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RESUMO

Os microrganismos redutores de sulfato (MRS) sdo um grupo diversificado de bactérias e arquéias com
crescimento heterotrdfico anaerdbio, reduzem sulfatos e produzem &cido sulfidrico (H,S) que pode ser
detectado através da presenca de precipitados no corante liquido. Muitos esforgos estdo sendo direcionados
para o desenvolvimento de métodos rapidos de enumeracdo de MRS a fim de obter um diagnostico mais rapido
da corrosdo influenciada microbiologicamente (CIM). O principal objetivo deste estudo foi avaliar um novo
método para a detec¢do e contagem de MRS em amostras de dleo e gés. A experiéncia foi concebida a partir da
comparacdo entre 0 método de contagem microbiana (28 dias de incubacdo) e o método de placas de
microtitulacdo (07 dias de incubagdo). O monitoramento do crescimento microbiano ocorreu durante 06 meses
(maio de 2011 a outubro de 2011) em oito pontos de amostragem que incluem gasodutos a montante e a
jusante (pipeline, aqueduto, gasoduto) e tanques de armazenamento de agua produzida. Nestes pontos foi
avaliada a qualidade da agua por meio de variaveis fisico-quimicas (APHA, 2005) e o crescimento de MRS pelo
método tradicional de tubos multiplos e novo método de microplacas de 96 pogos em amostras de producdo de
agua, Oleo e residuos depositados nos dutos. Os resultados das andlises estatisticas para a enumeracéo de MRS
mostrou uma vantagem significativa na reducdo do tempo de processamento da amostra, utilizando o novo
método proposto (7 dias) em comparagdo com o método tradicional (28 dias) permitindo a realizacdo de um
diagndstico mais rapido. A implementacdo deste novo método de deteccdo de MRS contribui para a execugédo
das medidas de prevencdo e/ou agdes corretivas de uma forma mais imediata a fim de evitar problemas com a
biocorrosdo que resultem em prejuizos sécio-econdmico-ambientais.

PALAVRAS-CHAVE: Corrosdo Influenciada Microbiologicamente, Método de microplacas, Microrganismos
Redutores de Sulfato, Petréleo e Gas.

INTRODUCAO

No Brasil a exploragdo offshore (fora da costa) de petréleo estd em pleno desenvolvimento e o
desenvolvimento do souring biogénico (producdo excessiva de H,S) tem se tornado um dos maiores problemas
relacionados & biocorrosdo devido ao aumento do uso da dgua do mar como meio de recuperacdo secundéria
do petréleo (FAUQUHAR, 1997).

Os MRS sdo procariontes, representados pelo dominio das bactérias e arquéias (BARTON; HAMILTON,
2007). Por isso, pode-se designar o grupo como Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS), denominagdo
atual do grupo das Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) (CARVALHO et al., 2007).

A CIM (Corrosao Influenciada Microbiologicamente) é constituida pelo consércio de diversos microrganismos,
destacando-se os Microrganismos Redutores de Sulfato dado sua relevancia na constituicdo do biofilme
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promotor dos problemas associados a biocorrosdo. Os MRS séo 0 grupo bacteriano amplamente pesquisado em
aguas de sistemas de petréleo, pois contribuem para o desenvolvimento da biocorrosdo que gera um custo
elevado na manutencdo de equipamentos e materiais de sistemas de producdo de petréleo (LIMA,;
GONGCALVES; CASSINI, 2005).

Os métodos de contagem para bactérias anaerdbias requerem reducdo do tempo de incubacdo das bactérias
para que o diagnostico da biocorrosédo seja mais rapido, reduzindo custos para 0 monitoramento e controle dos
mesmos. Portanto, o0 método de microplacas de 96 pocos para enumeracdo de MRS por meio da técnica de
NUmero Mais Provavel (NMP) foi proposto por LIMA (2006) tendo em vista que a utilizagdo de microplacas
ndo descartaveis ao longo do tempo reduz significativamente o custo global das analises aliado ao uso da terca
parte do volume de meio normalmente utilizado pelo método tradicional. Além disso, 0 método tem a vantagem
de economia de espaco fisico, de reagentes, facilidade na manipulagdo em laborat6rio e reducdo dos custos da
industria.

