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RESUMO

ALMEIDA, Kelly Yaeko Miyashiro de. Efeito de surfactantes na estimativa da
densidade bacteriana em amostras de petroleo. 2007. 111 f. Dissertagao (Mestrado
em Engenharia Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro. 2007.

Foi examinado o efeito dos surfactantes polisorbato 60 (Tween 60),
polisorbato 80 (Tween 80), brometo de cetil trimetil amonio (CTAB) e lauril sulfato
de sodio (SDS) na estimativa da densidade de Bactérias Redutoras de Sulfato
(BRS) e Bactérias Anaerobias Heterotrdficas Totais (BANHT) em amostras de
petroleo. Para a realizacdo dos experimentos, foram selecionadas trés amostras
com diferentes proporcdes de 6leo e agua de forma a representar amostras reais.
A primeira amostra contém uma alta proporg¢ao de 6leo, a segunda uma proporgao
meédia e a ultima amostra uma baixa proporcéo de 6leo. A densidade bacteriana foi
estimada através do método do Numero Mais Provavel (NMP). As concentragdes
dos surfactantes empregadas neste estudo foram estabelecidas através de estudo
anterior. Os resultados demonstram que nas amostras com alta e média proporgao
de d6leo, a adicado dos surfactantes nao foi favoravel a um aumento na quantificagao
de BRS. Por outro lado, o Tween 60 e o Tween 80 mostraram um aumento
significativo na quantificacdo de BANHT quando aplicados na concentragdo de
0,01% e 0,03% mlv, respectivamente. O CTAB favoreceu o crescimento de BRS e
BANHT na amostra com baixa proporgcao de 6leo quando sua concentracao foi de
0,001% m/v e 0,0001% ml/v, respectivamente.

Palavras-chave: Bactéria redutora de sulfato (BRS). Surfactante. Bactérias
anaerdbias heterotroficas totais (BANHT). Petréleo.



ABSTRACT

The effect of the surfactants (Tween 60), polyoxyethylene monooleate
(Tween 80), cetyl, trimethyl ammonium bromide (CTAB) and sodium dodecyl sulfate
(SDS) on the estimation of bacterial density (sulfate reducing bacteria — SRB and
General Anaerobic Bacteria — GanB) was examined in the petroleum samples. In
order to carry out the experiments, we selected three different mixtures of oil and
water to be representative of the real samples. The first one contains a high
proportion of oil, the second contains a medium proportion and the last one
contains a low proportion. The most probable number (MPN) was used to estimate
the bacterial density. The concentrations of the surfactants used in this work were
determined in a previous study. The results showed that the addition of surfactants
did not improve the SRB quantification for the high or medium proportion of oil of
the petroleum samples. On other hand, Tween 60 and Tween 80 showed a
significantly increase on the GanB quantification when their concentrations were
0.01% and 0.03% m/v, respectively. CTAB increased the SRB and GanB estimation
for the low proportion of oil of the petroleum sample when its concentration was
0.001% and 0.0001% ml/v, respectively.

Keywords:Sulfate-reducing bactéria (SRB). Surfactant. General anaerobic bactéria
(GANnB). Petroleum.
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INTRODUCAO

A recuperacdo secundaria do petréleo, através da injecdo de agua do mar
nos reservatorios de campos maritimos (offshore), tem se intensificado durante os
ultimos anos na tentativa de aumentar a produgao do petréleo. A qualidade do
fluido de injecdo é um fator de extrema importancia para manter a produtividade
dos pocos de petréleo e auxiliar no controle de fenbmenos de corrosao

desencadeados pela atividade dos microrganismos.

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) apresentam-se como um dos mais
comuns e problematicos tipos de microrganismos de grande importancia em
termos econdbmicos para a industria petrolifera (HAMILTON & LEE, 1995). Os
efeitos causados pela atividade de BRS nas industrias de petréleo podem ser
evidenciados, principalmente, devido aos problemas ligados a corrosdo induzida
por microrganismos (CIM) e toxicidade relacionados com a geragao do gas

sulfidrico.

A formacdo do H,S nos reservatérios de petroleo promove graves danos
devido aos problemas relacionados a sua acéo corrosiva, com efeito na vida util
dos materiais de producdo, no transporte e refino, bem como na qualidade do
fluido, a qual pode ser comprometida, levando a gastos elevados para o seu
tratamento (PENNA et al., 2003).

Na industria do petréleo, o H,S pode estar presente nos reservatorios e nos
fluidos dos campos onde existe a necessidade de inje¢gao de agua do mar. Sua
formagao pode ser resultante de mecanismos de dissolucédo de sulfetos minerais,

da decomposigéo de substancias orgéanicas sulfuradas e da atividade das BRS.

O H,S apresenta alta toxicidade e a intoxicagao por essa substancia pode
ter efeitos prejudiciais a saude humana dependendo da concentragdo do gas no

ar, da duracéao e da frequéncia da exposi¢ao, e da susceptibilidade individual.

De acordo com Maxwell et al. (2002), embora seja extremamente dificil
estimar os custos relacionados aos processos corrosivos atribuidos a atividade de

microrganismos (BRS e outras bactérias) na industria de petréleo, nos ultimos

Almeida, K.Y.M.



anos, vém sendo verificado custos na ordem de 10 a 45 milhdes de ddlares
relativos as agdes de controle e substituicdo de equipamentos e linhas. Os custos
envolvendo em especial o controle da atividade de BRS s&o também significativos,
com valores anuais da ordem de 150 mil dolares por plataforma, somente para o
uso de produtos biocidas Assim, consideraveis esfor¢cos tém sido direcionados ao
desenvolvimento de estudos para verificacdo de melhoria de técnicas para
quantificacdo desses microrganismos de forma a fornecer um diagndstico para

estabelecimento de procedimentos efetivos de prevencao e controle.

Em geral, os métodos mais utilizados para quantificar BRS apresentam-se
em duas categorias: métodos de deteccdo direta e métodos de culturas. Embora
os metodos de deteccdo direta sejam promissores, ainda estdo em fase de
desenvolvimento, ndo tendo, muitas vezes, sua aplicacdo adequada devido aos
problemas encontrados quando empregados in situ (FLEMMING & INGVORSEN,
1998) e, também, ha limitacdes do uso devido ao alto custo desses novos
sistemas de analise (RUBIO, 2005).

Dessa forma, a técnica do Numero Mais Provavel (NMP) permanece como
um método representativo para quantificagdo de BRS e vem sendo empregado

durante muitas décadas.

Em amostras contendo substancias hidrofobicas, a quantificacdo de
microrganismos como as BRS e as Bactérias Anaerobicas Heterotréficas Totais
(BANHT), podera ser comprometida por conta da baixa solubilizacdo dessas

substancias na fase aquosa.

O estudo da influéncia de surfactantes no crescimento de BRS e BANHT
em amostras contendo 6leo pode tornar-se uma alternativa na melhoria do método
do NMP nessas condicdes. Os surfactantes sdo substancias que apresentam na
mesma molécula uma porgao polar e outra apolar, o que lhe confere uma dupla

afinidade.

Muitos estudos com emprego de surfactantes na biorremediacéo de solos e
aguas subterrdneas contaminados tém sido desenvolvidos de forma a promover

uma maior solubilizacdo dos contaminantes na presenga dessas substancias. Os
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trabalhos partiram da hipotese de que uma maior solubilizagdo dos contaminantes
em solugcdo propiciaria uma maior disponibilidade dessas substancias aos
microrganismos envolvidos e, consequentemente, uma maior taxa de

biodegradagao.

Um outro aspecto favoravel a utilizagdo de surfactante esta na adi¢cao do
mesmo na quantificagdo dos parametros relacionados a atividade microbiana em
tanques de armazenamento. A extensdo com que essa adicdo compromete os
parametros monitorados, ndo é claramente evidenciada na literatura, mas ja esta

sendo explorada.
OBJETIVO

O objetivo geral do presente trabalho foi verificar a influéncia do emprego
de diferentes classes de surfactantes, dois representantes da classe dos néo-
ibnicos, o Tween 60 (Polisorbato 60) e o Tween 80 (Polisorbato 60), um anibnico,
o SDS (Lauril Sulfato de Sddio), e por ultimo, o surfactante catibnico CTAB
(Brometo de Cetil Trimetil Ambnio) na quantificagdo microbiana em amostras
coletadas nos tanques de 6leo, com o emprego do método do Numero Mais
Provavel (NMP).

Os grupos microbianos avaliados foram:
-Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

-Bactérias Anaerobias Heterotroficas Totais (BANHT)

Almeida, K.Y.M.



Capitulo Il - Revisao da Literatura

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Recuperacdo secundaria do petroleo e suas implicagbes na industria

petrolifera

A extragcdo do petréleo dos reservatorios nas plataformas em campos
maritimos (offshore) € realizada pelos processos de recuperagao primaria e

recuperacgao secundaria.

Na recuperagédo primaria (Figura 1a), o petréleo € obtido através da pressao
interna contida no interior do préprio reservatério, proveniente da agao de gases e
vapor de agua subterraneos, suficiente para induzir o fluxo ascendente do petréleo
através dos pocos até a superficie (CORREA, 2003). Esse processo propicia uma
baixa recuperagao da quantidade total do 6leo presente nos reservatorios, inferior
a 30% (DAVIDOVA et al., 2001 apud NASCIMENTO, 2006).

A recuperagao secundaria (Figura 1b) consiste na injecdo de um fluido
(dgua ou gas) no interior do reservatorio. O fluido injetado tem a funcao de
deslocar o petroleo remanescente contido nos reservatorios até os pocos
produtores de modo a fornecer um estimulo adicional na recuperagdao. A
recuperagcao secundaria aumenta a capacidade de recuperacdo do petréleo nao

obtida com a recuperacao primaria (CORREA, 2003).

A agua do mar tem sido amplamente utilizada como fluido de injegao devido

as facilidades (disponibilidade e viabilidade frente as fontes de agua doce).

A eficiéncia da recuperagao secundaria esta relacionada ao controle de
parametros ligados a qualidade da agua a ser injetada no reservatério. Fatores
como a presencga de bactérias de diferentes grupos fisioldgicos, o teor de oxigénio
dissolvido e a presenca de particulas em suspensdao estdo associados a
fendbmenos de corrosdo, os quais implicam em sérios problemas para a industria
petrolifera (PENNA, 2004).

Almeida, K.Y.M.
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Figura 1 — Representagdo do processo de recuperagdo primaria 1(a) e
recuperacado secundaria 1(b) (Adaptado de CORREA, 2003).

As BRS tém sido apontadas como um dos mais comuns e problematicos
tipos de microrganismos em termos econdémicos para a industria de petréleo nos

processos de recuperacao secundaria.

Os efeitos causados pela atividade de BRS na industria do petréleo podem
ser evidenciados principalmente devido aos problemas ligados a corrosao induzida
por microrganismos (CIM) e a geragdo biogénica do H,S, processo conhecido
como souring biogénico, que promove a acidificacdo dos reservatorios,

comprometendo a qualidade do fluido.

1.1.1 Acidificacido biogénica (souring biogénico)

Segundo Farquhar (1997), o souring biogénico é definido como sendo um
processo no qual alguns reservatorios apresentam um aumento na produgéao de

gas sulfidrico (H2S) durante o periodo da produgdo em campo.

A agua do mar empregada na recuperagao secundaria em campos offshore
como fluido de injecao é rica em ions sulfato. Esses ions sédo reduzidos a sulfeto
pela agdo das BRS, o sulfeto produzido reage com o hidrogénio formando o

sulfeto de hidrogénio, mecanismo biotico de geragdo de H»S. Segundo

Almeida, K.Y.M.
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Nascimento (2006) ha ainda mais quatro tipos de processos associados a geragao
de HZS:

- craqueamento térmico;

- dissolugao de material piritico;

- reagdes de oxi-reducao de produtos sequestrantes de oxigénio
- reducgao dos ions sulfato por agcao termoquimica.

O ambiente anaerdbio criado no interior do sistema de recuperagao
secundaria de petréleo favorece o crescimento bacteriano, em especial da BRS
em consoércio com outros microrganismos facultativos e anaerdbios. As BRS nao
sao capazes de degradar biopolimeros como o amido, glicogénio, proteinas ou
lipideos, necessitando, assim, da atuagdo de outros grupos de microrganismos
(precursores), os quais fornecem substrato e condigbes suficientes para o seu

desenvolvimento.

A formacao do H,S nos reservatérios de petrdleo promove graves danos
gerando grandes despesas as industrias petroliferas. A agdo corrosiva do H,S
implica numa reducéo da vida util dos materiais de producao, transporte e refino

além de interferir na qualidade do petroleo produzido.

Elevadas concentragbes de H,S presentes nos fluidos produzidos (agua
oleosa, 6leo e gas) geram graves problemas relacionados a saude humana e ao
meio ambiente. A sua acao toxica pode levar um individuo a morte pela paralisia
das vias respiratérias quando o mesmo esta exposto a quantidades acima do
limite toleravel. De acordo com a NR-15 da Portaria n° 3214 do Ministério do
Trabalho o limite de tolerancia de exposi¢do ao gas sulfidrico € de 8 ppm para

uma jornada de 8 horas/dia.

1.1.2 Processos corrosivos associados a acido de microrganismos

A Corrosao Influenciada por Microrganismos (CIM) é um termo utilizado
para o processo no qual a corrosao € iniciada ou acelerada pela atividade de
microrganismos sem alterar as caracteristicas das reagdes eletroquimicas

(VIDELA, 2003). Pode ser referida também por outros termos como: corrosao

Almeida, K.Y.M.
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microbiolégica, corrosdo induzida microbiologicamente, corrosdo assistida

microbiologicamente, entre outras nomenclaturas (PENNA, 2004).

De acordo com Gentil (1996), ha muitos ambientes que podem proporcionar
condigdes favoraveis ao crescimento de microrganismos e desencadear
fendbmenos de corrosdo. No conjunto formado por esses ambientes podem ser
citados: a agua do mar, de rios, de sistemas de refrigeracéo, regides pantanosas,
sedimentos oleosos, solos contendo residuos organicos ou sais como sulfatos,
nitratos, fosfatos ou ainda enxofre (GENTIL, 1996).

