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RESUMO

SILVA, Priscila Santos. Avaliacdo de biocidas no controle da corrosdo microbiologicamente
induzida do ago carbono 1020 por bactérias redutoras de sulfato. 2015. 147f. Dissertacdo
(Mestrado em Engenharia Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Bactérias redutoras de sulfato (BRS) s@o os principais micro-organismos envolvidos na
corrosdo microbiologicamente induzida (CMI). Estas bactérias reduzem o sulfato, tendo como
resultado a producédo de H,S, o que pode influenciar os processos anddico e catddico na corroséo
de materiais metalicos em ambientes marinhos, 6leos e solos umidos. Uma das formas de
prevenir e controlar esse tipo de corrosdo é a adicdo de biocidas ao meio corrosivo. Esta
dissertacdo tem como objetivo avaliar o uso de biocidas no controle da CMI do aco AISI 1020
por BRS. Para isto, o comportamento da CMI no ago foi avaliado em agua do mar sintética, em
condicdes de anaerobiose, na auséncia e na presenca de uma cultura mista contendo BRS. Um
biocida natural (6leo de alho) e outro comercial (glutaraldeido) foram utilizados para controlar a
corrosdo causada por estas bactérias. Duas formas de adicdo de biocida foram avaliadas: antes da
formacdo do biofilme e apds sua formacdo na superficie do metal. O crescimento microbiano na
superficie do aco foi avaliado através da quantificacdo das BRS sésseis, pelo método do nimero
mais provavel (NMP). O comportamento eletroquimico do aco, na auséncia e na presenca de
BRS e também para os ensaios com biocidas, foi estudado através das técnicas de espectroscopia
de impedéncia eletroquimica (EIE) e polarizacdo potenciodinamica, sempre usando agua do mar
sintética como meio eletrolitico. A formacdo de biofilme e de produtos de corrosdo na superficie
do aco foi observada através da microscopia eletronica de varredura (MEV). Os resultados
mostraram que 0 a¢o exposto ao meio contendo BRS apresentou um processo corrosivo mais
acelerado, quando comparado aos sistemas na auséncia de micro-organismo. Esse processo foi
evidenciado por um decréscimo na magnitude do arco capacitivo, nos ensaios de EIE, e um
aumento da densidade de corrente de corrosdo (lcor), NOS ensaios de polarizacdo. Na analise de
MEV, foi possivel observar a formacdo de corrosdo localizada ap6s a remoc¢édo do biofilme da
superficie. Os ensaios com biocidas, adicionados antes da formacdo de biofilmes, mostraram uma
reducdo no numero de bactérias sesseis, quando comparados com 0s ensaios sem biocida
realizados pelo mesmo periodo de tempo (7 dias). Foi verificado também um decréscimo do
processo corrosivo do aco, evidenciado atraves de aumento nos arcos capacitivos, nos ensaios de
EIE e pelos menores valores de Il NOS ensaios de polarizagdo, quando comparados com o
biofilme formado sem biocidas, nas mesmas condi¢6es. Apesar de ndo ter inibido completamente
o0 crescimento das BRS sésseis, 0 6leo de alho apresentou maior redugdo no processo Corrosivo
quando comparado ao glutaraldeido, indicando sua possivel aplicacdo como biocida natural
nestas condicdes. Os ensaios realizados com biocidas adicionados apds a formacéo do biofilme
mostraram que o glutaraldeido apresentou alta eficacia em reduzir o nimero de células sésseis. Ja
0 Oleo de alho exibiu uma acdo menos efetiva, sugerindo que este composto ndo conseguiu
penetrar completamente a matriz do biofilme. Entretanto, ambos causaram aceleragéo do
processo corrosivo do aco no meio estudado apos 7 dias de exposicéo.

Palavras-chave: Corrosdo microbiologicamente induzida. Bactérias redutoras de sulfato. Técnicas

eletroquimicas. Biocidas. Oleo de alho. Glutaraldeido.



ABSTRACT

SILVA, Priscila Santos. Evaluation of biocides on the control of microbiologically-influenced
corrosion of 1020 carbon steel by sulfate-reducing bacteria. 2015. 147f. Dissertacdo (Mestrado
em Engenharia Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2015.

Sulfate-reducing bacteria (SRB) are the most important microorganisms involved in the
microbiologically-influenced corrosion (MIC). These bacteria reduce sulfate, resulting in the
production of H,S, which may influence the anodic and cathodic processes in the corrosion of
metallic materials in marine environments, oil and wet soils. One way to prevent and control this
type of corrosion is the addition of biocides to the corrosive environment. This work aims to
evaluate the use of biocides to control MIC of AISI 1020 steel by SRB. For this, the behavior of
MIC in carbon steel was evaluated in artificial seawater, under anaerobic conditions, in the
absence and in the presence of a mixed culture containing SRB. A natural biocide (garlic oil) and
a commercial one (glutaraldehyde) were used to control the corrosion caused by these bacteria.
Two ways of biocide addition were evaluated: before the formation of biofilm and after its
formation on the metal surface. Microbial growth on the steel surface was evaluated by
quantifying the sessile SRB, by using the most probable number method (MPN).The
electrochemical behavior of the steel in the absence and presence of SRB, as well as in the
experiments containing the biocides, was studied by electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) and potentiodynamic polarization, always using artificial seawater as the electrolytic
medium. The biofilm formation and the corrosion products on the steel surface were observed by
scanning electron microscopy (SEM).The results showed that the steel exposed to medium
containing SRB exhibited an accelerated corrosion process when compared to systems without
the microorganisms. This process was evidenced by a decrease in the magnitude of the capacitive
loop, in EIS experiments, and an increase of the corrosion current density (lcor), in polarization
tests. By SEM analysis, it was possible to observe the formation of localized corrosion after the
biofilm removal. The experiments with biocides, added before the formation of biofilms, showed
a reduction in the number of sessile bacteria, compared with the tests without biocide performed
on the same time period (7 days). It was also found a decrease in steel corrosive process,
evidenced by an increase in the capacitive loops in the EIS tests, and by the smaller I, values in
polarization tests, when compared to the biofilm formatted without biocides under the same
conditions. Although it has not completely inhibited the growth of BRS sessile, garlic oil showed
a greater reduction in corrosion process when compared to glutaraldehyde, indicating its possible
application as a natural biocide under these conditions. The experiments performed with biocides
added after the biofilm formation showed that glutaraldehyde exhibited high efficacy in reducing
the number of sessile cells. On the contrary, the garlic oil exhibited a less effective action,
suggesting that this compound could not completely penetrate the biofilm matrix. However, both
biocides accelerated the steel corrosion process in the studied medium after 7 days of exposure.

Keywords: Microbiologically induced corrosion. Sulfate-reducing bacteria. Electrochemical

techniques. Biocides. Garlic oil. Glutaraldehyde.
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INTRODUCAO

A corrosdo pode ser definida como o resultado de alteragdes em materiais, geralmente
metalicos, por acdo quimica ou eletroquimica do meio ambiente, associada ou ndo a esforgcos
mecanicos. A deterioracdo do material devido a corrosdo leva a desgastes, variagdes quimicas ou
modificagOes estruturais, tornando-o inapropriado ao uso. Os problemas relacionados a corrosdo
sdo frequentes, podendo ocorrer nas mais variadas areas, tais como, nas inddstrias quimica,
petroquimica, naval, de construcdo civil e automobilistica, assim como na medicina e em outros
setores produtivos. Estes problemas causam perdas econdmicas que podem ser diretas, quando
associadas com a substituicdo de equipamentos e manutencdo dos processos de protecdo e
indiretas, quando relacionados com paralisa¢cdes acidentais, perda de produto, contaminacédo de
produto e perda de eficiéncia (GENTIL, 2011).

Quando micro-organismos estdo envolvidos na corrosdo de superficies metalicas, esta é
denominada corrosdo microbiologicamente induzida (CMI), também chamada de biocorroséo. Os
micro-organismos aderem as superficies formando biofilmes, que podem influenciar a corrosao
através de alteracGes nas condigdes eletroquimicas na interface metal/solucdo (VIDELA e
CHARACKLIS, 1992).

O principal grupo de micro-organismos envolvidos no processo de biocorroséo séo as
bactérias redutoras de sulfato (BRS). Estas bactérias reduzem o sulfato, tendo como resultado a
producdo de sulfeto de hidrogénio (dependendo do pH do meio), o que pode influenciar os
processos anddico e catddico na corrosdo de materiais metalicos em ambientes marinhos, 6leos e
solos Umidos. As BRS sdo capazes de se aderirem a superficie do aco formando biofilme e
produtos de corrosdo, como camadas porosas de sulfeto de ferro resultantes de seu metabolismo,
favorecendo a aceleracdo do processo corrosivo principalmente através da formacdo de corroséo
localizada.

Um monitoramento efetivo do sistema em que um processo de biocorrosao esta presente €
necessario para estudar o processo de corrosdo causado pela atividade microbiana. Assim, o
monitoramento do sistema deve fornecer informacdes sobre o ataque corrosivo, a qualidade da
agua, as populacbes bacterianas plancténicas e sésseis, as caracteristicas dos biofilmes, e a

composicao quimica e bioldgica dos depdsitos inorganicos presentes sobre o material (VIDELA



18

E HERRERA, 2005). Para isso sdo utilizados varios métodos como os microbiolégicos, fisico-
quimicos, microscopicos e eletroquimicos.

Dentre os métodos de prevencdo e controle empregados nos casos de biocorroséo estao o0s
biocidas. Estes sdo compostos utilizados para prevenir, inibir ou eliminar o crescimento de micro-
organismos (CLOETE, JACOBS e BROZEL, 1998). Os biocidas sd&o muito utilizados para
controlar a biocorrosdo, porém a maioria apresenta a desvantagem de ser toxico para 0s seres
humanos e também para 0 ambiente. Assim, 0S compostos naturais, tais como extratos de plantas
e alimentos podem ser considerados como uma forma ambientalmente favoravel no tratamento da
biocorrosdo e vem sendo bastante explorado atualmente como uma alternativa aos biocidas
comerciais (BHOLA et al., 2014; KORENBLUM et al., 2013). Dentre os compostos naturais, 0
alho apresenta-se como uma possibilidade no tratamento da biocorrosao, ja que este possui
propriedades bactericidas (BENKEBLIA, 2004; CANIZARES et al, 2004; ZALEPUGIN et al,
2010) e também pode agir como inibidor natural de corrosdo para o aco carbono em meio &cido
(PEREIRA et al., 2012; AFIA et al., 2014).

Dessa forma, faz-se necessario avaliar o comportamento das BRS na corrosdo do aco
carbono, uma vez que este material é muito utilizado na industria de petréleo e gas e também em
estruturas presentes em ambientes marinhos (pontes, cais, dutos e plataformas), para tentar evitar
0s problemas relacionados com este tipo de corrosdo utilizando métodos de prevengdo e controle.
Assim, este trabalho propos a avaliagcdo da acdo de biocidas no controle da biocorrosdo do ago
carbono AISI 1020 em agua do mar sintética, empregando um biocida natural, o 6leo de alho, e

um biocida comercial, o glutaraldeido.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a acdo de biocidas no controle da corrosédo
microbioldgica no aco carbono AISI 1020 em agua do mar sintética por bactérias redutoras de
sulfato (BRS).

Objetivos Especificos

e Estudar o crescimento microbiano de uma cultura mista de BRS, correlacionando-o com a
corrosao do ago através das técnicas eletroquimicas de impedéancia e polarizacao.

e Verificar a formacéo de biofilme na superficie do aco carbono, bem como identificar um
possivel ataque ao substrato apos a remocdo deste biofilme, por microscopia eletronica de
varredura (MEV).

e Controlar a corrosdo microbioldgica do aco carbono por BRS através da adicdo de
biocidas, sendo estes aplicados de forma a evitar a formacédo do biofilme, e também apds
os biofilmes ja formados.

e Avaliar o efeito dos biocidas no controle da corrosdo microbioldgica através das técnicas

de quantificacdo, eletroquimicas e MEV.



20

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Corroséo Microbiologicamente Induzida

Corrosdao microbiologicamente induzida (CMI), também chamada de biocorrosdo, € o
termo utilizado para designar a corrosdo devido a presenca e atividades de micro-organismos
(LITTLE, WAGNER e MANSFELD, 1992). A biocorrosdo ocorre quando se estabelece o
contato entre as células microbianas e/ou os produtos de seu metabolismo, com a superficie
metalica. A partir desse contato formam-se estruturas microbianas chamadas de biofilmes, que se
constituem de agregados celulares, matéria orgénica e inorganica, substancias poliméricas
extracelulares (SPE) e aproximadamente 95% de agua (BEECH, 2004; VIDELA, 2003).

Nas ultimas duas décadas a biocorrosdo comecou a ser amplamente estudada, levando a
inter-relacdo de pesquisadores das mais diferentes areas, tais como microbiologia, eletroquimica,
ciéncia dos materiais, entre outras. Esse fato tem permitido um avang¢o consideravel no
entendimento sobre o0s aspectos envolvidos na corrosdo microbiologicamente induzida (VIDELA,
2003).

1.2 Biofilmes

Micro-organismos em sistemas aquaticos apresentam a tendéncia em se aderirem aos mais
diversos tipos de superficies submersas em meios oligotréfico (pouco nutrientes). Dessa forma,
passam a colonizar estas superficies formando os chamados biofilmes. Logo, esse termo se refere
ao desenvolvimento de comunidades microbianas sobre superficies que estdo submersas em
ambientes aquosos (CHARACKLIS e MARSHALL, 1990). os biofilmes (Figura 1) apresentam
uma variavel distribuicdo de células e agregados celulares, substancias poliméricas extracelulares
(SPE) e canais por onde circula a agua. Portanto, sdo estruturas heterogéneas e dindmicas onde o
numero de micro-organismos varia a todo instante (FRANCA, 2006). SPE sédo considerados uma

mistura complexa de macromoléculas, tais como proteinas, acidos nucléicos, polissacarideos e
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lipideos, e sua composicdo varia de acordo com a espécie microbiana, estado fisiolégico das
celulas e fatores ambientais (BEECH, SUNEER e HIRAOKA, 2005).

A etapa de formacdo de biofilme apresentada na Figura 1 se inicia com uma fina pelicula
de compostos organicos e inorganicos que altera as cargas eletrostaticas na superficie do metal,
facilitando a aderéncia dos micro-organismos. Em seguida ocorre a adesdo e coloniza¢do dos
micro-organismos aerébios. Rapidamente os micro-organismos se multiplicam e produzem SPE,
resultando na formacdo do biofilme. Posteriormente ocorre o desenvolvimento de micro-
organismos anaerdbios internamente ao biofilme. Apds estas etapas o biofilme aumenta de
espessura, podendo favorecer o desprendimento de camadas mais externas e estas podem voltar a
colonizar outras superficies (VIDELA e HERRERA, 2005).

Figura 1- Representacao da formacao de biofilmes

Adesao Colonizacao Desenvolvimento
(adesdo de um (comunicacao (aumento do cresci-
pequeno numero de intercelular, mento e dos polissa-
células a uma crescimento e carideos)
superficie solida sintese de
apropriada) polissacarideos)

Fonte: Madigan et al., 2010.

A presenca de biofilmes tem sido identificada como a fonte recorrente de varios
problemas industriais, muitos deles com graves consequéncias. Isto ocorre devido ao fato do
biofilme tornar o ambiente quimico na superficie diferente daquele da solugéo, facilitando e
estabilizando o processo de corrosdo (GEORGE, MARSHALL e NEWMAN, 2003). Isto pode
gerar sérios fendbmenos de degradacdo e corrosdao nos materiais que Ihes servem de suporte
(polimeros, concretos, materiais metalicos, etc.). O custo global da corrosdo € avaliado em
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aproximadamente 4% do produto nacional bruto (PNB) dos paises industrializados e considera-se
que a biocorrosdo é responsavel por 10% desses custos (FRANCA, 2006).

1.3 Formas de biocorrosao

A forma de corroséo pela interagdo dos micro-organismos com a superficie metalica mais
comum € a corrosdo localizada, podendo ser por pite, por frestas, intergranular, por fragilizacdo
por hidrogénio, e corroséo sob tensdo (BEECH e GAYLARDE, 1999).

A corrosdo localizada por pites é a mais encontrada em biocorrosdo. Esta se caracteriza
por apresentar cavidades na superficie do metal que possuem o fundo em forma angulosa e
profundidade normalmente maior que seu diametro (GENTIL, 2011). A Figura 2 apresenta a

corroséo localizada por pite em comparagdo com a corroséo uniforme.