Este trabalho tem como objetivo avaliar um novo método de deteccdo e contagem de MRS em amostras
derivadas de dutos e tanques da induUstria de petréleo e gas, a partir da comparacdo entre o método de
contagem microbiana tradicional (28 dias de incubagdo) e o método de microplacas (07 dias de incubago).

MATERIAIS E METODOS

As analises experimentais foram desenvolvidas no LABSAN - Laboratério de Saneamento, localizado no
Centro Tecnoldgico da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), no periodo de dezembro de 2010 a
dezembro de 2011. A area de estudo localiza-se em Linhares no ES (Espirito Santo) numa unidade de
tratamento de gas natural (T1), com avaliagdo do duto “A” (aqueduto), duto “B” (gasoduto) e nas unidades de
tratamento de 6leo (T2 e T3) que sdo interligadas pelo duto “C” (oleoduto), sendo que em T3 esta o processo
de tratamento de agua produzida (T4). A unidade de tratamento de 6leo (T5) recebe o duto A e contém o
sistema de tratamento de dgua produzida (T6). A &gua produzida, o 6leo e os residuos foram coletados num
total de oito pontos em um terminal de producéo da Petrobras, onde foi avaliada a presenca de microrganismos
redutores de sulfato (MRS) por procedimento tradicional (Figura 1) e por um novo método proposto utilizando
microplacas de 96 pocos (Figura 2). Os pontos de amostragem foram monitorados ao longo do periodo de 06
meses (maio de 2011 a outubro de 2011), por meio de alguns parametros fisico-quimicos (APHA, 2005) e
microbiolégicos.

Figura 2: Preparacdo de meio de cultura e Andlise de MRS pelo método de microplacas
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Caracterizacdo Fisico-Quimica

A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada através do monitoramento de pardmetros fisico-quimicos (APHA,
2005), tais como, sulfato, sulfeto, DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), DBO (Demanda Bioquimica de
Oxigénio), nos pontos de amostragem P2, P4, P8 e P9, pois somente nesses pontos foi possivel coletar a agua
produzida de petréleo para realizar as analises fisico-quimicas e verificar a influéncia desses pardmetros no
crescimento microbiolégico de MRS. As coletas dessas amostras foram feitas em frascos de polietileno e
frascos de vidro, conforme a necessidade para cada tipo de analise e armazenadas em caixas de isopor contendo
gelo para preservacao durante o deslocamento até o laboratdrio de anlises.

Empregou-se a analise de variancia, com os testes de Tukey e de Friedman para comparar esses parametros nos
diferentes pontos de amostragem. Além disso, foram gerados graficos utilizando o método tradicional e o
meétodo de microplacas de 96 pocos (7dias) e as variaveis fisico-quimicas mais relevantes para o crescimento
dos microrganismos.

Caracterizacdo Microbiolégica
Amostragem e Condicionamento

As coletas de amostras de 6leo e agua em dutos e tanques para analise microbiol6gica foram realizadas com
auxilio de uma seringa estéril, inoculando-se quantidades de 5 mL das amostras liquidas (agua produzida e
6leo) em frascos do tipo penicilina de 50mL, contendo 45 mL de solucdo redutora para preservagdo (Lima,
2006; Segui, 2009) em funcdo do tempo requerido entre a amostragem (regido de Linhares) e a realizacdo da
analise no laboratério da UFES em Vitoria. Todas as amostras foram inoculadas no prazo maximo de 24 horas.

A coleta da amostra s6lida (residuo) foi realizada apds a passagem de pig no oleoduto com uma espatula estéril,
abrindo-se os frascos contendo a solugdo redutora para inserir o residuo, selando-os em seguida com tampas de
borracha e lacre para manter o ambiente redutor até a realizagdo do procedimento de diluicdo no laboratério.
CondicGes assépticas foram mantidas ao longo do experimento, tendo em vista a realizacdo da analise em
camara de fluxo laminar.