A participacdo dos microrganismos na corrosao raramente é realizada
através de um mecanismo simples ou por uma unica espécie microbiana (VIDELA
& SALVAREZZA, 1994). Segundo Penna (2004) das consequéncias decorrentes

da CIM podem ser encontradas em diferentes casos:
- alteracao da interface metal/solucao pela atividade microbiana e

- formacgao de biofilmes, potencializando o efeito das atividades metabdlicas

microbianas.

Existem varios modelos que pretendem explicar o mecanismo através do
qual as BRS participam da CIM. Dentre estes mecanismos, a primeira
interpretacao eletroquimica de um caso de biocorrosdo mencionado em literatura
foi a teoria da despolarizagao catddica apresentada por Wolzogen Kuhr and Van
der Viugt em 1934 (ODOM, 1993; HAMILTON & LEE, 1995; LI, 2003).

As reagbes envolvidas na teoria da despolarizagdo catdodica sao
apresentadas a seguir (VIDELA, 2003):

Reacao global: 4Fe + SO42 + 4H,0 — 3Fe(OH), + FeS + 20H" (1)
Dissolugao metalica: 4Fe — 4Fe*? + 8e™ (anodo) (2)
Reducéao de Hidrogénio: 8H" + 8e” — 8H (catodo) (3)

Almeida, K.Y.M.
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Dissociagdo da agua: 8H,0 — 8H" + 80OH" 4)
Consumo microbiano de H:  SO4?+ 8H — S + 4H,0 (5)
Produtos de Corrosdo: Fe?+S?— FeS 3Fe"”+60H — 3Fe(OH), (6)

Tal mecanismo propde que o hidrogénio adsorvido na superficie do metal,
oriundo da dissociagdo da agua, é removido pela acdo das BRS através da

enzima hidrogenase, despolarizando a regido do catodo.

Na auséncia das BRS, o hidrogénio ficaria adsorvido ao metal, polarizando-
0. O efeito da polarizagdo faz com que ocorra uma inibicdo do processo corrosivo

através da formagéo de um filme de Hz na superficie do metal.

De acordo com Videla & Herrera (2005) a teoria da despolarizagao catddica
tem sido questionada nas ultimas décadas por desconsiderar o efeito corrosivo
dos produtos de corrosao (sulfeto de hidrogénio e/ou sulfeto ferroso) e a agao dos
demais microrganismos envolvidos no processo, admitindo apenas a agao das

espécies hidrogenases positivas.
1.1.3 Biofilmes

Os microrganismos sao estruturas simples, que estdo presentes nos mais
diversos habitats, mas capazes de desenvolverem comportamentos bastante
complexos. Apresentam-se nos ambientes aquosos, tanto na forma plancténica
com na forma séssil (COSTERTON et al.,, 1987; CHAKRALIS & MARSHALL,
1990). Na forma planctdnica os microrganismos encontram-se em suspensao e
dispersos no meio aquoso, enquanto que, na forma séssil se encontram aderidos

a superficies solidas sob a forma de biofilmes.

Segundo Machado (2005) existem varias definicbes de biofiime, mas, no
geral, estes podem ser definidos como sendo uma matriz polimérica de aspecto
gelatinoso, aderida a uma superficie solida, quase sempre imersa em meio liquido

e que é, essencialmente, constituida por um aglomerado de células microbianas,
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por agua e pelos seus produtos de excrecdo, as substancias poliméricas

extracelulares (SPE).

As SPE consistem de uma mistura complexa de macromoléculas como
polissacarideos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos, sendo o conteudo dessas
macromoléculas variavel, dependendo da espécie de microrganismo envolvido e

das condi¢bes de crescimento (BEECH et al., 2005).

O crescimento de bactérias no interior dos biofilmes aderidos as superficies
facilita o desenvolvimento de um consoércio estruturado, o que potencializa o efeito
das atividades metabdlicas dos microrganismos envolvidos. Tal fato € uma das

evidéncias praticas do envolvimento de microrganismos nos processos COrrosivos.

Nos estagios iniciais de formacédo de um biofilme, as bactérias sésseis se
apresentam justapostas, possibilitando a formagdo de microcol6nias de espécies
simples ou mistas (COSTERTON et al., 1995). Segundo Penna (2004) a
microcolénia é a organizagao basica do biofiime em crescimento, podendo ser
comparada ao tecido epitelial como organizagdo fundamental na formagao dos

orgaos de organismos superiores.

A dinamica de formagdo de um biofilme ocorre em etapas distintas.
Costerton et al. (2002) apresenta cinco fases para o processo de formagado de um

biofilme:

1 - Inicialmente o substrato torna-se condicionado, as células plancténicas
sao transportadas do meio aquoso para o substrato e uma fracao de células ficam

aderidas ao mesmo.

2 - As células aderidas passam a se desenvolver, originando microcolénias
que iniciam a excregado da SPE, a qual auxilia numa maior adeséao (irreversivel)
das células e criam condigdes favoraveis (microclima) ao estabelecimento de

outros organismos, os colonizadores secundarios.
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3 - Posteriormente ocorre a formagao da arquitetura primaria do biofilme
apresentando coades&o de células individuais, de células coagregadas e grupos

de células.

4 — As células e outras matérias particuladas se aderem ao biofilme,
aumentando o acumulo do mesmo. As células sésseis continuam a se reproduzir e
excretar as SPE, o biofilme forma uma camada confluente de crescente espessura

sobre a superficie.

5 - O biofilme ja se apresenta maduro, nessa etapa ocorre desprendimento
de algumas células localizadas mais proximas a superficie do biofilme nas

camadas mais externas.

O processo de formagéo de um biofilme esta representado na Figura 2.

Figura 2 — Representacgao do processo de formagao de um biofilme.

A presengca de biofiilmes na industria do petroleo esta diretamente
relacionada em grande parte aos processos corrosivos que ocorrem em sistemas
de perfuragao, recuperacao, transporte e armazenamento de petroleo, além dos
problemas com a perda de injetividade e a acidificagdo dos reservatorios
(NASCIMENTO, 2006).

A complexidade das populagdes microbianas presentes no biofiime, bem

como sua espessura, criam um ambiente de aeracao diferencial através das varias
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camadas ao longo de sua estrutura. Assim, ha o estabelecimento de condicdes
apropriadas ao desenvolvimento de microrganismos anaerdbios (SIMOES, 2005),
incluindo as BRS. Dessa forma, desde que na base do biofilme haja condi¢des de
anaerobiose, podera ocorrer a proliferacdo de BRS, apesar da presenca de
oxigénio dissolvido no fluido (HAMILTON & LEE, 1995).

A dindmica do crescimento destas populagdes bacterianas leva a producao
de elevado gradiente de sulfeto de hidrogénio (H»S) e a queda de potencial redox
na interface com o metal, além de producdo de outros metabdlitos acidos
agressivos (dioxido de carbono e acidos organicos). O transporte de bactérias e
de produtos de corrosdao para o reservatorio petrolifero pode gerar o
plugueamento de pogos injetores, diminuindo a produgdo de petroleo (PENNA,
2004).

De acordo com Videla & Herrera (2005) a adesdao de microrganismos €
amplamente aceita como um estagio inicial importante na indugao do processo da
CIM, ja que se apresenta como um processo de acumulagdo de produtos isenta

de uniformidade ao longo do tempo e espaco.

1.2 Consorcio microbiano: microbiologia e bioquimica do processo

anaerobio.

A conversao dos compostos organicos pode ser descrita como um processo
fermentativo, onde os microrganismos envolvidos apresentam uma relagdo de
interdependéncia, simbiose, de forma que um grupo produz o substrato e as
condi¢cbes de microclima necessarias ao crescimento do outro até a completa
oxidagdo da matéria organica. Assim, o processo bioldgico anaerobio representa
um sistema ecologico delicadamente balanceado, onde cada microrganismo

possui uma funcao essencial.

A reducéao dos sulfatos, pela BRS, ocorre nas etapas finais deste processo,

constituindo-se, também, em etapa do ciclo do enxofre.
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O processo anaerdbio € dividido em trés estagios:

-

Primeiro Estagio: Hidrolise e Fermentacao

kL

Segundo Estagio: Acetogénese e Desidrogenacao

g

Terceiro Estagio: Metanogénese

Na Figura 3 esta representado um esquema do processo de degradagao
anaerdbia apresentando as trés principais etapas envolvidas no processo bem

como as diferentes classes de microrganismos responsaveis por cada etapa.

1.2.1 Processo bioldégico anaerdbio: primeiro estagio

A primeira etapa da degradacdo anaerdbia corresponde a Hidrdlise e
Fermentacdo dos compostos orgéanicos de cadeias longas. Nesta etapa ha a
atuagao das bactérias fermentativas hidroliticas, as quais sao responsaveis pela
hidrélise de polimeros - como carboidratos, proteinas e lipideos, que séao
convertidos em moléculas menores, representadas por seus respectivos
mondmeros; 0s agucares, aminoacidos e acidos graxos. Essa conversdo é
realizada através da acdo de exoenzimas (lipases, proteases, celulases e

amilases) excretadas pelas células desse grupo de bactérias.

Os mondmeros produzidos sdo assimilados pelas células, metabolizados
por rotas fermentativas dando origem a outros compostos, os acidos organicos

volateis (principalmente acido acético), hidrogénio e didxido de carbono.
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Figura 3 — Representacdo dos estagios da fermentacdo anaerdbia.
(Adaptado de GONCALVES, 2001).
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As bactérias hidroliticas fermentativas compreendem uma grande variedade
de espécies, muitas sdo anaerdbias estritas, como as do género Clostridium, e
algumas s&o facultativas, como as do género Citrobacter, Enterobacter e
Escherichia (GONCALVES, 2001).

1.2.2 Processo bioldégico anaerdbio: seqgundo estaqgio

Apos a conversao dos polimeros ocorrida na primeira etapa, os monémeros
correspondentes s&o utilizados por um outro grupo de bactérias, as acetogénicas,
que sao responsaveis pela conversdo dos aminoacidos, agucares e 0s acidos
organicos em acetato, hidrogénio e diéxido de carbono. O hidrogénio produzido é
consumido pelo grupo de bactérias metanogénicas hidrogenotréficas e convertido
em metano, pelas bactérias redutoras de sulfato (BRS), e ainda pelas bactérias

homoacetogénicas.

As BRS sdao normalmente encontradas em associacdo com as
metanogénicas. A reducao dos ions sulfato a sulfeto &€ energeticamente favorecida
em relacdo a producédo de metano. Em sistemas anaerdbios com concentragdes
baixas de ions sulfato elas exercem o papel de formadoras de substratos
metanogénicos, principalmente acetato e hidrogénio a partir de outros substratos
organicos soluveis (VAZOLLER, 1993). No entanto, em presenca de elevadas
concentragdes de ions sulfato, as BRS passam a competir com as metanogénicas

pelo mesmo substrato, isto é, acetato e H, (LIMA, 1996).

1.2.3 Processo bioldgico anaerdbio: terceiro estagio

A terceira etapa do processo de degradacédo anaerdbia tem como principal
atuagao as Archae metanogénicas que produzem o metano através da conversao
do hidrogénio (homohidrogenotréficas) e através do acetato (acetotroficas). As
espécies mais comuns de metanogénicas homohidrogenotréficas séo
representadas pelas espécies Methanobacterium bryantii, Methanospirillum
hungatei e Methanosarcina barkeri e o principal género que compreende as
acetotroficas sdo as Methanosarcinas sp. e Methanothrix sp. (VAZZOLER, 1993).
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As reacdes de consumo de hidrogénio pelas bactérias metanogénicas, BRS

e homoacetogénicas estdo descritas nas reagdes 7, 8 e 9, respectivamente.

4H, + HCO3 + H" — CH,4 + 3H,O  Metanogénicas (7)

4H, +S042 + H'— H,S + 4H,0 BRS (8)

4H, + H"+ HCO3 — CH3COO + 4H,O homoacetogénicas (9)

1.3 Bactérias redutoras de sulfato (BRS)

As Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) sdo um grupo distinto de
microrganismos procariéticos, encontrados em uma variedade de nichos, que

contribuem com diversas fungdes essenciais em muitos ambientes anaerdbios.

Esses microrganismos apresentam como principal caracteristica a utilizagcao
do ion sulfato como aceptor final de elétrons para realizacdo do seu processo
bioenergético. Esse processo € denominado reducdo desassimilativa do ion

sulfato.

Na reducdo desassimilativa, o ion sulfato atua como agente oxidante para a
metabolizacdo da matéria orgaénica da mesma forma como atua o oxigénio na
respiracao convencional. Uma pequena parcela do enxofre reduzido é assimilada
pelos microrganismos, porém, a maior parte € excretada na forma de ion sulfeto
normalmente hidrolisado a H,S livre (POSTGATE, 1984). Esse processo difere da
reducao assimilativa, realizada pelos demais seres (animais, fungos, vegetais e a
maioria das bactérias), por ndo incorporar o sulfeto originado da redugao do
sulfato as varias moléculas organicas como 0s aminoacidos e as coenzimas
(SINGLETON, 1993).

Uma ampla variedade de substratos pode ser utilizada pelas BRS, desde
acidos graxos a hidrocarbonetos aromaticos mais complexos (AKAGI, 1995),

sendo que a maioria utiliza compostos organicos de baixo peso molecular, como
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alcoois, acidos graxos, lactato, acetato e piruvato. Na Tabela 1 encontram-se
listados os substratos energéticos para as BRS, agrupados por classe conforme
Colleran et al. (1995) apud Gongalves (2001).