Figura 2- Esquema exemplificando a corrosao uniforme e por pites

q\

Corrosao
Uniforme

Metal

Corroséo por
pites

Fonte: Portal da galvanizacdo, 2015.
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1.4 Micro-organismos envolvidos na biocorroséo

O processo de biocorrosao ocorre através da participacdo de varios micro-organismos, que
podem agir de forma direta ou indireta no ambiente. Normalmente esses micro-organismos atuam
em consorcios e ndo isoladamente (BEECH e GAYLARDE, 1999). Dentre os micro-organismos
associados a biocorrosdo podemos citar:

- 0s fungos, que participam do processo podendo iniciar, facilitar ou acelerar as reacbes de
corrosdao de materiais metélicos e modificar 0 meio em que estdo presentes devido a producéo de
metabdlitos &cidos (GEWEELY, 2011);

- as algas, que estdo relacionadas ao processo de biofouling (acimulo de depdsitos bioldgicos),
podendo contribuir para a corrosao de estruturas onde estdo incrustadas (VIDELA, 2003); e

- as bactérias, sendo estas as principais envolvidas aos casos de biocorrosdo e serdo descritas a

sequir.

1.4.1 Bactérias

As principais bactérias envolvidas na biocorrosdo sdo bactérias produtoras de
exopolissacarideos, bactérias produtoras de acido, bactérias oxidantes de ferro, bactérias
oxidantes de enxofre e bactérias redutoras de sulfato (BRS). Estas bactérias sdo comumente
encontradas em comunidades como biofilmes e influenciam no processo eletroquimico como
consequéncia de sua atividade metabolica (ZARASVAND e RAI, 2013).

Bactérias produtoras de exopolissacarideos—Estas bactérias participam do processo de
biocorrosdo em superficies metalicas, pois produzem polimeros extracelulares (SPE) que estdo
intimamente ligados & formacgdo de biofilmes. Dentre estas podemos citar as do género
Pseudomonas, que respondem as condicOes desfavoraveis de nutrientes, aderindo as superficies
solidas e produzindo SPE. Por serem bactérias aerdbias, as Pseudomonas consomem 0 0Xxigénio

no interior dos biofilmes, criando condi¢bes favordveis para o desenvolvimento de bactérias
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anaerobias, como as BRS (BEECH e GAYLARDE, 1989). Valcarce, Sanchéz e Vazquez (2005)
confirmaram a presenca de corrosdo localizada por pites em seus estudos para avaliar a corroséo
de metais como cobre e bronze por Pseudomonas fluorescens. Yuan e Pehkonen (2007) também
encontraram corrosao do tipo localizada quando estudaram a influéncia de Pseudomonas sp na
corrosdo de ago inoxidavel. O ataque ocorreu devido a formacgdo de um biofilme espesso por
estas bactérias na superficie do metal.

Bactérias produtoras de &cidos— Algumas bactérias heterotroficas excretam &cidos organicos
durante a fermentacdo de substratos organicos. Estas bactérias, conhecidas como produtoras de
acido, também participam do processo de corrosdo, ja que excretam substancias corrosivas no
meio ambiente (LITLLE, WAGNER e MANSFELD, 1992). Sowards e Mansfield (2014)
avaliaram a corrosdo de ligas de cobre e aco por Acetobacter aceti, uma bactéria produtora de
acido, em um sistema de simulacdo de tanques de armazenamento de combustiveis subterraneo.
Os resultados mostraram que tanto as ligas de cobre quanto as de aco sofreram corroséo uniforme

e localizada, devido a liberacdo de &cido acético para o meio.

Bactérias oxidantes de ferro—Estas bactérias oxidam o ion ferroso a férrico, obtendo a energia
necessaria para seu metabolismo. Como resultado, forma-se o hidroxido de ferro 111 (Fe (OH)s),
que se deposita nas superficies metalicas formando uma camada de ferrugem, que pode criar
zonas de concentracdo de oxigénio, iniciando um processo de corrosdo por frestas
(STAROSVETSKY et al., 2001).

Entre as bactérias ferro-oxidantes associadas a processos de corrosdo, destaca-se a espécie
Acidithiobacillus ferrooxidans, antigamente conhecida como Thiobacillus
ferrooxidans (KELLY e WOOD, 2000) e também as dos géneros Gallionella, Leptothrix,
Crenothrix e Clonothrix (VIDELA, 2003).

Autores como Xu et al. (2007), Sorkhabi et al. (2011) e Wang et al.(2014) avaliaram a
influéncia destas bactérias na corrosdo do aco carbono e constataram que a velocidade do
processo corrosivo aumentou na presenca destes micro-organismos, sendo observados corrosao

uniforme e principalmente corrosdo localizada na superficie do ago.
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Bactérias oxidantes de enxofre—>Grande parte das bactérias envolvidas na biocorroséo faz parte
do ciclo biogeoquimico do enxofre na natureza. Enxofre elementar e algumas de suas formas
oxidadas sdo produzidos na natureza por bactérias oxidantes do enxofre (VIDELA, 2003). Dentre
essas bactérias, destaca-se o género Thiobacillus, que sdo micro-organismos quimioautotréficos
aerobios, os quais utilizam o enxofre elementar como doador de elétrons, levando a formacao de
acidos, principalmente o H,SO,. Com isso, ha reducdo do pH do meio podendo acelerar o
processo corrosivo em materiais metalicos (OH, HASSAN e GINKEL, 2010).

Segundo Tang, Baskaran e Nemati (2009) as bactérias do ciclo biogeoquimico do enxofre
possuem importancia do ponto de vista ambiental e industrial, pois suas atividades podem criar
problemas ambientais ou de processamento, principalmente em industrias de petroleo e
mineragdo, como por exemplo a corrosdo de estruturas de aco. Beech e Campbel (2008) e
Lanneluc et al. (2015) confirmaram em seus estudos a influéncia de bactérias oxidantes de

enxofre na corrosdo do aco carbono em ambientes marinhos.

1.4.2 Bactérias redutoras de sulfato

As bactérias redutoras de sulfato, BRS, séo os principais micro-organismos envolvidos no
processo de biocorrosdo (JAVAHERDASHTI, 1999), e tem sido o foco da maioria das pesquisas
realizadas para evitar este tipo de corrosdo (VIDELA, 2003).

Observa-se uma grande variacdo quanto as caracteristicas morfolégicas das BRS, podendo
ser ovais, esféricas, na forma de bacilos ou vibrios, entre outras, com 0,4 a 3,0 um de didmetro e
3,0 a 5,0 um de comprimento (Figura 3). Podem ocorrer como células isoladas, em pares ou
agregadas. A grande maioria dos géneros é gram-negativa (GONCALVES, 2001), podendo ser
moveis ou ndo. No caso das moveis, geralmente se movimentam por meio de um flagelo polar
(VIDELA, 2003).

As BRS sdo micro-organismos anaerdbios, mas segundo Brune, Frenzel e Cypionka
(2000), algumas espécies sdo tolerantes ao oxigénio, podendo até mesmo sobreviver por periodos
longos de exposicéo a este gas. Desenvolvem-se em ambientes com uma faixa de pH entre 7,0 e

7,8, mas podem tolerar uma faixa mais ampla, com variacdo de pH entre 5,5 a 9,0. Quanto a
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temperatura apropriada ao crescimento, estas bactérias podem ser classificadas em dois grupos:
mesdfilas, que toleram uma temperatura maxima de 45°C e termofilicas que podem crescer em
temperaturas superiores a 70°C (ANDRADE, 2013).

Inicialmente, este grupo de bactérias foi classificado em dois géneros: o Desulfovibrio
(cinco espécies) e o Desulfotomaculum (sete espécies) (VIDELA, 2003). Atualmente, existem
mais de 40 géneros desses micro-organismos coletivamente denominados bactérias redutoras de
sulfato (MADIGAN et al., 2010).

O género Desulfovibrio é o mais facilmente isolado e, por isso, 0 mais estudado. S&o
bactérias gram negativas, em forma de vibrios ou bacilos e sdo mesofilos (JAVAHERDASHTI,
1999). Corrosdo por este género de BRS foi observada em revestimentos de pogos petroliferos,
partes externas de tubulacbes enterradas, pocos de aguas profundas, sistemas de refrigeracéo,
entre outros (GENTIL, 2011).

Figura 3- Principais morfologias das BRS. (A) Desulfobulbus (ovais); (B) Desulfococcus

(esféricas); (C) Desulfovibrio (vibrios ou bacilos)
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Fonte: Adaptado de Madigan et al., 2010; Taxonomie des Procaryotes, 2015.

1.4.2.1 Metabolismo das BRS

Em relacdo ao metabolismo, as BRS podem ser divididas em dois grupos. O grupo |
engloba os géneros que realizam a oxidacdo incompleta de compostos organicos até acetato,
utilizando hidrogénio, piruvato, lactato, malato e alguns alco6is como metanol, etanol, propanol,

como substrato energético. Pertencem a este grupo os géneros Desulfovibrio, Desulfotomaculum,
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Desulfobotulus e Desulforhopalus. O grupo Il engloba os géneros que oxidam completamente 0s
compostos organicos a CO,. S&o eles Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus,
Desulfomonile, Desulfomena, Desulfosarcina, Desulfoarculus, Desulfoacinum e Desulforhabdus
(TANG, BASKARAN E NEMATI, 2009). A Figura 4 ilustra o metabolismo das BRS que
envolve trés etapas: a oxidagdo dos compostos organicos (substratos), o transporte de elétrons e a
reducdo dos ions sulfato.

Figura 4- Representacdo do metabolismo das BRS
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Fonte: Videla, 2003.

Os substratos energéticos amplamente utilizados pelas diversas espécies de BRS sdo H,
(CO, como fonte de carbono), lactato e piruvato, enquanto que os demais compostos sdo de uso
mais restrito (MADIGAN et al., 2010).

A reducdo dos ions sulfato pelas BRS ocorre através da via dissimilativa, sendo o produto
final o sulfeto de hidrogénio, o qual pode estar presente sob trés formas: H.S (soltvel), HS e S%,
dependendo do pH do meio uma das formas poderd predominar (STEFANIE et al., 1994). Esta
reducéo do SO,* a H,S requer a transferéncia de oito elétrons, como mostra a Figura 5, e ocorre
por meio de diversos estagios intermediarios.

O sulfato € muito estavel quimicamente, ndo podendo ser reduzido antes da sua ativagao
inicial, a qual é realizada através da molécula chamada adenosina trifosfato (ATP). A enzima
ATP sulfurilase catalisa a ligacdo do ion sulfato a um fosfato do ATP, levando a formacao de
adenosina fosfosulfato (AFS). O sulfato presente na AFS é reduzido diretamente a sulfito (SO5?)

por meio da enzima AFS redutase, com liberacdo de adenosina monofosfato (AMP). Quando
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formado o sulfito, a enzima sulfito redutase o converte em sulfeto de hidrogénio, o qual é
excretado (MADIGAN et al., 2010).

Figura 5- Bioquimica da reducdo dissimilativa de sulfato
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Fonte: Adaptado de Madigan et al., 2010.

Durante o processo de reducdo dissimilativa do sulfato, as reacdes de transporte de
elétrons através da membrana citoplasmatica sdo realizadas por diversas proteinas visando tornar
estes elétrons disponiveis as APS redutase e sulfito redutase. Estas reacbes levam ao
estabelecimento de um estado energizado da membrana que é utilizada na geracdo de ATP,
catalisada pela enzima ATPase (MADIGAN et al., 2010).

A enzima hidrogenase, presente em algumas espécies de BRS, tem uma funcdo
importante para a conservacdo de energia durante a reducdo do sulfato realizada pelas BRS, seja
na presenca de H, ou a partir de compostos organicos como lactato ou piruvato. Durante a
oxidacdo do lactato a acetato, é formado H,, que é permeavel e difundi-se através da membrana
citoplasmatica. Este H, formado atravessa a membrana e é oxidado pelas hidrogenases
localizadas na parte externa da membrana, dando inicio ao estabelecimento de uma forca préton
motiva (MADIGAN et al. 2010).
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1.4.2.2 BRS e 0s casos de biocorrosao

As BRS sdo os principais micro-organismos envolvidos nos processos de biocorroséo e
causam preocupacdo devido ao grande ndmero de casos de corrosdo associados com este grupo.
Estas bactérias podem acelerar a corrosdo de metais, e 0s casos mais comuns sdo encontrados em
ambientes marinhos.

O estudo da corrosdo marinha de ligas de aco iniciou por volta de 60-70 anos atras, porém
poucos consideravam a participacdo dos micro-organismos na corrosdo. Na década de 90 os
pesquisadores comecgaram a dar mais atencdo a influéncia de micro-organismos, como bactérias,
na corrosao marinha do aco. As bactérias capazes de produzir sulfeto, tais como as BRS, foram
consideradas as principais envolvidas no processo de corrosdo do ago em ambientes marinhos.
Desde entdo, muitos estudos tém sido realizados a fim de entender ao certo o processo de
corrosdo provocado por elas.

Em 1993, o comportamento eletroquimico de ligas de aco resistentes a corrosao foi
avaliado na presenca de BRS em agua do mar. O estudo confirmou que o comportamento
eletroquimico do metal na presenca das bactérias foi afetado significativamente, sendo observada
uma area de dissolucdo ativa do metal, o que contribuiu para a aceleragdo do processo corrosivo e
favoreceu a formacéo de corrosao localizada por pites (GOUDA, SHALABY e BANAT, 1993).

Alguns anos depois Gonzalez, Santana e Mirza-Rosca (1998) estudaram a influéncia de
biofilmes de BRS na corrosdo do aco em agua do mar natural. Os resultados foram avaliados
através de técnicas eletroquimicas e mostraram que o processo corrosivo foi acelerado na
presenca das BRS, confirmando a acdo corrosiva destas bactérias.

Um estudo visando avaliar a superficie do aco apo6s a adesdo de biofilmes formados por
BRS, em &gua do mar, foi realizado utilizando uma técnica microscopica, a microscopia de forca
atdbmica (MFA). Verificou-se que em apenas uma hora ap0s o contato das BRS com o metal foi
possivel observar a adesdo destas bactérias na superficie do aco e depois de 20 dias a presenca de
corrosdo localizada por pites também foi observada. Estes resultados confirmaram a capacidade
das BRS em aderir superficies metalicas, formando biofilmes e consequentemente favorecendo o
desenvolvimento da corroséo localiza (XU, CHAN e FANG, 2002).
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O trabalho de Kuang et al., (2007) avaliou o efeito do desenvolvimento de BRS em agua
do mar sobre o comportamento do ago. Este estudo discutiu a alteragdo no comportamento de
parametros como a concentracdo de sulfeto, valor de pH e o potencial de corrosdo do sistema na
presenca das bactérias. Também mostraram que apos 4 dias de ensaio as BRS atingiram seu valor
maximo de crescimento e depois desse periodo a populacdo bacteriana decresceu rapidamente.
Assim, estes autores propuseram que a taxa média da corrosao do a¢o foi afetada principalmente
pelo acimulo de produtos metabdlicos gerados pela atividade destes micro-organismos e nao
propriamente pelo numero de células viaveis.

Em 2008, Castaneda e Benetton (2008) estudaram a influéncia do biofilme de BRS em
sitios ativos de corrosdo formados na interface acgo/eletrolito, quando expostos a agua do mar
artificial e observaram uma aceleracdo significativa da corrosdo do aco carbono no meio
contendo BRS, com aumento das taxas de corrosdao em quatro vezes quando comparado com 0
meio estéril.

Recentemente, o estudo de ALABBAS et al. (2013) para avaliar o processo de corroséo
microbiologica por BRS em aco carbono de alta resisténcia, evidenciou que a atividade
metabolica das bactérias na superficie do metal levou a formacéo de biofilme, além de camadas
porosas de sulfeto de ferro, o que contribuiu para o surgimento de uma intensa COrrosao
localizada na superficie do ago.

Os estudos mencionados confirmam o envolvimento das BRS na corrosdo do ago em agua
do mar, acelerando significativamente o processo de corrosdo do metal, principalmente através

do desenvolvimento de corrosdo localizada por pites.

1.5 Mecanismos envolvidos na biocorrosao

Os micro-organismos induzem, aceleram ou mantém a reacdo de corrosdo em uma
interface metal/solucdo condicionada por biofilmes ou depdsitos metabdlicos (biofouling). Os
micro-organismos nao alteram a natureza eletroquimica do fenbmeno, porém intensificam o

processo corrosivo através de diferentes mecanismos (VIDELA, 2003). Os principais
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mecanismos envolvidos nos casos de biocorrosdo sdo formacdo de &cidos, despolarizacdo
catodica, aeracdo diferencial e acdo conjunta de bactérias, 0s quais serdo apresentados a segulir.

1.5.1 Formacéo de Acidos

Como mencionado anteriormente, alguns micro-organismos, como fungos, algas e
bactérias, sdo capazes de secretar metabdlitos &cidos contribuindo para o processo de corrosao. A
formacdo destes leva a ruptura de filmes protetores, destruindo a camada de passivacdo de
materiais metalicos, diminuindo a resisténcia a transferéncia de carga e favorecendo a corrosao.
O acido metabolicamente produzido altera o pH do meio, causando predominantemente uma
corrosdo generalizada (GONCALVES, 2002).

