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RESUMO 

Os microrganismos redutores de sulfato (MRS) são um grupo diversificado de bactérias e arquéias com 
crescimento heterotrófico anaeróbio, reduzem sulfatos e produzem ácido sulfídrico (H2S) que pode ser 
detectado através da presença de precipitados no corante líquido. Muitos esforços estão sendo direcionados 
para o desenvolvimento de métodos rápidos de enumeração de MRS a fim de obter um diagnóstico mais rápido 
da corrosão influenciada microbiologicamente (CIM). O principal objetivo deste estudo foi avaliar um novo 
método para a detecção e contagem de MRS em amostras de óleo e gás. A experiência foi concebida a partir da 
comparação entre o método de contagem microbiana (28 dias de incubação) e o método de placas de 
microtitulação (07 dias de incubação). O monitoramento do crescimento microbiano ocorreu durante 06 meses 
(maio de 2011 a outubro de 2011) em oito pontos de amostragem que incluem gasodutos a montante e a 
jusante (pipeline, aqueduto, gasoduto) e tanques de armazenamento de água produzida. Nestes pontos foi 
avaliada a qualidade da água por meio de variáveis físico-químicas (APHA, 2005) e o crescimento de MRS pelo 
método tradicional de tubos múltiplos e novo método de microplacas de 96 poços em amostras de produção de 
água, óleo e resíduos depositados nos dutos. Os resultados das análises estatísticas para a enumeração de MRS 
mostrou uma vantagem significativa na redução do tempo de processamento da amostra, utilizando o novo 
método proposto (7 dias) em comparação com o método tradicional (28 dias) permitindo a realização de um 
diagnóstico mais rápido. A implementação deste novo método de detecção de MRS contribui para a execução 
das medidas de prevenção e/ou ações corretivas de uma forma mais imediata a fim de evitar problemas com a 
biocorrosão que resultem em prejuízos sócio-econômico-ambientais. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Corrosão Influenciada Microbiologicamente, Método de microplacas, Microrganismos 
Redutores de Sulfato, Petróleo e Gás. 
 
 
INTRODUÇÃO 

No Brasil a exploração offshore (fora da costa) de petróleo está em pleno desenvolvimento e o 
desenvolvimento do souring biogênico (produção excessiva de H2S) tem se tornado um dos maiores problemas 
relacionados à biocorrosão devido ao aumento do uso da água do mar como meio de recuperação secundária 
do petróleo (FAUQUHAR, 1997). 
 
Os MRS são procariontes, representados pelo domínio das bactérias e arquéias (BARTON; HAMILTON, 
2007). Por isso, pode-se designar o grupo como Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS), denominação 
atual do grupo das Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) (CARVALHO et al., 2007). 
 
A CIM (Corrosão Influenciada Microbiologicamente) é constituída pelo consórcio de diversos microrganismos, 
destacando-se os Microrganismos Redutores de Sulfato dado sua relevância na constituição do biofilme 
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promotor dos problemas associados à biocorrosão. Os MRS são o grupo bacteriano amplamente pesquisado em 
águas de sistemas de petróleo, pois contribuem para o desenvolvimento da biocorrosão que gera um custo 
elevado na manutenção de equipamentos e materiais de sistemas de produção de petróleo (LIMA; 
GONÇALVES; CASSINI, 2005).  
 
Os métodos de contagem para bactérias anaeróbias requerem redução do tempo de incubação das bactérias 
para que o diagnóstico da biocorrosão seja mais rápido, reduzindo custos para o monitoramento e controle dos 
mesmos. Portanto, o método de microplacas de 96 poços para enumeração de MRS por meio da técnica de 
Número Mais Provável (NMP) foi proposto por LIMA (2006) tendo em vista que a utilização de microplacas 
não descartáveis ao longo do tempo reduz significativamente o custo global das análises aliado ao uso da terça 
parte do volume de meio normalmente utilizado pelo método tradicional. Além disso, o método tem a vantagem 
de economia de espaço físico, de reagentes, facilidade na manipulação em laboratório e redução dos custos da 
indústria. 
 
