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RESUMO

A corrosao microbioldgica € responsavel por parte das falhas de dutos no setor de
petréleo e gas. Este tipo de corrosdo esta associado com as mais diversas culturas
microbianas, tendo énfase principalmente nas bactérias sulfato redutoras. Colénias
complexas de microrganismos, chamadas biofilme, apds se depositarem e aderirem
a uma superficie de contato, mantidos pela secrecédo gelatinosa protetora, ou lodo,
iniciam seu crescimento nos dutos. Esta é uma etapa crucial dos processos de
corrosao microbiolégica e as formacdes e estruturas dos biofilmes indicam que cada
colbnia é totalmente Gnica. Com o intuito de mitigar a corrosao microbiolégica no setor
petrolifero, deve-se primeiramente avaliar com precisdo e rapidez a colbnia
microbiana estudada. Para isso, os métodos moleculares microbiol6gicos estao se
aprimorando com novas tecnologias com o objetivo de detectar e analisar os genes
permitindo uma caracterizagéo detalhada e precisa dos microrganismos. Com 0 uso
dos métodos de sequenciamento genético, torna-se possivel compreender a formacéo
do biofilme e investir pontualmente no mecanismo de mitigacdo de corrosao

adequado.

Palavras-chave: Corrosdo microbiologica, Métodos moleculares microbioldgicos,

Biofilme.



ABSTRACT

Microbiologically influenced corrosion accounts for nearly half of the pipeline failures
in the oil and gas industry. This type of corrosion is associated with a wide variety of
microbial cultures, emphasizing on sulfate-reducing bacteria. Complex colonies of
microorganisms called biofilms begin their growth in pipes after deposition and
attachment to a contact surface maintained by a protective gelatinous secretion or
slime. This is a crucial step in microbiologically influenced corrosion processes and the
formations and structures of biofilms show that each community is unique. The
microbial colonies under study must be first accurately and rapidly assessed to contain
microbiological corrosion in the oil sector. To this end, microbiological molecular
methods are being improved with new technologies to detect and analyze genes that
allow detailed and precise characterization of microorganisms. Using genetic
sequencing methods makes it possible to understand the formation of biofilms and

invest in the appropriate mechanism for corrosion control on time.

Keywords: microbiologically influenced corrosion, Molecular Microbiological Methods,
Biofilm.
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1.1 INTRODUCAO

A corrosdo em dutos de Oleo e gas tem sido um problema severo, causando os
principais mecanismos de falha no setor. Pode ser ocasionada por diferentes aspectos
entre eles fisicos, quimicos e biolégicos e estima-se que em 2013, os custos globais
com falhas causadas por qualquer tipo de corroséo atingiram aproximadamente 2.5
trilndes de délares (Mand et al., 2019).

A corrosdo microbiolégica (microbiologically influenced corrosion, MIC) é responsavel
por 40% das falhas de dutos no setor petrolifero e associa todas as formas de corrosao
gue podem ser ocasionadas por microrganismos, como bactérias sulfato redutoras,
bactérias acetogénicas e metanogénicas. Sua grande porcentagem de falha no setor
ocorre devido a particularidade dos oleodutos e sua maior suceptiblidade a formacéo
de biofilme, comunidades estruturadas com elevado grau de organizagcao (Zhong et
al., 2019).

A presenca e atividade microbiana frequentemente resultam em consequéncias
econdmicas significativas devido a deterioracdo do produto, corrosdo do metal,
incrustacao bioldgica, acidificacdo e obstrucdo. Fatores importantes que encorajam o
crescimento e a atividade microbiana néo benéfica em sistemas industriais incluem a
presenca de interfaces agua / metal / rocha / éleo, a presenca de nutrientes organicos
e inorganicos, aceitadores de elétrons, temperaturas propicias, pH e condi¢gdes redox.
Quando existem condicbes adequadas, microorganismos podem florescem e
consequéncias prejudiciais significativas podem ocorrer rapidamente. Isso é
particularmente verdadeiro na industria de petréleo e gas, onde 0s microrganismos
frequentemente causam efeitos como MIC, acidificacao pela presenca de sulfeto e
incrustacao bioldgica em sistemas de superficie e de fundo de poco (Poulsen et al.,
2016).

Sistemas complexos de dutos, tubos e vasos, com curvas, dead-legs e valvulas sao
particularmente propensos a problemas microbianos. Portanto, as industrias de
petréleo e gas normalmente aplicam programas estritos de biocidas quimicos e
limpeza fisica para mitigar e controlar essas consequéncias. MIC é a consequéncia
mais difundida, importante e bem conhecida da atividade microbiana, devido a sua
corrosdo localizada, intensa e rapida de materiais do campo petrolifero
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(frequentemente medido na faixa de mm por ano), levando ao risco de falhas de
oleodutos, com consequéncias tanto econémicas quanto ambientais (Poulsen et al.,
2016).

Os custos devido ao MIC sao frequentemente significativos. Relatérios recentes
estimam gque um custo anual de manutencao relacionada a corrosdo de dutos pode
ser em média de aproximadamente US$ 15.000 por milha de duto. Quando a MIC n&o
€ controlada, pode resultar em paradas inesperadas da producéo, impacto ambiental
devido a vazamentos, grandes reparos nado planejados e aumento dos custos de
tratamento quimico. Em casos graves de MIC, o sistema pode até precisar ser
substituido, as vezes por ligas resistentes a corrosdo, 0 que geralmente € uma

proposicao antieconémica (Poulsen et al., 2016).

A formacéo do biofilme, por ser uma estrututa organizada, pode depender de diversos
fatores: tipo de microrganismo envolvido, condigbes ambientais e caracteristicas do
metal em questdo. As bactérias redutoras de sulfato (sulphate reducing bacteria, SRB)
sdo uma das mais comumente encontradas nas instalacbes petroliferas e estao
diretamente envolvidas com os ataques corrosivos. A formacdo do biofilme
ocasionada por esse tipo de bactéria, influencia as reacéo catédicas e anddicas do
metal, acelerando os processos corrosivos, a partir da redugao do sulfato a sulfeto
(Serensen et al., 2012).

O crescimento do biofilme nos metais € um processo dinamico e complexo,
dependente de diferentes fatores, como estado da superficie metalica, limitacdo de
difusdo e tensdo de cisalhamento aplicada pelo liquido em movimento (Liu et al.,
2017). O escoamento do liquido que transita os oleodutos é uma grandeza que
influencia o fator de tenséo de cisalhamento e a velocidade de escoamento do liquido

pode causar o desprendimento do biofilme formado (Liu et al. 2017).

Como tentativa de impedir o crescimento do biofilme e consequentemente da corroséo
em dutos, foram criados métodos de monitoramento e controle capazes de analisar o
desenvolvimento da cultura de microrganismos a fim de intervir em casos de
necessidade. Tais meétodos podem variar entre técnicas eletroguimicas, como
espectroscopia de impedancia eletroquimica, utilizada como avaliador do processo

corrosivo, até estudos envolvendo testes baseados na reagcdo em cadeia de
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polimerase (polymerase chain reaction, PCR), utilizados como monitoramento

continuo feito em tempo real (Liu et al. 2017).

Os testes conhecidos como métodos moleculares microbiologicos (MMM), do qual o
teste PCR faz parte, sdo usados rotineiramente a fim de avaliar se h4 a necessidade
de intervencdo e tomar medidas restritivas, para que ndo chegue a condicdo de
abandono do poc¢o. Segundo a literatura, o0 modelo de testes de reacdo em cadeia de
polimerase foi desenvolvido com objetivo de contribuir na obtencdo de dados nos
sistemas petroliferos estimando o grau de corrosdo e o tempo antes do inicio da
corrosdo. Sao testes relativamente baratos e simples, porém ndo sédo capazes de
distinguir células vivas de células mortas, o que pode acarretar em uma aproximacao

de organismos vivos superestimada (Larsen et al., 2013).

Para suprir as condi¢cdes mais elaboradas do poco, o método de PCR de transcricdo
reversa foi desenvolvido e pode prover um modelo mais detalhado em se tratando dos
riscos de MIC nos oleodutos (Larsen et al., 2013). Essa operacdo, denominada de
modelamento de segundo nivel, € mais custosa e relativemente mais complicada que
a primeira, porém esta habilitada a identificar os tipos de microrganismos envolvidos

na corrosao.

Durante a avaliagcdo da ameaca de corrosao, a probabilidade de cada mecanismo
corrosivo em potencial € avaliada em cada sistema e circuito. Nesta etapa, 0s
engenheiros responsaveis pela avaliagdo da corrosao revisam os dados de projeto,
processo, operacao, tratamento quimico, monitoramento de corroséo e inspec¢ao para
ajudar a identificar as provaveis ameacas de corrosdo que afetam diferentes locais do
sistema. Dutos e circuitos podem ser subdivididos em segmentos nos quais diferentes
condicOes de operacao ou composicao do fluido alteram a gravidade das ameacas de
corrosdo aplicaveis. Ao avaliar o potencial de MIC, é importante estabelecer uma
relagéo clara entre o biofilme e a corroséo localizada. Os MMMs podem ser usados
nesta etapa para caracterizar as condigbes microbiologicas de linha de base, para
procurar associacdes entre presenca de biofilme, composicédo do biofilme e corroséao
e para relacionar as caracteristicas do biofiilme com as condicbes operacionais
(Skovhus; Eckert, 2014).
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Deve-se considerar também, a interagdo entre duas ameagas de corrosdo, como por
exemplo, o aumento da formacéo e estabelecimento do biofilme ligado a corroséo sob
deposito promovida por depositos solidos. Quando os dados adequados estédo
disponiveis, a integracao e analise programética podem ajudar a verificar as ameacas
de corrosao previstas. A investigacdo de danos ou falhas de corrosdo usando
procedimentos de analise de laboratério e de campo formalizados também pode ser
usada para verificar os mecanismos de corrosdo em uma tubulacao (Skovhus; Eckert,
2014).

A proxima etapa de avaliagdo consiste em selecionar as barreiras preventivas e
mitigativas necessarias para administrar as ameacas apontadas. Ao avaliar as opcoes
de mitigacdo antes da implementacdo completa, os MMMs sdo benéficos para
examinar o efeito dos tratamentos candidatos sobre a corrosédo e o biofilme e para
monitorar as mudancas nos tipos ou numeros de microrganismos apos a aplicacao do
tratamento. Os dados fornecidos pelos MMM também sdo Uteis para determinar a
abordagem ideal para a mitigacdo de MIC e para selecionar os biocidas ou produtos

guimicos antimicrobianos apropriados (Skovhus; Eckert, 2014).

A terceira e Ultima etapa serve para mensurar as barreiras empregadas para reduzir
a probabilidade ou a gravidade das ameacas de corrosao. O monitoramento de
corrosdo normalmente fornece informacdes sobre a taxa de perda de metal devido a
corrosdo e ndo o mecanismo de corrosdo. Contudo, a revisao e a integracéo de dados
de condicéo operacional, monitoramento de dados, sondas e inspecao, resultados de
analise de depdésito e fluido quimico ou microbiolégico e saida de regime de fluxo e
modelos de corrosdo podem levar a uma melhor compreensao dos mecanismos de
corrosdo que conduzem os danos associados. A analise laboratorial estendida pode
fornecer evidéncias diretas dos mecanismos de corrosao ativos no sistema (Skovhus;
Eckert, 2014).