1.5.2 Despolarizacio Catodica

Em 1934, Von Wolzogen Kuhr e Van der Vlugt forneceram uma evidéncia significativa
para explicar a corrosdo causada pela atividade das BRS. Esta evidéncia ficou conhecida como
Teoria da Despolarizacdo Catddica ou Teoria Classica, sendo considerada como a primeira
interpretacdo eletroquimica de um caso de biocorrosdo citada na literatura (JAVAHERDASHTI,
2010). De acordo com esta teoria, as BRS consomem o hidrogénio da area catodica através da
enzima hidrogenase, ocasionando assim a despolarizacdo da area em questdo, acelerando a

corrosao, conforme mostra a Figura 6 (GENTIL, 2011).



Figura 6- Esquema da despolarizagdo catodica

Anodo

Catodo |H*

H‘z
Superficie : H
metalica , 2
HY
| > Fe(Il)
Fe ]
H’
Anodo H’

Catodo

BRS

Fonte: Adaptado de Potekhina et al., 1999.

32

O hidrogénio atémico (H°) formado através da dissociacdo da agua presente no meio se

adsorve na superficie do metal, polarizando-a catodicamente reduzindo a velocidade do processo

corrosivo, pois evita que os atomos de hidrogénio se recombinem na area catédica. Porém, na

presenca de BRS o processo corrosivo € acelerado devido a despolarizacdo do catodo, ja que

estas bactérias utilizam o hidrogénio atbmico da area catddica através da enzima hidrogenase

para a reducdo dos ions sulfato a sulfeto (PAULA, 2010).

Atualmente, a teoria da despolarizacdo catddica é questionada, pois ndo leva em

consideracao o efeito corrosivo dos produtos da corrosao, como 6xidos, sulfetos, hidroxidos e até

mesmo dos biofilmes. Além disso, esta teoria considera a corrosdo apenas por espécies que

possuem a enzima hidrogenase, excluindo a participacdo dos demais micro-organismos
envolvidos na biocorrosdo (VIDELA e HERRERA, 2005).

1.5.3 Aeracio diferencial

A corrosdo causada pelo processo de aeracdo diferencial ocorre quando um material

metalico é exposto a regides diferentemente aeradas. Assim, superficies recobertas por biofilmes
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de forma ndo uniforme serdo expostas a diferentes concentracbes de oxigénio, acarretando a
criacdo de células de aeragdo diferencial, conforme ilustrado na Figura 7 (VIDELA, 2003). A
complexidade das populacdes microbianas e a presenca de SPE nos biofilmes sdo fatores que
evitam a difusdo do oxigénio, estabelecendo uma condi¢do de anaerobiose na base do biofilme

(regido anddica), favorecendo este tipo de corrosdo (GALVAO, 2008).

Figura 7- Biocorrosdao por aeracao diferencial
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Fonte: Borenstein, 1994.

1.5.4 Inativacdo dos inibidores de corrosio

Os micro-organismos também podem interferir no processo corrosivo através da
inativacdo dos inibidores utilizados para evitar a corrosdo. Isto pode ocorrer de duas maneiras:
através da formacdo de biofilmes, que atua como uma barreira de transporte, impedindo a
penetracdo dos inibidores de corrosdo e diminuindo assim a area de contato do inibidor com a
superficie do metal; ou atraveés do uso dos inibidores como nutrientes (fontes de carbono ou
nitrogénio, por exemplo) pelos micro-organismos. Por exemplo, bactérias nitrificantes podem
metabolizar nitrito de sodio, que é um inibidor de corrosdo muito utilizado em sistemas de agua

de arrefecimento. Estas bactérias convertem nitrito de sédio em nitrato de sddio que, por sua vez,
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ndo possui as propriedades inibidoras a corrosao apresentadas pelo nitrito (ZARASVAND e RAl,
2013).

1.6 Monitoramento da biocorrosdo

Devido as varidveis de natureza diferentes envolvidas nos casos de biocorrosdo, um
efetivo monitoramento do sistema deve necessariamente fornecer informagfes sobre o ataque
corrosivo, a qualidade da &gua, as populacGes bacterianas plancténicas e sésseis, as caracteristicas
dos biofilmes, e a composicdo quimica e bioldgica dos depdsitos inorganicos presentes sobre o
material (VIDELA E HERRERA, 2005). Assim, € necessario o uso de varias técnicas diferentes
para estudar o processo de corrosdo causado pela atividade microbiana nas superficies (BEECH,
2004). Dentre os principais métodos utilizados para monitorar a biocorroséo estdo os metodos

microbioldgicos, fisico-quimicos, microscdpicos e eletroquimicos e estes serdo descritos a seguir.

1.6.1 Métodos microbioldgicos

O acompanhamento ou monitoramento da biocorrosdo deve ser realizado pelo uso de
dispositivos incorporados ao sistema que permitam a avaliacdo da populacdo microbiana
planctdnica e séssil presente. E preciso identificar e enumerar os micro-organismos causadores da
corrosdo. A contagem de bactérias aerdbias totais, bactérias anaerdbias totais e fungos podem
indicar niveis importantes de micro-organismos agressivos ao material. Essa contagem pode ser
feita através de técnicas tradicionais de crescimento em meios de cultura gerais ou seletivos,
sendo a técnica pourplate em placas de Petri normalmente utilizada para bactérias aerdbias e
fungos e o método do niumero mais provavel (NMP) no caso de bactérias anaerdbias, incluindo as
BRS (VIDELA, 2003).

O método do NMP permite estimar a concentracdo de micro-organismos vidveis em uma
amostra ao analisar o crescimento celular em um meio de cultura liquido, através da turvacédo do

meio ou pela formagdo de produtos metabolicos. Neste método sdo realizadas diluicbes
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sucessivas do indculo no meio de cultura, seguida por incubagdo das amostras por determinado
periodo de tempo, que sdo 28 dias para bactérias anaerdbias. Apds o periodo de incubagédo as
amostras que apresentam crescimento celular, verificada pela turvacdo do meio, sdo consideradas
positivas. Os resultados positivos e negativos sdo combinados para estimar 0 ndmero mais
provavel de micro-organismos viaveis presentes na amostra. A estimativa do resultado é feita
com base em tabelas estatisticas e na teoria da probabilidade (HARRIS, JONES e LEWIS, 1998;
SUTTON, 2010).

1.6.2 Métodos fisico-gquimicos

Segundo Galvdo (2008), a determinacdo de varidveis fisico-quimicas tais como, teor de
oxigénio, sulfeto, cloreto, pH, temperatura, sdo importantes para 0 monitoramento da &gua ou
solo em que se encontra o material metalico, ja que estes parametros influenciam diretamente o

metabolismo dos micro-organismos e assim 0 processo Corrosivo.

1.6.3 Métodos de avaliacdo gualitativo e semi-quantitativo da CMI

Além dos métodos de monitoramento microbioldgico, também se faz necessario o uso de
métodos que permitam visualizar o ataque corrosivo ou a presenca de biofilmes na superficie do
substrato metalico, bem como obter informacGes sobre os produtos de corrosdo formados
(PAULA, 2010). Uma das técnicas muito utilizadas para avaliar qualitativamente a deterioracdo
do metal é a microscopia.

A microscopia fornece informacGes sobre a morfologia das células microbianas e
coldnias, a distribuicdo microbiana das coldnias na superficie, a presenca de SPE e a natureza dos
produtos de corrosdo (cristalino ou amorfo). Também revela o tipo de ataque corrosivo,
evidenciado por alteracdes da microestrutura do metal apos a remocao do biofilme. Dentre as

técnicas microscopicas mais utilizadas estdo a microscopia eletronica de varredura (MEV),
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microscopia eletronica de varredura ambiental (MEVA), microscopia confocal por varredura a
laser (MCVL) e microscopia de forgca atbmica (MFA) (BEECH, 2004).

A microscopia eletrénica de varredura € uma das técnicas mais versateis para a
observacdo e andlise de caracteristicas microestruturais de objetos solidos. Sua principal
vantagem ¢ a alta resolucdo em que a imagem pode ser obtida ao analisar as amostras. Valores de
resolucdo da ordem de 2 a 5 nm sdo geralmente apresentados por microscopios eletrénicos de
varredura comerciais, enquanto que os de pesquisa avancada sdo capazes de alcancar uma
resolucdo menor que 1 nm (DEDAVID, GOMES e MACHADO, 2007). Esta técnica fornece
informagdes da matriz cristalina, composi¢do quimica, estrutura magnética e até mesmo do
potencial elétrico da espécie sob observacdo (HERRERA e VIDELA, 2009).

O material bioldgico em biofilmes microbianos exige uma adequada manipulacdo da
amostra para evitar a destruicdo da estrutura celular dos micro-organismos durante a analise de
MEV, que opera a alto vacuo. Amostras ndo condutoras devem ser revestidas com um filme de
metal antes de serem submetidas a analise, para evitar o acimulo de elétrons que impe¢am a
formacdo de imagens limpas. A microscopia eletronica de varredura ambiental (MEVA), que ndo
opera em alto vacuo, pode fornecer imagens rapidas de biofilmes sem necessitar de muito preparo
da amostra para a analise. Esta técnica trabalha em altas pressdes e permite observar espécies
biol6gicas mesmo sem estarem revestidas previamente por uma camada de metal (HERRERA e
VIDELA, 2009).

Ja a analise quimica da superficie permite a determinacdo dos produtos de corrosao e dos
depdsitos microbioldgicos formados. Técnicas como espectroscopia de energia dispersiva de
raios X (EDS) e difracdo de raios X (DRX) sdo muito utilizadas com este proposito.

A técnica de EDS fornece uma analise elementar semi-quantitativa do produto de
corrosdo superficial, permitindo obter a composicdo da amostra a partir da relacdo entre a
intensidade de raios-X da amostra em questdo com um padrdo apropriado. Esta técnica pode ser
aplicada a um microscopio eletrénico de varredura, permitindo simultaneamente a observacéo e a
determinacdo semi-quantitativa de locais selecionados na superficie do metal (BEECH, 2004;
HERRERA E VIDELA, 2009).

A técnica de DRX permite determinar a espécie quimica do produto de corrosao formado.
Esta técnica identifica os compostos atraves da sua estrutura cristalina pelo fenémeno fisico da
difracdo. (HERRERA E VIDELA, 2009).
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1.6.4 Métodos eletroguimicos

Apesar da participacdo ativa dos micro-organismos no fenbmeno, a biocorroséo é por
natureza um processo eletroquimico. Devido a isso, as técnicas eletroquimicas para a avaliagdo
da corroséo sdo muito importantes no estudo e acompanhamento da biocorroséo, tanto em
laboratério como em campo (VIDELA, 2003).

Os métodos eletroquimicos utilizados nessa dissertacdo foram espectroscopia de

impedancia eletroquimica (EIE) e polarizacdo potenciodindmica, que serdo descritos a seguir.

1.6.4.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

A técnica de EIE permite avaliar como um sistema se comporta frente a processos
correlacionados ocorrendo em velocidades distintas. Esta técnica fornece informac@es detalhadas
sobre as caracteristicas elétricas da interface metal/solu¢cdo (CARVALHO e ANDRADE, 2006).

A EIE baseia-se na perturbacdo do processo eletroquimico, através da aplicacdo de
pequenos sinais senoidais do potencial ou da corrente aplicada, em funcdo de uma determinada
faixa de frequéncia desejada (GRUNDMEIER, SCHMIDT e STRATMANN, 1999;
CARVALHO, 2004). Como resposta ao sistema, pode-se obter dados importantes sobre a
cinética de transferéncia de carga e também sobre a estrutura e propriedades da interface
eletrodo/eletrolito (GNEDENKOQV, SINEBRYUKHOQOV, e SERGIENKO, 2005).

Um ponto importante da EIE é o fato desta ser uma técnica de estado estacionario, ou
seja, durante a analise da resposta frente a uma dada perturbacdo de baixa amplitude o sinal
amostrado em um dado valor da frequéncia é estavel com o tempo, 0 que permite estudar
diferentes fendbmenos da interface caracterizados por constantes de tempo distintas. Com a
condicdo de estado estaciondrio pode-se obter uma alta precisdo nos dados de impedancia
(SILVA, 2013). As medidas de EIE podem ser obtidas utilizando-se um potenciostato acoplado a
um computador. A aplicagdo da corrente alternada, em uma determinada frequéncia, a célula

eletroquimica é programada pelo computador e aplicada ao eletrodo de trabalho pelo



38

potenciostato. A resposta é recebida pelo detector de frequéncia, que transfere os dados ao
computador para processamento (WOLYNEC, 2003).

Os resultados obtidos a partir da EIE séo utilizados para a construcdo de diagramas que
representam o comportamento da superficie em um determinado processo eletroquimico. Dentre
as formas de representacédo para os dados de EIE estdo o diagrama de Nyquist (Figura 8), também
chamada de representacdo de Argand ou Cole-Cole. Neste caso, os valores da impedéancia real
(Z2’) ¢ da impedancia imaginaria (-Z”") sdo representados em um plano complexo. A impedancia
real (Z’) incorpora as resisténcias Ohmicas, isto ¢, a resisténcia pura, que independe da
frequéncia. Ja a impedancia imaginaria (Z”) incorpora as reatancias, ou seja, a resisténcia que ¢
dependente da frequéncia aplicada ao sistema. Os pontos que correspondem aos baixos valores de
frequéncia estdo ao lado direito do diagrama. Conforme a frequéncia aumenta os pontos se
deslocam para a esquerda, passando pelo ponto de frequéncia maxima (fna) (WOLYNEC, 2003;
SILVA, 2013). Na Figura 8 esta representado um diagrama de Nyquist para um processo de

corrosdo do aco carbono na presenca de BRS.

Figura 8- Exemplo de diagrama de Nyquist para um processo de corrosao em aco carbono por
BRS
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Outra forma de representar os resultados obtidos a partir da técnica de impedancia é
através dos diagramas de Bode e fase, ilustrados na Figura 9. Estes apresentam a vantagem de
exibir as variacfes da impedancia em altas frequéncias, geralmente omitidas na representacéo de
Nyquist. No diagrama de Bode sdo apresentados os dados do mddulo de impedancia (|Z|) em
escala logaritmica em funcdo dos valores de frequéncia, também em escala logaritmica. J& no
diagrama de fase sdo plotados os dados de angulo de fase em fungdo da frequéncia em escala
logaritmica. Os diagramas de Bode e fase também podem ser representados juntos (CANO,
LAFUENTE e BASTIDAS, 2009; WOLYNEC, 2003).

A Figura 9 apresenta os diagramas de Bode e fase para um processo em que um
antibidtico, ampicilina (Amp), foi aplicado no tratamento de biofilmes formados por

Pseudomonas fragi e BRS.

Figura 9- Exemplos de diagramas de Bode e fase para um processo de tratamento de biofilmes
formados por P. fragi e BRS, empregando um antibio6tico (Amp)

—a— P fragi
-#- P fragi+BRS
s, -&-- P fragi+ BRS+ Amp
T —&- P fragi+ Amp + BRS

Log |Z| (ohm cm?)

100

—&— P fragi
& P fragi+ BRS
<& P fragi+ BRS+ Amp

80 1 ”
By —=— P fragi+ Amp + BRS

Angulo de fase
e

0% 10?7 w0 1w 1wt 1wt 1t
Frequéncia (Hz)

Fonte: Jayaraman et al., 1999.
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Na técnica de EIE € importante conhecer as reacBes que ocorrem na interface
eletroquimica, pois estas fornecem informacbes sobre a cinética das reacBes do eletrodo, a
natureza da interface, e também sobre os efeitos de transporte de massa. Para tentar representar a
interface metal/eletrolito sdo utilizados modelos de circuitos elétricos equivalentes (CARVALHO
e ANDRADE, 2006). Os circuitos equivalentes reproduzem as propriedades elétricas do sistema,
baseado em um possivel modelo fisico, onde cada elemento representa e caracteriza as
propriedades eletroquimicas do processo (GNEDENKOV, SINEBRYUKHOV, e SERGIENKO,
2005).

Existem muitos modelos de circuitos para descrever o comportamento da interface
metal/eletrolito e estes variam de acordo com o tipo de processo eletroquimico envolvido, sendo
funcdo do analista interpretar o modelo fisico atribuido a um determinado circuito elétrico
proposto (CARVALHO e ANDRADE, 2006). Os modelos de circuitos que contém o menor
namero de pardmetros ajustados sdo os mais significativos, pois a adi¢cdo de muitos elementos ao
modelo pode levar a obtencdo de resultados satisfatérios no ajuste, porém sem apresentar uma
relacdo coerente com 0s processos fisico-quimicos inerentes ao sistema (SILVA, 2013). A Figura
10 ilustra um modelo de circuito equivalente simples, onde Ry representa a relacéo entre corrente
e potencial relacionada aos processos de transferéncia de carga, EFC representa o elemento de
fase constante associada a dupla camada elétrica e R, corresponde a resisténcia do eletrolito
(ALABBAS et al., 2013). O elemento de fase constante (EFC) normalmente é utilizado no
circuito elétrico, em substituicdo ao capacitor ideal, quando a superficie do eletrodo apresenta

rugosidade e heterogeneidades que resultam em uma distribuicdo ndo uniforme da frequéncia

sobre a superficie (FERNANDEZ-SANCHEZ, MCNEIL e RAWSON, 2005; SILVA, 2013).