Meios de Cultivo e Solucéo de Dilui¢do para MRS

O crescimento e a quantificagdo dos MRS foram realizados em meio Postgate B modificado (MCKENZIE;
HAMILTON, 1992), cuja composicdo é apresentada na Tabela 1. A outra modificacdo do meio se deu pela
substituicdo do écido tioglicélico da composicéo original pela adi¢do de 0,1 mL de uma solucdo 12,4 g/L de
tioglicolato de sodio (agente redutor), em cada frasco da série de diluicdo. Este agente redutor juntamente com
a presenga do acido ascorbico permite alcancar o potencial redox abaixo de —100 mV, condigdo necessaria para
o0 crescimento dos Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS) (NEVIUS et al., 2004). Segundo Postgate
(1979), este meio é empregado para fins de diagndstico e manutengdo de culturas e o crescimento é indicado
pela alteracdo da cor de réseo para o enegrecimento com o sulfeto de ferro (FeS) decorrente da reducdo do
sulfato a sulfeto.

Tabela 1: Composicdo do meio Postgate B modificado para MRS

Componentes Concentragdo (g/L; mL/L)
NH,4CI 109
KH,PO, 059
MgS0,.7H,0 2,0¢g
NaSO, 109
FeS0,.7H,0 05¢g
CaC|2.6Hzo 0,1 g
Acido Ascorbico 01g
Extrato de levedura 109
Resazurina (0,025%, m/v) 4,0 mL
Lactato de sodio (50%, p/v) 7,0 mL
NaCl variavel
pH final 7,6 +/-0.2

Fonte: Mckenzie e Hamilton (1992)
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A composicao da solucéo redutora utilizada nas diluicdes dos meios para MRS pode ser visualizada na Tabela
2. A Solucdo Redutora possui a funcdo de diluir a amostra e preserva-la por certo periodo de tempo,
normalmente 24 horas, até que se realize a analise.

Tabela 2: Composicao da solucéo redutora

Componentes Concentragdo (g/L; mL/L)
Tioglicolato de sédio 0,124 g

Acido Ascorbico 01g

Resazurina (0,025%, m/v) 4,0 mL

NaCl variavel

pH final 7,6 +/-0.2

Fonte: Sant’anna (2009)

Realizou-se todo o preparo dos meios de cultivo para MRS e da solugdo redutora sob condi¢bes de
anaerobiose com purga constante do meio. Apds 15 min. de purga, o pH do meio foi ajustado a 7,6 £ 0,2 com a
adigdo de NaOH e distribuido em frascos do tipo penicilina. A distribuicdo do meio nos frascos de penicilina foi
realizada sob purga de nitrogénio utilizando uma agulha de metal para purgar o ar com oxigénio localizado no
headspace do frasco de penicilina (MILLER; WOLIN, 1974), inserindo também gas de nitrogénio no meio de
cultivo (FEIO et al., 1998). Em seguida, os frascos foram vedados com tampas de borracha e lacrados com
selos de aluminio. Em seguida, os meios foram esterilizados a 121°C (1,1 atm) por 15 minutos. Apds
esterilizagdo, os frascos foram acondicionados em local escuro e temperatura ambiente.

Foi necessario acrescentar 87 g/L de NaCl na dgua do mar sintética (d&gua do mar produzida em laborat6rio)
que continha 35 g/L de NaCl para que fosse possivel obter uma média de 120 g/L de NaCl, referente a
salinidade encontrada nos pontos de amostragem dos tanques de agua produzida, visto que se tratava
possivelmente de um consércio halofilico. Ndo foi preciso realizar o ajuste de salinidade para os outros pontos
de amostragem que apresentaram salinidade baixa (<8 g/L de NacCl).

Previamente a realizagdo das analises microbiologicas e apos o resfriamento do meio de cultura foi adicionado
0,1mL de tioglicolato de sodio (12,4 g/L) em todos os frascos de 10mL que continham meio de cultura. Além
disso, os frascos de solucdo redutora para as amostras de 6leo e residuo receberam a injecdo de 0,1mL de
Tween, com o intuito de reduzir a tensdo superficial entre 0 6leo e a 4gua constituinte da amostra.