Os métodos usados para monitorar a MIC devem demonstrar que 0s microrganismos
e suas atividades fornecem a influéncia predominante sobre o mecanismo de
corrosdo, ao contrario de outros mecanismos abidticos que podem estar presentes.
Geralmente, isso significa que o monitoramento deve integrar as medicdes das
caracteristicas da superficie / biofilme com a corroséo localizada. Nesse sentido, 0s

MMMs sé&o valiosos para monitorar os efeitos de mitigagdo de longo e curto prazo e
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mudancas na eficacia do tratamento quimico em relagéo as caracteristicas do biofilme
(Skovhus; Eckert, 2014).
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1.2 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo elucidar a utilizacdo dos métodos moleculares
microbiologicos para o controle e monitoramento da corrosdo microbiologica no setor
de Gleo e gas por meio de uma revisao de literatura. Seréo apresentadas as vantagens

e limitagdes dos testes desta natureza e as tendéncias de sua utilizagdo e aplicagoes.
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1.3 JUSTIFICATIVA

Existem diversos trabalhos da literatura a respeito de corrosdo microbiolégica e dos
métodos mais utilizados a fim de monitorar e mitigar o problema em questdo. Neste
sentido, o trabalho pretende agrupar informagdes acerca de diversos microrganismos

com intuito de melhor compreender como empregar tais métodos.

Com isso, o trabalho visa englobar as mais diferentes técnicas de monitoramento
microbiologico existentes e ao apontar suas vantagens e desvantagens, servindo de
auxilio para melhor entendimento de como ocorre o problema de corrosédo
microbioldgica, que afeta drasticamente o setor de 6leo e gas, e expor mecanismos

de monitoramento e controle da mesma.
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2 METODOLOGIA

A area de concentracdo da pesquisa consiste em agregar os principais artigos sobre
corrosdo microbiolégica encontrados majoritariamente no site de buscas da
OnePetro® e avaliar métodos possiveis de monitoramento e controle deste tipo de
corrosdo associados a industria de petréleo. Dessa forma, as palavras-chave da
pesquisa em inglés foram: microbiologically influenced corrosion, molecular
microbiological methods, polymerase chain reaction e quantitative polymerase chain

reaction e next generation sequencing.

Inicialmente a pesquisa teve como intuito o melhor entendimento da corroséo
microbioldgica, como ela esta atrelada a formacgéo de biofilme nos dutos de petrdleo
e quais tipos de microrganismos podem formar os biofilmes e como eles se relacionam

entre si.

Posteriormente, para ser possivel realizar o monitoramento e controle eficaz de um
sistema, precisa-se de uma boa comparacdo entre os métodos de identificacao
microbiol6gicos, como o PCR, qPCR e NGS aplicaveis e o bom entendimento do

melhor cenario de aplicacdo de cada um.

Tendo essas informacdes em vista, pode ser criado um cenario de controle e

mitigacéo de corrosdo microbioldgica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Corroséo microbioldgica

A corrosdo microbiologica tem sido um dos maiores problemas que preocupa a
industria de petrdleo. Normalmente, ela € causada por organismos capazes de
produzir sulfetos usando os ions sulfato como aceitadores de elétrons, a partir da
degradacdo de compostos organicos em meio anaerébio. Durante a MIC, é formado
biofilme na superficie metdlica dos dutos o que influencia as rea¢gbes anddicas e

catddicas, levando a aceleracao da corrosao (Liu et al., 2017).

A corrosao interna por pite e a perda de espessura da parede metalica foram
observadas em oleodutos de petroleo bruto, apesar de terem sedimentos basicos e
contetdo de agua muito baixos (inferiores a 0,5%) em locais onde os sedimentos
tendem a se acumular (Haile et al., 2017). Os sedimentos chamados de lama ou lodo
sdo compostos pelos mais diversos tipos de hidrocarbonetos, subprodutos da
corrosdo, microrganismos, agua e outros. As lamas criam condicdes propicias para a
formacéo de colbnias de microrganismos por conta de acumularem e concentrarem
agua do oleo e criar uma interface entre 0 metal e a agua, criando as condicbes

necessarias para a corrosao microbiologica (Haile et al., 2017).

A corrosdo microbiolégica se manifesta em areas onde a tensao de cisalhamento de
fluido na parede do tubo, a forca responsavel pela mobilizacdo de tais sélidos, &
reduzida. O lodo pode auxiliar a proliferacéo e cultivo das col6nias bacterianas como
SRB, SRA (sulphate reducing archaea), bactérias metanogénicas, bactérias
acetogénicas, fermentadores, bactérias redutoras de ferro, arqueias redutoras de
ferro, bactérias oxidantes de ferro, bactérias oxidantes de manganés, bactérias
produtoras de acido e formadores de limo, entre outros. E importante ressaltar que a
MIC pode ocorrer sob diversos ambientes nos dutos e sob condi¢bes adversas de
operacéo, desde que o crescimento microbiano seja garantido pelo sistema (Haile et
al., 2017).

A corrosao € um processo interfacial cuja cinética € determinada pelo ambiente fisico

e quimico de sua interface. Isso inclui a concentracdo de oxigénio dissolvido,
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variacdes de pH, condutividade, presenca de sais e outros. Tais parametros podem
ser influenciados por microrganismos que se desenvolvem na interface dos dutos
formando biofilmes apds embeber-se em lodo, também conhecido como substancia
polimérica extracelular (extracellular polymeric substance, EPS). A EPS pode ser
responsavel pela maioria do carbono orgénico dos biofilmes, sendo considerada
material da matriz primaria do biofilme e é geralmente compostos de polissacarideos
(Halle et al., 2017).

Embora a MIC seja um mecanismo pesquisado durante décadas, diagnosticar uma
falha especifica causada por ela ainda pode ser um desafio. A maior dificuldade
consiste em diferenciar com precisdo as falhas, devido a suas similaridades
morfologicas quando comparados a outros tipos de mecanismos de danos, como por
exemplo a corroséo por pite devido ao cloreto. Além disso, a confusdo na identificacdo
da falha causada pela MIC pode ser agravada pelo fato de que a presenca de
bactérias em um sistema ndo garanta necessariamente que a MIC seja culpada (Al
Muaisub, 2020).

A morfologia tipica do ataque MIC em aco inoxidavel é um ataque localizado, de
abertura estreita, com uma grande cavidade subsuperficial. A corrosao por pite pode
ser explicada simplesmente pelo ataque localizado das espécies de anions agressivos
na camada de 6xido passivo, levando a uma ruptura. Por outro lado, tentar explicar os
mecanismos da MIC, principalmente para o manejo, é bastante desafiador,
principalmente devido as diversas cepas bacterianas e seu envolvimento no processo
de corrosao. Isso se tornard ainda mais critico quando a equipe de investigacdo nao
tiver experiéncia com o tratamento com biocidas e testes de bactérias (Al Muaisub,
2020).

A morfologia do dano de corrosdo localizada devido ao MIC mostra algumas
caracteristicas, dependendo do tipo de ambiente e das espécies de bactérias sésseis.
E relatado na literatura que o dano de corrosdo no caso de SRB se manifesta como
cavidades largas com caracteristicas em terraco. Além disso, os ataques localizados
produzidos por SRB podem corresponder a taxas de corrosao localizada de 2 a 3 mm

por ano (Islam et al., 2016).
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Figura 2 - Morfologia tipica de corros&o microbioldgica devido a SRB. Fonte: ISLAM et al., (2016)

A injecdo de agua do mar é um procedimento crucial em diversas instala¢des offshore.
Essa agua passa por diversos tratamentos e diferentes ambientes. E clorada, filtrada,
desoxigenada e tratada com biocida e outros produtos quimicos. Ela € entéo, injetada
nos reservatérios sob altas pressfes para eventualmente entrar no sistema de
producdo, onde sera submetida a condicdes ambientes totalmente diferentes. Os
organismos reagem rapidamente as mudancas de seu ambiente e devido a seu curto
tempo de geracdo, os efeitos sobre a populacdo podem ser notados. (Hoffmann;
Spark, 2012).

Diferentes organismos séo capazes de crescer dentro de tais sistemas de injecdo de
agua, especialmente os procariontes redutores de sulfato (sulfate reducing
prokaryotes, SRP), que prosperam com o0 alto teor de sulfato da agua do mar.
(Hoffmann; Spark, 2012)

Teoricamente, a disponibilidade de nutrientes, além do sulfato, na agua do mar pode
parecer limitante para o crescimento de altos niveis de micrébios planctdnicos (por
exemplo, em 4gua do mar aberta). No entanto, quando a agua do mar € introduzida
no sistema de injecdo de agua contida, as condicbes podem comecar a se tornar mais
favoraveis para os microrganismos crescerem e formarem biofilmes (Hoffmann;
Spark, 2021).

Os biofilmes séo caracterizados por uma grande heterogeneidade e podem variar sua
espessura de monocamadas moleculares. Eles podem promover reacfes fisico-
guimicas na interface nao favorecidas em condi¢Bes abidticas. Isso pode ocorrer
devido a atividade metabdlica dos individuos capaz de alterar o pH do local. Sendo
assim, na interface onde o processo de corrosdo esta acontecendo, os valores de pH

podem ser muito diferentes daqueles do fluido que percorre o duto (Haile et al., 2017).
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Como tentativa de avaliar a susceptibilidade da MIC e entender os mecanismos, a
coleta de lodo em operacéo de pigging (O ato de forcar um dispositivo denominado
pig através de um duto para os meios de deslocamento ou separacdo de fluidos e
limpar ou inspecionar a linha) se tornou uma pratica comum na inddstria. Utilizando
diferentes métodos de caracterizacao, programas de coleta de dados sobre o lodo sédo
usados para prever e corrigir problemas relacionados a corrosao atrelada a bactérias

e microrganismos (Haile et al., 2017).

A MIC nao é um processo simples, mediado apenas por SRB, mas € frequentemente
causado por uma comunidade complexa de diferentes micrébios apoiando uns aos
outros. Além disso, essa complexidade microbiana explica por que a MIC pode ser
rapida e localizada: onde a comunidade microbiana se torna estabelecida e estavel, a
MIC pode ser grave; onde uma comunidade microbiana menos diversa esta presente,
o risco de MIC pode ser menor. A ligacédo entre a diversidade microbiana e a MIC
explica por que a avaliacdo precisa da MIC em sistemas industriais era muito dificil no
passado: os métodos de cultivo tradicionais ndo detectam ou quantificam facilmente
muitos dos principais grupos microbianos. Métodos recentes de nao cultivo (baseados
na reacao em cadeia da polimerase e em técnicas de sequenciamento de DNA, como
por exemplo os MMM, reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (quantitative
polymerase chain reaction, gPCR), e sequenciamento de préxima geracdo (next-
generation sequencing, NGS) , entretanto, foram desenvolvidos e aplicados para obter
dados confiaveis, precisos e Uteis sobre comunidades microbianas a partir de
amostras de sistemas tradicionais. As tecnologias de ndo cultivo sdo ferramentas

muito poderosas no gerenciamento de MIC (Poulsen et al., 2016).

A formacéo do biofilme na superficie do metal € a etapa crucial dos processos de MIC.
Seu crescimento é influenciado por condicbes ambientais e a tensdo de cisalhamento
aplicada pelo liquido em movimento. E possivel diminuir a taxa de corros&o ao impedir
a fixagdo das células a superficie metélica, etapa conhecida como primeiro estagio da
formacédo de biofilme. Porém, nenhum estudo teve éxito em relacionar a taxa de

corrosdo com o numero de SRB apegados a superficie (Zhong et al., 2019).

O biofilme € uma comunidade complexa de microrganismos ligados a superficie
mantidos juntos pela EPS. A EPS é uma mistura complexa de agua, carboidratos,

proteinas, DNA e outras moléculas que se gelificam para dar ao biofilme uma
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sensacao e aparéncia viscosa. E esta estrutura que protege a comunidade bacteriana
do ambiente externo hostil enquanto, a0 mesmo tempo, extrai nutrientes essenciais

do habitat circundante (Denvir et al., 2019).

