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5. Resultados e discussodes

No presente trabalho foram realizados dois estudos com a finalidade de simular as
condicBes de formacao de biofilme nos tanques de estocagem de petroleo (teste estatico)
e 0 outro com a finalidade de simular as condi¢bes de um sistema de escoamento de
petréleo (teste dinamico). Em ambos os estudos foi realizada uma avaliacdo da cinética
de formacdo dos biofilmes. Avaliou-se também a acdo do biocida THPS sobre o
biofilme formado e a influéncia deste agente quimico no processo de formacdo do
biofilme.

5.1. Ensaio Estético

Para o0 ensaio estatico a quantificacdo de bactérias plancténicas s6 foi realizada no
inicio do ensaio, onde o resultado foi idéntico ao do sistema dinamico, pois o fluido
utilizado apresentava as mesmas condigdes e a quantificacdo no final do ensaio nao foi
realizada, pois as condi¢bes microbioldgicas em cada frasco sdo provavelmente

diferentes, e assim ndo poderia fornecer um dado utilizavel.
5.1.1. Ensaio 1 — Avaliagdo da cinética de formagéo do biofilme

A tabela 9 apresenta os resultados da quantificacdo dos grupos microbianos

avaliados no fluido oleoso.

Tabela 9 — Crescimento de bactérias plancténicas

Tempo de processo

(horas) BANHT BRS

24 6,90E+04nmp/mL | 6,90E+03nmp/mL

Foi observado na tabela 10 que ndo ocorreu o crescimento de BPF, BFHT e BRS

no sistema, apenas as BANHT apresentaram células cultivaveis.
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Tabela 10 — Monitoramento dos microrganismos

Tempo do
experimento BANHT BRS BPF BFHT
(hs)

24| 2,25E+02nmo/cm? ND ND ND

96| 1,00E+00nmp/cm? ND ND ND
168| 1,05E+01lnmp/cm? ND ND ND
264|  1,29E+02nmp/cm® ND ND ND
360| 3,60E+02nmp/cm? ND ND ND

ND - ndo detectado

Na figura 32 pode-se analisar o comportamento do crescimento de BANHT ao
longo do ensaio com uma queda acentuada no ponto de 96 horas e posteriormente um
crescimento da populacdo séssil. Esta queda pode estar relacionada com a inoculagéo e
com as condi¢cdes do frasco, pois cada tempo apresentava um frasco diferente.
Comparando as analises de microscopia, contagem bacteriana e contagem de pites
podemos observar que ocorreu uma gqueda no ponto de 96 horas e que a formacdo de um

biofilme maduro sé ocorreu com 360 horas de ensaio.

Cinética de formacao de biofilme em condi¢bes estéaticas
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Figura 32 - Crescimento microbioldgico na cinética de formacéo do biofilme.

Através da técnica de microscopia eletrnica de varredura e utilizando o protocolo
2 foi possivel avaliar a formacédo do biofilme no ensaio estatico.

Apdbs 24 horas de incubacdo observamos (Figura 33 A e 34 A) que nao ha
presenca de material polimérico e sim uma superficie irregular com presenca de produto

de corrosdo. O mesmo ocorre para 96 e 168 horas, onde pode ser visualizado (Figura 33
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B e 34 B e Figura 33 C e 34 C) que quase toda a area da superficie do cupom esté
coberta de produto de corrosdo. A partir de 264 horas (Figura 33 D e 34 D) é possivel
observar a formacdo de material polimérico, sem a presenca de bactérias. Apos 360
horas (Figura 33 e 34 E) € observada a presenca de um biofilme. Analise de EDS
(Figura 35, regido marcada na figura 33 e 34) destes cupons mostrou a presenca de

compostos inorganicos como calcio, magnesio, ferro e outros.
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Figura 34 — Cinética de form
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Figura 35 - EDS realizado no cupom 360 horas.

Os compostos inorganicos presentes no biofilme variam de acordo com a
composi¢do quimica do fluido em que eles se encontram e, provavelmente, afetam sua
estrutura fisica e bioldgica. Elementos como célcio, 0 magnésio e o ferro interferem
diretamente nas ligacdes entre as SPE do biofilme. SPE promovem processos de adeséo
e sdo responsaveis pela integridade estrutural do biofilme (Characklis, 1981; Applegate
e Bryers, 1991).

A tabela 11 apresenta os resultados das contagens dos pites formados nos cupons
expostos ao fluido oleoso onde a area total medida foi toda a area do cupom.

Os pites identificados sdo, na verdade, micropites com baixa densidade. A
densidade de pites foi inferior ao menor indice estabelecido na norma ASTM G-01,
referéncia de avaliacdo. A figura 36 apresenta uma imagem representativa da avaliagcdo
de pites.

Tabela 11 — Densidade de pites nos cupons em condi¢des estaticas

Densidade dos pites na cinética

Tempo do processo (hs) de formagdo do biofilme

24 9,00E+05
96 1,00E+06
168 1,90E+06
264 2,20E+06

360 2,40E+06
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Figura 36 — Imagem representativa da contagem de pites

Na analise da figura 37 observamos que ndo houve diferenca significativa no
numero de pites encontrados, em relacao a cinética de formacao do biofilme.

N&o é observada alteracdo significativa no numero de pites formados ao longo do
experimento. Este fato nos leva a concluir que a contribui¢do das BANHT na formacéo

de pites néo é expressiva.

Cinética de formacé&o de biofilme em condi¢fes estaticas
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Figura 37 — Densidade de pites na cinética de formacéo do biofilme
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5.1.2. Ensaio 2 - Influéncia da adi¢cdo de THPS na formacéo de biofilme

Na tabela 12 estdo representados os resultados encontrados no monitoramento de
BANHT apo6s a adigdo do biocida.

