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RESUMO

BAESSO, Renato Cerqueira Guarconi. Biodegradacdo de inibidores de
incrustagbes por microrganismos. 2022. 158f. Tese (Doutorado em Engenharia
Quimica) - Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2022.

Petroleo e gas como fontes de combustiveis fosseis desempenham um
papel relevante quando comparadas a outras fontes de energia. O
desenvolvimento industrial faz com que a demanda mundial de energia
aumente, sendo necessario elevar as reservas de petréleo e a capacidade de
producdo. Entretanto, a sua extracdo € desafiadora e emprega uma série de
procedimentos de alta complexibilidade. Muitas dessas técnicas utilizam a
injecéo de fluidos para diversas finalidades. Os inibidores de incrustagdes se
fazem necessarios, pois, nas operacdes da industria do petroleo existe o risco
de deposicdo de compostos que podem causar o0 mau funcionamento de
equipamentos ou dificultar o escoamento dos fluidos. Muitos desses aditivos
contém em sua composicao carbono, nitrogénio e fésforo, dentre outros
elementos, que servem como substrato e como fatores estimulantes e/ou
inibidores do crescimento de microrganismos que causam prejuizos. Com isso,
0 objetivo do presente estudo € avaliar o efeito de diferentes anti-incrustantes
sobre culturas de microrganismos tipicos de um sistema de producéo de 6leo e
avaliar o consumo destes produtos como fontes de carbono, nitrogénio e
fésforo. Os microrganismos estudados foram a Pseudomonas aeruginosa,
Shewanella algae, Desulfovibrio desulfuricans e um consorcio de bactérias
redutoras de sulfato. Para tanto, foi estabelecida a composicdo do meio de
cultivo ideal para cada microrganismo, a concentracdo de in6culo a ser
utilizada e a concentracdo de aditivo empregada nos testes. Em seguida,
monitorou-se o0 crescimento microbiano submetido as condi¢cdes de cultivo
determinadas, em presenca e auséncia de aditivos quimicos. Os resultados
demonstraram diferentes graus de crescimento das espécies microbianas,
dependendo da composicdo do meio e da concentracdo de aditivo quimico e a
utilizacdo dos aditivos como alguma fonte de nutriente foi observada para cada
espécie.

Palavras-chave: Biodegradacdo. Aditivos. Inibidores de Incrustagoes.

Pseudomonas aeruginosa. Shewanella algae.



ABSTRACT

BAESSO, Renato Cerqueira Guarconi. Biodegradation of scale inhibitors by
microorganisms, Brazil, 2022. 158p. Thesis (D.Sc. in Chemical Engineering) -
Institute of Chemistry, State University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022

Oil and gas as fossil sources play a relevant role when compared to
other energy sources. Industrial development has been increased the global
energy demand, and its essential to increase oil reserves and production
capacity. However, its extraction is challenging and uses a series of complex
procedures, which aim to extract the maximum from these reserves. Many of
these techniques are based on stimulating the well by injecting fluids. Scale
inhibitors are needed, because in oil industry operations, there is a risk of scale
deposition. They can cause the malfunction of pumps and other equipment,
deposit along the pipes, reducing the internal diameter of tubes which can block
the flow of fluids. Many of these compounds contain carbon, nitrogen and
phosphorus, among other elements that serve as substrate, as stimulants or as
inhibitors factors for microorganisms' growth that cause damage such as scale
and corrosion. Thus, the objective of this study is to evaluate the effect of
different scale inhibitors on the concentration of microorganisms, typical of a
production system, and to evaluate the consumption of these products as
sources of carbon, nitrogen and phosphorus. The microorganisms studied were
Pseudomonas aeruginosa, Shewanella algae, Desulfovibrio desulfuticans and a
consortium of sulfate reducing bacteria. To do so, the composition of the ideal
culture medium was established for each microorganism, as well as the
concentration of inoculum to be used and the concentration of the additive used
in the tests. Then, the microbial growth was monitored under the determined
culture conditions, in the presence and absence of chemical additives. The
results showed different degrees of growth of the microbial species, depending
on the composition of the medium and the concentration of chemical additive.
Moreover, the use of the additives as a source of nutrient (phosphorus, nitrogen
and carbon) was observed for each species.

Keywords: Biodegradation. Additives. Scale Inhibitor. Pseudomonas

aeruginosa. Shewanella algae.
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INTRODUCAO

O petroleo é a principal fonte energética mundial e desempenha um
papel relevante quando comparadas a outras fontes, tais como energia solar,
eollica, hidrelétrica etc. O desenvolvimento industrial faz com que a demanda
mundial de energia aumente, sendo necessario elevar as reservas de petroleo
e a capacidade de producdo (MOHSENATABAR FIROZJAII; SAGHAFI, 2020).
No entanto, estima-se que, no futuro préximo, ndo haverd mais descobertas
significativas dos campos de petroleo convencionais. (DRUETTA; RAFFA;
PICCHIONI, 2019). Com isso, o aumento da produtividade dos reservatorios,
se faz necessario.

O Oleo cru estd presente em uma rede complexa de capilares nos
reservatorios, o que torna a sua recuperacdo um desafio, porque 0s mesmos
estdo localizados em regides de dificil acesso e 0 Oleo esta preso aos poros
por pressdes capilares (SEN, 2008). A extracdo do petréleo é realizada em trés
estagios de recuperacgdo: 1) recuperacao primaria; 2) recuperacdo secundaria
e; 3) recuperacao terciaria ou recuperacdo avancada de 6leo (Enhanced Oil
Recovery - EOR) (DEMIRBAS; ALSULAMI; HASSANEIN, 2015).

As duas primeiras fases da extracdo estéo relacionadas a utilizacdo da
pressdo do reservatério e a repressurizacdo pela injecao de fluidos. Segundo
Sen (2008), apos o emprego das técnicas primarias e secundarias de
recuperacao de 6leo, ainda restam cerca de 2/3 do total de 6leo no reservatorio
e se faz necessario o emprego das técnicas terciarias. A recuperacao terciaria
abrange um conjunto de técnicas que modificam as propriedades fisicas e/ou
guimicas dos reservatorios e, conseguentemente, aumentam a taxa de
recuperacao de Oleo e a vida de producao dos pocos de petréleo (DRUETTA;
RAFFA; PICCHIONI, 2019). Esses métodos buscam superar as forcas
capilares responsaveis pela retencdo de Oleo residual nos reservatorios
subterraneos (NAZAR; SHAH; KHOSA, 2011) e se refere a recuperagdo do
Oleo pela injecdo de materiais que normalmente ndo estdo presentes nos
reservatorios (PAPI; SHARIFI; ABDALI, 2019). Dentre as técnicas da EOR
mais empregadas podemos citar a recuperacdo quimica avancada de Oleo

(Chemical Enhanced Oil Recovery - CEOR), injecéo de gases como CO:2 e N2,
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recuperacao térmica e a recuperacdo microbiolégica avancada de 6leo
(Microbial Enhanced Oil Recovery - MEOR) (OLAJIRE, 2014). A MEOR utiliza o
crescimento microbiolégico e os metabdlicos gerados para estimular a extracao
dos reservatérios de petroleo (CUI et al.,, 2017a). A recuperagdo quimica
avancada do O6leo € adequada para reservatérios altamente esgotados e
inundados, baseando-se na estimulacdo do poco através da alteracdo de
propriedades fisico-quimicas promovidas pela injecdo de produtos quimicos
(ATILHAN; APARICIO, 2021). E uma das técnicas mais utilizadas na
recuperacao de pogos em que métodos térmicos ndo sao aplicaveis (MANDAL,
2015).

Durante as etapas de extracdo do petréleo é injetado diversos produtos
guimicos para facilitar as opera¢ces envolvidas. De acordo com Fink (2012) os
principais aditivos quimicos utilizados na extracdo do petréleo sdo o0s
surfactantes, antiespumantes, polimeros, sequestradores de oxigénio,
inibidores de incrustacdes e biocidas. Os inibidores de incrustacdes se fazem
necessarios, pois em certas operacbes da industria do petréleo como a
producdo, estimulacdo e transporte, existe o0 risco de deposicao de
incrustacdes (FINK, 2012). Algumas das incrustacdes mais encontradas em um
sistema de producéao incluem carbonato de calcio, sulfato de bario, sulfato de
estroncio e sulfato de calcio. Essas incrustacdes geralmente se formam como
resultado de mudancas repentinas nas caracteristicas do fluido (pH,
temperatura ou pressdo) ou se a mistura de salmoura é incompativel. O
acumulo de incrustacédo pode limitar severamente a produtividade de um poco
até o ponto onde deve ser limpo ou abandonado. Além dos problemas
operacionais, a formacao de incrustacdes de material radioativo de ocorréncia
natural (sulfato de radio) pode oferecer, adicionalmente, problemas ambientais
(BROWNING; FOGLER, 1995).

A maioria dos inibidores de incrustacbes sdo compostos a base de
fésforo, como por exemplo: polifosfatos inorganicos, ésteres de fosfato,
fosfonatos e aminofosfatos. Substancias alternativas como os polimeros -
poliaclilatos e seus derivados - e varios homopolimeros e copolimeros, a base
de acidos maleico e acido sulfénico, vem sendo estudadas e empregadas
(BARAKA-LOKMANE et al., 2009). No entanto, como mostrado por Sund et al.

(1990) os aditivos adicionados a agua de injecdo elevam a quantidade de
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carbono, nitrogénio e fosforo disponiveis que podem ser usados como
nutrientes por bactérias presentes no sistema de injecdo. Isso poderia acarretar
0 aumento da bioincrustacao de reservatorios e do sistema de agua de injecédo
ocasionando o aumento da taxa de corrosdo. Além disso, a degradacdo dos
aditivos utilizados para inibir a formacdo de incrustacdes faz com que esses
percam sua eficiéncia levando a formacao dos precipitados.

A possivel contaminacdo microbiana de aditivos quimicos por
microrganismos (detectada pela Petrobras), ja na recepcéo dos produtos pelas
empresas do setor de petroleo poderia levar a introducdo de vérios tipos de
microrganismos em reservatorios, durante o emprego de aditivos quimicos.
Uma vez que ha uma ampla variedade de produtos aditivos empregados pelo
setor de Petréleo e Gas (Surfactantes, polimeros, sulfonatos, polietilenoglicol,
fosfonatos etc.) a possibilidade de composi¢cdo com aguas salinas e Oleo, pode
levar a formacdo de uma ampla gama de produtos metabdlicos, dependendo
das condicdbes ambientais. Esses produtos podem ser gases, acidos
carboxilicos, solventes, polimeros, entre outros. Essa ampla gama de produtos
(em uso como aditivos quimicos ou decorrentes de metabolismo microbiano)
pode estimular o crescimento de outras classes de microrganismos (como as
Bactérias Redutoras de Sulfato - BRS) levando, inclusive, a geracdo de gas
sulfidrico, aumentando a possibilidade de corrosdo e aumento nos gastos com
biocidas, devido a formacdo de biopolimeros viscosos nas superficies e
aumento nas incrustacdes, com queda na produtividade. Dessa forma, a
avaliacdo da qualidade de produtos das mais diferentes naturezas, no que
tange a biodegradabilidade e decomposi¢cdo por microrganismos, torna-se
crucial para a reducdo de custos e aumento na eficacia da recuperacdo de
0leo, com substancial reducdo na formacao de incrustacées.

O que motivou a realizacdo da presente pesquisa foi a verificagdo, por
parte da Petrobras, de que algumas amostras de aditivos quimicos utilizados
pela empresa estavam visivelmente contaminadas com microrganismos, o0 que
poderia estar alterando as caracteristicas dos produtos, comprometendo sua
eficacia. Uma vez que ndo é do conhecimento da empresa a natureza exata
dos aditivos quimicos empregados na recuperacéo de oleo, produtos das mais
diferentes composi¢cdes quimicas poderiam estar sendo utilizados por

microrganismos como fontes nutricionais, aumentando a possibilidade de
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formacéao de incrustacdes, de corrosdo do sistema e, comprometendo assim, a
eficacia na prospeccao de oleo. Posto isto, é de extrema importancia investigar
guais linhagens microbianas sao capazes de utilizar diferentes tipos de aditivos
como fonte de nutrientes, consequentemente, levando a sua degradacéo.

Realizou-se o0 estudo com quatro tipos diferentes de aditivos utilizados
como inibidores de incrustacfes: Uma amostra combinada de etilenoglicol e
aminoetanol, uma amostra constituida de um copolimero de acidos organicos,
uma amostra de misturas acidos carboxilicos e uma amostra de fosfonato.

Os microrganismos selecionados para os ensaios foram as estirpes de
Pseudomonas aeruginosa ambiental, isolada de um poco de petroleo, e
Shewanella algae, também de origem ambiental, isolada de uma praia
brasileira. Adicionalmente, foram também utilizadas nos testes, bactérias
redutoras de sulfato (BRS) em cultura pura e em cultura mista combinadas com
outros microrganismos anaerobios.

De acordo com Li et al. (2022) Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria
capaz de ser a pioneira na formacdo de biofilmes complexos, em diferentes
tipos de metais, promovendo a corrosdo microbiologicamente influenciada.
Segundo os autores, ja foi demonstrado que a cepa é responsavel por corroer
metais como acgo carbono, aco inoxidaveis e até mesmo ligas de alta entropia.

Shewanella spp. séo encontradas em varios nichos ecoldgicos devido a
sua diversidade no uso de moléculas como aceptores de elétrons e sdo
microrganismos ambientalmente importantes devido ao seu envolvimento na
transformacdo do Fe e Mn em ambientes aquaticos. Produzem sulfeto como
metabdlito 0 que associa 0 microrganismo a processos de corrosao. Ademais,
€ relatado na literatura diversas aplicacbes envolvendo a diversidade
metabodlica da espécie, podemos citar: aplicacbes em tratamento de aguas
residuais, conversao de biomassa residual e biorremediacdo de poluentes
guimicos, elementos toxicos, substancias organicas nocivas e outros
compostos (SATOMI, 2014).

Por fim, as BRS sao conhecidas por reduzir sulfatos inorganicos em
sulfetos na presenca de hidrogénio ou matéria organica (PERMEH; LAU;
DUNCAN, 2021). Entre os microrganismos, as bactérias redutoras de sulfato

sdo as bactérias predominantes e mais problematicas associadas a corrosao,
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elas contribuem para quase metade dos casos de corrosdo (ZHANG et al.,
2020).

Dessa forma, o estudo da biodegradacdo dos aditivos utilizados na
extracdo do petréleo se torna de extrema importancia para prevenir, reduzir ou

remediar alguns inconvenientes enfrentados.
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1 OBJETIVOS

A presente tese tem como objetivo principal avaliar a biodegradabilidade
de diferentes tipos de aditivos, utilizados como inibidores de incrustacbes em
industrias petroliferas, por Pseudomonas aeruginosa, Shewanella algae,
ambas de origem ambiental, e por culturas de bactérias redutoras de sulfato.

Em termos gerais, 0s objetivos especificos do presente estudo séo:

1. Avaliar a cinética de crescimento dos microrganismos nos meios Caldo
Nutriente, Bushnell- Haas e meios Bushnell-Haas com diferentes fontes
de carbono, objetivando estabelecer condi¢cbes ideais de crescimento
para comparagéo com os ensaios com adi¢ao de aditivos.

2. Determinar concentracbes de aditivos quimicos adequadas ao
crescimento de microrganismos isolados do ambiente de petréleo (P.
aeruginosa e S. algae) e seu potencial de toxicidade para as espécies;

3. Avaliar, na composicdo dos meios de cultivo empregados, os fatores
limitantes e determinantes (carbono, nitrogénio e fésforo) para o cultivo
das cepas selecionadas;

4. Verificar se as amostras podem ser diretamente utilizadas como fontes
nutricionais por linhagens puras e mistas de bactérias anaerdbias
redutoras de sulfato, sem degradacdo prévia dos aditivos por
microrganismos heterotroficos

5. Avaliar a biodegradacdo dos aditivos e a utilizacdo deles como fontes
individuais e combinadas de carbono, fosforo e nitrogénio;

6. Utilizar as analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para
confirmacédo dos resultados dos testes de biodegradacao e identificar os
metabolitos produzidos pelos microrganismos.

7. Fornecer subsidios para a aquisicao de produtos quimicos com base nos
protocolos desenvolvidos quanto a relagdo com biodegradacéo;

8. Identificar por microbiologia classica e por biologia molecular, espécies
potencialmente utilizadoras de fluidos aditivos que possam contribuir
para a minimizacdo da acdo desses compostos pela indastria do

petroleo;
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2 REVISAO BIBLIOGRAGICA

2.1 Extracéo do 6leo

O petréleo no estado liquido é uma substancia oleosa, com coloracao
variando entre o negro e o castanho claro, com cheiro caracteristico e é
inflamavel. Tem origem a partir da matéria organica depositada junto com
outros sedimentos e € constituido, basicamente, por uma mistura de
hidrocarbonetos. Quando a mistura contém uma maior percentagem de
moléculas pequenas seu estado fisico é gasoso e quando a mistura contém
moléculas maiores seu estado fisico é liquido, nas condi¢cdes normais de
temperatura e pressao (TRIGGIA, 2001)

Segundo o0 mesmo autor, o tipo de hidrocarboneto gerado, 6leo ou gas,
€ determinado pela constituicdo da matéria organica original e pela intensidade
do processo térmico atuante sobre ela, sendo esse material acumulado e
armazenado dentro de rochas chamadas reservatorio.

Para a extracdo do 6leo sdo empregadas as técnicas de recuperacao
primaria, recuperacdo secundaria e recuperacao terciaria ou recuperacao
avancada de 6leo (EOR).

A técnica de recuperacao primaria utiliza a presséo natural do poco para
a extracao do Oleo e do gas existente, e estima-se que tal processo recupera
cerca de 5 a 10% do total de Oleo da reserva. Com isso, se faz necessario o
emprego das técnicas secundérias (SEN, 2008).

Os métodos secundarios de recuperacao se baseiam na injecdo de agua
OouU gas no reservatoério para a repressurizacdo dos reservatorio (DEMIRBAS;
ALSULAMI; HASSANEIN, 2015). Como geralmente a agua do mar € um
insumo barato e estd abundantemente disponivel, 0 método de recuperacdo
secundario mais empregado € o alagamento. Entretanto, com o passar do
tempo, a quantidade de agua nos fluidos produzidos se eleva e o custo de
remocado e descarte pode exceder a receita de producdo do petrdleo e a
técnica € interrompida. A eficiéncia da extracdo pode se elevar em 15% com
essa técnica (LAKE; SCHMIDT; VENUTO, 1992).
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Para aumentar a eficiéncia de extracdo de petrdleo € empregado as
técnicas avancadas de recuperacdo de Oleo. Dentre as principais técnicas
utilizadas na EOR, podemos citar a estimulacao térmica, a injecdo de gases e a
injecdo de produtor quimicos (ATILHAN; APARICIO, 2021). Esses métodos
buscam superar as forcas capilares responsaveis pela retencdo de 6leo
residual nos reservatorios subterraneos e apesar da complexibilidade das
técnicas empregadas a recuperacdo de 6leo pode-se elevar para 60% do 6leo
presente no reservatério (NAZAR; SHAH; KHOSA, 2011). Na Figura 2 esta

exposto um esquema exemplificando a classificagdo dessas técnicas.

Figura 2- Classificacéo das técnicas empregadas na EOR.

Recuperagao Avangada do Oleo

l l | l l

Térmica Quimica Inje o de Biotecnoldgica Outras
Gases
[ = e — - i) Estimulagao
(i) Injecao de vapor| | (i) Polimeros - MEOR (1) Estimulag
(i) Combustio () Surfactantes || %02 - pismica/sonica
(i) 4gua quente (i) Alcalis (N _ iy Eetemaghelisme
— = (iii) Gases de combustdo

Fonte: Adaptado de SEM, 2008.

Os métodos térmicos sdo 0s mais empregados, principalmente em
reservatorios de arenito. Consiste na introducdo de calor no reservatorio com
intuito de reduzir a viscosidade do 6leo ou promover mudancas na
molhabilidade da rocha. No entanto, ndo podem ser aplicados reservatorios
profundos por apresentam problemas relacionados as perdas térmicas
(ATILHAN; APARICIO, 2021).

Outra técnica utilizada, é a injecdo de gases nos reservatorios. Os gases
mais utilizados sdo: CO2, N2 e gases de hidrocarbonetos. Sabe-se que a

injecdo de dioxido de carbono e gases de hidrocarbonetos sdo os mais
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eficientes. Porém, devido ao elevado custo do gas natural, a utilizacdo de CO:
€ mais adequada (NWIDEE et al., 2016). Alguns autores como Nufiez-LOopez e
Moskal (2019) afirmam que a injecdo de CO2 nos pocos de petréleo além de
estimular a recuperacdo do 6leo remanescente pode contribuir com a captura e
estocagem do gas auxiliando na reducdo de emissao de gases de efeito estufa.
Os autores, ainda afirmam que essa técnica captura mais CO2 do que qualquer
outra operacao industrial.

A recuperacdo quimica avancada do Oleo ou CEOR (Chemical
Enhanced Oil Recovery) foi desenvolvido nos anos 80 e é baseado na adicéo
de diferentes produtos quimicos, como alcalis, polimeros surfactantes a agua
de formacdo (LEITENMULLER; RUPPRECHT, 2019). Em muitos casos, a
depender das caracteristicas do reservatério € realizada uma combinacéo
desses aditivos. Os compostos quimicos sdo utilizados para aumentar a
viscosidade dos fluidos injetados, para aumentar a eficiéncia de varredura e
para reduzir a tensdo interfacial entre a agua e 6leo cru (KAMAL; SULTAN;
HUSSEIN, 2015).

A MEOR - Microbial Enhanced Oil Recovery, explora os microrganismos
dos pocos ou microrganismos de cepas selecionadas para produzir metabdlitos
especificos que ajudam na recuperacao do 6leo (SEN, 2008). Alguns exemplos
da utilizac&o dos microrganismos na MEOR estao expostos na Tabela 4.

Existem dois componentes essenciais envolvidos no processo:
microrganismos e nutrientes. As fontes de microrganismos podem ser
exégenas (SHENG, 2013). Nao ha duvida de que os microrganismos tém a
capacidade de melhorar a recuperacéo do petroleo em virtude da formacéo de
alguns produtos. Por exemplo, as bactérias podem produzir acidos a partir de
O0leo e outros compostos organicos que dissolverdo o0s carbonatos,
aumentando assim a permeabilidade do meio. Também podem produzir gases
gue aumentam a pressdo no reservatorio e que se dissolvem no Oleo e
diminuem a sua viscosidade. Biossurfactantes, emulsionantes e solventes que
diminuem a viscosidade do Oleo, tornando-o mais facil de escoar, ou podem
produzir biopolimeros que aumentam a viscosidade da agua em operacfes de
injecdo, tornando a operacdo mais eficaz. Portanto, a questdo ndo € se 0s

microrganismos podem melhorar a recuperacdo do petréleo, mas sim como
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empregar essa habilidade de uma maneira pratica e cientificamente valida
(BROWN, 2010).



Tabela 4- Microrganismos e seus produtos utilizados nas MEOR.

Produtos

microbiolégicos

Microrganismos

Papel na MEOR

Gases (H2, N2, CHa,

CO,)

Acidos (acidos de
baixo peso molecular,
acido formico, acido
propanoico, acido (iso)-

butirico etc.)