Figura 10- Exemplo de um modelo simples de circuito elétrico utilizado para simular dados de
EIE. Re — resisténcia do eletrélito; EFC — elemento de fase constante; Ry — Resisténcia a

transferéncia de carga

R-
e VAV v

Rie

Fonte: Alabbas et al., 2013.



41

Na pratica, nem todos os sistemas eletroquimicos podem ser representados pelo modelo
de circuito simples representado na Figura 10. Um circuito equivalente pode conter além de
resistores e capacitores, também indutores (bobinas). A Figura 11 ilustra exemplos de outros
tipos de circuitos (WOLYNEC, 2003).

Figura 11- Exemplo de tipos de circuitos elétricos usados na simulagéo dos dados de EIE. Ry, Ry,
Rs; e R4 — resisténcias; C, Cy, C, — capacitores; L — bobina; R,, e Cw— pseudoresistor e

pseudocapacitor, respectivamente, associados com transportes de massa

Fonte: Adaptado de Wolynec, 2003.

A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica tem sido utilizada para estudar
diversos processos, desde o transporte eletrdnico em dispositivos semicondutores até estudos de
processos cinéticos eletroquimicos variados, tais como, processos eletrocataliticos, células
fotovoltaicas e sistemas de corrosdo (CARVALHO e ANDRADE, 2006). Dentre 0s processos de
corrosdo, a EIE é bastante utilizada também para avaliar a corrosdo microbioldgica. Segundo
Kim et al. (2011) esta técnica € adequada para 0 monitoramento de biofilmes, pois as pequenas

perturbagdes impostas ao sistema tém pouco ou nenhum efeito sobre as bactérias.
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1.6.4.2 Polarizagéo potenciodinamica

A polarizacdo ocorre quando se imp8e a um metal um potencial de eletrodo diferente do
potencial de corrosdo (ou de equilibrio). O conhecimento do comportamento eletroquimico do
metal polarizado apresenta interesse pratico e tedrico, pois permite simular condigdes
semelhantes as que o metal se encontra no ambiente (atmosfera, industria, agua do mar, entre
outros), quando o distanciamento do seu potencial de corrosédo leva a alteracdes importantes em
sua superficie (WOLYNEC, 2003; PAULA, 2010).

As curvas de polarizacdo sdo obtidas através de um potenciostato, o qual permite impor
ao eletrodo o potencial desejado frente ao eletrodo de referéncia, e também medir a corrente de
polarizacdo, registrando-a em funcdo do potencial. O potenciostato conduz o levantamento de
curvas de polarizagdo que representam o efeito global de todas as reagcdes que ocorrem sobre 0
eletrodo e ndo apenas de uma Unica reacdo (WOLYNEC, 2003).

Existem dois métodos convencionais que podem ser utilizados para a obtencéo das curvas
de polarizacdo: o método potenciostatico e o método potenciodinamico, cuja representacdo
encontra-se na Figura 12. No método potenciostatico sdo aplicados valores discretos, crescentes
ou decrescentes de potencial, ao potencial de eletrodo (Figura 12 A), medindo a corrente
resultante apds o sistema atingir a nova condicdo de estado estacionario. Ja no método
potenciodindmico (Figura 12 B), varia-se de forma continua o potencial de eletrodo, registrando a

variacdo da corrente que também ocorre continuamente (WOLYNEC, 2003).
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Figura 12- Representacdo esquematica dos métodos potenciostatico (A) e potenciodinamico (B)

para obtenc¢do das curvas de polarizacdo. Ai - variacao da corrente; E - potencial de eletrodo

Fonte: Adaptado de Wolynec, 2003.

A apresentacdo das curvas de polarizagdo se da pela relagdo, estabelecida por Tafel, entre
a sobretensdo de um eletrodo e a densidade de corrente correspondente. A relagdo de Tafel €
expressa pela equacéo 1:
n =ax blogi (1)
Onde:
1 — sobretensdo ou sobrepotencial (n =E — E¢)
a e b — constantes de Tafel

i — densidade de corrente

Como a equacdo de Tafel é de natureza logaritmica, uma das formas mais apropriadas de
se representar as curvas de polarizacdo é atraves de um diagrama potencial contra a densidade de
corrente em escala logaritmica (E vs log (i)). A vantagem em se utilizar este tipo de diagrama se
deve ao fato que a parte das curvas em que a equacdo de Tafel é valida é reta (WOLYNEC,

2003). A Figura 13 representa as curvas de polarizacao através de um diagrama monologaritmico.
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Figura 13- Representacdo das curvas de polarizacdo em um diagrama monologaritmico. E-
potencial de eletrodo; E. — potencial de equilibrio; 0 - inclinacdo da reta anddica; y - inclinacéo da
reta catddica; i- densidade de corrente; b, e b, — constantes de Tafel anddica e catodica,

respectivamente

log i log| i

Fonte: Wolynec, 2003

A partir da variacdo do potencial de eletrodo aplicado, o valor da sobretensdo descreve o
comportamento do metal. Para valores de sobretensdo positivos, a corrente que passa pela
interface metal/eletrolito é positiva (corrente anddica) e o metal sofrera corrosdo através de uma
reacdo de oxidacdo. Caso a sobretensdo apresente valores negativos, serd estabelecida uma
corrente negativa, ou seja, catodica, levando a uma reacdo de redugdo (GENTIL, 2011).

1.7 Métodos de prevencao e controle da biocorrosao

O uso de métodos de prevencéo e controle se faz necessario para tentar evitar ou amenizar
os efeitos da atividade microbiana sobre metais e ligas metélicas. Para definir o melhor método

para prevenir e controlar a biocorrosdo em um sistema industrial € importante compreender todas
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as condigdes operacionais do sistema, assim a avaliacdo de todos os pardmetros envolvidos no
processo corrosivo é essencial para a obtencao de um tratamento eficiente (VIDELA, 2002).

Os métodos empregados para controlar a biocorrosdo devem considerar duas questfes
fundamentais (VIDELA, 2003):

- a inibi¢do do crescimento e atividade metabdlica dos micro-organismos; e

- a alteracdo das caracteristicas do ambiente em que o processo de corrosao esta presente,
evitando a adaptacdo dos micro-organismos as condicdes existentes.

Dentre os métodos utilizados no controle e prevencdo da biocorrosdo estdo 0s
procedimentos de limpeza, uso de revestimentos organicos, protecdo catddica e tratamentos
quimicos (biocidas) (VIDELA, 2002).

1.7.1 Procedimentos de limpeza

A limpeza do sistema tem como objetivo a remocdo de depositos tais como incrustacdes
e/lou sedimentos viscosos da superficie metalica. Os procedimentos de limpeza podem ser
mecanicos ou quimicos.

A limpeza mecénica consiste em qualquer método capaz de remover fisicamente os
depdsitos formados sobre a superficie, evitando o surgimento de corrosdo localizada por baixo
dos depdsitos e o desenvolvimento de células de aeracdo diferencial (VIDELA, 2002). Estdo
incluidos os métodos de escovagdo, jatos d’agua de alta presséo, raspagem, jateamento de areia, e
uso de pigs (do inglés pipeline inspection gauge; em portugués, dispositivo para inspe¢do de
dutos) (VIDELA, 2002). Pigs sdo instrumentos que permitem a limpeza e inspecédo de tubulacdes
internamente (JAVAHERDASHIT, 2010). O pig remove dep06sitos orgéanicos, incrustacdes e
qualquer outro material aderido as paredes internas da tubulacdo (GALVAO, 2008).

A limpeza quimica, normalmente é aplicada apds a limpeza mecénica, sendo bastante
eficiente em espacos fechados e de dificil acesso, assim como em regides de ataque localizado.
Neste tipo de limpeza podem ser utilizados acidos minerais, organicos e substancias quelantes
(compostos organicos e inorganicos capazes de formar complexos com ions metalicos)
(VIDELA, 2003).
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1.7.2 Revestimentos

O uso de revestimentos como um método de protecdo contra a biocorrosdo baseia-se na
aplicacdo de produtos ndo tdxicos, tais como silicone, resina epoxi e compostos fluorados. Para
estruturas imersas na &gua do mar, a utilizacdo de pinturas antifouling €é necesséria.
Revestimentos também sdo aplicados quando o uso de biocidas ndo é possivel (em sistemas
abertos, por exemplo) (VIDELA, 2002). Para oferecer uma boa protecdo anticorrosiva, 0S
revestimentos ndo devem apresentar alteracbes devido ao ataque microbiano e nem sofrer
processos de degradacdo, o que poderia levar a producdo de compostos corrosivos (VIDELA,
2003).

Em geral, os revestimentos constituem um bom método de protecdo, pois reduzem a
tensdo superficial do substrato (superficie metélica), dificultando a aderéncia dos micro-
organismos. Porém, devem ser aplicadas de forma continua, pois do contrério, imperfei¢cbes na
pelicula poderiam favorecer a formacdo de sitios preferenciais, gerando um ataque localizado
(VIDELA, 2003).

1.7.3 Protecdo catddica

Protecdo catddica € uma técnica bastante utilizada no mundo inteiro para controlar a
corrosao de estruturas enterradas ou submersas. Com esta técnica é possivel manter as estruturas
livres de um processo corrosivo por tempo indeterminado. A grande vantagem da protecédo
catodica é permitir o controle da corrosdo em instalacbes que, por estarem enterradas ou
submersas ndo poderiam ser vistoriadas ou revestidas continuamente.

A protecéo catddica consiste em eliminar artificialmente as areas anddicas da superficie
metalica, de forma que toda a estrutura adquira comportamento catddico. Desse modo, a corrente
elétrica entre 0 anodo e catodo desaparece e 0 processo corrosivo é evitado (GENTIL, 2011).

Entre outras alteracdes, a protegdo catodica ocasiona um aumento do pH na interface entre
o metal e o eletrolito devido a reducdo dos ions H* da 4gua e & consequente formagéo de ions
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hidroxila. Isso diminui a solubilidade dos compostos célcio e magnésio e favorece a precipitagdo
de depdsitos calcéarios. Estes depdsitos podem formar uma barreira protetora, reduzindo a
densidade de corrente necessaria para manter um determinado potencial, e consequentemente,
diminuindo os custos necessarios para a aplicacdo da protecdo catddica (EDYVEAN, 1992;
GUEZENNEC, 1994).

Esta técnica pode ser realizada através do método galvanico ou por corrente impressa. No
primeiro caso, também chamado de protecdo catodica por anodos de sacrificio, o fluxo de
corrente elétrica necessaria para o processo origina-se da diferenca de potencial entre o metal que
se quer proteger e outro metal, que age como anodo de sacrificio. E necessario que o anodo
escolhido possua um potencial mais negativo, de acordo com a tabela de potenciais da série
galvanica, que o material que se deseja proteger.

J& na protecdo catodica por corrente impressa, 0 fluxo de corrente é originado a partir da
forca eletromotriz de uma fonte externa, que gera uma corrente elétrica continua. Nesse caso,
para realizar a dispersdo da corrente elétrica, sdo utilizados anodos especiais inertes, com
caracteristicas e aplicacdes que dependem do eletrélito onde sdo empregados (GENTIL, 2011).

A aplicacdo da protecdo catddica no controle da biocorrosdo pode ser baseada, entre
outros fatores, na alteracdo da natureza quimica do ambiente devido ao aumento do pH, conforme
explicado anteriormente, inibindo ou reduzindo a reproducdo bacteriana. Outra razdo para a
inibicdo bacteriana pode ser explicada pela teoria da repulsdo eletrostatica. Como a superficie
metalica protegida por protecdo catddica é carregada negativamente, as bactérias séo repelidas, ja
que estas também possuem cargas negativas, e assim a adesdo bacteriana é evitada
(JAVAHERDASHTI, 2010).

1.7.4 Biocidas

O tratamento quimico mais utilizado no controle e prevencdo da biocorrosdo é o
tratamento com biocidas (VIDELA, 2003), os quais sdo utilizados para prevenir, inibir ou
eliminar o crescimento de micro-organismos (CLOETE, JACOBS e BROZEL, 1998). Os

biocidas capazes de matar 0s micro-organismos (no presente caso, as bactérias) sdo chamados
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bactericidas; ja os que apenas inibem o crescimento microbiano sdo denominados bacteriostaticos
(MADIGAN et al., 2010).

Os critérios convencionais que se aplicam para a selecdo de um biocida efetivo incluem:
(1) eficacia comprovada contra uma grande variedade de micro-organismos; (2) capacidade de
penetrar e dispersar o biofilme microbiano; (3) compatibilidade quimica e fisica com outros
produtos (inibidores de corroséo, por exemplo) e com o ambiente (por exemplo, os efeitos do
pH); (4) seguranca durante 0 manuseio e armazenamento; (5) adequada biodegradabilidade; (6)
baixo custo (GUIAMET e SARAVIA, 2005).

Além destes critérios, o conhecimento dos diferentes tipos de micro-organismos presentes
no sistema que se deseja tratar também € fundamental (CLOETE, JACOBS e BROZEL, 1998).
Os fatores mais importantes sao a concentracdo do biocida a ser utilizada e o tempo de contato
com o sistema, os quais quando selecionados de forma arbitraria podem levar a resultados
ineficazes no controle microbiano (CLOETE, JACOBS e BROZEL, 1998). Segundo Morton et
al.(1998), fatores como temperatura e pH do meio e a presenca de matéria organica, também
afetam a atividade de um biocida.

O tratamento com o uso de biocidas deve ser efetivo no controle dos micro-organismos
plancténicos e, principalmente, nos micro-organismos sésseis, ja que estes sdo 0s principais
envolvidos nos casos de biocorrosdo. No entanto, a acdo de biocidas no controle dos micro-
organismos sésseis ainda é limitada, devido aos mecanismos de defesa naturais da populacéo
microbiana aderida as superficies. Isso significa que embora os biocidas geralmente utilizados
sejam capazes de destruir as células dos micro-organismos plancténicos, sua acdo contra 0s
micro-organismos sésseis é mais dificil, pois estes sdo protegidos por uma camada de
polissacarideos (LAVANIA et al., 2011).

Ao contrario dos antibidticos que afetam um processo fisioldgico especifico, os biocidas
possuem mais de uma acdo no controle dos micro-organismos. O mecanismo de agdo de um
biocida pode ser definido de acordo com a estrutura microbiana que se deseja eliminar e trés
niveis podem ser descritos: interacdo do biocida com a parede celular, interacdo com a membrana
citoplasmatica e interagdo com os componentes citoplasmaticos (acidos nucléicos, ribossomos,
entre outros). Porém, € possivel que um biocida atue em um ou nos trés niveis de interagdo com

as celulas bacterianas para exercer a sua atividade antimicrobiana.
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A aplicacdo dos biocidas pode ser realizada por duas maneiras: adigdo continua de
pequenas quantidades ou adicdo periddica de grandes quantidades, também chamado de
tratamento de chogue ou batelada. Este ultimo caso permite a eliminacdo rapida de células
presentes e também a reducdo do aparecimento de formas resistentes. O tratamento por choque é
mais eficiente quando se faz a aplicacdo alternada de biocidas diferentes ou pelo uso de dois ou
mais biocidas combinados. Neste caso, € importante que os compostos utilizados em conjunto
ndo tenham acOes antagbnicas (GENTIL, 2011; GONCALVES, 2002).

De acordo com Maxwell (2005), a unica forma de prevenir completamente a colonizacéao
de bactérias em uma superficie € através da aplicacdo constante de biocida, ou seja, através do
tratamento continuo. Porém esta forma de tratamento nem sempre é possivel, pois 0s custos para
a aplicacao do biocida de forma continua podem exceder o custo para a substitui¢cdo do sistema a

ser protegido.

1.7.4.1 Principais biocidas empregados no controle da biocorroséo

Os biocidas podem ser classificados em oxidantes e ndo oxidantes. Os biocidas oxidantes
apresentam altas velocidades de eliminacdo e agem atraves de reacdes para oxidar material
organico. Ja os ndo oxidantes, geralmente sdo mais eficientes por serem mais persistentes,
apresentando controle sobre bactérias, fungos e algas. Estes reagem covalentemente com
nucledfilos celulares, inativando as enzimas. Normalmente uma associacdo de biocidas oxidantes
e ndo oxidantes é utilizada para uma melhor otimizacdo do controle microbiano (CHAPMAN,
2003; VIDELA, 2002). A seguir, serdo apresentados alguns dos principais biocidas utilizados

para controlar a biocorrosao, bem como exemplos de sua atuagao.
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1.7.4.1.1 Biocidas oxidantes

Dentre estes biocidas os mais utilizados sdo cloro e seus derivados, ozonio, perdxido de
hidrogénio, entre outros.

O cloro é utilizado principalmente na forma gasosa, que se hidrolisa em meio aquoso para
formar acido hipocloroso e acido cloridrico. Este biocida € frequentemente empregado no
tratamento de aguas de torres de refrigeracdo, nas industrias de papel e celulose, e como
desinfetante nas industrias de satde e alimentos (CHAPMAN, 2003; VIDELA, 2002).

O oz6nio oferece muitas vantagens em relacdo aos outros biocidas oxidantes. Possui alto
poder oxidativo, sendo bastante eficiente contra a maioria das bactérias encontradas em sistemas
industriais, incluindo também as células sésseis presentes em biofilmes. Esse biocida apresenta
uma baixa concentracdo residual de produto e possui baixo grau de agressividade para as
estruturas metélicas (VIDELA, 2002).

O composto peroxido de hidrogénio (H,0,) é estavel e relativamente econémico, além de
ser eficaz contra uma ampla gama de bactérias, inclusive muitos micro-organismos que se
tornaram resistentes a produtos a base de cloro (CLOETE, JACOBS E BROZEL, 1998).

1.7.4.1.2 Biocidas ndo oxidantes

Este grupo é composto por muitos compostos quimicos, como formaldeido, compostos de
amoOnio quartendrios, isotiazolonas, sulfato fosfonio de tetraquishidroximetil (THPS),
glutaraldeido, entre outros. Os biocidas ndo oxidantes sdo, geralmente, mais utilizados no

controle da biocorrosdo causada por BRS do que os biocidas oxidantes.

Formaldeido

Este biocida apresenta atividade em uma ampla faixa de pH, e é eficaz contra a producéo

de esporos. Possui polaridade elevada e alta reatividade nucleofilica, reagindo com grupos amino
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primarios livres, aminas, sulfetos, purinas e pirimidinas. O formaldeido causa danos as
propriedades de transporte de componentes da membrana, diminuindo a sintese de enzimas
(CLOETE, JACOBS E BROZEL, 1998).

O formaldeido foi utilizado no controle de biofilmes formados por BRS em a¢o carbono.
A concentracdo empregada foi de 100 mg/L e o tratamento realizado por 90 dias visava avaliar a
acdo do biocida sobre células plancténicas e sesseis. Os resultados mostraram baixa eficiéncia do
formaldeido, com reducao de apenas uma ordem de grandeza para as células plancténicas e para

as celulas sésseis ndo houve reducéo significativa (LAVANIA et al., 2011).

Compostos de amonio quartenarios

Pertencem a uma classe de compostos catiénicos utilizados como biocidas e inibidores de
corrosao. Estes compostos agem sobre as células dos micro-organismos dissolvendo os lipideos,
levando a perda do material celular vital. Também fornecem protec&do contra a formacéo de SPE
produzido durante a colonizagdo dos micro-organismos (VIDELA, 2003). Algumas desvantagens
no uso deste biocida séo relacionadas a perda de sua eficiéncia em sistemas com teores elevados
de matéria organica e a uma diminuicdo na sua atividade em altas temperaturas (GONCALVES,
2002).

Badawi et al. (2010), sintetizaram e caracterizaram uma série de compostos de amonio
quaternérios e avaliaram sua eficacia na inibicdo da corrosdo do ago carbono em HCI 1 mol L™ e
também na inibicdo do crescimento de BRS. O estudo foi realizado através de técnicas
eletroquimicas de polarizacdo potenciodinamica, microscopia eletronica de varredura e contagem
das bactérias por diluicdo em série. A concentracdo testada para a inibi¢do da corrosdo no ago e
do crescimento de BRS variou entre 1x10 % 1x10°% mol L-1. Os resultados mostraram que 0s
compostos hidroxidos de decil, dodecil e hexa decil dimetil isopropil amdnio, possuem acéo de
inibicdo contra a corrosdo em ago carbono e também inibem o crescimento de BRS, e sua

atividade biocida depende da estrutura quimica do composto e o tamanho da cadeia hidrofobica.
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Isotiazolonas

S&8o compostos que possuem enxofre, nitrogénio e oxigénio em sua formulacdo e agem a
partir do ataque a grupos sulfidrilas de células microbianas, inibindo o crescimento celular
(GONCALVES, 2002). Apresentam a vantagem de serem eficazes em uma ampla faixa de pH e
sd0 compativeis com outros produtos quimicos utilizados no tratamento de agua. Uma
desvantagem é que nao sdo compativeis com acido sulfidrico (H,S). Isso limita 0 seu uso em
sistemas com niveis consideraveis de BRS devido aos altos niveis de H,S produzidos por estas
bactérias, que inativa 0 composto sendo necessarias doses elevadas para fornecer um controle
efetivo (BARTLETT e KRAMER, 2011).

Sulfato de tetraquishidroximetil fosfénio (THPS)

Este biocida é um composto i6nico solivel em agua, que possui amplo espectro de acéo
contra bactérias, fungos e algas. Possui a vantagem de apresentar facil manuseio e baixa
toxicidade para o ambiente, além de ter boa compatibilidade com outros compostos utilizados em
sistemas de tratamento de agua (VIDELA, 2002). O THPS também apresenta acdo efetiva no
controle de BRS, conforme evidenciado por alguns autores.

O estudo de Lavania et al. (2011) mostrou que 0 THPS, na concentracdo de 100 mg L™,
apresentou boa eficiéncia no controle de biofilmes de BRS em aco carbono, com uma reducéao de
3 ordens de grandeza para células planctonicas e sésseis.

Silva (2011), também demonstrou que este biocida possui eficicia no controle da corroséo
microbioldgica do ago por varios grupos microbianos, incluindo BRS. O estudo avaliou a a¢&o de
THPS (100 mg L™) acrescido ou n&o de xantana (2 mg L), um biodispersante, e os resultados
mostraram que tanto o biocida sozinho, quanto acrescido de xantana foram eficazes na
eliminacdo das celulas de BRS no biofilme.

Ja o trabalho de Xu, Li e Gu, (2012) avaliou o efeito de um potencializador, D-tirosina,
para o biocida THPS para controlar biofilmes de BRS em ago carbono. THPS sozinho na
concentracdo de 100 mg L™ mostrou ser eficaz no controle de células sésseis, com reducéo de 5
ordens de grandeza. Quando 1 mg L™ do potencializador foi aplicado, a concentracdo de THPS
foi reduzida a metade e ndo houve deteccéo de crescimento de BRS.
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Glutaraldeido

O glutaraldeido é utilizado como composto ativo em uma grande variedade de biocidas
comerciais aplicados no controle de fungos, algas e bactérias, incluindo as bactérias redutoras de
sulfato e biofilmes microbianos. Este composto apresenta a vantagem de ser eficaz em uma
ampla faixa de temperatura e pH (VIDELA, 2002). E bastante utilizado para o controle
microbiano em campos de petroleo, sistemas de tratamento de aguas industriais e também para
esterilizacdo de instrumentos médicos e odontologicos (SARAVIA e MELE, 2005).

O mecanismo para a atividade biocida do glutaraldeido esté relacionado com uma ligacao
cruzada (interacdo do biocida com a célula por ligagcdes covalentes) com as camadas proteicas
externas da célula, o que afeta a permeabilidade celular e impede assim, o transporte de nutrientes
para a célula e a remocdo de produtos residuais da célula, resultando na morte celular.
(GONCALVES, 2002). O glutaraldeido apresenta eficicia tanto contra as bactérias gram-
positivas quanto as gram-negativas. Nas gram-positivas, reage com o peptideoglicano e &cido
teicoico da parede celular, enquanto que nas gram-negativas reage com as lipoproteinas da
membrana externa, impedindo o metabolismo celular (CLOETE, JACOBS E BROZEL, 1998).

Na Tabela 1 estdo relacionados alguns estudos envolvendo a aplicacdo do glutaraldeido
no controle de populagdes de BRS, os quais indicam que este biocida pode exercer diferentes
efeitos que variam de acordo com a concentracdo e tempo de contato em que é utilizado, e
também do tipo de micro-organismo para qual o tratamento esta sendo aplicado. Uma vez que
mesmo em se tratando de um mesmo grupo de micro-organismos, como no caso das BRS, estas
possuem diversas espécies que podem reagir de formas diferentes a acdo de um mesmo biocida

em uma mesma concentracdo e tempo de contato.
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Micro-organismos Biocida Tratamento Conclusdes Referéncia
[10 mg L™] ndo reduziu a
i producdo de H,S.
[Glutaraldeld?_]_l— 10 e 100 mg [100 mg LY causou um
Tempo de contato (t;): 14 dias efegg :_Imgdlact)?érrﬁ grggl;gao
Cultura mista enriquecida | Ideid Tratamento realizado para « zd’ P | I% d icel et al
de BRS Glutaraldeido controlar a acidificacio remogaofo_ glutara gl 0,0 Reisel et al. (1996)
microbiana causada por BRS, .HZS Ol recuperado
) ~ rapidamente depois de 14
avaliando a producdo de H,S ) o
) o - dias, atingindo a mesma
apos a adicédo do biocida.

concentragdo encontrada na
auséncia do biocida.

| T
[Glutaraldeido] = 25, 100 e 500 [25mg L7] e [100 mg L7]

ma/L com t. = 24h reduziu a
Cultura mista enriquecida Tempo de cont%to (t): 24he 7 populagéo bacteriana em
de BRS e bactérias Glutaraldeido P dias °' 30%. Rege e Sand (1998)
quimiorganotréficas - [500 mg L™] com t. de 7
Tratamento para biofilmes di duzi ul
formados de 10 semanas 1as, Teclizil as ceflllas em
' 2 ordens de grandeza.
[Glutaralggé)dr?]]gTLSO, 100e [100 mg L] inibe a atividade
Cultura mista enriquecida . Tempo de contato (tc): 7h em das celulas pllanctonlcas.
de BRS Glutaraldeido reator continuo [500 mg L] _ret_arda a Gardner e Stewart (2002)
Tratamento para células recuperacao do biofilme em +

o L 3 dias.
planctonicas e sésseis.
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Micro-organismos Biocida Tratamento Conclustes Referéncia
[Glutaraldeido] =500 mg  [30 mg L™] de glutaraldeido
Lt +[2000 mg L™] de EDDS

Desulfovibrio
desulfuricans

Glutaraldeido e um
potencializador “verde”,
etilenodiamina
disuccinato (EDDS)

[Glutaraldeido] = 10, 20 e
30mg L + [EDDS] =
2000 mg L
Tempo de contato (t.): 8
dias
Tratamento para células
planctonicas e sésseis.

exibiu uma maior inibicao
da BRS do que [500 mg L™]
de glutaraldeido,
demonstrando que este
composto pode potencializar
significativamente a acéo do
glutaraldeido.

Wen et al. (2009)

Desulfovibrio Vulgaris

Glutaraldeido

[Glutaraldeido] = 20, 100
e500 mg L™
Tempo de contato (tc): 5
dias
Tratamento para células
planctonicas.

[20mg L™] e [100 mg L™
retardou o crescimento das
BRS em 2 dias.

[500 mg L] afetou a
atividade metabolica
fortemente, causando uma
elevada reducgédo na
producdo de sulfeto.

Lee et al. (2010)

Desulfovibrio vulgaris e
Desulfovibrio gigas

Glutaraldeido

[Glutaraldel’d?] =100 mg
L

Tratamento feito por 90
dias para células
planctonicas e sésseis

[100 mg L] reduziu apenas
1 ordem de grandeza para
células planctonicas e para
celulas sésseis ndo houve

reducdo significativa.

Lavania et al. (2011)

Desulfovibrio
desulfuricans e cultura
mista enriquecida de BRS

Glutaraldeido

[Glutaraldeido] = 12,5, 25,
50, 100, 200 e 400 mg L™
Tratamento feito por 28
dias para células
planctonicas e sesseis para
ambas as culturas.

[25 mg L] e [100 mg L™
inibiram a populacéo de
células plancténicas de D.
desulfuricans e da cultura
mista, respectivamente.
[200 mg L™ inibiu as
células sésseis de ambas as
culturas.

Struchtemeyer et al.
(2012)

Fonte: O autor, 2015.
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1.7.4.1.3 Biocidas naturais

Os biocidas anteriormente citados séo eficientes no controle da biocorroséo. Porém, a
maioria apresenta a desvantagem de ser toxico e de dificil degradacdo, podendo levar a um
impacto negativo sobre o meio ambiente, se utilizados sem uma avaliacdo adequada. O uso de
compostos naturais tais como extratos de plantas, alimentos ou residuos agroindustriais pode
ser considerado como uma forma ambientalmente favoravel no tratamento da biocorroséo e
vem sendo bastante explorado atualmente como uma alternativa aos biocidas comerciais
(BHOLA et al., 2014; KORENBLUM et al., 2013). Uma série de 6leos de plantas e extratos
vegetais aquosos demonstrou possuir atividade inibidora contra leveduras, fungos
filamentosos e bactérias. Espécies como cravo, canela, cominho, tamarindo, alho, cebola,
entre outros, estdo sendo utilizados como conservantes, desinfetantes e antissépticos. Alguns
desses compostos também s&o utilizados como inibidores da corroséo para 0 aco e niquel em
meio &cido (BHOLA et al., 2014).

A acdo do Oleo essencial de Lippia gracilis Schauer sobre biofilmes formados em
sistema dindmico utilizando aco carbono 1020 foi estudada por Viana et al., (2010). O efeito
biocida ap6s o tempo de contato (0, 60, 90 e 120 minutos), foi determinado pela contagem
microbiana de cinco tipos de grupos de micro-organismos, dentre eles a BRS. Os resultados
mostraram que o 6leo essencial de L.gracilis Schauer possui acdo efetiva sobre biofilmes,
obtendo uma reducdo a zero do nimero mais provavel (NMP) para BRS a partir de 115
minutos de contato.

O efeito do dleo essencial de capim limdo no controle de BRS plancténicas e sésseis,
em cupons de vidro e aco carbono, também foi avaliado. As concentracdes de 6leo testadas
durante o estudo foram de 0,085; 0,17 e 0,34 mg mL™ com tempo de contato de 7 dias. O 6leo
de capim limdo apresentou resultados satisfatérios no controle da biocorrosdo por BRS,
possuindo efeito bactericida (nas concentracdes de 0,17 e 0,34 mg mL™), pois ndo houve
recuperacdo de celulas viaveis apds o cultivo em meio de cultura (KORENBLUM et al.,
2013).

Bhola et al. (2014) testaram a eficacia do extrato de Nim (Azadirachta indica), na
concentracdo de 4% m/m e tempo de contato de 8 dias, no controle da biocorrosdo do aco API
5L X80 por um consorcio de BRS. O estudo foi realizado utilizando técnicas de microscopia e
eletroquimicas (EIE) e os resultados revelaram que o extrato de Nim reduziu a taxa de

biocorrosao por BRS em 50%.
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Ocando et al. (2013), também avaliaram a acdo do extrato de Nim no controle de
biofilmes por BRS, em comparagdo com um biocida comercial, THPS, utilizado como
padrdo. O estudo foi feito a partir da quantificacdo das BRS e por técnicas eletroquimicas de
potencial de circuito aberto, resisténcia a polarizacédo linear e polarizacdo potenciodinamica.
A concentragdo utilizada para o extrato foi de 3% v/v e 300 mg L™ para THPS, ambos com
tempo de contato de 5 dias, com adi¢cdo dos biocidas no inicio dos testes. Os resultados
confirmaram que o biocida natural possui comportamento semelhante ao biocida comercial,
demonstrando que o extrato de Nim pode ser utilizado como um biocida ambientalmente
favoravel. Contudo, os autores verificaram perda de efetividade do produto apds
aproximadamente 72h de incubag&o.

Dentre 0os compostos naturais citados anteriormente, o alho apresenta-se como uma
possibilidade devido as suas atividades biologicas, incluindo propriedades antimicrobianas. O

alho serd melhor detalhado no tdpico a seguir.

1.8 Alho (Allium sativum)

O alho (Allium sativum) é um vegetal da familia das liliaceas. E 0 mais antigo vegetal
utilizado, ndo s6 na culinéria, mas também como medicamento, devido a sua diversificada
atividade bioldgica, incluindo acdes antimicrobianas, anticancerigenas, antioxidantes, entre
outras (LEONEZ, 2008; NENCINI et al., 2007). O bulbo do alho possui de 0,04 a 0,37% m/m
de enxofre, nas formas de dissulfeto de dialila, trissulfeto de dialila, sulfoxide S-alil-L cisteina
(aliina), além de outros compostos volateis. Minerais, enzimas, lipideos e proteinas também
estdo presentes (LEONEZ, 2008). A Tabela 2 mostra a composicdo quimica do alho in

natura.