Tabela 1- Possiveis substratos energéticos para as BRS

Classe das substancias Nome das substancias

Sais dos acidos carboxilicos alifaticos | Formato, acetato, propionato, butirato,
isobutirato, 2 metil butirato, 3 metil
butirato, piruvato e lactato

Sais dos acidos dicarboxilicos Succinato, fumarato, malato, oxalato,
maleinato, glutarato, pimelato

Alcoois Metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol,
1-butanol, isobutanol, 1-pentanol,
etilenoglicol, 1,2-propanodiol, glicerol

Aminoacidos Glicina, serina, alanina, cisteina, cistina,
treonina, valina, leucina, isoleucina,
aspartato, glutamato, fenilalanina

Acucares Frutose, glicose, manose, xilose,
raminose

Compostos aromaticos Acima de 35 compostos aromaticos,

incluindo  benzoato, fenol, indol,

resorcinol, catecol, p-cresol, quinolina,
fenilactato, vanilina, etc

Compostos inorgéanicos H,

Diversos Betaina, colina, furfural,

acetona,ciclohexanona

As BRS podem ser consideradas como um grupo taxonomicamente variado
de bactérias que estao relacionadas de acordo com alguns aspectos fisioldgicos e
ecologicos (POSTGATE, 1984). A taxonomia desse grupo de microrganismos era
considerada relativamente simples, entretanto pela descoberta de espécies

representativas desse grupo, através do desenvolvimento de novas técnicas de
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estudos genéticos ao longo dos anos, foi revelada a sua complexidade
(SINGLETON, 1993; CASTRO et al., 2000).

Segundo Gongalves (2001), as BRS compreendem cerca de 20 géneros
representativas do Dominio Bacteria e um de Archae, apresentando diferentes

caracteristicas morfoldgicas e capacidade metabdlica.

Quanto a morfologia, esses microrganismos se apresentam de forma
variada, podendo existir na forma de bacilos ou vibrios, esféricas, ovais, ou ainda

como células isoladas, em pares ou agregadas.

Segundo Fauque (1995), em ambientes naturais, a capacidade de
adaptacdo a fatores fisico-quimicos e biolégicos podem ser decisivos no

crescimento e atividade dos microrganismos.

As BRS apresentam um crescimento mais favoravel em condigbes
aproximadamente neutras com uma faixa ideal de pH em torno de 7,0 a 7,8, e
variagcbes de 5,5 a 9,0. Alguns estudos observaram a presenca de BRS em
ambientes altamente acidos com valores de pH em torno de 2,5 a 4,5 (GYURE et
al., 1990; FAUQUE, 1995), tal fato estabeleceu que as BRS encontradas em
ambientes acidos corresponderiam a um micronicho mais favoravel a essa

condicéo.

A temperatura favoravel ao crescimento das BRS esta relacionada com o
meio ambiente do qual foram isoladas. Esses microrganismos apresentam uma
ampla distribuicdo, podendo ser encontradas em solos, aguas marinhas, pogcos
artesianos, areas geotérmicas, depdsitos sulfurosos, entre outros (BARTON &
TOMEI, 1995). Sendo que a grande maioria das espécies de BRS sao mesofilicas,
a melhor faixa de temperatura adequada ao crescimento desses microrganismos é
de 28°C a 38°C, apresentando um limite superior de crescimento de até 45°C. As
BRS termofilicas, representadas por algumas espécies do género
Desulfotomaculum e as espécies do género Thermodesulfobacterium, apresentam

uma faixa de temperatura 6tima de crescimento que varia de 54°C a 70°C, com
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um limite superior de crescimento entre 56°C e 85°C. Ja as termofilas do género
Archaeglobus apresentam uma faixa de temperatura de crescimento de

aproximadamente 83°C.

Uma espécie psicrofila também foi identificada, representativa do género
Desulfohopalus sp. adaptada a crescer em temperaturas que variam de 0°C a
24°C (MADIGAN et al., 2004).

Tradicionalmente, as BRS eram vistas ndo s6 como organismos
heterotréficos anaerdbios, mas também como organismos incapazes de tolerar o
oxigénio, restritas a zonas andxicas (BAUMGARTNER et al., 2006). No entanto, a
realizacao de pesquisas demonstrou que esses microrganismos tém a capacidade
de sobreviver na presenca de oxigénio molecular, podendo permanecer viavel
quando expostas a ambientes com oxigénio (FAUQUE, 1995; JOHNSON et al.,
1997; GONCALVES, 2001; BAUMGARTNER et al., 2006).

Os esquemas tradicionais para classificar as BRS utilizam-se de diferentes
propriedades atribuidas a esses microrganismos, o que possibilita encontrar uma
variedade de tipos de classificacdo realizada por diferentes pesquisadores. As
Tabelas 2 e 3 foram compiladas baseadas em literatura (ODOM, 1993; FAUQUE,
1995; CASTRO et al., 2000; MADIGAN et al., 2004) e apresenta as principais
caracteristicas dos géneros que compde as BRS. Na Figura 4 é possivel visualizar
trés espécies de BRS representativas dos géneros mais conhecidos, Desulfovibrio

e Desulfotomaculum.
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Tabela 2- Principais caracteristicas dos géneros de BRS que realizam oxidagao incompleta de compostos organicos até

acetato
Género Morfologia Célula Formacéo Temperatura N° de
Parede/membrana  de esporos crescimento especies

Desulfovibrio Vibrios ou bacilos Gram (+) Nao Mesofilica 11
Termofilica 1
Desulfotomaculum @ Bacilos curvos Gram (+) endosporos Mesofilica 6
Termofilica 4
Desulfomicrobium Bacilos Gram (-) N&o Mesofilica 3
Desulfobulbus Células ovais ou em forma de limao Gram (-) Nao Mesofilica 3
Desulfobotulus Vibrio Gram (-) Nao Mesofilica 1
Desulfohalobium Bacilos curvos Gram (-) Nao Mesofilica 1
Desulfofustis Bacilos - - - -
Desulfobacula Células ovais ou esféricas - - - 1
Desulforhapalatus Bacilos curvos Gram (-) - Mesofilica 1
Psicrofila 1
Thermodesulfobacterium Bacilos pequenos Gram (-) - Termofilica 2

* Numero de espécies de acordo com a temperatura de crescimento

(a) Algumas espécies tém a capacidade de realizar a oxidagdo completa dos compostos orgéanicos até CO,

(Adaptado de ODOM, 1993; FAUQUE, 1995; CASTRO et al., 2000; MADIGAN et al., 2004)
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Tabela 3- Principais caracteristicas dos géneros de BRS que realizam oxidagao completa de compostos organicos até COs,.

Género Morfologia Célula Formacéo Temperatura N° de
Parede/membrana  de esporos crescimento especies
Desulfobacter Vibrios, bacilos, bacilos ovais Gram (-) Nao Mesofilica 4
Desulfobacterium Células ovais ou em forma de limao Gram (-) Nao Mesofilica 7
Bacilos curvos ou ovais
Desulfococcus Células esféricas ou em forma de Gram (-) Nao Mesofilica 2
limao
Desulfomonile Bacilos Gram (-) Nao Mesofilica 1
Desulfonema Células filamentosas Gram variavel N&o Mesofilica 2
Desulfosarcina Células agrupadas cubica Gram (-) Nao Mesofilica 1
Desulfoarculus Vibrios Gram (-) N&o Mesofilica 1
Desulfacinum Células ovais ou esféricas Gram (-) - Termofilica 1
Desulforhabdus Bacilos Gram (-) Nao - -
Thermodesulforhabdus Bacilos Gram (-) - Termofilica 1
Archaeoglobus * Células esféricas - - Termofilica 2

* Pertence ao Dominio Archae

(Adaptado de ODOM, 1993; FAUQUE, 1995; CASTRO et al., 2000; MADIGAN et al., 2004)
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Figura — 4a Desulfovibrio desulfuricans (www.lbl.gov) e 4b Desulfotomaculum

acetoxidans (www.visualsunlimited.com/.../303/303910.jpg) e 4c Desulfovirio vulgaris

(http://lwww.genomenewsnetwork.org/articles/2004/08/19/genomesworld.php).
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1.3.1 Metabolismo das BRS

A reducgao do sulfato a H,S é uma reducgao de oito elétrons e ocorre por
meio de alguns estagios intermediarios. O ion sulfato por ser estavel, ndo pode ser
reduzido antes de sua ativacdo. A ativacado € realizada pelo ATP. A enzima ATP
sulfurilase catalisa a ligagdo de um ion sulfato a um fosfato do ATP, levando a
formagao de AFS (adenosina fosfosulfato). Na reducao desassimilativa, o sulfato
do AFS é diretamente reduzido a sulfito pela enzima AFS redutase. Uma vez que
o sulfito € formado, a enzima sulfito redutase catalisa sua conversao em sulfeto.
(MADIGAN et al., 2004).

As reagdes de transporte de elétrons ocorrem, a partir de uma forga préton
motiva (estado energizado da membrana) que dirige a sintese de ATP catalisada
por uma ATPase (complexo enzimatico de membrana). O citocromo € um dos
principais carreadores de elétrons, responsavel por receber os elétrons de uma
hidrogenase e transferi-los para um complexo protéico associado a membrana,
denominado Hcm, que os transporta através da membrana citoplasmatica
tornando-os disponiveis as AFS redutase e sulfito redutase (enzimas

citoplasmaticas).

A enzima hidrogenase localizada na parte externa da membrana
citoplasmatica desempenha um papel fundamental para a conservagao de energia
durante a reducdo do sulfato realizada pelas BRS que crescem as custas do Hy,
per se, ou de compostos orgénicos, como o lactato ou piruvato, conforme pode ser
observado na Figura 5. Durante a oxidagdo do lactato a acetato observa-se a
formacgao de H,, que é permeavel e difunde-se através da membrana. No lado
externo da membrana é oxidado a H* pelas hidrogenases, permitindo a formagéo
da forga proton motiva. Enquanto que os elétrons gerados durante a oxidagao sao
primeiramente transferidos para o citocromo c3 (cyt c3) que, em seguida, os
transfere para o complexo de citocromos (Hmc), responsavel pelo transporte
desses elétrons através da membrana até a flavodoxina e/ou ferrodoxina. Essas
enzimas irdo fornecer os elétrons necessarios para a formagao do sulfito e para a
sua reducgao até sulfeto. (MADIGAN et al., 2004).
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Figura 5 - Transporte de elétrons e conservagdo de energia nas BRS.
(MADIGAN, et al. 2004). LDH - desidrogenase; Hpase - hidrogenase; cyt c3 -
citocromo c¢3; Hmc - complexo de citocromos; FeS - proteinas de Fe e S

(flavodoxina e/ou ferredoxina); APS - adenosina fosfosulfato.
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1.4 Surfactantes

A definicdo do termo surfactante foi baseada na contracdo da palavra
“surface — active - agent” em inglés, que descreve substancias que possuem uma
atividade superficial ou interfacial, caracterizada pela sua tendéncia de adsorver

na superficie de solidos bem como interfaces ar-agua ou 6leo-agua.

Essas substancias compreendem uma classe importante de produtos
quimicos muito utilizados em diversos setores industriais, uma vez que, devido a
sua capacidade de alterar a tensdo superficial e interfacial de fluidos, apresentam
acdao como substancias detergentes, agentes humidificantes e emulsionantes
(PIRES, 2002).

Os surfactantes possuem estrutura molecular anfipatica, apresentando na
mesma molécula uma por¢ao hidrofilica (polar) e uma porgao hidrofébica (apolar)
(ROCHA, 1999).

A classificacdo dos surfactantes é definida pela natureza da porg¢ao polar da
molécula, ou seja, pelo carater ibnico da molécula. Dessa forma, quando a porgao
polar apresentar carga negativa, o surfactante €& caracterizado como anibnico;
carga positiva, catidnico; carga positiva e negativa, zwiteribnico ou anfotérico; e

quando sem carga, ndo — i6nico (PIRES, 2002).

A porgcao hidrofébica, geralmente é constituida por uma cadeia de
hidrocarbonetos enquanto que a porgéo hidrofilica apresenta grupos especificos
de acordo com a classe do surfactante. Nos surfactantes anidnicos a porcao
hidrofilica é representada por um grupo sulfato, sulfonato ou carboxilato; enquanto
que os grupos presentes nos surfactantes catibnicos sao representados por sais
quaternarios de aménio e nos surfactantes n&o-ibnicos por polioxietilenos
(VOLKERING et al., 1998).

Os grupos hidrofilicos sdo muitas vezes chamados "cabegas" e os grupos

hidrofdbicos sdo chamados "caudas" (Figura 6).
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Figura 6 — Mondmero de surfactante: fragdo polar (cabeca) e a fragao

apolar (cauda).

1.4.1 Concentracido micelar critica (CMC) e balanco hidrofilico-lipofilico
HLB

Uma caracteristica importante dos surfactantes é a formagao de micelas,

qgue consistem em pequenos agregados de moléculas do surfactante.

O processo de micelizagdo ocorre quando o surfactante é adicionado a
agua: uma parte é dissolvida como mondmeros e outra parte forma uma
monocamada na interface ar/agua. As moléculas da monocamada estdo em
equilibrio com os mondmeros em solugao, e a cada concentracdo de monémeros
corresponde uma tensdo superficial caracteristica. Quando a concentracdo de
mondmero atinge um valor critico, denominada Concentragdo Micelar Critica
(CMC), o surfactante adicionado comega a associar-se na forma de micelas. Tal
processo ocorre espontaneamente. Na Figura 7 esta representada o processo de

micelizacao.

A CMC depende da estrutura da parte hidrofébica da molécula do
surfactante, ou seja, do tamanho da molécula do hidrocarboneto, e das condigdes
experimentais como a forga ibnica, a temperatura, contra-ions, etc (MANIASSO,
2001). Além disso, cada surfactante possui um valor especifico de CMC
(VOLKERING et al., 1998). Esse valor pode ser determinado através do estudo de
diferentes propriedades como condutividade elétrica, pressdo osmodtica,

crioscopia, viscosidade, indice de refracao (PIRES, 2002), viragem de cor com
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corantes e espuma e pela determinagao da tensao superficial (BEHRING et al.,
2004).