Este trabalho tem como objetivo avaliar um novo método de detecção e contagem de MRS em amostras 
derivadas de dutos e tanques da indústria de petróleo e gás, a partir da comparação entre o método de 
contagem microbiana tradicional (28 dias de incubação) e o método de microplacas (07 dias de incubação). 
 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 

As análises experimentais foram desenvolvidas no LABSAN - Laboratório de Saneamento, localizado no 
Centro Tecnológico da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES), no período de dezembro de 2010 a 
dezembro de 2011. A área de estudo localiza-se em Linhares no ES (Espírito Santo) numa unidade de 
tratamento de gás natural (T1), com avaliação do duto “A” (aqueduto), duto “B” (gasoduto) e nas unidades de 
tratamento de óleo (T2 e T3) que são interligadas pelo duto “C” (oleoduto), sendo que em T3 está o processo 
de tratamento de água produzida (T4). A unidade de tratamento de óleo (T5) recebe o duto A e contém o 
sistema de tratamento de água produzida (T6). A água produzida, o óleo e os resíduos foram coletados num 
total de oito pontos em um terminal de produção da Petrobrás, onde foi avaliada a presença de microrganismos 
redutores de sulfato (MRS) por procedimento tradicional (Figura 1) e por um novo método proposto utilizando 
microplacas de 96 poços (Figura 2). Os pontos de amostragem foram monitorados ao longo do período de 06 
meses (maio de 2011 a outubro de 2011), por meio de alguns parâmetros físico-químicos (APHA, 2005) e 
microbiológicos. 
 
 

 
 

Figura 1: Preparação de meio de cultura e Análise de MRS pelo método tradicional 

 
Figura 2: Preparação de meio de cultura e Análise de MRS pelo método de microplacas 
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Caracterização Físico-Química 

A caracterização físico-química foi realizada através do monitoramento de parâmetros físico-químicos (APHA, 
2005), tais como, sulfato, sulfeto, DQO (Demanda Química de Oxigênio), DBO (Demanda Bioquímica de 
Oxigênio), nos pontos de amostragem P2, P4, P8 e P9, pois somente nesses pontos foi possível coletar a água 
produzida de petróleo para realizar as análises físico-químicas e verificar a influência desses parâmetros no 
crescimento microbiológico de MRS. As coletas dessas amostras foram feitas em frascos de polietileno e 
frascos de vidro, conforme a necessidade para cada tipo de análise e armazenadas em caixas de isopor contendo 
gelo para preservação durante o deslocamento até o laboratório de análises. 
 
Empregou-se a análise de variância, com os testes de Tukey e de Friedman para comparar esses parâmetros nos 
diferentes pontos de amostragem. Além disso, foram gerados gráficos utilizando o método tradicional e o 
método de microplacas de 96 poços (7dias) e as variáveis físico-químicas mais relevantes para o crescimento 
dos microrganismos. 
 
Caracterização Microbiológica 

Amostragem e Condicionamento 

As coletas de amostras de óleo e água em dutos e tanques para análise microbiológica foram realizadas com 
auxílio de uma seringa estéril, inoculando-se quantidades de 5 mL das amostras líquidas (água produzida e 
óleo) em frascos do tipo penicilina de 50mL, contendo 45 mL de solução redutora para preservação (Lima, 
2006; Segui, 2009) em função do tempo requerido entre a amostragem (região de Linhares) e a realização da 
análise no laboratório da UFES em Vitória. Todas as amostras foram inoculadas no prazo máximo de 24 horas.  
 
A coleta da amostra sólida (resíduo) foi realizada após a passagem de pig no oleoduto com uma espátula estéril, 
abrindo-se os frascos contendo a solução redutora para inserir o resíduo, selando-os em seguida com tampas de 
borracha e lacre para manter o ambiente redutor até a realização do procedimento de diluição no laboratório. 
Condições assépticas foram mantidas ao longo do experimento, tendo em vista a realização da análise em 
câmara de fluxo laminar.  
 