Tabela 12 — Monitoramento da BANHT

Tempo do experimento Influéncia da adigdo de
P b THPS na formacéo de BRS BPF BFHT
(horas) e
biofilme
24 4,50E+03 ND ND ND
96 1,05E+01 ND ND ND
168 1,00E+00 ND ND ND
264 9,00E+00 ND ND ND
360 6,90E+02 ND ND ND

A figura 38 mostra que para a concentracdo do biocida de 30ppm, usada no
ensaio, a populacdo bacteriana vai decaindo até 168 horas quando atinge valor muito
baixo, se observa que a partir de 168 horas o crescimento da populacdo bacteriana volta
a ocorrer voltando a niveis similares aquele encontrado apds 24 horas.

Este fato nos leva a concluir que nas condi¢es do ensaio, a concentracdo de
30ppm so6 foi efetiva nas primeiras horas. Apds o periodo de 168 horas observou-se um
aumento de concentracdo de células sésseis até o final do monitoramento.

Os biocidas tendem a eliminar apenas uma fracdo das bactérias presentes nos
biofilmes e as que sobrevivem crescem rapidamente para reconstruir um biofilme ativo.
Isso confirma a necessidade de se fazer uma dosagem freqlente dos biocidas a fim de
manter as populagdes bacterianas sesseis em um nivel baixo. A utilizagéo rotineira de
“pigs” raspadores, antes e apds as dosagens com o0s produtos quimicos, também deve
ser adotada para aumentar a eficiéncia do tratamento (Al-Hashem e colaboradores,
1999).
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Influéncia da adicdo de THPS na formacéo do biofilme (BANHT)
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Figura 38 — Crescimento microbiolégico avaliado na influencia da adicdo de THPS na formacédo
do biofilme em condicdes estéticas.

Trabalhos realizados em laboratorio tém demonstrado que microrganismos em
biofilmes (forma séssil) estdo protegidos dos efeitos letais dos biocidas (Foley e Gilbert,
1996). O grau de resisténcia dos biofilmes a uma ampla variedade de agentes
antimicrobianos estd claramente associado com elementos de matriz extracelular
(Costerton e colaboradores, 1999). Existem na literatura trabalhos sugerindo que SPE
poderiam fisicamente dificultar a difusdo e o acesso de agentes antimicrobianos as
células do interior do biofilme (Suci e colaboradores, 1994).

Anélise da superficie dos cupons mostrou que apds 24 horas de incubacédo (Figura
39 A e 40 A) havia muito produto de corrosdo e pouco material polimérico, ndo
havendo presenca de bactérias. Apos 96 horas (Figura 39 B e 40 B) observou-se tanto
pouca quantidade de material polimérico, como poucas bactérias e muito produto de
corrosdo como sulfeto de ferro proximo e aderido ao SPE e as bactérias. Apds 168 horas
(Figura 39 C e 40 C) tanto as bactérias, como o material polimérico sdo muito reduzidos
e 0s produtos de corrosdo aumentam, pois este ponto representa 0 tempo de maior
eficiéncia do biocida. Apo6s 264 horas (Figura 39 D e 40 D) encontramos tanto bactérias
como produto de corrosdo (sulfeto de ferro) e a presenca de uma estrutura que se
assemelha a um tubérculo. Apds 360 horas (Figura 39 E e 40 E) ndo foi detectada a

presenca de bactérias, somente produto de corroséo.
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Figura 39 — Cinética ap0ds a adi¢cdo de THPS na Figura 40 — Cinética ap6s a adicdo de THPS na
formacé&o do biofilme em condi¢8es estaticas. formacéo do biofilme em condig8es estaticas.
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De modo a compreender melhor a cinética de formacao do biofilme foi realizada

analise por EDS (Figura 41) para 360 horas (Figura 39 e 40 E). Esta demonstra a

presenca de ferro e sulfeto que juntos formam o composto sulfeto de ferro confirmando

assim a presenca destes compostos na analise.
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Figura 41 — Andlise de EDS para avaliacdo da adicdo de THPS na formacéo do biofilme

em condicgdes estéaticas.

O produto de corrosdo, sulfeto de ferro, foi encontrado ao longo deste ensaio

associado a pequena quantidade de biofilme e envolvendo a superficie bacteriana. Foi

estudada por Videla, 2000 a presenca destes compostos em biofilmes formados por

BRS.

Tabela 13 — Densidade de pites

Tempo do processo (hs)

Densidade de pites com influencia
da adicdo de THPS na formacéao

de biofilme
24 2,90E+06
96 1,80E+05
168 9,00E+04
264 2,30E+05
360 4,10E+05
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Figura 42 —

A densidade de pites (Figura 42) apresenta o0 mesmo perfil do crescimento

bacteriano (Figura 38), mostrando a influencia da formacéo de bactérias na corrosdo do
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Figura 43 — Densidade de pites na avaliacdo da adicdo de THPS na formacéo do

biofilme.
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5.1.3. Ensaio 3 — Influéncia da adicdo de THPS sobre o biofilme formado

Tabela 14 — Monitoramento de BANHT

Tempo do Influéncia da adigdo de
experimento THPS sobre o biofilme BRS BPF BFHT
(horas) formado

24 6,90E+01 ND ND ND

96 4,20E+01 ND ND ND
168 1,00E+00 ND ND ND
264 1,29E+02 ND ND ND
360 1,29E+02 ND ND ND

Neste ensaio observou-se 0 mesmo perfil de comportamento do ensaio 2. Convém

ressaltar que antes da adi¢do do biocida, o material estava exposto ao fluido oleoso por

360 horas sendo este, portanto, o tempo de formacdo do biofilme. Apés a adicdo do

biocida observou-se uma drastica diminuicdo do ndmero de células viaveis até 168

horas. Apds este periodo sem a adicdo de nutrientes ao meio, a concentracdo celular

aumenta atingindo ao final do monitoramento valores mais altos que no inicio (Figura

44). Estes dados corroboram os resultados obtidos no ensaio 2.