Solventes
(propanol, butanol,
acetona, propano-2-diol

etc.)

Biossufarctantes
(ramnolipidios,

glicolipideos etc.)

Clostridium spp.,
Enterobacter spp.,
Methanobacterium spp.,

Desulfovibrio spp.

Clostridium spp., cultura
mista de acidogénicas spp.,

Desulfovibri spp., Bacillus spp.

Clostridium spp.,
Zymomonas spp., Klebsiella

spp., Arthrobacter spp..

Acinetobacter spp.,
Bacillus spp., Pseudomonas
spp., Rhodococcus spp.,

Arthrobacter spp.,

Aumenta a pressdao do reservatorio,
aumenta o volume do 6leo, reduz a viscosidade do
0leo, aumenta a permeabilidade pela dissolucao
de carbonatos.

Aumenta a porosidade e a permeabilidade
pela dissolucdo de precipitados de carbonatos,
reduz a permeabilidade, ajuda a emulsificacao,
produz CO. através da reagdo com minerais de
carbonato que reduzem a viscosidade do Oleo e
aumentam as gotas de 6leo.

Reduz a viscosidade do déleo pela
dissolucdo de asfaltenos e componentes pesados
do Oleo, aumenta a permeabilidade do Oleo pela
dissolucdo de componentes pesados dos gargalos

dos poros, tem efeito de cossurfactantes.

Efeitos surfactante como mudanca na
molhabilidade, reducdo da saturacdo do 6leo

residual e emulsificacéo.
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Corynebacterium spp.,
Clostridium spp.,

Mycobacterium spp., Norcadia
spp.

Xanthomonas spp.,
Aureobasidium spp., Bacillus

_ ) spp., Alcaligeness spp., Efeitos poliméricos como aumento da
Biopolimeros

Leuconostoc spp., Sclerotium  viscosidade da agua.
spp., Brevibacterium spp.,

Enterobacter spp..

_ Atuam como agentes de conexao,
Bacillus spp.,

_ deslocam o 6leo pelo seu crescimento, melhoram
Biomassas Leuconostoc spp.,

a molhabilidade, reduzem a viscosidade do o6leo
Xanthomonas spp.. -~
emulsificando e removendo o enxofre.

Fonte: Adaptado de SHENG, 2013.
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2.2 Transtornos enfrentados na producao do petréleo

Durante as operac¢fes de producdo do oOleo é enfrentando diversos tipos
de inconvenientes e para supera-los sao utilizados aditivos quimicos. Essas
substancias atuam como inibidores de corroséo, inibidores de incrustacoes,
sequestrantes de oxigénio, antiespumantes, polimeros, biocida, dentre outros.

Os dutos utilizados na industria do petrdleo e gas sdo em sua maioria
constituidos de ago carbono e podem sofrer corrosdo (ZHANG et al., 2015).
Seja pela acdo do oxigénio, gas carbdnico, H2S dissolvidos nos fluidos, pelo
crescimento de microrganismos, pelo pH dos fluidos ou por acdo de salmouras
e compostos acidos (CHILINGAR; MOURHATCH; AL-QAHTANI, 2013). Esses
mecanismos podem ser diminuidos ou retardados pela adi¢éo de inibidores de
corrosao, biocidas, sequestrantes de oxigénio e outros compostos.

Outra questdo é a deposicdo de compostos. Incrustacbes sao
normalmente formadas quando dois produtos quimicos sdo empregados de
forma conjunta e podem formar um precipitado. A inibicdo da formacao de
incrustacdes pode ser realizada pela adicdo de substancias que reagem com
0s potenciais formadores de incrustacdes ou adicionando substancias que
reprimem a formac&o de cristais. Os inibidores de incrustacdes sdo hidrofilicos,
se dissolvem em agua e sdo adicionados juntos aos inibidores de corrosao.
Fosfonatos séo os inibidores mais eficientes a altas temperaturas, enquanto os
polimeros sdo mais eficientes a baixas temperaturas (FINK, 2012).

No entanto, alguns dos compostos quimicos utilizados na agua de
injecdo podem servir de fontes de nutrientes para algumas bactérias o que
pode estimular a atividade microbiana e promover a geracao de sulfetos. A
geracado de sulfeto no reservatério ndo € apenas um problema de seguranca e
saude, mas também reduz o valor econdmico dos produtos aumentando o

custo para manter a integridade dos produtos refinados (YIN et al., 2018)
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2.3 Incrustacdes

Um problema comum nos reservatorios de campos petroliferos sdo as
incrustacdes que causam milhdes de ddlares em prejuizos anuais (BARAKA-
LOKMANE; SORBIE, 2010). A formacéao de incrustacdes € a deposicao de sais
inorganicos moderadamente solUveis em solu¢cdes aquosas. Junto a corrosdo e
formacdo de hidratos gasosos a precipitagdo de incrustacdes € um dos trés
maiores problemas relacionados as aguas de producédo. (KELLAND, 2010).

Essas incrustacdes geralmente se formam como resultado de mudancas
repentinas nas condicdes do fluido (pH, temperatura ou pressdo) ou se a
mistura de salmoura € incompativel (BROWNING; FOGLER, 1995). A Figura 3
ilustra a formacao de incrustagcdes em uma tubulagéo.

De acordo com Patterson et al. (2017), a diminuicdo da pressao e/ou
aumento da temperatura de uma salmoura, leva a uma reducdo na solubilidade
de alguns sais 0 que leva a precipitacdo. Geralmente, esses fatores levam a
precipitacdo de incrustagbes de carbonato (Ex: CaCOs). Segundo o mesmo
autor, outro fator que viabiliza a formacao de incrustacdes, é a evaporacao da
salmoura, 0 que resulta em um aumento da concentracdo de sal para mais do
gue o limite de solubilidade. Esse tipo de mecanismo pode ocorrer em pogos
de gés de alta presséo / alta temperatura, onde um fluxo de gas seco pode se
misturar com a salmoura, resultando em desidratacao e precipitacao de cloreto

de sédio.
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Figura 3- Formacao de incrustacao dentro de uma tubulacao.

Fonte: BARAKA-LOKMANE; SORBIE, 2010.

Além disso, Larestani et al. (2021) mostra que durante a extracdo do
petréleo, é necessario realizar a manutencéo da pressao do reservatorio e para
isso, uma grande quantidade de 4gua é injetada. Devido ao alto custo da dgua
doce, a 4gua do mar que contém uma variedade de minerais, incluindo sulfato,
€ normalmente utilizada para operacdes de injecdo de agua. Ademais, a agua
de formacédo (salmoura) contém cétions de bario, estroncio e célcio etc. Antes
da injecdo de agua, os ions existentes na salmoura sdo estaveis e estdo em
condicao de equilibrio. Porém, assim que a 4gua do mar entra em contato com
a salmoura existente, ambos os fluidos comecam a trocar ions. Se a agua
injetada ndo for compativel com a salmoura existente, o processo de inundacéao
causara precipitacdo de sais (normalmente incrustacbes de sulfato, como
sulfato de bério, sulfato de estréncio e sulfato de célcio), o que leva a reducédo
da permeabilidade, bem como ao declinio da porosidade.

A inibicdo desse processo pode ser obtida adicionando-se substancias
gue reagem com potenciais formadores de incrustacdo ou adicionando-se
substancias que impedem o crescimento de cristais. (ZHANG et al., 2019).

De acordo com Kelland (2010) o acumulo de incrustacdo pode causar o
mau funcionamento de bombas e outros equipamentos além de reduzir o

diametro interno da tubulacédo e, consequentemente, bloquear o escoamento
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de fluidos. Segundo o mesmo autor, as incrustacdes mais comuns na industria
do petroleo sao:

1. Carbonato de calcio (calcita e aragonita)

2. Sais de sulfato: Sulfato de célcio (gesso), Sulfato de estroncio
(celestita), e Sulfato de bario (barita) — O Radio também pode ser encontrado
na rede principalmente na rede de sulfato de bario.

3. Incrustacdes de sulfetos: Sulfeto de ferro (Il), zinco e chumbo (I1)
S&80 0s mais comuns.

4, Cloreto de sédio (halita).

2.3.1 Incrustacoes de carbonato de calcio

Ao contrario do bicarbonato de calcio (CaHCO3), o carbonato de calcio
(CaCOs) é bastante insolivel em &agua. Aguas de formagdo normalmente
apresentam em sua composicao ions bicarbonato e calcio. O equilibrio quimico

representado pela Equacédo 1 é encontrado no sistema (KELLAND, 2010):

2HCO; & C0;~ +H,0 +CO, (1)

De acordo com o principio de Le Chatelier, se a presséo do sistema cair
o equilibrio acima tende a deslocar para a direita para restabelecer a pressao,
favorecendo a formacdo de CO2. Como resultado, mais ions carbonatos séo
formados e o pH aumenta. Em um dado instante, a concentracdo de ions
carbonato € suficientemente grande e ocorre a precipitacdo de carbonato de
calcio de acordo com a Equacéo 2 (KELLAND, 2010):

Ca** 4+ COI™ = CaCoO, )

A queda brusca da pressao pode ocorrer em qualquer lugar do sistema
de producdo, por exemplo, durante as perfuragbes em regides de
estrangulamento da tubulag&o de producéo, seja no fundo ou no topo do poco.

Em casos em que as salmouras contém altas concentragdes de ions ferro (I1)



41

pode acontecer a deposicao de carbonato de ferro junto com as incrustacées
de carbonato de calcio (KELLAND, 2010).

Outros fatores que influenciam na precipitacdo de CaCOs € 0 aumento
da temperatura, do pH ou da concentragdo de ions como Ca*?2 e HCOz". Quanto
maior a concentracdo de ions incrustantes, maior sera a supersaturacdo da
solucdo e mais cedo ocorrera a deposicdo de carbonato de calcio. Para a
temperatura, tem-se que a solubilidade do CaCOs diminui a medida que a
temperatura aumenta. Assim, a deposicdo de carbonato de calcio
frequentemente ocorre em regides de elevadas temperaturas. (WANG et al.,
2018). A Figura 4 correlaciona a temperatura com a solubilidade desse

composto e ilustra essa questao.

Figura 4- Solubilidade do carbonato de célcio em relacédo a temperatura.
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Fonte: Adaptado de SANO; NAKASHIMA, 2018.

A relacdo entre os valores de pH e formacgédo de carbonato de calcio é
explicada por Sano e Nakashima (2018). Os autores, utilizam o esquema
apresentado na Figura 5 e a equacdo 3 para mostrar que a formacédo de
CaCOs ocorre quando o pH da solugao atinge valores mais elevados, assim é
favorecido a formacéo da espécie CO3% que reagird com o ion célcio presente
no meio. Por outro lado, em valores de pH baixos favorece a formacao de COo..
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Sendo assim, a manutencdo dos fluidos com valores de pH abaixo de 6,9
previne a formacdo desse tipo de incrustacdes, uma vez que 0s ions estédo

completamente na forma de bicarbonatos (HCO3).

C0,(aq) + H,0 < H* + HCO; — H* 4 C02~ (3)

Figura 5- Esquema ilustrando a variacdo das espécies de acordo com

pH da solucao

09 p
0.8 F
0.7
0.6
0.5
0.4
03

Abundéncia da espécie
L

01F

Fonte: Adaptado de SANO; NAKASHIMA, 2018.

2.3.2 Incrustacoes de sais de sulfato

Como ja mencionado anteriormente nesse trabalho, as incrustacfes de
sulfatos geralmente se formam quando a agua de formacao, rica em ions de
metais alcalinos terrosos, e agua do mar com alta concentracdo de ions de
sulfato se misturam. Os trés principais tipos de incrustacdo de sulfato s&o:
Sulfato de Célcio, Sulfato de Béario e Sulfato de Estroncio (CHILINGAR;
MOURHATCH; AL-QAHTANI, 2013).

De acordo com Kelland (2010) os ions metéalicos do Grupo Il da Tabela
Periodica, com excecdo do magnésio, podem formar sulfatos ligeiramente

soluveis (Equacéo 4):
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M*?2+ 502 < MSO, (4)

A solubilidade dos sulfatos diminui a medida que se desloca na familia
dos alcalino- terrosos, sendo o sulfato de calcio (gesso anidro) a incrustacdo de
sulfato mais facil para se tratar por ser levemente sollvel em agua e soltvel em
muitos agentes quelantes. J& o sulfato de bério é o sulfato mais insolavel e o
mais dificil de controlar, sendo dissolvido a uma taxa razoavel apenas em
solventes especificos. Devido a sua alta insolubilidade, ndo é necesséaria uma
concentracdo muito elevada de ions bério na &gua de formacdo para a
incrustacdo de sulfato de bario (barita) se depositar (KELLAND, 2010).

2.3.3 Incrustacdes de sulfetos

As incrustacdes de sulfeto sGo menos comuns que as incrustacbes de
carbonato e sulfato, mas tendem a se formar em grandes quantidades em
pocos acidos, onde o gas H2S é produzido e podem causar sérios problemas
se ndo forem controladas. Os depésitos mais comuns incluem FeS, ZnS e PbS.
Quando ocorre esse tipo de incrustacdo, 0os pocos geralmente sdo obstruidos
de repente, e ndo gradativamente (KO et al., 2021).

O sulfeto de hidrogénio nos reservatorios de petroleo esta associado a
atividade microbiolégicas, pela presenca de Bactérias redutoras de Sulfato
(BRS), e a processos geoquimicos resultantes da injecdo de agua do mar. Os
cations de diversos metais estdo presentes na agua de formacdo devido a
dissolucéo de seus respectivos minérios com o passar dos anos. No entanto, a
agua de injecdo enriquece ainda mais o0 meio com a presenca desses metais. A
depender do pH, os ions S> e HS™ se formam pela dissociacdo do sulfeto de
hidrogénio na agua e, com isso, ocorre a precipitacdo dos sulfetos metalicos
(KEOGH et al.,, 2017). As equacdes quimicas a seguir exemplificam esse

processo com a formacao de ZnS.
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HyS(g) + H200) © H30% g + HS (5q) ()
HS (aq) + Ha0y © H307(qq) + 5% ) (6)
antaq} + 52_(aq} © ZnS(g (7

Similarmente, incrustacfes de sulfeto de ferro ou chumbo podem ser

formadas

2.3.4 Incrustacoes de cloreto de sodio

O cloreto de sodio é muito mais soltvel do que as incrustacfes descritas
acima e sua solubilidade aumenta com o aumento da temperatura. Aguas de
formacdo tém concentracBes muito elevadas deste sal, particularmente nos
reservatorios de alta presséo e temperatura (KELLAND, 2009).

A é&gua é supersaturada com NaCl nos reservatérios devido a varios
fatores como temperatura, pressdo pH, turbuléncia, evaporacdo e
condensacao. Contudo, principalmente na regido préxima ao poco, durante o
processo de producdo, ocorre a diminuicdbes de pressdo e temperatura
ocasionando a precipitacdo do NaCl (TAHERI-SHAKIB et al., 2018).

A cinética deste processo € muito rapida de tal forma que uma tubulacéo
pode ser bloqueada rapidamente (KELLAND, 2010).

2.4 Hidratos gasosos

Outro desafio operacional enfrentado pela indulstria petroleira € a
ocorréncia de hidratos de gas durante as operacfes de producédo e transporte,
0 que causa prejuizos econdmicos e ambientais (KHATINZADEH et al., 2020).
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De acordo com Jordan et. al (2005) a formacdo desses compostos
ocorre sobre a influéncia de alta presséo e baixa temperatura. Nessa condicao,
pequenas moléculas de hidrocarbonetos sdo presas em gaiolas formadas por
moléculas de 4gua que se ligam umas nas outras com ligagdes do tipo ponte
de hidrogénio. Sdo compostos sélidos com estrutura cristalina semelhantes ao
gelo. A ocorréncia de hidratos é bastante comum em plantas offshore e podem
obstruir o poco e impedir a producdo de gas. A Figura 6 ilustra a formacao de
hidrato de gas.

O método mais empregado para a inibir a formacao de hidratos de gas é
a utilizacéo de inibidores quimicos, que por sua vez, SA&0 compostos quimicos
onerosos ao tratamento (BAHADORI, 2015)

Figura 6- Hidrato de gas. A esquerda é apresentado um esquema
ilustrando a formacdo do hidrato de gas. A direita uma tubulacdo com

escoamento interrompido devido a formacao de hidrato de gas.

"Prisao de agua

Py
@

Molécula de gas

Fonte: Adaptado de YEOMANS, 2020.

2.5 Inibidores de incrustacdes

Sabe-se que em certas operacfes da industria do petroleo, tais como
producdo, estimulacdo e transporte, ha o risco associado de deposicao de
incrustacdes. Isto ocorre devido a supersaturacdo das solucdes, que ocorre

basicamente devido as mudancas de temperatura ao longo das operacdes de
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injecdo. Como forma de prevenir a formacéo de incrustacées o método mais
empregado € a utilizacdo de inibidores quimicos. (ZHANG et al., 2019).

A prevencdo a formacédo de incrustacfes € fundamental a fim de garantir
a producdo continua das reservas existentes, impedindo o abandono
prematuro devido ao inadequado gerenciamento da formacéo de incrustacéo e
processos de corrosao associados (FINK, 2012).

Os inibidores de incrustacbes cessam 0 crescimento de cristais ou
atrasam o processo de nucleacdo (aumentam o tempo de indugéo), o que, por
sua vez, retardam o processo de formacdo de incrustagbes (ZHANG et al.,
2019). Segundo Viloria et al. (2010) os inibidores podem atuar de duas formas:

1. Através de efeitos de adsorcdo: Nesse caso, moléculas do inibidor
ocupam os sitios de nucleacdo que sdo preferidos pelas moléculas
formadoras de incrustagcdes. Assim, 0s cristais nao conseguem
encontrar os sitios ativos onde aderir a superficie; consequentemente, a
nucleacao dos cristais € evitada.

2. Através de modificacdes morfolégicas dos sitios em crescimento: Nesse
caso, ocorrem mudancas morfolégicas que impedem a formacdo dos
cristais, em presenca do inibidor. Dependendo das caracteristicas do
inibidor e da natureza do substrato sobre o qual atuara, € possivel que
seja adsorvido sobre a rede cristalina, gerando uma superficie de
natureza complexa, que apresenta dificuldades em permanecer ou
crescer nos sitios ativos.

Visto a importancia do emprego dos inibidores de incrustacdes na
recuperacao do 6leo, a selecdo correta dos aditivos é de extrema importancia
para o sucesso do controle dos precipitados. Dessa forma, algumas
caracteristicas devem ser obedecidas (DUCCINI et al., 1997):

e Controle eficiente das incrustagdes a baixas concentracdes de inibidor;

e Compatibilidade com agua do mar e agua de formacao;

e Boas condi¢cdes de adsorcdo e dessorcdo, de modo que os produtos
guimicos possam ser lentamente liberados na agua de formacéo;

e Boa estabilidade térmica;

¢ Baixa toxicidade e biodegradabilidade;

e Baixo custo.
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Os inibidores de incrustacdo podem ainda ser mais amplamente
classificados como organicos ou inorganicos. Os do tipo inorganico incluem
fosfatos condensados, tais como polimetafosfatos ou sais de fésforo. Os de
natureza organica sdo os acidos poliacrilico e fosfinocarboxilico, polimeros
sulfonados e fosfonatos. Os fosfonatos tem sua atividade maximizada a altas
temperaturas, enquanto os polimeros sulfonatados comportam-se melhor a
baixas temperaturas (ONOJAKE; WAKA, 2021).

Sendo que dentre todas as substancias utilizadas como inibidores de
incrustacdes, destacam-se as moléculas a base de fésforo como por exemplo
polifosfatos inorganicos, ésteres de fosfato, fosfonatos e aminofosfatos
(YOUNES; EL-MAGHRABI; ALI, 2017).

Fosfonatos séo altamente sollveis e estaveis em 4gua enquanto acidos
fosfénicos sdo moderadamente soluveis. Fosfonatos ndo séo volateis e sdo
pouco sollveis em solventes organicos. Sao efetivos sequestradores da
maioria dos fons metélicos bivalentes como os ions Cu?*, Fe?* e Ca?'. A
afinidade por metais dessa classe quimica é maior em valores de pH altos.
Todos os fosfonatos sé&o bons quelantes dos metais de transicdo (JAWORSKA
et al., 2002). Além disso, de acordo com Nowack (2003) a estabilidade do
complexo metalico aumenta com o aumento do numero de grupamentos
P(OH)2 e essa classe quimica sé@o potentes inibidores da precipitacdo mineral
(NOWACK, 2003).

As ligacbes C-P conferem as moléculas de fosfonatos uma alta
resisténcia a hidrdlise quimica e a decomposicao térmica. Porém, estudos
sobre a bioquimica da utilizacdo de fosfonatos por microrganismos sugerem
gue a ligacdo C-P € muitas vezes o fator limitante da biodegradacdo desses
compostos (SCHOWANEK; VERSTRAETE, 1990). No entanto, varios
microrganismos foram identificados como capazes de usar fosfonatos como
sua unica fonte de fésforo: Bacillus megaterium, Pseudomonas aeruginosa,
Agrobacterium radiobacter, Escherichia coli, Pseudomonas stutzeri e
Streptomyces morookaensis (GRANDCOIN; PIEL; BAURES, 2017).

Um tipo de fosfonato empregado para essa finalidade € o acido dietileno-
triamina-pentametileno-fosfénico (DTPMP) que € conhecido por ser o inibidor
de incrustacdo mais eficaz em incrustacdes a base de carbonato (BARAKA-
LOKMANE; SORBIE, 2010).
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Porém, por questdes ambientais a utilizacdo de altas concentracdes de
fosfonatos estdo se tornando cada vez mais restritas e 0o emprego de
substancias menos toxicas ao ambiente vém sendo desenvolvidas. Podemos
citar os polimeros como os poliaclilatos e seus derivados, e varios
homopolimeros e copolimeros a base de &cidos maleico e &cido sulfénico
(BARAKA-LOKMANE et al., 2009). A eficiéncia dos inibidores de incrustacdes
poliméricos estédo associados ao pH, temperatura do fluido e a massa molar do
proprio polimero (SENTHILMURUGAN et al., 2011)

Os principais tipos de inibidores de incrustagdo encontram-se descritos
abaixo (Tabela 5), bem como suas principais limitagdes de aplicacédo (VILORIA
et al., 2010):

Tabela 5- Principais tipos de inibidores de incrustacdes e suas limitacdes

de emprego.
Tipo de inibidor Limitacdo no emprego
Polifosfatos Sofre hidrolise e pode precipitar como
inorganicos fosfato de calcio devido a temperatura, pH, e
presenca de algumas enzimas.

Polifosfatos organicos Sofre  hidrdlise  dependendo da
temperatura. Nao ¢é efetivo a altas
concentracdes de célcio e deve ser aplicado
a altas concentracoes.

Polimeros  baseados Baixa tolerancia a presenca de célcio

em acidos carboxilicos (em torno de 200 mg/L). Necessita de altas
concentracdes de inibidor.

Polimeros  baseados Alto custo.

no acido tetracético

Fonte: Adaptado de VILORIA et al., 2010.