A pesquisa sobre a formacdo e as estruturas de biofilmes multiespécies sugere
fortemente que cada biofiime € totalmente Unico e € um produto do ambiente
circundante naquele tempo e lugar precisos. E a natureza simbi6tica do biofiime que
0S microrganismos e 0 substrato no qual o biofilme é formado que torna a MIC uma
das formas mais nefastas de corroséo. A natureza dinamica do biofilme pode resultar
em multiplos mecanismos de corroséo (geracéo localizada de substancias corrosivas,
formacdo de células de concentracdo diferencial, inativacdo de inibidores de
corrosdo), ocorrendo na superficie simultaneamente, tornando dificil remediar ou

prevenir com uma unica abordagem ou tratamento (Denvir et al., 2019).

Na ultima década, houve um surgimento de métodos moleculares, como PCR em
tempo real, chips de genes microArray, analise de T-RFLP e pirosequenciamento
(método baseado no sequenciamento e sintese de DNA) gue foram usados para obter
uma visdo sem precedentes sobre a natureza dos biofilmes coletados de locais que
experimentam MIC. No entanto, um dos fatores que esta limitando a ado¢do em larga
escala de tal abordagem é o custo associado a identificagdo da existéncia de
problemas de MIC do biofilme e coleta de amostra de forma reproduzivel e repetivel
(Denvir et al., 2019).

Dutos de transporte de petréleo bruto e tanques de armazenamento Ss&o
particularmente suscetiveis a MIC, pois fornecem o ambiente ideal rico em nutrientes
para o crescimento de bactérias redutoras de sulfato. A maioria dos dutos de
transporte de petrdleo bruto séo tratados com sequestrantes de oxigénio para diminuir
a concentracdo de oxigénio dissolvido a um nivel aceitavel (abaixo de 10ppb) para
mitigar o ataque localizado devido ao oxigénio in-situ. No entanto, a injecao de
eliminadores de oxigénio introduz nutrientes para o crescimento das SRB, além de
criar um ambiente anaerdbico que apoia 0 seu crescimento. Da mesma forma, a
maioria dos tanques de armazenamento de petréleo bruto tem sistema de cobertura
gue limita a entrada de oxigénio, criando o ambiente anaerdbico para o crescimento
das SRB e MIC localizado em dutos de carbono e acos de baixa liga (Emmanuel;
Shaapere, 2018).
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O controle de SRB envolve o desenvolvimento de um programa de tratamento quimico
robusto, implementando a mitigacdo de medidas e monitoramento para avaliar a
eficacia do tratamento e conformidade com os regulamentos da empresa e locais. No
entanto, a caracterizagao precisa e a classificacao de risco da ameacga SRB ainda séo
um desafio. Os biofilmes SRB podem se desenvolver dentro do sistema sem serem a
principal causa de danos. Com isso, faz-se necessaria aplicar uma abordagem
baseada no risco para a caracterizacao e classificacdo do risco SRB (Emmanuel;
Shaapere, 2018).

As bactérias redutoras de sulfato sdo as mais comumente encontradas na producao
de 6leo e gas e, além daquelas capazes de reduzir sulfato através de carbono
organico, foram encontrados novos tipos de SRB aptas a usar o ferro metalico como
Unico doador de elétron (Zhong et al., 2019). Embora cada uma delas provoque uma
reacdo complexa diferente, o efeito geral pode ser resumido nas reagfes basicas do
processo de dissolucdo do ferro pelas bactérias, assim como exemplificado pelas
reacdes (2) e (3). Um estudo feito a partir do baixo fornecimento de carbono realizados
em um tipo SRB organotrofico comum a curto e longo prazo mostrou que a falta de
carbono pode aumentar a corrosdo por pite sugerindo uma absorcdo direta dos
elétrons pelo metal juntamente com a reducéo de sulfato pelas SRB (Zhong et al.,
2019).

S0O?%4 + 2CH3CHOHCOO™ — 2CH3COO + 2C0O2 + HS + OH + H20 (1)
Anodo: 4Fe — 4Fe?* + 8e (2)
Catodo: SO?%4 + 8H* + 8" — HS" + OH" + 3H20 (3)

A equacao (1) toma o lactato como exemplo na reducédo do sulfato pelas SRB,
normalmente se referindo a reducédo do sulfato & oxidagédo do carbono organico.

Van Wolzogen Kuhr e Van Der Vlugt (1934), em seu estudo da corrosdo anaerdbica
de tubos de aco em solo umido devido as SRB, teorizaram que o SRB remove o
hidrogénio catédico da superficie do metal. Bryant (1991) afirmou que a reacéo é
catalisada pela enzima hidrogenase presente no SRB. Smith (1975) e Jack e Westlake
(1995) com base no trabalho de pesquisadores anteriores propuseram que o produto

de corrosdo FeS poderia ter contribuido para acelerar a taxa de corroséo, apoiando
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uma transferéncia de elétrons mais rapida da superficie do ferro para o SRB. Van
Wolzogen Kuhr e Van Der Vlugt (1934) creditaram o nascimento da MIC em 1934 com
sua publicacdo "A grafitizacdo do ferro fundido como um processo eletroquimico em
solos anaerdbicos" atribuiu a aceleragdo da corrosdo ao consumo de hidrogénio
catédico por bactérias redutoras de sulfato (SRB), na presenca de ion sulfato. As

reacdes descritas na figura 2 exemplifica este efeito:

8HOH <«—» 8H' + 8(OH")
Dissociagdo da agua
4Fc+ 8H" —» 4Fe¢ ' +8H’
Dissolugdo anaerdbica do ferro
CaS0Oy | 811 » CaS | 11:0
'Despolarizagao’
Fe"" +CaS + 2(OH )+ H,CO; —» FeS+ CaCOx+ 2H,0
Formacao de sulfeto de ferro
3Fe"+6(OH) —p3Fe (OH):
Produtos da corrosdo

O resumo das reagdes acima é como descrito abaixo:

4Fe + CaSO;+ 2H.0 + H.CO;  —» FeS + CaCO;

Figura 3 — Reacfes de degradacdo do aco carbono pelas SRB. Fonte: Adaptado de Emmanuel e
Shaapere (2018).

Starkey (1985) em seus estudos com solo aceitou a teoria atrativa de Van Wolzogen
Kuhr e Van Der Vlugt (1934), no entanto, opinou que aparecem discrepancias, o que
sugere que ha outros fatores que provavelmente estariam envolvidos na
despolarizacdo do aco por bactérias, além da remocao do hidrogénio catodico. Ele
citou a evidéncia para apoiar sua preposicao de que a aeracao diferencial das células
de concentracdo de oxigénio desempenha um papel importante na corrosao
anaerodbica, com base em observacdes de campo de baixas taxas de corrosdo em
ambiente anaerdbico contendo grande quantidade de sulfeto e atividade SRB e altas
taxas de corrosdo quando o oxigénio esta presente em parte do tempo (Emmanuel;
Shaapere, 2018).
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3.2 Meétodos convencionais para detectar os microrganismos

3.2.1 Most probably number (MPN)

Por varias décadas, os operadores de campos petroliferos observaram e mitigaram
os efeitos prejudiciais das atividades microbianas em seus campos e instalagdes.
Vérios testes de campo e de laboratério foram desenvolvidos para detectar e / ou
guantificar os microrganismos. Um dos métodos mais amplamente usados é MPN
(most probably number). Este € um método de cultura baseado no principio da diluicdo
em série. Durante a amostragem MPN, uma amostra de 1ml de agua € coletada de
um poco, vaso ou duto e colocada em um frasco de 10ml contendo meio especifico
(nutrientes). Apoés agitar este frasco, uma sonda de 1ml é retirada do primeiro frasco
de diluicdo e colocada em um segundo frasco de 10ml; criando assim uma diluicdo de
10 vezes. A diluicdo é repetida varias vezes. Apés um tempo de incubacao de 21 a 28
dias, os frascos podem apresentar alteracdo de cor devido aos produtos metabdlicos
gerados pelos micrébios que consumiram os nutrientes dos frascos. Ao observar em
gue diluicdo isso ndo ocorre mais, pode-se estabelecer um "nimero mais provavel"

de células presentes na amostra de 4gua original (Hofmann; van Strien, 2019).

Existem composicdes de midia especificas para enumerar grupos especificos de
microrganismos como 0s SRB, bactérias produtoras de acido e bactérias redutoras de
ferro. Para avaliar toda a biodiversidade de um sistema (sem qualquer conhecimento
prévio das condi¢des especificas de salinidade ou temperatura), seria necessario usar
muitos kits diferentes. Mesmo assim, ndo sera possivel enumerar ou detectar cada
espécie ou grupo, pois € muito dificil imitar as condicdes especificas de crescimento
em reservatoérios, dutos e pocos dentro de pequenos frascos de midia no laboratério.
Algumas espécies podem crescer nos frascos de midia ou podem ter morrido durante
a amostragem e transporte para o laboratorio e, portanto, ndo sdo detectadas. Além
disso, esta técnica MPN enumerara apenas os micrébios viaveis (vivos). Embora isso
possa ser benéfico em alguns casos, muito pode ser aprendido com o0s
microrganismos mortos no sistema, ja que eles podem ter formado uma comunidade

viavel mais abaixo (Hofmann; van Strien, 2019).
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3.2.2 Teste de adenosina trifosfato (ATP)

Além do MPN, outras técnicas de cultivo ao vivo foram desenvolvidas que funcionam
mais rapidamente para detectar SRB e podem ser empregadas no local. Também é
possivel enumerar toda a comunidade microbiana viavel via ATP no local, mas isso
nao permite que se identifiquem diferentes grupos de microrganismos (Hofmann; van
Strien, 2019).

Ha kits comerciais de teste de ATP que podem ser facilmente adquiridos em
fornecedores de laboratérios. Esses kits de teste foram projetados para serem
portateis para que a analise da amostra possa ser realizada no local. Portanto, uma
indicacdo de atividade microbioldgica (a ATP esta presente em todas as células vivas)
pode ser quantificada. Esta € uma ferramenta particularmente eficiente quando a
indicacdo basica da atividade microbioldgica é necessaria em um prazo muito curto.
O método é baseado na medicdo de ATP, que é um indicador direto e livre de
interferéncias da biomassa viva total. O ATP esta presente em todas as células vivas,
estando envolvido no metabolismo energético. Ele desaparece rapidamente com a
morte da célula e pode, portanto, ser usado como um indicador da quantidade de
organismos vivos presentes em uma amostra. O ATP é medido usando o ensaio do
vagalume luciferase, onde uma amostra contendo ATP € introduzida em uma solucéo
contendo a enzima luciferase, que ocorre naturalmente nas caudas dos vagalumes,
para produzir luz. A luz €& detectada em um fotomultiplicador, sendo a saida
proporcional a quantidade de ATP, as unidades sdo geralmente registradas como

Unidades de Luz Relativa (Bennet, 2016).

Embora esses kits de teste sejam convenientes e rapidos, deve-se observar que ha
algumas desvantagens nesse método; ndo ha diferenciacdo entre os varios tipos de
microrganismos em uma amostra, pois todas as células vivas contém ATP. O
contetdo de ATP de uma célula depende do volume da célula, portanto, células
bacterianas maiores retornardo um nuamero maior de ATP do que o numero
equivalente de células menores. O método também pode encontrar interferéncia de

produtos quimicos, como biocidas e alto teor de sulfureto (Bennet, 2016).
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3.3 Métodos moleculares microbiolégicos (MMM) para identificar e/ou

guantificar os microrganismos

Os MMM tém sido utilizados como forma de identificar e quantificar os microrganismos
presentes nos sistemas de petréleo e tém colaborado com grande auxilio nas etapas
de mitigacdo e monitoramento da MIC. Neste item, sdo citados os métodos PCR
(polymerase chain reaction), DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) e FISH
(fluorescence in situ hybridisation) apresentados no trabalho de Bennet (2016), com

intuito de reunir informacdes pertinentes que sejam capaz de agregar valor ao estudo.