Meios de Cultivo e Solução de Diluição para MRS  

O crescimento e a quantificação dos MRS foram realizados em meio Postgate B modificado (MCKENZIE; 
HAMILTON, 1992), cuja composição é apresentada na Tabela 1. A outra modificação do meio se deu pela 
substituição do ácido tioglicólico da composição original pela adição de 0,1 mL de uma solução 12,4 g/L de 
tioglicolato de sódio (agente redutor), em cada frasco da série de diluição. Este agente redutor juntamente com 
a presença do ácido ascórbico permite alcançar o potencial redox abaixo de –100 mV, condição necessária para 
o crescimento dos Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS) (NEVIUS et al., 2004). Segundo Postgate 
(1979), este meio é empregado para fins de diagnóstico e manutenção de culturas e o crescimento é indicado 
pela alteração da cor de róseo para o enegrecimento com o sulfeto de ferro (FeS) decorrente da redução do 
sulfato a sulfeto. 

Tabela 1: Composição do meio Postgate B modificado para MRS 
Componentes Concentração (g/L; mL/L) 
NH4Cl 1,0 g 

KH2PO4 0,5 g 
MgSO4.7H2O 2,0 g 
NaSO4 1,0 g 
FeSO4.7H2O 0,5 g 
CaCl2.6H2O 0,1 g 
Ácido Ascórbico 0,1 g 
Extrato de levedura 1,0 g 
Resazurina (0,025%, m/v) 4,0 mL 
Lactato de sódio  (50%, p/v) 7,0 mL 
NaCl variável 
pH final 7,6 +/- 0.2 

                Fonte: Mckenzie e Hamilton (1992) 



                                                                                                                                       
 

ABES – Associação Brasileira de Engenharia Sanitária e Ambiental 4 

A composição da solução redutora utilizada nas diluições dos meios para MRS pode ser visualizada na Tabela 
2. A Solução Redutora possui a função de diluir a amostra e preservá-la por certo período de tempo, 
normalmente 24 horas, até que se realize a análise. 
 

Tabela 2: Composição da solução redutora 
Componentes Concentração (g/L; mL/L) 
Tioglicolato de sódio 0,124 g 
Ácido Ascórbico 0,1 g 
Resazurina (0,025%, m/v) 4,0 mL 
NaCl variável 
pH final 7,6 +/- 0.2 

                   Fonte: Sant’anna (2009) 
 
Realizou-se todo o preparo dos meios de cultivo para MRS e da solução redutora sob condições de 
anaerobiose com purga constante do meio. Após 15 min. de purga, o pH do meio foi ajustado a 7,6 ± 0,2 com a 
adição de NaOH e distribuído em frascos do tipo penicilina. A distribuição do meio nos frascos de penicilina foi 
realizada sob purga de nitrogênio utilizando uma agulha de metal para purgar o ar com oxigênio localizado no 
headspace do frasco de penicilina (MILLER; WOLIN, 1974), inserindo também gás de nitrogênio no meio de 
cultivo (FEIO et al., 1998). Em seguida, os frascos foram vedados com tampas de borracha e lacrados com 
selos de alumínio. Em seguida, os meios foram esterilizados a 121ºC (1,1 atm) por 15 minutos. Após 
esterilização, os frascos foram acondicionados em local escuro e temperatura ambiente. 
 
Foi necessário acrescentar 87 g/L de NaCl na água do mar sintética (água do mar produzida em laboratório) 
que continha 35 g/L de NaCl para que fosse possível obter uma média de 120 g/L de NaCl, referente à 
salinidade encontrada nos pontos de amostragem dos tanques de água produzida, visto que se tratava 
possivelmente de um consórcio halofílico. Não foi preciso realizar o ajuste de salinidade para os outros pontos 
de amostragem que apresentaram salinidade baixa (<8 g/L de NaCl). 
 
Previamente à realização das análises microbiológicas e após o resfriamento do meio de cultura foi adicionado 
0,1mL de tioglicolato de sódio (12,4 g/L) em todos os frascos de 10mL que continham meio de cultura. Além 
disso, os frascos de solução redutora para as amostras de óleo e resíduo receberam a injeção de 0,1mL de 
Tween, com o intuito de reduzir a tensão superficial entre o óleo e a água constituinte da amostra.  
 