Ademais aditivos com etilenoglicol e metanol sdo empregados como
inibidores de hidratos gasosos (KAN; FU; TOMSON, 2003). Como auxiliar ao
etilenoglicol, etanolaminas podem ser usadas para formar sais Uteis como
inibidores de corrosdo em solugbes para perfuragdo de petrdleo ou como

anticongelantes de etilenoglicol (KNAAK et al., 1997).
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Entretanto, Sunde et al. (1990) descreveu experimentos de crescimento
microbiano, a partir de espécies isoladas de instalacdes de Oleo, com 0 uso de
varios produtos quimicos utilizados em tratamentos de inje¢cdo de agua. Os
estudos revelaram que boa parte dos produtos pode ser utilizada como fonte
nutricional, particularmente fontes de nitrogénio, carbono e fésforo. No entanto,
0s autores afirmam que o potencial de biodegradacao é altamente dependente

do tipo de aditivo e deve ser investigado.

2.6 Bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas, descrito em 1894, é um dos géneros
bacterianos mais variados e onipresentes que abrangem espécies isoladas em
todo o mundo. Nos ultimos anos, foram descritas mais de 70 novas espécies,
gue foram isoladas de diferentes ambientes. Além disso, algumas espécies
recentemente descritas séo patdgenas vegetais ou animais(PEIX; RAMIREZ-
BAHENA; VELAZQUEZ, 2017). Uma de suas espécies que merece atencéo é

a Pseudomonas aeruginosa (Figura 7).

Figura 7- Pseudomonas aeruginosa em placa de Petri com meio Agar
Cetrimide sob luz U.V.

Fonte: O autor, 2022.
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A Pseudomonas aeruginosa € um bacilo aerdbico Gram-negativo
altamente cosmopolita, tendo sido isolado do solo, aguas, plantas e animais,
incluindo seres humanos. Os requisitos nutricionais minimos, a tolerancia a
uma grande variedade de condig@es fisicas e a relativa resisténcia aos agentes
antimicrobianos contribuem para o0 sucesso ecolégico e papel como agente
patogénico efetivo (GALES et al., 2001). Além disso, sdo altamente adaptaveis
e podem utilizar uma grande variedade de substratos para o seu crescimento
(LAMBERT, 2002).

De acordo com Holt (1974) suas células sdo caracterizadas como
bastonetes Gram-negativos retos ou ligeiramente curvos, mas nao helicoidal
com dimensdes de 0,5-1,0 x 1,5-5,0 um. S&o aerbbias e possuem um
metabolismo respiratorio com oxigénio como aceptor de terminal de elétrons.

As espécies de Pseudomonas séo frequentemente encontradas no solo,
em ambientes marinhos e tubulacdes de escoamento de 6leo, sdo produtoras
de biofilmes e associadas a corrosdo em acos (JIA et al., 2017).

Essa bactéria € a principal produtora de ramnolipideo, um glicolipideo
biosurfactante largamente estudado que pode efetivamente reduzir a tensao
superficial de um sistema mesmo em pequenas concentracées (SHAO et al.,
2017). Além disso, como comprovado por Zhou et al. (2018), é uma espécie
formadora de biofilmes o que pode acelerar o processo de corrosao por pite em

acos.

2.7 Bactérias da espécie Shewanella algae

A Shewanella spp. € um bacilo Gram-negativo movel, cuja caracteristica
fenotipica mais importante é a producédo de sulfeto de hidrogénio. A primeira
descricdo da espécie foi fornecida em 1931 por Derby e Hammer, que isolaram
um taxon bacteriano, até entdo desconhecido, da manteiga apodrecida e do
sistema de abastecimento de agua de laticinio, e o chamou de Achromobacter
putrefaciens. Em 1941, Long e Hammer propuseram que esta espécie fosse
transferida para o género Pseudomonas sob o nome de Pseudomonas

putrefaciens. Durante as préximas trés décadas, estes organismos foram
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classificados no grupo IV das Pseudomonas (HOLT; GAHRN-HANSEN;
BRUUN, 2005).

De acordo com Holt, Gahrn-Hansen e Bruun (2005), na edicdo de 1974
do Manual Bergey de Bacteriologia Sistematica, a Pseudomonas putrefaciens
foi classificada como 'incertae sedis', principalmente porque o conteudo de
G+C (43-55%) estava abaixo do intervalo para Pseudomonas spp. (58-70%).
No entanto, varios estudos concordaram que as cepas de Pseudomonas
putrefaciens poderiam ser separadas em pelo menos duas diferentes
classificagdes com base nas diferengas de tolerancia ao sal, temperaturas de
crescimento e atividade sacarolitica. Em 1978, foram divididas em quatro
grupos homologos de DNA. Em 1985, estudos filogenéticos resultaram em uma
reclassificacdo desses organismos para a familia Vibrionaceae, e a descricdo
de um novo género Shewanella. Shewanella putrefaciens e as espécies
relacionadas Shewanella hanedai e Shewanella benthica foram incluidas nesse
novo género.

No inicio dos anos 90, o grupo de homologia do DNA IV foi
reclassificado como uma nova espécie, Shewanella algae, com base em
estudos gendmicos e fenotipicos que verificaram que a Shewanella algae tinha
um teor de G+C de 52-54%, em comparacdo com 46% para as cepas do tipo
Shewanella putrefaciens. Além disso, a homologia do DNA entre as cepas
Shewanella algae e Shewanella putrefaciens foi detectada em taxas menores
gue 10%. Outros estudos confirmaram as diferencas genémicas significativas
entre as duas espécies. Em 1997, o nome foi corrigido para Shewanella algae
(HOLT; GAHRN-HANSEN; BRUUN, 2005).

As Dbactérias do género Shewanella sdo onipresentes, muito
generalizadas no ambiente, encontradas em solos e em aguas salobras onde
esses microrganismos estdo envolvidos na reciclagem de metais como ferro e
manganés (PAGNIEZ; BERCHE, 2005). Elas sé&o importantes na renovacao da
matéria organica e sdo capazes de realizar a reducéo dissimilatéria de varios
metais e outras substancias, como nitrato, nitrito, tiossulfato (HOLT; GAHRN-
HANSEN; BRUUN, 2005).

Linhagens de Shewanella putrefaciens podem reduzir 6xidos metalicos,
e, na sua maioria, bactérias do género Shewanella podem utilizar butano, como

forma de reduzir a contaminacdo por 6leo, em processos de bioremediacao.
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Biofilmes de Shewanella podem sequestrar gases, particularmente o dioxido de
carbono, em formac@es geoldgicas subterraneas, evitando sua liberacdo para a
atmosfera. A S. putrefaciens é capaz de crescer sob condi¢cdes anaerdbias
denitrificantes em 6leo cru como Unica fonte de carbono. Este organismo pode
ser utilizado na remocao de 6leo, quando crescida as expensas de lactato ou
peptona como fonte de carbono. Dessa forma, pode ser usada para fins de
recuperacédo de 6leo (KEELER et al., 2010).

A biocorrosdo é um grave problema que afeta as instalagdes da industria
de petroleo e gas em todo o mundo e tradicionalmente, o grupo de bactérias de
reducdo de sulfato foi considerado o principal responsavel pela corrosdo
microbiologicamente influenciada. No entanto, outros microrganismos, como
bactérias redutoras de metais e metanogénicos, podem desempenhar um
papel fundamental nesses processos. Shewanella sdo bactérias anaerdbicas
facultativas, redutoras de ferro e conhecidas pelo seu metabolismo versatil. Por
essas bactérias terem a capacidade de reduzir ferro e sulfito, oxidar o gas
hidrogénio e produzir sulfeto podem estar envolvidas na biocorrosédo
(LUTTERBACH et al.,, 2009). A Figura 8 ilustra uma placa de Petri com

Shewanella algae.

Figura 8- Shewanella algae em placa de Petri com meio de cultura
Marine Agar

Fonte: O autor, 2022.
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2.8 Bactérias Redutoras de Sulfato

As bactérias redutoras de sulfato ou BRS sdo microrganismos
procariontes, anaerébicos e amplamente encontrados na natureza. Geram
energia (ATP) por meio da fosforilagdo acoplada a transferéncia de elétrons
com o sulfato como o aceptor terminal de elétrons, o que resulta na formacao
de produtos finais altamente toxicos (HEIDELBERG et al., 2004).

Esses microrganismos realizam a reducao dissimilatéria do sulfato, ou
seja, geram energia pela oxidacdo de compostos organicos ou Hz com a
reducdo do sulfato (SOs) para sulfeto (S2) e outras substancias contendo
enxofre. Portanto, estdo associados diretamente ao ciclo natural do carbono e
enxofre (ZHOU et al., 2011). Um esquema representando a atividade de

microrganismos na transformacéo do enxofre € mostrado na Figura 9.

Figura 9- Ciclo do enxofre: Ciclo redox do enxofre. As oxidacdes s&o
indicadas pelas setas amarelas, e as reducdes, pelas vermelhas. As reacdes
nas quais nao ocorrem alteracdes redox estdo em branco. DMSO, dimetil-

sulféxido; DMS, dimetil-sulfeto.
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Fonte: Adaptado de MADIGAN et al., 2016
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Como forma de complementar a Figura 9 a Tabela 6 correlaciona os

processos do ciclo do enxofre com os organismos envolvidos.

Tabela 6- Processos do ciclo do enxofre e microrganismos envolvidos.
DMSO, dimetil-sulfoxido; DMS, dimetil-sulfeto.

Processos-chave e procariotos no ciclo do enxofre

Processo

Oxidacgéo de sulfeto/enxofre

(H2S = S°— S04?%)

e Aerbbio

e Anaerbdbio

Organismo

e Quimiolitotréficos de enxofre
(Thiobacillus, Beggiatoa, muitos outros)
e Bactérias fototréficas purpuras e

verdes, alguns quimiolitotréficos)

Reducdo de sulfato (anaerébio)

(S04 = H2S)

Dessulfovibrio, Desulfobacter, Archaeoglobus
(Archaea)

Reducdao de sulfato (anaero6bio)

(S°— H2S)

Dessulfuromonas, varias arqueias

hipertermofilicas

Desproporcionacdo de enxofre

(S203% = H2S +S04%)

Dessulfovibrio, e outros

Oxidagdo ou reducdo de
compostosorganicos sulfurados

(CHsSH — CO; +H2S)

(DMSO — DMS)

Varios organismos sdo capazes de realizar

€SSe processo

Dessulfurilagéo

(S = organico = H,S)

Varios organismos sdo capazes de realizar

eSsse processo

Fonte: Adaptado de MADIGAN et al., 2016.

Segundo Muyzer e Stams (2008) as bactérias redutoras de sulfato sdo

capazes de utilizarem diferentes fontes de substratos, incluindo acgucares,
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aminoacidos e substancias de um carbono como o metanol, monoxido de
carbono e metanotiol. Essas bactérias também podem crescer pela
desproporcionacao de tiossulfato, sulfito e enxofre. Além disso, benzoato, fenol
e hidrocarbonetos aromaticos também séo degradados.

No entanto, segundo o mesmo autor, apesar da descoberta de que as
BRS sao capazes de crescer as custas de alquenos de cadeia carbonica longa
e alcanos com tamanhos de cadeia carbobnica variada, geralmente a utilizacéo
de polimeros organicos como amido, celulose, proteinas, acidos nucleicos
(DNA ou RNA) e gorduras ndo séao utilizados diretamente como fonte de
substrato por elas. No meio ambiente as BRS dependem de outros
microrganismos que degradam esses substratos poliméricos em produtos
menos complexos que sao utilizados pelas bactérias redutoras de sulfato.

Logo, a biodegradacao dos inibidores de incrustagdes por outras cepas
como a Pseudomonas spp. e Shewanella spp. podem gerar produtos
metabdlicos que servirdo como substrato para as BRS e consequentemente
produzir H2S no sistema desencadeando processos de biocorrosao.

De acordo com Beech e Sunner (2004) o processo em questdo, é o
resultado de interacbes entre a superficie do metal, produtos de corrosao
abidtica e células bacterianas e seus metabolitos que incluem acidos organicos
e inorganicos e compostos volateis, como aménia e sulfeto de hidrogénio.

Wu et al. (2019) ilustra em seu trabalho estudos que correlacionam
diretamente a atividade de BRS com a corrosao de ac¢os carbono. Os dados
mostram que cerca de 77% das falhas industriais por corrosdo na industria
petroleira dos Estados Unidos estdo associadas a esses microrganismos.
Outro ponto demonstrado pelo autor € a reducdo do tempo de vida util de
tubulacbes que sofreram corrosdo microbiologicamente influenciada. Além
disso, Gallego et al. (2021) estudaram a corrosdo em tubula¢cdes de injecao de
agua de pocos petroliferos e verificaram que as bactérias redutoras de sulfato
ativaram um mecanismo de corrosao localizada (por pite e rachaduras) que
levou o sistema analisado a falha apds apenas um ano em operacgdo. A Figura
10 ilustra tubulacbes em que sofreram corrosdo microbiologicamente

influenciada.
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Figura 10- llustracdo de partes de uma tubulacdo do sistema de injecéo

de agua em poco de petréleo que sofreu corrosdo microbiologicamente

influenciada por BRS.
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Fonte: Adaptado de GALLEGO et al., 2021.

Além do mais, nos campos de petr6leo, ambiente em que esses
microrganismos sao abundantemente encontrados, seu metabolismo tem
consequéncias negativas como a acidificacdo do petroleo por producdo de
sulfeto, obstrucdo de maquinas e poros de rocha com biomassa e precipitados
de sulfeto e a corrosdo de maquinas de perfuracdo, bombas e tanques de

armazenamento (HEIDELBERG et al., 2004).
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3 METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais adotados em cada etapa deste
trabalho e suas respectivas metodologias sao descritas a partir deste item. A
mesma sequéncia de protocolos descrita a seguir devera ser aplicada a todas
as amostras de aditivos, com pequenas adaptacbes para atender as
caracteristicas quimicas de cada amostra. Este trabalho foi composto
basicamente por 5 etapas (visualizadas no fluxograma da Figura 11), a saber:

e Recebimento das Amostras, testes de detec¢do de contaminacao
e testes preliminares com BRS;

e Avaliacdo do crescimento dos microrganismos nos seguintes
meios de cultura liquidos: Caldo Nutriente (CN), Bushnell-Haas
isento de fonte de carbono (BH), Bushnell-Haas com Glicose
(BHG) e Bushnell-Haas com Lactato (BHL);

e Determinacdo da concentragdo de aditivos a ser utilizada nos
testes e analise da toxicidade das amostras;

e Testes da utilizacao dos aditivos como fonte de nutrientes; e,

e Confirmacédo da biodegradabilidade dos aditivos por testes

guimicos.
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Figura 11- Fluxograma das etapas executadas nesse trabalho.
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3.1 Etapa 1- Recebimento das Amostras, informacdes dos compostos e

testes de contaminacdes

A primeira parte da metodologia se refere ao recebimento das amostras
dos aditivos, a identificacdo de possiveis microrganismos originalmente
presentes nas amostras como contaminantes e a realizagdo de testes com

bactérias redutoras de sulfato.
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3.1.1 Recebimento das amostras

As amostras foram enviadas pelo CENPES da Petrobras e séo
recebidas pela equipe do laboratério. Poucas informacBes sobre as
composicdes, concentracdes e dosagens de aplicacdo dos aditivos sédo de
conhecimento. No entanto, junto com o produto quimico é fornecida a Ficha de
Informacdo de Seguranca para Produtos Quimicos - FISPQ, na qual se obtém
informagdes iniciais e gerais sobre a amostra. A partir dai, uma pesquisa
bibliogréafica é realizada para adquirir conhecimento sobre o produto quimico.

O trabalho estudou quatro amostras de aditivos de composicdes
diferentes. E algumas informacdes a respeito das amostras sdo expostas na
Tabela 7.

Tabela 7- Informacdes técnicas das amostras.

Amostra Combosicio Embrego Temperatura Concentragao
/Aditivo posi¢ preg de aplicagdo de uso
1 Etilenoglicol (30-60%) + Inibidor de 65 2C 100 mg/L
Aminoetanol (0,1-1,0%)  Incrusta¢des 1132C 300 mg/L
5 Copolimero de acido Inibidor de 90 °C 150 mg/L
organico Incrustagbes 115 C 400 mg/L
Mlst}Jra de zj\.udos Inibidor de N3o .
3 policarboxilicos n . N3o informado
e , Incrustacdes informado
modificados em dgua
Inibidor de Nado 50-100 mg/L
4 P fosf DTPMP o .
entafosfonato ( ) Incrustacdes informado ou 10% (v/v)

Fonte: O autor, 2022.

O Aditivo 1 é recomendado para uso como inibidor de incrustacao,
sendo classificado como um produto de toxicidade aguda oral Categoria 4 e de
toxicidade de orgao-alvo especifico para exposi¢cdes sucessivas Categoria 2.
Com relacdo a composicao e informacao sobre os ingredientes, o etilenoglicol
esta presente na concentracdo de 30-60% (v/v) e o 2-aminoetanol na

concentracdo de 0,1-1% (v/v). O produto é um liquido transparente, incolor com
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densidade relativa igual a 1,078 g/cm® e com ponto de fulgor de 95 °C. O
Aditivo 1 € usado como inibidor na concentragcdo de 100 mg/L a 65°C e 300
mg/L a 113 °C.

Diferentemente do que foi descrito anteriormente para a mistura de
etilenoglicol e aminoetanol, as informacdes acerca do Aditivo 2 caracterizado
como “Copolimero de acidos organicos sdo bem mais escassas, incluindo até
mesmo aquelas descritas na FISPQ relacionada ao produto.

A escassez de informacbes acerca do produto deve-se ao fato do
produto ser caracterizado pelo fornecedor como um inibidor de incrustagoes,
gue na sua caracterizagao quimica € descrito como um “Polimero proprietario”,
0 que impede sobremaneira o acesso a informacfes que constituem segredo
industrial.

As informacfes acerca da composicdo sobre os ingredientes apenas
indicam o “polimero proprietario” na concentragao de 35 a 50% e utilizado na
concentracdo de 150 mg/L a 90 °C e 400 mg/L a 115 °C.

Do que se informa acerca do produto é que “nao contém quantidades
relevantes de substancias cujo valor limite relacionado no local de trabalho
tenha que ser monitorizado”, porém € corrosivo para 0s metais. Sabe-se que se
trata de um liquido limpido, de coloracdo amarela a ambar, com pH entre 6,0 e
7,0. Sua densidade pode variar de 1,16 a 1,24 g/cm3, com alta estabilidade
guimica, ndo decomposto termicamente se usado conforme indicado.

A FISPQ do Aditivo 3 apenas descreve a composicado como uma mistura
de &cidos policarboxilicos modificados em agua sem mencdo a concentracao
das substancias presentes. A mistura € um liquido de coloracdo amarela, com
odor caracteristico e pH de 4,0. Outras informacdes técnicas presente sao:
ponto de ebulicdo de 96 °C; ponto de fulgor maior que 100 °C; ponto de
congelamento a -1 °C; densidade de 1,050 g/cm?® e solubilidade em agua de
1000 g/L.

Ademais, a ficha alerta que a exposicdo ao produto pode provocar
queimaduras severas a pele e danos aos olhos. E também considerado muito
toxico para organismos aquaticos. No entanto, nenhuma informacdo de
aplicacao é fornecida sobre essa amostra.

Assim como o Aditivo 2, o Aditivo 4 ndo apresenta muitas informacoes

técnicas. Apenas foi informado que se trata de um inibidor de incrustacfes que
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contém DTPMP (diethylenetriamine penta(methylene phosphonic acid). A
FISPQ informa que o aditivo € um liquido de coloragdo marrom claro, com pH
acido na faixa de 3,0 a 4,0, ponto de ebulicdo de 100 °C, ponto de fulgor maior
gue 93,3 °C e densidade variavel de 1,38 a 1,44 g/cm3. Também é
caracteristica do Aditivo 4 a estabilidade quimica em temperaturas normais e
no uso recomendado do produto. A FISPQ ainda relata que o produto é
incompativel com agentes oxidantes fortes e que a amostra pode se decompor
em Oxido de carbono, 6xidos de nitrogénio e éxidos de fosforo.

Todas as amostras foram submetidas aos mesmos procedimentos para
avaliacdo da biodegradacdo, alterando-se eventualmente, em funcdo da

especificidade ou susceptibilidade a biodegradacao apresentada por cada uma.

3.1.2 Testes de contaminacao microbiolégica das amostras fornecidas

Nessa etapa, procedeu-se a possivel deteccdo de contaminacgao
microbiana em todas as amostras. Para isso, em camara de fluxo laminar, sob
condicdes de assepsia, com auxilio de uma pipeta, foi inoculado o volume de 1
mL de cada amostra fornecida em placas de Petri estéreis, contendo o meio de
cultura Agar Sabouraud, ideal para o crescimento de fungos filamentosos e
Plate Count Agar (PCA), ideal para o cultivo e contagem de bactérias
heterotréficas cultivaveis, tudo em triplicata.

Com auxilio de uma alca de Drigalsky o volume inoculado foi espalhado
superficialmente sobre a placa. As placas de Petri que continham Agar
Sabouraud completo foram incubadas em estufa a 23° C por 10 dias e as que
continham o meio PCA foram incubadas a 35°C por até uma semana. Apos 0s
tempos de incubag&o foram avaliadas a presenga ou auséncia de crescimento
de bactérias heterotroficas cultivaveis e fungos. Um esquema sintetizando o

procedimento do teste de contaminacéao bioldgica é apresentado na Figura 12.
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Figura 12- Esquema ilustrando o procedimento de verificacdo de

contaminagdes microbiologicas.

J ‘..

Placas de Petri

contendo Agar
Amostra de aditivo +  Saboraud e 2gar . Incubagao a 23° C por 21 dias ou a 35°C
Plate Count por 48 horas a depender do meio

Fonte: O autor, 2022.

3.1.3 Testes preliminares de biodegradacdo dos aditivos por Bactérias
Redutoras de Sulfato (BRS)

7

A fim de verificar se o grupo de BRS é capaz de biodegradar
diretamente as amostras fornecidas, procedeu-se a execu¢do de um ensaio
gualitativo, visando avaliar a estabilidade das amostras frente a biodegradacéao
por BRS. Esta investigacdo foi programada com base em informacdo da
literatura que alguns aditivos podem ser diretamente utilizados por essa classe
de microrganismos.

Com base na formulacdo do Meio de Cultivo C proposto por Postgate
(1984), foi preparado um litro da solucdo sendo este envasado em frascos tipo
de penicilina, sob purga constante de nitrogénio para garantir anaerobiose. Um
outro meio de cultivo foi preparado seguindo o mesmo procedimento do meio
anterior, porém sem adi¢do de fonte de carbono. Assim esse meio fica isento
de fonte de carbono, permitindo o teste para avaliar o uso direto dos aditivos
como fonte de carbono pelas BRS. Além disso, visando avaliar condi¢cdes
ultraconservativas do fundo do mar, foi preparada agua do mar sintética e
armazenada em frascos de vidro tipo de penicilina. Dessa forma, foram
estabelecidos 3 grupos de meios: (1) Meio C completo; (2) Meio C isento de
fonte de Carbono; (3) Agua do mar sintética.

Apoés a esterilizacdo dos frascos com 9 mL de meio de cultivo, em
camara de fluxo laminar, sob condi¢cdes de assepsia, com auxilio de uma

seringa foi adicionado 1 mL da amostra, em triplicata.
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Por fim, foi inoculado 0,1 mL de in6culo contendo: (a) cultura pura de
BRS; ou (b) cultura mista de BRS. Informacfes sobre as culturas de BRS sédo

mostradas na Tabela 8.

Tabela 8- Informacg@es sobre as culturas de BRS utilizadas no trabalho.