Tabela 2 — Composi¢do quimica do alho in natura em porc¢do de100 gramas (Continua)

Composto Quantidade (mg)
Glicidios 29300
Proteinas 5300

Lipideos 200
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Tabela 2 — Composi¢do quimica do alho in natura em porc¢do de100 gramas (Conclusao)

Composto Quantidade (mg)
Fibras 1660
Vitamina B1 0,20
Vitamina B6 3,33
Vitamina C 31,1
Acido Félico 3,10
Saédio 69,9
Calcio 38,0
Faésforo 134,0
Ferro 1,04
Potassio 607,6
Enxofre 450,0
Cobre 0,17
Zinco 8,83
Selénio 24,9
lodo 9,0

Fonte: Adaptado de Crizel, 2009.

A caracteristica antimicrobiana do alho esta relacionada, com os compostos alicina
(obtido a partir da aliina) e garlicina. Ambos possuem atividade bacteriostatica e atuam tanto
contra bactérias gram-positivas quanto gram-negativas (CRIZEL, 2009).

O alho possui compostos sulfurados e ndo sulfurados que apresentam atividades
bioldgicas. Dentre os sulfurados podem ser citados a alicina, que possui atividade antibidtica e
antifingica e o ajoeno, com propriedades antibidticas. J& entre os ndo sulfurados destacam-se
as saponinas, as escordininas e os acidos fendlicos todos com propriedades antibacterianas
(GARCIA-GOMEZ e SANCHEZ-MUNIZ, 2000).

Benkeblia (2004) testou a atividade antimicrobiana do extrato de alho e extrato de
cebola em concentracBes de 50, 100, 200, 300, 400 e 500 ml L™ para as bactérias
Staphylococcus aureus e Salmomella Enteritidis e também para fungos. O extrato de alho
apresentou acdo antimicrobiana satisfatoria, sendo superior ao extrato da cebola. De acordo
com Cafiizares et al., (2004), extrato de alho em concentragdes de 2 a 5 mg L™ demonstrou

atividade bactericida contra o Helicobacter pylory, principal bactéria responsavel pelas
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Ulceras gastricas e duodenais. Zalepugin et al. (2010), isolaram alguns componentes
sulfurados do alho (alicina, dissulfeto de dialila e trissulfeto de dialila) e avaliaram suas ac¢oes
como biocidas no controle de bactérias como, Candida utilis, Bacillus cereus, Pseudomonas
aurantiaca e Escherichia coli. A alicina apresentou propriedade bacteriostatica para
P.aurantiaca e E. coli.O composto trissulfeto de dialila mostrou agdo bacteriostatica para C.
utilis e B. cereus.J& o componente dissulfeto de dialila apresentou acdo biocida para todas as
bactérias testadas.

Além das propriedades medicinais do alho citadas, atualmente este também vem sendo
utilizado como um inibidor de corroséo natural. De acordo com Pereira et al. (2012), o extrato
da casca do alho liofilizado em concentracdes variando de 100 a 400 mg L™ é um excelente
inibidor de corrosdo para o aco carbono em solucdo de 4cido cloridrico 1 mol L™. A acéo
inibitdria deste composto foi mais eficiente quando utilizada a concentracdo mais alta (400
mg LY), e isto foi comprovado por ensaios eletroquimicos de EIE e polarizacdo
potenciodindmica e também através da analise da superficie por microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Afia et al. (2014) comprovaram o efeito de inibicdo também para aco
carbono em HCI 1 mol L™, do 6leo essencial de alho em concentraces que variaram de 0,5 a
2,5 g L™ O estudo também foi feito a partir de ensaios eletroquimicos de EIE e polarizagdo

potenciodindmica e a maior eficiéncia de inibicao foi obtida para a concentracéo de 2,5 g L™.
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2. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais, 0s equipamentos e 0s meios/solucées
utilizados nos ensaios realizados neste trabalho, e também serdo descritos todos o0s

procedimentos experimentais empregados.

2.1 Corpos de prova

Foram utilizados cupons metalicos de aco carbono AISI 1020 cuja composicao
quimica em % massa esta descrita na Tabela 3. Dois tipos de cupons foram utilizados,

conforme descrito a seguir e apresentado na Figura 14.

Tabela 3- Composicao quimica do aco carbono AlISI 1020

Elemento C Mn P Sax Si Cu Cr Ni

Massa(%) 0,16 0,63 0,012 0,031 0,012 0,01 0,03 0,01
Fonte: Paula, 2010

Figura 14- Corpos de prova utilizados nos ensaios de quantificagdo celular (A) e

eletroquimicos (B)

(A) (B)

Fonte: O autor, 2015.

Ensaios de quantificacdo celular — foram utilizados cupons com dimensdes em torno de (2 x

1,8 x 0,1) cm e area média de aproximadamente 8 cm? (Figura 14A). Os corpos de prova
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foram lixados em ambas as faces com lixas d’agua de 100 a 600 mesh de granulometria,
lavados com agua destilada e alcool etilico e secos com jato de ar quente. Em seguida, foram

acondicionados em dessecador até 0 momento da imersdo no meio de cultura.

Ensaios eletroguimicos - foram utilizados corpos de prova com dimensdes em torno de (1,8 x

1,7 x 0,1) cm e &rea média exposta de aproximadamente 3 cm?2 (Figura 14B). Um fio condutor
de cobre foi soldado em cada cupom metalico para proporcionar a conexdo elétrica do sistema
e embutidos em resina epOxi para que apenas uma de suas faces ficasse exposta ao meio
corrosivo. O processo de lixamento e limpeza dos eletrodos foi 0 mesmo usado para 0s

ensaios de quantificacdo celular.

2.2 Fluido de Processo e Meio de Cultura

A cultura bacteriana utilizada no presente trabalho foi uma cultura mista contendo o
grupo de bactérias conhecido como bactérias redutoras de sulfato (BRS). A cultura foi
gentilmente cedida pelo Instituto Nacional de Tecnologia (INT).

O fluido de processo escolhido para ser utilizado em todos os ensaios foi agua do mar
sintética. Esta foi utilizada para o preparo dos meios de cultura, para 0s ensaios com biocidas
aplicados apos a formacéo do biofilme e também para a realizacdo dos ensaios eletroquimicos

(eletrdlito). Sua composicao € descrita na Tabela 4.

Tabela 4- Composicao da dgua do mar sintética (quantidade para o preparo de 10L)

(Continua)

Reagentes Quantidades (g)
Solucédo 1
NaF 0,03
SrCl,.6H,0 0,20
H3BO; 0,30
KBr 1,00

KCI 7,00
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Tabela 4- Composicao da dgua do mar sintética (quantidade para o preparo de 10L)

(Conclusao)

Reagentes Quantidades (g)
Solucéo 2
CaCl, 11,13
Solucéo 3
Na SO, 40,00
Solucéo 4
MgCl,.6H,0 107,80
Solucéo 5
NaCl 235,00
Solucéo 6
NaSiO3.9H,0 0,20
Na,EDTA 0,01
NaHCO; 2,00

Fonte: Adaptado de Pagnin, 2008.

Os componentes das solucdes 1, 4 e 6 foram dissolvidos em &gua destilada e
avolumados em balBes volumétricos de 1L. Os reagentes das solucdes 2, 3 e 5 também foram
dissolvidos em agua destilada e avolumados em balGes volumétricos de 2L. Apds o preparo
das solucdes, estas foram transferidas para um barrilete e foi adicionado mais 1L de agua
destilada, completando o volume de 10L. A solucdo foi agitada por 20 horas e em seguida
filtrada em membrana Millipore de 0,45um de porosidade.

O meio de cultura utilizado para o cultivo das BRS foi o meio Baar’s modificado
(adaptado de ATTC meio 1249), o qual € apresentado na Tabela 5.

O meio foi preparado em condi¢des de anaerobiose, sob purga de gas nitrogénio, pois
as BRS sdo micro-organismos anaerébios. O pH do meio foi ajustado para 7,5 (pH ideal para
o crescimento das BRS) adicionando-se solucdo de NaOH 1 mol L* e esterilizado em

autoclave a 121°C por 15 minutos.
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Tabela 5- Composi¢ao do meio Baar’s modificado utilizado para o crescimento microbiano

Composicéo Quantidade
MgSO, 2049
Citrato de Sodio 509
CaSO,4 10g
NH,CI 109
K;HPO, 059
Lactato de Sédio (50% m/v) 7,0 mL
Extrato de Levedura 109
Solucao de resazurina (0,025% m/v) 4,0 mL
Tioglicolato de Sodio 0,124 g
Agua do mar sintética 1000 mL

Fonte: Adaptado de ATTC Meio 1249.

O meio de cultura Baar’s foi utilizado tanto para os ensaios bidticos (na presenca de

BRS) como para os ensaios abioticos (na auséncia de BRS) e com biocidas.

2.3 Biocidas

Foram utilizados dois biocidas nos ensaios, sendo um comercial e um natural. O
biocida comercial foi uma solucéo de glutaraldeido 25% (Sigma Aldrich). O biocida natural
escolhido foi 6leo de alho (Alhonat Nativa), em capsulas contendo 250 mg de 6leo cada.

Para a realizacdo dos ensaios contendo biocidas foram estudadas concentragdes

diferentes para cada composto.
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2.4 Sistemas utilizados para os ensaios de quantificacdo microbiana e eletroquimicos —
Abidticos e Bioticos

Os ensaios foram realizados em frascos de 100 mL, denominados reatores. Para os
ensaios abidticos (na auséncia de BRS) foram adicionados aos reatores 80 mL do meio de
cultura Baar’s ¢ para os ensaios bidticos (na presenca de BRS), 80 mL do meio Baar’s
inoculado & 10% v/v com a cultura mista contendo BRS.

Para o0s ensaios bioticos (na presenga de BRS), antes da inoculacdo foi adicionado ao
meio de cultura solucdo de Fe(NH.),(SO.),.6H,O 0,5 g L™ previamente filtrada em
membrana Millipore de 0,45um de porosidade. Esta solucédo foi adicionada com o objetivo de
fornecer fonte de ferro ao meio de cultura.

Antes da imers@o nos meios de cultura, os corpos de prova usados para 0s ensaios de
quantificagdo celular foram esterilizados em fluxo laminar por 20 minutos (cada face), pela
acdo da luz ultravioleta (UV). Em seguida, os cupons foram inseridos no reator,
permanecendo suspensos na solucdo por meio de uma fita teflon, durante o periodo de
exposicdo (Figura 15). Enquanto ocorria a imersdo dos corpos de prova, os reatores foram
purgados com gas nitrogénio, para garantir uma baixa concentracdo de O, dissolvido. O
tempo total do experimento para os ensaios biéticos foi de 35 dias, realizados a cada 7 dias
utilizando um reator para cada tempo de ensaio. Depois do preparo do sistema 0s reatores
foram incubados em estufa BOD 411D da NOVA ETICA a temperatura de 30°C, e apds o

periodo de imersdo foram realizados os ensaios de quantificagdo microbiana.

Figura 15 - Reatores dos ensaios de quantificagdo microbiana com o corpo de prova suspenso

por fita teflon

Fonte: O autor, 2015.
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Os ensaios eletroquimicos foram realizados em duplicata, a exce¢do dos ensaios
abioticos. Apods esterilizacdo em fluxo laminar, conforme explicado anteriormente, um
eletrodo foi imerso em cada reator (Figura 16), também sob purga de gas nitrogénio. Neste
caso, 0s ensaios também duraram 35 dias, realizados a cada 7 dias para os ensaios abioticos e

bioticos e também foram incubados em estufa a 30°C.

Figura 16 - Reatores dos ensaios eletroquimicos: sem inéculo (esquerda) e com inoculo
(direita)

Fonte: O autor, 2015.

2.5 Sistema utilizado para os ensaios com biocidas

Para os ensaios com biocidas foram adotados dois métodos experimentais conforme
sera explicado a seguir. Os ensaios realizados, ap6s o tempo de contato dos corpos de prova
com o biocida, foram de quantificacdo microbiana, MEV e eletroquimicos. Estes ensaios
foram comparados com aqueles encontrados para o corpo de prova incubado por 7 dias em
meio de cultura contendo BRS, mas sem a adi¢do dos biocidas, sendo denominado de

“controle”.
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2.5.1 Biocidas aplicados antes da formacdo do biofilme

Nesta etapa a adi¢do dos biocidas foi feita de modo a evitar o crescimento das BRS e

a posterior formacao de biofilme. O procedimento foi 0 mesmo descrito no item 2.4 para os

ensaios com BRS, porém antes da inoculacdo foi adicionada a quantidade desejada de biocida

ao meio de cultura. Toda a etapa de esterilizacao, insercdo dos corpos de prova aos reatores e
incubacéo foi a mesma citada anteriormente.

A concentracdo utilizada para o biocida comercial (glutaraldeido) foi de 0,01 % m/v e

para o biocida natural (6leo de alho) de 3% m/v. Nos ensaios com 6leo de alho foi adicionado

um surfactante, laurato de potéssio na concentracio de 10 mol L™, pois o 6leo néo é soltvel

em solucdo aquosa (SILVA et al. 2007). Todos 0s ensaios tiveram a duracao de 7 dias.

2.5.2 Biocidas aplicados ap6s a formacédo do biofilme

Neste caso 0s biocidas foram aplicados apds a formacdo de biofilme para verificar seu
efeito bactericida. Os cupons foram adicionados aos reatores inoculados com a BRS e
permaneceram em contato com a solucao por 7 dias visando a formacdo de um biofilme com
uma quantidade satisfatoria de micro-organismos. Depois de formado o biofilme os cupons
foram transferidos, assepticamente, para reatores contendo agua do mar sintética estéril e 0s
biocidas nas mesmas concentracdes citadas anteriormente (0,01 % m/v para o glutaraldeido e
3% m/v para o Oleo de alho). Foram utilizados dois tempos de contato do cupom com 0s

biocidas, 24 horas e 7 dias.

2.6 Quantificacdo Microbiana

A quantificacdo microbiana foi feita apenas para as células sésseis, sendo o cupom
metalico removido assepticamente do reator, lavado cuidadosamente por imersao em agua
destilada, para a remocdo de celulas livres, e transferido para um tubo falcon contendo a

solucéo de diluicdo (Tabela 6). Em seguida, para remover o biofilme aderido, o tubo contendo
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o cupom foi agitado em vortex por 4 minutos e sonificado em sistema de limpeza ultrassénica
por 2 minutos. Apo6s a remocdo do biofilme, foram retiradas aliquotas da suspenséo para

quantificacao.

Tabela 6- Composi¢do da solucédo de diluig&o.

Reagentes Quantidade
Tioglicolato de sodio 0,124 g
Acido ascorbico 0,100 g
Solucdo de resazurina (0,025% m/v) 4 mL
Agua do mar sintética 1000 mL

Fonte: Adaptado de Penna, 2004.

A quantificacdo microbiana foi realizada através do método do numero mais provavel
(NMP).

Antes da inoculagdo da amostra foram adicionadas aliquotas de 0,1 mL de solugéo de
tioglicolato de sddio estéril (12,4 g L™) para cada 9 mL de meio Postgate E. Em seguida
foram inoculados 1 mL da amostra também para cada 9 mL de meio. O meio Postgate E foi 0

meio utilizado para a quantificacdo microbiana e este é apresentado na Tabela 7.

Tabela 7 - Composi¢do do meio Postgate E modificado para a quantificagdo microbiana

Composicédo Quantidade
KH,PO, 05¢
NH,CI 109
Na,SO4 109
CaCl,.2H,0 0,67g
MgCl,.6H,0 1,83 ¢
Lactato de sodio (50% m/v) 7mL
Extrato de levedura 10g9
Acido ascorbico 01lg
FeS0O,4.7H,0 059
Agar 19¢
Resazurina (0,025% m/v) 4,0 mL
Agua do mar 1000 mL

Fonte: Postgate, 1984.
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Foram utilizados para os ensaios de quantificacdo microbiana frascos de penicilina de
10 mL, devidamente vedados com tampas de borracha e lacres metélicos, apds purga de gas
nitrogénio. O resultado positivo para a presenca de BRS era avaliado pela coloracao preta nos
frascos, devido a formacéo de precipitado de sulfeto de ferro. Ja a coloragéo rosa indicava um
resultado negativo, devido a auséncia de crescimento de BRS, conforme pode ser observado
na Figura 17. O tempo de incubacdo foi de 28 dias a temperatura de 30°C.

Figura 17 - Exemplificacdo do método de quantificacdo microbiana por NMP

Fonte: O autor, 2015.