Enumeração do NMP de MRS/mL e NMP de BANHT/mL pelo Método tradicional (COCHRAN, 
1950) e Método de microplacas de 96 poços 

Para a quantificação dos MRS pelo método tradicional foram realizadas diluições seriadas (10-1 a 10-6) a partir 
de 5 mL de amostra de água ou óleo em frascos contendo 45 mL de solução salina redutora. Alíquotas de 1 mL 
do frasco de 45mL foram inoculadas com auxílio de seringa estéril em frascos de 10 mL de capacidade, 
contendo 9 mL do meio Postgate B modificado através da técnica do número mais provável (NMP) triplicata 
para cada diluição (COCHRAN, 1950). O NMP/ 100mL de MRS foi determinado a partir da inoculação em 3 
tubos com 10, 1, 0,1 mL de amostra (FDA, 2010) (Anexo I). Condições assépticas foram mantidas ao longo do 
experimento, tendo em vista a realização da análise em câmara de fluxo laminar. A determinação do 
crescimento celular foi feita após o período de incubação relativo ao 28º dia e à temperatura de 32 ± 2ºC. O 
crescimento de MRS pode ser visualizado pelo enegrecimento do meio de cultura (Figura 3). 
 

 

Figura 3: Crescimento de MRS pelo método tradicional  
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s (poços) Poços Positivos NMP
16 0 0,00
15 1 21,52
14 2 44,52
13 3 69,23
12 4 95,91
11 5 124,92
10 6 156,70
9 7 191,82
8 8 231,09
7 9 275,61
6 10 327,00
5 11 387,79
4 12 462,18
3 13 558,09
2 14 693,27
1 15 924,36
0 16 >924,36

A quantificação dos microrganismos por meio do método de microplacas proposto por Lima (2006) iniciou-se 
com a inserção de 5 mL de amostra no frasco tipo penicilina (capacidade de 50mL), contendo 45mL de solução 
redutora, realizada em campo. Esse procedimento refere-se à primeira diluição, pois em seguida foram 
realizadas diluições sucessivas nas microplacas até atingir a 6ª diluição, realizado na câmara de fluxo laminar. 
Após a inoculação, as microplacas foram incubadas em jarras de anaerobiose mantendo-se o ambiente 
anaeróbio a partir da reação de Becher, conforme orientação do fabricante, sendo finalmente levadas à estufa a 
32 ± 2ºC. A determinação do crescimento celular foi feita no período de incubação referente ao 7º, 14º, 21º e 
28º dia. Assim, os poços contendo precipitação de sulfeto de ferro com desenvolvimento de cor escura são 
considerados positivos para a contagem de MRS (Figura 4). As análises em microplacas foram realizadas em 
duplicatas, sendo o valor para comparação dos métodos a média geométrica dos mesmos (von SPERLING, 
2001).  

 

 
 

Figura 4: Crescimento de MRS pelo método de microplacas de 96 poços 
 
Foi gerada uma tabela de NMP por mL (Tabela 3) a partir da utilização das microplacas, baseado na equação 1 
(COCHRAN, 1950):  
 
 
NMP = (-2,305/v)*log(s/n),                                                                   (Equação 1) 
onde:  
n = Número total de poços; v = volume de cada amostra; s = número de amostras sem organismos (total de 
poços – poços positivos); log = logaritmo na base 10. 
 

Tabela 3: Tabela de NMP/mL usando 16 poços por diluição 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O método de contagem dos MRS em microplacas de 96 poços após o período de incubação considera a última 
diluição que possui todos os poços positivos ou que possuem um número superior a oito poços com resultados 
positivo. O resultado final será a multiplicação do valor correspondente aos poços positivos na Tabela 3 pelo 
fator de diluição correspondente. 
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Comparação do Método tradicional e Método de microplacas de 96 poços para MRS  

O programa estatístico utilizado para a aplicação dos testes estatísticos foi o BioStat 4.0. Aplicou-se o Teste de 
Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados brutos obtidos por ambos os métodos seguiam a distribuição 
Gaussiana Normal. Contudo, verificou-se que os dados possuíam uma distribuição assimétrica, por isso os 
mesmos foram transformados em logaritmo de base 10 (log de NMP de MRS/mL + 2) (OLIVEIRA, 2005), 
para a comparação dos resultados e avaliação das diferentes metodologias de quantificação de microrganismos.  
 