0 60 446 § 48
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Figura 7 — Representacdo do Processo de Micelizacdo: (a) e (b)
Mondmeros do surfactante dispersos na agua, (c) Micelas formadas com aumento
da concentragao de surfactantes (Adaptado de MANIASSO, 2001).

O processo de formagao dos agregados ocorre num intervalo pequeno de
concentracdes. Além da tensao superficial, outras propriedades fisico-quimicas,
como pressao osmoética e condutividade (s para tensoativos idnicos), solubilidade
e detergéncia também sofrem variagbes em fungdo da concentracdo do
surfactante. Na Figura 8 é representada a variacdo de algumas propriedades e
nela pode-se observar a mudanca de comportamento que as mesmas

experimentam ao alcancar a CMC.
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Figura 8 - Variagdo de algumas propriedades fisico-quimicas. A area
hachurada corresponde a CMC (Adaptado de ELWORTHY (1968) apud PIRES
(2002)).

Outro aspecto importante dos surfactantes é o valor de HLB, “balanco
hidrofilico - lipofilico”, que € uma medida do tamanho e intensidade da porcao
hidrofilica e hidrofébica da molécula do surfactante. O valor de HLB pode ser
consultado para auxiliar na selecdo preliminar do surfactante de acordo com a
finalidade a que se pretende emprega-lo (LEE et al., 2005; ROCHA, 1999).

De acordo com Lee et al. (2005), surfactantes que apresentam diferentes
grupos funcionais, porém valores aproximados de HLB possuirdo solubilidades
similares. Assim, a maxima solubilizacdo de uma dada familia quimica de um
surfactante sera alcangcada com um valor especifico de HLB. Compostos onde o

valor de HLB é elevado indicam que o numero de grupos polares apresenta-se em
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maior porcentagem em relagdo aos grupos apolares, demonstrando um carater

hidrofilico dominante, assim, com maior afinidade a fase aquosa.

Os surfactantes n&o-ibnicos geralmente apresentam valores de HLB entre
8 a 16 (Tween, Brij, Triton) o que lhes conferem uma maior eficiéncia na
solubilizagdo de compostos organicos hidrofébicos presentes no solo. A
hidrofobicidade dessas substancias esta relacionada com o tamanho da cadeia de
etoxilato presente, quanto maior a cadeia, maior o carater hidrofébico (TIEHM,
1994).

Quanto a toxicidade, os surfactantes catidnicos apresentam maior grau de
toxicidade em relagdo aos demais, sendo mais nocivo e muitas vezes apresentam
acentuada atividade bactericida. Em menor grau estdo os surfactantes anidnicos
seguidos pelos ndo — ibnicos (VOLKERING, 1995).

1.4.2 Os surfactantes e solubilizacdo do petréleo

O petréleo consiste de uma mistura de inumeras substancias organicas,
predominantemente de hidrocarbonetos, que diferem em solubilidade, volatilidade
e susceptibilidade a degradagao por microrganismos. Embora os hidrocarbonetos
aromaticos possam ser degradados, a taxa e/ou habilidade desse processo
diminui na mesma proporcdo do aumento de anéis benzénicos, baixa

disponibilidade de oxigénio, nutrientes, entre outros fatores (CRAPEZ, 2001).

O dleo cru proveniente do petroleo € um material altamente hidrofébico, o
que |Ihe confere baixa solubilidade na agua. Nesse contexto, o emprego de
surfactantes tem sido amplamente estudado por diferentes autores (KUYUKINA et
al., 2005).

Segundo Volkering (1995) o efeito de surfactantes na biodisponibilidade de

substancias organicas pode ser explicada por trés mecanismos:
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- dispersao de hidrocarbonetos (fase liquida), levando a um aumento da
area de contato, causada pela reducao da tensao interfacial entre a fase aquosa e

o hidrocarboneto;

- aumento da solubilidade da substancia hidrofébica causada pela presenga
de micelas em solucdo, as quais provocam a “divisdo”, a particdo do

hidrocarboneto e transferem para a célula (Figura 9).
- facilitar o transporte do poluente da fase sélida para a fase aquosa.

Os dois ultimos mecanismos podem causar um aumento na taxa de

transferéncia de massa do hidrocarboneto para a fase aquosa.

Célula
bacteriana

L&
VD
Micela com o
iz hidrocarboneto
Sipy =l
(€)

\(fi)T
%

Micela sem o
hidrocarboneto

Figura 9 - Mecanismo de biodisponibilizagdo do contaminante, no interior
das micelas. (a) Transporte do hidrocarboneto através da micela para a
proximidade da célula; (b) Troca do conteudo micelar (c) Transferéncia do
contaminante para a célula (GUHA & JAFFE, 1996)

Muitos estudos tém sido conduzidos com a finalidade de aumentar a
biodegradagdo de compostos poliaromaticos através do emprego de surfactantes

sintéticos para um aumento da sua solubilizagdo (VOLKERING et al.,, 1995;
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VOLKERING et al., 1998; DOONG & LEI, 2003). No entanto, s&o encontrados na
literatura resultados contraditérios relacionados a biodegradacdo de
contaminantes, com efeitos inibitorios na presenca de surfactantes (GRIMBERG et
al., 1995; STELMACK et al.,, 1999) e aumento na taxa de biodegradagao
(VOLKERING et al., 1995; TIEHM, 1996).

1.5 Quantificacao celular

1.5.1 Consideracoes tedricas do numero mais provavel

Testes de diluigdo em série sdo normalmente empregados para estimar a
concentracdo microbiana presente numa amostra quando outros métodos mais
precisos de contagem direta ndo estdo disponiveis. A literatura dos métodos
estatisticos para a interpretagdo dos padrbes de resultados positivos e negativos é
ampla e variada, sendo dificil saber as razdes pela qual um determinado método
foi escolhido pelos organismos reguladores. Nesta dissertagao foi incorporado um
método robusto para a detecgao da concentracdo microbiana desenvolvido pela
US Food and Drug Administration - FDA utilizando uma planilha Excel
(GARTHIRGHT & BLODGETT, 2003).

O numero mais provavel (NMP) é a concentracdo na qual o resultado
observado ocorre com o maximo de probabilidade, sendo um tratamento padrao
amplamente conhecido. McCrady (1915) foi o primeiro a publicar uma estimativa
precisa do numero de bactérias pelo método NMP. Posteriormente, Halvorson e
Ziegler (1933), Eisenhart e Wilson (1943) e Cochran (1950) publicaram artigos

sobre os fundamentos estatisticos do NMP.

Roussanov et al. (1996) desenvolveram um programa computacional
baseado no tratamento Bayesiano para estimar a densidade bacteriana a partir
dos dados de diluicdes em série. Este programa calcula um valor esperado, uma
moda (equivalente ao tradicional NMP) e uma mediana, como estimativas pontuais
da densidade bacteriana. O valor esperado ou esperanga € o valor resumido que

incorpora a forma e a assimetria da distribuicdo. Por outro lado, a moda (NMP)
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somente utiliza o valor mais provavel e ignora outros valores consistentes com os
dados. Nesse caso, o NMP subestima a densidade bacteriana e usualmente
produz erros enormes. Ainda assim, os autores recomendam usar a esperanca
como um estimador para muitos problemas de contagem microbiana.
Posteriormente, Garthright (1997) explicou que a analise Bayesiana fornece
resultados tendenciosos, pois a média da distribuigdo serve como um estimador
pontual, porém o intervalo estimado é inconsistente com o uso da média. Em
virtude deste fato, Roussanov et al. (1996) modificaram a proposi¢ado sugerindo
apresentar os resultados em escala logaritmica, os quais fornecem médias

proximas dos valores de NMP.

Irwin et al. (2000) recomendaram o método Gauss-Newton modificado
como uma aproximagao do NMP porque ele oferece uma maneira “mais suave” de
avaliar a improbabilidade do resultado e ajustar os intervalos de confianga. Haas
(1989) & Klee (1993) sugeriram o uso de NMP corrigido para contornar a
tendéncia positiva nos valores aritméticos da estimativa do NMP. Uma tendéncia
existe para uma determinada concentracdo se o valor esperado, para muitas
repeticoes de um mesmo teste, for maior ou menor do que o valor real. Um
estimador para a concentracdo nao tendencioso, quando expresso em valores
aritméticos, ird sempre ser tendencioso se for expresso em valores logaritmicos e
vice-versa. Portanto, € necessario decidir qual é a unidade que a tendéncia deve
ser considerada. Embora, Garthright (1996) tenha mostrado que a tendéncia
possa ser corrigida em escala logaritmica, estas corre¢des sdo muito pequenas e
podem ser desprezadas. Por este motivo, a FDA prefere o0 método do NMP sem

correcao de tendéncia como uma estimativa pontual da densidade bacteriana.

Uma discussdo deste método fornece o padrao para outros métodos:
primeiro, determina a probabilidade de crescimento em um tubo; segundo, forma a
funcdo de probabilidade; terceiro, determina os valores dos parametros que
maximizam a fungdo de probabilidade para os dados observados (BLODGETT &
GARTHRIGHT, 1998; BLODGETT, 2006; BLODGETT, 2005), estabelecendo as

seguintes suposigoes:
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a) As bactérias sao distribuidas aleatoriamente dentro das amostras;
b) As bactérias sao separadas, ndo formam aglomerados e nao se repelem;

c) Cada tubo, cujo inoculo contendo pelo menos um microrganismo sera

capaz de produzir um crescimento ou uma mudanca detectavel.
d) Os tubos individuais das amostras sdo independentes.

Para a descricdo matematica do modelo empregado para a estimativa do
NMP, adicionou-se um texto introdutério (Anexo 1), a respeito das distribuigdes
Binomial e Poisson. Estas distribuicbes servem de base para a deducgado da
equacgao que estima a densidade microbiana. Portanto, seja A a concentragédo do
microrganismo na solugdo original, k o numero de diluicdes, z; o volume de
amostra original colocada em cada tubo na j-ésima diluigdo, n; o numero de tubos
na j-ésima diluigdo e x; o numero de tubos positivos em cada diluigdo. A
distribuicdo de Poisson fornece a probabilidade para um tubo que, na j-ésima
diluicdo, que ndo mostra crescimento € igual a exp(-Az). Em consequéncia, a
probabilidade do resultado expressa por uma distribuicdo binomial com o

parametro da distribuicdo de Poisson igual a

k
H n; (1_e—/12,-)xj e‘“j(”j‘xj)
X (10)

=\ "

O numero mais provavel é o valor de A que maximiza a equagao (10) ou de
forma equivalente, torna a primeira derivada do logaritmo natural da probabilidade

igual a zero.

k k
R(xl,...,xk;ﬂ):ijzj/(l—e‘“J)—anzj=O (11)
j=1 j=1

Reordenando-se a equagao (11), obtém-se
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K ) K
]7) _
Z1—exp(—/1zj)_znij (12)

Geralmente, esta equagao pode ser resolvida por um processo iterativo.
Procedimentos iterativos, tal como o de Newton-Raphson, podem fornecer
resultados precisos. No entanto, outros procedimentos iterativos requerem a

definigdo de limites de confianga.

Os testes padrao de diluicdo em série utilizam um fator de diluicdo igual a
10, com 0 mesmo numero de tubos em cada diluicdo e entre um e dez tubos por
diluicdo. Os métodos preferidos da FDA s&o aqueles que utilizam trés, cinco, oito
e dez tubos por diluigdo. Normalmente emprega-se trés tubos em cada diluigdo

por motivos econdmicos.

Algumas vezes ocorrem resultados que deveriam ser extremamente
improvaveis nas condi¢cdes estabelecidas, pode-se entdo atribuir a estes
resultados a violagbes dos pressupostos. Tais violagdes poderiam ser originadas
de erros laboratoriais, da presenca de contaminantes téxicos, da interferéncia de
outros microrganismos com 0 microrganismo em teste ou da aglomeracdo dos
microrganismos. Nestes casos n&o deve-se considerar o NMP como uma
estimativa confiavel. Na verdade, resultados extremamente improvaveis
necessitam ser examinados para saber se eles devem ser tratados
estatisticamente como valores atipicos (WOODWARD, 1957; TAYLOR, 1962; DE
MAN, 1977). Em virtude destes problemas, Blodgett e Garthright (1998)
publicaram um artigo com varios modelos matematicos para estimar a

concentragdo de microrganismo na presenca de fatores interferentes.

Para as tabelas existentes no Bacteriological Analytical Manual (BAM) da
FDA foi adotado um tratamento similar ao feito por De Man (1977). Para cada
resultado, foi calculado o seu NMP e a probabilidade. Rejeita-se um resultado em
particular como improvavel se a probabilidade total de todos os resultados for

menor ou igual a 0,99985. Por exemplo, no teste de diluigdo em série com trés
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tubos é tecnicamente possivel obter o resultado (0, 0, 3) com um inoculo de (0,1;
0,01 e 0,001 g). Neste caso o NMP deve ser 9/g com uma probabilidade de 4 x 107,
entretanto adotando-se o critério de probabilidade, deve-se excluir este resultado.
Por este motivo, adotou-se o grau de improbabilidade das tabelas padronizadas
do BAM. A versao mais recente do Standard Methods for Examination of Water
and Wastewater e os manuais recentes do US Departamento de Agricultura

adotam procedimento similar.

Atualmente existem muitos calculos computacionais que estimam o NMP
com a precisao necessaria. Um dos métodos aceitos utiliza o calculo do intervalo
de confianga para o resultado do NMP. Um intervalo de confianga de 95% indica
que a probabilidade é de 95% da concentragao real estar contida no intervalo de
confianga associado ao resultado do teste. De Man (1977) sugeriu um método
amplamente adotado de calcular os intervalos de confianca que satisfacam os
critérios acima. Estes intervalos sdo mais estreitos que os derivados por outros
métodos (por exemplo, GARTHRIGHT & BLODGETT, 1996) e n&o sao
exagerados para levar a uma grande imprecisao do NMP.