A reducéo da populacgdo bacteriana ap0s a adi¢do dos biocidas foi calculada atraves da

equacéo 2:

log (NMPeontrale ) —log (NMP ¢ hinrida) = 100 (2)
log (NHpruutrnla}

% reducio =

2.7 Ensaios eletroquimicos

Os ensaios eletroquimicos de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e de
polarizacdo potenciodindmica do ago carbono foram feitos inicialmente 2 horas ap6s imersao
do corpo de prova no meio corrosivo (t = 0 dia) e, posteriormente a cada 7 dias de exposi¢éo,
tanto para 0s ensaios abioticos, como para aqueles com BRS. Para os ensaios com biocidas
foram utilizados dois tempos de imersdo, 24 horas e 7 dias, conforme explicado nos itens
2.5.1 e 2.5.2. Os ensaios foram realizados utilizando o potenciostato Autolab modelo
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PGSTAT302N com uma célula eletroquimica contendo trés eletrodos: o eletrodo de trabalho
(eletrodo de ago carbono, previamente incubado em meio de cultura, contendo ou ndo BRS), 0
eletrodo de referéncia de calomelano saturado (ECS), e um contra-eletrodo de platina,
conforme ilustrado na Figura 18.

Nos ensaios de EIE foi utilizada uma faixa de frequéncia de 10° a 10 Hz, com uma
amplitude de 10 mV. Para os ensaios de polarizacdo potenciodindmica, a faixa de potencial
aplicada foi de -1 a 1 V, com velocidade de varredura de 1 mV s™. Todos os ensaios
eletroquimicos foram feitos apos estabilizacdo do sistema em seu potencial de circuito aberto.

O eletrdlito utilizado nos ensaios eletroquimicos foi &gua do mar sintética.

Figura 18 - Célula eletroquimica contendo os trés eletrodos

Fonte: O autor, 2015.

Os ensaios de EIE foram simulados através de circuitos elétricos equivalentes
utilizando o software NOVA 1.10 Metrohm Autolab. O valor da capacitancia da dupla
camada elétrica (Cpcg) foi calculado a partir do elemento de fase constante (EFC) através da
equacéo 3:

R
Cpce = (EFC)N X R, (3)
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A taxa de corrosdo obtida a partir da extrapolacdo das retas de Tafel foi calculada

através da equacéo 4:

Icorr 1

]= 3650x - x—  (4)

mm

Taxa de corrosio [
ana

Onde:

lcorr — densidade de corrente de corrosao (A/cm2) ap6s o tempo de exposicao
At — tempo de exposicdo (dias)

d - densidade do aco carbono 1020 = 7,8 g/cm?

A — area superficial do cupom (cm2)

3650 — Ano (x10)

2.8 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A anélise de MEV foi realizada para o corpo de prova exposto ao meio com BRS, por
um tempo de imersao de 7 dias, e também para 0s corpos de prova inseridos nos meios com
biocidas antes e ap0s a formacao de biofilme. Para a condicdo de ensaio antes da formacéo de
biofilme, dleo de alho e glutaraldeido foram aplicados ao meio de cultura antes da inoculacdo
com BRS, por um tempo de imersdo também de 7 dias. Ja para os ensaios depois de formado
o0 biofilme, o 6leo de alho e glutaraldeido foram adicionados a agua do mar sintética estéril
contendo o cupom com o biofilme. Nesse caso, os periodos de imersao foram de 24 horas e 7
dias.

Os cupons foram retirados do reator e lavados cuidadosamente por imersdo em agua
destilada, para a remocdo de células livres, e em seguida foram secos em estufa a 37°C por
1h. As amostras foram metalizadas com ouro utilizando metalizador modelo DENTON
VACUUM DESK V e em seguida foram submetidas a analise em microscopio eletrénico de
varredura JEOL, modelo JSM G510 LV em alto vacuo, detector SEI, tensdo de 20kV, com
aumentos de imagens de 500, 1000 e 5000X.

Para a anélise de MEV ap06s a remocdo do biofilme, os cupons foram tratados por
decapagem é&cida em solucéo de Clark por 2 minutos. Em seguida os cupons foram lavados
com &gua destilada e secos com jato de ar quente. A solugdo de Clark era composta por 100
mL de HCI , 2g de Sh,03 e 5g de SnCl,. (PAULA, 2010).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo da CMI por BRS em comparagdo com um ensaio abiotico

3.1.1 Avaliacdo do crescimento microbiano

O inéculo inicial utilizado em todos os ensaios foi de 9,1x10° células de BRS/mL. Este
valor permitiu a realizacdo dos ensaios com uma quantidade expressiva de células, mantendo
também um ndmero de células viaveis que foram capazes de se reproduzir nas condicdes
impostas de temperatura, pH e baixo teor de oxigénio, ou seja em condi¢des de anaerobiose.
A quantificacdo microbiana foi feita para as BRS aderidas ao substrato metalico (células
sésseis) com 7, 14, 21, 28 e 35 dias. Os resultados obtidos na quantificacdo dessas células,

realizadas pela técnica do NMP, estdo apresentados na Figura 19.

Figura 19 - Quantificagdo microbiana para BRS sésseis
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Fonte: O autor, 2015.

O crescimento das células de BRS sésseis durante os 35 dias de ensaio apresentou
valores que variaram entre 1,4x10° e 1,4x10° células/cmz2. E possivel notar que, embora nio
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houvesse diferencas significativas até 21 dias de ensaio, com apenas 7 dias de crescimento a
concentracdo de BRS ja era a maior encontrada durante o tempo total do ensaio, confirmando
a capacidade deste grupo de bactérias em colonizar e aderir em superficies solidas. BRS sao
capazes de produzir substancias poliméricas extracelulares (SPE), o que favorece esta
aderéncia (BEECH et al., 1991; ZINKEVICH et al., 1996; PEREZ et al., 2007). SPE consiste
de proteinas, &cidos nucléicos, polissacarideos e lipideos, e sua composicdo varia de acordo
com a espécie microbiana, estado fisiologico das células e fatores ambientais (BEECH et al.,
2005).

A partir do 21° dia de ensaio, 0 numero de BRS aderidas a superficie diminuiu. Esta
reducdo pode ser atribuida a falta de nutrientes e também pelo aumento da concentracéo de
H,S no meio. O acumulo de células no biofilme esta relacionado com a atividade metabolica
dos micro-organismos. Assim, a formacdo de biofilmes depende da disponibilidade de
nutrientes e também da presenca e concentracdo de metabdlitos tdxicos, no meio, a um
determinado tipo de micro-organismo (COSTERTON, 1995). Concentracdes de H,S entre
550 e 250 mg/L, para valores de pH de 6,2-6,6 e 7,0, respectivamente, sdo toXicos para
Desulfovibrio sp., inibindo seu metabolismo (REIS et al., 1992; GALVAO, 2008).

O valor médio de pH do meio contendo BRS durante o tempo total de ensaio foi de
7,74. Assim, pode-se supor que o H,S encontrava-se em sua forma dissociada, HS". Esta
forma é considerada menos tdxica que a forma nédo dissociada (H2S(soltvel)), pois a molécula
neutra pode permear a membrana celular (STEFANIE et al., 1994).

Os resultados obtidos a partir da quantificacdo microbiana demonstraram que as
condigdes utilizadas (temperatura, pH e baixo teor de O;) nos ensaios para o cultivo das BRS

foram satisfatdrias, permitindo o desenvolvimento e crescimento destas bactérias.

3.1.2 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

Conforme verificado no ensaio de quantificagdo microbiana, durante o tempo de
imersdo de 7 dias foi observado o maior numero de micro-organismos aderidos a superficie
(Figura 19). Assim, este foi o periodo de imersdo escolhido para realizar a anélise de MEV,
bem como os ensaios com biocidas. As micrografias apresentadas na Figura 20 foram obtidas

com 7 dias de ensaio para o corpo de prova imerso em meio contendo BRS e exibem a adeséo
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microbiana através da formacdo de biofilme. A fim de verificar um possivel ataque ao

substrato, sdo também mostradas micrografias realizadas apds a remocao do biofilme.

Figura 20- Microscopia da superficie do aco carbono 1020 apos 7 dias de imersdo em meio
contendo BRS. Biofilme com aumentos de 1000X (A) e 5000X (B). Superficie ap6s remogao
do biofilme com aumentos de 1000X (C) e 5000X (D)
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Fonte: O autor, 2015.

A Figura 20A mostra que com 7 dias de imersdao do cupom no meio contendo BRS
houve a formacao de um aglomerado celular irregularmente distribuido por praticamente toda
a extensdo da superficie do aco carbono. E valido lembrar que na condicdo de 7 dias de
imersdo foi observado o maior nimero de micro-organismos aderidos a superficie (Figura 19),
0 que explicaria a quantidade de aglomerados observados. A Figura 20-B apresenta uma
ampliacdo de uma regido do biofilme, sendo possivel visualizar bactérias no formato de
bacilos. Também se observa a presenca de alguns flocos na superficie, que provavelmente se
devem a formacdo de SPE pela atividade metabdlica da BRS. Resultado semelhante foi
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encontrado no trabalho de Liu et al. (2012), que sugere que a producdo de SPE por BRS pode
ser (til para a criagdo de um biofilme ndo homogéneo na superficie do metal, modificando o
ambiente fisico e favorecendo as reacOes eletroquimicas responsaveis pela corrosao
localizada.

Ap0s a remocdo do biofilme (Figuras 20C e 20D) foi possivel observar a presenca de
corrosdo localizada por pites, bem como a formagdo de vérias trincas em quase toda a
extensdo da superficie do aco, sugerindo também possivel corrosao intergranular. Bhola et al.
(2013), Congmin et al. (2008) e Alabbas et al.(2013) também verificaram corrosdo por pite
em seus trabalhos, confirmando que a atividade metabdlica que as BRS exercem na superficie
do aco leva a uma aceleracdo da corrosdo do tipo localizada. Embora a dosagem de ions
sulfetos ndo tenha sido realizada na presente dissertacdo, € possivel que uma grande
guantidade deste metabdlito tenha sido produzida, contribuindo também para a formacdo de
corrosdo intergranular no aco. Resultados semelhantes foram obtidos por Lee e Charackils
(1993), que em seus estudos para avaliar a corrosdo do aco por biofilmes de uma populacéo
microbiana mista, incluindo BRS, observaram a formacéo de corrosao intergranular em toda a

superficie do metal, bem como a presenca de pites.

3.1.3 Ensaios eletroguimicos

3.1.3.1 Potencial de circuito aberto (OCP)

A Figura 21 exibe o potencial de circuito aberto no aco carbono 1020 medido em cada
tempo de ensaio. Os corpos de prova foram previamente incubados no meio de cultura, na
auséncia (ensaio abiotico) e na presenca de BRS (ensaio biotico).

Para os ensaios realizados na presenca de BRS, houve um deslocamento do potencial
de circuito aberto do substrato para valores mais positivos (mais nobres) para todos 0s tempos
de imersédo estudados, quando comparado aos ensaios sem micro-organismos. Essa variagdo
de potencial ¢ conhecida na literatura como “enobrecimento” (LITTLE, LEE, e RAY, 2008).
Embora o mecanismo pelo qual este fenbmeno ocorra ainda néo seja totalmente conhecido, o
“enobrecimento” tem sido atribuido a reprodugdo e colonizagdo das BRS no corpo de prova
de aco, levando a formacgdo de biofilme e a alteracdo dos processos eletroquimicos na
superficie do material (ALABBAS et al., 2013).
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Figura 21- Potencial de circuito aberto do a¢o carbono 1020 em meio de 4gua do mar sintética
para todos 0s tempos de imersdo, na auséncia (abidtico) e na presencga de BRS (biotico)
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Fonte: O autor, 2015.

O actimulo superficial de SPE e de produtos de corrosdo tais como sulfeto de ferro,
podem ser associados ao enobrecimento através do aumento das taxas de reducdo catddica,
levando a um aumento da corrosdo do metal (LITTLE, LEE e RAY, 2008; ALABBAS et al.,
2013; BHOLA et al., 2014). O fendbmeno de enobrecimento pode também aumentar a
probabilidade de corrosao localizada por pites ou sob frestas (LITTLE, LEE e RAY, 2008).

3.1.3.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

A técnica de EIE foi utilizada para avaliar a influéncia da acdo das BRS no processo
de corrosdo do aco carbono 1020 em &gua do mar sintética. Os diagramas de Nyquist, Bode e
fase para os corpos de prova previamente incubados no meio de cultura, na auséncia
(abiotico) e na presenga de BRS (bidtico), em diferentes tempos de ensaio, sdo apresentados

nas Figuras 22 a 24.
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Figura 22 - Diagramas de Nyquist para o ago carbono1020 em meio de &gua do mar sintética - condic¢do de ensaio: (A) tempo zero (duas horas de
imersdo); (B) 7 dias; (C) 14 dias; (D) 21 dias; (E) 28 dias; (F) 35 dias, na auséncia (abittico) e presenca de BRS (bidtico) (Continua)
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Figura 22 - Diagramas de Nyquist para o ago carbono1020 em meio de &gua do mar sintética - condi¢do de ensaio: (A) tempo zero (duas horas de

imersdo); (B) 7 dias; (C) 14 dias; (D) 21 dias; (E) 28 dias; (F) 35 dias, na auséncia (abidtico) e presenca de BRS (bidtico) (Concluséo)
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Fonte: O autor, 2015.



Figura 23 - Diagramas de Bode para 0 ago carbono1020 em meio de 4gua do mar sintética - condicdo de ensaio: (A) tempo zero (duas horas de
imersdo); (B) 7 dias; (C) 14 dias; (D) 21 dias; (E) 28 dias; (F) 35 dias,na auséncia (abiotico) e presenca de BRS (bittico) (Continua)
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Figura 23 - Diagramas de Bode para 0 aco carbono1020 em meio de 4gua do mar sintética - condi¢do de ensaio: (A) tempo zero (duas horas de
imersdo); (B) 7 dias; (C) 14 dias; (D) 21 dias; (E) 28 dias; (F) 35 dias,na auséncia (abiotico) e presenga de BRS (biotico) (Concluséo)
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Figura 24 - Diagramas de Fase para 0 aco carbono1020 em meio de 4gua do mar sintética - condicdo de ensaio: (A) tempo zero (duas horas de
imersdo); (B) 7 dias; (C) 14 dias; (D) 21 dias; (E) 28 dias; (F) 35 dias, na auséncia (abidtico) e presenca de BRS (bidtico) (Continua)
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Figura 24 - Diagramas de Fase para 0 aco carbono1020 em meio de 4gua do mar sintética - condicdo de ensaio: (A) tempo zero (duas horas de
imersdo); (B) 7 dias; (C) 14 dias; (D) 21 dias; (E) 28 dias; (F) 35 dias, na auséncia (abidtico) e presenca de BRS (bidtico) (Concluséo)
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Observa-se, ao comparar 0s resultados de impedancia eletroquimica dos ensaios
abioticos com aqueles obtidos a partir de meios inoculados, que nos ensaios realizados nos
corpos de prova expostos a presenca de BRS, ocorreu uma significativa reducdo no tamanho
do arco capacitivo, representado pelo didametro do semicirculo no diagrama de Nyquist
(Figura 22), para todos os tempos de ensaio, com excec¢do do ensaio no tempo zero (realizado
apos duas horas de imersdo). Nesse Ultimo caso, um arco mais achatado pode ser visualizado,
provavelmente correspondendo a formacéo de um filme ndo uniforme e poroso na superficie
do material (BARCIA et al., 2002). Tais alteracGes no diagrama de Nyquist na presenca de
BRS indicam um decréscimo na resisténcia de transferéncia de carga e uma aceleracdo da
corrosdo do aco em meio contendo estes micro-organismos. Esse processo € geralmente
relacionado com o metabolismo das BRS na superficie do aco, havendo a formacdo de
biofilme, reducdo dos sulfatos e producao dos sulfetos (ou hidrogeno-sulfetos), e consequente,
formacdo de camadas de sulfeto de ferro, com ataque localizado na superficie do material
(ALABBAS et al., 2013; Xu et al., 2008).

Os gréaficos de Bode (Figura 23) para os ensaios contendo BRS mostram uma reducao
no valor do médulo de Z e um deslocamento das curvas para valores de menor frequéncia, em
comparagdo aos ensaios sem micro-organismos. Para a mesma comparagéo, os diagramas de
fase da Figura 24, obtidos a partir de corpos de prova imersos em meios biéticos, mostram um
deslocamento do valor maximo do angulo de fase para menores valores de frequéncia.
Segundo Bhola et al.(2014), as alteracGes observadas nos graficos de Bode e fase indicam
uma corrosdo do tipo localizada, favorecida pela formacéo de biofilme devido a colonizacao
das BRS.