Após nova aplicação do teste de Kolmogorov-Smirnov com os dados logaritmizados observou-se a distribuição 
normal (p=ns) em todos os pontos de amostragem, porém, optou-se pela aplicação de testes não paramétricos 
em função da falta de homogeneização dos resultados e pela amostra ser pequena (n=6 repetições) para cada 
método, que reduz o poder de teste dos testes de hipótese paramétricos, então, os testes não paramétricos irão 
garantir resultados mais fidedignos da realidade. Vale ressaltar que os testes estatísticos foram aplicados para 
todos os pontos de amostragem, exceto para P3 e P4, porque não houve desvios e nem variação dos dados. 
 
Foi utilizado o teste não paramétrico de Friedman para as comparações globais, ou seja, os resultados do 
método tradicional em 28 dias com os resultados do método de microplacas de 96 poços em 7, 14, 21 e 28 
dias, porque as amostras estão relacionadas já que a primeira diluição é feita no mesmo frasco de amostragem 
para ambos os métodos. Além disso, o teste de Wilcoxon foi empregado para comparações duas a duas. Para 
verificar a semelhância entre os dois métodos (tradicional e microplacas de 96 poços) aplicou-se a correlação de 
Spearman e foram construídos gráficos Box-Plot com auxílio do programa Microsoft Excel 7.0. 
  

 
RESULTADOS  

Caracterização Físico-Química 

Os valores de DQO, DBO, sulfato e NMP de MRS/mL pelo método de microplacas de 96 poços (7º dia) 
podem ser visualizados na Figura 5. O ponto P4 não possui os valores de DBO porque não foi possível realizar 
a análise. 
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Figura 5: Comparação entre as variáveis DQO, DBO, Sulfato e NMP de MRS/mL pelo método de 
microplacas de 96 poços (M7), respectivamente para cada ponto de amostragem.  

 
Legenda: DQO – Demanda Química de Oxigênio; DBO – Demanda Bioquímica de Oxigênio; SA – Sulfato; 
M7 – Método microplacas de 96 poços com 7 dias de incubação. 
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Na Figura 5 visualiza-se que os pontos P2 (jusante do aqueduto), P8 (tanque de água produzida em T6) e P9 
(tanque de água produzida em T4) tem valores de DBO altos, ou seja, há matéria orgânica disponível 
biodegradável para ser consumida pelos microrganismos como fonte de carbono em seu metabolismo. 
Adicionalmente, verifica-se a importância do íon sulfato para o crescimento dos microrganismos, pois o ponto 
P4 possui altos valores de DQO e baixos valores de sulfato, dentre outras condições não favoráveis, por isso, 
não houve crescimento de MRS.  
 
 
Os valores de sulfato, sulfeto e NMP de MRS/mL pelo método tradicional e método de microplacas de 96 
poços (7º dia) são visualizados no gráfico da Figura 6. 
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Figura 6: Valores de sulfato (mg/L), sulfeto (mg/L) e NMP de MRS/mL pelo Método tradicional (T) e 
Método de microplacas de 96 poços (M7), respectivamente para cada ponto de amostragem. 

 
Legenda: SA – Sulfato; SE – Sulfeto; T – Método tradicional; M7 – Método microplacas de 96 poços com 7 
dias de incubação. 
 
Nos pontos P2 (jusante do aqueduto), P8 (tanque de água produzida em T6) e P9 (tanque de água produzida 
em T4) observou-se o crescimento bacteriano em virtude dos maiores valores de sulfato entre 42mg/L e 71 
mg/L, assim como os valores médios de sulfeto acima de 5 ppm, que são considerados problemáticos para a 
biocorrosão de tubulações e equipamentos, conforme observado na prática. Andrade (2009) obteve valores 
muito variados para o sulfato (<50 mg/L e < 500 mg/L) para amostras coletadas à jusante do flotador de um 
sistema de tratamento de água produzida no terminal da Petrobrás em São Sebastião. Verifica-se no gráfico da 
Figura 6 uma correlação entre a disponibilidade de sulfato para o crescimento das bactérias e a conseqüente 
produção de sulfeto pelo seu metabolismo, portanto, o desenvolvimento da corrosão nos pontos P2, P8 e P9 
possui origem biogênica. Nota-se que no ponto P8 verificou-se maior crescimento de MRS, porque é o local 
com condições mais favoráveis ao seu desenvolvimento, juntamente com o P9. 
 