Os limites de confianga obtidos a partir da equagao (12), citados neste
trabalho, foram deduzidos por Blodgett (2006; ibid. 2005a; ibid. 2005b; ibid. 2000).
Estes limites inferior e superior do NMP (L) sdo obtidos da combinagdo das

desigualdades da equacéo (13)

K K

ZXJ 2]

j=1

S Tk

onde, no minimo, um valor de x; < n. Em consequéncia, os limites inferior e
superior do NMP podem ser calculados pela equagao acima sem fazer o uso de

tabelas.
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2 MATERIAIS E METODOS

As populacbes microbianas (Bactérias Redutoras de Sulfato e Bactérias
Anaerdbias Heterotréficas Totais) consideradas nos testes foram compostas pelas
microbiotas naturais presentes nas amostras de 6leo coletadas. As BRS e as BANHT

foram quantificadas pelo método do Numero Mais Provavel (NMP).
2.1 Caracterizacdo das amostras

As amostras empregadas no presente trabalho foram cedidas pelo
CENPES/PETROBRAS. As amostras foram coletadas nos tanques de armazenamento
de 6leo e de agua localizados no terminal Sao Sebastidao, municipio situado no litoral

norte do estado de Sao Paulo.

Foram estabelecidas trés amostras com diferentes propor¢cbes de 6leo em
relacdo a agua a fim de que fosse avaliado o comportamento do crescimento de BRS e

BANHT presentes nessas amostras.
As amostras foram classificadas em:
b A - Oleo contaminado com agua;
» B-Oleo e agua
b C — Agua contaminada com 6leo

2.1.1 Determinacdo da concentracio de sulfetos totais nas amostras

A presenca de BRS na amostra pode ser verificada, por via indireta, através da
determinacao de sulfetos totais na amostra. Assim, foi determinada a concentragao de

sulfetos, soluveis e insoluveis, nas amostras A, B e C.
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A determinagao de sulfetos envolveu trés etapas, a saber:
13, Etapa: Determinag&o do H,S insolavel.

Foi adicionado 1 ml de HClI 6M em 50 ml de amostra acondicionada em frasco de
vidro lacrado. Em seguida, os frascos foram colocados em banho-maria a 50°C por 30

minutos.

22 Etapa: Arraste do H,S por gas inerte (N,) e absor¢cdo em solucdo alcalina de

sulfato de cadmio.

Nessa etapa as amostras foram purgadas com nitrogénio utilizando um cateter
parenteral. A agulha e o cateter plastico foram introduzidos através do septo de
borracha, sendo a agulha introduzida até o seio do liquido. Em seguida o cateter
plastico foi conectado ao sistema de absorgéo de H,S e a inje¢cdo do gas de arraste foi
iniciada através da agulha. O sistema de absorgéo é constituido por um frasco impinger
contendo 50 mL da suspensdao de CdS04.9H,O em meio alcalino, mantido sob
refrigeragdo e em auséncia de luz. A vazdo de N, foi regulada em 100 mL/min com

tempo de purga de 30 minutos.

32 Etapa: Quantificacdo do H,S por espectrofotometria - método do azul de

metileno.

O H,S foi precipitado como sulfeto de cadmio e, liberado em meio acido reagindo
com N,N,dimetil-pfenilenodiamina, em presenca de cloreto férrico como catalisador,
formando o nucleo do azul de metileno. A absorvancia foi medida, apds periodo de 20
minutos, em comprimento de onda de 670 nm. Para corrigir o deslocamento do zero,
associado a coloracao devida ao excesso de cloreto férrico, recomenda-se a adi¢ao de

solucao de fosfato monoacido de amdnio.
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2.2 Quantificacdo de BRS e BANHT

A quantificagdo dos grupos microbianos de interesse foi realizada utilizando-se o

método do Numero Mais Provavel (NMP).

O NMP é um método que possibilita estimar a densidade de bactérias em uma
amostra. O método baseia-se na utilizacdo de uma série de frascos de volume pequeno
(10 mL aproximadamente) contendo uma quantidade fixa (9 mL) de meio liquido

seletivo para o microrganismo que se quer avaliar.

Este método assume que as bactérias sdo normalmente distribuidas no meio
liquido, o que pressupde que o0 numero de organismos esperado seja igual em

amostras do mesmo tratamento.

No presente trabalho foram realizadas diluigdes que variaram de 10° a 10® para
cada grupo de microrganismo a ser quantificado. A inoculacgao foi realizada em triplicata
para cada diluicdo efetuada. Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo

laminar.

Assim, inicialmente, trés frascos contendo o meio de crescimento, foram
inoculados assepticamente com 1 mL da amostra. Adicionou-se igual volume de
amostra (1 mL) & solucdo diluicdo correspondente & primeira diluicdo (10").
Posteriormente, os proximos frascos contendo o meio de cultura foram inoculados com
1 mL desta primeira diluicdo (1:10) e assim sucessivamente. Para uma melhor

compreensao, na Figura 10 esta representado um esquema do método do NMP.

Os frascos inoculados foram incubados em estufa a temperatura de 30°C por um

periodo de 28 dias e o crescimento foi monitorado a cada 7 dias.

A positividade da presenca de BRS nos frascos se manifesta através de um
enegrecimento do meio decorrente da redugdo do sulfato a sulfeto, o qual,

posteriormente, reage com o Fe*? presente em solugdo, formando o sulfeto ferroso

A positividade do meio para o crescimento das BANHT é confirmada através da

mudanc¢a de coloragao e turvagao aparente no meio de cultura.
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A quantificacdo das BRS e BANHT nas trés amostras estudadas (A, B e C) foi
realizada na presenca e na auséncia dos surfactantes (controle). Os surfactantes foram

adicionados em aliquotas de 0,2 mL a solugao diluigdo, antes da inoculagao.

Meio Postgate E modificado Meio BANHT

N

bl il | ]
[ A R
Ll ] !

Figura 10 - Representagdo do Método do NMP em triplicata adotado para BRS e
BANHT.
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2.3 Selecao dos surfactantes

Foram usados quatro tipos de surfactantes de diferentes classes, sendo dois
deles representativos dos n&o — idnicos, um catiénico e, por ultimo, um anidnico. Os

surfactantes empregados e suas propriedades estdo apresentados na Tabela 4.

O surfactante Tween 60 (Polisorbato 60) foi obtido da Oxiteno, o Tween 80
(Polisorbato 80) da Merck, o CTAB (Cetrimide) e o SDS (Lauril Sulfato de Sdédio) da
Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro.

Tabela 4 — Surfactantes empregados e as suas principais caracteristicas.

Surfactantes Classificacao Massa *CMC **HLB
molecular o
%o
@) %
Tween 60 N&o-idnico 1311 0,003 14,9
Tween 80 N&o-idnico 1309 0,001 15
CTAB Catibnico 364.5 0,036 -
SDS Anibnico 288.4 0,036 40

* CMC: Concentragao Micelar Critica ** HLB: “Balango Hidrofilico - lipofilico”

ApoOs uma avaliagado da literatura (GIBSON et al., 1987; RODRIGUES et al.,
2001; MARGESIN & Schinner, 1998; CUNY et al., 1999; SUCHANECK et al., 2000; SHI
et al., 2001; RAJAGOPAL et al., 2003; LEE et al.,, 2005) foram estipuladas quatro

concentracdes para cada surfactante selecionado.

No caso dos surfactantes n&o-ibnicos (Tween 60 e Tween 80), foram
considerados valores abaixo e acima de suas respectivas CMCs (Concentragcéo Micelar

Critica) apresentadas na tabela anterior (Tabela 4). Nas concentragbes acima da CMC
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€ possivel avaliar se a presenca de micelas em solugao propiciara um melhor efeito na
solubilizacdo do dleo presente nas amostras e, consequentemente, um possivel

aumento na quantificagdo dos microrganismos de interesse (BRS e BANHT).

Os surfactantes ibnicos apresentam uma maior toxicidade em relacdo aos néao-
ibnicos, portanto as concentracdes estipuladas para os testes com o CTAB e o SDS

foram inferiores as suas CMCs, 0,0364% e 0,036%, respectivamente.

As concentragdes empregadas para cada surfactante estdo sumarizadas na
Tabela 5.

Tabela 5 - Concentragbes dos surfactantes empregadas na quantificagéo
microbiana de BRS e BANHT.

Tween 60 Tween 80 CTAB SDS
Concentracdo (% m/v)  Concentragéo (% m/v) Concentragéo (% m/v) Concentracéo
(%om/v)
0,03 0,03 0,00001 0,05
0,01 0,01 0,00005 0,01
0,003 0,001 0,00010 0,001
0,0002 0,0002 0,00015 0,005

As solugdes correspondentes a cada concentragdo foram preparadas e
esterilizadas por meio de filtragcdo a vacuo em membrana Millipore de 0,45 um, em

camara de fluxo laminar.
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2.4 Meios de cultura

2.4.1 Meio Postgate E — modificado

O meio nutritivo Postgate E € empregado para a detecgao, contagem e selecao
de culturas de BRS, conforme descrito por Postgate (1984). Os componentes que
constituem o meio Postgate E — modificado, bem como as quantidades necessarias

para o volume total de 1 L estao listados na Tabela 6.

O agar-agar foi solubilizado separadamente sob agitacéo e leve aquecimento em
recipiente adequado. O agar em temperaturas menores que 45°C gelifica ndo sendo
considerado como fonte de nutricdo para bactérias, sendo utilizado como agente
solidificante. Para as BRS, o agar na concentragao usada garante um meio semi-sélido

que permite uma diminui¢do de oxigénio no meio.

O pH do meio foi ajustado para 7,6 com a solugao de NaOH 1N. Apds o preparo,
o meio foi, entdo, distribuido (9 mL de meio) em frascos tipo penicilina com 10 mL de
capacidade, vedados com tampa de borracha e lacre metalico. Apds o procedimento
descrito, o meio foi esterilizado em autoclave durante 20 minutos, a 121°C (pressao de
1,1 atm).

Devido as caracteristicas das BRS, requer-se um potencial redox de -100 mV
para o meio de cultura (POSTGATE, 1984). Para tal, fez-se uso da adicdo de uma
solugédo de tioglicolato de sddio (12,4 g/L), o qual ira atuar como agente redutor do
meio. O tioglicolato foi preparado e esterilizado em separado, sendo que aliquotas de

0,1 mL foram adicionadas ao meio E antes da inoculacgao.
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Tabela 6 — Composigdo do Meio de Cultura Postgate E - Modificado para o

volume total de 1 L.

Composicéo Quantidade
KH2PO4 0,59
NH,4CI 109
NazSO4 1,09
CaCl,.6H,0 1,09
MgCl,.6H,0 1,839

Lactato de Sddio 7,0 mL
Extrato de levedura 1049
Acido ascérbico 0,19
FeS0O,4.7H,0 0,59
Agar-agar 1949
Resazurina 4,0mL de solucao 0,025% m/v
NaCl 359

2.4.2 Meio de cultura para bactérias anaerdbias heterotroficas totais (BANHT)

O meio de cultura para BANHT foi preparado sob condicdes anaerdbias, seu pH
ajustado para 7,6 e esterilizado em autoclave a 121°C (pressdo de 1,1 atm) por 20
minutos. A esterilizacio foi realizada apdos a distribuicdo de 9 mL de meio, em frascos

do tipo penicilina com volume de 10 mL, que foram tampados e lacrados.

Os componentes do meio de cultura para quantificacdo das BANHT estdo

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Composi¢cao do meio de cultivo para quantificagdo de BANHT para o

volume total de 1 L.

Composicéo Quantidade
Glicose 50¢9
Peptona universal 4049
Extrato de levedura 1,09
Resazurina 4,0 mL de solugao 0,025% m/v
NaCl 359

A adicdo da solugdo de tioglicolato também foi realizada, seguindo o mesmo

procedimento descrito no item 111.4.1.

2.4.3 Solucao diluicao

A composicdo da solucéo redutora para o volume total de 1 L esta representada

na Tabela 8.

A solugao redutora empregada para a série de diluicdes foi preparada sob purga

de nitrogénio. Ao final do preparo, o pH foi ajustado para 7,6 com a solugdo de NaOH

1 mol/L e foi realizada a transferéncia para os frascos de penicilina (9 mL para cada

frasco). Apds a etapa de vedagao com tampa de borracha e tampa metalica, os frascos

foram autoclavados durante 20 minutos, a 121°C.
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Tabela 8 — Composicao da solugao redutora para o volume total de 1 L.

Composicéo Quantidade
Tioglicolato de sodio 0,124 g
Acido Ascérbico 0,19
Resazurina 4,0 mL de solugao 0,025% p/v
NaCl 35¢
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Serao apresentados e discutidos, a seguir, os resultados obtidos para cada
grupo de microrganismo estudado, Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) e Bactérias
Anaerdbias Heterotroficas Totais (BANHT), na presenga de cada surfactante

selecionado.

A analise dos resultados obtidos nos ensaios realizados com as amostras A, B e
C, com o emprego dos surfactantes Tween 60, Tween 80, CTAB e SDS, sera realizada
mediante a comparacdo com os resultados obtidos sem a adicdo dessas substancias

(Controle).

Todos os resultados encontram-se no Anexo IlI, os quais foram calculados
utilizando uma Tabela de NMP e uma Planilha eletrénica. Os graficos apresentados no

presente trabalho foram compilados com os resultados obtidos da Tabela de NMP.
3.1 Determinacao dos sulfetos totais nas amostras de petréleo

A concentragao de sulfetos totais presentes nas amostras A — 6leo contaminado
com agua (6leo praticamente isento de agua); B: agua e 6leo; e C: agua contaminada

com Oleo, estdo apresentadas na Tabela 9 .

Tabela 9 — Concentracao de sulfetos totais nas amostras A, B e C.

