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Resumo

O controle de bactérias redutoras de sulfato (BRS) na industria petrolifera é feito com
biocidas. O monitoramento da eficacia destes produtos pode ser verificado com con-
tagens de populagdo vidvel apds exposicao ao biocida. A contagem de Nimero Mais
Provavel (NMP) é a mais utilizada para BRS. Aspectos como tempo de incubagdo e
espaco fisico motivam a busca de ensaios para avaliar de maneira célere a atividade
antimicrobiana de biocidas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicro-
biana de trés produtos (THPS, glutaraldeido e isotiazolona) frente as linhagens Desul-
fotomaculum nigrificans ATCC 19998 e Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577, com
métodos distintos para quantificagdo de NMP em relagdo ao meio de cultura utilizado
e a escala de cultivo adotada para quantificacdo. Os ensaios foram realizados com o
método convencional em frascos e com o método em microplacas incubadas em jarras
com gerador de ambiente anaerébio. Os produtos foram avaliados em 5 concentragdes
mais um controle (sem tratamento), determinadas a partir da sua concentragao inibitéria
minima tedrica descrita pelo fabricante. O tempo de contato dos microrganismos com
os biocidas foi de 15 minutos, e os ensaios de recuperagao de carga microbiana foram
realizados nas escalas informadas. Os resultados observados atestam as contagens de
BRS em microplaca como opgao viavel para validar produtos biocidas de uso em cam-
po, com obtencdo de valores de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) comparaveis
para o THPS entre os diferentes métodos (100 mg/L) e com valores coerentes com os
observados na literatura para glutaraldeido (100 mg/L e 250 mg/L).

Abstract

The control of sulfate-reducing bacteria (SRB) in the oil industry is done with biocides.
Monitoring the effectiveness of these products can be verified with viable counts after
exposure to the biocide. The Most Probable Number (MPN) is the most commonly
tecnique used for BRS. Aspects such as incubation time and physical space motivate the
search for tests to quickly assess the antimicrobial activity of biocides. The objective of this
work was to evaluate the antimicrobial activity of three products (THPS, Glutaraldehyde
and Isothiazolone) against the strains Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 and
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577, with different methods for quantification of
MPN in relation to the culture medium used and the scale adopted for quantification.
The assays were performed with the conventional method in flasks and with the method
in microplates incubated in jars with anaerobic generator generator. The products were
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evaluated at 5 concentrations and with a control (without treatment), according their
theoretical minimum inhibitory concentration described by the manufacturer. The
contact time of the microrganisms with the biocides was 15 minutes, and the microbial
load recovery tests were carried out at the informed scales. The observed results attest
to SRB counts in microplates as a viable option to validate biocide products for use in-
field, obtaining comparable Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values for THPS
between different methods (100 mg/L) and values consistent with those observed in
the literature for Glutaraldehyde (100 mg/L and 250 mg/L).

A corrosao microbiolégica ou biocorrosdo é o fenémeno de corrosao ocasionado pela
atividade de microrganismos na superficie de metais (ASSOCIATION FOR MATERIALS
PROTECTION AND PERFORMANCE, 2014). A biocorrosao € associada como a causa
direta de falhas por corrosdo na industria petrolifera, com custo anual de manutengao
na ordem de bilhdes de délares (KOCH et al, 2016). Os microrganismos podem in-
fluenciar a corrosao por mecanismos diversos, tais como a producio de metabdlitos
corrosivos; a remogao direta de elétrons da superficie dos metais; e criagao de células
de aeracdo diferencial no interior dos biofilmes (LITTLE et al., 2016; RODRIGUES, T.
etal., 2013). As Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) sdo apontadas como as espécies
mais significativas para eventos de biocorrosao no ambiente petrolifero, pois usam o
sulfato como aceptor terminal de elétrons e carbono organico ou Fe(0) como doador
de elétrons para seu metabolismo dissimilatério. Estas reagdes causam corrosdo das
superficies de ligas como ago-carbono, e a concomitante producdo de sulfeto de hi-
drogénio, um composto téxico e corrosivo aos seres humanos. O tratamento de rotina
para prevengao e controle da corrosdo associada as BRS consiste na limpeza com
agentes mecanicos e a aplicacdo de produtos quimicos, como inibidores de corrosao
ou biocidas, para mitigar a proliferagdo destes microrganismos nos sistemas petroliferos
(VIDELA e HERRERA, 2009; ARAUJO, L. et al, 2013).