Em muitos sistemas industriais, € importante que os biocidas possam promover

uma morte rapida da populacdo bacteriana, caso contrario, o tempo de contato e a taxa

de renovacao podem ser tais que, se um biocida ndo demonstrar rapida eficiéncia, sua

concentracao caira para niveis ndo efetivos (Al-Hashen, 1999).

Influéncia da adicdo de THPS sobre o biofilme formado (BANHT)
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Imagem 44 — Crescimento microbioldgico avaliado na influencia da adicdo de THPS sobre o

biofilme formado em condi¢Ges estaticas.
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Através das andlises realizadas no MEV foi possivel observar a presenca de
bactérias em pequena quantidade e pouco material extracelular. Quando comparamos as
imagens da avaliacdo do THPS na formacdo do biofilme com a imagem do biofilme ja
formado observamos que o cupom apresenta uma superficie diferente, mas em ambos 0s
cupons foram encontradas bactérias nos tempos de 96 horas e 264 horas, figura 45 e 46
B e D, respectivamente.

A reducdo do biofilme formado na superficie do cupom ¢€ relacionada a adi¢éo de
biocida ao sistema. Isto é corroborado com a contagem microbioldgica onde apds 168
horas ocorre uma queda acentuada na populacéo bacteriana.

A analise por MEV mostra que a evolugdo do biofilme segue o padrdo definido
pela contagem microbiana. Apds 24 horas ha pouco produto de corrosdo (Figura 45 A e
46 A) e auséncia de biofilme, visualizado. Apds 96 horas se observa um inicio de
formagéo de biofilme (Figura 45 B e 46 B) pela presenca de pouco material extracelular
e bactérias isoladas. Apds 168 horas existe apenas a presenca de produto de corrosao
(Figura 45 C e 46 C) o que é evidente com a acdo do biocida. Para os demais tempos de
ensaio 264 e 360 horas (Figuras 45 D e 46 D e 45 E e 46 E, respectivamente) se detecta

a presenca de material extracelular e bactérias, embora em pouca quantidade.
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Figura 46 — Imagens da avalia¢do da adicao de

THPS sobre o biofilme formado em condicdes THPS sobre o biofilme formado em condi¢des

estaticas.

estaticas.
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E detectada através de anélise por EDS (Figura 47), a presenca de oxigénio e ferro
indicando possivelmente a formacao de o6xido de ferro como produto de corrosdo. Esta
formacdo é um indicativo apenas da presenca de oxigénio no sistema ndo sendo

necessariamente relacionada com o metabolismo microbiano.
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Figura 47 — Analise de EDS no cupom de 360 horas.

Tabela 15 — Densidade de pites

Tempo do Influencia da adicao de THPS
experimento (hs) sobre o biofilme formado
24 1,20E+06
96 7,70E+05
168 6,80E+05
264 8,10E+05
360 1,20E+06

(3459.74 pEe

=

&

Figura 48 — Iagem repreentativa da contagem de pites
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N&o € observada alteracao significativa no nimero de pites formados ao longo do
experimento (Figura 49). Este fato nos leva a observar que a contribui¢cdo das BANHT
na formacdo de pites ndo é expressiva tendo em vista que, apos 168 horas houve uma

queda do numero de células viaveis (Figura 44) n&o refletindo reducdo do numero de

pites.
Influéncia da adic&o do THPS no biofilme formado em
condicdes estéaticas
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Figura 49 — Densidade de pites na avaliacdo da adicdo de THPS sobre o biofilme formado.
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5.2. Ensaio Dinamico

A figura 50 mostra a aparéncia caracteristica do suporte do “looping” utilizado no

sistema dindmico com o cupom impregnado de 6leo.

Cupom

»

Figura 50 — Suporte utilizado no sistema dindmico e o cupom.

5.2.1. Ensaio 1 — Avaliagdo da cinética de formagéo do biofilme

Foi realizada a quantificacdo das bactérias planctonicas no inicio e no final do
experimento. Avaliou-se o crescimento de bactérias BANHT, BRS, BPF e BFHT.

Os resultados mostraram que as bactérias dos grupos BPF e BFHT ndo
apresentaram crescimento ao longo de todo o ensaio, ja as BRS e BANHT apresentaram
crescimento (Figura 51 e 52 respectivamente), porém estas tiveram comportamento
diferente ao longo do estudo. Como mostrado na tabela 16, houve uma diminuicdo do

namero de células viaveis, para os dois grupos microbianos.