Amostras Concentracao sulfetos totais
(Ppm)
A 0,11
B 0,13
C 3,75

Dentre as amostras avaliadas, a amostra C apresentou maior concentragao de
sulfetos totais (3,75 ppm) em relagdo as demais. A amostra C é a que apresenta uma
proporgao de agua superior a quantidade de 6leo quando comparada as amostras A e
B.
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As amostras A e B apresentaram concentracdes de sulfetos similares, 0,11 ppm
e 0,13 ppm, respectivamente. Apesar da amostra B apresentar 6leo em sua
constituicdo, nao foi possivel visualizar as duas fragbes em um funil de decantagéo,

uma vez que a agua encontrava-se bastante escurecida.

3.2 Quantificacdo da populacdo de bactérias redutoras de sulfato e bactérias

anaerdbias heterotréficas totais na auséncia de surfactante.

A Figura 11 apresenta os resultados dos ensaios realizados para quantificar a

concentracdo de BRS e BANHT nas amostras A, B e C sem a adicao de surfactante.

1000000
15000 9500

-
% 450 450 20 OA
® 1000+ oB
=]
oy 25 aoc
o

1,

BRS BANHT

Figura 11 - Concentracédo de BRS e BANHT, em termos de NMP de células por

mL, na auséncia de surfactantes, para as amostras A, B e C.

De acordo com a Figura 11 é possivel notar que a amostra C, tanto para BRS
como para BANHT, apresentou resultados superiores aqueles obtidos nas amostras A e
B. Uma vez que a amostra C é constituida de agua contaminada com déleo, o que
propicia uma condicdo mais favoravel ao crescimento. De acordo com a determinagao
de sulfetos totais presentes na amostra C, verifica-se que a concentragdao de sulfeto
mostrou-se superior as demais com valor de 3,75 ppm, o que pode evidenciar um maior

numero de BRS nessa amostra.
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A amostra A apresenta uma maior quantidade de dleo em relagdo as demais,
assim esperava-se que devido a pequena solubilidade do 6leo em agua, a quantificacao
dos microrganismos de interesse (BRS e BANHT) fosse inferior, em comparagdao com
as amostras B, C. No entanto, a quantificacdo de BANHT nas amostras A e B foram
similares, 450 células/mL e 950 células/mL, respectivamente, ndo sendo possivel

assumir diferengcas em termos de células bacterianas.

Apesar da amostra B apresentar agua em sua constituigdo, verifica-se que o
crescimento para BRS nao mostrou resultados acima dos valores obtidos na amostra A,
onde a presencga do 6leo € muito maior. A baixa quantificacdo de BRS na amostra B
pode estar relacionada a provavel presengca de substancias toxicas na amostra. As
industrias de petréleo, na tentativa de se alcangar o controle microbiologico em
sistemas de injecdo de agua do mar, tém empregado uma variedade de tratamentos
como a introducdo de agentes biocidas (cloragdo) (PENNA, 2004; NASCIMENTO,
2006).

A visualizagao da amostra B na foto apresentada na Figura 12 permite verificar
que ndo ha a presenca de duas fases distintas (6leo e agua), ja que o oleo e a agua
apresentam polaridades distintas, ndo sendo misciveis em solugdo. No entanto,

observou-se que esta amostra € bem menos viscosa que a amostra A.
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Figura 12 - Fotografia da amostras A (6leo contaminado com agua), B (6leo e

agua) e C (agua contaminada com 6leo).
3.3 Efeito do surfactante Tween 60 na quantificagdo microbiana.
Bactérias redutoras de sulfato

Os resultados obtidos com o emprego do Tween 60 nas diferentes
concentragdes testadas para as BRS nas trés amostras analisadas (A, B e C) estao

demonstrados na Figura 13.

A avaliagéo do efeito do surfactante Tween 60 na amostra A (Figura 13a) revela
que a adicdo do respectivo surfactante ndo contribuiu para um aumento na
quantificacdo de BRS na amostra com maior teor de 6leo, onde os resultados obtidos

apresentam-se inferiores em relagdo ao controle (auséncia de surfactante).

Os efeitos de surfactantes na fisiologia dos microrganismos variam desde efeitos
inibitérios, de acordo com sua toxicidade, a estimulagdo no crescimento causada pelo
uso do surfactante como substrato (VOLKERING et al., 1998). A complexidade desses
efeitos estd documentada em literatura, com grandes variagbes nos resultados obtidos
(TIEHM, 1994, VOLKERING et al., 1995, GUHA & JAFFE, 1996).

Para a amostra B (Figura 13b) nota-se que em todas as concentragbes testadas
os valores obtidos foram superiores aos resultados do controle. Porém, por se tratar de
numero de células bacterianas, ndo seria possivel admitir diferencas significativas
quando comparamos resultados de mesma ordem de grandeza. Nesses termos, a
concentragao de 0,01% m/v (acima da CMC) foi a que apresentou o maior resultado de

quantificacdo para as BRS (250 células/mL).

De acordo com a Figura 13c € possivel verificar que na amostra C ndo ocorreu o
efeito esperado com a aplicagdo do surfactante Tween 60, onde todas as
concentracdes testadas apresentaram resultados inferiores em comparacdo ao

controle, nao sendo favoravel a quantificacdo desse grupo de microrganismo.
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Figura 13 - Concentragdo de Bactérias Redutoras de Sulfato, em termos de NMP

de células por mL, na presenca de diferentes concentragdes do surfactante Tween 60.
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Bactérias anaerébias heterotréficas totais

A Figura 14 apresenta os resultados para as amostras A, B e C obtidas da
quantificacdo de Bactérias Anaerdbias Heterotroficas Totais na presenga do surfactante

Tween 60.

Na Figura 14 é possivel verificar que para todas as amostras avaliadas, o
surfactante Tween 60 apresentou efeito favoravel ao crescimento das BANHT quando
aplicado nas concentragdes de 0,01% e 0,03%, acima da CMC do respectivo
surfactante. A amostra C apresentou os resultados mais elevados em relacdo ao

controle, fornecendo valores de 2,5 x 10° células/mL.

Na amostra B, a concentracdo do Tween 60 referente a sua CMC também
apresentou resultado superior ao encontrado na auséncia do surfactante, fornecendo

valores de 4500 células/mL.

Os surfactantes quando em concentracées acima da sua Concentragao Micelar
Critica (CMC) podem solubilizar substancias hidrofébicas devido a presenca das
micelas em solugdo. Segundo alguns autores (GUHA & JAFFE, 1996; TIEHM, 1994,
VOLKERING et al. 1998) o processo de micelizagdo propicia um aumento na
solubilizacdo e, consequentemente, uma maior possibilidade de degradagcdo dessas

substancias pelos microrganismos.

Estudos empregando surfactantes para solubilizagdo/biodegradagao de
substancias hidrofobicas verificaram que a utilizagdo dessas substancias acima da
CMC propiciaram um aumento na solubilizagdo. Porém, quando valores muito acima da
CMC foram empregados, observou-se uma redugao na taxa de degradagao devido ao
efeito inibitorio do surfactante (WILLUMSEN et al.1998).
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Figura 14 - Concentracao de Bactérias Anaerdbias Heterotréficas Totais, em

termos de NMP de células por mL, na presenca de diferentes concentragdes do
surfactante Tween 60.
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3.4 Efeito do surfactante Tween 80 na quantificagcdo microbiana.
Bactérias redutoras de sulfato

A Figura 15 demonstra o efeito das concentragdes testadas do surfactante

Tween 80 na quantificacdo de BRS nas amostras A, B e C.

O grafico da Figura 15a revela que adicdo do surfactante ndo foi favoravel a
quantificacdo de BRS para a amostra A. A analise dos resultados envolve comparacgao
em termos de numero de células de microrganismos, ndo sendo possivel estabelecer
diferencas significativas nos resultados apresentados, ja que os mesmos apresentam-
se na mesma ordem de grandeza. Portanto, ndo foi considerado que na concentragao
de 0,03% o resultado de quantificagdo de 750 células/mL de BRS foi superior ao

controle, o qual forneceu o valor de 450 células/mL.

A andlise do grafico para a amostra B (Figura 15 b) demonstra que em todas as
concentragbes o0s resultados obtidos foram inferiores ao controle. Segundo
VOLKERING et al (1998), a adicao de surfactantes em sistemas liquidos podera ter dois
efeitos: solubilizagdo da substéncia hidrofébica e, assim, estimular a biodegradagao
pelos microrganismos ou inibir a adesdo das células bacterianas na interface,
consequentemente, reduzindo a taxa de biodegradacdo. Este ultimo efeito pode ter

ocorrido na amostra B composta por agua e dleo.

Os resultados constantes na Figura 15¢c mostram que o efeito do surfactante
Tween 80 pode ser considerado favoravel ao crescimento das BRS, na amostra C,
quando aplicado nas concentragbes de 0,001% m/v e 0,01% m/v, fornecendo valores

de 2,5 x 10° células/mL e 4,0 x 10° células/mL, respectivamente.

No estudo realizado por Kim et al. (2001), no aumento da biodegradacédo de
hidrocarbonetos poliaromaticos com uso de surfactantes sintéticos Triton - X, Brij 30 e
Tween 80, os autores verificaram que os surfactantes aplicados em concentracdes
abaixo ou proximos a sua CMC, nao forneciam uma melhoria na solubilizagdo. No
entanto, quando empregados em concentragbes acima da CMC a solubilidade

aumentou.
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Figura 15 - Concentragdo de Bactérias Redutoras de Sulfato, em termos de NMP

de células por mL, na presenca de diferentes concentragdes surfactante Tween 80.
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Bactérias anaerébias heterotréficas totais

A Figura 16 possibilita verificar o efeito do surfactante Tween 80 na quantificacao
de BANHT nas amostras A, B e C.

Na analise da Figura 16a foi possivel observar que a adigdo do surfactante
Tween 80 apresentou aumento no crescimento quando aplicado nas concentragoes de
0,01% m/v e 0,03% m/v, ambas acima da CMC (0,001% m/v) do surfactante.

A adicdo do Tween 80 na amostra B n&o forneceu efeitos favoraveis ao
crescimento de BANHT em nenhuma das concentracbes testadas, apresentando

resultados inferiores ao controle (950 células/mL).

Para a amostra C (Figura 16c¢), verifica-se que a adicao do Tween 80 na CMC
(0,01% m/v) e nas concentragdes acima da CMC (0,01 % m/v e 0,03% m/v) apresentou
resultados superiores aos obtidos na auséncia do surfactante, fornecendo valores de 3
x 10° células/mL, 4,5 x 10° células/mL e 9,5 x 10° células/mL, respectivamente, sendo

favoravel a quantificagdo e BANHT em amostras com teor de 6leo reduzido.
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Figura 16 — Concentracao de Bactérias Anaerdbias Heterotréficas Totais, em

termos de NMP de células por mL, na presenca de diferentes concentragdes
surfactante Tween 80.
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3.5 Efeito do surfactante CTAB na quantificacdo microbiana.
Bactérias redutoras de sulfato

De acordo com levantamento anterior (RAJAGOPAL et al., 2003; SIMOES et al.,
2005; FENGJIAO et al., 2005,) o CTAB, surfactante catiénico, apresentou uma maior
toxicidade em relacdo aos surfactantes das demais classes, portanto, optou-se por

empregar concentragdes bem inferiores a CMC (0,036% m/v).

A analise da Figura 17a evidencia que a aplicagdo do surfactante CTAB nao

favoreceu o crescimento de BRS na amostra A (6leo contaminado com agua).

Para a amostra B (Figura 17b), observou-se que o emprego do CTAB na
concentragédo 0,0001% m/v (250 células/mL) resultou em um aumento de 10 vezes na
quantificacdo obtida no controle (25 células/mL). Enquanto que na amostra C (Figura
17c), a adicdao do CTAB favoreceu o crescimento quando aplicado nas concentragdes
de 0,00005% m/v e 0,0001% m/v, fornecendo valores de 3,5 x 10* células/mL e 4,5

x10° células/mL, respectivamente.

No estudo de Gibson et al. (1987) o aumento na quantificagdo de BRS em
culturas liquidas de sedimentos marinhos ocorreu quando o CTAB foi usado na
concentracao de 0,00001%.Neste estudo, além da concentragcdo de 0,00001%m/v, as
concentragdes de 0,00005 0,0001% m/v também forneceram um aumento no numero
de células de BRS.

Os efeitos inibitérios do CTAB séo reportados em literatura com uma grande
variagao nos resultados dependendo da concentracdo empregada. Em trabalhos como
o de Rodrigues et al. (2001) e Simdes et al. (2005), o CTAB apresentou efeitos
inibitérios em concentragdes acima de 0,01% m/v no estudo com Pseudomonas putida
e Pseudomonas fluorescens, respectivamente. Enquanto que no estudo de Fengjiao et
al. (2005) o efeito inibitério no crescimento de Pseudomonas putida foi pronunciado em
concentragbes acima de 0,001% m/v. Neste trabalho a concentracdo de 0,001%
demonstrou um efeito inibitério nas amostras B e C, enquanto que na amostra A (6leo)

o] efeito foi favoravel ao aumento na quantificacdo de  BRS.

Almeida, K.Y.M.



Capitulo IV - Resultados e Discusséao

450
1000~ 250
-
g 100 25 25 25
B
o
> 10+
@
(@]
1 T T T
0 0,00001 0,00005 0,0001 0,001
Concentracao (%)
(a) Amostra A
1000+
—
£ 100+
(2]
o
>
8 b g = ﬁ 57
(@]
1
000001 0,00005 00001 0,001
Concentragao (%)
(b) Amostra B
4 5
1000000+ .
15000 9500 - deien!
-
€ 10000-
~—
©
E 100- 25
@ q
(@]
1 |
0 0,00001 0,00005 0,0001 0,001
Concentragao (%)

(c) Amostra C

Figura 17 - Concentracdo de Bactérias Redutoras de Sulfato, em termos de
NMP de células por mL, na presenca do surfactante CTAB.
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Bactérias anaerébias heterotréficas totais

Na Figura 18 estdo apresentados os resultados para as amostras A, B e C
obtidas da quantificagdo de Bactérias Anaerdbias Heterotroficas Totais na presencga do
surfactante CTAB.

