrou ser um fator
importante para o sucesso dos experimentos. Dentre os biocidas testados por eles, 0 GA-QAT
foi o mais eficaz em controlar os biofilmes de BRS crescidos em laboratério, seguido pelo
GA. O interessante ¢ que em campo, o tratamento prévio com o QAT resultou em problemas
sérios de incrustacdo bioldgica ("biofouling") e de corrosdo das superficies metélicas. Eles
trataram, entdo, o sistema apenas com GA e a populacio de BRS foi controlada.

Os nossos resultados se assemelham aqueles descritos na literatura em relacdo a
susceptibilidade de bactérias sésseis e planctonicas aos tratamentos quimicos. Através das
técnicas microbioldgicas, observamos que as bactérias sésseis foram menos susceptiveis a
acdo dos biocidas do que as bactérias planctOnicas, nos ensaios tanto no sistema estatico
quanto no sistema dindmico de fluxo d'dgua "loop". Também verificamos que, em geral,
quanto maior o tempo de contato dos biocidas com as bactérias sésseis e planctdonicas, maior a
eficiéncia dos compostos testados. As andlises de microscopia eletronica também revelaram
que as solucdes de DTPA e de GA-QAT, utilizadas nos testes estdticos, foram mais eficientes
na desorganizagdo dos biofilmes apds tempos maiores de contato com as amostras.

No presente estudo, foram aplicados diferentes critérios de eficiéncia biocida para
andlise dos resultados obtidos nos ensaios em sistemas estitico e dinamico de fluxo d'dgua.
No sistema estatico, os biocidas testados foram classificados como eficiente ou nao eficiente,

sendo considerado eficiente quando inibiu completamente o crescimento das BRS. Ja no
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sistema dinamico, a eficiéncia biocida foi classificada como baixa, média ou alta, de acordo
com critérios preestabelecidos para detec¢des de atividade e concentracdo de BRS (ver
Resultados). O sistema dinamico "loop" foi testado pela primeira vez em nosso trabalho como
uma metodologia a ser aplicada em estudos posteriores de formacdo, modelagem e controle
de biofilmes. Testamos, em dois experimentos independentes, as solu¢des de GA e de GA-
QAT em tempos curtos de tratamento (1 h, 4 h e 24 h). Em muitos sistemas industriais, €
importante que os biocidas sejam capazes de promover uma morte rdpida da populacdo
bacteriana, caso contrario, o tempo de contato e a taxa de renovacgdo podem ser tais que, se
um biocida ndo demonstrar répida eficiéncia, sua concentracdo caird para niveis ndo efetivos
(De Beer e cols., 1994; Watkins e Costerton, 1994; Videla e cols., 1996; Al-Hashen, 1999).
Em ambos os testes realizados no "loop", as bactérias planctonicas mostraram maior
susceptibilidade aos biocidas. Com relagdo as bactérias sésseis, os biocidas apresentaram
eficiéncia média ou baixa. Grupos de m-BRS e BANHT foram mais sensiveis a esses
compostos apds os tempos maiores de contato (24 h) quando GA foi usado isoladamente
(eficiéncia média). Ao contrario do que se esperava, GA coadjuvado com QAT apresentou a
mesma eficiéncia média sobre as bactérias sésseis somente nos menores tempos de contato
(1h e 4 h), e eficiéncia baixa apds 24 h. Ressalta-se, porém, que a dosagem de GA foi a
mesma (250 ppm do produto) nos dois testes, mas a concentragao das bactérias no "loop",
imediatamente antes da aplicagdo do biocida, foi consideravelmente menor no primeiro teste
com GA do que no segundo teste com GA-QAT. Esta varidvel pode ter influenciado a
eficiéncia dos produtos no controle bacteriano, ja que se recomenda que a dosagem do biocida
seja proporcional a concentracdo de bactérias no sistema. Gaylarde e Gaylarde (1996)
desenvolveram um modelo matemadtico visando descrever a difusdo de compostos biocidas
em biofilmes. Os autores acreditam que com o conhecimento das taxas de difusdo e do estado
fisiol6gico das bactérias em um tempo determinado, € possivel estimar a concentracdo biocida
necessdria para matar tanto células sésseis quanto células em suspensao.