Tabela 16 - Crescimento microbiol6gico de bactérias Planctbnicas

Tempo de processo BANHT BRS
(horas)
24 6,90E+04 6,90E+03
360 3,30E+03 1,1E+01

A concentracdo de bactérias planctdnicas presentes no fluido de processo exerce
um papel fundamental na determinagdo da taxa inicial de colonizacdo microbiana da
superficie. Ap6s a adesdo, a populacdo bacteriana séssil torna-se independente da

planctdnica (Ferris & colaboradores, 1989). Em sistemas industriais as células aderidas


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0710718/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0710718/CA

86

podem sofrer destacamento e deste modo sdo carreadas pelo fluxo passando a controlar

0 acumulo de biofilme em outra parte do sistema (Hermanowicz & Cooper, 1987).
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Figura 51 — Comportamento das BANHT no “looping”.
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Figura 52 — Comportamento das BRS no “looping”
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Na primeira etapa do ensaio dindmico foram retirados cupons para anélise de
superficie por MEV e para quantificagdo microbiana. Pelos resultados obtidos, ndo foi
detectada a presenca de BPF, BFHT e BRS sésseis em nenhum dos tempos avaliados. O
grupo das BANHT foi o unico que demonstrou capacidade de adesdo e viabilidade
celular nas condicBGes experimentais ensaiadas. A tabela 18 apresenta o resultado do
monitoramento deste grupo ao longo do tempo dos processos. Através da figura 53
pode-se analisar mais claramente o comportamento do crescimento microbiolégico ao
longo do ensaio. Com 96 horas de exposicéo a concentracdo celular aderida a superficie
metélica foi bastante baixa como pode ser observado na tabela 17 e na figura 53.
Considerando que o processo de formacéo do biofilme é bastante dinamico, e que neste
periodo o biofilme ainda ndo estava fortemente aderido, e o fenémeno de destacamento
é consideravel, pode-se concluir que, possivelmente, no momento de retirada do cupom

havia pouca formacao de biofilme.

Tabela 17 — Monitoramento de BANHT (sésseis)

Tempo do experimento | Cinética de formacéo de biofilmes
(hs) em condicdes dinamicas (BANHT)

24 6,90E+01

96 1,00E+00

168 2,16E+01

264 2,76E+01

360 6,90E+02

Através da figura 53 observou-se também que ndo houve diferenca de crescimento
nas primeiras 264 horas de processo, sendo detectado um aumento no nimero de células
cultivaveis apenas com 360 horas (15 dias). Este comportamento mostrou-se diferente
daqueles observados em estudos onde a agua do mar é utilizada como fluido (Penna,
2004). Nestes casos, 0 numero de microrganismos planctdnicos € maior o que favorece
0s mecanismos de transferéncia de massa e conseqiientemente o processo de adesao as

superficies.
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Cinética de formac&o de biofilme em condigGes dindmicas
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Figura 53 — Cinética de formacéo de biofilme em condicdes dindmicas (BANHT)

A anédlise por microscopia eletronica do ensaio de cinética de formacdo de
biofilme sem THPS, utilizando o protocolo 2, mostra que apds 24 horas de incubagdo
em fluido oleoso, o cupom apresenta depositos irregulares na sua superficie,
possivelmente produtos de corrosdo (Figura 54 A e 55 A).

Ap0s 96 horas € possivel se observar o inicio da formagdo de matriz extracelular,
porém sem a presenca de bactérias (Figura 54 B e 55 B). Esta mesma condicdo é
também observada para 168 horas (Figura 54 C e 55 C), para 264 horas (Figura 54 D e
55 D). No entanto, é possivel se observar que ap6s 360 horas (Figura 54 E e 55 E) um
filme com a presenga de matriz extracelular e bactérias é formado. Indicando que entre

264 e 360 horas houve a formagéo do biofilme.
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Figura 54— Cronologia da formacéo do biofilme
em condi¢des dindmica sem THPS

Figura 55 — Cronologia da formacéo do biofilme
em condi¢des dindmica sem THPS
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O biofilme formado em superficies € uma estratégia bacteriana universal para
sobrevivéncia e posicionamento favoravel em relacdo aos nutrientes disponiveis
(Costerton & colaboradores, 1985). Nos ambientes extremamentes oligotréficos do
oceano e lengodis d’agua profundos, com ambiente nutritivo muito escasso como é o
caso do fluido oleoso, (Amy & Morita, 1984), essas células alteram suas superficies
(Kjelleberg & Hermansson, 1984) e seus padrdes de sintese de peptideos (Groat &
colaboradores, 1986) em resposta a falta de nutrientes e ndo gastam seus escassos
recursos metabdlicos em sintese de exopolissacarideos, a menos que sejam reativados
pela estimulacdo nutricional.

Nas analises de microscopia eletrnica de varredura foi observado que a producgéo
de material polimérico ndo foi muito intensa se encontrando apenas as bactérias.

A adesdo de bactérias a superficies sélidas em ambientes aquosos é uma interacao
complexa entre a bactéria, o substrato e meio liquido. Fatores bioldgicos que
influenciam a adesdo bacteriana sdo conhecidamente proteinas de superficie,
substancias poliméricas extracelulares (SPE), apéndices como flagelos e fimbria, estado
fisiolégico, mobilidade e tamanho da célula, grau de hidrofobicidade e carga
eletrostatica da superficie celular (DeFlaun e colcolaboradores, 1990; Gannon e
colaboradores, 1991; McCalou e cololaboradores, 1995; McEldowney e Fletcher 1986;
Weiss e cololaboradores, 1995; van Schie & Fletcher, 1999).