O objetivo da tecnologia de PCR é aumentar especificamente um alvo a partir de uma
guantidade indetectavel de material de partida em uma amostra. Como acontece com
a maioria dos métodos moleculares baseados em DNA, a primeira etapa requer a
extracdo do DNA da amostra. O proximo passo € amplificar a quantidade de DNA por
meio de PCR com um primer (pedacos curtos de DNA de fita simples e séo projetados
de modo que englobem a regido de interesse) que possui uma etiqueta fluorescente.
Durante a termociclagem, o marcador fluorescente se acumula, que pode ser usado
para quantificar o nimero inicial do alvo. O alvo copiado durante o processo depende
do primer usado e pode ser adaptado para quantificar especificamente certos grupos
microbianos. A molécula alvo mais comum usada para identificar microrganismos € o
16S rRNA ou o préprio gene (o DNA). O 16S rRNA provou ser uma molécula confiavel
para identificar microrganismos devido a sua distribuicdo universal (ribossomos estéao
presentes em todas as células vivas) e conteudo de informacédo (rRNA € uma molécula
altamente conservada). Primers especificos foram projetados para detectar uma
variedade do género mais comumente encontrado de SRB. Os primers tém sido
usados para demonstrar a presenca de SRB em uma ampla gama de habitats diversos
(Bennet, 2016).

Onde contagens viaveis das populacdes SRB fornecem uma estimativa do tamanho
total da populacao, a aplicagdo de primers permite que a diversidade da populacéo
SRB seja avaliada. Isso ajuda a diferenciar entre os diferentes tipos de SRB e destaca
agueles que sdo capazes de sobreviver em ambientes especificos, por exemplo,
apenas SRB especializado pode sobreviver apos a aplicacdo de uma dose de biocida
ou dentro de um recipiente extremamente quente (80° C). Assim que esta informacéo
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for conhecida pelo usuario, tratamentos especificos podem ser ajustados para o
sistema de processo a fim de obter o controle microbiolégico. Porém, devido a
natureza especifica da técnica, o usuario deve saber qual destino esta procurando.
Isso também significa que os resultados podem retornar resultados insignificantes se

o alvo néo for detectado na andlise, se o primer ndo encontrar um alvo (Bennet, 2016).

A DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) é outra técnica que utiliza DNA e a
tecnologia de PCR para diferenciar as espécies presentes em uma comunidade a
partir de uma Unica amostra. Os fragmentos de DNA sé&o entédo transferidos para um
gel gradiente desnaturante, separados com base em sua sequéncia de DNA. O DNA
migra através do gel e as diferentes fitas de DNA presentes na amostra serao
depositadas em intervalos diferentes no gel. O DNA contém quatro bases de
nucleotideos (Guanina, Citosina, Adenina e Timina) que formam pares nas duas fitas
da molécula de dupla hélice. O grau de desnaturacéo da fita de DNA depende de sua
composicado de sequéncia de nucleotideos (os pares de bases G-C sao mais fortes do
gue o par A-T) e a desnaturacdo parcial resulta em uma diminuicdo da mobilidade
através do gel com a formacéao de uma banda de DNA. A quantidade de bandas que
se formam em intervalos diferentes no gel indica os diferentes DNAs presentes na
amostra, 0 que representa a comunidade presente dentro de uma amostra (Bennet,
2016).

Um gel com poucas bandas, e uma uUnica banda espessa, indica uma comunidade
dominada por uma Unica espécie, e um gel com muitas bandas de intensidade
semelhante indica uma comunidade diversa dentro de uma espécie. A comparacao
das comunidades em diferentes amostras, de diferentes locais ao longo de um
sistema de processo, fornece informacgdes valiosas sobre os ambientes ao longo do
processo e como isso afeta as populagdes microbianas. O emparelhamento dessas
informagcBes com dados e informacdes operacionais ajudara a entender o que afeta
as populacdes microbianas. Esta técnica por si s6 ndo fornece informacdes sobre as

espécies de microrganismos contidos nas amostras (Bennet, 2016).

No entanto, como a DGGE separa os produtos por diferencas de sequéncia de DNA,
o grau de desnaturacédo da fita de DNA depende de sua composicéao de sequéncia de
nucleotideos. Portanto, durante a DGGE os produtos com diferentes composicoes,

embora com numeros semelhantes de pares de bases, irdo migrar diferentes
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distancias através do gel quando expostos a um gradiente de condigbes
desnaturantes. Diferentes sequéncias do DNA irdo desnaturar em diferentes
concentracdes e resultar em uma impresséo digital de "comunidade” distinta com
bandas em diferentes posi¢cées no gel. Cada banda representa teoricamente uma
populacdo bacteriana diferente presente na comunidade. Uma vez geradas, as
impress@es digitais podem ser carregadas em bancos de dados nos quais a
similaridade das impressdes digitais pode ser avaliada para determinar as diferencas
estruturais da comunidade entre locais, nichos ambientais ou antes e depois dos

tratamentos (Hoffmann et al., 2008).

A FISH (fluorescence in situ hybridisation) € outra técnica microbiolégica molecular
gue pode ser usada para identificar e quantificar microrganismos em uma amostra. A
técnica requer a fixagdo das amostras no local, o que essencialmente preserva as
informagBes dos microrganismos, como uma etapa de fixacdo € necesséria, 0 DNA
pode ser danificado, portanto, a molécula mais robusta de rRNA € o alvo desta técnica.
A segunda etapa da técnica € a hibridizacdo, onde uma sonda de DNA artificialmente
marcada com uma etiqueta fluorescente é introduzida no rRNA alvo dentro de uma
célula, que se ligard um ao outro se a combinacao for perfeita. Isso resulta em células
microbianas hibridizadas que fluorescem sob a luz ultravioleta. A técnica é muito
especifica, pois ha uma etapa de lavagem que remove todas as sondas de DNA
artificial n&o ligadas, que ndo ficardo na amostra quando colocadas sob a luz
ultravioleta (Bennet, 2016).

Usando sondas marcadas com manchas de cores diferentes, € possivel diferenciar
entre diferentes tipos de células de bactérias na mesma amostra. A molécula alvo,
rRNA, se degrada horas ap0s a morte celular e, portanto, presume-se que apenas as
células que estavam vivas no momento em que a amostra foi coletada serdo
enumeradas. Apds a amostragem, o rRNA deve ser preservado, exigindo cuidadosa
desidratacéo, fixacdo e resfriamento antes e durante o transporte para o laboratorio
(Hoffmann et al., 2008).

Como as sondas de DNA sdao fabricadas artificialmente, com diferentes marcadores
fluorescentes coloridos, podem ser introduzidas na amostra para detectar o alvo
correspondente e quantificadas por microscopia fluorescente especializada. No

entanto, devido a natureza especifica das sondas artificiais de DNA, o usuario deve
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saber qual o alvo que estd procurando. Isso também significa que os resultados
podem retornar resultados insignificantes se o alvo ndo for detectado na analise, se a

sonda nao encontrar um alvo (Bennet, 2016).

Diversos fatores afetam as taxas de corrosdo microbiolégica em dutos de aco
carbono, por exemplo os biofilmes embebidos em lodo nos dutos que podem produzir
produtos quimicos que atacam os metais alterando a acidez local ou criando aeracao

diferencial e células galvanicas (Haile et al., 2017).

Os métodos microbiol6gicos moleculares podem ser incorporados aos processos de
avaliagdo das ameagas de corroséo identificando barreiras preventivas e mitigativas
e monitorando a eficacia destas barreiras. Com isso, existe uma melhora da

capacidade operadora de gerenciar as ameacas de MIC (Skovhus; Eckert, 2014).

Como etapa de avaliagdo de ameaca de corrosdo cada mecanismo de potencial
corrosdo é avaliado separadamente em cada sistema. Nessa etapa séo revisados 0s
dados do projeto, processo, operagdo, tratamento quimico, monitoramento de
corrosdo e inspecao a fim de identificar as ameacas que afetam os diferentes locais
do sistema. As tubulagbes e circuitos sdo subdivididos de forma a facilitar o
entendimento dos locais com diferentes condicGes de operag¢des que possuem maior

ou menor riscos (Skovhus; Eckert, 2014).

Os MMM séao um importante método para estabelecer uma relacdo entre a corrosao
localizada e a formacéo de biofilme. Sdo usados para procurar associacdes entre
biofilme ou sua composicdo com corroséo e relacionar as caracteristicas do biofilme
com as condi¢cbes de operagdo. A interacdo entre varias ameacas de COrrosao
também deve ser considerada, por exemplo, o estabelecimento de biofilme pode ser
aprimorado por depdsitos solidos que promovem a corrosao por subdeposicao
(Skovhus; Eckert, 2014).

A investigacéo de danos ou falhas provenientes de corrosao a partir de procedimentos
laboratoriais ou analise de campo sédo usadas em conjunto com os MMM e quando
agregam os valores corretos, a analise pragmatica e integracdo dos dados ajudam a

entender as ameacas previstas (Skovhus; Eckert, 2014).
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Figura 4 - Beneficios de aplicacdo dos MMM para controle de MIC. Fonte: Adaptado de Skovhus; Eckert

(2014)

A figura 3 ilustra a importancia dos MMM para controle e investigacdo de MIC. Os

métodos geram informacfes especificas acerca da quantidade de microrganismos

presentes e a combinacdo deles € de suma importancia ao identificar a comunidade

de células vivas e mortas e o numero total de microrganismos presentes.

Reconhecendo a limitagdo fundamental dos testes baseados em cultura de

microrganismos, os MMM tém a vantagem de ndo exigir cultura e, portanto, sao

capazes de analisar

diretamente

para populacdes

independentemente de sua condi¢do (Sharma et al., 2019).

microbianas

inteiras,
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Figura 5 - Fluxograma dos MMM em testes de laboratério. Fonte: Adaptado Sharma et al. (2019)

A figura 4 € um fluxograma que abrange o conceito de design inicial e os requisitos de
desenvolvimento do fluxo de trabalho dos laboratérios dos MMM. O fluxograma inicia
a partir da coleta de dados e preservacdo dos mesmos até o envio deles aos
laboratorios. Nos laboratorios, a informagéo coletada é analisada a partir da extragédo
do DNA presente e essa informacdo auxilia no entendimento da MIC atuante.
Posteriormente, as amostras sao enviadas ao provedor de servicos de
sequenciamento de proxima geracdo e estes usam primers universais visando o gene
16 rRNA que fornece cobertura de bactérias e arqueias. As informacgdes trazidas pelo
NGS sao: andlise online automatica de dados de sequenciamento bruto, banco de
dados microbiano para permitir a avaliacdo do metabolismo para organismos
especificos relacionados a MIC e ferramentas para permitir a comparacdo de

amostras entre locais e tempo (Sharma et al., 2019).
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3.3.1 Reacao em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) e sequenciamento

de proxima geracdo (NGS)

Os testes MMM incluem varios métodos, mas os dois mais importantes hoje para o
monitoramento de rotina da MIC s&o a rea¢cdo em cadeia da polimerase quantitativa e
0 sequenciamento de proxima geracdo (NGS). O gPCR é baseado na detec¢éo de
pedacos especificos de DNA microbiano e oferece a capacidade de detectar e
guantificar microrganismos chave de interesse ou grupos de microrganismos em
guestao de horas. A analise metagen6mica baseada no gene 16s rRNA € o método
NGS mais comumente usado na analise MIC. Este método NGS pode ser usado para
determinar a identidade e proporcao relativa de quase 100% dos microrganismos
presentes em uma amostra por sequenciamento de regides especificas do gene 16
rRNA (encontrado em todas as bactérias e arqueias) e, em seguida, comparando as
sequéncias de DNA encontradas com um banco de dados conhecido. Juntos, esses
dois MMM podem fornecer uma visdo incomparavel da microbiologia dentro de um

sistema, capacitando o usuario a tomar as medidas adequadas (Sharma et al., 2019).