Enumeracdo do NMP de MRS/mL e NMP de BANHT/mL pelo Método tradicional (COCHRAN,
1950) e Método de microplacas de 96 pocos

Para a quantificacdo dos MRS pelo método tradicional foram realizadas diluicdes seriadas (10* a 10°) a partir
de 5 mL de amostra de dgua ou dleo em frascos contendo 45 mL de solugéo salina redutora. Aliquotas de 1 mL
do frasco de 45mL foram inoculadas com auxilio de seringa estéril em frascos de 10 mL de capacidade,
contendo 9 mL do meio Postgate B modificado através da técnica do nimero mais provavel (NMP) triplicata
para cada diluicdo (COCHRAN, 1950). O NMP/ 100mL de MRS foi determinado a partir da inoculagdo em 3
tubos com 10, 1, 0,1 mL de amostra (FDA, 2010) (Anexo I). Condigdes assépticas foram mantidas ao longo do
experimento, tendo em vista a realizacdo da andlise em cémara de fluxo laminar. A determinacdo do
crescimento celular foi feita apds o periodo de incubagdo relativo ao 28° dia e a temperatura de 32 + 2°C. O
crescimento de MRS pode ser visualizado pelo enegrecimento do meio de cultura (Figura 3).

Figura 3: Crescimento de MRS pelo método tradicional
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A guantificacdo dos microrganismos por meio do método de microplacas proposto por Lima (2006) iniciou-se
com a insercdo de 5 mL de amostra no frasco tipo penicilina (capacidade de 50mL), contendo 45mL de solugéo
redutora, realizada em campo. Esse procedimento refere-se a primeira diluicdo, pois em seguida foram
realizadas dilui¢des sucessivas nas microplacas até atingir a 6 dilui¢do, realizado na cadmara de fluxo laminar.
Apbs a inoculagdo, as microplacas foram incubadas em jarras de anaerobiose mantendo-se o ambiente
anaerdbio a partir da reacdo de Becher, conforme orientacéo do fabricante, sendo finalmente levadas a estufa a
32 + 2°C. A determinacdo do crescimento celular foi feita no periodo de incubacéo referente ao 7°, 14°, 21° e
28° dia. Assim, os pocgos contendo precipitacdo de sulfeto de ferro com desenvolvimento de cor escura sdo
considerados positivos para a contagem de MRS (Figura 4). As analises em microplacas foram realizadas em
duplicatas, sendo o valor para comparacdo dos métodos a média geométrica dos mesmos (von SPERLING,
2001).

Figura 4: Crescimento de MRS pelo método de microplacas de 96 pocos

Foi gerada uma tabela de NMP por mL (Tabela 3) a partir da utilizagdo das microplacas, baseado na equacéo 1
(COCHRAN, 1950):

NMP = (-2,305/v)*log(s/n), (Equacéo 1)
onde:
n = Numero total de pogos; v = volume de cada amostra; s = niUmero de amostras sem organismos (total de

po¢os — po¢os positivos); log = logaritmo na base 10.

Tabela 3: Tabela de NMP/mL usando 16 pocos por dilui¢do

s (pogos) Pocos Positivos NMP
16 0 0,00
15 1 21,52
14 2 44,52
13 3 69,23
12 4 95,91
11 5 124,92
10 6 156,70
9 7 191,82
8 8 231,09
7 9 275,61
6 10 327,00
5 11 387,79
4 12 462,18
3 13 558,09

2 14 693,27
1 15 924,36
0 16 >924,36

O método de contagem dos MRS em microplacas de 96 pog¢os ap6s o periodo de incubacdo considera a ultima
diluicdo que possui todos 0s pogos positivos ou que possuem um nimero superior a oito po¢os com resultados
positivo. O resultado final serd a multiplicacdo do valor correspondente aos pogos positivos na Tabela 3 pelo
fator de diluigdo correspondente.
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Comparacédo do Método tradicional e Método de microplacas de 96 pocos para MRS

O programa estatistico utilizado para a aplicagdo dos testes estatisticos foi o BioStat 4.0. Aplicou-se o Teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados brutos obtidos por ambos os métodos seguiam a distribuigdo
Gaussiana Normal. Contudo, verificou-se que os dados possuiam uma distribuicdo assimétrica, por isso 0s
mesmos foram transformados em logaritmo de base 10 (log de NMP de MRS/mL + 2) (OLIVEIRA, 2005),
para a comparacdo dos resultados e avaliagdo das diferentes metodologias de quantificagdo de microrganismos.

Apds nova aplicacéo do teste de Kolmogorov-Smirnov com os dados logaritmizados observou-se a distribuicéo
normal (p=ns) em todos os pontos de amostragem, porém, optou-se pela aplicagdo de testes ndo paramétricos
em funcdo da falta de homogeneizagdo dos resultados e pela amostra ser pequena (n=6 repeticfes) para cada
método, que reduz o poder de teste dos testes de hipotese paramétricos, entdo, os testes ndo paramétricos irdo
garantir resultados mais fidedignos da realidade. Vale ressaltar que os testes estatisticos foram aplicados para
todos os pontos de amostragem, exceto para P3 e P4, porque ndo houve desvios e nem variacao dos dados.

Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Friedman para as comparagdes globais, ou seja, os resultados do
método tradicional em 28 dias com os resultados do método de microplacas de 96 pogos em 7, 14, 21 e 28
dias, porque as amostras estao relacionadas ja que a primeira diluicdo é feita no mesmo frasco de amostragem
para ambos 0s métodos. Além disso, o teste de Wilcoxon foi empregado para comparac¢des duas a duas. Para
verificar a semelhéncia entre os dois métodos (tradicional e microplacas de 96 pogos) aplicou-se a correlacdo de
Spearman e foram construidos gréaficos Box-Plot com auxilio do programa Microsoft Excel 7.0.

RESULTADOS
Caracterizacao Fisico-Quimica

Os valores de DQO, DBO, sulfato e NMP de MRS/mL pelo método de microplacas de 96 pocos (7° dia)
podem ser visualizados na Figura 5. O ponto P4 ndo possui os valores de DBO porque nao foi possivel realizar
a andlise.

DQO, DBO, sulfato e NMP de MRS/mL pelo Método de
microplacas de 96 pocgos (M7)

% % £ . ¥ x
* * B
2 . 2k

P2 P2 P2 P2 P4 P4 P4 P38 P8 P8 P8 P9 P9 P9 P9
(DQO) (DBO) (SA) (M7) (DQO) (SA) (M7) (DQO)(DBO) (SA) (M7) (DQO)(DBO) (SA) (M7)

1000 100000

(NMP de MRS/mL +2)
10

mg/L; mg/L; mg/L; log 10

Pontos de amostra

‘ = Primeiro Quartil (25%) X Minimo X Maximo = Terceiro Quartil (75%) @ Mediana ® Média Geométric%

Figura 5: Comparacao entre as variaveis DQO, DBO, Sulfato e NMP de MRS/mL pelo método de
microplacas de 96 pocos (M7), respectivamente para cada ponto de amostragem.

Legenda: DQO - Demanda Quimica de Oxigénio; DBO — Demanda Bioquimica de Oxigénio; SA — Sulfato;
M7 — Método microplacas de 96 pogos com 7 dias de incubacéo.
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Na Figura 5 visualiza-se que os pontos P2 (jusante do aqueduto), P8 (tanque de agua produzida em T6) e P9
(tanque de agua produzida em T4) tem valores de DBO altos, ou seja, hd matéria organica disponivel
biodegradavel para ser consumida pelos microrganismos como fonte de carbono em seu metabolismo.
Adicionalmente, verifica-se a importancia do fon sulfato para o crescimento dos microrganismos, pois o ponto
P4 possui altos valores de DQO e baixos valores de sulfato, dentre outras condi¢des ndo favoraveis, por isso,
ndo houve crescimento de MRS.

Os valores de sulfato, sulfeto e NMP de MRS/mL pelo método tradicional e método de microplacas de 96
pocos (7° dia) sdo visualizados no grafico da Figura 6.

Sulfato, Sulfeto, NMP de MRS/mL pelo método tradicional
e método de microplacas de 96 pocgos (M7)

N/ N/

: £

&
* 3 T -
H N - I%

100

10

mg/L; mg/L; log 10
(NMP de MRS/mL +2)

ne N
o f f f f f f f f f f
P2 P2 P2 P2 P4 P4 P4 P4 P8 P8 P8 P8 P9 P9 P9 P9
(SA) (SE) (T) (M7) (SA) (SE) (T) (M7) (SA) (SE) (T) (M7) (SA) (SE) (T) (M7)
Pontos de amostragem
\ == Primeiro Quartil (25%) X Minimo X Maximo = Terceiro Quartil (75%) @ Mediana B Média Geométrica \

Figura 6: Valores de sulfato (mg/L), sulfeto (mg/L) e NMP de MRS/mL pelo Método tradicional (T) e
Meétodo de microplacas de 96 pocos (M7), respectivamente para cada ponto de amostragem.

Legenda: SA - Sulfato; SE — Sulfeto; T — Método tradicional; M7 — Método microplacas de 96 pogos com 7
dias de incubagéo.

Nos pontos P2 (jusante do aqueduto), P8 (tanque de agua produzida em T6) e P9 (tanque de agua produzida
em T4) observou-se o crescimento bacteriano em virtude dos maiores valores de sulfato entre 42mg/L e 71
mg/L, assim como os valores médios de sulfeto acima de 5 ppm, que sdo considerados problematicos para a
biocorrosdo de tubulagdes e equipamentos, conforme observado na pratica. Andrade (2009) obteve valores
muito variados para o sulfato (<50 mg/L e < 500 mg/L) para amostras coletadas a jusante do flotador de um
sistema de tratamento de agua produzida no terminal da Petrobras em Séo Sebastido. Verifica-se no grafico da
Figura 6 uma correlacdo entre a disponibilidade de sulfato para o crescimento das bactérias e a conseqiente
producdo de sulfeto pelo seu metabolismo, portanto, o desenvolvimento da corroséo nos pontos P2, P8 e P9
possui origem biogénica. Nota-se que no ponto P8 verificou-se maior crescimento de MRS, porque € o local
com condi¢Bes mais favoraveis ao seu desenvolvimento, juntamente com o P9.

Maiores valores de sulfato foram encontrados em P2, P8 e P9, que fornecem condi¢des para o crescimento dos
MRS, no entanto, os baixos valores em P4 para o sulfato (10mg/L) e sulfeto (2,65 mg/L) corroboram para a
auséncia dos microrganismos. Vale ressaltar que valores de sulfeto de 3 ppm sdo suficientes para afetar a
produgdo de petrdleo, conforme observado na préatica, porque interfere na especificacdo do GLP (Gas liquefeito
de petréleo). Dessa forma, além de problemas relacionados a corrosdo das tubulagdes mesmo que ndo seja de
origem biogénica, podem-se ter grandes prejuizos em relacdo a venda do produto final numa unidade de
tratamento de gés.
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Caracterizacdo Microbiolégica

Os resultados dos testes da caracterizacdo microbiol6gica encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4: Testes estatisticos para a caracterizacdo microbioldgica

Testes Estatisticos
(NI\I\/fS;L) Kolmogorov-Smirnov Teste de Wilcoxon e Correlagdo de Spearman
Teste de Friedman
Comparacéo Dados brutos ndo Métodos tradicional e Meétodos tradicional e de
entre 0s normalizados de microplacas (7 dias) microplacas (7 dias) sdo
Métodos: foram transformados, em sdo equivalentes equivalentes estatisticamente,
Tradicional (28 | logaritmo de base 10 (log estatisticamente. exceto em P1 e P5.
dias), de NMP de MRS/mL +
Microplacas de 2) _ i _
96 pocos (7 e 28 Métodos de microplacas (7 dias) e
dias) (28 dias) sdo equivalentes
estatisticamente, exceto em P5.

Os testes estatisticos empregados na comparagdo dos métodos tradicional e microplacas de 96 pocos (7 dias)
demonstraram que ambos métodos foram equivalentes estatisticamente conforme Teste de Wilcoxon e Teste de
Friedman e pela Correlacdo de Spearman (exceto nos pontos P1 e P5), também houve equivaléncia estatistica
na comparacdo entre o método de microplacas com periodo de incubagdo de 7 e 28 dias, exceto em P5,
portanto, pode-se aplicar o método de microplacas de 96 pocos para a deteccdo de MRS com um reduzido
tempo de incubacdo, que confere um diagndstico mais rapido e possibilita a intervencdo no processo de forma
mais especifica e agil.

A Figura 7 compara 0 NMP de MRS/mL entre o método tradicional e 0 método de microplacas de 96 pogos
(7° dia) em todos os pontos de amostragem.

NMP de MRS/mL entre o Método tradicional (T) e o
Método de microplacas de 96 poc¢os (M7)
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= Primeiro Quartil (25%) X Minimo X Maximo = Terceiro Quartil (75%) ® Mediana B Média Geométricaq

Figura 7: Comparacdo de NMP de MRS/mL entre o Método tradicional (T) e o Método de microplacas
de 96 pogos (M7), respectivamente para cada ponto de amostragem.

Legenda: T — Método Tradicional; M7 — Método de microplacas de 96 pocos com incubacéo até o 7° dia.
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Os maiores valores encontrados de NMP de MRS/mL foram nos pontos P5 (montante do oleoduto), P6
(jusante do oleoduto), P8 (tanque de agua produzida em T6) e P9 (tanque de agua produzida em T4), devido a
agua produzida ter caracteristicas fisico-quimicas favoraveis ao desenvolvimento das bactérias. A amostragem
em P5 foi da agua produzida no fundo do tanque de armazenamento de 6leo e em P6 coletou-se residuo,
portanto, verificou-se um alto nimero de MRS nas fases plancténica e séssil, respectivamente. Em P8 e P9 ha
um ambiente anaerébio e rico em sulfato no interior dos tanques de agua produzida que favorece o
desenvolvimento desses microrganismos. Ainda, foram observados na Figura 7 valores médios ligeiramente
superiores, mas dentro da mesma unidade logaritimica, para 0 método de microplacas de 96 pogos em relagéo
ao método tradicional nos pontos P1 (montante do aqueduto), P6 e P7 (jusante do oleoduto). Para Gibson et al.
(1987), a principal critica ao processo de contagem de células vidveis com tubos mdltiplos é que tem
subestimado as populacdes bacterianas presentes em ambientes naturais, que justifica os valores superiores
encontrados, portanto, observa-se que a correlagdo entre os dois métodos é altamente significativa.

Infere-se pela figura 8 a comparacdo de NMP de MRS/mL entre o método de microplacas de 96 pogos em 7
dias (M7) e o método de microplacas de 96 pogos em 28 dias (M28).

NMP de MRS/mL entre o Método de microplacas de 96 pocosem 7
dias (M7) e em 28 dias (M28)
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Figura 8: Comparacédo de NMP de MRS/mL entre o Método de microplacas de 96 pocos (M7) e Método
de microplacas de 96 pogos (M28), respectivamente para cada ponto de amostragem.

Legenda: M7 — Método de microplacas de 96 pogos com 7 dias de incubacdo; M28 — Método de microplacas
de 96 pocos com 28 dias de incubacéo.

Os valores medianos estdo muito préximos estatisticamente entre o 7° e 0 28° dias pelo método de microplacas
de 96 pocos (Figura 8), que nos leva a considerar o resultado da microplaca no 7° dia de alta relevancia, visto
que nao ha diferenca significativa para o resultado no 28° dia. Assim, é possivel utilizar o método de
microplacas de 96 pocos para obter o resultado em apenas 7 dias.

CONCLUSAO

O desenvolvimento de um novo sistema de monitoramento de NMP de MRS/mL demonstrou uma vantagem
significativa do tempo de processamento inferior da analise (7 dias) na obtencdo do diagnéstico rapido em
comparagdo com o método tradicional (28 dias), além de promover a economia de espago, reducdo de custos
para o controle dos microrganismos, assim como evitar prejuizos socio-econdmico-ambientais.
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