A Figura 18 demonstra que em todas as concentragdes testadas ndo ocorreu
aumento significativo na quantificacdo de BANHT nas amostras A e B, ndo sendo

observado nenhum efeito favoravel ao crescimento com a adicdo do CTAB.

Na amostra C (Figura 18c), composta de agua contaminada com odleo, a
concentracdo de 0,0001% m/v do CTAB foi a que indicou valor superior (4,5 x 10°

células/mL) ao controle (9,5 x 103 células/mL).
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Figura 18 - Concentracdo de Bactérias Anaerdbias Heterotroficas Totais, em

termos de NMP de células por mL, na presenca do surfactante CTAB.
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3.6 Efeito do surfactante SDS na quantificacdo microbiana.
Bactérias redutoras de sulfato

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos com o emprego do SDS nas

diferentes concentracdes testadas para as BRS.

De acordo com a Figura 19a, todas as concentragdes testadas apresentaram
valores inferiores ao controle (450 células/mL), evidenciando que a adicdo do SDS nao
promoveu um aumento na quantificacdo de BRS, embora visualmente tenha sido

observado a solubilizacdo da amostra (6leo).

Na amostra B (Figura 19b) é possivel observar que a adi¢ao do surfactante néo
favoreceu a quantificacdo de BRS em nenhuma das concentragdes testadas,
apresentado valores iguais aos obtidos no controle. No caso da concentragcdo de
0,001% m/v (45 células/mL), como ja relatado anteriormente, ndo foi considerado
superior por ser um valor muito proximo ao obtido no controle (25 células/mL) o que, em

relacdo a numero de células de microrganismos, nao indica diferenca significativa.

As concentragbes de SDS de 0,0002% m/v e 0,001% m/v empregadas na
amostra C representam os maiores aumentos na quantificagdo de BRS, 4,5 x 10*
células/ mL e 2,5 x 10° células/mL, respectivamente, em comparacéo ao controle (1,5 x

10* células/mL).

Segundo LEE et al. (1995), os surfactantes aniénicos, como o SDS, possuem
caracteristicas detergentes e baixa atividade antimicrobiana, exceto quando empregado
em concentracbes elevadas, as quais podem induzir a lise de bactérias Gram-
negativas. Tal fato também foi observado por Simdes (2005) no estudo realizado com

Pseudomonas fluorescens.

Existe também a possibilidade do estimulo do crescimento bacteriano estar
associado ao consumo do surfactante. Suchanek et al. (2000) verificaram que a
biodegradagdo do n-decano por uma linhagem de Pseudomonas foi estimulada na
presenca do SDS. A geragdo de um intermediario durante o consumo do surfactante
parece ter possibilitado a adesdo da bactéria ao hidrocarboneto, facilitando a sua

biodegradacao.
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Figura 19 - Concentracdo de Bactérias Redutoras de Sulfato, em termos de
NMP de células por mL, na presenca do surfactante SDS.
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Bactérias anaerébias heterotréficas totais

E possivel observar na Figura 20 a adicdo do surfactante SDS n3o promoveu um
aumento significativo na quantificagdo de BANHT em nenhuma das amostras

analisadas.

A extensdo com que o processo de solubilizacdo é alterado depende de muitos
fatores, incluindo a estrutura do surfactante, numero de agregados que constituem a
micela, a geometria da micela, forga i6nica, temperatura e o tamanho e propriedade
quimica da substéncia solubilizada (ATTWOOD & FLORENCE 1983 apud PARIA
&YUET, 2006).

Margesin & Schinner (1998) avaliaram diferentes concentragdes do SDS na
biodegradagao do oleo diesel e observaram que em concentragdes menores que 0,01%
ocorreu um aumento significativo na biodegradacdo do O6leo, enquanto que em

concentragdes mais elevadas 0,05% e 0,1% ocorreu inibigéo.
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termos de NMP de células por mL, na presenca do surfactante SDS.
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3.7 Consideracdes finais.

Nas Tabelas 9 e 10 estdo apresentados os melhores resultados de quantificagao
de BRS e BANHT, respectivamente, obtidos em cada amostra analisada com os

surfactantes avaliados.

Tabela 9 — Avaliacdo do efeito dos surfactantes Tween 60, Tween 80, CTAB e

SDS na quantificagdo de BRS nas amostras testadas.

Amostra A B C
(6leo c/ agua) (6leo+agua) (dgua c/ 6leo)
Surfactan . . .
(Células/mL) (Células/mL) (Células/mL)
Controle 4,5 x 10° 2,510 1,5 x 10*

Tween 60 . 2,5x 107 .
(Yom/v) (0,01)

Tween 80 . . 4,0 x 10°
(%m/v) (0,01)
CTAB . 2,5x 107 4,5x10°
(Yom/v) (0,0001) (0,0001)

SDS . . 2,5x10°
(Yom/v) (0,001)

* ndo apresentaram efeitos positivos.

Na amostra A, de acordo com a Tabela 9, nenhum dos surfactantes empregados
auxiliou no aumento da quantificagdo de BRS na amostra com maior teor de oleo.
Entretanto, para o grupo de BANHT (Tabela 10), os surfactantes Tween 60 e Tween 80

forneceram efeitos favoraveis na quantificagdo desses microrganismos na amostra A.

A analise para a amostra B, apresentado na Tabela 9, revela que tanto a adigao
do Tween 60 como o CTAB, propiciaram um aumento no crescimento de BRS,

fornecendo um aumento de 10 vezes superior ao controle (250 células/mL) quando

Almeida, K.Y.M.
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empregados na concentragéo de 0,01% m/v do Tween 60 e 0,0001% do CTAB. Ja para

o grupo representado pelas BANHT (Tabela 10), apenas o Tween 60 apresentou

resultado superior (2,5 x 10* células/mL) quando aplicado na concentragdo de 0,03%

m/v (acima da CMC) em comparagao ao controle (9,5 x 10 células/mL).

Tabela 10 — Avaliacédo do efeito dos surfactantes Tween 60, Tween 80, CTAB e

SDS na quantificagdo de BANHT nas amostras testadas.

Amostra| AMOSTRA A AMOSTRA B AMOSTRA C
(6leo c/ agua) (6leo+agua) (dgua c/ 6leo)
Surfactan , . .
(Células/mL) (Células/mL) (Células/mL)
Controle 4,5 x 10? 9,5 x 10° 9,5x 10°
2,5x10° 2,5x10* 2,5x10°
Tween 60 (Yom/v)
(0,03) (0,03) (0,03)
9,5x 10° 4,5x10°
Tween 80 (Yom/v) -*
(0,03) (0,03)
4,5x10°
CTAB (%om/v) -* -*
(0,0001)

SDS (%miv)

*

* ndo apresentaram efeitos positivos.

Observa-se na analise da Tabela 9 que apenas o Tween 60 nao favoreceu o

aumento da quantificagcdo de BRS na amostra C, composta de agua contaminada com

6leo. Enquanto que a quantificacdo de BANHT n&o foi favorecida apenas pelo SDS

(Tabela 10), sendo o Tween 60 o que forneceu o melhor resultado (2,5 x 10°

células/mL).

Almeida, K.Y.M.



Capitulo V - Conclusdes

4 CONCLUSOES

Para um melhor entendimento dos resultados obtidos na quantificagdo
microbiana em amostras coletadas nos tanques de 6leo, as principais conclusdes sao
apresentadas primeiramente para o grupo de Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) e

em seguida para as Bactérias Anaerdbias Heterotroficas Totais (BANHT).
4.1 Bactérias redutoras de sulfato

A amostra constituida por agua contaminada com éleo (amostra C) apresentou a
maior concentracao de BRS na auséncia e na presenca de surfactante em relagao as
amostras contendo 6leo (A e B). Com exceg¢ao do Tween 60, a adicdo dos demais

surfactantes foram favoraveis a quantificacdo de BRS na amostra C.

Os quatro surfactantes empregados no presente trabalho n&o apresentaram
efeitos positivos no crescimento das BRS para a amostra constituida de 6leo

contaminado com agua (amostra A).

A partir dos resultados da avaliacdo dos efeitos dos surfactantes, conclui-se que
nao foi possivel estabelecer um unico surfactante que fornecesse efeitos positivos na
quantificacdo de BRS nas trés amostras analisadas. O efeito positivo de cada
surfactante foi especifico a uma determinada condi¢gdo. O Tween 60 foi favoravel ao
crescimento de BRS na amostra B, porém néao foi efetivo para as amostras A e C, o
CTAB foi representativo para as amostras B e C, ja o Tween 80 e o SDS forneceram

um aumento na quantificacdo apenas na amostra C.

Os surfactantes nao-ibnicos, quando apresentaram aumento no crescimento,

foram empregados em concentragdes acima das suas CMCs.

Almeida, K.Y.M.
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4.2 Bactérias anaerdbias heterotréficas totais

O resultado de quantificagcdo de BANHT no controle (sem adicao de surfactante)
para a amostra C foi superior aqueles obtidos nas amostras A e B, da mesma forma

que observado para as BRS.

O surfactante Tween 60 forneceu um efeito positivo no crescimento de BANHT
em todas as amostras analisadas, sendo pronunciado o maior efeito de quantificagao

na amostra C.
O Tween 80 favoreceu a quantificagdo de BANHT nas amostras A e C.

A adicdo do surfactante SDS nao apresentou efeitos satisfatorios na
quantificacdo de BANHT em nenhuma das amostras analisadas. Nao sendo, portanto,

adequado a quantificacdo de BANHT nessas condigdes.

Almeida, K.Y.M.
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ANEXO |

Fundamentos Tedricos das Distribuicées Binomial e de Poisson
1. Introducéo a Distribuicdo Binomial

Um dos processos mais simples de coleta de dados consiste na contagem do
numero de vezes que determinado acontecimento ocorre ao longo de uma série de
experiéncias idénticas. Admite-se que tais experiéncias possuem as seguintes

caracteristicas:

(i) A cada experiéncia corresponde apenas um de dois resultados possiveis:

SUCESSO0 OU INSUCESSO;

(i) A probabilidade de ocorréncia de cada resultado mantém-se inalterada de
experiéncia para experiéncia: P (sucesso) = p = constante e P (insucesso) = 1 —
P=0q;

(iii) Os resultados associados a cada experiéncia sao independentes.

As experiéncias que possuem estas propriedades sdo denominadas de
experiéncias de Bernoulli. Se Y representar o numero de vezes que, no decurso de N
experiéncias de Bernoulli, ocorrem sucessos, entdo Y segue uma distribuicdo binomial

ou, se preferir, Y € uma variavel aleatéria binomial.

Tendo em conta que, entre dois resultados possiveis associados a cada
experiéncia, € arbitraria a escolha daquele que constitui um sucesso, a variavel que

representa o numero de insucessos € também binomial: trata-se da variavel B (N, Q).

Em geral, a fungao de probabilidade da variavel Y sé toma valores nao-nulos para

Y =0,1, ..., N e é definida pela expressao
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IO(Y)=(NJquNy (1)

p

O primeiro termo do segundo membro (combinagcbes de N y a y) representa o
numero de sequéncias diferentes com y sucessos, vindo naturalmente multiplicado pela
probabilidade de ocorréncia de cada uma delas. Os valores das fungdes de
probabilidades e de distribuicdo para variaveis Binomiais quaisquer podem ser
facilmente obtidos recorrendo a programas computacionais de estatistica de uso

generalizado ou mesmo algum tipo de calculadora.
2. Valor Esperado e Variancia de uma Variavel Aleatéria Binomial

A funcéo geradora de momentos da variavel aleatéria Y é

G(t)= E[e”]=ge”['jjpqu 2
G(t)=i®](pet)quy =(pe' +q)° 3)

y=0

Derivando G(t) em relacdo a t temos,

6= N pet(per +a)"
G (t)=N pe'(pe'+q) " +N(N-1)pe f(pe'+q)' ™ (5)
Assim,

E(Y)=G(0)=Np o
ou seja,

o ()
A variancia de Y pode ser escrita na seguinte forma:

ol = E(YZ)—[E(Y)]Z o

Assim, como

E(V2)=G"(0)=N p+N(N -1)p? )
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a expressao (8) é reescrita como

o?=Np+N(N-1)p°~(Npf=Np-Np°=Np(l-p) (10)
e portanto,
o’ =N pqg (11)

Dado que g é inferior a unidade, destas expressdes resulta que a variancia da

distribuicao Binomial € menor do que o seu valor esperado.

3. Distribuicéo de Poisson

A distribuicdo de Poisson permite descrever um vasto conjunto de fenbmenos
aleatérios em que os acontecimentos se repetem no tempo ou no espaco. Para
simplificar a exposicéo, definir-se-a a distribuicdo de Poisson apenas para o caso em

que se admitem as ocorréncias do fendmeno aleatério ao longo do tempo.

Imagine-se que, tal como se representa na figura 1, o tempo se encontra dividido

numa particado de intervalos de pequena dimensao, At.

Ocorréncias

| | tempo
t t + At P

Figura 1 — Particdo do tempo em intervalos de dimensao, At.