Apesar das varias vantagens dos MMM sobre outros métodos, no entanto, seu uso
ainda é altamente limitado na inddstria hoje devido aos altos custos de teste,
dificuldades no transporte de amostras e acesso a apenas um numero relativamente
pequeno de laboratérios comerciais ou internos sofisticados da empresa e pessoal
com recursos de teste de MMM. Sendo assim, tornar os MMM mais acessiveis a

indastria é crucial para melhorar a luta global contra as MIC (Sharma et al., 2019).

Os MMM podem fornecer dados altamente acionaveis. O tempo e a geografia, no
entanto, frequentemente impedem que as amostras sejam processadas e testadas
diretamente no campo, apesar da disponibilidade de ferramentas de analise em
campo. A prética atual da industria continua a ser o envio da maioria das amostras
para anélise de MMM a um laboratério externo para teste, que em alguns casos pode
ser em outro pais. ldealmente, essas amostras sdo armazenadas e enviadas em gelo
em menos de 24 ou 48 horas, mas essas recomendacdes podem ser dificeis de seguir
na pratica. I1sso pode resultar em problemas significativos com a qualidade dos dados,
pois a populacdo de microrganismos dentro de uma amostra pode rapidamente

comecar a mudar durante o transporte ou armazenamento, resultando potencialmente
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em resultados de MMM que nao sao precisamente representativos da amostra real
(Sharma et al., 2019).

Identificar as espécies microbianas em um defeito de MIC é possivel nos dias de hoje
usando a ferramenta molecular de ultima geracdo NGS. Em combinagcdo com a
andlise de dados correta, ela fornece informacBes sobre todas as espécies
conhecidas na amostra. Com 0 conhecimento especializado correto sobre as
espécies, isso fornece um bioprophyling (profilo da microbiologia). Uma desvantagem
da técnica de bioprophyling € que ela é relativamente demorada, cara e retorna listas
extensas de espécies, incluindo espécies ndo cultivadas. Uma segunda desvantagem
€ que a metodologia NGS por si s introduz um viés devido as muitas etapas de
processamento. Portanto, o0 método NGS ndo é um método quantitativo confiavel.
Consequentemente, como ferramenta de monitoramento repetitiva, a bioprophyling

nado é adequada. (Geurkink et al., 2016).

De maneira oposta, a qPCR € um método quantitativo rapido e confiavel para detectar
a quantidade de bactérias especificas em uma populacdo, no entanto, a maioria das
analises de qPCR sao baseadas em alvos predefinidos. A seguir é mostrada a
aplicacdo de uma nova metodologia na qual a informacao recuperada do método NGS
€ usada para projetar primers de PCR especificos para desenvolver a analise gqPCR
guantitativa. A Figura 5 ilustra o fluxo esquemdatico de como uma andlise MIC
especifica do ambiente feita sob medida pode ser desenvolvida usando bioprophyling
e gPCR. Esse pacote de MIC feito sob medida sera fundamental para monitorar o
desenvolvimento de biofilmes em superficies de metal ao longo do tempo e usar essas

informacdes para uma avaliacdo adequada da ameaca de MIC (Geurkink et al., 2016).
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Bioprophyling

Selecionar espécies ou genss marcadores

" Pacote MIC especifico
do ambiente

Figura 6 - Esquematizacéo da técnica de bioprophyling. Fonte: Adaptado de Geurkink et al. (2016)

O uso da metodologia NGS em amostras ambientais retornara inerentemente nao
apenas nomes de espécies conhecidas, mas também bactérias ndo cultivadas, que
representam a colecdo de bactérias que foram detectadas em uma amostra particular
por isolamento e sequenciamento de material de DNA. As bactérias ndo cultivadas
nao sao caracterizadas e sua funcdo em um ambiente pode ser extrapolada de seus
parentes mais proximos. Usando o conhecimento dos parentes mais proximos
conhecidos, € desenvolvido um bioprophyling que inclui o possivel comportamento da
comunidade microbiana em um ambiente. No entanto, dados quantitativos sao
necessarios para construir uma previsao precisa da contribuicdo de cada uma das
espécies identificadas em um ambiente. A analise gPCR pode ser desenvolvida ndo
apenas nas espécies exatas no sistema, mas também em grupos maiores de
espécies, ou nas proprias espécies nao cultivadas. Isso permite detectar grupos de
espécies que ndo sao encontradas com base em analises especificas para espécies
conhecidas especificas, mas com base no conhecimento sobre as espécies

conhecidas e cultivadas relacionadas mais préximas (Geurkink et al., 2016).
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Desta forma, os alvos podem ser selecionados que s&o suspeitos de estarem
envolvidos na MIC no ambiente especifico. Comparar a amostra de controle do
ambiente circundante com a populagcdo microbiana nos defeitos de corrosédo torna
possivel selecionar aquelas espécies que estdo presentes em alta abundancia e
provavelmente tém crescido especificamente no defeito de corrosédo e, portanto, estao

provavelmente envolvidas na MIC (Geurkink et al., 2016).

3.4 Controle e monitoramento

A utilizacdo dos métodos moleculares microbiolégicos como uma etapa do processo
de gerenciamento de MIC envolve beneficios diretos nas fases de avaliacdo de
ameacas, selecdo de medidas de mitigagdo e no monitoramento das barreiras
mitigativas escolhidas. Para as fases de avaliagdo de ameacas os testes caracterizam
as condi¢cdes microbiologicas de linha de base, encontram associa¢cfes entre o
biofilme, sua formacao e corrosdo e ainda relacionam as caracteristicas do biofilme
com as condi¢des operacionais. Como selecdo de medidas de mitigacdo, os métodos
avaliam o efeito das medidas de mitigacdo candidatas sobre corrosdo e biofilme e
auxiliam na selecéo de biocidas ou produtos quimicos que possam ser empregados.
Além disso, os testes MMM auxiliam no monitoramento dos efeitos de curto e longo
prazo da mitigacdo do biofilme, das mudancas na eficacia quimica e das mudancas

nas populacfes microbiolégicas presentes (Skovhus; Eckert, 2014).

Separar as contribuicbes das caracteristicas abibticas e bidticas ambientais e de
superficie em relacdo a corrosédo é talvez o aspecto mais desafiador do gerenciamento
de MIC, uma vez que ndo existe um método Unico que pode fornecer informacdes
adequadas para discernir completamente o mecanismo de corrosao predominante.
Normalmente, € necessaria a integracdo de dados de monitoramento microbioldgico

e de corrosao (Skovhus; Eckert, 2014).

Com a introducéo de métodos de microbiologia molecular independente de cultura,
tornou-se possivel monitorar adequadamente os nimeros microbianos e a atividade
microbiana em dutos e fluxos de processo. A aplicacdo de MMM permite a otimizagao
aprimorada de estratégias de mitigacdo de MIC (por exemplo, tratamentos com

biocidas) e monitoramento de MIC (Larsen et al., 2010).
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Avancos recentes nas técnicas de medicdo microbioldgica possibilitaram determinar
o0 numero de diferentes microrganismos relacionados a MIC nas superficies metélicas
com boa precisdo. A producdo de modelos qualitativos para avaliar o risco de MIC
com base no numero de procariotos redutores de sulfato (SRP) através de programas
de vigilancia permite aos operadores transformar os nimeros em uma avaliacdo de

risco objetiva e direta (Sgrensen et al., 2012).

Testes modernos como gPCR sédo capazes de medir a quantidade de diferentes
grupos de microrganismos com tamanha preciséo e combinando esses nimeros com
conhecimento de taxas metabdlicas especificas da célula, pode-se calcular quanto de

ferro a atividade microbiana € capaz de remover (Sgrensen et al., 2012).

A vantagem entre os testes de gPCR sobre o teste PCR tradicional € que ele oferece
maior precisdo e reprodutibilidade dos microrganismos e determina a abundancia
destes em diferentes amostras complexas. O gPCR quantifica os produtos na fase
logaritmica das reacdes e oferece uma faixa de deteccdo de 6 ordens de magnitude,
além de nédo precisar de manipulacdo pés PCR, garantindo um alto rendimento de
analise (Zhu et al., 2005).

A realizacao de atividades de medi¢cao suplementares por transcri¢céo reversa de PCR
pode aprimorar os resultados da modelagem e obter informagcdes mais detalhadas
sobre os riscos associados a MIC. Porém, os métodos de avaliagdo por transcricdo
reversa de PCR sdo mais caros e requerem maior atencdo nos protocolos de

amostragem, o que pode limitar seu uso nas rotinas de vigilancia (Larsen et al., 2013).

No trabalho proposto Larsen et al.,, (2013) é apresentado um caso em que a
enumeracdo de células realizadas durante um monitoramento de rotina indicou que
dois oleodutos apontavam riscos de MIC. Medi¢cdes subsequentes confirmaram os
riscos para um dos dutos, mas néo para o outro. Isso indica que 0 monitoramento
pode ser realizado a um custo minimo, mostrando os possiveis riscos da MIC e

possibilitando medidas prévias para evitar danos maiores.

A analise NGS prové informacdes compreensivas a respeito da estrutura da
comunidade microbiolégica em questédo e deste modo, um conjunto de dados mais
completo pode ser produzido a fim de elucidar vias microbioldgicas para corrosao.

Portanto, desenvolvimento e aplicacdo de NGS determinam o quéo robusto o método
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€ e assim se beneficiar da informacéo coletada para um melhor entendimento de como

mitigar ameacas microbioldgicas na producédo de petréleo (Thomsen; Oehler, 2018).

A primeira etapa em qualquer programa de avaliagcdo de MIC & conduzir um estudo
de linha de base inicial para criar um mapa da distribuicdo microbiana e indicar
possiveis "pontos quentes" de MIC. Uma combinacdo de métodos microbiolégicos
moleculares quantitativos e qualitativos é normalmente usada neste exercicio de
mapeamento, a fim de obter uma boa compreensédo da estrutura da comunidade
microbiana, os organismos dominantes, suas atividades e taxas de crescimento

(Poulsen et al., 2016).

O principal objetivo desse mapeamento € estabelecer um programa de monitoramento
microbiolégico adequado e apropriado. As vantagens criticas de usar MMM para um
exercicio de mapeamento sdo que a amostragem é um processo facil, nenhuma
andlise é necessaria no local e as amostras podem ser simplesmente preservadas no
local. A andlise pode ser realizada no laboratério a qualquer momento desde entéo,
uma vez que o DNA é relativamente estavel nas condicGes certas, permitindo o

armazenamento de amostras por longos periodos (Poulsen et al., 2016).

Os resultados do mapeamento microbiano inicial sdo usados para projetar um
programa de monitoramento abrangente, com locais, frequéncias, tipos de amostra e
métodos de andlise especificados. Materiais de superficies, que estdo sujeitos a
colonizacao e formacéao de biofilme (como cupons de corroséo, superficies de parede
de tubos e detritos de pigging) sdo as amostras mais apropriadas para avaliagdo MIC.
No entanto, quando essas amostras de biofilme ndo estéo disponiveis, a anélise de
outras matrizes (como agua e petréleo bruto) pode ser usada, tornando esta
abordagem de MMM muito flexivel. As amostras de agua podem, por exemplo, ser
usadas para obter informacdes claras sobre os processos de MIC e, portanto, podem
ser utilizadas para identificar &reas com uma alta ameaca de MIC para que os esfor¢os

de mitigagdo possam ser direcionados (Poulsen et al., 2016).