As bactérias respondem rapidamente a mudancas nas condi¢Ges ambientais como
estratégia de sobrevivéncia. As respostas destas bactérias incluem adaptacdo a
disponibilidade de nutrientes, protecdo contra microrganismos que possam estar
competindo pela mesma fonte de nutrientes e defesa contra compostos toxicos
potencialmente perigosos. As moléculas de “quorum sensing” ajudam a disparar e
coordenar sinais contra estas mudangas. As bactérias secretam constantemente niveis
baixos destas moléculas e as detectam através de receptores em suas superficies. Porém,
0s receptores ndo disparam nenhuma mudanca comportamental até que haja uma
concentracdo bacteriana suficiente para permitir que as concentracdes das moléculas
excedam um ponto critico inicial. Uma vez que isso ocorra, as bactérias respondem com
a formagdo de biofilmes (Chicurel, 2000). Entretanto, a forma na qual estes sinais de
“quorum sensing” regulam a formacao do biofilme carece de esclarecimento. Diversos
estudos revelaram que seus efeitos dependem das circunstancias ambientais e variam

extensamente entre as espécies.
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A analise de EDS (Figura 56) realizada no cupom de 360 horas mostra que a
regido contendo material polimérico extracelular apresentou maiores teores de carbono
e oxigénio, e menores teores de ferro em relacéo a regido contendo produto de corrosao.

Esta situacdo ndo se repetiu para o ensaio estatico.
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Figura 56 — EDS realizado no cupom de 360 horas.

No protocolo 3 onde foi realizada uma alteragdo utilizando uma poés-fixagdo com
tetroxido de oOsmio foi possivel observar mais detalhe do biofilme na superficie
metalica, pois o Tetroxido de 6smio protege as lipoproteinas naturais dos tecidos
evitando sua ruptura e coagulacdo. Essa observagdo nao foi detectada apenas na anélise
de imagem mas também ao longo do processo de dessalinizacdo e desidratagdo. Quando
comparamos o protocolo 2 com 3, no primeiro observamos que a medida que passamos
pelas etapas da bateria de dessalinizacdo e desidratacdo o fluido oleoso vai sendo
retirado ao longo destes, no protocolo 3 a medida que a amostra passa pelas baterias o
fluido oleoso nédo se desprende do cupom.
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K Detector = SE1

CE/EM /-
macao do biofilme confor

Figura 57 — Aspecto da for

me o protocolo 3

O processamento das amostras com o protocolo 3 permitiu a observacdo de
imagens com melhor definicdo e boa preservacdo do biofilme. Este fato pode ser
observado na figura 58 onde as imagens a a d correspondem ao protocolo 2 e as

imagens 59 de i a j correspondem ao protocolo 3.
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Figura 58 — Aspecto da formacdo do biofilme Figura 59 — Aspecto da formacdo do biofiime
conforme o protocolo 2 conforme o protocolo 3

Ao compararmos a figura 58 D com a 59 | para 264 horas € possivel observar
material extracelular (seta preta) e bactéria (seta branca) quando utilizamos o protocolo
3. No caso de 360 horas com este protocolo foi possivel visualizar um grande ndmero
de bactérias (Figura 59J) o que ndo ocorre para o protocolo 2.

A andlise de EDS (Figura 60) realizada no cupom de 360 horas mostra a presenca
de oxigénio e ferro. A presenca destes elementos podem formar o oxido de ferro.
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Figura 60 — EDS realizado no cupom de 360 horas.

O efeito da presenca destes biofilmes na superficie metalica € a iniciacdo da
corrosdo por pites. Assim sendo, foi realizada a contagem dos pites formados nos
cupons, expostos ao fluido oleoso para 0os mesmos periodos do monitoramento

microbioldgico e de imagem. A tabela 18 apresenta os resultados destas contagens.
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Foram observadas diferencas, embora ndo significativas, ao longo dos ensaios,
quanto a densidade de pites encontrados.

Os pites identificados sdo, na verdade, micropites com baixa densidade. A
densidade de pites foi inferior ao menor indice estabelecido na norma ASTM G-01,

referéncia de avaliacao.

Tabela 18 — Densidade de pites da cinética de formagao do biofilme

Tempo do experimento | Densidade dos pites nos cupons de
(hs) cinética de formagéo do biofilme

24 3,40E+06

96 1,30E+06

168 3,00E+06

264 5,20E+06

360 5,80E+06

Analisando a figura 62 podemos observar uma pequena queda do numero de pites
no tempo de 96 horas de exposicdo. Este fato corrobora o perfil encontrado para o
crescimento celular, estabelecendo a relagéo entre o crescimento celular (Figura 53) e a
densidade de pites. Convém ressaltar que as BRS, principal grupo microbiano causador
da CIM, ndo estavam presentes no biofilme o que possivelmente tornam a acédo

corrosiva menos intensa.

Figura 61 — imagem representativa da contagem de pites

Ainda, com relagdo a figura 62, podemos observar que a partir de 264 horas existe
uma tendéncia da densidade de pites se manter constante, embora a cinética de

formacéo do biofilme indique o aumento do nimero de bactérias.
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Cinética de formacao de biofilme em condi¢8es dindmicas

1,00E+07

1,00E+06

Densidade

1,00E+05
24 96 168 264 360

Tempo do experimento (horas)

—e—Cinética de formagéo de biofiilme em condi¢des dindmicas

Figura 62 — Densidade de pites na cinética de formacéo do biofilme

5.2.2. Ensaio 2 — Influéncia da adicdo de THPS na formacé&o do biofilme

Foi realizada a quantificagdo das bactérias planctdnicas no inicio e no final do
experimento, avaliando o crescimento de bactérias BANHT, BRS, BPF e BFHT.

Ao final do experimento ndo foi detectada a presenca de BRS e o nimero de
células cultivaveis de BANHT diminuiu uma ordem de grandeza em relagcdo ao periodo
anterior a adi¢do do biocida (Tabela 19). Estes resultados demonstraram uma maior
resisténcia do grupo das BANHT em relagdo as BRS. Convém ressaltar que este grupo
apresenta uma maior abrangéncia de espécies bacterianas, quando comparado com 0
grupo da BRS, 0 que aumenta a probabilidade de existéncia de espécies mais resistentes

a acdo biocida. As figuras 63 e 64 representam graficamente os resultados obtidos.