T t
Cultura Microrganismo Origem Salinidade empera_ ura
de cultivo
© Adaptad
50 Desulfovibrio Banco de Cepas aptaca
5 & desulfuricans (DSMZ) para 3,5% 302C
O Nacl
Desulfovibrio
capillatus; Desulfovibri
o dechloracetivorans;
Petrotogaceae
bacterium; .
acterium, Agua de produgdo  3,5% NaCl 302 C

Proteiniphilum sp;
Synergistaceae
bacterium; Synergistes
sp.; Tissierella
sp.; bacterium
Fonte: O autor, 2022.

Cultura Mista

Apoés 28 dias verificou-se se houve crescimento microbiano nos frascos
contendo o Meio C, Meio C isento de carbono e solucao salina. O crescimento
foi acompanhado pela mudanca da coloracdo do meio de rosa para preto pela
precipitacdo de sulfeto de ferro. No caso da solu¢éo salina, onde ndo hé ferro,
apos 28 dias fez-se um novo inéculo, a partir das solu¢des salinas, e
verificando-se a viabilidade das BRS (puras e mistas) em meio C completo. Os
experimentos foram realizados em triplicatas. Preparou-se um controle positivo,
contendo apenas Meio de Cultivo C e inéculo para certificar que as células

estdo viaveis para o crescimento.
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3.2 Etapa 2 - Avaliacdo do crescimento dos microrganismos em (a)
Caldo Nutriente, (b) Bushnell-Haas isento de fonte de carbono, (c)

Bushnell-Haas com Glicose e (d) Bushnell- Haas com Lactato

A segunda parte da metodologia foi realizada visando compreender a
cinética de crescimento dos microrganismos selecionados para estudo e
determinar a composicdo ideal dos meios de cultivo para cada cepa
selecionada e as concentracbes de inéculo a serem utlizadas nos
experimentos. Os procedimentos realizados na etapa 2 sao ilustrados na

Figura 12.

Figura 13- Esquema detalhado dos procedimentos realizados na Etapa

ETAPA 2

Determinacao dos
microrganismos a
serem utilizados

Determinacg&o dos
meios de cultura a
serem utilizados

Reativacao e
confirmagao da
pureza dos
microrganismo

Preparo do in6culo

|

Acompanhamento da curva de crescimento dos
microrganismos nos meios selecionados com auxilio
da leitora de microplaca

——
(A

Medicao da densidade
optica na leitora de
microplacas

Montagem do teste
na microplaca

Fonte: O autor, 2022.
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3.2.1 Microrganismos utilizados como cepas de referéncia nos testes de

biodegradacéao

Determinou-se que para o desenvolvimento do trabalho, seriam
utilizadas as bactérias Peudomonas aeruginosa de origem ambiental,
Shewanella algae também de origem ambiental. As cepas das bactérias foram
obtidas do Banco de Cepas do LABIO/INT — Laboratério de Biocorrosdo e
Biodegradacao do Instituto Nacional de Tecnologia. A Tabela 9 resume
algumas informagbes dos microrganismos e suas condicbes de cultivo

utilizadas nos experimentos.

Tabela 9- Caracteristicas dos microrganismos empregados em testes de

biodegradacéao

Salinidade . . Temperatura
. . . Meio de cultivo . .
Microrganismo Origem (g/L de (sélido/Liquido) ideal de cultivo
Nacl) 9 (2)
Isolada de poco Agar Plzate Count
Pseudomonas , e Agar
. do petréleo 35 . 30
aeruginosa LABIO/INT Cetramide/
Caldo Nutriente
Shewanella Isolada de praia 35 Agar Marine/ 30

algae no RJ LABIO/INT Caldo Nutriente
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3.2.2 Reativacao e confirmacado da pureza dos microrganismos

O procedimento de reativacdo e confirmagcdo da pureza dos
microrganismos ¢€ ilustrado na Figura 14 e foi realizado apenas para as cepas
de P. aeruginosa e S. algae.

As cepas originais estavam conservadas em tubos de 2,0 mL no
ultrafreezer a -80 °C. Essas foram submetidas a um descongelamento
escalonado para sua reativagdo. Transferiu-se cada frasco contendo as
culturas de P. aeruginosa ou S. algae para um recipiente contendo propanol,
armazenando-os em um freezer comum a -20° C. Apds 20 minutos os tubos
foram retirados dos recipientes e colocados em temperatura ambiente para
descongelamento. Em seguida, com uma alca estéril, procedeu-se ao
estriamento dos microrganismos em trés placas de Petri, contendo 15 mL de
Agar Plate Count, seguido de incubacdo em estufa a 35° C, por 48 horas.

Realizaram-se o0s testes de coloracdo de Gram e visualizacdo e
confirmacdo da morfologia e pureza das cepas em microscépio 6tico. Apos a
confirmacdo da morfologia, repicou-se uma colénia para um tubo de ensaio
contendo 10 mL de meio Caldo Nutriente, incubou-se em estufa a 35°C, em

mesa rotatdria a 140 rpm por 48 horas.
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Figura 14- Procedimento de reativacdo e confirmacdo da pureza dos

microrganismos Pseudomonas aeruginosa e Shewanella algae.

Ultrafreezer A0 mules Freezer 2mmgins Bancada
> »| Temperatura
° )
bk e ambiente
20 minutos

A

) \
Confirmacao da morfologia @
S
—
J S——) -

PCA
48 Horas
35°C

A

Caldo Nutriente
48 Horas
35°C 140 rpm

Fonte: O autor, 2022.

3.2.3 Meios de cultivo utilizados

As curvas de crescimento para avaliacdo da cinética de crescimento dos
microrganismos foram levantadas utilizando os meios Bushnell-Haas com
lactato como fonte de carbono (BHL), Bushnell-Haas com glicose como fonte
de carbono (BHG), Bushnell- Haas isento de fonte de carbono (BH) e no meio
Caldo Nutriente (CN).

O meio Bushnell-Haas é recomendado para microrganismos que sao
capazes de degradar hidrocarbonetos. Esse meio de cultivo contém todos os
nutrientes exceto a fonte de carbono, necesséaria para o crescimento de
bactérias. Sulfato de magnésio, cloreto de calcio e cloreto férrico sao

proporcionados como oligoelementos. O nitrato de amoénio € uma fonte de
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nitrogénio enquanto fosfato monopotassico e fosfato dipotassico tamponam o
meio (HIMEDIA, 2011).

Para avaliagdo da cinética de crescimento dos microrganismos utilizou-
se 0s meios Caldo Nutriente, Bushnell-Haas com Lactato e Bushnell-Haas com
glicose. E para os experimentos envolvendo as amostras de aditivos como
fonte de substrato para os microrganismos, foram preparados meios de cultivo
formulados a partir da composicdo base do meio Bushnell-Haas conforme
apresentado na Etapa 4 da metodologia.

Por fim, os testes envolvendo as Bactérias Redutoras de Sulfato foram
executados em meio de cultura Postgate C e suas adaptacdes.

Todas as composi¢cOes e procedimentos para o preparo dos meios de

cultivos utilizados na tese estao descritos no ANEXO A.

3.2.4 Preparo do indculo para os testes de degradacado dos aditivos

Para o preparo do in6culo para os testes de degradacdo dos aditivos,
utilizou-se uma propor¢gao de 1/300 (v/v) de suspensdo de microrganismos
reativados por volume de meio testado como Green et al. (2012) sugerem.

Inicialmente, transferiu-se 100 pL de Caldo Nutriente com microrganismo
ativado para um tubo contendo 9,0 mL de meio Caldo Nutriente e incubou
overnight em shaker a 30° C sobre rotagao de 140 rpm.

A partir dessa solucdo, transferiu- se 333,3 pL de suspensao de
microrganismo crescido em um tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL contendo 1,0 mL
de solucéo salina 3,5% de NaCl. Como forma de eliminar residuos do meio
Caldo Nutriente foi realizada uma extensiva lavagem das cepas. Para esse
procedimento, centrifugou-se o conteudo do tubo do tipo Eppendorf por 5
minutos a 5000 rcf (forca centrifuga relativa), retirou-se o sobrenadante e foi
adicionado 1,0 mL da solucéo salina 3,5% de NaCl. Esse processo foi realizado
trés vezes. Com isso, a propor¢cao de 1/3 (v/v) de suspensdo de
microrganismos reativados por volume de meio foi obtida. Durante os
experimentos, inoculou-se a solu¢cdo com as cepas lavadas com volume de tal

forma que fosse obtida a proporcéo de 1/300 (v/v) desejada.
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3.2.5 Curvas de crescimento dos microrganismos nos meios selecionados

O crescimento dos microrganismos foi monitorado em uma leitora de
microplacas (Biotec — Synergy 2) utilizando microplacas de 96 pocos. Em cada
poco, adicionou-se 100 pL de meio de cultura com indculo.

Para os meios Bushnell-Haas com Glicose e Bushnell-Haas com Lactato
foi realizado o teste com quatro réplicas e testaram-se diluicdes diferentes. O
indculo inicial foi preparado com a concentracdo de indculo/meio de 1/300 (v/v)
e realizaram-se diluicbes sucessivas até a concentracdo de inéculo/meio de
1/3*108,

Os testes com os meios Caldo Nutriente e Bushnell-Haas foram
realizados com cinco réplicas com a concentragdo de inéculo/meio de 1/300
(v/v). O equipamento foi configurado para realizar a leitura com comprimento
de onda de 600 nm na temperatura ideal de crescimento de cada cepa.
Monitorou-se o experimento até observar a fase de decaimento, com intervalos
de leitura de 40 minutos. O esquema da Figura 14 exemplifica como o
experimento foi estruturado.

Testou-se, nas fileiras de 1 a 9, o crescimento dos microrganismos nos
meios Bushnell-Haas com Lactato (colunas A, B, C e D) e Bushnell-Haas com
Glicose (colunas E, F, G e H), num total de quatro réplicas de cada meio.

Os pocos da fileira 1 foram preenchidos com 100 pL dos respectivos
meios. Essa fileira representa o branco do experimento. Na fileira 2, foram
adicionados 110 pL dos inéculos preparados conforme descrito no item
anterior. Nos pogos das fileiras 3 a 9 adicionou-se 100 pL de cada meio. Com
uma pipeta automatica de 10 pL, realizou-se a homogeneizacdo dos pocos da
fileira 2. Apés a homogeneizacdo 10 pL desse poco foram transferidos para o
poco seguinte (fileira 3). Com isso, realizou-se uma diluicdo de dez vezes em
relacdo ao poco anterior. Esse processo foi repetido por todas as fileiras até a
fileira 9. Ap0s a homogeneizacdo da fileira 9, descartou-se os 10 pL finais.
Dessa forma, ao final da montagem da microplaca todos os pocos ficaram com
um volume total de 100 pL.

Os experimentos com o0s meios Bushnell-Haas isento de fonte de

carbono e Caldo Nutriente foram realizados nas fileiras 11 e 12



70

respectivamente. Os pocos 11A e 12A foram preenchidos com 100 pL dos
meios (branco do experimento). Os poc¢os das colunas B a F dessas fileiras
foram ocupados com 100 pL dos meios com inéculos, ja preparados

anteriormente.
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Figura 15- Diagrama montagem da microplaca para a escolha do meio e

da concentracao de in6culo
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Fonte: O autor, 2022.
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3.3 Etapa 3 — Analise do crescimento dos microrganismos na presenca
dos aditivos e determinacdo da concentracdo de amostra a ser

utilizada nos testes

Nessa etapa da metodologia foi avaliado o efeito da adicdo dos aditivos
sobre o crescimento da Pseudomonas aeruginosa e Shewanella algae. As
dosagens de aplicagdo em campo dos produtos foram utilizadas para a
conducéo dos testes. No entanto, nem sempre a informacé&o foi obtida e para a
conducado do experimento, utilizou-se as concentracdes de 50, 100, 250 e 500

mg/L. Um esquema do procedimento € ilustrado na Figura 16.

Figura 16- Fluxograma ilustrando os procedimentos realizados na etapa

/L/ nEIN Melos: Bushnell-Haas com
Concentracgdes o A glicose, Bushnell-Haas com
de aplicagao : Lactato, Bushnell-Haas e

ou de 50, 100, AImpsias Meiasde soluggo salina 3,5%

de aditi i
250, 500 mg/L e aditivos _|_ Cultivo

&

Pseudomonas aeruginosa;
Shewanella algae

{:9‘} T-—
@: <

ANALISE DE DADOS

Fonte: O autor, 2022.

Com uma leitora de microplaca (Biotec — Synergy 2) e uma microplaca

de 96 pogos, acompanhou-se o0 crescimento dos microrganismos na presenca
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das Amostras e dos meios Bushnell-Haas com Glicose, Bushnell-Haas com
Lactato, Bushnell-Haas e uma solucéo salina 3,5% de Nacl.

Realizou-se uma combinacdo de cada uma das amostras com 0s meios
acima listados, sendo que os aditivos foram adicionados de acordo com as
concentracbes de aplicacdo nas operacdes ou com as concentracbes pré-
definidas (Figura 16). Além disso, montou-se na microplaca os controles de
crescimento para cada meio. Nos controles foram adicionados apenas o0s
meios e 0S microrganismos.

A concentracdo do inoculo foi determinada pelo teste anterior. O
experimento foi realizado em triplicata e o equipamento foi configurado para
realizar a leitura com comprimento de onda de 600 nm na temperatura ideal de
crescimento de cada cepa. Monitorou-se 0 experimento até observar a fase de

decaimento, com intervalos de leitura de 30 minutos.

3.4 Etapa4 - Testes da utilizagdo dos aditivos como fonte de nutrientes

A quarta parte da metodologia se refere aos testes de
biodegradabilidade das amostras. O esquema apresentado na Figura 17

exemplifica o procedimento realizado nessa etapa.
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Figura 17- Esquema ilustrando os procedimentos realizados na Etapa
4. -N refere-se a retirada de nitrogénio da composicao; -C refere-se a
retirada de carbono da composicao; -P refere-se a retirada de fosforo da
composicado; e, NC, NP, PC e NPC as retiradas simultaneas desses

elementos.

ETAPA 4

Adicao de aditivos na

@ dosagem determinada
N ) . & &3

MEIO BASE

Meio Meio
empobrecido  empobrecido
de nutriente de nutriente
sem aditivo com aditivo

-

Leitora de microplacas

Montagem da microplaca

Fonte: O autor, 2022.

3.4.1 Preparo dos meios de cultivo definidos completos e com composicdo

nutricional parcial

Para testar se 0s microrganismos sao capazes de metabolizar as
amostras, ou seja, utiliza-lo como fonte de nutriente, excluiu-se o elemento a
ser testado da composicdo base do meio, substituindo-o por aliquotas dos

aditivos determinadas por testes anteriores. Sendo assim, para avaliar a
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capacidade de utilizacdo das amostras como fonte de nutriente os seguintes
meios foram preparados (Tabela 10). Dois meios de cada tipo foram
preparados sendo que em um deles foi adicionado o aditivo (controle positivo —
indice 1) e no outro ndo (controle negativo - indice 2). Na tabela, C refere-se a
carbono, N a nitrogénio, P a fosforo, NC a nitrogénio e carbono, NP a
nitrogénio e fosforo, CP a carbono e fésforo e NPC a nitrogénio, carbono e

fosforo.

Tabela 10- Composicdo dos meios de cultivo em que se substituiu o

elemento a ser testado como nutriente pelo aditivo

CaCl, MgS04.7H20 KH2POs K:HPOs NH4.NO3 FeCls.6H20O Lactato/Glicose Aditivo

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (9/L) (g/L) (g/L) % (vIv)
Ceog”o' 0,02 0.2 1 1 1 0,05 10 c*
Control 5 0,2 1 1 1 0,05 10 -
e2
Meio s/
o1 0,02 0,2 1 1 1 0,05 - c*
Meio s/
o 0,02 0,2 1 1 1 0,05 ; -
Meios/ 4 0,2 - - 1 0,05 10 c*
P1
Meio s/
b o 0,02 0,2 . . 1 0,05 10 -
Meios/ 4 0.2 1 1 0,05 10 c*
N 1
Meio s/
N2 0,02 0,2 1 1 0,05 10 -
Meio s/
i 0,02 0,2 - . 1 0,05 - c*
Meio s/
P 0,02 0,2 . . 1 0,05 ; ;
Meio s/
NG 1 0,02 0,2 1 1 - 0,05 - c*
Meio s/
NG 2 0,02 0,2 1 1 - 0,05 - -
Meio s/
NP 1 0,02 0,2 . . ; 0,05 10 c*
Meio s/
NP 2 0,02 0,2 . . - 0,05 10 -
Meio s/
NPO 1 0,02 0,2 - - - 0,05 - c*
Meio s/
NPG o 0,02 0,2 - - - 0,05 - ;

C*: concentracdo de amostra determinada pelos testes anteriores
Fonte: O autor, 2022.
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3.4.2 Testes de utilizacdo dos aditivos como fonte de nutriente

O esquema a seguir (Figura 12) ilustra a montagem dos testes na
microplaca. Nas fileiras A e B foram adicionados 100 pL dos meios Bushnell-
Haas com fonte de carbono (BHC) e Bushnell- Haas com fonte de carbono e
amostra. Os dois primeiros pocos de cada fileira (1A, 1B, 2A e 2B) foram
separados para o0s brancos (condicio em que ndo ha adicdo de
microrganismos). Os quatro pogos seguintes foram preenchidos com 100 pL de
meio (com aditivo ou ndo) mais o inéculo. Assim, o experimento foi realizado
com quatro repeticoes.

Nos pocos adjacentes (fileiras C e D) foram adicionados 100 pL dos
meios BHC sem nitrogénio com amostra e meio BHC sem nitrogénio. Os dois
primeiros pogos de todas as fileiras foram preenchidos com os brancos e os
quatro pocos seguintes com 100 pL dos meios (com aditivo ou ndo) mais o
in6culo. Esse procedimento se repetiu para as fileiras E, F, G e H, onde foram
testados a retirada de fésforo e carbono respectivamente.

Na outra metade da microplaca (a partir da coluna 7) foram adicionados
da mesma forma os meios em que foram retiradas as combinagfes dos
nutrientes (NP, NC, PC e NPC). Dessa forma, aos poc¢os das colunas 7 e 8
foram adicionados 100 pL dos brancos e aos quatro pocos seguintes, 100 uL
dos meios (com aditivo ou ndo) mais o inoculo.

Para a conducdo do experimento o equipamento foi configurado para
realizar a leitura com comprimento de onda de 600 nm a temperatura ideal de
crescimento do microrganismo até observar a fase de decaimento, com
intervalos de leitura de 40 minutos. O esquema representativo dessa fase esta

representado na Figura 17.
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Figura 18- Esquema da montagem da microplaca para o teste com o0s

meios empobrecidos

BHC-C BHG=P BHC -N BHc Bushnell-Haas
BHC -C * BHC.- P LS BHC-N + 5 com fonte de

Aditivo Aditivo Aditivo | JAditivo  carbono (BHC)
I ® O O w >

000 000000 O O
0000 0000O0C0OCOCO-
0000 0O00OCDBOCOOO

© oo YN o o »» 0o nNn -

B
N = O

BHC

NPC

BHC - NPC
+

Aditivo

BHC

PC

BHC - PC

Aditivo

BHC

NC

BHC - NC

Aditivo

BHC

NP

BHC - NP

Aditivo

@ 100 Microlitros do meio (Branco)

. 100 Microlitros do meio com inéculo

Fonte: O autor, 2022.
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3.5 Etapa 5 - Andlise quimica por Cromatografia Liguida de Alta

Eficiéncia com as amostras biodegradadas

Como as bactérias heterotréficas podem gerar acidos carboxilicos de
cadeia curta (ACCC) na presenca de uma fonte de nutrientes, foram realizadas
analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para investigar se
as amostras poderiam ser fontes de carbono ou de algum outro nutriente para
essas bactérias, o0 que iria contribuir para o metabolismo de bactérias redutoras
de sulfato. Assim, diferentes amostras, com composi¢cao variadas dos meios de
cultura e adicédo de aditivos, foram preparadas e analisadas por CLAE, visando
a identificagcdo de ACCC nos produtos ap6s degradacao bacteriana identificada
pelos testes anteriores.

Para tal, prosseguiu-se assim com o scale-up das condicdes
selecionadas. Em um frasco de penicilina de 50 mL, estéril, adicionou-se 5mL
de meio de cultivo (BHG, BHL ou BHC- nutriente) e aliquotas de aditivo e
inéculo nas concentragdes pré-estabelecidas nos experimentos anteriores. O
meio foi homogeneizado e respeitou-se todos os parametros fisicos de
crescimento (temperatura, duracdo e agitacdo) das etapas anteriores. Em
seguida, filtrou-se o experimento com membrana de acetato de celulose,
porosidade de 0,45 um, Millipore. O filtrado foi transferido para frascos limpos e
estéreis e enviadas para as andlises. Quando ndo era possivel analise no
mesmo dia, o experimento era acondicionado na geladeira a 4°C. Procedeu-se
com as analises de cromatografia liquida de Alta eficiéncia conforme descrito a

seqguir.

3.5.1 Andlise dos acidos carboxilicos de cadeia curta — ACCC

As determinacfes analiticas foram realizadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia utilizando o equipamento Infinity Agilent Corporation, USA.
Todas as analises foram executadas, segundo metodologia desenvolvida por

Mesquita et al. (2013), com a coluna de troca idnica Aminex HPX-87H (300,0 x
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7,8 mm), a 55°C. A fase moével empregada foi uma solucdo de &cido sulfurico,
0,01 mol/L, mantida no modo isocratico com uma vazdo de 0,6 mL.min-1 e
volume de injecdo de 10 L. Os acidos carboxilicos de cadeia curta (ACCC), de
1 a 5 carbonos, foram analisados no comprimento de onda de 210 nm com
detector de MWD (Multiple Wavelength Detector) em um tempo total de
analises de 35 minutos.

Os padrdes de ACCC analisados foram: &acido férmico (C1), acido
acético (C2), acido propiénico (C3), acido butirico (C4), acido isobutirico
(IsoC4), &cido valérico (C5) e acido isovalérico (IsoC5). Todos os padrdes
analiticos dos acidos foram adquiridos da Sigma-Aldrich, com alto grau de
pureza (98-100%). Para cada acido, foi preparada uma solucdo de 2 pL em
1ImL de &gua MilliQ (ultrapura). Uma mistura desses &cidos também foi
preparada, usando 2 pL de cada acido em 1 mL de agua MilliQ para

posteriores analises.

3.5.2 Andlise dos meios de cultura com ou sem adicdo dos aditivos anti-

incrustantes

Foram preparadas amostras com as variacdes dos meios de cultura
combinados com os aditivos quimicos ou com os ACCC. Estas amostras foram
analisadas por CLAE nas mesmas condi¢cOes estabelecidas para os ACCC
(item 3.5.1), com o objetivo de avaliar se ocorrera alguma sobreposicdo aos
sinais do ACCC.

Para a identificacdo dos ACCC nas amostras, uma andlise individual foi
feita com base nos tempos de retencdo de cada &cido, comparando o perfil
cromatografico qualitativo aos padrdées. Também foram analisadas por CLAE
as amostras apos o cultivo com microrganismos (conforme descrito em 3.5),
com o objetivo de se avaliar o aparecimento de ACCC devido a uma possivel

degradac&o microbiana dos aditivos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos com os experimentos
descritos pela metodologia. O tempo de duracdo de cada experimento foi
ajustado de acordo com a taxa de crescimento de cada microrganismo testado
e especificidade de cada teste. De acordo com Madigan et al. (2016), durante o
crescimento exponencial, todos o0s componentes celulares aumentam
proporcionalmente ao aumento do numero de células. Um desses
componentes € a propria massa celular que, com a passagem de um feixe de
luz a dispersa. Com isso, a turbidez de uma solucdo de microrganismo é
proporcional & concentracdo de ceélulas. Neste estudo, os resultados de
crescimento microbiano, quando nao especificados de forma diferente, seréo
apresentados com base na opacidade do meio. Esse sera o principio envolvido
na medida de quase todos os ensaios microbioldgicos, excetuando-se as

guantificacdes de bactérias redutoras de sulfato.

4.1 Etapal

4.1.1 Testes de contaminacdo das amostras fornecidas

A Tabela 11 ilustra o resultado do teste de contaminacdo das amostras

processadas.
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Tabela 11- Resultado teste de contaminacdo das amostras

Amostra/Aditivo Composicao PCA Sabouraud
Etilenoglicol (30-60%) + Aminoetanol (0,1-
Amostra 1 (-) ()
1,0%)
Amostra 2 Copolimero de acido organico (-) (-)

Mistura de acidos policarboxilicos
Amostra 3 (+) (+)
modificados em agua

Amostra 4 Pentafosfonato (DTPMP) (-) (-)

(-) auséncia de crescimento celular. (+) Crescimento celular.
Fonte: O autor, 2022.

Como exposto pela Tabela 11 os aditivos 1, 2 e 4 ndo apresentaram
contaminacfes uma vez que as placas de cultivo contendo os meios PCA e
Sabouraud ndo apresentaram crescimento de microrganismos. Através da

Figura 19 pode-se verificar o resultado obtido. Como ndo ha
microrganismos contaminantes continuou-se com a metodologia sem qualquer

intervencgédo no aditivo.

Figura 19- Imagem ilustrando o resultado do teste de contaminacao
microbiolégica das Amostra 1, 2 e 4 em meio PCA (& esquerda) e meio
Sabouraud (a direita).

Fonte: O autor, 2022.
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No entanto, o Aditivo 3 apresentou crescimento microbiolégico nos dois
meios de cultivo (PCA e Sabouraud). Para obtencdo de mais informacgdes
sobre a contaminagdo um teste de coloracdo de Gram foi realizado. A Figura
20 ilustra esse resultado. Apos a analise da morfologia das colénias pela
visualizacdo das placas de Petri e por microscopia 6tica (em aumento de 400x)
do teste de Gram ha indicacdo que o microrganismo seja uma levedura.

Para dar continuidade aos experimentos, a amostra de Aditivo 3 foi
fitrada em filtro Millipore® 0,45 pm. Em seguida, um novo teste de
contaminagao (em meio Sabouraud, PCA e Caldo Nutriente) foi realizado e n&o
apresentou crescimento celular. Com isso, continuou-se 0s experimentos com
o Aditivo 3 filtrado.

Figura 20- A) Imagem ilustrando o resultado do teste de contaminagéo
microbiolégica da Amostra 3 em meio PCA. B) Resultado do teste da coloracao

de Gram.

Fonte: O autor, 2022.

4.1.2 Testes preliminares de biodegradacdo dos aditivos por Bactérias
Redutoras de Sulfato (BRS)

Esse procedimento mostrou-se necessario para verificar se o grupo de

Bactérias Redutoras de Sulfato é capaz de utilizar os aditivos como fonte de
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nutrientes direta. Além disso, conseguimos assim informacdes sobre a

toxicidade das amostras perante a esse grupo. Os resultados do teste apds 28

dias de incubacéo estéo resumidos na Tabela 12.

Tabela 12- Resultado do crescimento de cultura pura de BRS e cultura

mista de BRS em diferentes tipos de meio na presenca das amostras. (+)

crescimento positivo e (-) auséncia de crescimento.

Meio de L - . L
_ Aditivo 1 Aditivo 2 Aditivo 3 Aditivo 4
Crescimento
_ Cultura Cultura Cultura Cultura
Meio C com _ _ ] _
Mista (+) e Mista (+) e Mista (+) e Mista (+) e
lactato +
N Cultura Pura Cultura Pura Cultura Pura Cultura Pura
Aditivo
(+) (+) (+) (+)

Meio C isento Cultura Cultura Cultura Cultura
de fonte de Mista (+) e Mista (-) e Mista (+) e Mista (-) e
Carbono + Cultura Pura Cultura Pura Cultura Pura Cultura Pura

Aditivo (+) +) (+) )
Cultura

Cultura Cultura Cultura

Agua do Mar + Mista (+) e Mista (-) e Mista (+) e Mista (-) e

Aditivo Cultura Pura Cultura Pura Cultura Pura Cultura Pura

(+) (+) (+) ()

Fonte: O autor, 2022.

Esses resultados estéo ilustrados no Quadro 2

Quadro 2- Resultados dos testes preliminares com BRS

Cultura Mista Cultura Pura

Meio C com

Aditiv
ol

Lactato e aditivo
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Meio C sem

Lactato e aditivo

Agua do mar e

aditivo

Aditivo 2

Meio C com

Lactato e aditivo

Meio C sem

Lactato e aditivo

Agua do mar e

aditivo

Aditivo 3

Meio C com

Lactato e aditivo

Meio C sem

Lactato e aditivo

Agua do mar e

aditivo
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Meio C com

Lactato e aditivo

Meio C sem

Aditivo 4

Lactato e aditivo

Agua do mar e

aditivo

Fonte: O autor, 2022.

As cepas da cultura mista e pura de BRS apresentaram crescimento no
Meio C com lactato com adicdo dos Aditivos 1, 2, 3 e 4, mostrando assim, que
todos os aditivos ndo sdo toxicos para as cepas analisadas e ndo atuaram
como biocidas quando presentes em um meio rico em nutrientes.

Nos testes em que a fonte de carbono (lactato) foi suprimida, houve
crescimento de ambas as culturas quando na presenca dos Aditivos 1 e 3,
conforme demonstrado no Quadro 2. Esse resultado mostra a capacidade de
utilizacdo desses aditivos como fonte de carbono pelas culturas de bactérias
redutoras de sulfato.

No entanto, apenas a cultura pura apresentou crescimento em meio C
sem lactato com Aditivo 2, o que demonstra a utilizagdo dessa substancia
como fonte de carbono. Porém a cultura mista de BRS ndo apresentou
crescimento nessa condigdo. Como a cultura mista apresenta uma maior
variedade de microrganismos, vide Tabela 8, era esperado um resultado
oposto. Sendo assim, o0 experimento foi repetido e o0s resultados
permaneceram os mesmos. Portanto, fica claro que a degradacéo do aditivo se
deve a espécie Desulfovibrio desulfuricans que estd presente apenas na

cultura pura.
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Quando as fontes de carbono foram substituidas pelo Aditivo 4 as
culturas estudas nédo apresentaram crescimento (Meio C sem Lactato e Aditivo
4). Fato que mostra que o aditivo ndo pode ser utilizado como fonte de carbono
por ambas as culturas de BRS estudadas. O resultado vai de encontro ao
apresentado por Nowack (2003), que relata em seu trabalho que diversos
testes de biodegradacdo envolvendo polifosfonatos (incluindo o DTPMP)
falharam em comprovar a quebra dessas moléculas e sua utilizagdo como fonte
de nutriente por microrganismos.

Conforme descrito pela metodologia, a identificagdo do crescimento das
culturas de BRS em meios contendo agua do mar sintética e aditivos foi
realizada ap0s os repiques dos experimentos para fracos contendo Meio C.
Como constatado pelo Quadro 2, as culturas mista e pura apresentaram
crescimento celular na presenca dos Aditivos 1 e 3. Conclui-se entdo que
esses aditivos sdo capazes de sustentar o crescimento das cepas de BRS
testadas em condi¢cdes com poucas fontes de nutrientes. O Aditivo 2 em agua
do mar, apenas promoveu crescimento da cultura pura, resultado esperado,
uma vez que, em meio mais completo, também n&do promoveu o crescimento
da cultura mista.

Em concordancia com a utilizacado do Aditivo 2, pela cultura pura, como
fonte de nutriente por BRS, no trabalho desenvolvido por JIA et al. (2018), é
apresentado a utilizacdo de um polimero como fonte de nutriente por um
consorcio de bactérias produtoras de biofilme, isolada de campo de petréleo. O
polimero estudado é utilizado como aditvo na CEOR e promoveu o
crescimento de espécies de bactérias redutoras de sulfato. Além disso, LI et al.
(2016) mostrou que um polimero utilizado para aumentar a viscosidade da
agua de injecdo, em pocos que utilizam a recuperacdo avancada de oleo,
serviu de fonte de nitrogénio e carbono para uma cultura mista de bactérias em
gue continha BRS em sua composic¢ao.

As culturas estudadas ndo apresentaram crescimento em agua do mar
enriquecida com Aditivo 4, resultado esperado, j& que, o crescimento em meios
de cultivo mais ricos ndo aconteceu. Sendo assim, fica evidente que o Aditivo 4

nao é metabolizavel pelas culturas de BRS.
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4.2 Etapa 2 - Avaliacdo do crescimento dos microrganismos em a)
Caldo Nutriente, (b) Bushnell-Haas isento de fonte de carbono, (c)

Bushnell-Haas com glicose e (d) Bushnell-Haas com Lactato

Essa etapa do trabalho visa compreender a cinética de crescimento dos

microrganismos nos meios selecionados para os experimentos.

4.2.1 Reativacao e confirmacdo da pureza dos microrganismos

As caracteristicas esperadas para as colénias puras dos microrganismos
utilizados nesse trabalho, para ensaios com aditivos, sdo apresentadas na
Tabela 13.

Tabela 13- Confirmacao da pureza das colbnias testadas

Microrganismo Apresentacdo em Teste de Teste de emisséo
placa coloragéo de em U.V.
Gram

Pseudomonas

aeruginosa

Nao apresenta

Shewanella algae emissao de

fluorescéncia

Fonte: O autor, 2022.
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Os resultados de observacdo microscopica e emissao de fluorescéncia
indicaram que as duas linhagens escolhidas para trabalhos com os aditivos
estavam realmente puras, sem qualquer evidéncia de contaminacdo por outras

espécies.

4.2.2 Curvas de crescimento dos microrganismos nos meios selecionados

Nos testes realizados os microrganismos foram cultivados em meios de
cultura modificados contendo o0s aditivos quimicos como substitutos de
algumas fontes de nutrientes. Logo, ndo se tem a garantia de que acontecera
crescimento dos microrganismos. No entanto, a andlise de que os
microrganismos nao se desenvolveram por serem incapazes de metabolizar os
aditivos pode ficar comprometida caso ndo se tenha a certeza de que o meio
de cultura suporte, de maneira satisfatéria, o crescimento dos microrganismos.

O meio Caldo Nutriente foi utilizado como um controle positivo do
experimento. Essa condicdo é de extrema importancia, pois com essa fonte
nutricional é garantido que as cepas de P. aeruginosa e S. algae irdo crescer e
a comparacdo com outros meios de cultivo (outras fontes de nutriente), que
estdo sendo testadas, podera ser realizada.

A Figura 21 mostra o crescimento da Pseudomonas aeruginosa
ambiental nos meios Bushnell-Haas com lactato, Bushnell-Haas com glicose,
Bushnell-Haas e meio Caldo Nutriente. Para essa cepa de bactéria, iniciou-se
os testes com proporc¢des de indculo/meio de 1:3 (v/v), com intuito de diminuir a
fase de adaptacao do microrganismo. Logo, os resultados mostrados para essa
cepa serdo com base nessa proporc¢éao de inéculo.
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Figura 21- Crescimento da Pseudomonas aeruginosa ambiental em meio
de cultura CN, BHG, BHL e BH. In6culo de 1:3 (v/v), 35° C e tempo de 73 h
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Fonte: O autor, 2022.

De acordo com o resultado do teste apresentado pelo grafico da Figura
21, constata-se que 0 meio que proporciona um melhor crescimento para essa
cepa é o Bushnell-Haas com Lactato. Nesse meio, 0 crescimento maximo de
aproximadamente 0,57 unidades de D.Osoo (densidade otica a 600 nm) num
intervalo de tempo de 49 horas. Porém, essa é a condicdo que apresenta a
maior fase Lag da bactéria. O microrganismo apresenta a menor fase de
adaptacao em Caldo Nutriente e nessa condi¢céo de cultivo, alcanga 70,7% do
crescimento maximo em Bushnell-Haas com lactato.

Apbs realizar o teste Two-Way-Anova pelo programa Graphpad® pode-
se afirmar que as curvas de crescimento para a P. aeruginosa ambiental nos
meios Bushnell-Haas com glicose e Caldo Nutriente ndo apresentam diferenca
estatistica em um nivel de confianca de 95%. Essas duas curvas mostram que

apesar da fase de adaptacdo do microrganismo em meio Bushneel-Haas com
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glicose ser um pouco maior, ambas as condi¢cdes promovem o crescimento de
forma igual.

A cepa da Pseudomonas aeruginosa ambiental ndo apresentou
crescimento em meio Bushnell-Haas sem fonte de carbono adicionado
conforme ja esperado.

A Figura 22 mostra o crescimento da Pseudomonas aeruginosa
ambiental com diferentes concentracées de indculo no meio Bushnell-Haas
com lactato e com glicose. Pode-se observar que em ambos 0os meios de
crescimento (com lactato ou glicose) as curvas de crescimento apresentam
similaridade em sua tendéncia, apenas defasadas temporalmente uma em
relacdo a outra. Esse comportamento obtido condiz com o esperado, ja que 0s
experimentos apenas diferenciam na diluicdo do inéculo. Como forma de
facilitar a montagem do experimento e reduzir o tempo de adaptacéo da cepa,
escolheu-se a proporcéo de inéculo/meio de 1:30 (v/v) para avancar com 0S

experimentos com essa cepa de bactéria.
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Figura 22- Crescimento da Pseudomonas aeruginosa ambiental: (A) BHL
e (B) BHG e com proporcdes de inéculos/meio de 1:3, 1:30, 1:300, 1:3.103,
1:3.10%, 1:3.10°, 1:3.106, 1:3.107(v/v). 35° C e tempo de 73 h
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Fonte: O autor, 2022.
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Os resultados do crescimento da Shewanella algae em meios Caldo
Nutriente, Bushneel- Haas, Bushnell-Haas com glicose e meio Bushnell-Haas

com lactato é mostrado na Figura 23.

Figura 23- Curva de crescimento da Shewanella algae ambiental em
meio de cultura Caldo Nutriente e Bushnell-Hass com glicose, com lactato e
isento de fonte de carbono. In6culo de 1:300, temperatura do experimento de
30° C e tempo de experimento de 7200 minutos (120 h)
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Fonte: O autor, 2022.

O crescimento maximo da Shewanella algae ambiental ocorreu em meio
Caldo Nutriente e apresentou uma medida média de 0,69 D.Oeso0 N0 tempo de
1160 minutos (19 horas e 33 minutos) com uma fase lag de 240 minutos (4
horas). Para o meio Bushneel-Haas com Lactato essa cepa apresentou uma
medida maxima de 0,28 D.Os00 0 que representa 40% do crescimento maximo
(em Caldo Nutriente). Além disso, a fase lag dessa bactéria no meio BHL foi de

1600 minutos (26 horas e 40 minutos).
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Nos meios Bushnell-Haas com glicose e Bushnell-Haas a Shewanella
algae ambiental ndo apresentou crescimento. Esse resultado é importante, pois
caso o aditivo quimico iniba o crescimento da cepa, essa observacdo nao
poderd ser avaliada perante a conducdo dos experimentos nesse meio de
cultivo. Além do mais, o estudo de Satomi (2014) confirma o resultado obtido
mostrando que algumas espécies de Shewanella ndo conseguem metabolizar
a glicose como fonte de carbono.

Na Figura 24 sdo mostrados os resultados para o crescimento da
Shewanella algae ambiental com diferentes concentracdes de indculos no meio

Bushnell-Haas com lactato.

Figura 24- Curva de crescimento da Shewanella algae ambiental no
meio Bushnell-Haas com Lactato e com propor¢des de indculos/meio de 1:300,
1:3.10%, 1:3.104, 1:3.10° 1:3.10°, 1:3.107, 1:3.108 e 1:3.10°. Temperatura do

experimento de 30° C e tempo de experimento
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Fonte: O autor, 2022.

Assim como ocorrido com a cepa de Pseudomonas aeruginosa
ambiental, as curvas de crescimento apresentam similaridade em sua
tendéncia e sdo apenas defasadas temporalmente uma em relacdo a outra.

Esse resultado vai de acordo com o esperado pois, a diferenciacdo entre as
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curvas estudadas se encontra apenas nas concentracdes (diluicdes) do
indculo. Sendo assim, como forma de facilitar a montagem do experimento e
reduzir o tempo de adaptacdo da cepa, selecionou- se a proporcao de

meio/indculo de 1:300 (v/v) para dar continuidade com o0s experimentos.

4.3 Etapa 3 — Andlise do crescimento dos microrganismos na presenca
dos aditivos e determinagdo da concentracdo de amostra a ser

utilizada nos testes.

Uma vez que ndo se tem informacdes precisas acerca da composicao
ou concentragdo das amostras (aditivos), ndo se sabe se estas poderiam
interagir quimicamente com 0 meio ou se apresentariam efeito biocida ou
estimulador do crescimento dos microrganismos. Além disso, ndo é possivel
guantificar a concentracéo de aditivo com base nas concentragcdes de carbono,
nitrogénio e fésforo de modo a avaliar se seriam suficientes para permitir o
crescimento do microrganismo como sugere Sunde et al. (1990). Por isso,
foram realizados os testes para analisar o comportamento do microrganismo na
presenca do aditivo e dos meios de cultivo selecionados.

Como forma de aproximar o experimento da realidade de utilizagdo dos
aditivos, as Amostras foram testadas nas concentracbes de aplicacdo em
campo fornecidas pela Petrobras e descrita na Tabela 7, ou de acordo com

informagdes do fabricante.

4.3.1 Resultado para o Aditivo 1 e Aditivo 2.

A Figura 25 evidencia o comportamento da Pseudomonas aeruginosa
ambiental na presenca dos Aditivos 1 e 2 nos meios Bushnell-Haas com
lactato, com glicose, Bushnell-Haas isento de fonte de carbono e solugéo salina
3,5% de NaCl. Para esses aditivos as concentracdes de aplicacdo em campo

foram fornecidas e essas foram utilizadas para a conducéo dos experimentos.
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Figura 25- Curva de crescimento da Pseudomonas aeruginosa ambiental

em meios diferentes composi¢coes de meios de cultivo contendo Aditivo 1 e 2.
A) Meio Bushnell-Haas com Lactato; B) Meio Bushnell-Haas com Glicose; C)
Meio Bushnell-Haas e D) Solugédo salina 3,5% NaCl. In6culo de 1:30 (v/v)

inoculo/meio. Temperatura do experimento de 30°C e tempo de experimento de

7200 minutos (120 h)
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dos resultados dessa fase, pela

interpretacdo do gréfico A da Figura 25 e da analise estatistica realizada (teste

TWO-WAY-ANOVA) podemos afirmar que as concentracdes de 300 mg/L de
Aditivo 1 (ADT1) e de 400 mg/L de Aditivo 2 (ADT2) inibem o crescimento da
cepa de Pseudomonas aeruginosa ambiental em meio Bushnell-Haas com

lactato.
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No entanto, em concentracdes menores de Aditivos 1 e 2 (100 mg/L e
150 mg/L respectivamente) as curvas de cinética de crescimento da
Pseudomonas aeruginosa ambiental ndo apresentam diferenca estatisticas em
relacdo ao controle do experimento (curva de crescimento Bushnell-Haas com
Lactato), de acordo com o teste TWO-WAY ANOVA com 95% de
confiabilidade.

Os resultados do crescimento com a P. aeruginosa ambiental com os
Aditivos 1 e 2 e meio Bushnell-Haas com glicose estdo representados no
grafico B da Figura 25. Assim como nhos testes com Bushnell-Hass com
Lactato, a concentracdo de ADT2 de 400 mg/L inibiu o crescimento da cepa de
Pseudomonas aeruginosa ambiental em meio Bushnell-Haas com Glicose. A
condicdo que representa o0 ADT2 na concentracdo de 300 mg/L aumentou a
fase de adaptagdo do microrganismo, porém, ao final do experimento, essa
condicdo e a condicdo controle (Buhsnell-Haas com Glicose- BHG) séo
estatisticamente iguais de acordo com o teste ANOVA.

A condicdo de crescimento dessa bactéria com Aditivo 1 na
concentracdo de 100 mg/L apresenta comportamento similar ao controle
positivo, curva BHG. Apdés o teste estatistico ANOVA confirmou-se que essas
curvas de crescimento sdo estatisticamente iguais e mostra que a condicado
nao influenciou no crescimento do microrganismo.

O Aditivo 1 apresenta majoritariamente etilenoglicol em sua composicao
e alguns trabalhos na literatura estudaram a biodegradabilidade de glicéis.
Haines e Alexander (1975) conseguiram isolar de amostras de solo uma cepa
de Pseudomonas aeruginosa capaz de degradar mono-, di-, tri, trtraetileno
glicol e polietileno glicoois com pesos moleculares de até 20.000 u . Bernhard
et al (2008) estudaram a capacidade de microrganismos marinhos
biodegradar polietiieno glicéis e concluiu que moléculas com pesos
moleculares de até 7400 u sado totalmente biodegradaveis enquanto moléculas
com pesos moleculares maiores sdo apenas parcialmente biodegradaveis e
sdo persistentes aos ataques microbianos. Além disso, o estudo mostrou que
nas condicdes marinhas ocorre o aumento da fase de adaptacdo e a
diminuicdo do nivel de biodegradacdo com o aumento do peso molecular.
Obradors e Aguilar (2015) mostraram que uma cultura pura de Pseudomonas
stutzeri, isolada de agua de rio, degradou totalmente amostras de polietileno
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glicéis. Todos esses estudos corroboram a hipétese que em determinadas
condicbes, moléculas de (glicerol podem ser metabolizadas por
microrganismos, especialmente da espécie das Pseudomonas.

Resultados interessantes ocorrem com a curva de crescimento da
Pseudomonas aeruginosa ambiental em meio Bushnell-Haas com glicose e
Aditivo 2 na concentracdo de 150 mg/L. O grafico e o teste estatico Two-Way-
Anova com 95% de confiabilidade mostra claramente que essa concentracéo
de aditivo estimula o crescimento da cepa do microrganismo a partir de 2370
minutos. A condi¢do testada alcanca 285% do crescimento méaximo ocorrido no
controle positivo do experimento (curva BHG). Esse resultado destaca- se pela
baixa concentracdo de aditivo desencadear uma alta estimulacdo do
crescimento bacterioldgico.

Ao encontro do observado, Wang e Zhuge (2014) concluiram que
polimeros de alto peso molecular foram efetivamente degradados por bactérias
e a taxa de biodegradacéo foi relacionada inversamente ao peso molecular do
composto e a concentracdo do mesmo na solucdo. Além disso, Jeirani et al.
(2014b) mostra que a goma de xantana, um biopolimero frequentemente
utiizado na EOR ¢é bastante suscetivel a biodegradacdo. Sendo assim,
compostos poliméricos empregados na extracdo de petrdleo podem promover
ou estimular o crescimento de microrganismos, como observado nesse
resultado envolvendo a ADT2.

As curvas de crescimento da cepa ambiental em meio Buhshnell-Haas
isento de fonte de carbono e solucédo salina com e sem Aditivos 1 e 2 (Figura
25 C e D, respectivamente), sdo constantes e proximas de zero ao longo do
experimento. Esse comportamento n&o caracteriza uma curva de crescimento
microbiol6gico e podemos afirmar que apenas a essas condi¢cdes, com ADT1 e
ADT2 na sua composicdo, ndo sdo capazes de sustentar o crescimento da
Pseudomonas aeruginosa ambiental.

Com base nesses resultados, selecionou-se o meio Bushnell-Haas com
Glicose e 100 mg/L de Aditivo 1 ou 150 mg/L de Aditivo 2 para realizar os
experimentos em que os aditivos seréo testados como fonte de nutrientes.

O comportamento da Shewanella algae ambiental na presenca de

Aditivos 1 e 2 nos meios Bushnell-Haas com lactato, com glicose, Bushnell-
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Haas isento de fonte de carbono e solucao salina 3,5% de NaCl é ilustrado na
Figura 26.

Figura 26- Curva de crescimento da Shewanella algae ambiental em
meios diferentes composi¢coes de meios de cultivo contendo Aditivo 1 e 2. A)
Meio Bushnell-Haas com Lactato; B) Meio Bushnell-Haas com Glicose; C) Meio
Bushnell-Haas e D) Solucdo salina 3,5% NaCl. In6culo de 1:30 (v/v)
inoculo/meio. Temperatura do experimento de 30°C e tempo de experimento de

8560 minutos (142 h).
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Fonte: O autor, 2022.

ApoOs analise dos graficos A, B, C e D da Figura 26, constata-se que as
medidas de D.Osoo das condicdes que houve adicdo de Aditivo 1, se
mantiveram constantes e proximas de zero ao longo de todo experimento. O

aditivo estudado inibiu o crescimento da Shewanella algae ambiental mesmo
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em meio rico em nutrientes. Ressalta-se ainda que a inibicdo da cepa pelo
ADT1 ocorreu também em meio BHL, meio de cultivo em que o microrganismo
apresentou crescimento celular positivo. Esse resultado chama ateng&o para
uma possivel acdo biocida da substancia para a cepa analisada. Diante desse
fato, os estudos com a Aditivo 1 e a S. algae foram interrompidos nessa etapa.
Pois, uma mistura com elevada toxicidade para o microrganismo, nao sera
utilizada como fonte de nutriente pelo mesmo.

As curvas de crescimento em que a Aditivo 2 foi adicionada ao meio
Bushnell-Haas apresentam duas tendéncias bastante distintas. A concentracao
de 400 mg/L de ADT2 também inibiu o crescimento da Shewanella algae
ambiental. Porém a concentracdo de 150 mg/L desse aditivo estimulou o
crescimento da cepa em meio BHL (grafico A, Figura 26). Durante os 6880
minutos iniciais do teste, a curva de controle de crescimento positivo (curva
preta -BHL) e a curva da condicdo BHL+ ADT2 com 150 mg/L ndo apresentam
diferenciacéo estatistica com um nivel de confianca de 95% de acordo com o
teste Two-Way-Anova. Apés esse periodo, a condicdo com o Aditivo 2
conseguiu estimular e prolongar o crescimento da cepa. Com isso, definiu a
concentracdo de 150 mg/L de ADT2 para dar continuidade aos experimentos.

O gréfico B da Figura 26 ilustra o comportamento da S. algae ambiental
no meio BHG. Coerentemente com o resultado obtido na sele¢cdo dos meios de
crescimento, a curva BHG, se manteve constante e proxima de zero ao longo
do experimento, ndo caracterizando crescimento do microrganismo. Além
disso, a adicdo de Aditivos 1 e 2 ao meio ndo estimulou a cepa. Resultado que
reafirma que para a conducdo dos experimentos com a Shewanella algae
ambiental € essencial a utilizacdo do meio suplementado com Lactato.

Além do mais, conforme os dados apresentados na Figura 26 C e D,
conclui-se que ndo houve crescimento da cepa de Shewanella algae ambiental
na presenca de BH e solucéo salina de 3,5% de NaCl e ADT1 ou ADT2. Ao
longo de todo o experimento as medidas da D.Osoo Se manteve constante e
proxima de zero. As composicfes desses meios foram insuficientes para

promover o crescimento microbiolégico.
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4.3.2 Resultado para o Aditivo 3.

Como ja mencionado na metodologia, ndo se sabe a concentracdo de
aplicacao do Aditivo 3 em campo. Sendo assim, utilizou uma faixa de possiveis
concentracbes para avaliar a toxicidade da amostra perante o0s
microrganismos. Os graficos da expfe Figura 26 o resultado da toxicidade do

ADTS3 frente a P. aeruginosa.

Figura 27- Curva de crescimento da Pseudomonas aeruginosa ambiental
em meios diferentes composi¢cdes de meios de cultivo contendo Aditivo 3. A)
Meio Bushnell-Haas com Lactato; B) Meio Bushnell-Haas com Glicose; C) Meio
Bushnell-Haas e D) Solucdo salina 3,5% NaCl. In6culo de 1:30 (v/v)
inoculo/meio. Temperatura do experimento de 30°C e tempo de experimento de
7200 minutos (120 h)
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Fonte: O autor, 2022.
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A partir da andlise dos gréaficos da Figura 27, conclui-se que o ADT3
inibiu o crescimento da Pseudomonas aeruginosa ambiental em todos os meios
e concentracfes analisadas. Em todos os experimentos, graficos A, B C e D,
as condicoes de crescimento que contém o Aditivo 3 na formulacdo obtiveram
D.Os00 constantes e proximas de zero ao longo do experimento o que indica
auséncia de multiplicacéo celular.

E importante ressaltar que a cepa estudada apresentou cinética de
crescimento nos controles positivos (meios BHL e BHG — graficos A e B).
Portanto, a auséncia de crescimento bacterioldgico nas demais condi¢cdes se
deve apenas a toxicidade do aditivo.

A Unica fonte de carbono presente na composicao dos meios de cultivo
dos resultados apresentados no grafico C e D da Figura 27 € a o Aditivo 3.
Conforme esperado, ndo houve crescimento celular na condicdo em que nao
ha adicdo de ADT3, pois ndo ha a presenca de fonte de carbono em sua
composicdo. E, coerentemente com resultado obtidos nos meios contendo
lactato de sdédio ou glicose (graficos A e B) o ADT3 néo foi utilizado como fonte
de carbono em nenhuma concentragéo testada.

Os resultados obtidos do crescimento da Shewanella algae ambiental,
nos meios de cultivo contendo o Aditivo 3 foram semelhantes aos alcancados
com a Pseudomonas aeruginosa ambiental. Esses resultados estdo expostos
na Figura 28.
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Figura 28- Curva de crescimento da Shewanella Algae ambiental em
meios diferentes composi¢cdes de meios de cultivo contendo Aditivo 3. A) Meio
Bushnell-Haas com Lactato; B) Meio Bushnell-Haas com Glicose; C) Meio
Bushnell- Haas e D) Solugdo salina 3,5% NaCl. Inoculo de 1:30 (v/v)
inoculo/meio. Temperatura do experimento de 30°C e tempo de experimento de

8640 minutos (360 h)
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Fonte: O autor, 2022.

Observa-se que o Aditivo 3 atuou como biocida, em todas as
concentracfes analisadas, para a S. algae ambiental. Em todas as variacdes
de meio de cultivo, graficos A, B C e D, as condi¢cdes de crescimento que
contém ADT3 na formulacdo, apresentaram D.Osoo constantes e préoximas de
zero ao longo do experimento o que indica auséncia de crescimento

bacterioldgico.
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Como O Aditivo 3 inibiu o crescimento de ambas as cepas estudas, 0s
estudos com esse aditivo foram interrompidos nessa etapa. Pois, uma mistura
com elevada toxicidade para as cepas, nao sera utilizada como fonte de
nutriente pela mesma.

Vale ressaltar que para o processo de producédo de petréleo, um aditivo
inibidor de incrustacdes que apresenta uma toxicidade para as cepas €
bastante vantajoso, uma vez que, esta substancia pode ajudar a controlar
outros inconvenientes como o crescimento microbiol6gico e consequentemente

a formacéao de biofilmes e aceleracdo da taxa de corrosao.

4.3.3 Resultado para o Aditivo 4.

A Figura 29 evidencia o comportamento da Pseudomonas aeruginosa
ambiental na presenca do Aditivo 4 nos meios Bushnell-Haas com lactato, com
glicose, Bushnell-Haas isento de fonte de carbono e solugdo salina 3,5% de
NaCl. Como a concentracdo exata de aplicagdo nao foi informada, realizou-se
o teste para avaliar o comportamento tdoxico do aditivo com quatro
concentracdes diferentes. Dessa forma, os resultados mostram a influéncia

desde baixas a altas concentracdes de Aditivo 4.
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Figura 29- Curva de crescimento da Pseudomonas aeruginosa ambiental
em diferentes composicdes de meios de cultivo contendo Aditivo 4. A) Meio
Bushnell-Haas com Lactato; B) Meio Bushnell-Haas com Glicose; C) Meio
Bushnell-Haas e D) Solucdo salina 3,5% NaCl. Inoculo de 1:30 (v/v)
inoculo/meio. Temperatura do experimento de 30°C e tempo de experimento de

7200 minutos (120 horas)
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Fonte: O autor, 2022.

Conforme a andlise dos gréficos da Figura 29, observa-se que o Aditivo
4 inibiu o crescimento da Pseudomonas aeruginosa ambiental em todos o0s
meios e concentragOes analisadas. Assim como o aditivo anterior (Aditivo 3)
em todos os experimentos, graficos A, B C e D, as condi¢cfes de crescimento
gue contém ADT4 na formulacdo obtiveram D.Oesoo constantes e préoximas de
zero ao longo do experimento o que implica auséncia de crescimento

microbioldgico.
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O crescimento celular ocorreu apenas nos controles positivos dos
graficos A e B (curvas BHL e BHG respectivamente). Nessas condi¢des, ndo
h& adicdo do aditivo, o que nos leva a constatar que a inibicdo do crescimento
nas demais curvas realmente se deve ao aditivo analisado. Sendo assim,
podemos afirmar que para a cepa de Pseudomonas aeruginosa ambiental o
Aditivo 4 é toxico.

Nos controles positivos dos graficos C e D da Figura 29, curvas BH e
SALINA, ndo houve crescimento celular, pois nessas condigdes ndo ha fontes
de carbono em suas composi¢des. Para as demais condi¢des dos graficos C e
D, a adicdo de ADT4 representa a adicdo de uma fonte de carbono e a
auséncia de crescimento celular nesses experimentos revela que o aditivo nédo
pode ser utilizado como fonte de carbono. Esse resultado € compreensivel,
uma vez que o aditivo apresenta um efeito toxico para a cepa mesmo quando
em presenca de um meio de cultivo rico em nutrientes.

O estudo de Fox e Mendz (2006) mostra que 0os genes que codificam as
enzimas responsaveis pela biodegradacdo dos fosfonatos foram identificados
em Varios microrganismos incluindo a Pseudomonas spp. Porém no presente
trabalho, a amostra contendo o fosfonato DTPMP (Aditivo 4) inibiu o
crescimento dessa cepa. Como fosfonatos € uma classe quimica com uma
extensa variedade de substancias e consequentemente moléculas diferentes, o
gue inclui numeros de grupos fosfénicos diferentes e geometrias moleculares
distintas, infere-se que as caracteristicas individuais de cada substancia
interfram na metabolizacdo pelo microrganismo, mesmo havendo a
capacidade de producdo das enzimas responsaveis pela catalise pela cepa
estuda.

Os resultados obtidos do crescimento da Shewanella algae ambiental,

nos meios de cultivo contendo o Aditivo 4 estdo expostos na Figura 30.
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Figura 30- Curva de crescimento da Shewanella Algae ambiental em
meios diferentes composi¢cdes de meios de cultivo contendo Aditivo 4. A) Meio
Bushnell-Haas com Lactato; B) Meio Bushnell-Haas com Glicose; C) Meio
Bushnell-Haas e D) Solugdo salina 3,5% NaCl. Inoculo de 1:300 (v/v)
inoculo/meio. Temperatura do experimento de 30°C e tempo de experimento de
8120 minutos (135 horas).
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Fonte: O autor, 2022.

Observa-se que os resultados do crescimento da Shewanella algae
ambiental, nos meios de cultivo contendo o Aditivo 4 apresentaram similaridade
com os resultados apresentados para a cepa da Pseudomonas aeruginosa
ambiental. Sendo assim, as mesmas ponderacfes feitas acima sao vélidas
nesse contexto.

Em todas as variacbes de meio de cultivo, graficos A, B C e D, as

condigcdes de crescimento que contém ADT4 na formulag&o, apresentaram
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D.Os00 constantes e proximas de zero ao longo do experimento o que indica
auséncia de crescimento bacteriologico.

Conclui-se entdo que que o Aditivo 4 também atuou como biocida, em
todas as concentragOes analisadas, para a Shewanella algae ambiental.

Em seu trabalho, Nowack (2003) evidencia que apesar de algumas
classes de fosfonatos serem susceptiveis a biodegradacéo, estudos mostram a
dificuldade de encontrar cepas capazes de metabolizar o DTPMP, assim como
encontrado nesse trabalho. O autor afirma que devido a sua semelhanca
estrutural com os ésteres de fosfato, os fosfonatos geralmente atuam como
inibidores de enzimas devido, em parte, a alta estabilidade da ligacao C-P.

Rott, Steinmetz e Metzger (2018) mostraram em seu estudo que 0s
fosfonatos sdo bem estaveis quanto a degradacao biolégica. Os autores ainda
mostram, que normalmente a utilizacdo dessas substancias ocorre em paralelo
a liberacéo de fosfato por mecanismos de degradacéo abioticos, em particular,
fotdlise catalisada por metal. Assim, microrganismos desprovidos de enzimas
capazes de clivar ligagcdes C-P podem utilizar fosfato formado abioticamente e,
assim, assimilar indiretamente fosfonatos e seus produtos de degradagao.

Além do mais, os fosfonatos, como o DTPMP, sdo produtos quimicos
industriais e ndo sdo formados naturalmente. Do ponto de vista historico da
Terra, 0s microrganismos foram confrontados com esses compostos apenas
por um tempo muito curto e, portanto, o repertério enzimético para degradar
eficientemente essas substancias estd amplamente ausente (ROTT,;
STEINMETZ; METZGER, 2018).

Como o Aditivo 4 inibiu o crescimento de ambas as cepas estudas, os
estudos com esse aditivo foram interrompidos nessa etapa. Pois, uma mistura
com elevada toxicidade para as cepas, ndo sera utilizada como fonte de

nutriente pela mesma.

4.4 Etapa 4 - Utilizagdo dos aditivos como fonte de nutrientes.

Como forma de facilitar a compreenséo do leitor a Tabela 14 ilustra um
resumo dos resultados dos experimentos da Etapa 4. Nos tépicos seguintes
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serdo apresentados, na forma gréafica, os dados experimentais e a discussdo
dos resultados. Vale enfatizar, conforme mostrado nos resultados do tépico
anterior, que a concentragado dos aditivos utilizadas nessa etapa foram: Aditivo
1 a 100 mg/L; Aditivo 2 a 150 mg/L, e; os Aditivos 3 e 4 ndo foram processados

nessa etapa

Tabela 14- Resumo dos resultados de todos os experimentos em que 0s

aditivos foram testados como fonte de C, P e N, isoladamente e em

combinagao.
MEIO | MEIO | MEIO- | MEIO - | MEIO — | MEIO — | MEIO -
-C+ | =P+ N + NP + NC + PC+ | NPC+
ADT ADT ADT ADT ADT ADT ADT
3 Aditivo 1 - - - - - - -
" c
s 2
S g| Aditivo 2 - + - - - - -
g ®©
S g
% o| Aditivo 3 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
O o
o S
@ Aditivo4 | N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Aditivo 1 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
S
>
® ®| Aditivo 2 - + - - + - -
8 <
=
S E| Aditivo3 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
5
Aditivo 4 | N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

(+) a cepa utilizou o aditivo como fonte de nutriente; (-) a cepa néo utilizou o aditivo
como fonte de nutriente; N/A — ndo se aplica, pois o teste ndo foi conduzido pois a amostra se
mostrou téxica a cepa.

Fonte: O autor, 2022.
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4.4.1 Aditivos como fonte de Carbono

O grafico da

Figura 31 mostra o resultado do teste em que os microrganismos foram

colocados em meios formulados para testar a utilizagdo dos aditivos como

fonte de carbono.

Figura 31- Gréfico ilustrando o resultado do teste em que os Aditivos 1 e

2 foram testados como fonte de carbono. A) Cepa Pseudomonas aeruginosa
ambiental. 30°C. In6culo de 1:30 e ADT1 100 mg/L e meio BHG; B) Cepa

Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C. Inéculo de 1:30 e ADT2 150 mg/L e

meio BHG. C) Cepa Shewanella algae ambiental. 30°C. In6culo de 1:300 e
ADT2 150 mg/L e meio BHL.
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No grafico A da Figura 31 € exposto o crescimento da Pseudomonas
aeruginosa ambiental na presenca do Aditivo 1. Podemos constatar que a partir
de 3270 minutos (54 horas e 30 minutos) as curvas do controle positivo do
experimento (BHG e BHG + ADT1) apresentaram diferenciacdo estatistica
conforme o teste Two-Way-Anova. O resultado mostra que os componentes do
aditivo podem promover o crescimento do microrganismo em determinadas
condicoes.

Esse comportamento apresentado pela cepa da Pseudomonas
aeruginosa na presenca do Aditivo 1 e do meio Bushnell-Haas com glicose
completo, parece sugerir a ocorréncia de um fendmeno bioquimicamente
conhecido como Repressao Catabdlica.

De acordo com Madigan et al. (2016), o fenbmeno trata da possibilidade
de células microbianas crescerem as expensas de varias fontes de carbono.
Células de Escherichia coli utilizam variados acgUcares, preferencialmente
utilizando inicialmente a glicose, quando presente no meio. Isso porque as
células microbianas normalmente tém as enzimas necessarias para
metabolizar esse aclcar, ndo sendo necessério induzir a sintese de outras
enzimas para outras fontes. Isso explica 0 motivo pelo qual células microbianas
multiplicam-se rapidamente utilizando glicose, em comparacdo com qualquer
outra fonte de carbono. Dessa forma, um mecanismo de repressao do uso de
outras fontes de carbono parece atuar quando h& duas fontes, permitindo o uso
da glicose enquanto ela estiver presente no meio.

Assim, observa-se o0 crescimento microbiano com duas fases
exponenciais, mediadas por uma nova fase lag que envolve a adaptacéo para
sintese de enzimas que permitirdo o uso da segunda fase, ap0s o esgotamento
da glicose. Isso parece ser exatamente 0 que aconteceu nos ensaios de
substituicdo dos componentes do meio BHG por etilenoglicol e aminoetanol.
Nesse caso, a Pseudomonas aeruginosa parece ter utilizado a glicose do meio
BHG e, ao término da utilizacdo dessa fonte nutricional, passou por uma nova
fase lag e produziu as enzimas necesséarias a metabolizagdo do etilenoglicol
(crescimento diduxico).

No entanto, em auséncia de glicose e presenca do etilenoglicol como
Unica fonte nutricional, ndo houve estimulo a producédo de enzimas para a

biodegradacéo do etilenoglicol. Talvez, apds procedimentos de adaptacao das
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células a concentracdes crescentes de etilenoglicol como Unica fonte de
carbono, as células sejam capazes de utilizar o etilenoglicol. Assim, o que
vemos na

Figura 31-A, nas composi¢cdes sem glicose, mas com adi¢éo da Aditivo 1
seja apenas uma longa fase lag, que ap6s adaptacdo adequada, possa levar a
multiplicacéo celular e biodegradacao deste aditivo.

No entanto, analisando as curvas de crescimento da P. aeruginosa
ambiental nos meios Bushnell-Haas sem fonte de Carbono com e sem ADT1
(curvas BHG — C + ADT1 e BHG -C, linha azul e verde respectivamente)
constatamos que as medidas de D.Oeso0 permaneceram constantes e proximas
de zero ao longo do experimento. Logo esse microrganismo ndo € capaz de
utilizar o Aditivo 1 como unica fonte de carbono. Esse resultado contrasta com
0 obtido por Cui et al. (2017b) que demonstraram que uma cepa de
Pseudomonas aeruginosa € capaz de produzir biossufactante com glicerol
como Unica fonte de carbono. Porém, Mouafo Tamnou et al. (2021) observaram
0 aumento da biodegradacao de fragmentos de polietileno com o aumento do
periodo e temperatura de incubacdo. Os autores ainda relatam que esse
processo é fortemente influenciado por outras condicdes ambientais como o
pH. Veethahavya et al. (2016) relataram em seu trabalho que a biodegradacao
de polietilenos de baixa peso molecular por culturas mistas de bactérias
(contendo espécies de Pseudomonas) € acelerada pela presenca de
polimeros naturais como o amido. Resultado que pode indicar que a presenca
de uma fonte de carbono alternativa seja realmente necessaria para a
biodegradacao desse composto.

Sendo assim, esses diferentes resultados podem ser explicados por
diferencas na concentracdo das substancias utilizadas, pelo aditivo ter outras
substancias em sua composicdo, por fatores fisico-quimicos diferentes ou
simplesmente pela necessidade de uma fonte nutricional complementar.

Assim, como nos testes anteriores, o Aditivo 2 estimulou o crescimento
da cepa de Pseudomonas aeruginosa ambiental (

Figura 31 B). A condicdo que representa o meio Bushnell-Haas com
glicose e Aditivo 2 (curva em preto) alcancou um valor de D.Oso0 326% maior
em que a condicdo controle de crescimento positivo (curva Bushnell-Haas com

glicose - curva em vermelho). Porém, a condicdo em que o aditivo € testado
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como fonte de carbono (curva BHG-C + ADT2) ndo apresentou crescimento
microbiologico e estatisticamente ndo apresenta diferenciacdo em relacdo a
curva de controle negativo (curva BHG- C). Dessa forma, a cepa nao utilizou a
amostra como fonte de carbono.

O resultado obtido com a cepa da Shewanella algae ambiental é
ilustrado no gréafico C. Observa-se que a curva de crescimento BHG-C + ADT2
apresentou medidas de D.Oeoo constante e proxima de zero ao longo do
experimento. Esse comportamento mostra que a Shewanella algae nao utilizou

esse aditivo como fonte de carbono.
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4.4.2 Aditivos como fonte de Fdsforo

Os gréficos da Figura 32 ilustram os resultados dos experimentos que

testaram os aditivos como fonte de fésforo.

Figura 32- Gréfico ilustrando o resultado do teste em que os Aditivos 1 e
2 foram testados como fonte de fosforo. A) Cepa Pseudomonas aeruginosa
ambiental. 30°C. In6culo de 1:30 e ADT1 100 mg/L e meio BHG; B) Cepa
Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C. In6culo de 1:30 e ADT2 150 mg/L e
meio BHG. C) Cepa Shewanella algae ambiental. 30°C. In6culo de 1:300 e
ADT2 150 mg/L e meio BHL.
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Analisando as curvas de crescimento da Pseudomonas aeruginosa
ambiental em que os componentes do meio Bushnell-Haas com Glicose que
contém fosforo foram substituido por aliquota do Aditivo 1, constatamos que a
medida de D.O.eoo se manteve constante e préoxima de zero ao longo do
experimento, mostrando que ndo houve crescimento da cepa e
consequentemente o microrganismo nao foi capaz de metabolizar o aditivo e
utilizd-lo como fonte de fésforo (Figura 32 A).

Contudo, quando observamos o grafico B, podemos afirmar que as
condicbes em que o Aditivo 2 foi adicionada meios (curva BHG-P + ADT2 e
curva BHG +AMT?2) apresentaram crescimento microbiologico superiores a
guaisquer outras condicdes testadas. Ademais, o0 crescimento da cepa nas
curvas contendo o Aditivo 2 foi similar nas duas condi¢des e o teste estatistico
Two-Way-Anova apresenta diferenciacdo apenas no intervalo de 3280 a 3600
min. Ao final do experimento as curvas se igualam novamente. Fato, que além
de, reafirmar a estimulacdo do crescimento da Pseudomonas aeruginosa
ambiental por esse aditivo mostra que esse pode ser utilizado como fonte de
fésforo.

A curva de crescimento em que a Shewanella algae ambiental utilizou o
Aditivo 2 como fonte de fosforo € exibida no grafico C da Figura 32. Constata-
se que a fase de adaptacéo da cepa na curva BHL-P + ADT2 é maior do que a
ocorrida na condicdo Bushnell- Haas com Lactato. A fase lag terminou aos
4960 minutos (82 horas e 40 minutos) de experimento. No entanto, a cepa foi
capaz de utilizar a composicdo do meio de cultivo e do Aditivo 2 para seu
crescimento e ao final do experimento esta condicdo alcangcou 93% do
crescimento maximo no controle positivo, curva Bushnell-Haas com Lactato.
Como a unica fonte de fosforo presente nessa condicdo € proveniente do
aditivo, conclui-se que a o microrganismo foi capaz de utilizar o Aditivo 2 como

fonte de fésforo.
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4.4.3 Aditivos como fonte de Nitrogénio

Os resultados do teste da utilizacdo dos Aditivos 1 e 2 como fonte de

nitrogénio sao apresentados na Figura 33.

Figura 33- Gréfico ilustrando o resultado do teste em que os Aditivos 1 e

2 foram testados como fonte de nitrogénio. A) Cepa Pseudomonas aeruginosa
ambiental. 30°C. In6culo de 1:30 e ADT1 100 mg/L e meio BHG; B) Cepa

Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C. Inéculo de 1:30 e ADT2 150 mg/L e

meio BHG. C) Cepa Shewanella algae ambiental. 30°C. In6culo de 1:300 e

ADT2 150 mg/L e meio BHL.
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No gréafico A da Figura 33 esta exposto o crescimento da Pseudomonas

aeruginosa ambiental na presenca do Aditivo 1. Ao analisar a curva de
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crescimento em que a fonte de nitrogénio do meio BHG foi substituida pelo
aditivo podemos verificar que ap6s 1440 minutos a curva apresenta
caracteristica de uma curva de crescimento de um microrganismo. No entanto,
apos a andlise dos dados, verificou-se que estatisticamente os dados dessa
condicdo experimental sdo idénticos aos dados do controle negativo (curva
BHG — N) e ndo podemos afirmar que o microrganismo utilizou o ADT1 como
fonte de nutriente. Com base nesse resultado, as andalises quimicas da
composicdo dos meios nessas condi¢cdes serdo fundamentais para conclusoes
mais assertivas e serdo apresentadas na proxima sessao.

A Figura 33 B ilustra a utilizacdo do Aditivo 2 como fonte de nitrogénio
pela P. aeruginosa ambiental. A curva de crescimento da condicdo BHG-N +
ADT2 apresentou variacdo insignificativa ao longo do experimento. Além do
mais, as medidas de D.Osoo desta condicdo ficaram menores que o controle
negativo, possivelmente, por uma formacéo de bolhas ou grumos nas réplicas
do controle negativo. Sendo assim, a cepa nao utilizou o ADT2 como fonte de
nitrogénio.

No gréfico C da mesma figura esté representado a curva de crescimento
da Shewanella algae ambiental na condicdo em que a fonte de nitrogénio do
meio foi substituida pelo Aditivo 2. Curiosamente a cepa apresentou
crescimento nos meios sem fonte de nitrogénio e no meio em que a fonte de
nitrogénio foi substituida pela amostra. Fato que chamou atencdo, uma vez
gue, nitrogénio € um elemento essencial para a multiplicacdo celular. O
experimento foi repetido por quatro vezes e em todos 0s ensaios o resultado
obtido foi o0 mesmo. Como forma de averiguar o ocorrido, foi realizado um
repique dessas condi¢des para tubos contendo 10 mL de Caldo Nutriente e
incubado a 30° C. O procedimento foi realizado em triplicatas. Apdés 48 horas,
verificou-se a auséncia de crescimento celular no experimento. Sendo assim,
fica claro que o aumento das medidas de D.Os00 a0 longo do experimento foi
devido a formacdo de alguma deposicdo na condicdo estudada e ndo ao
crescimento celular. No entanto, as analises por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia foram realizadas e os resultados serdo apresentados no item 4.5.2.2.
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4.4.4 Aditivos como fonte de Nitrogénio e Fésforo

Os graficos da Figura 34 ilustram os resultados dos experimentos que

testaram as amostras como fonte simultanea de nitrogénio e fosforo.

Figura 34- Gréfico ilustrando o resultado do teste em que os Aditivos 1 e
2 foram testados como fonte de nitrogénio e fésforo simultaneamente. A) Cepa
Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C. In6culo de 1:30 e ADT1 100 mg/L e
meio BHG; B) Cepa Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C. In6culo de
1:30 e ADT2 150 mg/L e meio BHG. C) Cepa Shewanella algae ambiental.
30°C. In6culo de 1:300 e ADT2 150 mg/L e meio BHL.
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Os resultados dos experimentos que testaram o Aditivo 1 como fonte de
nitrogénio e fosforo simultaneamente pela P. aeruginosa ambiental é
representado na Figura 34 A. Como mencionado anteriormente, 0s testes
indicaram que esse aditivo ndo foi utilizado como fonte individual de fésforo e
possivelmente também nao foi utilizado como fonte individual de nitrogénio pela
Pseudomonas aeruginosa ambiental. E coerentemente com esses resultados,
o ADT1 ndo foi utilizado como fonte de nitrogénio e fésforo simultaneamente.
As medidas das D.Os0o Nos testes com o meio Bushnell-Haas com glicose em
gue as fontes de nitrogénio e fosforo foram substituidas pelo aditivo foram
constantes e proximas de zero ao logo do experimento ndo caracterizando uma
curva de crescimento.

Pela andlise dos dados apresentados na Figura 34 B, conclui-se que a
Pseudomonas aeruginosa ambiental ndo utilizou o Aditivo 2 como fonte de
fésforo e nitrogénio simultaneamente. Assim como com o ADT1, as medidas de
D.Os00 a0 longo do experimento foi constante e proxima de zero o que ndo
caracteriza uma curva de crescimento microbiologico. Além disso, os testes
anteriores mostraram que a cepa foi capaz de utilizar o aditivo apenas como
fonte de fosforo o que condiz com o resultado obtido nesse teste. Como nao se
tem conhecimento de toda a composi¢cao quimica do aditivo, pode ser que em
sua formulacdo ndo h& a presenca de compostos nitrogenados e esse
elemento pode ser um fator limitante para o crescimento das cepas nesse
teste.

A Figura 34 C representa 0 resultado do teste de crescimento da
Shewanella algae ambiental com o Aditivo 2 como fonte de nitrogénio e fésforo
simultaneamente. Conforme observado, as medidas de D.Oes0o da curva BHL-
NP + AMT4 foram constantes e préximas de zero ao longo de todo experimento
e podemos concluir que ndo houve crescimento bacteriano. Logo, o ADT2 néo

foi utilizado como fonte de desses elementos simultaneamente.
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4.4.5 Aditivos como fonte de Nitrogénio e Carbono

Os graficos da Figura 35 ilustram os resultados dos experimentos que

testaram os aditivos como fonte de nitrogénio e carbono simultaneamente.

Figura 35- Gréfico ilustrando o resultado do teste em que os Aditivos 1 e

2 foram testados como fonte de nitrogénio e carbono simultaneamente. A)

Cepa Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C. Inéculo de 1:30 e ADT1 100

mg/L e meio BHG; B) Cepa Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C. Inoculo
de 1:30 e ADT2 150 mg/L e meio BHG. C) Cepa Shewanella algae ambiental.
30°C. In6culo de 1:300 e ADT2 150 mg/L e meio BHL.
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Os gréficos A e B da Figura 35 ilustram o comportamento da

Pseudomonas aeruginosa ambiental em condi¢bes que as fontes de nitrogénio
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e carbono do meio Bushnell-Haas com Glicose foram substituidas pelos Aditivo
1 e Aditivo 2 respectivamente. As medidas da D.O.s00, para essa condicdo
(curvas BHG — NC + AMT) se mantiveram constantes e proximas de zero ao
longo do experimento mostrando que nao houve crescimento da cepa e
conseguentemente o microrganismo nao foi capaz de metabolizar os aditivos e
utiliza-los como fonte simultanea de nitrogénio e carbono.

O gréfico da Figura 35 C ilustra o resultado do teste em que o Aditivo 2
foi testado como fonte simultdnea de nitrogénio e carbono pela Shewanella
algae ambiental. Constata-se que a curva de crescimento BHL-NC + ADT2
apresentou cinética de crescimento muito similar a curva de controle positivo,
curva BHL. Porém, ambas as curvas contendo o ADT2 apresentaram aumento
da fase de adaptacdo e a condicdo BHL-NC + ADT2 apresentou um
crescimento de apenas 32% do crescimento maximo ocorrido com o meio
isento do aditivo. Conclui-se entédo, que apesar do crescimento minimo ocorrido

a cepa foi capaz de metabolizar esse aditivo.
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4.4.6 Aditivos como fonte de Fésforo e Carbono

Na Figura 36 temos os resultados dos experimentos que testou a

utilizacdo dos aditivos como fonte de fésforo e carbono simultaneamente pelos

microrganismos.

Figura 36- Gréfico ilustrando o resultado do teste em que os Aditivos 1 e

2 foram testados como fonte de fésforo e carbono simultaneamente. A) Cepa

Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C. Inéculo de 1:30 e ADT1 100 mg/L e

meio BHG; B) Cepa Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C. Indculo de
1:30 e ADT2 150 mg/L e meio BHG. C) Cepa Shewanella algae ambiental.
30°C. Inéculo de 1:300 e ADT2 150 mg/L e meio BHL.
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Fonte: O autor, 2022.
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Os resultados dos testes em que a Pseudomonas aeruginosa ambiental
€ exposta ao Aditivo 1 como fonte simultdnea de fésforo e carbono séo
apresentados na Figura 36 A. Observa-se que as medidas de D.Osoo0 da
condicdo BHG-PC+ AMT3 sédo constantes e proximas de zero ao longo do
experimento. Conclui-se entéo, que esse aditivo néo foi utilizado como fonte de
fosforo e carbono simultaneamente.

O gréfico da Figura 36 B ilustra os resultados obtidos com a
Pseudomonas aeruginosa ambiental e Aditivo 2. Apesar da condicdo em que o
ADT2 é a unica fonte de fésforo e carbono, curva BHG-PC ADT2, apresentar
aumento nas medidas de D.Oso ao longo do experimento, quando
comparamos estatisticamente com a curva de controle negativo, curva BHG-
PC, ndo ha diferenciacao entre elas, principalmente ao final do experimento de
acordo com o teste Two-Way-Anova. Com isso, constatamos que a cepa nao
utilizou o aditivo como fonte simultanea de fosforo e carbono.

A Figura 36 C expde o resultado da curva de crescimento da Shewanella
algae ambiental no meio em que o Aditivo 2 foi testado como fonte de fésforo e
carbono simultaneamente. Ao decorrer do experimento, observa-se oscilacdes
na curva de crescimento BHL-PC +AMT4. Porém a analise do teste TWO-
WAY-ANOVA entre as curvas BHL-PC+AMT4 e BHL-PC (controle negativo de
crescimento) mostra que essas duas curvas nao apresentam diferenciacéo
estatistica com um grau de confianca de 95%. Com isso, conclui-se que o
aditivo néo foi utilizado como fonte de fésforo e carbono simultaneamente pelo

microrganismo.
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4.4.7 Aditivos como fonte de Nitrogénio, Fosforo e Carbono.

O gréfico da Figura 37 ilustra os resultados dos experimentos que
testaram o0s aditivos como fonte de nitrogénio, fosforo e carbono

simultaneamente.

Figura 37- Gréfico ilustrando o resultado do teste em que os Aditivos 1 e
2 foram testados como fonte de nitrogénio, fosforo e carbono simultaneamente.
A) Cepa Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C. Inoculo de 1:30 e ADT1
100 mg/L e meio BHG; B) Cepa Pseudomonas aeruginosa ambiental. 30°C.
Inéculo de 1:30 e ADT2 150 mg/L e meio BHG. C) Cepa Shewanella algae
ambiental. 30°C. In6culo de 1:300 e ADT2 150 mg/L e meio BHL.
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Fonte: O autor, 2022.



124

Os resultados dos experimentos em que o Aditivo 1 e o Aditivo 2 foram
testados como fonte de nitrogénio, fésforo e carbono simultaneamente pela
Pseudomonas aeruginosa ambiental séo exibidos nos graficos da Figura 37 A e
B respectivamente.

Para os resultados envolvendo o ADT1 como fonte de nutriente,
constata-se que as medidas de D.O.s00 Se mantiveram constante e proxima de
zero ao longo do experimento, 0 que ndo caracteriza uma curva de crescimento
microbioldgica. Conclui-se entdo, que a bactéria ndo é capaz de utilizar o
aditivo como fonte de N, P e C simultaneamente.

Para o ADT2, a curva da condicdo em que o Aditivo 2 foi a Unica fonte
desses elementos (curva BHG-NPC + ADT2) ndo apresenta diferenciacao
estatistica da curva de controle de crescimento negativo (curva BHG-NPC).
Logo, a cepa também ndo utilizou esse aditivo como fonte simultanea de
carbono, fésforo e nitrogénio.

Os dados experimentais do cultivo da Shewanella algae ambiental no
meio em que o Aditivo 2 foi testado como fonte de nitrogénio, fésforo e carbono
simultaneamente estdo ilustrados na Figura 37 C. Apdés a comparagao
estatistica dos dados, pelo teste Two-Way- Anova, conclui-se que a curva de
crescimento BHL-NPC + ADT2 e o controle negativo de crescimento (curva
BHL-NPC) ndo apresentam diferenciacdo com um nivel de confianca de 95%.
Logo, o microrganismo nao utilizou esse aditivo como fonte simultanea de

carbono, fésforo e nitrogénio.
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45 Etapa 5 - Analise quimica por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia.

Essa etapa da metodologia objetivou-se confirmar os resultados dos
testes de biodegradacdo. Sendo assim, apenas as amostras que apresentaram
biodegradacdo dos compostos, estimulo no crescimento celular ou com

resultados indefinidos foram submetidos a essa fase da metodologia.

45.1 Andlise dos acidos carboxilicos de cadeia curta — ACCC

Para comparacdo dos cromatogramas, o tempo de retencdo de cada
acido organico foi determinado a partir de uma solucdo padrdo de cada acido
individualmente, nas condi¢cbes cromatograficas descritas por Mesquita et al.
(2013). Em seguida, uma mistura destes acidos foi injetada para verificar a
eficiéncia de sua separacao.

Na Figura 38, é apresentado o cromatograma da mistura dos padrdes de
acidos graxos de cadeia curta (C1 a C5) no comprimento de onda de 210 nm:
(C1) acido formico, (C2) acido aceético, (C3) acido propidnico, (IsoC4) acido
isobutirico, (C4) acido butirico, (IsoC5) acido isovalérico e (C5) acido valérico.
A ordem de eluicdo dos ACCC foi obtida pela analise dos &cidos
separadamente nas mesmas condicdes, esse resultado €é exibido no
APENDICE A.



126

Figura 38- Cromatograma da mistura de todos os padrées dos acidos
carboxilicos de cadeia curta: (C1) acido formico, (C2) acido acético, (C3) acido
propiénico, (IsoC4) &cido isobutirico, (C4) &cido butirico, (IsoC5) &cido
isovalérico e (C5) é&cido valérico. Condi¢bes: coluna de troca ibnica Aminex
HPX-87H (300,0 x 7,8 mm) a 55°C, eluente 0,01 mol/L de acido sulfurico e

comprimento de onda de 210 nm. *6.0 e *6.4: impureza do solvente

Ll
O
=3 ﬁ N 6 W
600 4 ‘. o N Qo X Q
R B = 9 9 3
400 | & & A O
| © G 8 2 -
200 48 1 & & 8 3
- A v =
0 8BS _;\4\,_‘/\./\,/\ - %
; ’-YO 7‘5 ?’9 215 3‘0

Fonte: O autor, 2022.

O tempo de retencdo é o tempo que o composto leva para ser eluido
através da coluna cromatogréfica e este tempo € dependente do numero de
carbonos de cada composto. Assim, verifica-se que o acido formico (C1), &cido
de menor peso molecular é o primeiro a eluir, em seguida o acido acético (C2),
acido propionico (C3), acido isobutirico (IsoC4), acido butirico (C4), acido
isovalérico (IsoC5) e o valérico (C5) (Tabela 15). Os sinais em 6 minutos em

todos os cromatogramas € impureza do solvente e nao interfere na amostra.

Tabela 15- Tempos de retencédo para cada acido carboxilico de cadeia

curta presente na mistura.

Tempo de Retencéo

Padréo
(min)
Acido férmico (C1) 13.8
Acido acético (C2) 15.0
Acido propiénico (C3) 17.8
Acido isobutirico (IsoC4) 20.1
Acido butirico (C4) 22.0
Acido isovalérico
25.5

(IsoC5)
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Acido valérico (C5) 31.4
Fonte: O autor, 2022.

45.2 Andlise dos meios de cultura com ou sem adicdo dos inibidores de
incrustacoes.

A conducéo dos testes de biodegradacao foi realizada em meios de
cultivo contendo fontes de carbono diferentes para a Pseudomonas aeruginosa
e Shewanella algae. Portanto, para facilitar a execu¢do dos experimentos e
analises os resultados serdo apresentados e discutidos em topicos separado

por microrganismos.

4.5.2.1 Pseudomonas aeruginosa

4.5.2.1.1 Analise dos cromatogramas dos meios de cultivo sem aditivo

Todos os componentes presentes no meio de cultura, também foram
analisados por CLAE, separadamente com o objetivo de verificar se algum
componente do meio apresenta tempos de retencdo préximos aos ACCC, que
pudesse prejudicar a sua determinacdo (Figura 39). Neste trabalho, a fonte de
carbono usado para a avaliagdo do crescimento da P. aeruginosa foi a glicose.
Mais especificamente, confirmou-se a biodegradagao nas condicbes mostradas
na Tabela 16.
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Tabela 16- Tabela resumo das condicBes selecionadas para a
confirmacdo dos resultados obtidos nos testes de biodegradacdo com a P.

aeruginosa.

Meio de cultivo Amostra/Aditivo

Bushnell-Haas com Glicose (BHG) 1
Bushnell-Haas com Glicose (BHG) 2
Bushnell-Haas com Glicose sem nitrogénio (BHG-N) 1
Bushnell-Haas com Glicose sem nitrogénio (BHG-N) 2
2

Bushnell-Haas com Glicose sem fosforo (BHG-P)

Fonte: O autor, 2022.
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Figura 39- Cromatogramas de todos os componentes do meio de cultivo:
Bushnell-Hass com glicose (BHG), Bushnell-Hass com glicose sem adicao de
fosforo (BHG-P), Bushnell-Hass com glicose sem adi¢céao de nitrogénio (BHG-N)
e Bushnell-Hass com glicose sem adicdo de fosforo e carbono (BHG-PC).
Condicdes: coluna de troca idnica Aminex HPX-87H (300,0 x 7,8 mm) a 55°C,
eluente 0,01 mol/L de &cido sulfurico e comprimento de onda de 210 nm. 6.2 e
6.8*: impureza do solvente.
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Nos cromatogramas da Figura 39 observa-se alguns sinais no inicio do
cromatograma (até 10 min) que como néo irdo interferir na andlise dos ACCC
foram ignorados. Com excec¢ao da glicose, todos os cromatogramas acima
estdo em 210 nm a glicose apresentou melhor perfil para identificacdo do seu
sinal (tr=5 minutos) em 200 nm. Assim, foi definido o comprimento de 210 nm

para todas as amostras.

4.5.2.1.2 Analise dos cromatogramas dos meios de cultivo com aditivos e

Pseudomonas aeruginosa

Os aditivos, identificados como Aditivo 1 e Aditivo 2, foram adicionados
nos meios de cultivo, anteriormente analisados, e 0s cromatogramas dessas
amostras, antes e depois da adicdo do microrganismo P. aeruginosa, foram
obtidos nas mesmas condi¢cOes estabelecidas para o ACCC.

Na Figura 40 estdo apresentados os cromatogramas da amostra BHG 1
(meio de cultivo e Aditivo 1), a amostra BHG 1M (meio de cultivo com a Aditivo
1 apés degradacdo microbiologica) e amostra BHG 1M + C2 + C4 (meio de
cultivo com a Aditivo 1 apds degradacdo microbiolégica fortificado com acido
acético e acido butirico). As setas nos cromatogramas indicam o tempo de

retencdo proximo ao C2 e C4.
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Figura 40- Cromatograma da amostra BHG 1 (meio de cultivo com
Aditivo 1), BHG 1M (meio de cultivo com Aditivo 1 apds degradacao
microbiolégica) e amostra BHG 1M + C2 + C4 (meio de cultivo com Aditivo 1 e
microrganismo fortificado com &cido acético e acido butirico).M= P. aeruginosa.
Condic¢@es: coluna de troca ibnica Aminex HPX-87H (300,0 x 7,8 mm) a 55°C,
eluente 0,01 mol/L de acido sulfdrico e comprimento de onda de 210 nm. M= P.

aeruginosa. 6.2 e 6.8* impureza do solvente.
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Fonte: O autor, 2022.

Comparando os cromatogramas das amostras do meio de cultura com a
adicao do Aditivo 1, antes e ap0s o cultivo microbiano, observa-se a presenca
dos sinais em 14.4 e 21.9 minutos. Esses sinais, ausente no cromatograma da
amostra sem adicdo do microrganismo, pode ser (C2) e (C4). Para a
confirmagéo, foi adicionado 2 yL do acido acético e acido butirico na amostra
BHG 1M.

Com a adicdo desses acidos a amostra, observa-se um aumento da
area do sinal em 15.1 e 21.9 minutos (BHG 1M + C2 + C4). Este fato, sugere a
formacdo do &cido acético, mas ndo podemos afirmar se houve a producdo

deste acido. Neste caso, podemos ter a formacdo de outro produto eluindo
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juntamente com o C2. Para o acido butirico, o sinal em 21.9 minutos, confirma
a formacéao deste acido.

A mesma andlise foi realizada com o Aditivo 2. A Figura 34, apresenta
os cromatogramas de CLAE das amostras: BHG 2 (meio de cultivo com glicose
mais o Aditivo 2) e a amostra BHG 2M (meio de cultivo com glicose mais o

Aditivo 2 ap6s degradacéo microbiana).