Quando uma analise microbiana adequada é conduzida do sistema, o nivel de
ameaca do MIC pode ser avaliado de forma confiavel através do desenvolvimento e
aplicacdo de um banco de dados empirico, complementado por um modelo

mecanistico de organismos corrosivos. O banco de dados avalia o numero de
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microrganismos em relacdo a sistemas semelhantes (de preferéncia, usando dados
histéricos do sistema de estudo), fornecendo uma relagédo empirica entre os dados do

sistema e a ameaca do MIC (Poulsen et al., 2016).

Com base nesta ferramenta, € possivel fornecer uma avaliagao "semaforo” (vermelho
/ amarelo / verde) da ameaca, por comparacao das amostras com os dados de muitos
sistemas semelhantes. Além disso, um modelo mecanistico que traduz a niumeros em
um fator de risco pode ser aplicado. Com base em um modelo de metabolismo
microbiano, transporte de elétrons de superficies metélicas e um calculo do processo
de corrosdo motriz, este modelo também pode produzir uma taxa de corrosao
estimada e uma indicacdo do tempo calculado antes da corrosdo. No geral, essas
ferramentas de avaliagdo tornam possivel traduzir o ndmero de organismos
indicadores chave em um mapa de ameacas de um determinado sistema, indicando

especificamente onde o risco e a ameaga MIC sao maiores (Poulsen et al., 2016).

Uma vez que a ameaca do MIC é conhecida, as medidas de mitigacao do MIC podem
ser justificadas, direcionadas, selecionadas, otimizadas e validadas para areas criticas
e de alto risco. As medidas de mitigacdo sdo muito especificas do sistema e podem
incluir a aplicacdo de biocidas quimicos, o que requer testes para sele¢cdo quimica e
definicAo da melhor taxa de dose, tempo de contato e frequéncia. Os regimes de
dosagem especial também podem ser avaliados durante esse programa, como
dosagem continua, lote estendido, alta concentracao e tratamento por pulso. Além do
tratamento biocida, limpeza fisica, revestimento interno in-situ, modificacdo do fluxo
do processo ou, em casos extremos, pode ser apropriado considerar a troca de

materiais por ligas resistentes a corroséo (Poulsen et al., 2016).

Finalmente, qualquer programa de mitigacdo de MIC precisa ser testado em campo
de forma eficaz e monitorado de perto, para determinar como o fator de risco de MIC
muda e para otimizar o programa de controle de MIC. Os MMM sd&o ideais para a
otimizacdo de laboratério e campo de medidas de mitigacdo de MIC, uma vez que
geram dados precisos e rapidos. Para muitos sistemas, a MIC é uma ameaca
significativa e a integracdo do monitoramento e das avaliacdes de ameacas da MIC
nos sistemas de gerenciamento de corrosao existentes € desejavel. Isso garante que
estratégias eficazes de mitigacdo de MIC possam ser justificadas e implementadas,

particularmente no que diz respeito a necessidade de introduzir boas alternativas as
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praticas atuais, como revestimento, limpeza e novas tecnologias de tratamento

guimico (Poulsen et al., 2016).

A figura 6 representa um sistema de monitoramento das técnicas de mitigacédo e
remediacdo usando os métodos qPCR, ATP e MPN. Pode-se perceber que a
utilizacdo de diversos métodos integrados € a maneira mais eficaz de se estabelecer

0 risco causado pelos microrganismos.

< Monitoramento de mitigag 3o <

Drefinir ‘linha Programa de Estratégia de Mitigacio e
de base’ momtoramento mitigacao remediacdo
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Figura 7 - Monitoramento de mitigacdo. Fonte: Adaptado de Hofmann; van Strien (2019)



40

4 ANALISE E DISCUSSAO

Com base nas informacdes coletadas a respeitos dos diversos métodos estudados,
foi elaborada uma discussdo que avalia e compara as principais vantagens e

desvantagens dos métodos.

4.1 Métodos moleculares microbiolégicos (MMM)

No passado, a énfase estava na enumeracao de certos grupos microbianos, que se
acreditava serem as principais espécies responsaveis pela MIC (normalmente SRB).
Em muitos sistemas corroidos, as SRB foram encontradas, mas também foram
observados em areas ndo corrosivas ou as vezes nem detectados, enquanto as
caracteristicas de corrosdo estavam claramente relacionadas a MIC. A énfase na
enumeracdo desses SRB foi parcialmente devido ao fato de que MPN foi, por muitos
anos, o unico método microbiano disponivel para monitorar a MIC e métodos para
detectar todas as espécies ndo estavam disponiveis ou eram economicamente

inviaveis (Hofmann; van Strien, 2019).

Com o advento dos MMM, tornou-se possivel escanear uma amostra e identificar
todas as espécies presentes (vivas ou mortas) em um tempo razoavel e a um custo
plausivel. Nao é mais necessario tentar manter os micrébios vivos para realizar testes
de cultura viva para estabelecer suas caracteristicas. Isso costumava ser dificil,
considerando que algumas espécies sobrevivem apenas nas condicfes mais exoéticas
nas profundezas do solo (em altas temperaturas e pressoes, privado de oxigénio, em

uma ampla faixa de salinidades e pH) (Hofmann; van Strien, 2019).

Os MMM ja reformularam nossa compreensao dos processos microbianos na industria
de dleo e gas. Agora sabemos que muitas outras espécies estao envolvidas na MIC,
gue elas podem causar danos em uma gama muito mais ampla de condicGes
(temperaturas, salinidades, composicdes de fluidos) e que a biodiversidade em
reservatorios e biofilmes é muito maior do que se pensava originalmente (Hofmann;
van Strien, 2019).
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Nos ultimos anos, houve avancgos tremendos nos métodos de analise de DNA. Varios
MMM como DGGE, gPCR e NGS foram desenvolvidos. Atualmente, o NGS estéa se
tornando o método de analise de DNA mais versatil e amplamente usado (Hofmann;
van Strien, 2019).

4.2 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)

A partir da analise dos dados contidos na figura 7, percebe-se que qPCR é atualmente
0 método mais confiavel para detectar e quantificar microrganismos de interesse em
um curto periodo. Quando comparado com os testes ATP e MPN, é o Unico teste
capaz de fornecer dados a respeito de diferenciacdo e enumeracdo de bactérias e
arqueias, enquanto os outros dois testes trazem apenas informacdes a respeito de
atividade microbiolégica e enumeracao de células vivas, respectivamente. Porém, em
termos monetarios, gPCR representa gastos até dez vezes em relacdo ao MPN e

cinco vezes maiores em comparacao ao ATP.

O método gPCR também leva vantagem quando comparado com DGGE, uma vez
gue provém dados avancados em relacdo a identificacdo dos microrganismos
presentes e é realizado em um periodo muito mais curto e quando comparado com a
técnica FISH, observa-se menor custo, um prazo maior e ndo necessita de provas

selecionadas para identificacdo dos microrganismos.
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Custo Habilidade desejada (1-3,
estimado por paixo a altamente treinado
L amostra Tempo
Técnica (UsD) Amostragem  Andlise de resposta Retorno de dados
Adenosine Triphosphate §100 | 2 10 minutos Atividade microbiclogica
(ATPI
Most Probable Number 850 | 2 28 dias Enumeracdo de células vivas
(MPN)
qPCR §500 1 3 10 dias Diferenciacdo &
enumeracio de bactérias
e argueias
DGGE §500 | 3 2 meses Representacio de
comunidade de
microrganismos
FISH SO0 2 3 5 dias Diferenciacdo de
bacterias e argueias de
provas =elecionadas e
enumeracio

Figura 8 - Comparacéo de técnicas usadas para analise microbioldgica no setor petrolifero. Fonte:
Adaptada de Bennet (2016)

A tabela 1 traz informacdes a respeito das vantagens e desvantagens na utilizagc&o

dos métodos ATP, MPN e qPCR e uma breve descricdo de como sao realizados. A

partir de sua andlise, pode-se perceber que mesmo sendo mais caros, os testes gPCR

em comparacdo com os outros dois, é significativamente mais eficaz devido ao fato

de ndo somente detectar microrganismos ndo cultiviveis, como também quantifica-

los e identifica-los.

Tabela 1 — Comparacéo de técnicas de
de Moore et al. (2019)

monitoramento de corrosdo microbiolégica. Fonte: Adaptado

detectar o nivel do
metabodlito ATP em

uma amostra

comum no setor
Pode detectar
microrganismos
nao cultivaveis

Leitura simples

Método Descricao Vantagens Desvantagens
ATP Ensaio de ¢ Resultados e Leituras de alto ATP
luminescéncia rapidos nao se
projetado para e Cada vez mais correlacionam

necessariamente

com organismos
problematicos

¢ Dificil

entre alta populacéo

diferenciar

e metabolismo ativo
e Propriedades

quimicas ou fisicas
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da amostra podem
interferir com o
ensaio

Alta  probabilidade
de falsos positivos
de organismos

probleméticos

MPN Técnica baseada Pode ser Pode néo cultivar
em cultura de alto empregado em organismos
rendimento usando quase todas probleméticos
placas de amostras Ensaio de
microtitulagéo e A facilidade de microtitulagdo dificil
midia altamente rica replicacdo permite de realizar no campo
em nutrientes uma quantificacdo

mais precisa

gPCR Replicagéo e Pode detectar Caro
medicdo de DNA microrganismos Requer treinamento
para quantificagdo nao cultivaveis e equipamentos
de organismo Pode ser especializados

customizado para Requer controle de
identificar gualidade extenso
organismos Atualmente dificil de
especificos ou executar no campo
processos
metabdlicos

4.3 Sequenciamento de préxima geracdo (NGS)

Os NGS, com sua abordagem nao direcionada, flexibilidade e tempo de resposta

rapido fornece atualmente a ferramenta mais econémica para monitorar as culturas

microbianas no reservatorio e nas instalagdes.(Hofmann; van Strien, 2019).

Com a utilizacdo de MMM como NGS, podemos agora identificar quantas espécies

diferentes estéo presentes na agua que viaja através do sistema e se essas espécies
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especificas sao susceptiveis de formar as vias metabdlicas simbidticas presentes em

um biofilme bem desenvolvido. (Hofmann; van Strien, 2019).

Uma desvantagem desta abordagem "néo direcionada” de NGS é a de que, quando
o DNA de certos micrébios alvo apenas forma uma pequena parte do pool de DNA
microbiano total, esses micrébios podem ser negligenciados (ou seja, nao copiados o
suficiente pelo método de PCR). Por esta razdo, primers especiais foram
desenvolvidos que focam o sequenciamento NGS em grupos especificos de

micrébios, como os SRB. (Hofmann; van Strien, 2019).
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5 CONCLUSAO

Tendo em vista o grande impacto econémico que a corrosdo microbiologica traz para
a industria de petréleo, faz-se necessaria a utilizacdo de métodos de monitoramento
e controle, com o objetivo de mitigar seus danos. Por ser um processo complexo,
mediado por diversos tipos de microrganismos diferentes, devem ser analisados n&o
somente o0s tipos de microrganismos presentes, como também a estrutura do biofilme

formado, pois acredita-se que cada estrutura é totalmente Unica.

Para melhor entendimento sobre a MIC, deve-se estudar primeiramente a comunidade
microbiana em questéo, levando em consideracédo que sao culturas extremamente
complexas, que quando submetidas ao ambiente propicio, caso dos sistemas de
petréleo fornecedores de nutrientes e condi¢cdes apropriadas, sdo capazes de se

desenvolver na interface dos dutos formando biofilmes apds embeber-se em lodo.