Através dos ensaios estdticos e dinamicos de fluxo d'dgua, realizados no presente
estudo, observou-se que as solugdes de GA e de GA-QAT, mesmo que tenham apresentado
eficiéncia contra bactérias sésseis e planctOnicas nos testes microbiolégicos, ndo foram
capazes de remover completamente os biofilmes aderidos aos corpos-de-prova quando estes
foram analisados por microscopia eletronica. Ressalta, ainda, o fato de que o tratamento com
GA alterou a estrutura morfolégica da matriz extracelular, que se condensou mais
intensamente sobre o substrato, constituindo uma camada mais espessa de material
precipitado envolvendo as células. Esse fenomeno €, possivelmente, conseqiiéncia das reacdes

cruzadas do glutaraldeido com os grupos bdsicos de proteinas (-NH,, -OH, -COOH, -SH)
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imobilizando essas moléculas na sua posicio original. E conhecido que BRS podem
potencializar o fendmeno da biocorrosdo através de sua adesdo e ao metal e formacdo de
biofilmes funcionais ou ainda pela presenca de restos celulares sobre o substrato metélico,
pois gera pilhas de concentracdo idnica (Ford e cols., 1987; Videla, 2000). Além disso, a
matriz extracelular de BRS apresenta propriedades corrosivas por possuir afinidade por ions
metélicos (Beech e Cheung, 1995). Portanto, a simples permanéncia do biofilme aderido a
superficie metdlica, mesmo que as células estejam mortas, caracteriza-se como um problema
para o controle da biocorrosdo. Nesse sentido, é importante que, para o controle da
biocorrosdo, paralelo ao acompanhamento da concentracdo de bactérias num determinado
sistema, sejam também monitoradas as taxas de corrosdo do metal.

Ao término dos ensaios no "loop", analisamos a superficie de corpos-de-prova e da
tubulagdo de PVC que compde o sistema, e também amostras liquidas retiradas da solug@o
final de lavagem. Essas andlises permitiram avaliar o grau de contaminagdo resultante no
sistema e a estrutura do biofilme sobre os corpos-de-prova apds os testes biocidas.
Verificamos, por microscopia eletronica, que o biofilme bacteriano ndo s6 permanece aderido
aos corpos-de-prova depois de prolongado contato com as solugdes biocidas e lavagem do
"loop", mas pode liberar células para o fluido (detectadas na dgua do mar estéril recém-
injetada). Essas células em suspensdo podem, em principio, levar a contamina¢do e formagao
de biofilme em outras dreas do sistema. Além disso, ao examinarmos por MEV fragmentos de
PVC extraidos do "loop" ap6s sua lavagem e esvaziamento, encontramos um biofilme
bacteriano denso sobre a superficie desse material. Algumas bactérias aparentavam, inclusive,
processo de esporulagdo, fendmeno associado a desenvolvimento de resisténcia a agentes
bactericidas (Russel, 1995; Russel e Day, 1996). Vess e cols. (1993) estudaram, por MEV, a
capacidade de bactérias, normalmente encontradas na dgua, colonizarem uma tubulacdo de
PVC sob o efeito de biocidas. Seus resultados mostraram que as bactérias podem aderir e
colonizar a superficie interna dessas tubulacdes e desenvolver significante resisténcia a agcdo
de bases ativas, permanecendo aderidas a tubulacdo mesmo apds procedimentos de
desinfeccdo. Os autores concluiram que a protecdo conferida por componentes de matriz
extracelular que envolviam as bactérias aderidas representou um dos principais fatores que
permitiram a sobrevivéncia desses microrganismos € seu restabelecimento em canos de PVC
apos tratamento com biocidas. A andlise de nossos resultados, a luz desses dados da literatura,
nos levam a conclusio que a prépria tubulacdo do sistema "loop" pode ser fonte de
contaminacdo de bactérias e apontam para a necessidade de métodos mais eficientes de
desinfeccdo quimica e limpeza mecénica do sistema, intercalando ensaios de microbiologia.

Com esse objetivo, vdrios testes com diferentes tipos de PVC ja estdo sendo realizados. Além
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disso, o uso de uma metodologia de desinfec¢ao do sistema entre cada ensaio microbiol6gico
serd adotada nos proximos testes. Pretendemos nos proximos ensaios seguir o protocolo
sugerido por McCoy e Costerton (1982), em que o sistema € tratado por hipoclorito de sédio e
alcool etilico e re-injetado com nitrogénio ultrapuro antes de ser utilizado.