Maiores valores de sulfato foram encontrados em P2, P8 e P9, que fornecem condições para o crescimento dos 
MRS, no entanto, os baixos valores em P4 para o sulfato (10mg/L) e sulfeto (2,65 mg/L) corroboram para a 
ausência dos microrganismos. Vale ressaltar que valores de sulfeto de 3 ppm são suficientes para afetar a 
produção de petróleo, conforme observado na prática, porque interfere na especificação do GLP (Gás liquefeito 
de petróleo). Dessa forma, além de problemas relacionados à corrosão das tubulações mesmo que não seja de 
origem biogênica, podem-se ter grandes prejuízos em relação à venda do produto final numa unidade de 
tratamento de gás. 
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Caracterização Microbiológica 

Os resultados dos testes da caracterização microbiológica encontram-se na Tabela 4. 
 

Tabela 4: Testes estatísticos para a caracterização microbiológica 
 

MRS 
(NMP/mL) 

 

Testes Estatísticos 

Kolmogorov-Smirnov Teste de Wilcoxon e 
Teste de Friedman 

Correlação de Spearman 

Comparação 
entre os 

Métodos: 
Tradicional (28 

dias), 
Microplacas de 

96 poços (7 e 28 
dias) 

Dados brutos não 
normalizados 

foram transformados, em 
logaritmo de base 10 (log 
de NMP de MRS/mL + 

2) 

Métodos tradicional e 
de microplacas (7 dias) 

são equivalentes 
estatisticamente. 

Métodos tradicional e de 
microplacas (7 dias) são 

equivalentes estatisticamente, 
exceto em P1 e P5. 

Métodos de microplacas (7 dias)  e 
(28 dias) são equivalentes 

estatisticamente, exceto em P5. 
 
Os testes estatísticos empregados na comparação dos métodos tradicional e microplacas de 96 poços (7 dias) 
demonstraram que ambos métodos foram equivalentes estatisticamente conforme Teste de Wilcoxon e Teste de 
Friedman e pela Correlação de Spearman (exceto nos pontos P1 e P5), também houve equivalência estatística 
na comparação entre o método de microplacas com período de incubação de 7 e 28 dias, exceto em P5, 
portanto, pode-se aplicar o método de microplacas de 96 poços para a detecção de MRS com um reduzido 
tempo de incubação, que confere um diagnóstico mais rápido e possibilita a intervenção no processo de forma 
mais específica e ágil. 
 
 
A Figura 7 compara o NMP de MRS/mL entre o método tradicional e o método de microplacas de 96 poços 
(7º dia) em todos os pontos de amostragem. 
 
 

NMP de MRS/mL entre o Método tradicional (T) e o 
Método de microplacas de 96 poços (M7) 

0
1

2
3

4
5

6

P1 (T) P1
(M7)

P2 (T) P2
(M7)

P3/P4
(T)

P3/P4
(M7)

P5 (T) P5
(M7)

P6 (T) P6
(M7)

P7 (T) P7
(M7)

P8 (T) P8
(M7)

P9 (T) P9
(M7)

Pontos de amostra

lo
g 

10
 (N

M
P 

de
M

R
S/

m
L 

+2
)

Primeiro Quartil (25%) Mínimo Máximo Terceiro Quartil (75%) Mediana Média Geométrica
 

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

 
Legenda: T – Método Tradicional; M7 – Método de microplacas de 96 poços com incubação até o 7º dia. 
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Os maiores valores encontrados de NMP de MRS/mL foram nos pontos P5 (montante do oleoduto), P6 
(jusante do oleoduto), P8 (tanque de água produzida em T6) e P9 (tanque de água produzida em T4), devido a 
água produzida ter características físico-químicas favoráveis ao desenvolvimento das bactérias. A amostragem 
em P5 foi da água produzida no fundo do tanque de armazenamento de óleo e em P6 coletou-se resíduo, 
portanto, verificou-se um alto número de MRS nas fases planctônica e séssil, respectivamente. Em P8 e P9 há 
um ambiente anaeróbio e rico em sulfato no interior dos tanques de água produzida que favorece o 
desenvolvimento desses microrganismos. Ainda, foram observados na Figura 7 valores médios ligeiramente 
superiores, mas dentro da mesma unidade logarítimica, para o método de microplacas de 96 poços em relação 
ao método tradicional nos pontos P1 (montante do aqueduto), P6 e P7 (jusante do oleoduto). Para Gibson et al. 
(1987), a principal crítica ao processo de contagem de células viáveis com tubos múltiplos é que tem 
subestimado as populações bacterianas presentes em ambientes naturais, que justifica os valores superiores 
encontrados, portanto, observa-se que a correlação entre os dois métodos é altamente significativa. 
 