A rotina de monitoramento de contaminagdo microbioldgica em ambientes industriais
pode utilizar métodos dependentes de cultivo em meios especificos, com o intuito de
confirmar a inativagdo de microrganismos ap6s aplicacao de biocidas (ASSOCIATION
FOR MATERIALS PROTECTION AND PERFORMANCE, 2014). A técnica de contagem
por nimero mais provavel (NMP) em meio seletivo é utilizada historicamente para
confirmar a presenga de BRS, com a formagao de precipitados negros de sulfeto ferroso
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no contetido dos frascos utilizados no cultivo em diluigdo seriada para quantificagao
das BRS. Estas andlises demandam longos tempos de incubagao para obter contagens
confidveis de NMP, devido a ao metabolismo lento das bactérias e necessidade de
adaptagdo no meio de cultura (POSTGATE, J.R., 1984).

Devido a exigéncia de rapidos resultados para os niveis de contaminagao por BRS para
direcionar a aplicagdo de biocidas, o objetivo deste trabalho foi propor ensaio de ava-
liacao da atividade antimicrobiana de trés biocidas (THPS, glutaraldeido e isotiazolona)
frente as espécies BRS Desulfotomaculum nigrificans e Desulfovibrio desulfuricans, com
o uso de métodos distintos para quantificagdo do NMP em relagao ao meio de cultura
utilizado e a escala de cultivo adotada para obtengao dos resultados.

2 Procedimento metodolégico

O planejamento experimental dos ensaios realizados considerou as condi¢des apre-
sentadas na TABELA 1.

Tabela 1 - Condic¢oes utilizadas nos ensaios.

Linhagens

Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 (T = 55°C)

Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 (T = 30°C)

Meios de Cultura

Postgate E Modificado (POSTGATE, 1984)

Meio ATCC n° 42 para espécies Desulfovibrium (ATCC, 2022)

Meio DA (NAKAO et al., 2009)

Meio DA modificado

Biocidas

Glutaraldeido, grau I (10, 25, 50, 100 e 250 mg/L)

Sulfato de Tetra(hidroximetil)fosfénio - THPS (10, 25, 50, 100 e 350 mg/L)

2-Metil-4-Isotiazolin-3-Ona (25, 50, 75, 100 e 500 mg/L)

Fonte: elaborado pelos autores.
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Os ensaios foram realizados com o método de NMP convencional em triplicata de
frascos (HARRIGAN, 1998) e com o método de NMP em microplacas de 96 pocos
incubadas em jarra sob anaerobiose produzida por sistema Gaspak® a 30°C por até
7 dias, até a diluicdo de 106 (NEUMANN, 2012). Todos os produtos foram avaliados
em 5 concentragdes mais um controle (sem tratamento), determinadas a partir da sua
concentragdo inibitéria minima tedrica descrita pelo fabricante. O tempo de contato
das linhagens microbianas com os biocidas foi de 15 minutos, e imediatamente ap6s a
exposicao foi realizada a quantificacdo de NMP pelos métodos descritos. As figuras 1,
2 e 3 apresentam os esquemas utilizados nas atividades executadas.

Figura 1 - Esquema da avaliacao de atividade antibacteriana.
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Fonte: elaborado pelos autores.
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Figura 2 - Esquema da Diluicio do NMP em frascos.
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Fonte: elaborado pelos autores.
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Figura 3 - Esquema da Diluicio do NMP em microplacas.
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Fonte: adaptado de Neumann (2012).

Os ensaios conduzidos avaliaram a possibilidade de reducado do tempo de incubacgao
em meios de cultura adequados para quantificar as BRS de maneira mais rapida como
também otimizar o espaco fisico necessario para incubacdo, com o uso de microplacas
de 96 pogos em comparagdo ao uso de frascos de 10 mL, baseado em trabalhos ante-
riores (BAUTISTA et al., 2016; ASTUTI, PURWASENA e PUTRI, 2018).
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3 Resultados e discussao

A avaliagdo biocida do THPS realizada por quantificagdio de NMP em frascos com o
meio DA modificado apresentou as concentragdes de 100 e 350 mg/L do produto THPS
como inibitérias para o microrganismo Desulfovibrio desulfuricans, com destaque para
a inibicdo total do microrganismo frente a 350 mg/L, uma vez que ndo houve recupe-
ragao de microrganismo viavel nos ensaios de NMP. Quando utilizado o meio DA nas
quantificagdes do NMP, a inibigdo observada ocorreu a partir de 50 mg/L, e novamente
a concentragdo 350 mg/L apresentou inibigdo completa.

Ao aplicar o uso do cultivo NMP em microplacas, a recuperacao do microrganismo
Desulfovibrio desulfuricans somente apresentou resultados consistentes com o meio DA
modificado para atestar atividade antibacteriana para o THPS pelo método NMP em
microplacas. A inibicdo do microrganismo foi completa nas concentra¢des de 100 e 350
mg/L, com o detalhe de que foi possivel confirmar um maior valor da carga de inéculo
utilizado no ensaio (3,2 x 108 NMP/mL), quando comparado ao método conduzido
em frascos (9,8 x 106 NMP/mL).

Os valores encontrados estao coerentes com os resultados obtidos em trabalhos anterio-
res, que apresentam este valor como responsavel na reducao de 3 ordens de grandeza
na populagao de bactérias planctonicas e sésseis (DOW CHEMICAL CONTROL, 2009;
LAVANIA et al., 2011).

As tabelas 2 e 3 apresentam os valores de contagens obtidos para a espécie Desulfovibrio
desulfuricans pelos 2 tipos de ensaio de NMP, enquanto que as figuras 4 e 5 apresentam
os graficos comparativos de populagdes BRS recuperadas em todas as condigdes.

Tabela 2 - Resultados da avaliacao da bactéria Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 frente
ao biocida THPS pelo ensaio de NMP em frascos, apés 7 dias de incubacao.

o Concentracio THPS (m Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 (NMP/mL)
eio de

Cultura Controle
(0 mg/L) 10 25 100

DA Nao
. 9,8 x 10¢ 8,3 x 10¢ 9,3 x10¢ 1,3 x 10° 8,3x 10"
Modificado Detectado
Nao
DA 4,6 x 10° 1,4 x 107 1,4 x 107 2,5x 10 1,5x 10"
Detectado

Fonte: elaborado pelos autores.
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Tabela 3 - Resultados da avaliacdo da bactéria Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 frente
ao biocida THPS pelo ensaio de NMP em microplacas, apds 7 dias de incubacao.

Concentracio THPS (mg/L) / Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 (NMP/mL)

Controle
Nao

DA Nao

. 3,2 x 108 3,9 x 107 3,4 x 107 3,5x 107
Modificado Detectado Detectado
DA 9,3x10° 2,9 x10° 2,9 x10° 29x10° 9,3x 107 2,9 x 10°

Fonte: elaborado pelos autores.

Figura 4 - Avaliacao do biocida THPS frente a Desulfovibrium desulfuricans no meio DA
modificado (7 dias de incubacio).
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Fonte: elaborado pelos autores.
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Figura 5 - Avaliacido do biocida THPS frente a Desulfovibrium desulfuricans no meio DA (7 dias
de incubacio).
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Fonte: elaborado pelos autores.

O produto THPS apresentou resultados de inibigao frente a Desufotomaculum nigrificans
em todas as concentragdes avaliadas do THPS nos 3 meios de cultura usados na avalia-
¢do. Porém, ndo foi possivel evidenciar uma concentragao minima inibitdria do produto
frente a este microrganismo pelo método de quantificagdo de NMP em microplacas
com os meios Postgate E modificado e DA modificado. No caso do meio ATCC 42, foi
possivel evidenciar inibi¢do completa do microrganismo na concentracao de 350 mg/L.
Nao foi possivel constatar agao antibacteriana nas demais concentragdes avaliadas, uma
vez que os valores de carga microbiana observados na exposicao frente ao THPS a 10,
25, 50 e 100 mg/L apresentaram-se na mesma ordem de grandeza do valor observado
na condicdo controle. Os resultados estao apresentados na TABeLA 4.
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Tabela 4 - Resultados da avaliacao da bactéria Desufotomaculum nigrificans ATCC 19998
frente ao biocida THPS pelo ensaio de NMP em microplacas, apés 7 dias de incubacao.

Nt Concentraciao THPS (mg/L) / Desufotomaculum nigrificans ATCC 19998 (NMP/mL)
eio de

Cultura le
(0 mg/L) 10 25 100 350

Postgate E

; 7,7 x 10¢ 2,3 x 10* 3,9 x 10* 1,6 x 10* 5,6 x 10* 5,6 x 10*
Modificado
DA

. 1,7 x 107 1,7 x 10* 1,0x 10° 9,5 x 10° 4,7 x 10° 5,5x 10°
Modificado
Meio ATCC Nao

1,6 x 10* 3,9 x 10* 2,8 x 10* 2,2 x 10* 1,6 x 10*

n° 42 Detectado

Fonte: elaborado pelos autores.