Através dos ensaios por microscopia confocal fomos capazes de medir a espessura do
biofilme formado sobre a superficie do corpo-de-prova, de avaliar a distribuicao das colonias
bacterianas sobre a drea metdlica colonizada pelas bactérias e ainda associar a presenca do
biofilme com dreas corroidas ("pits"). Utilizamos como sonda fluorescente marcadora das
bactérias, o corante laranja de acridina, que possui afinidade por 4cidos como o DNA ou o
RNA. A aplicagdo do microscopio confocal de varredura a laser no estudo de biofilmes tem
fornecido novas informagdes sobre a complexidade estrutural de biofilmes vivos (Palmer e
Sternberg, 1999; Stoodley e cols., 1999). Em ensaios realizados com células vivas e
hidratadas, Stoodley e cols. (1994) utilizaram o confocal para medir a velocidade de fluxo de
liquidos no interior dos biofilmes. Além disso, alguns estudos utilizam, em conjunto, as
técnicas de microscopia confocal associadas as diferentes técnicas de microscopia eletronica
para estudos relacionados a natureza e a estrutura dos biofilmes bacterianos nos diversos
setores da industria (Lawrence e cols., 1991; Mattila e cols., 1997; Massol-Deyd e cols.,
1995). A microscopia confocal oferece grande potencial a ser explorado para estudo dos
processos de biocorrosdo associados a tubulagdes de plataformas de petréleo no Brasil. Varias
abordagens podem ser feitas, entre elas: estudos da efetividade de biocidas contra bactérias
sésseis, permitindo andlises do efeito dos biocidas sobre células em diferentes profundidades
do biofilme; medidas de profundidade dos "pits" e da distancia entre eles; avaliacdo da
ecologia e fisiologia microbiana; distribuicdo de espécies de BRS dentro de um biofilme
através do uso de sondas imunoldgicas e moleculares especificas (Stoodley e cols., 1999).
Pretendemos dar continuidade as pesquisas nessa drea do conhecimento e aprimorar o uso da
microsocopia confocal para o estudo da biocorrosdo de superficies metdlicas, buscando
estreitar, ainda mais, a interface entre a pesquisa bésica e a pesquisa aplicada a setores da

industria do petréleo.
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Conclusoes

1. As técnicas de microscopia eletronica e de microandlise de raios-X, assim como 0s
protocolos utilizados, mostraram-se ferramentas uteis para o estudo do efeito de bases
ativas sobre biofilmes bacterianos e incrustagdes associados a processos de

biocorrosao na industria do petrdleo brasileira.

2. Dentre as solugdes e combinacdes quimicas testadas em sistema estdtico de fluxo
d'dgua, DTPA e GA-QAT foram as que apresentaram os melhores resultados nos
testes microbioldgicos de avaliacdo de eficiéncia biocida. As duas solucdes foram
capazes de impedir o crescimento bacteriano sobre os corpos-de-prova, sendo que o

DTPA foi mais eficiente.

3. As bactérias sésseis foram mais resistentes aos tratamentos quimicos realizados do que
as bactérias planctonicas, sendo que o grau de resisténcia foi, em geral, dependente do

tempo de contato e da concentragdo de bactérias presentes nos sistemas.

4. As solucdes de GA e de GA-QAT ndo foram capazes de remover os biofilmes
aderidos aos corpos-de-prova nos ensaios estaticos nem dinamicos de fluxo d'dgua.
Considerando que a simples presenga de restos celulares, matriz extracelular e
produtos de corrosdo sobre o metal pode levar ao processo corrosivo, o uso dessas
solucdes ndo € suficiente para o controle da biocorrosdo nas tubulacdes das

plataformas de petréleo.

5. DTPA foi eficiente tanto para desorganizar biofilme bacteriano corrosivo, em ensaios
de laboratério e em tratamento de campo, quanto para dissolver incrustacdes de

sulfato de bario presentes em oleodutos.

6. O efeito biocida do DTPA pode estar relacionado a formacdo de quelatos entre o
DTPA e alguns elementos essenciais ao metabolismo bacteriano e a estrutura do

biofilme, especialmente cations divalentes.

7. O tratamento em campo deve abranger todas as partes contaminadas do sistema que
apresentam comunicacdo de fluidos, caso contrdrio, dreas individualmente tratadas

podem voltar a se contaminar imediatamente apds intervencao quimica.
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8. O sistema dinamico de fluxo d'dgua "loop" mostrou-se uma eficiente ferramenta para
estudos de monitoramento do crescimento de BRS e da selecio de bases ativas
visando controlar os processos corrosivos nos sistemas de injecdo de dgua do mar.
Entretanto, métodos mais eficientes de desinfeccdo quimica e limpeza mecénica do
sistema devem intercalar ensaios de microbiologia, a fim de prevenir contaminacao do

sistema que venha a comprometer testes futuros.

9. A técnica de microscopia confocal de varredura a laser mostrou-se util para a
avaliacdo da presenca e densidade do biofilme bacteriano aderido ao metal e também
para a deteccdo de profundidades de pontos de corrosdo abaixo dos biofilmes. Essa
técnica apresenta potencial para avaliagdes futuras de fendmenos associados a

biocorrosao na industria do petréleo brasileira.
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