Tabela 19 — Crescimento microbioldgico de Plancténicas

Tempo de processo BANHT BRS
(horas)

24 3,30E+03 1,1E+01
360 6,90E+02 ND
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Figura 63 — Crescimento microbiolégico planctonico (BANHT)
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Figura 64 — Crescimento microbiolégico plancténico (BRS)

Tabela 20 — Monitoramento de BANHT (sésseis)

Tempo do exper

imento

Influéncia da adicdo de THPS na

(hs) formacao de biofilme
24 2,79E+03
96 6,90E+01
168 6,30E+01
264 2,76E+01
360 2,85E+02

98
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Os resultados obtidos (tabela 20) permitem avaliar que ocorreu, apds 24 horas,
uma adesdo de células a superficie metalica, inicio da presenca de bactérias sésseis. Ao
longo do ensaio, ocorreu uma queda no crescimento e s6 apds 360 horas houve um
aumento do numero de células vidveis, mostrando que o biocida foi mais ativo apenas
96 e 264 horas. Como reportado na literatura (Ruseska e colaboradores, (1982) uma vez
formado o biofilme a acdo biocida € menos efetiva devido aos diversos mecanismos de
defesa realizados pelos microrganismos e a matriz extracelular. O valor mais alto no
namero de células viaveis no inicio do processo pode ser devido a ndo homogeneidade
de distribuicdo do biocida adicionado ao fluido diminuindo a possibilidade de contato

com os microrganismos (Figura 65).

Influéncia da adicdo de THPS na formacédo do biofilme em
condicbes dindmicas
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Figura 65 — Influéncia da adicdo de THPS na formagé&o do biofilme (BANHT).

Com a adicdo de THPS ao sistema pode se observar através do ensaio
microbiologico e da analise de imagens formacdo do biofilme. Na anélise
microbioldgica é demonstrado que quando biocida é adicionado a concentracdo da
populacdo bacteriana decai (Figura 65) permanecendo constante até 264 horas quando
comeca a crescer. A analise dos biofilmes por MEV protocolo 2, mostram que ap6s 24
horas de incubacdo ndo ocorreu formacdo de biofilme, apresentando uma superficie
irregular contendo produto de corrosdo (Figura 66 A e 67 A). Com 96 horas de
incubacdo é detectada a presenca de uma pequena quantidade de matriz extracelular e
bactérias isoladas uma das outras na forma de vibrion (Figura 66 B e 67 B). Analise por


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0710718/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0710718/CA

100

EDS (Figura 68) para os cupons de 168 horas mostram a presenca de sulfeto de ferro
como assinalado na figura (Figura 66 C e 67 C), um produto de corrosdo. Outros
produtos como O&xidos, hidroxidos e carbonatos também podem estar presentes,
misturado na matriz extracelular. O mesmo se sucede para 264 e 360 horas, onde apenas
produto de corrosdo e pouco material extracelular é observado. De um modo qual, neste
ensaio, ndo foi possivel visualizar um biofilme maduro, mas algum material polimeérico
e algumas bactérias soltas sem estar associadas a biofilme.

O sulfato tetrakishidroximetilfosfonio (THPS) é um sal quaternério fosfonio de
cadeia curta. O THPS ¢é considerado efetivo contra BRS planctbnicas e sésseis e
constitui uma nova base ativa biocida utilizado em sistemas industriais de refrigeracéo e
sistemas de producéo de petrdleo. Com base em dados de toxicidade, considera-se que o
THPS pode ter um efeito ambiental menos drastico do que outras bases ativas biocidas
normalmente utilizados no combate aos microrganismos da CIM (Downward e
colaboradores, 1997). O THPS apresenta um bom perfil ambiental em relacdo a
citoxicidade sobre organismos aquaticos, € prontamente biodegradado e ndo apresenta

potencial para a ocorréncia de bioacumulacéo.
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Figura 66 — cinética da formacéo do biofilme com
adicdo de THPS em condigBes dindmicas
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Figura 67 — cinética da formacéo do biofilme com
adicdo de THPS em condig8es dinamicas
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Neste ensaio a presenca de bactérias, foi observado a presenca de enxofre por
analise de EDS. Este fato mostra que o enxofre ndo garantiu a presenca de BRS neste

sistema.

10

Energy (keV)

Figura 68 — Analise de EDS para 168 horas (Figura 66 C e 67 C)

De forma analoga ao ensaio anterior, sem THPS, foram realizadas as medidas de
densidade de pites sobre a superficie metalica, conforme a norma ASTM G-01. A tabela
21 apresenta os valores encontrados para a densidade.

Tabela 21 — Densidade de pites nos cupons com adi¢do de THPS

Densidade dos pites nos cupons para
Tempo do processo (hs) avaliacdo da adicdo de THPS na
formacdo de biofilme

24 5,50E+06

96 4,50E+04

168 5,00E+05

264 4,50E+04

360 5,00E+06

Figura 69 — Imagem representativa da contagem de pites aumento de 10X
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Como pode ser observado na figura 70, apo6s a adicdo de biocida ao sistema, a

densidade de pites segue 0o mesmo perfil da figura 65 (microbioldgico). E interessante

observar gque ocorre uma associacdo entre o crescimento bioldgico e a formacédo de

pites, embora pequenos.