Com foco na investigagdo dos microrganismos presentes, os métodos moleculares
microbiol6gicos (MMM) abrangem diversas aplica¢des, com o intuito de estabelecer a
relacdo entre corrosdo e biofilme, entender e mensurar as ameacas previstas,
fornecer uma visdo da microbiologia do sistema, capacitando a tomada de decisdo

mais adequada.

Novos métodos, mais abrangentes, precisos e rapidos vem sendo desenvolvidos para
guantificar e estudar a MIC e estdo mostrando seu potencial de gerar informacdes
valiosas a respeito das operacdes em sistemas petroliferos. Os MMM séo ideais para
fases de investigacdo de MIC e suas principais vantagens séo: detectar uma vasta
gama de microrganismos, protocolos relativamente simples, com amostras estaveis e

adequadas para qualquer etapa de investigacdo de MIC.

Portanto, o passo crucial para criar um sistema de monitoramento e controle da
corrosdo microbioldgica é a aplicacdo dos MMM visando compreender qual ou quais
microrganismos estdo sendo responsaveis por esta corrosdo e, a partir dessa

informacdo, identificar a melhor estratégia de mitigagéo.

Necessita-se definir uma linha de base, mapear o local de risco, conhecer a origem e

a gravidade do risco envolvendo corrosdo. Com auxilio dos testes anteriormente
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citados, cria-se uma andlise integrada em correlagdo com possiveis mudancas

operacionais e séo identificadas as areas de risco.

O ultimo passo é definir uma estratégia e executar as op¢des de mitigacdo viaveis
como: teste de biocida, teste de compatibilidade, modelamento e previsdo. Por fim, é
de suma importancia que os mecanismos de mitigacédo que obtiveram sucesso sejam

especificados, assim como as melhores formas de monitorar e medir.
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5.1 CONTRIBUICOES DO TRABALHO

Este trabalho apresentou dados obtidos por meio de uma revisdo da literatura acerca
dos principais métodos de avaliacdo de risco e investigacdo de MIC na industria de
Oleo e gas. Os métodos estudados sdo capazes de identificar e quantificar os
microrganismos de maneira que seja possivel a partir desta informacéo, utilizar e

monitorar as melhores barreiras mitigativas empregadas.

Visto que a corrosdo microbiolégica gera um grande impacto econémico na industria
de petroleo e gas, estudos para melhorias e aprimoramento de métodos moleculares
microbiolégicos implica em um conhecimento que pode ser utilizado diretamente na

area, facilitando as possiveis previsdes e realizando estimativas para 0s casos reais.
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5.2 TRABALHOS FUTUROS

Por serem as técnicas mais recentes e com maior destaque na area de
sequenciamento genético, os métodos qPCR e NGS atingiriam melhores resultados

caso obtivessem maiores informacdes de seus usos em campo.

Como trabalhos futuros, sugere-se estudar a implementacdo do NGS em
avaliaces/andlises de risco MIC quantitativas além de aprimorar estudos sobre o
comportamento integrado dos MMM e como isso pode ser benéfico para um sistema

de avaliacdo de risco de MIC.
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Resumo

A corrosao microbioldgica € responsavel por parte das falhas de dutos no setor de petréleo
e gas. Este tipo de corrosdo esta associado com as mais diversas culturas microbianas, tendo
énfase principalmente nas bactérias sulfato redutoras. Col6nias complexas de microrganismos,
chamadas biofilme, ap0s se depositarem e aderirem a uma superficie de contato, mantidos pela
secrecdo gelatinosa protetora, ou lodo, iniciam seu crescimento nos dutos. Esta é uma etapa
crucial dos processos de corrosdao microbioldgica e as formacdes e estruturas dos biofilmes
indicam que cada colbnia é totalmente Unica. Com o intuito de mitigar a corrosdo
microbiologica no setor petrolifero, deve-se primeiramente avaliar com precisao e rapidez a
coldnia microbiana estudada. Para isso, os métodos moleculares microbiolégicos estdo se
aprimorando com novas tecnologias com o objetivo de detectar e analisar os genes permitindo
uma caracterizacdo detalhada e precisa dos microrganismos. Com o uso dos métodos de
sequenciamento genético, torna-se possivel compreender a formacdo do biofilme e investir
pontualmente no mecanismo de mitigacdo de corrosao adequado.

Palavras-chave: Corrosdao microbiolégica, Métodos moleculares microbiol6gicos,
Biofilme.

Abstract

Microbiologically influenced corrosion accounts for nearly half of the pipeline failures in
the oil and gas industry. This type of corrosion is associated with a wide variety of microbial
cultures, emphasizing on sulfate-reducing bacteria. Complex colonies of microorganisms called
biofilms begin their growth in pipes after deposition and attachment to a contact surface
maintained by a protective gelatinous secretion or slime. This is a crucial step in
microbiologically influenced corrosion processes and the formations and structures of biofilms
show that each community is unique. The microbial colonies under study must be first
accurately and rapidly assessed to contain microbiological corrosion in the oil sector. To this
end, microbiological molecular methods are being improved with new technologies to detect
and analyze genes that allow detailed and precise characterization of microorganisms. Using
genetic sequencing methods makes it possible to understand the formation of biofilms and
invest in the appropriate mechanism for corrosion control on time.

Keywords: microbiologically influenced corrosion, Molecular Microbiological Methods,
Biofilm.
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1. Introducéo

A corrosdo microbiologica (MIC) tem sido um dos grandes responsaveis por falhas nos dutos
do setor de 6leo e gas e associa todas as formas de corrosdo que podem ser ocasionadas por
microorganismos (Zhong et al., 2019). A presenca e atividade microbiana é responsavel direta
por problemas econdmicos severos, atrelados a deterioragdo do produto, corrosdo do metal,
incrustacdo bioldgica, acidificacdo e obstrucdo. A MIC é a consequéncia da atividade
microbiana mais difundida, devido a seu potencial de corrosdo rapido e localizado sendo
encarregada de prejuizos tanto econdémicos quanto ambientias e quando nédo é controlada, pode
resultar em paradas inesperadas da producdo, impacto ambiental devido a vazamentos, grandes
reparos ndo planejados e aumento dos custos de tratamento quimico (Poulsen et al., 2016).

A formacdo do biofilme depende de diversos fatores como: tipo de microrganismos
envolvido, caracteristicas especificas dos dutos e condigdes ambientais favoraveis. As bactérias
redutoras de sulfato (SRB) sdo as mais comumente atreladas aos danos causados no setor de
6leo e gés e sdo responsaveis por acelerar 0s processos corrosivos a partir da reducéo do sulfato
(Serensen et al., 2012).

Como tentativa de impedir o crescimento do biofilme e consequentemente da corrosdo em
dutos, foram criados métodos de monitoramento e controle capazes de analisar 0
desenvolvimento da cultura de microrganismos a fim de intervir em casos de necessidade (Liu
et al. 2017).

Durante a avaliacdo da ameaca de corroséo, a probabilidade de cada mecanismo corrosivo
em potencial é avaliada em cada sistema e circuito. Nesta etapa, 0s engenheiros responsaveis
pela avaliacdo da corrosdo revisam os dados de projeto, processo, operacao, tratamento
quimico, monitoramento de corrosdo e inspecdo para ajudar a identificar as provaveis ameacas
de corrosdo que afetam diferentes locais do sistema (Skovhus; Eckert, 2014).

A proxima etapa de avaliacdo consiste em selecionar as barreiras preventivas e mitigativas
necessarias para administrar as ameacas apontadas. Ao avaliar as op¢des de mitigacao antes da
implementacdo completa, os métodos moleculares microbioldgicos (MMM) séo benéficos para
examinar o efeito dos tratamentos candidatos sobre a corrosédo e o biofilme e para monitorar as
mudancas nos tipos ou nimeros de microrganismos apés a aplicacdo do tratamento (Skovhus;
Eckert, 2014).

2. Objetivo

Este trabalho tem como objetivo elucidar a utilizagdo dos métodos moleculares
microbiologicos para o controle e monitoramento da corrosdo microbioldgica no setor de 6leo
e gas por meio de uma revisdo de literatura. Serdo apresentadas as vantagens e limitac6es dos
testes desta natureza e as tendéncias de sua utilizacédo e aplicacdes.

3. Metodologia

A area de concentracdo da pesquisa consiste em agregar 0s principais artigos sobre corrosao
microbioldgica encontrados no site de buscas da one petro e avaliar métodos possiveis de
monitoramento e controle deste tipo de corrosdo associados a industria de petroleo. Dessa
forma, as palavras chave da pesquisa em inglés foram: corrosdo microbiol6gica, métodos
moleculares microbioldgicos, reacdo em cadeia da polimerase e reacdo em cadeia de polimerase
quantitativa e sequenciamento de proxima gerag&o.

Inicialmente a pesquisa teve como intuito o melhor entendimento da corrosao
microbiologica, como ela esta atrelada a formacdo de biofilme nos dutos de petréleo e quais
tipos de microrganismos podem formar os biofilmes e como eles se relacionam entre si.
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Posteriormente, para ser possivel realizar o monitoramento e controle eficaz de um sistema,
precisa-se de uma boa comparacdo entre os métodos de identificacdo microbiologicos
aplicaveis e o0 bom entendimento do melhor cenério de aplicacdo de cada um.

Tendo essas informacdes em vista, pode ser criado um cenario de controle e

mitigacéo de corrosdo microbiologica.

4. Revisao bibliografica
4.1. Corrosdo microbioldgica

A corrosdo microbioldgica se manifesta em areas onde a tensdo de cisalhamento de fluido
na parede do tubo, a forca responsavel pela mobilizacdo de tais solidos, é reduzida. O lodo pode
auxiliar a proliferagdo e cultivo das colonias bacterianas como SRB, arqueias redutoras de
sufato, metanogenos entre outros. E um processo interfacial cuja cinética é determinada pelo
ambiente fisico e quimico de sua interface. 1sso inclui a concentracdo de oxigénio dissolvido,
variacdes de pH, condutividade, presenca de sais e outros (Haile et al., 2017).

As bactérias redutoras de sulfato sdo as mais comumente encontradas na producéo de 6leo e
gas e, aléem daquelas capazes de reduzir sulfato através de carbono organico, foram encontrados
novos tipos de SRB aptas a usar o ferro metélico como Unico doador de elétron. Embora cada
uma delas provoque uma reacdo complexa diferente, o efeito geral pode ser resumido nas
reacOes basicas do processo de dissolucdo do ferro pelas bactérias, assim como exemplificado
pelas reagdes (1) e (2) (Zhong et al., 2019).

Anodo: 4Fe — 4Fe?* + 8e (1)
Catodo: SO%4 + 8H* + 8" — HS" + OH" + 3H20 (2)

A equacéo (3) toma o lactato como exemplo na reducéo do sulfato pelas SRB, normalmente
se referindo a reducdo do sulfato a oxidagdo do carbono orgénico.

SO?%4 + 2CH3CHOHCOO™ — 2CH3COO" + 2CO2 + HS + OH" + H20 (3)

Na ultima década, houve um surgimento de métodos moleculares, que foram usados para
obter uma visdo sem precedentes sobre a natureza dos biofilmes coletados de locais que
experimentam MIC. No entanto, um dos fatores que esté limitando a ado¢do em larga escala de
tal abordagem é o custo associado a identificacdo da existéncia de problemas de MIC do
biofilme e coleta de amostra de forma reproduzivel e repetivel (Denvir et al., 2019).

4.2. Métodos convencionais para detectar 0s microrganismos
4.2.1. Most probably number (MPN)

Por vérias décadas, os operadores de campos petroliferos observaram e derrotaram os efeitos
prejudiciais das atividades microbianas em seus campos e instalacdes. Varios testes de campo
e de laboratorio foram desenvolvidos para detectar e / ou quantificar os microrganismos. Um

dos métodos mais amplamente usados € MPN (most probably number). Este é um método de
cultura baseado no principio da diluicdo em série (Hofmann; van Strien, 2019).

