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1. INTRODUCAO

Este documento define os requisitos de qualificacao de biocidas para aplicagao em tanques de FPSO com
o0 objetivo de controlar a geragao microbiolégica de bactérias redutoras de sulfato (BRS).

O fornecedor deve apresentar relatério de testes com o biocida de acordo com a metodologia descrita a
sequir. Além dessas informagoes, o relatério deve conter, no minimo:

e |dentificacao do responsavel técnico pela realizacao dos ensaios;
e Dados dainstituicao responsavel pela execucao dos ensaios;

e Data de emissao do relatorio;

e |dentificagcao do produto biocida para tanques de FPSO avaliado.

2. PROTOCOLO DE TESTE

2.1. Informagdes minimas sobre o produto

O fornecedor deve informar, no minimo, o0s seguintes aspectos do produto:

e Molécula ou familia quimica do principio ativo no produto;
e Mecanismo de agao do principio ativo na célula microbiana;

e (oncentracao (ou faixa de concentracdo com variagdo maxima de 10%) do principio ativo no
produto;

e Solubilidade em agua destilada;
e Solubilidade em agua do mar sintética;

e Dosagem recomendada.

2.2. Avaliacdo da acao antimicrobiana

O fornecedor deve realizar testes de determinacao da Concentracao Minima Inibitoria e de eficiéncia
biocida para culturas de bactérias redutoras de sulfato (BRS) meséfilas, conforme descrito nos itens a
seqguir.

2.2.1. Concentracao minima inibitéria (MIC)

O fornecedor devera realizar testes para determinacao da Concentracdo Minima Inibitéria (Minimum
Inhibitory Concentration — MIC), isto é, a dosagem recomendada do produto para referéncia e aplicacao
no teste de eficiéncia biocida, descrevendo-se o método utilizado e as concentracoes do produto que
foram avaliadas.

2.2.2. Eficiéncia biocida

A eficiéncia biocida deve ser avaliada tanto para as bactérias em suspensao na solucdo (plancténicas),
quanto para as aderidas em biofilmes (sésseis). Para tal a concentracdo inicial da cultura microbiolégica
representativa do cenario avaliado deve apresentar valores entre 105 e 107 NMP/mL. As bactérias sésseis
sao avaliadas em testes com cupons metalicos com e sem a formagao prévia de biofilme.
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O biocida em teste deve ser avaliado em trés concentracoes:

(@) NaMIC obtida no teste doitem 2.2.1;

(b) Em uma concentragao 100 ppm abaixo da MIC obtida no teste do item 2.2.7;
() Emuma concentracao 100 ppm acima da MIC obtida no teste do item 2.2.1.

Além do biocida em teste, deve-se incluir também um biocida comercial a base de sulfato de tetrakis
hidroximetil fosfénio — THPS (75%) na dosagem de 200 ppm, totalizando, assim, 4 dosagens de biocida a
serem avaliadas quanto a eficiéncia (3 do biocida em teste e 1 do THPS a 75%).

Além das concentragoes de biocida utilizadas, para cada analise a ser realizada também deve ser feito um
controle biologico, em que 0 meio do ensaio com as bactérias seja analisado apos 4 h e 24 h de exposicao
na auséncia de biocida. O objetivo desse controle é verificar se houve crescimento das bactérias e/ou se
as bactérias mantiveram-se ativas no meio do ensaio, pois caso nao fosse feito, a auséncia de
crescimento/atividade das bactérias poderia ser erroneamente atribuida a acao do biocida.

Os ensaios de eficiéncia biocida devem ser realizados a 30°C e o tempo de exposicao das bactérias ao
produto deve serde4 he24h.

Para os testes com biofilme pré-formado (bactérias sésseis), utilizam-se cupons metalicos proprios para
avaliagao microbioldgica, previamente esterilizados, que devem ser imersos por sete dias em meio de
cultura contendo BRS, de modo a permitir o crescimento e adesao dos microrganismos a superficie
metalica. Os cupons devem ser mantidos suspensos no meio de cultura, amarrados com fio de nylon,
igualmente estéril, preso ao septo de borracha que veda o frasco.

Atabela | apresenta a matriz de testes a serem realizados para determinagao da eficiéncia biocida.

A eficiéncia biocida deve ser determinada a partir da quantificacao das BRS resultantes dos testes
realizados em cada frasco descrito na Tabela I, através da técnica do Nimero Mais Provavel (NMP),
utilizando-se kits de BRS de capacidade de 10mL por frasco, com tempo total de inoculagao de 28 dias.
Também deve ser feita a quantificacao das bactérias sésseis nos testes que utilizaram cupons metalicos,
tanto para o biofilme pré-formado, como para o cupom sem biofilme pré-formado, pela técnica do NMP.
O fornecedor deve descrever o método utilizado para coleta das bactérias que ficaram aderidas no cupom.

Os resultados da quantificagao devem ser apresentados na forma de graficos, totalizando um conjunto
de trés graficos, cada um contendo:

(@) Namero de bactérias no fluido para os ensaios de bactérias planctonicas para as trés concentragoes
do biocida em teste, para o THPS, controle quimico e controle biolégico, todos para os testes apos 4h
e 24h (frascos 1;3;5a 12 e 13a 20 da Tabela l);

(b) Namero de bactérias no fluido para os ensaios de bactérias sésseis nos testes com biofilme pré-
formado nos cupons metalicos, para as trés concentragdes do biocida em teste, para o THPS, para o
controle quimico e para o controle bioldgico, todos para os testes apds 4h e 24h (frascos 2;4;5a 12 e
21ac28daTabelal);

(c) Namero de bactérias no fluido para os ensaios de bactérias sésseis nos testes sem biofilme pré-
formado nos cupons metalicos, para as trés concentragoes do biocida em teste, para o THPS, para o
controle quimico e para o controle biolégico, todos para os testes apds 4h e 24h (frascos 1;3;5a 12 e
13a20da Tabelal).
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Tabela | — Matriz de testes de determinacao da eficiéncia biocida.

cupom | cupom
L, sem com biocida | biocida | biocida
Tipo de andlise / duragdo / frasco indeulo biofilme | biofilme | dosagem |dosagem |dosagem THPS
de BRS i , 200ppm
pré- pré- <MIC =MiIC >MIC
formado | formado
4h ensaiol (frascol + +
controle 4h ensaio 2 |frasco 2 + +
biolégico  |24h ensaio 3 |frasco 3 + +
24h ensaio4 |frasco4 + +
4h ensaio5 |frasco5 +
4h ensaio 6 |frasco 6 +
4h ensaio 7 |frasco7 +
controle 4h ensaio 8 |frasco 8 +
quimico 24h ensaio9 |frasco9 +
24h ensaio 10 |frasco 10 +
24h ensaio 11 |frasco 11 +
24h ensaio 12 |frasco 12 +
4h ensaio 13 |frasco 13 + + +
4h ensaio 14 |frasco 14 + + +
4h ensaio 15 |frasco 15 + + +
bactérias  |4h ensaio 16 |frasco 16 + + +
placténicas |24h ensaio 17 frasco 17 + + +
24h ensaio 18 |frasco 18 + + +
24h ensaio 19 frasco 19 + + +
24h ensaio 20 |frasco 20 + + +
4h ensaio 21 |frasco 21 + + +
4h ensaio 22 |frasco 22 + + +
bactérias 4h ensaio 23 |frasco 23 + + +
sésseis 4h ensaio 24 |frasco 24 + + +
(com biofilme |24h ensaio 25 |frasco 25 + + +
pré-formado) |24h ensaio 26 |frasco 26 + + +
24h ensaio 27 |frasco 27 + + +
24h ensaio 28 |frasco 28 + + +
4h ensaio 29 |frasco 13 + + +
4h ensaio 30 |frasco 14 + + +
bactérias  |4h ensaio 31 |frasco 15 + + +
sésseis 4h ensaio 32 |frasco 16 + + +
(sem biofilme |24h ensaio 33 |frasco 17 + + +
pré-formado) |24h ensaio 34 frasco 18 + + +
24h ensaio 35 |frasco 19 + + +
24h ensaio 36 |frasco 20 + + +

O produto testado sera considerado aprovado no teste de Eficiéncia Biocida caso apresente desempenho
equivalente ou superior ao resultado obtido com o biocida comercial, a base de sulfato de tetrakis
hidroximetil fosfonio — THPS (75%), na dosagem de 200 ppm.
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2.3. Avalia¢ao da corrosividade

A avaliacao da corrosividade dever realizada sequndo a norma ASTM G31-72 nas seguintes condigoes:

e Fluido de teste: produto puro;

e Temperatura: 60 °C

e Frasco fechado sem agitacgao;

e Pressao do teste: atmosférica (pressao de vapor do produto na temperatura de teste);
e Nao é necessario injegao de gas;

e (s cupons devem ser totalmente imersos no fluido de teste;

e Metalurgia dos cupons: ago carbono API 5L Gr B ou ago carbono C1018;
e Duracao do teste: 7 dias

Para aprovacao do produto, a taxa de corrosao do produto puro ndo deve ser maior que 0,5 mm/ano.

2.4. Ensaio de tendéncia a formac¢ao de espuma

Colocar em uma proveta de 250 mL (didametro externo de 45 mm e altura da parte graduada de 225 mm),
100 mL de uma solugao com 50.000 mg/L de NaCl, e com trés dosagens do produto: 5 vezes, 10 vezes e
20 vezes superior a dosagem recomendada para aplicagao no campo do item 2.2.1.

Instalar um borbulhador de gas (tubo de vidro com um cilindro de vidro sinterizado de porosidade média
—P160), que deve ser inserido no centro da proveta e ficar imerso numa profundidade de 50 mL a partir
dainterface da salmoura com o ar. Borbulhar Nz ou ar comprimido na proveta controlando a vazao atraves
de um rotametro em 100 L/h durante 2 minutos.

Medir o volume de espuma que se forma e o tempo de quebra (preencher Tabela Il). Fotografar o aspecto
da solucao antes do teste iniciar, apos 1 min de borbulhamento e ao fim de 2 minutos conforme Figura 1.
Incluir as fotografias no relatorio de analises dos resultados das trés dosagens avaliadas, com
comentarios e observacdes ocorridas no ensaio (tamanho de bolhas, caracteristicas da espuma, formagao
de borra etc.). Reportar os resultados conforme indicado na Tabela Il.

‘_ N2100 L/h por 2 min
dext =45 mm +2 mm
' —_—

J 3 =L =

225 mm - = | =
250 ml E-1] = ==
E || |50 mL E_ E

£=1min t=2min

Figura 1 —Desenho esquematico do aparato do teste de formagao de espuma. H = altura da espuma.
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Tabela Il - Representacao dos resultados de avaliagao da formagao de espuma com trés dosagens do produto: 5
vezes, 10 vezes e 20 vezes superior a dosagem recomendada para aplicagao no campo.

Durante o borbulhamento Ap6s borbulhamento
Volume de espuma (mL) Tempo total de quebra de Volume de espuma (mL)
DOSAGEM j . p .
ap6s 1 min espuma ap6s 2min
5xMIC
10x MIC
20xMIC

Para aprovacao do produto no ensaio de tendéncia a formacao de espuma, os resultados com o teste
utilizando 5 vezes a dosagem do produto devem atender o0s seguintes critérios:

e Volume de espuma formada durante o borbulhamento inferior a 50% do volume inicial;
e Tempo de quebraap6s o término do borbulhamento inferior a 2 minutos.

Os resultados com as dosagens de 10 vezes e 20 vezes superior a recomendada devem ser apresentados
como informativo.

3. CRITERIO DE APROVACAO

O produto sera considerado aprovado em laboratério se atender os critérios exigidos no protocolo de
teste desta Especificacao Técnica:

e Informacdes minimas sobre o produto (item 2.1);

e Avaliacdo da acao antimicrobiana (item 2.2);

e Avaliacdo da corrosividade (item 2.3);

e Ensaio de tendéncia a formacao de espuma (item 2.4).
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