Influéncia da adicdo de THPS na formagé&o do biofilme
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Figura 70 — Densidade de pites no cupom para avaliagdo da adicdo de THPS na

formacéo do biofilme

5.2.3. Ensaio 3 — Influéncia da adi¢do de THPS sobre o biofilme ja formado

Os resultados obtidos para crescimento microbioldgico das bactérias planctdnicas

foram iguais ao do ensaio 2, pois o fluido oleoso foi 0 mesmo, conforme apresentado na

tabela 21 e figuras 63 e 64.

Tabela 22 — Monitoramento de BANHT (sésseis)

Tempo do experimento

Influéncia da adicao de THPS

(hs) sobre o biofilme ja formado
24 2,79E+02
96 6,90E+01
168 1,05E+01
264 1,29E+02
360 2,79E+02
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A tabela 22 e a figura 71 apresentam a influéncia da avaliagdo do agente biocida
sobre o biofilme pré-formado h& 360 horas. Observa-se um perfil semelhante com os
resultados apresentados na figura 65. A acdo biocida tem um maximo de efetividade
com 168 horas de processo, sendo observado apos este periodo um aumento do ndmero

de células cultivaveis.

Influéncia da adicdo de THPS sobre o biofilme formado em
condi¢des dindmicas
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Figura 71 — Influencia da adicdo de THPS sobre o biofilme formado em condi¢des dindmicas
(BANHT)

A acdo biocida sobre o biofilme pré-formado ha& 360 horas, observada por MEV
revela inicialmente (24 horas) material polimérico e bactérias de formato arredondado
cocos (BANHT) (Figura 72 A e 73 A), observa-se estas bactérias ndo se apresentam na
forma de vibrio e sim de formas arredondas. Com 96 horas de exposi¢do ap6s a adi¢ao
de biocida ao sistema analisamos uma reducdo de material polimérico e das bactérias.
No tempo de 168 horas s6 observamos muito produto de corroséo (Figura 72 C e 73 C)
e a partir deste tempo apesar da analise microbioldgica apresentar crescimento biologico
ndo foi encontrado bactérias no cupom com o protocolo de preparo de amostra realizado
(Figura72D e EeFigura73D e E).
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Figura 72 — Cinética da adicdo de THPS sob
biofilme formado em condi¢des dindmicas.

SE1

re o Figura 73 — Cinética da adicdo de THPS sobre o

biofilme formado em condi¢des dindmicas.
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Os produtos da corrosdo microbiolégica sdo resultantes da interagdo direta ou
indireta das bactérias com o substrato e a medida em que vao sendo formados passam a
fazer parte do biofilme, juntamente com elementos da matriz polimérica e as bactérias.
O principal produto de corrosdo é o sulfeto de ferro, esse pode se apresentar com
diferentes formas dependendo da relacdo estequiométrica entre o ferro e o enxofre e de
acordo com seu grau de cristalizacdo ou mecanismo de sintese (Rickard, 1969). Nas
analises por MEV e de EDS foi encontrado este composto em seu estado totalmente
amorfo. O sulfeto amorfo é encontrado com bastante frequéncia, anterior e
posteriormente a adesdo bacteriana, recobrindo a superficie do cupom ou circundando
as bactérias, uma forma muito encontrada foi em estruturas agulhadas (Figura 72 C e 73

C) que caracterizada uma organizacdo cristalina avancada do sulfeto de ferro.
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Figura 74 — Analise de EDS para 168 horas obtidas das regides mostradas nas figuras
72C e 73C.

De modo analogo aos ensaios anteriores, foi realizada a medida de densidade de
pites sobre a superficie metalica seguindo a norma ASTM G-01. Na tabela 23 estdo os

valores encontrados para a densidade.
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Tabela 23 — Densidade de pites nos cupons com adi¢édo de THPS sobre o biofilme

formado
Densidade dos pites na influéncia da
Tempo do processo (hs) adicdo de THPS sobre o biofilme
formado
24 3,30E+06
96 2,60E+06
168 1,40E+06
264 3,40E+06
360 4,40E+06

: @Iz.ggumz-:.f-.”_.,-

Figura 75 — Imagem representativa da contagem de pites

Como podemos observar na figura 76, ap6s a adicdo de biocida ao sistema, a
densidade de pites segue o mesmo perfil da figura 71 (microbioldgico). Induzindo a
conclusdo que o crescimento bioldgico e a formagao de pites estdo associados.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0710718/CA


PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 0710718/CA

Influéncia da adi¢cdo de THPS saobre o biofilme formado

5,00E+06

4,00E+06 -

. —

3,00E+06

2,00E+06

Densidade

1,00E+06

0,00E+00

24 96 168 264 360

Tempo do experimento (horas)

—e— Influéncia da adi¢&o de THPS sobre o biofilme formado

110

Figura 76 — Densidade de pites em avaliacdo da influencia de THPS sobre o biofilme formado

em condi¢des dinamicas.
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5.3. Anexo | apresenta as imagens significativas (obtidas por MEV) para
cada ensaio realizado.

Imagens representativas de cada ensaio do sistema dinamico realizado.

Cinética de formac&o de biofilme em
condi¢gdes dindmicas — tempo 24horas.

Imagem mostra superficie irregular com
produto de corroséo. Inicio da formagéo
do biofilme.

Influéncia da adicdo de THPS na
formacdo do biofilme em condi¢cdes
dindmicas — Tempo de 24 horas

Imagem apresenta formacéo de
material polimérico, porém apresenta
espaco descoberto.

Influéncia da adicdo de THPS sobre o
biofime formado em condi¢des
dindmicas — Tempo de 24 horas

Imagem com material polimérico e
muitas populacdes de bactérias.
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Cinética de formacéo de biofilme em
condi¢cdes dindmicas — tempo 96horas.