Infere-se pela figura 8 a comparação de NMP de MRS/mL entre o método de microplacas de 96 poços em 7 
dias (M7) e o método de microplacas de 96 poços em 28 dias (M28). 
 

  NMP de MRS/mL entre o Método de microplacas de 96 poços em 7 
dias (M7) e em 28 dias (M28)  

0
1

2
3

4
5

6

P1
(M7)

P1
(M28)

P2
(M7)

P2
(M28)

P3/P4
(M7)

P3/P4
(M28)
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(M7)

P5
(M28)

P6
(M7)

P6
(M28)

P7
(M7)

P7
(M28)

P8
(M7)

P8
(M28)

P9
(M7)

P9
(M28)

Pontos de amostra
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g 

10
 (N

M
P 

de
 

M
RS

/m
L 

+2
)

Primeiro Quartil (25%) Mínimo Máximo Terceiro Quartil (75%) Mediana Média Geométrica
 

Figura 8: Comparação de NMP de MRS/mL entre o Método de microplacas de 96 poços (M7) e Método 
de microplacas de 96 poços (M28), respectivamente para cada ponto de amostragem.  

 
Legenda: M7 – Método de microplacas de 96 poços com 7 dias de incubação;  M28 – Método de microplacas 
de 96 poços com 28 dias de incubação. 
 
Os valores medianos estão muito próximos estatisticamente entre o 7º e o 28º dias pelo método de microplacas 
de 96 poços (Figura 8), que nos leva a considerar o resultado da microplaca no 7º dia de alta relevância, visto 
que não há diferença significativa para o resultado no 28º dia. Assim, é possível utilizar o método de 
microplacas de 96 poços para obter o resultado em apenas 7 dias. 
 
 
CONCLUSÃO 

O desenvolvimento de um novo sistema de monitoramento de NMP de MRS/mL demonstrou uma vantagem 
significativa do tempo de processamento inferior da análise (7 dias) na obtenção do diagnóstico rápido em 
comparação com o método tradicional (28 dias), além de promover a economia de espaço, redução de custos 
para o controle dos microrganismos, assim como evitar prejuízos sócio-econômico-ambientais. 
 

 



                                                                                                                                       
 

ABES – Associação Brasileira de Engenharia Sanitária e Ambiental 10 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS  

1. APHA - American Public Health Association; American Water Work Associatin – AWWA;Water Pollution 
Control Federation – WPCF. 2005. Standar Methods of theExperimination of Water and 
Wasterwater. 21 ed. New York, 1268p.  

2. BARTON, L.L.; HAMILTON, W.A. Sulphate-reducing bacteria. Environmental and Engineered 
Systems. Cambridge University Press, 2007.  

3. CARVALHO, C.M.; MEDEIROS, S.R.B. de; LIMA, L.F.A.; BLAHA, C.A.G. Detecção de procariotos 
redutores de sulfato (PRS) em amostras ambientais do manguezal de Diogo Lopes, Bacia Petrolífera 
Potiguar. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM PETRÓLEO 
E GÁS. 2007. Anais eletrônicos... Disponível em:< http://www.portalabpg.org.br/PDPetro/4/resumos 
/4PDPETRO_6_2_0419-1.pdf>. Acesso em 04 nov. 2010. 

4. COCHRAN, W. G. Estimation of Bacterial densities by means of the “Most Probable Number”. 
Biometric. P. 105-117, 1950. 

5. FAUQUHAR, G. B. Review and update of technology related to formation souring. In: CORROSION 
1997, New Orleans. Proceedings....Houston: NACE International, 1997.  

6. FEIO, M. J. et al. Isolation and Characterisation of a Novel Sulphate-reducing Bacterium of the 
Desulfovibrio Genus. Anaerobe. v. 4, p. 117-130, 1998.  