A variavel discreta numero de ocorréncias por unidade de tempo seguird uma

distribuicdo de Poisson quando se verificarem os quatro postulados seguintes:

(1) Os numeros de ocorréncias registradas nos intervalos da particdo s&o
independentes entre si;

(2) A distribuicdo do numero de ocorréncias em cada intervalo € a mesma para
todos os intervalos;
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(3) A probabilidade de se registrar uma ocorréncia num intervalo qualquer de
dimenséo 4t, AP;, é praticamente proporcional a dimensao do intervalo, ou seja,

APy = A At
onde A representa uma constante positiva. No limite, quando a dimensao do intervalo
tende para zero, admite-se que

AR _dR

lim, ,—F=—=
a0 0 T o (12)

(4) A probabilidade de se registrarem duas, trés ou mais ocorréncias num
intervalo qualquer de dimensao 4t, AP, (n = 2) é desprezivel quando comparada com a

probabilidade 4P;. No limite, quando a dimensao do intervalo tende para zero, admite-

se que
lim —AP” ——dP” =0 > 92 13
At—0 At dt (n = ) ( )

A partir destas condi¢cdes, pode estabelecer-se a forma funcional da distribuigcao
de Poisson. Como se mostra no proximo item, a probabilidade de se registrarem y
ocorréncias no intervalo [0, t] € dada por:

a2ty

p,(t)=¢ tT (14)

Esta expressao define a fung&o de probabilidade de uma variavel aleatoria Y (Y =
0, 1, 2, ...) seguindo uma distribuigdo de Poisson com parametro A t. Como se vera no
proximo item, o parametro A t representa o valor esperado (u,(t)) do numero de
ocorréncias num intervalo qualquer de dimenséo t. Assim, L = p,(t) / t corresponde ao
numero médio de ocorréncias por unidade de tempo, ou seja, corresponde a taxa média

de ocorréncias.
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Interpretando o significado de A, pode reescrever-se a fungdo de probabilidade
de Y expressando-a para um intervalo de tempo de dimens&o unitaria (t = 1) e adotando

uma notacao idéntica a que foi utilizada anteriormente:

py(y)=e-”“7y! (15)

4. Caracterizagdo da Funcao de Probabilidade da Distribuicdo de Poisson

(1) Denote-se por py(t) a probabilidade de se verificarem y ocorréncias (comy = 0, 1,

2,...) no intervalo de [0, t].

(2) Calcule-se py(t+4t) (ou seja, a probabilidade de se registrarem y ocorréncias no

intervalo [0, t+4t], considerando separadamente as duas situagdes seguintes:

y=0
e
y>0

(3) Desenvolvimento de po(t+ At)

A nao ocorréncia do fendmeno no intervalo [0, t+ At] é equivalente a nao
ocorréncia do fenédmeno tanto no intervalo [0, t] como no intervalo [t, t+4t]. Levando-se

em conta o primeiro postulado, temos
Po (t + At) = po(t) APo (16)

onde APy, a probabilidade de nao se rejeitar qualquer ocorréncia no intervalo [t, t+At], é

dada por

AP, =1- AP, — AP, — AP, —...=1- AR - Y AP, (17)
n=2

Substituindo a equagao (17) na equacéo (16), obtém-se

po(t + At)= po(t)(l—APl—iAPn) (18)

n=2
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ou, reordenando os termos,

po(t+At)_ po(t):_po(t)[APl"'iAPnJ (19)

n=2

Dividindo-se ambos os membros desta equacgao por At, obtém-se

po(t+AAtt)—Po()__p0 (At 22 j (20)

Tomando o limite desta expressdo quando At tende para zero e tendo em conta os

postulados (3) e (4), temos

d%)t(t):_ (dt i ] (21)

=2

ou

dps(t) _ _ap,(t) (22)

(4) Desenvolvimento de py (t+At) comy >0

Neste caso, a(s) ocorréncia(s) registrada(s) no intervalo de [0, t+At] distribuir-se-
a(ao) pelos intervalos de [0, t] e [t, t+At]. Por exemplo, para y = 3,as combinag¢des de

ocorréncias a considerar sao (3, 0), (2,1), (1,2) e (0,3), vindo
ps(t + At): ps(t)APo + pz(t)Apl + pl(t)APZ + po(t)AP3 (23)
ou, substituindo APy pela sua expressao (17)

oyt + A1) = p3<t>[1—Aa —im} 0,0+ p.0)AP, + AP, (24)

n=2

Reordenando os termos, obtém-se
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py(t+ A= py(t) = — py(D)AR. — py(1)S AP, + p,()AP, + py(t)AR, + py(t)AR,  (25)

Dividindo ambos os membros desta equagao por At e tomando o limite quando At

tende para zero, obtém-se

d) 0B &dR . dR 0P dP,
28 0 p O p OO RO 29
P 211, 0)- pie) o)

Seria facil generalizar este resultado ao caso geral em que y > 0, obtendo-se

dP, (t)

y

o =Alp,(0-p, () (y>0) (28)

E imediato verificar que o sistema constituido pelas equagdes diferenciais (22) e

(28) admite como solugao geral

p,(t)= e% (y=0) (29)

De fato, paray = 0, obtém-se

R CL) S Rl __jen_ap)  @0)

t)=
po() € ol dt

resultado que esta de acordo com a expressao (22).

Paray > 0, temos

d it y At -
vl fom)
dp, (1) _ —ap,®)+4p,.t)=-2[p,.(t)-p, ) (33)

dt
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resultado que esta de acordo com a expressao (28).

5. Valor Esperado e Variancia de uma Variavel Aleatoria com Distribuicdo de
Poisson

A funcéo geradora de momentos da variavel aleatéria Y &

G(t)= E[ety]=ie‘ye‘ﬂ’7y!:e‘ i@ (34)
donde G(t) —e e (35)

Derivando a expresséao (35) em relacado a t, temos

G(t)=e*e™ 16" = e ele) (36)

G (t)=Ae el )L+ 2e!) (37)
Assim,

E(Y)=G(0)=4 (38)
ou seja,

u=A (39)
Por outro lado,

E(?)=G"(0)=4(1+1) (40)
Como

o’ =E(v?)-[E(V)f @#1)
temos

o? =E(Y2)-[EV)F=A(2+1)- 2 (42)

ou, finalmente,

2
o =1 (43)
Uma das particularidades interessantes da distribuicdo de Poisson € a que o

valor esperado e a variancia sao iguais, conforme pode ser visto nas equagdes (39) e
(43).
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6. Relacédo entre a Distribuicdo de Poisson e a Distribui¢cdo Binomial

Considere uma distribuicao Binomial B (N, p) e tome-se a situagao limite na qual
N — « e Np = A. Nesta situacdo o numero de experiéncias de Bernoulli cresce para
infinito, e a probabilidade de sucesso decresce para zero, por forma a que o numero

médio de sucessos se mantenha constante em torno do valor A.

7. Aproximacdo de uma Distribuicdo Binomial (N, p) por uma Distribuicdo de

Poisson (A)

A funcdo de probabilidade da variavel Y com distribuicdo binomial pode ser

reescrita na seguinte forma:

p(y):mpqu (44)
p(y)=%[N(N ~1) ... (N—y+1)]p’ "™ (45)
p(y) =] M NV gy g )

p(y):%{l{l—%j[l—%). .(1—%)}(N p) g’ (47)

Admitindo que Np = A e tomando o limite de p(y) quando N — «, obtém-se

limp(y),_,. = IimN%{%{l(l—iJ. .(1—y—_1ﬂ(N o) "} (48)

N N

lim p(y), .. = IimN%{%{l(l—%). .(1-%)}2} (1—%)N_y} (49)
limp(y),_,.. =%/1ylimN%{[1[l—%j. .(1—%)}(1—@N/[1—®y} (50)

. 1 A
lim p(y),_,.. =ﬁiy {[1]%} = ﬁiye ’ (51)

ou seja,
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limB(N, p),_,, = Poisson(4) (52)

O interesse pratico de aproximar uma distribuigdo Binomial por uma de Poisson
resulta do célculo da fungédo de probabilidade ser mais simples no segundo caso. Tal
aproximacgao so é razoavel quando N for grande (N = 20) e s6 tem interesse quando a

distribuicao Binomial for assimétrica (N p < 7).
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ANEXO I
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Tween 60 — Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

Tabela: NMP Planilha: NMP (células/mL)
Concentracao (células/mL)
(Yom/v) Estimativa Limite inferior Estimativa Limite superior
0,001 2,5 x 102 57 230 933
Amostra A 0,003 2,5x 10’ 6 23 93
0,01 2,5 x 102 57 230 933
0,03 9,5x 10 22 92 382
0,001 4,5x 10’ 10 42 184
Amostra B 0,003 9,5x 10" 22 92 382
0,01 2,5 x 10? 57 230 933
0,03 9,5x 10’ 22 92 382
0,001 4,5x10° 969 4239 18403
Amostra C 0,003 4,5x10° 969 4239 18403
0,01 9,5x 10° 2204 9146 38074
0,03 4,5x10° 969 4239 18403
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Tween 60 — Bactérias Anaerdbias Heterotréficas Totais (BANHT)

Tabela: NMP Planilha: NMP (células/mL)
Concentragao (células/mL)
(Y%om/v) Estimativa Limite inferior Estimativa Limite superior
0,001 2,5 x 102 56 230 933
Amostra A 0,003 2,5x 10’ 6 23 93
0,01 15 x 10? 443 1466 4865
0,03 2,5x10° 569 2302 9338
0,001 4,5x 10’ 10 42 184
Amostra B 0,003 45x10° 969 4239 18403
0,01 2,5x 10* 5680 22880 92498
0,03 2,5x 10* 5680 22880 92498
0,001 * 15 x 10° 238 522 1147
Amostra C 0,003 7,5x10° 18742 73227 287258
0,01 2,5 X 10° 54884 212878614 829354
0,03 2,5 X 10° 54884 212878614 829354

* Indicacado de transgressdo de pelo menos um dos pressupostos do método do NMP com “razdo de improbabilidade” de 3,46 x 107
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Tween 80 — Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

Tabela: NMP Planilha: NMP (células/mL)
Concentragao (células/mL)
(Y%om/v) Estimativa Limite inferior Estimativa Limite superior
0,0002 2,5x10' 6 23 93
Amostra A 0,001 4,5x 10’ 10 42 184
0,01 2,5 x 102 57 230 933
0,03 7,5 x 10? 189 740 2906
0,0002 9,5x 10° 2 9 3
Amostra B 0,001 2,5x 10° 1 2,30 9
0,01 2,5 x 10° 1 2,30 9
0,03 2,5x10° 1 2,30 9
0,0002 2,5 x 10* 5679 22872 92447
Amostra C 0,001 2,5x10° 54783 212132 825064
0,01 4x10° 92803 347991 1310900
0,03 4 x10* 9554 37834 150398
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Tween 80 — Bactérias Anaerdbias Heterotréficas Totais (BANHT)

Tabela: NMP Planilha: NMP (células/mL)
Concentracao (células/mL)
(Yom/v) Estimativa Limite inferior Estimativa Limite superior
0,0002 4,0 x 10? 96 382 1531
Amostra A 0,001 9,5x 10’ 10 42 184
0,01 2,5x10° 569 2302 9338
0,03 9,5x 10° 2204 9146 38074
0,0002 2.5x10° 1 2.30 9
Amostra B 0,001 2,5x10° 1 2,30 9
0,01 4,0 X 10° 1 4 15
0,03 2.0 X 10° 0,7 2 6
0,0002 20 x 102 1417 3467 8511
Amostra C 0,001 3,0X10° 783354 1977482 5018064
0,01 45X 10° 95766 386101 1563869
0,03 9,5X10° 180979 711885 2813840
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CTAB — Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

Tabela: NMP Planilha: NMP (células/mL)
Concentracao (células/mL)
(Yom/v) Estimativa Limite inferior Estimativa Limite superior
0,00001 2,5x 10 6 23 93
Amostra A 0,00005 2,5x 10’ 6 23 93
0,0001 2,5x 10’ 6 23 93
0,001 2,5 x 107 57 230 933
0,00001 2,5x10° 1 2 9
Amostra B 0,00005 2,5x 10’ 6 23 93
0,0001 2,5 x 10? 57 230 933
0,001 9,5x 10° 2 9 38
0,00001 9,5x 10° 54783 212132 825064
Amostra C 0,00005 3,5x 10* 9775 41959 180803
0,0001 4,5x 10° 14586 35887 88620
0,001 2,5x 10’ 6 23 93
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CTAB — Bactérias Anaerobias Heterotréficas Totais (BANHT)

Tabela: NMP Planilha: NMP (células/mL)
Concentracao (células/mL)
(Yom/v) Estimativa Limite inferior Estimativa Limite superior
0,00001 2,5x 10 6 23 93
Amostra A 0,00005 4,5x 10" 10 42 184
0,0001 2,5 x 107 57 230 933
0,001 2,5 x 10° 6 23 93
0,00001 2,5x 10° 1 2, 9
Amostra B 0,00005 2,5x 10° 1 2 9
0,0001 2,5x10° 1 2 9
0,001 2,5x 10° 1 2 9
0,00001 9,5x 10° 2204 9146 38074
Amostra C 0,00005 20 x 102 1417 3467 8511
0,0001 9,5x 10° 182873 722004 2864451
0,001 2,5x 10° 1 2 9
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SDS - Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

Tabela: NMP Planilha: NMP (células/mL)
Concentracao (células/mL)
(Yom/v) Estimativa Limite inferior Estimativa Limite superior
0,0002 25x 10" 6 23 93
Amostra A 0,001 2,5x 10 6 23 93
0,005 2,5 x 10’ 6 23 93
0,01 2,5x 10’ 6 23 93
0,0002 2,5 X 10’ 6 23 93
Amostra B 0,001 45x 10’ 10 42 184
0,005 2,5x 10" 6 23 93
0,01 2,5x 10" 6 23 93
0,0002 45x 10* 9775 41959 180803
Amostra C 0,001 2,5x 10° 54783 212132 825064
0,005 7,5 X 103 1888 7397 29069
0,01 7,5 x 102 189 740 2906
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SDS — Bactérias Anaerdbias Heterotréficas Totais (BANHT)

Tabela: NMP Planilha: NMP (células/mL)
Concentracao (células/mL)
o stimativa imite inferior stimativa imite superior
0,0002 4,5x 10’ 10 42 184
Amostra A 0,001 2,5x 10’ 6 23 93
0,005 2,5x 10° 1 2 9
0,01 2,5x 10° 1 2 9
0,0002 4 x10' 1 4 15
Amostra B 0,001 2,5x 10’ 6 23 93
0,005 4,5x 10’ 1 4 18
0,01 2.5x 10’ 6 23 93
0,0002 9,5 x 102 221 918 3821
Amostra C 0,001 15 x 10° 4 15 49
0,005 2.5 x 102 11 28 76
0,01 2,5x 10° 1 2 9
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