Imagem com pouco material
polimérico e muito produto de
corrosdo como sulfeto de ferro
amorfo.

Influéncia da adicdo de THPS na
formacdo do biofilme em condigdes
dindmicas — Tempo de 96 horas.

Imagem representando muito pouco
material  polimérico e  pouca
quantidade de bactéria.

Influéncia da adicdo de THPS sobre o
biofilme formado em condi¢cdes
dindmicas — Tempo de 96 horas

Imagem representando muito pouco
material ~ polimérico e  pouca
quantidade de bactéria.
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Cinética de formacéo de biofilme em
condi¢cdes dindmicas — tempo
168horas.

Imagem com muito produto de
corrosao.

Influéncia da adicdo de THPS na
formacdo do biofilme em condigcdes
dindmicas — Tempo de 168 horas

Imagem com produto de corroséo,
pouco material polimérico e buracos.

Influéncia da adicdo de THPS sobre o
biofime formado em condi¢des
dindmicas — Tempo de 168 horas

Imagem com produto de corrosao.
Sulfeto de ferro.
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Cinética de formacéo de biofilme em
condi¢cdes dindmicas — tempo
264horas.

Imagem com superficie do cupom sem
material polimérico e sem bactéria.

Influéncia da adicdo de THPS na
formacdo do biofilme em condigdes
dindmicas — Tempo de 264 horas.

Imagem com cupom mostrando
produto de corrosdo ao fundo e
material polimérico na frente.

Influéncia da adicdo de THPS sobre o
biofilme formado em condi¢cdes
dindmicas — Tempo de 264 horas.

Imagem mostrando  produto de
corrosdo distribuido de forma irregular
na superficie.
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Cinética de formacéo de biofilme em
condi¢cdes dindmicas — tempo
360horas.

Imagem com biofilme maduro, muito
material polimérico e bactérias.

Influéncia da adicdo de THPS na
formacdo do biofilme em condigdes
dindmicas — Tempo de 360 horas.

Imagem com produto de corrosdo e
bactéria envolta por sulfeto de ferro
amorfo.

Influéncia da adicdo de THPS sobre o
biofime formado em condi¢des
dindmicas — Tempo de 360 horas

Imagem com produto de corroséo, néo
foi encontrado biofilme.
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5.4. Anexo Il apresenta as imagens significativas (obtidas por MEV) para
cada ensaio realizado.

Imagem representativas de cada ensaio do sistema estatico.

PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0710718/CA

Cinética de formac&o de biofilme em o

L

condicdes estaticas —tempo 24horas

Cupom com superficie irregular e com
areas muito vazias com pouco produto
de corrosdo, ndo foi encontrado
populacdo  bacteriana e  matriz
extracelular.

Influéncia da adicdo de THPS na
formacdo do biofilme em condigdes
estaticas — Tempo de 24 horas

Cupom com muito produto de
corrosdo caracteristico do sulfeto de
ferro.

Influéncia da adicdo de THPS sobre o
biofilme formado em condi¢cdes
estaticas — Tempo de 24 horas

Cupom com produto de corrosdao em
menor quantidade que no cupom de
formacéo de biofilme (acima)



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0710718/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0710718/CA

Cinética de formacéo de biofilme em
condicdes estéticas —tempo 96horas

Cupom apresentando a superficie com
muito produto de corrosao.

Influéncia da adicdo de THPS na
formacdo do biofilme em condigdes
estaticas — Tempo de 96 horas

Superficie do cupom com muito
produto de corrosdo em forma de
espicula caracteristico do sulfeto de
ferro

Influéncia da adicdo de THPS sobre o
biofilme formado em condi¢cdes
estaticas — Tempo de 96 horas

Cupom com superficie lise, quase ndo
se observa produto de corroséo e
material extracelular e bactérias séo
vistas de forma isolada
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Cinética de formacao de biofilme em
condicdes estéticas —tempo 168horas.

Cupom com muito produto de
corrosdo na forma de espicula e
sulfeto amorfo (forma arredondada)

Influéncia da adicdo de THPS na
formacdo do biofilme em condig¢bes
estaticas — Tempo de 168 horas

Cupom com superficie irregular com
produto de corrosao.

Influéncia da adicdo de THPS sobre o
biofime formado em condi¢cdes
estaticas — Tempo de 168 horas

Cupom com superficie repleta de
produto de corrosao.
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Cinética de formacéo de biofilme em
condi¢des estéticas —tempo 264horas

Cupom sem observagdo de bactéria,
mas com presenca de material
polimérico.

Influéncia da adicdo de THPS na
formacdo do biofilme em condi¢cdes
estéticas — Tempo de 264 horas

Cupom apresentando produto de
corrosdo caracteristico do sulfeto de
ferro depositado na superficie das
bactérias .

Influéncia da adicdo de THPS sobre o
biofilme formado em condi¢cdes
estaticas — Tempo de 264 horas

Cupom apresenta a presenga de
bactérias sem a formacdo de um
biofilme maduro.

CEVEM '
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Cinética de formacéo de biofilme em
condi¢des estéticas —tempo 360horas.

Presenca de biofilme maduro

Influéncia da adicdo de THPS na
formacdo do biofilme em condicdes
estéticas — Tempo de 360 horas

Cupom com produto de corrosdo e
neste cupom ndo foi encontrado
populacédo bacteriana.

Influéncia da adicdo de THPS sobre o
biofilme formado em condicbes
estaticas — Tempo de 360 horas

Cupom  mostrando  produto  de
corrosdo como sulfeto de ferro sobre a
superficie da bactéria.
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