7. FDA. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Bacteriological analytical manual Appendix 2: Most 
Probable Number from Serial Dilutions. 8 ed. Association of Official Analytical Chemists Internacional, 
USA, 2010. Disponível em: 
<http://www.fda.gov/Food/ScienceResearch/LaboratoryMethods/BacteriologicalAnalyticalManualBAM/uc
m109656.htm>. Acesso em: 01 de maio de 2011. 

8. GIBSON, G. R. et al. Evaluation of viable counting procedures for the enumeration of sulfate-reducing 
bacteria in estuarine sediments. Journal of Microbiological Methods, v. 7, p. 201-210, 1987. 

9. LIMA, W.B.; GONÇALVES, R. F.; CASSINI, S. T. A. Desenvolvimento de sistema de detecção de 
bactérias redutoras de sulfato (brs) para controle de biocorrosão. In: 23º Congresso Brasileiro de 
Engenharia Sanitária e Ambiental. 2005. Anais eletrônicos... Disponível em:< 
http://www.bvsde.paho.org/bvsacd/abes23/X006. pdf>. Acesso em 29 set. 2011. 

10. LIMA, W.B. Avaliação de metodologia para enumeração de bactérias redutoras de sulfato (BRS) em 
amostras ambientais utilizando microplacas de 96 poços. Dissertação (Mestrado em Engenharia 
Ambiental) – Universidade Federal do Espírito Santo – UFES, Centro Tecnológico, 2006. 

11. McKENZIE, J.; HAMILTON, W. A. The Assay of in-situ Activities of Sulphate-Reducing Bacteria in a 
Laboratory Marine Corrosion Model. International Biodeterioration & Biodegradation. v. 29, p. 285-
297, 1992. 

12. MILLER, T. L; WOLIN, M. J. A Serum Bottle Modification of the Hungate Technique for Cultivating 
Obligate Anaerobes. Applied Microbiology. p. 985-987, 1974.  

13. NEVIUS, B. A.; BAGWELL, C. E.; BRIGMON, R. L. 2004. Characterization of microbial communities in 
TCE-contaminated seep zone sediments. Journal of the South Carolina Academy, 2(1): 25-29. 
http://sti.srs.gov/fulltext/ms2005107/ms2005107.pdf. Acesso em dezembro de 2005.  

14. OLIVEIRA, R. P. S. Condições microbiológicas e avaliação da pasteurização em amostras de leite 
comercializadas no município de Piracicaba-SP. Dissertação de Mestrado. Escola Superior de 
Agricultura, Piracicaba, 2005. 

15. POSTGATE, J. R. – The sulphate-reducing bacteria – Cambridge: University Press, 1979. 
16. SANT’ANNA, G. de S. Monitoramento microbiológico e físico-químico de tanques de 

armazenamento de óleo e água Rio de Janeiro. Dissertação (Mestrado em Engenharia química) – 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro – UERJ, 2009. 

17. SEGUI, P.N. Bioatenuação da geração de sulfeto, por meio da utilização de nitrato, em água 
produzida proveniente da extração de petróleo. Dissertação (Mestrado em Engenharia Ambiental) – 
Universidade Federal do Espírito Santo – UFES, Centro Tecnológico, 2009. 

18. von SPERLING, M.  I-094 Coliformes e pH – Médias aritméticas, médias geométricas e medianas. In: 21º 
Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitária e Ambiental. 2001. Anais eletrônicos... Disponível 
em:<http://www.bvsde.paho.org/bvsaidis/caliagua/brasil/i-094.pdf>. Acesso em 29 set. 2011. 

 

http://www.portalabpg.org.br/PDPetro/4/resumos%20/4PDPETRO_6_2_0419-1.pdf
http://www.portalabpg.org.br/PDPetro/4/resumos%20/4PDPETRO_6_2_0419-1.pdf

	XII-098 – NOVO SISTEMA DE MONITORAMENTO DE MICRORGANISMOS REDUTORES DE SULFATO (MRS) PARA A INDÚSTRIA DE
	PETRÓLEO E GÁS
	RESUMO
	INTRODUÇÃO
	MATERIAIS E MÉTODOS


	Tabela 1: Composição do meio Postgate B modificado para MRS
	Tabela 2: Composição da solução redutora
	RESULTADOS
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS


