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1. INTRODUÇÃO

Este documento define os requisitos de qualificação de biocidas para aplicação em tanques de FPSO com
o objetivo de controlar a geração microbiológica de bactérias redutoras de sulfato (BRS).

O fornecedor deve apresentar relatório de testes com o biocida de acordo com a metodologia descrita a
seguir. Além dessas informações, o relatório deve conter, no mínimo:

• Identificação do responsável técnico pela realização dos ensaios;
• Dados da instituição responsável pela execução dos ensaios;
• Data de emissão do relatório;
• Identificação do produto biocida para tanques de FPSO avaliado.

2. PROTOCOLO DE TESTE

2.1. Informações mínimas sobre o produto

O fornecedor deve informar, no mínimo, os seguintes aspectos do produto:

• Molécula ou família química do princípio ativo no produto;

• Mecanismo de ação do princípio ativo na célula microbiana;

• Concentração (ou faixa de concentração com variação máxima de 10%) do princípio ativo no
produto;

• Solubilidade em água destilada;

• Solubilidade em água domar sintética;

• Dosagem recomendada.

2.2. Avaliação da ação antimicrobiana

O fornecedor deve realizar testes de determinação da Concentração Mínima Inibitória e de eficiência
biocida para culturas de bactérias redutoras de sulfato (BRS) mesófilas, conforme descrito nos itens a
seguir.

2.2.1. Concentração mínima inibitória (MIC)

O fornecedor deverá realizar testes para determinação da Concentração Mínima Inibitória (Minimum
Inhibitory Concentration – MIC), isto é, a dosagem recomendada do produto para referência e aplicação
no teste de eficiência biocida, descrevendo-se o método utilizado e as concentrações do produto que
foram avaliadas.

2.2.2. Eficiência biocida

A eficiência biocida deve ser avaliada tanto para as bactérias em suspensão na solução (planctônicas),
quanto para as aderidas em biofilmes (sésseis). Para tal a concentração inicial da cultura microbiológica
representativa do cenário avaliado deve apresentar valores entre 105 e 107NMP/mL. As bactérias sésseis
são avaliadas em testes com cupons metálicos com e sem a formação prévia de biofilme.
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O biocida em teste deve ser avaliado em três concentrações:

(a) Na MIC obtida no teste do item 2.2.1;

(b) Em uma concentração 100 ppm abaixo da MIC obtida no teste do item 2.2.1;

(c) Em uma concentração 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 fosfônio – THPS (75%) na dosagem de 200 ppm, totalizando, assim, 4 dosagens de biocida a
serem avaliadas quanto à eficiência (3 do biocida em teste e 1 do THPS a 75%).

Além das concentrações de biocida utilizadas, para cada análise a ser realizada também deve ser feito um
controle biológico, em que omeio do ensaio com as bactérias seja analisado após 4 h e 24 h de exposição
na ausência 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 não fosse feito, a ausência de
crescimento/atividade das bactérias poderia ser erroneamente atribuída à ação do biocida.

Os ensaios de eficiência biocida devem ser realizados a 30°C e o tempo de exposição das bactérias ao
produto deve ser de 4 h e 24 h.

Para os testes com biofilme pré-formado (bactérias sésseis), utilizam-se cupons metálicos próprios para
avaliação microbiológica, previamente esterilizados, que devem ser imersos por sete dias em meio de
cultura contendo BRS, de modo a permitir o crescimento e adesão dos microrganismos à superfície
metálica. 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.

A tabela I apresenta a matriz de testes a serem realizados para determinação da eficiência biocida.

A eficiência biocida deve ser determinada a partir da quantificação das BRS resultantes dos testes
realizados em cada frasco descrito na Tabela I, através da técnica do Número Mais Provável (NMP),
utilizando-se kits de BRS de capacidade de 10mL por frasco, com tempo total de inoculação de 28 dias.
Também deve ser feita a quantificação das bactérias sésseis nos testes que utilizaram cupons metálicos,
tanto para o biofilme pré-formado, como para o cupom sem biofilme pré-formado, pela técnica do NMP.
O fornecedor deve descrever ométodoutilizado para coleta das bactérias que ficaramaderidas no cupom.

Os resultados da quantificação devem ser apresentados na forma de gráficos, totalizando um conjunto
de três gráficos, cada um contendo:

(a) Número de bactérias no fluido para os ensaios de bactérias planctônicas para as três concentrações
do biocida em teste, para o THPS, controle químico e controle biológico, todos para os testes após 4h
e 24h (frascos 1; 3; 5 a 12 e 13 a 20 da Tabela I);

(b) Número de bactérias no fluido para os ensaios de bactérias sésseis nos testes com biofilme pré-
formado nos cupons metálicos, para as três concentrações do biocida em teste, para o THPS, para o
controle químico e para o controle biológico, todos para os testes após 4h e 24h (frascos 2; 4; 5 a 12 e
21 a 28 da Tabela I);

(c) Número de bactérias no fluido para os ensaios de bactérias sésseis nos testes sem biofilme pré-
formado nos cupons metálicos, para as três concentrações do biocida em teste, para o THPS, para o
controle químico e para o controle biológico, todos para os testes após 4h e 24h (frascos 1; 3; 5 a 12 e
13 a 20 da Tabela I).
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Tabela I –Matriz de testes de determinação da eficiência biocida.

O produto testado será considerado aprovado no teste de Eficiência Biocida caso apresente desempenho
equivalente ou superior ao resultado obtido com o biocida comercial, a base de sulfato de tetrakis
hidroximetil fosfônio – THPS (75%), na dosagem de 200 ppm.

inóculo

de BRS

cupom

sem

biofilme

pré-

formado

cupom

com

biofilme

pré-

formado

biocida

dosagem

<MIC

biocida

dosagem

=MIC

biocida

dosagem

>MIC

THPS

200ppm

4h ensaio 1 frasco 1 + +

4h ensaio 2 frasco 2 + +

24h ensaio 3 frasco 3 + +

24h ensaio 4 frasco 4 + +

4h ensaio 5 frasco 5 +

4h ensaio 6 frasco 6 +

4h ensaio 7 frasco 7 +

4h ensaio 8 frasco 8 +

24h ensaio 9 frasco 9 +

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 + + +

4h ensaio 16 frasco 16 + + +

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 + + +

4h ensaio 23 frasco 23 + + +

4h ensaio 24 frasco 24 + + +

24h ensaio 25 frasco 25 + + +

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 + + +

4h ensaio 31 frasco 15 + + +

4h ensaio 32 frasco 16 + + +

24h ensaio 33 frasco 17 + + +

24h ensaio 34 frasco 18 + + +

24h ensaio 35 frasco 19 + + +

24h ensaio 36 frasco 20 + + +

bactérias

sésseis

(com biofilme

pré-formado)

bactérias

sésseis

(sem biofilme

pré-formado)

controle

biológico

controle

químico

bactérias

plactônicas

Tipo de análise / duração / frasco
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2.3. Avaliação da corrosividade

A avaliação da corrosividade dever realizada segundo a norma ASTM G31-72 nas seguintes condições:

• Fluido de teste: produto puro;

• Temperatura: 60 °C

• Frasco fechado sem agitação;

• Pressão do teste: atmosférica (pressão de vapor do produto na temperatura de teste);

• Não é necessário injeção de gás;

• Os cupons devem ser totalmente imersos no fluido de teste;
• Metalurgia dos cupons: aço carbono API 5L Gr B ou aço carbono C1018;
• Duração do teste: 7 dias

Para aprovação do produto, a taxa de corrosão do produto puro não deve ser maior que 0,5 mm/ano.

2.4. Ensaio de tendência à formação de espuma

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

Instalar um borbulhador de gás (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
da interface da salmoura como ar. Borbulhar N2 ou ar comprimido na proveta controlando a vazão através
de um rotâmetro em 100 L/h durante 2 minutos.

Medir o volume de espuma que se forma e o tempo de quebra (preencher Tabela II). Fotografar o aspecto
da solução antes do teste iniciar, após 1min de borbulhamento e ao fim de 2minutos conforme Figura 1.
Incluir as fotografias no relatório de análises dos resultados das três dosagens avaliadas, com
comentários e observações ocorridas no ensaio (tamanho de bolhas, características da espuma, formação
de borra etc.). Reportar os resultados conforme indicado na Tabela II.

Figura 1 – Desenho esquemático do aparato do teste de formação de espuma. H = altura da espuma.
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Tabela II – Representação dos resultados de avaliação da formação de espuma com três dosagens do produto: 5
vezes, 10 vezes e 20 vezes superior à dosagem recomendada para aplicação no campo.

Durante o borbulhamento Após borbulhamento

DOSAGEM
Volume de espuma (mL)

após 1 min

Tempo total de quebra de

espuma

Volume de espuma (mL)

após 2min

5 x MIC

10 x MIC

20 x MIC

Para aprovação do produto no ensaio de tendência a formação de espuma, os resultados com o teste
utilizando 5 vezes a dosagem do produto devem atender os seguintes critérios:

• Volume de espuma formada durante o borbulhamento inferior a 50% do volume inicial;

• Tempo de quebra após o término do borbulhamento inferior a 2 minutos.

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

3. CRITÉRIO DE APROVAÇÃO

O produto será considerado aprovado em laboratório se atender os critérios exigidos no protocolo de
teste desta Especificação Técnica:

• Informações mínimas sobre o produto (item 2.1);

• Avaliação da ação antimicrobiana (item 2.2);

• Avaliação da corrosividade (item 2.3);

• Ensaio de tendência à formação de espuma (item 2.4).