4.2.2. Teste de adenosina trifosfato (ATP)
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Além do MPN, outras técnicas de cultivo ao vivo foram desenvolvidas que funcionam mais
rapidamente para detectar SRB e podem ser empregadas no local. Também € possivel enumerar
toda a comunidade microbiana viavel via ATP no local, mas isso ndo permite que se
identifiqguem diferentes grupos de microrganismos (Hofmann; van Strien, 2019).

4.3. Métodos moleculares microbioldgicos (MMM) para identificar e/ou
quantificar os microrganismos

Alem desses métodos, outras técnicas foram se desenvolvendo ao longo do tempo, como:
reacdo em cadeia da polymerase (PCR), DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) e
FISH (fluorescence in situ hybridisation). Esses métodos sdo capazes de prover informacdes
tanto sobre as células vivas quanto a respeito de células mortas e trazem o beneficio de produzir
informacBes que técnicas anteriores ndo continham, como a enumeragdo total de
microrganismos vivos e comparc¢des entre as populacfes estudadas.

Os métodos microbioldgicos moleculares podem ser incorporados aos processos de
avaliacdo das ameacas de corrosdo identificando barreiras preventivas e mitigativas e
monitorando a eficacia destas barreiras. Com isso, existe uma melhora da capacidade operadora
de gerenciar as ameacas de MIC. Como etapa de avaliacdo de ameaca de corrosdo cada
mecanismo de potencial corrosao € avaliado separadamente em cada sistema. Nessa etapa sdo
revisados os dados do projeto, processo, operacdo, tratamento quimico, monitoramento de
corrosdo e inspecdo a fim de identificar as ameacas que afetam os diferentes locais do sistema
(Skovhus; Eckert, 2014).

4.3.1. Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (JPCR) e sequenciamento de préxima
geracao (NGS)

Os MMM sdo um importante metodo para estabelecer uma relacdo entre a corroséo
localizada e a formacéo de biofilme. S&o usados para procurar associagdes entre biofilme ou
sua composi¢ao com corrosdo e relacionar as caracteristicas do biofilme com as condi¢fes de
operacgéo (Skovhus; Eckert, 2014).

A investigacdo de danos ou falhas provenientes de corrosdo a partir de procedimentos
laboratoriais ou analise de campo sdo usadas em conjunto com os MMM e quando agregam 0s
valores corretos, a analise pragmatica e integracdo dos dados ajudam a entender as ameacas
previstas (Skovhus; Eckert, 2014).

A analise gPCR pode ser desenvolvida ndo apenas nas espécies exatas no sistema, mas
também em grupos maiores de espécies, ou nas proprias espécies ndo cultivadas. 1sso permite
detectar grupos de especies que ndo sao encontradas com base em analises especificas para
espécies conhecidas especificas, mas com base no conhecimento sobre as espécies conhecidas
e cultivadas relacionadas mais proximas (Geurkink et al., 2016).

O uso da metodologia NGS em amostras ambientais retornara inerentemente ndo apenas
nomes de espécies conhecidas, mas também bactérias nédo cultivadas, que representam a colecao
de bactérias que foram detectadas em uma amostra particular por isolamento e sequenciamento
de material de DNA (Geurkink et al., 2016).

4.4, Controle e monitoramento

A utilizacdo dos métodos moleculares microbiolégicos como uma etapa do processo de
gerenciamento de MIC envolve beneficios diretos nas fases de avaliacdo de ameacas, selecéo
de medidas de mitiga¢do e no monitoramento das barreiras mitigativas escolhidas. Para as fases
de avaliacdo de ameacas 0s testes caracterizam as condi¢des microbioldgicas de linha de base,
encontram associacdes entre o biofilme, sua formagdo e corrosédo e ainda relacionam as
caracteristicas do biofilme com as condi¢Ges operacionais. Como selecdo de medidas de
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mitigacao eles avaliam o efeito das medidas de mitigacdo candidatas sobre corroséo e biofilme
e auxiliam na selecdo de biocidas ou produtos quimicos que possam ser empregados. Além
disso, os testes MMM auxiliam no monitoramento dos efeitos de curto e longo prazo da
mitigacdo do biofilme, das mudancas na eficacia quimica e das mudancas nas populacdes
microbiol6gicas presents. (Skovhus; Eckert, 2014).

Com a introducao de métodos de microbiologia molecular independente de cultura, tornou-
se possivel monitorar adequadamente 0s numeros microbianos e a atividade microbiana em
dutos e fluxos de processo. A aplicacdo de MMM permite a otimizacdo aprimorada de
estratégias de mitigacdo de MIC (por exemplo, tratamentos com biocidas) e monitoramento de
MIC (Larsen et al., 2010).

l < Monitoramento de mitigagSo t,: ]
Deefinir 'linha Programa de Estratégia de Mitigacdo e
de base’ momtoramento mitigacio remediagdo
ASORTAGET ¢ andka detaFasa Amostragem & sndlse freguenis
DA, gPCR, WPH ATP [eie, &TP
Contrarbes &6 HIS & CO2 Concentragho oe HZS
HESEad S8 anxofe CQuimics da Sgus
Agad w quimca doa Tuidos XAF dos sdkdca
QEMSCAN doy silded END focado & mepegies. visuan
END & insperdes vausn Capans de cormoslo
f— —
] |
NS S
Jednir linha da base, mapaar Andlize @ relatonos Identificar a melhor estratégia Executar opciio de maigagio
& gerar conceilos pare a integrados. Destacar o deswo N via @ eSpOCECAr 05 SUCESS0E @
angerm & giasdade das da linha de base da campo Modelarments & preasio formas de medir & monitorar
contaminacdes microbianas A "-":'"E'a'Fé': com mudangas Taste de iotida
escala e comasdo operacionais. Mentificar 4reas ¥ | Toste do compatibdidade
de preocupacdo & nsco

Figura 9 - Monitoramento de mitigacéo. Fonte: Adaptado de Hofmann; van Strien (2019)

5. Analise e discussao

Com base nas informacGes coletadas a respeitos dos diversos métodos estudados, foi
elaborada uma discussdo que avalia e compara as principais vantagens e desvantagens dos
métodos.

5.1. Metodos moleculares microbiolégicos (MMM)

No passado, a énfase estava na enumeracgéo de certos grupos microbianos, que se acreditava
serem as principais espécies responsaveis pela MIC. Com o advento dos MMM, tornou-se
possivel escanear uma amostra e identificar todas as espécies presentes (vivas ou mortas) em
um tempo razoavel e a um custo plausivel. Ndo € mais necessario tentar manter os microbios
vivos para realizar testes de cultura viva para estabelecer suas caracteristicas. 1sso costumava
ser dificil, considerando que algumas espécies sobrevivem apenas nas condigfes mais exoticas
nas profundezas do solo (Hofmann; van Strien, 2019).
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Os MMM sdo apenas um desenvolvimento recente, mas ja reformularam nossa compreensao
dos processos microbianos na inddstria de petréleo e gas. Nos ultimos anos, houve avangos
tremendos nos métodos de anélise de DNA. Varios MMM como DGGE, reacdo em cadeia da
polymerase quantitativa (QPCR) e sequenciamento de préxima geracdo (NGS) foram
desenvolvidos. Atualmente, 0 NGS est4 se tornando 0 método de analise de DNA mais versatil
e amplamente usado (Hofmann; van Strien, 2019).

5.2. Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)

A partir da analise dos dados contidos na figura 2, percebe-se que qPCR ¢ atualmente o
método mais confidvel para detectar e quantificar microrganismos de interesse em um curto
periodo de tempo. Quando comparado com os testes ATP e MPN, ele é o Unico teste capaz de
fornecer dados a respeito de diferenciacdo e enumeracdo de bactérias e arqueias, enquanto 0s
outros dois testes trazem apenas informacOes a respeito de atividade microbioldgica e
enumeracdo de células vivas, respectivamente. Porém, em termos monetarios, gqPCR representa
gastos até dez vezes em relacdo ao MPN e cinco vezes maiores em comparacdo ao ATP.

O método qPCR também leva vantagem quando comparado com DGGE, uma vez que
provém dados avancados em relacdo a identificacdo dos microrganismos presentes e € realizado
em um periodo muito mais curto e quando comparado com a técnica FISH, observa-se menor
custo, um prazo maior e ndo necessita de provas selecionadas para identificacdo dos
microrganismos.

Custo Habilidade desejada [1-3,
estimado por paixo a altamente treinado
L amostra Tempo
Tecnica (USD) Amostragem  Andlise de resposta Retorno de dados
Adenosine Triphosphate §100 | 2 10 minutos Atividade microbiclogica
(ATP}
Most Probable Number 850 | 2 28 dias Enumeracdo de células vivas
(MPN)
qPCR §500 | 3 10 dias Diferenciacio &
enumeracio de bactérias
e argueias
DGGE §500 | 3 2 meses Representacéo de
comunidade de
microrganismos
FISH R0 7 g1 5 dias Diferenciacdo de
bacterias e argueias de
provas selecionadas e
enumeracio

Figura 10- Comparacao de técnicas usadas para anlise microbioldgica no setor petrolifero. Fonte:
Adaptada de Bennet (2016)

5.3. Sequenciamento de proxima geracédo (NGS)

Os NGS, com sua abordagem nao direcionada, flexibilidade e tempo de resposta rapido
fornece atualmente a ferramenta mais econdmica para monitorar as culturas microbianas no
reservatdrio e nas instalagées (Hofmann; van Strien, 2019).

Com a utilizacio de MMM como NGS, podemos agora identificar quantas espécies
diferentes estdo presentes na &gua que viaja através do sistema e se essas espécies especificas
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sdo susceptiveis de formar as vias metabdlicas simbiéticas presentes em um biofilme bem
desenvolvido (Hofmann; van Strien, 2019).

Uma desvantagem desta abordagem "néo direcionada” de NGS ¢é a de que, quando o DNA
de certos micrébios alvo apenas forma uma pequena parte do pool de DNA microbiano total,
esses microbios podem ser negligenciados (ou seja, ndo copiados o suficiente pelo método de
PCR). Por esta razéo, primers especiais foram desenvolvidos que focam o sequenciamento NGS
em grupos especificos de micrébios, como 0os SRB (Hofmann; van Strien, 2019).

6. Conclusao

Tendo em vista 0 grande impacto econdmico que a corrosdo microbioldgica traz para a
industria de petréleo, faz-se necessaria a utilizacdo de métodos de monitoramento e controle,
com o objetivo de mitigar seus danos. Por ser um processo complexo, mediado por diversos
tipos de microrganismos diferentes, devem ser analisados ndo somente os tipos de
microrganismos presentes, como também a estrutura do biofilme formado, pois acredita-se que
cada estrutura é totalmente Unica.

Com base no foco de investigar os microrganismos presentes, os métodos moleculares
microbioldgicos abrangem diversas aplicagdes, com o intuito de estabelecer a relagdo entre
corrosdo e biofilme, entender e mensurar as ameacas previstas, fornecer uma visdo da
microbiologia do sistema, capacitando a tomada de decisdo mais adequada.

Novos métodos, mais abrangentes, precisos e rapidos vem sendo desenvolvidos para
quantificar e estudar a MIC e estdo mostrando seu potencial de gerar informacdes valiosas a
respeito das operacfes em sistemas petroliferos. Os MMM so ideais para fases de investigacao
de MIC e suas principais vantagens sdo: detectar uma vasta gama de microrganismos,
protocolos relativamente simples, com amostras estaveis e adequadas para qualquer etapa de
investigacao de MIC.
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