Par ao produto glutaraldeido, foi realizado ensaio de avaliacdo da atividade frente ao
microrganismo Desulfovibrio desulfuricans com a metodologia de quantificacdo de NMP
em microplaca. Os resultados estdo apresentados na TABELA 5.

Tabela 5 - Resultados da avaliacdo da bactéria Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 frente
ao biocida glutaraldeido pelo ensaio de NMP em microplacas, apds 7 dias de incubacao.

A, Concentracio glutaraldeido (mg/L) / Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 (NMP/mL)
eio de

Cultura
Controle 10 25 1 350

DA
. 9,2 x 10° 9,2 x 10° 9,2 x 10° 9,2 x 10° 9,2 x 10° 1,3x10°
Modificado
Nao
DA 9,3 x 107 5,6 x 107 5,6 x 107 6,9 x 107 4,6 x 10*
Detectado

Fonte: elaborado pelos autores.

Foi possivel observar inibicdo do microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC
29577 a partir da concentracdo de 100 mg/L do glutaraldeido, valor este que se encontra
de acordo com os dados encontrados na literatura frente aos microrganismos Desulfo-
vibrio vulgaris e Desulfovibrio gigas, também caracterizados como BRS. Cabe destacar
que ja foi observado que o glutaradeido pode apresentar inibicdo a partir de baixos
valores de concentracdo (25 mg/L) para este microrganismo, devido as suas propriedades
fisico-quimicas que permitem auto-polimerizacao e reticulagdo das moléculas citoplas-
maticas (LAVANIA et al., 2011; STRUCHTEMEYER, MORRISON e ELSHAHED, 2012).
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Nos ensaios realizados ndo foram observados resultados de inibigao do produto isotia-
zolona frente ao microrganismo Dessulfovibrio dessulfuricans ATCC 29577. E possivel
que o produto tenha interagido com os componentes da solugao redutora usada como
ambiente de ensaio, de modo a inativa-lo e assim permitindo a recuperagao total da
carga bacteriana usada no ensaio (WILLIAMS e SCHULTZ, 2015). O fato da avaliagdo
do NMP em microescala nao ter apresentado resultados apds contato com a isotia-
zolona ndo significa que o método ndo serve para este produto biocida em especial.
Um estudo mais aprofundado a respeito das interagdes dos compostos da classe das
isotiazolonas precisa ser realizado antes de estabelecer a aplicagdo da metodologia de
NMP em microplacas para suas avaliagdes.

A possibilidade de utilizacdo do método em menor escala para quantificagdo de micror-
ganismos em altas dilui¢cdes nos testes de avaliagdo de biocidas abre uma perspectiva
para a obtengao de respostas mais rapidas na rotina de controle da corrosdo promovida
pelas BRS para a tomada de decisdes quanto ao produto mais adequado para utilizagao.

Os resultados obtidos permitem considerar como opc¢ao vidvel a adogao de contagens
de NMP em microplaca como alternativa para validacdo de produtos biocidas de uso
em campo. Os biocidas THPS e glutaraldeido apresentaram resultados de inibicao
compardveis ao usar métodos distintos de recuperagdo e contagem de BRS viaveis,
com a concentragdo de 100 mg/L do biocida THPS observada como a minima inibi-
toria quando realizada a exposi¢ao por 15 minutos e posterior quantificagdo do NMP
da populagao viavel recuperada com incubacdo de 7 dias nos meios selecionados e
identificados como “DA” e “DA modificado”, em ambas as escalas selecionadas para a
avaliagdo. O produto glutaraldeido apresentou resultados de inibicdo dos microrganis-
mos nas concentragdes de 100 mg/L e 250 mg/L nas mesmas condi¢des de exposicao e
incubagao, com a diferenga de que este resultado foi verificado principalmente com uso
dos meios de cultura “Postgate E Modificado”, “DA Modificado” e “ATCC 42 Medium”.
Nao foram observados resultados de inibigdo para o produto Isotiazolona nos ensaios
realizados. Estudos futuros podem contribuir para a consolidagdo da metodologia em
menor escala para avaliagdo de biocidas ou mesmo quantificagdo de microrganismos

na rotina de monitoramento de corrosdo com e com economia de tempo e insumos.
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