Figura 41- Cromatograma da amostra BHG 2 (meio de cultivo com
Aditivo 2), BHG 2M (meio de cultivo com Aditivo 2 apdés degradacao
microbiologica). Condi¢des: coluna de troca ibnica Aminex HPX-87H (300,0 x
7,8 mm) a 55°C, eluente 0,01 mol/L de acido sulfurico e comprimento de onda

de 210 nm. M= P. aeruginosa. 6.2 e 6.8* impureza do solvente.
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Fonte: O autor, 2022.

O cromatograma apos a degradacdo microbiana ndo apresenta sinais
com tempo de retengcdo proximos aos ACCC, indicando a ndo existéncias
destes acidos na amostra ap0s degradac&do microbiana.

Na Figura 42 é mostrado o cromatograma da amostra BHG-N 1 (meio de
cultivo sem nitrogénio com o Aditivo 1) e amostra BHG-N 1M (meio de cultivo
sem nitrogénio com Aditivo 1 e microrganismo). Para a amostra BHG-N 1M,

podemos afirmar que ndo houve formagdo de &cidos carboxilicos pois
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observamos no cromatograma a auséncia de sinais que indiqguem a formacéo
destes acidos.

Figura 42- Cromatograma da amostra BHG-N 1 (meio de cultivo sem
nitrogénio com Aditivo 1) e amostra BHG-N 1M (meio de cultivo sem nitrogénio
com Aditivo 1 e microrganismo). Condicdes: coluna de troca ibnica Aminex
HPX-87H (300,0 x 7,8 mm) a 55°C, eluente 0,01 mol/L de &cido sulfarico e
comprimento de onda de 210 nm. M= P. aeruginosa. 5.9, 6.2 e 6.8* impureza
do solvente.
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Fonte: O autor, 2022.

Na Figura 43 é apresentado o cromatograma da amostra BHG-N 2 (meio
de cultivo sem nitrogénio com o Aditivo 2) e amostra BHG-N 2M (meio de

cultivo sem nitrogénio com Aditivo 2 e microrganismo).
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Figura 43- Cromatograma da amostra BHG-N 2 (meio de cultivo sem
nitrogénio com Aditivo 2) e amostra BHG-N 2M (meio de cultivo sem nitrogénio
com Aditivo 2 e microrganismo) Condi¢gdes: coluna de troca ibnica Aminex
HPX-87H (300,0 x 7,8 mm) a 55°C, eluente 0,01 mol/L de acido sulftrico e
comprimento de onda de 210 nm. M= P. aeruginosa. 6 e 6.8* impureza do

solvente
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Fonte: O autor, 2022.

Observa-se no cromatograma da amostra BHG-N 2M, os mesmos sinais
no cromatograma da amostra antes do cultivo microbiano (BHG-N 2). Para
essa amostra, também podemos propor que ndo houve formagédo de acidos
carboxilicos como produtos de degradacao.

Na Figura 44, é apresentado o cromatograma da amostra BHG-P 2
(meio de cultivo sem fosforo com o Aditivo 2), amostra BHG-P 2M (meio de
cultivo sem fosforo com Aditivo 2 e microrganismo) e amostra BHG-P 2M +
C2+C4 (meio de cultivo sem fosforo com Aditivo 2 fortificada com &cido acético

e acido butirico).
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Figura 44- Cromatograma da amostra BHG-P 2 (meio de cultivo sem
fésforo com Aditivo 2), amostra BHG-P 2M (meio de cultivo sem fésforo com
Aditivo 2 e microrganismo) e amostra BHG-P 2M + C2+C4 (meio de cultivo sem
fésforo com Aditivo 2 fortificada com acido acético e acido butirico). Condigdes:
coluna de troca ibnica Aminex HPX-87H (300,0 x 7,8 mm) a 55°C, eluente 0,01
mol/L de acido sulfarico e comprimento de onda de 210 nm. M= P. aeruginosa.
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Fonte: O autor, 2022.

O perfil cromatografico qualitativo, através da comparacdo com padrées,
sugeriu a presenca de acido acético (C2) e &cido butirico (C4) na amostra
BHG-P 2M. Nesta amostra, verifica-se o tempo de retencdo em 15.0 minutos,
indicando a formacé&o do acido acético. Com a adicdo de C2 a amostra BHG-P
2M, observa-se o aumento da area no mesmo sinal em 15.0 minutos, desta
forma, pode-se afirmar que o &cido acético € um produto de degradacao desta
amostra.

Com a adicdo de C4 a amostra BHG-P 2M, observa-se 0 aumento da
area no sinal em 21.8 minutos, pode-se sugerir que ha formacéo deste acido e

provavelmente um outro produto coeluindo junto a este sinal.
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4.5.2.2 Shewanella algae

4.5.2.2.1 Analise dos cromatogramas dos meios de cultivo sem aditivo.

Assim como nos topicos para a P. aeruginosa 0s componentes
presentes no meio de cultura, foram analisados por CLAE, separadamente com
0 objetivo de verificar se algum componente do meio apresenta tempos de
retencdo proximos aos ACCC, que pudesse prejudicar a sua determinagao.

A fonte de carbono usado para a avaliagcdo do crescimento da S. algae
foi o lactato e as condi¢cdes selecionas para confirmacdo dos resultados de

biodegradacdo com essa cepa € exibida na Tabela 17.

Tabela 17- Tabela resumo das condicBes selecionadas para a
confirmacdo dos resultados obtidos nos testes de biodegradacdo com a S.

algae.

Meio de cultivo Amostra

Bushnell-Haas com Lactato (BHL) 2
Bushnell-Haas com Lactato sem nitrogénio (BHL-N) 2
Bushnell-Haas com Lactato sem fosforo (BHL-P) 2
Bushnell-Haas com Lactato sem nitrogénio e carbono (BHL-NC) 2

Fonte: O autor, 2022.

Na Figura 45 é apresentando 0s cromatogramas destes meios com
adicao de lactato. Observa-se que o sinal em 12 minutos, sinal atribuido ao
lactato € ausente apenas no cromatograma da amostra BHL-NC. Como a fonte
de carbono é do lactato e nesta amostra ndo tem a adicdo deste composto, ja
era esperado a auséncia deste sinal nesta amostra.

Esse sinal também néo interfere na analise dos ACCC, pois o tempo de
retencdo do primeiro acido carboxilico, o acido férmico, ocorre a partir dos 13
minutos.

Nestes meios, apenas o0 Aditivo 2 foi adicionado nos meios de cultivo,

anteriormente analisados, e 0s cromatogramas dessas amostras, antes e
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depois da adicdo do microrganismo, foram obtidos nas mesmas condi¢cdes
estabelecidas para o ACCC.

Figura 45- Cromatogramas de todos os componentes do meio de cultivo
com lactato: Bushnell-Hass com lactato (BHL), Bushnell-Hass com lactato sem
adicao de fosforo (BHL-P), Bushnell-Hass com lactato sem adi¢éo de nitrogénio
(BHL-N) e Bushnell-Hass com lactato sem adicdo de nitrogénio e carbono
(BHL-NC). Condicdes: coluna de troca idnica Aminex HPX-87H (300,0 x
7,8mm) a 55°C, eluente 0,01 mol/L de acido sulfurico e comprimento de onda

de 210 nm. 6.4*impureza do solvente.
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4.5.2.2.2 Analise dos cromatogramas dos meios de cultivo com aditivos e

Shewanella algae

Na Figura 46, estdo apresentados os cromatogramas da amostra BHL 2
(meio de cultivo e Aditivo 2), a amostra BHL 2M (meio de cultivo com o Aditivo
2 apos degradacao microbiologica) e amostra BHG 2M + IsoC4 (meio de cultivo
com o Aditivo 2 apds degradacdo microbiologica fortificado com acido
isobutirico). As setas nos cromatogramas indicam o tempo de retengéo proximo

a esse acido.

Figura 46- Cromatograma da amostra BHL 2 (meio de cultivo com
Aditivo 2), BHL 2M (meio de cultivo com Aditivo 2 apds degradacao
microbiolégica) e amostra BHL 2M +IsoC4 (meio de cultivo com Aditivo 2 e
fortificado com &cido Isobutirico). Condi¢des: coluna de troca ibnica Aminex
HPX-87H (300,0 x 7,8 mm) a 55°C, eluente: 0,01 mol/L de &cido sulftrico e
comprimento de onda de 210 nm. M= S. algae. 5.3 e 6.2* impureza do

solvente.
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Comparando os cromatogramas da Figura 46, observa-se a presenca do
sinal em 19.6 minutos no cromatograma da amostra apos o cultivo microbiano
(BHL 2M). Esse sinal, ausente no cromatograma da amostra sem o
microrganismo, sugere a formagéo do 1soC4 como um produto de degradacéao.
Para a confirmacdo desse sinal, foi adicionado 2 pL deste acido na amostra
BHL 2M.

Com a adicdo do &cido isobutirico, verifica-se um aumento da &rea do
sinal em 20.2 minutos, indicando uma co-eluicdo do 1IsoC4 neste componente
da amostra. Este fato sugere a formacdo do &cido, porém, ndo podemos
afirmar se houve a producéo desta substancia.

Na Figura 47 estdo apresentados os cromatogramas das amostras BHL-
P 2 (meio de cultivo sem a adicao de fésforo e Aditivo 2), a amostra BHL-P 2M
(meio de cultivo sem adicdo de fésforo com o Aditivo 2 apds degradacéo
microbiolégica) e amostra BHG-P 2M + C3 + IsoC4 (meio de cultivo sem a
adicao de fésforo com o Aditivo 2 apds degradacao microbiologica e fortificado
com acido propidnico (C3) e isobutirico (IsoC4). As setas nos cromatogramas

indicam o tempo de retengdo proximo a esses 4cidos.
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Figura 47- Cromatograma da amostra BHL-P 2 (meio de cultivo sem
fésforo com Aditivo 2), BHL-P 2M (meio de cultivo sem fosforo com Aditivo 2
apos degradacdo microbiologica) e amostra BHL-P 2M + C3 + I1soC4 (meio de
cultivo sem fésforo com Aditivo 2, microrganismo e fortificado com &cido
propidnico e Isobutirico) Condicdes: coluna de troca ibnica Aminex HPX-87H
(300,0 x 7,8 mm) a 55°C, eluente: 0,01 mol/L de acido sulfarico e comprimento

de onda de 210 nm. M= S. algae. 5.3 e 6.1* impureza do solvente.
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Verifica-se nos cromatogramas da Figura 47 a presencga de dois sinais
em 17.2 e 19.6 minutos na amostra apds o cultivo microbiano. Esses sinais
sugerem a formacédo do acido propidnico e acido isobutirico como produtos de
degradacdo. Para a confirmacédo, foi adicionado 2 uL de cada acido nesta
amostra.

Apés a adicdo desses &cidos, observamos o aumento da &rea dos sinais
em 17.9 minutos e 20.2 minutos. Com isso, podemos sugerir a formacao deles,

porém ndo podemos afirmar se houve a producédo destes acidos
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Na Figura 48 estdo apresentados os cromatogramas das amostras BHL-
N 2, (meio de cultivo sem a adi¢cdo de nitrogénio e Aditivo 2) e a amostra BHL-
N 2M (meio de cultivo sem adicdo de nitrogénio com o Aditivo 2 apds
degradagdo microbioldgica).

Como néo foi observado mudanca no cromatograma desta amostra apés
cultivo microbiano (BHL-N 2M), podemos afirmar que ndo houve produtos de

degradacao.

Figura 48- Cromatograma da amostra BHL-N 2 (meio de cultivo sem
nitrogénio com Aditivo 2) e BHL-N 2M (meio de cultivo sem nitrogénio com
Aditivo 2 apos degradacao microbiologica). Condicdes: coluna de troca ibnica
Aminex HPX-87H (300,0 x 7,8 mm) a 55°C, eluente: 0,01 mol/L de &cido
sulfarico e comprimento de onda de 210 nm. M= S. algae. 6.2 e 6.8* impureza

do solvente.
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Fonte: O autor, 2022.

Na Figura 49 estdo apresentados os cromatogramas das amostras BHL-
NC 2, (meio de cultivo sem a adi¢cao de nitrogénio e carbono mais o Aditivo 2),
a amostra BHL-NC 2M (meio de cultivo sem adi¢cdo de nitrogénio e carbono
com o Aditivo 2 apds degradacdo microbiolégica) e BHL-NC 2M + C1 (meio de
cultivo sem adicdo de nitrogénio e carbono com o Aditivo 2 ap6s degradacéo

microbiologica e acido férmico).
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Figura 49- Cromatograma da amostra BHL-NC 2 (meio de cultivo sem
nitrogénio e carbono com Aditivo 2), BHL-NC 2M (meio de cultivo sem
nitrogénio e carbono com Aditivo 2 apés degradacao microbiolégica) e BHL-NC
2M + C1 (meio de cultivo sem nitrogénio e carbono com Aditivo 2 apos
degradacdo microbiologica e acido férmico). Condicdes: coluna de troca ibnica
Aminex HPX-87H (300,0 x 7,8mm) a 55°C, eluente 0,01 mol/L de &cido
sulfarico e comprimento de onda de 210nm. M= S. algae. 6.1* impureza do

solvente.
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Comparando os cromatogramas da Figura 49, o BHL-NC 2 e BHL-NC
2M, observa-se a presenca do sinal em 14 minutos no cromatograma da
amostra apos o cultivo microbiano. Esse sinal, ausente no cromatograma da
amostra sem o microrganismo, sugere fortemente a formacao do acido formico

como produto de degradacéo.
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5 CONCLUSOES

Quanto ao teste de contaminacdo microbiolégica das amostras apenas o
Aditivo 3 apresentou resultado positivo, indicando a presenca de uma levedura

como contaminante.

Para o teste envolvendo as culturas de Bactérias Redutoras de Sulfato

temos as seguintes conclusdes:

- Os Aditivos 1 e 3 permitiram o crescimento das culturas mista e

pura de BRS em todas as condi¢des testadas.

- O Aditivo 2 promoveu o crescimento em todas as condicfes
experimentais que envolveu a cultura pura de BRS. No entanto, ndo se
apresentou toxico para a cultura mista de BRS e permitiu o crescimento dessa
cultura no meio Postgate C com lactato e com o aditivo. Nas demais condigdes
o ADT2 nao promoveu O crescimento microbiolégico para a cultura mista

mostrando que néo foi utilizado como fonte de nutriente.

- O Aditivo 4 ndo se mostrou toxico para ambas as culturas de BRS
estudas. Todavia, ndo foi capaz de servir como fonte de nutriente para as

culturas mista e pura.

Os resultados dos experimentos realizados com a Pseudomonas
aeruginosa ambiental e Shewanella algae ambiental para a avaliacdo da
estabilidade quimica das amostras de aditivos utilizados na producdo do

petréleo, levaram as seguintes conclusoes:

- Tanto a Pseudomonas aeruginosa quanto a Shewanella algae

apresentaram crescimento no meio de Cultura Caldo Nutriente.

- O meio de -cultura Bushnell-Haas com lactato promoveu

crescimento da Pseudomonas aeruginosa ambiental tdo eficiente quanto o
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meio Caldo Nutriente. O meio BHL foi o Unico meio mineral que promoveu o
crescimento da Shewanella algae ambiental e foi 0 mais adequado para a

conducado dos experimentos com essa cepa.

- O meio de Cultura Bushnell-Haas com glicose foi 0 meio em que
se mostrou mais adequado para a conducdo dos experimentos e analise dos
resultados com a Pseudomonas aeruginosa ambiental. Porém esse meio

mineral ndo promoveu o crescimento da Shewanella algae.

- Amostras de etilenoglicol (+ aminoetanol) e blend de polimeros
foram utilizadas como fontes nutricionais por bactérias do género
Pseudomonas, provavelmente, em condi¢bes de diauxia, onde o esgotamento
da fonte primaria de elementos nutricionais fez com que as mesmas servissem

como fonte secundaria disponivel.

- Os testes de biodegradacdo mostraram que o Aditivo 1
(aminoetanol e etilenoglicol) na concentracéo de 100 mg/L e o Aditivo 2 (blend
de polimeros) na concentracdo de 150 mg/L influencia no crescimento celular

da Pseudomonas aeruginosa ambiental.

- Todas as concentracdes de Aditivo 1 analisadas, inibiram o
crescimento da Shewanella algae nos meios de Cultivo BHL, BHG, BH e

Solucao Salina.

- A concentragdo de 150 mg/L de Aditivo 2 influenciou no
crescimento da Shewanella algae nos meios de Cultivo Bushnell-Haas com

lactato.

- Todas as concentragdes de Aditivo 3 e 4 analisadas, inibiram o
crescimento da Pseudomonas aeruginosa e Shewanella algae nos meios de
Cultivo BHL, BHG, BH e solucao salina.

- Um resumo global dos resultados obtidos indica, em termos de

biodegradacdo: A Pseudomonas aeruginosa ambiental ndo utiliza o
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etilenoglicol e aminoetanol como fonte de carbono, fésforo ou nitrogénio e usa
a amostra de blend de polimeros como fonte de P. No entanto, a Shewanella

algae usa a mistura de polimeros como fonte de P e NC.

Foram estabelecidos todos os tempos de separacdo cromatografica dos

acidos carboxilicos de C1 a C5, potenciais substratos para BRS.

A andlise cromatogréfica dos Aditivos 1 (etilenoglicol + aminoetanol) e 2
(blend de polimeros), ap6s biodegradacdo pelos microrganismos sugeriu que
alguns produtos de degradacéo séo acidos carboxilicos de C1 a C5, mostrando
gue estes aditivos podem contribuir para o crescimento de BRS, apos
aplicacé@o, em varias condig¢es. Isso foi confirmado, adicionando-se os padrdes
nas amostras, corroborando essas conclusdes pela observacdo do aumento

dos sinais cromatograficos.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Ampliar o estudo de biodegradacédo para outros aditivos como 0s
inibidores de corrosdo, antiespumantes, surfactantes, dentre outros. Além de
utilizar outros microrganismos presentes no ambiente de producao de petroleo.
O emprego de consorcios de microrganismos no estudo da biodegradacédo dos

aditivos também seria pertinente.

- Utilizar as técnicas metagendmicas para estudar a influéncia da adicao
dos inibidores de incrustacdes sobre comunidades ambientais e assim, poder

compreender a toxicidade das substancias perante os microrganismos.

- Estudar o efeito da adicdo dos aditivos na producdo de H2S com

diferentes tipos de culturas (mistas e puras) de bactérias redutoras de sulfato.
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APENDICE A - CROMATOGRAMA DOS PADROES DE ACCC

Figura 50- Cromatograma dos padrées de ACCC analisados
isoladamente por CLAE: Condigfes: coluna de troca idbnica Aminex HPX-87H
(300,0 x 7,8 mm) a 5°C, eluente 0,01 mol/L de acido sulfarico e comprimento
de onda de 210 nm. 5.9 e 6.4*: impureza do solvente.
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ANEXO A — Metodologia preparo meios de cultivo

Meios de Cultivos

Procedimento para preparo do meio de cultivo Bushnell-Haas e

suas variacoes

A composicdo do meio Bushnell-Haas para o volume total de 1,0 L esta
na Tabela 15. Todos os componentes foram pesados, misturados em um
Erlenmeyer e colocados sob agitacdo para a dissolucdo dos componentes. A
salinidade foi ajustada para 3,5%, de acordo com a salinidade original dos
cultivos bacterianos e o pH ajustado para 6,8. Por fim, a mistura foi esterilizada

em autoclave durante 15 minutos, a 121°C (1,1 atm).

Tabela 18 - Composicao do Caldo de Bushnell-Haas

Composicéo Concentracéo (g/L)
CaCl, 0,02

MgS0O4.7H.0 0,20

KH2PO4 1,00

K2HPO4 1,00

NH4.NOs 1,00

FeCls;.6H.0 0,05

Glicose ou Lactato” 10,00

*Fontes de carbono
Fonte: Adaptado de BUSHNELL; HAAS, 1940.

Procedimento para preparo do meio de cultivo Caldo Nutriente

A composi¢do do meio Caldo Nutriente e as quantidades necessarias
para o volume total de 1,0 L esta listada na Erro! Fonte de referéncia néo
encontrada.16. Todos os componentes foram pesados, misturados em um
Erlenmeyer e colocados sob agitacdo para a dissolucdo dos componentes. A
salinidade foi ajustada para 3,5%, de acordo com a salinidade original dos
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cultivos bacterianos e o pH ajustado para 6,8. Por fim, a mistura foi esterilizada

em autoclave durante 15 minutos, a 121°C (1,1 atm).

Tabela 19- Composi¢ao meio Caldo Nutriente

Composigao Concentracéao (g/L)
Extrato de Carne 3,00 ¢
Peptona 5,009

Procedimento para preparo do meio de cultivo Postgate C

Para os testes de utilizacdo direta dos aditivos por bactérias redutoras
de sulfato (Testes preliminares de biodegradacado com BRS) foi utilizado o meio
Postgate C (POSTGATE, 1984).

A composicao do meio e as quantidades necessarias para o volume total
de 1,0 L estéo listadas na Tabela 17. Todos os componentes foram pesados,
misturados em um becher e colocados sob agitacdo e aquecimento para a
dissolugdo dos componentes. Realizou-se a purga do oxigénio com nitrogénio
gasoso (N2). O pH ajustado para 7,6. Por fim, a mistura foi fracionada em
frascos com volume de solucdo de 9 mL e esterilizada em autoclave durante 15
minutos, & 121°C (1,1 atm). Todas as variagcbes do meio Postgate C utilizadas
no estudo foram preparadas de acordo com essa metodologia.

Tabela 20- - Composicédo do meio de cultura Postgate C.

Composicéo Concentracéo (g/L)
KH2PO4 0,59

NH4CI 109

Na,SOs 459

CaCl2.2H20 0,040¢g

MgCl,.6H,0 0,06 g

Lactato de sddio (50%p/v) 9,4 mL

Extrato de levedura 109

Citrato de s6dio.7H,0 0,39




Fonte: Adaptado de POSTAGATE, 1984.

FeS0,.7H.0O 0,04 ¢
Agar-Agar 199
Resazurina (0,025% m/v) 4,0 mL
NaCl 35¢

Agua do mar sintética
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A agua do mar sintética foi utilizada como solucédo salina adequada para

o desenvolvimento de bactérias redutoras de sulfato (BRS). A agua do mar

sintética foi preparada segundo procedimento padréo adotado pela Petrobras.

A metodologia envolve o preparo separado de 5 solugbes com

composicdo descrita na Tabela 18. Em seguida, misturou-se todas elas e

avolumou-se para 10 litros. Agitou-se por 20 horas e filtrou-se a 0,45um.

Tabela 21- Composicdo das solucdes para preparo da agua do mar

sintética.

SOLUCAO 1

NaF 0,03g
SrCl2.6H20 0,20g
H3BO3 0,30g
KBr 19
KCI 79
Agua bidestilada 1L
SOLUCAO 2

CaClz 11,139
Agua bidestilada 2L
SOLUCAO 3

NazSOq 40g
Agua bidestilada 2L
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SOLUCAO 4

MgCl2.6H20 107,80g
Agua bidestilada 1L
SOLUCAO 5

NacCl 235,09
Agua bidestilada 2L
SOLUCAO 6

NaSiO3.9H20 0,20g
Na2EDTA 0,019
NaHCOs 2,009
Agua bidestilada 1L