Os resultados de EIE podem ser melhor interpretados em termos de modelos de
circuitos elétricos equivalentes, onde os dados referentes a resisténcia de transferéncia de
carga (Ry) e capacitancia da dupla camada elétrica (Cpce) sdo obtidos pela simulacdo do
processo eletroquimico (CARVALHO e ANDRADE, 2006). Na presente dissertacdo, o
circuito ilustrado na Figura 25A foi utilizado para simular todos os dados de impedancia
(tanto dos ensaios abioticos, quanto daqueles realizados em corpos de prova incubados em
meio bidtico), exceto o ensaio bidtico com 28 dias. Nestes casos, considerou-se que a
interface eletrodo/solucdo era composta pelo aco (provavelmente recoberto por uma fina
camada porosa de um produto de corrosdao ou do proprio biofilme) e 0 meio corrosivo
(CASTANEDA e BENETTON, 2008). Assim, no circuito equivalente simples proposto na
Figura 25A, R representa a resisténcia do eletrolito, Ry é a resisténcia a transferéncia de

carga, e EFC representa o elemento de fase constante, associado com a capacitancia da dupla
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camada elétrica (ALABBAS et al., 2013). O ajuste da simulagdo foi considerado bom para um
valor de erro menor que 1% (BAYOUDH et al., 2008). A Figura 25B mostra um exemplo de

uma condicdo simulada com o circuito da Figura 25A.

Figura 25 — A: Modelo de circuito equivalente utilizado para simular os dados de EIE para
todas as condic@es, exceto o ensaio bidtico 28 dias (R. - resisténcia do eletrolito, Ry -
resisténcia a transferéncia de carga, EFC - elemento de fase constante); B: Exemplo de

simulacdo usando o circuito proposto para o ensaio bidtico com 7 dias

A EFC
400 ; :
® Bidtico 7 dias - experimental
Biético 7 dias - simulado
< ° .
g O
£ 200 e
s O
N .
0 T T T T
0 200 400 600 800
B Z' (ohm.cm?)

Fonte: O autor, 2015.

Para o corpo de prova incubado com BRS por 28 dias, porém, o circuito proposto ndo
apresentou ajustes satisfatdrios, mostrando que o processo observado nessa condicdo foi
diferente dos demais. Ao se observar com cuidado os diagramas de Bode (Figura 23E) e,
principalmente, de fase (Figura 24E), referentes aos ensaios em 28 dias contendo BRS,
verifica-se a presenca de mais de uma constante de tempo, o que pode ser relacionado com
mais de um processo corrosivo (PEREZ et al., 2007). Apesar desse comportamento nao ser
visualizado no diagrama de Nyquist para esta condi¢do (Figura 22E) nota-se no diagrama de
fase um primeiro maximo em altas frequéncias, possivelmente relacionado com a interface
biofilme/solucdo, e um segundo maximo, em baixas frequéncias, em funcdo da interface

aco/biofilme. Devido a isto, para esta condicdo néo foi possivel a simulacdo dos dados de EIE
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com o circuito simples apresentado na Figura 25A, sendo necessario 0 uso de outro modelo de
circuito equivalente, ilustrado na Figura 26A. Esse circuito também foi usado por Alabbas et
al. (2013), Duan et al. (2008) e Santana Rodriguez, Santana Hernandez e Gonzalez Gonzalez
(2006) para simular os dados de EIE no sistema bi6tico em seus estudos de corrosdo do ago
carbono por BRS. Nesse caso, Rs e EFCt se referem a resisténcia e ao elemento de fase
constante do biofilme, respectivamente. Do mesmo modo, o0 ajuste da simulagdo foi
considerado bom para um valor de erro menor que 1% (BAYOUDH et al., 2008). A Figura

26B mostra esta condicdo simulada com o circuito da Figura 26A.

Figura 26 — A: Modelo de circuito equivalente utilizado para simular os dados de EIE para o
ensaio biotico com 28 dias (Re— resisténcia do eletrolito; R¢— resisténcia do filme; Ry -
resisténcia a transferéncia de carga; EFC - elemento de fase constante; EFCs - elemento de
fase constante do filme;). B: Simulagdo para o ensaio biético com 28 dias utilizando o circuito
proposto

800

® Bidtico 28 dias experimental
Bidtico 28 dias simulado

-Z" (ohm.cm?)

T T T T T T T
B 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Z' (ohm.cm?)

Fonte: O autor, 2015.

A Tabela 8 mostra os valores de Ry e de Cpce obtidos a partir da simulacdo dos dados
de EIE usando os circuitos equivalentes das Figuras 25A e 26A. Essa tabela também
apresenta os valores de N, termo que define o grau de equivaléncia do elemento de fase
constante para um componente capacitivo (CASTANEDA e BENETTON, 2008), bem como
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os valores de Rs, Cpcer, que sdo a resisténcia e capacitancia da dupla camada elétrica do

biofilme, respectivamente, obtidos para o ensaio biotico com 28 dias.

O valor de Cpce apresentado na Tabela 8 foi calculado a partir da equacdo 2,

apresentada na secdo de Materiais e Métodos.

Tabela 8 - Valores de Ry e de Cpce obtidos a partir da simulagdo dos dados de EIE do acgo

carbono em meio de agua do mar sintética, na auséncia (abiotico) e na presenca de BRS

(bidtico), usando os circuitos equivalentes das Figuras 25A e 26A

Ensaio Abibtico Ensaio Bidtico
Re Ric Cbce Re Ric Coce
Tempo N N
(dias) (@) (Qem®) (uFem P Q) (Qcmd) (uF cm )
0 486 895 8,06x10* 0,788 3,89 915 8,63x10° 0,773
7 4,92 952 1,29x10'3 0,749 3,49 744 1,67x10'2 0,711
14 6,09 805 1,49x10° 0914 2,80 530 2.20x10t 0,664
21 590 961 2.04x10° 0,897 3,59 886 9,30x10 0,769
28 4,89 1413 251x10° 0,880 5,90 980 4,73x10°3 1,100
Rf= 496 CDCEf:Z,SOxlO'2 N=0,856
35 379 1307 0,08x10* 0,809 3,23 392 3,99x10" 0,846

Fonte: O autor, 2015.

Analisando os dados da Tabela 8, verifica-se que, para 0s ensaios realizados na

auséncia de BRS (ensaios abi6ticos), hd uma irregular variacdo nos valores de Ry entre zero e

14 dias de ensaio, provavelmente devido a formacéo e ao desprendimento de um produto de

corrosdo ndo estavel na superficie do substrato. Contudo, um aumento de Ry foi verificado

para maiores tempos de ensaio, o que se reflete no tamanho do arco capacitivo observado nos

diagramas de Nyquist da Figura 22. Isto ocorre, possivelmente, devido a formagdo de uma

fina camada composta por uma mistura de substancias presentes no préprio meio de cultura,

bem como de produtos de corrosdo. O aumento da espessura dessa camada apds 21 dias de

exposicdo pode conferir alguma protecdo ao substrato, o que se reflete nos maiores valores de

Ri.. Um pequeno decréscimo nesse parametro é notado apds 35 dias de exposi¢édo, juntamente
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com o decréscimo na resisténcia do eletrélito (Re), indicando um aumento na condutividade
no meio pela maior presenga de ions (corroséo).

Um pequeno aumento nos valores de Cpce foi observado para o ensaio abiotico a
partir do 7° dia de exposicdo diminuindo, porém, para o 35° dia. Comparando os diagramas de
fase na Figura 24 para os resultados dos ensaios abioticos, observa-se que os valores maximos
dos angulos de fase variam pouco (entre 60° e 70°) com o tempo de exposicdo. Nota-se
também um pequeno deslocamento do valor maximo do angulo de fase para menores valores
de frequéncia, o que pode ser relacionado com as pequenas variacdes em Cpce observadas na
Tabela 8. Esses resultados sugerem que houve formacdo de produtos de corrosdo, 0s quais,
provavelmente, ndo apresentavam elevada condutividade.

Em comparacdo aos ensaios abidticos, € possivel observar na Tabela 8 que os valores
de R para o sistema ensaiado apds imersdo em meio contendo BRS foram, em sua maioria,
menores do que aqueles obtidos para 0s corpos de prova ensaiados ap0s exposi¢do ao meio
sem micro-organismos, em todos os tempos de ensaio realizados. Esse resultado confirma o
que foi visto nas Figuras 22 a 24, mostrando que o processo corrosivo foi acelerado com o
crescimento das BRS na superficie do corpo de prova (LIU et al., 2012). E interessante notar
que houve um decréscimo nos valores de Ry até 14 dias de exposicao, seguido de um pequeno
aumento no 21° dia de ensaio.

Os resultados da Figura 19 mostraram que ndo houve diferengas significativas no
nimero de bactérias sésseis quantificadas entre 7 e 21 dias de ensaio, sendo obtidos as
maiores concentracfes de BRS aderidas no aco nesse periodo de ensaio. Assim, é possivel
supor que o decréscimo no valor de Ry até 14 dias de exposi¢cdo se deva aos metabolitos
corrosivos produzidos pelas bactérias no biofilme. Esse fato, juntamente com os produtos de
corrosdo formados, pode ter promovido um aumento da espessura do biofilme no 21° dia de
ensaio, o que conferiu certa protecdo ao substrato, aumentando 0 Ry . Apds esse periodo,
porém, o numero de bactérias sésseis decresceu (Figura 19), expondo o substrato e
favorecendo a corrosdo. Nota-se também que, comparados aos ensaios abioticos, os valores de
Cpce aumentaram para os corpos de prova incubados na presenca de BRS. Do mesmo modo
como visto para Ry, 0 crescimento de Cpce com 0 tempo de exposi¢do seguiu uma ordem
irregular, dependendo da estabilidade do biofilme e do nimero de bactérias sésseis na
superficie.

Os resultados de EIE concordam com aqueles obtidos por Nguyen et al. (2008) e
Alabbas et al. (2013), segundo os quais, a diminui¢do de R € 0 aumento de Cpce indicam que

os produtos gerados pelas BRS, tais como SPE e ions sulfetos, podem ser adsorvidos na
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superficie do ago alterando, em conjunto com os produtos de corrosdo, as propriedades
eletroquimicas da interface metal/solucdo, tornando a superficie do metal mais propicia a

corroer.

3.1.3.3 Polarizagéo Potenciodindmica

As curvas de polarizagdo potenciodindmica, catodicas e anddicas, apresentadas na
Figura 27, foram obtidas para os corpos de prova de aco, em meio de dgua do mar sintética.
Estes corpos de prova foram previamente incubados no meio de cultura, na auséncia
(abidtico) e na presenca de BRS (bidtico, em diferentes tempos de ensaio. A Tabela 9 mostra
0s principais parametros eletroquimicos, tais como, potencial de corroséo (Ecorr), densidade de
corrente de corrosdo (lcorr), 0s coeficientes de Tafel, anodico (Ba) e catodico(P¢) e também a
taxa de corrosdo. Estes parametros foram obtidos através da extrapolacdo das retas de Tafel.

A Figura 27 mostra que os perfis das curvas de polarizagdo obtidas a partir de corpos
de prova previamente incubados em meio sem micro-organismo (ensaios abioticos) ndo
apresentaram variacOes significativas, sugerindo que os processos anodicos e catddicos nessas
condi¢des ndo mudaram significativamente com o tempo de exposicdo. Isso pode ser
confirmado pelos valores dos coeficientes de Tafel 3, e B. apresentados na Tabela 9, j& que
estes variaram pouco nos diferentes tempos de ensaio. Nesses casos, a Tabela 9 também néo

mostra variacOes significativas nos valores de lgor OU Ecorr, bem como na taxa de corroséo.



Figura 27 - Curvas de polarizacéo para o ago carbono 1020 em meio de 4gua do mar sintética - condic¢éo de ensaio: (A) tempo zero (duas horas
de imerséo); (B) 7 dias; (C) 14 dias; (D) 21 dias; (E) 28 dias; (F) 35 dias,na auséncia (abidtico) e presenca de BRS (bidtico) (Continua)
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Figura 27 - Curvas de polarizacéo para o ago carbono 1020 em meio de 4gua do mar sintética - condic¢éo de ensaio: (A) tempo zero (duas horas
de imersdo); (B) 7 dias; (C) 14 dias; (D) 21 dias; (E) 28 dias; (F) 35 dias,na auséncia (abidtico) e presenca de BRS (bidtico) (Concluséo)
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Fonte: O autor, 2015.
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Tabela 9 - Parametros eletroquimicos do a¢o carbono 1020 em meio de &gua do mar sintética
para todas as condigdes de ensaio, abidticos e bidticos

Ensaio Abidtico Ensaio Bidtico

Tempo ECOI’I’ Icorr Ba Bc Taxa corr ECOI’I’ Icorr Ba Taxa- corr
(dias) (V) (Alem®)  (Videc) (V/dec) (mmiano) (V)  (Alcm®)  (V/dec) (mm/ano)

0 -0,74 2,83x10° 0,053 0,145 6,46x10° -0,75 1,47x10° 0,042 3,19x10°
7 -0,78 2,45x10° 0,055 0,123 5,70x102 -0,78 2,24x10° 0,074 5,37x10%
14  -0,79 1,36x10°® 0,060 0,101 3,16x102 -0,87 2,45x10° 0,130 5,69x10*
21  -0,77 3,48x10° 0,057 0,122 8,10x10% -0,86 2,09x10° 0,129 4,88x10*
28  -0,77 2,78x10° 0,057 0,150 6,26x10% -0,85 1,55x10° 0,125 3,59x10*
35 -0,78 157x10° 0,050 0,100 3,65x10° -0,84 2,35x10° 0,123 5,46x10™

Fonte: O autor, 2015.

Os resultados de polarizacdo potenciodinamica sdo semelhantes ao obtido para os
ensaios de EIE, apesar destes ndo seguirem uma tendéncia regular, mantendo varia¢fes entre
os valores encontrados para Ry € Cpce quando comparados com I NOS diferentes tempos de
ensaio. Assim como os valores de Cpce nos ensaios de EIE, os valores de . € da taxa de
corrosdo variaram pouco para 0 corpo de prova incubado em meio sem micro-organismo,
evidenciando uma menor corrosdo nesta condicéo de ensaio.

Para os perfis das curvas de polarizacdo obtidas a partir dos corpos de prova
previamente incubados em meio contendo BRS também ndo ocorreram diferencas
significativas entre os tempos de ensaio (com excec¢do do ensaio no tempo zero, com duas
horas de imersdo), conforme observado na Figura 27 e também nos valores obtidos para o0s
coeficientes de Tafel B, e B exibidos na Tabela 9. Porém, comparando com o ensaio abidtico,
verifica-se que houve uma variacdo mais acentuada nos valores de B, e de B, sugerindo que
0S micro-organismos presentes no meio de incubacdo causaram alteragdes em ambas as semi-
reacOes eletroquimicas, catddicas e anodicas, acelerando o processo de corrosdo do ago
(PAULA, 2010). Esse resultado indica que, nas condigOes do presente estudo, o principal
processo anddico na presenca de BRS pode ser a formacdo do biofilme e de produtos de

corrosdo pouco estaveis na superficie do aco. Por outro lado, as variagdes catodicas podem ter
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ocorrido com base na despolarizacdo catddica e também com a presenca de sulfetos redutores
na superficie do aco (DUAN, et al, 2008). Nessa condicdo de ensaio, observa-se ainda um
deslocamento das curvas de polarizacdo para maiores valores de densidade de corrente,
gerando maiores valores de lcor € uma tendéncia do deslocamento de Ecqr para valores mais
negativos, conforme verificado na Tabela 9. Estes resultados confirmam que as BRS
favorecem a corrosdo do ago no meio estudado.

Os resultados obtidos a partir das curvas de polarizacéo sdo semelhantes as tendéncias
verificadas para os ensaios de EIE. Um aumento de I, foi observado até 14 dias de ensaio,
seguido por uma pequena redugdo em 21 e 28 dias e novamente aumentou em 35 dias, tal
como o comportamento evidenciado para os valores de Ry e Cpce nos ensaios de EIE.Os
maiores valores de densidade de corrente de corrosao apresentados na Tabela 9 foram obtidos
para o corpo de prova incubado com BRS, apds 14 e 35 dias de imersdo. Este resultado
concorda com aqueles obtidos nos ensaios de EIE, em que os ensaios com 14 e 35 dias
apresentaram os menores valores de R e maiores valores de Cpcg, em fungdo dos metabdlitos
corrosivos produzidos e da formacdo de produtos de corrosdo nessas condicfes, sugerindo
aceleracdo da corrosdo nestes tempos de ensaio.

Os resultados obtidos pelos ensaios de polarizagdo potenciodindmica na presente
dissertacdo confirmam o efeito corrosivo das BRS no ago carbono 1020. A atividade
metabdlica destas bactérias na superficie do aco gera biofilme e produtos de corrosdo que

contribuem para a aceleragdo do processo corrosivo.
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3.2 Ensaios com biocidas aplicados antes da formacéo do biofilme

O uso de biocidas é necessario para tentar impedir ou reduzir o crescimento dos micro-
organismos envolvidos na corrosdo microbiologica. Porém, a maioria dos biocidas comerciais
empregados possui a desvantagem de serem toxicos, causando danos ao meio ambiente. Por
isso, no presente trabalho foi avaliada a agdo de um biocida natural, o 6leo de alho ainda ndo
estudado em casos de corrosdo por BRS, em comparagdo com um biocida comercial, o
glutaraldeido, efetivo no controle de BRS, porém bastante toxico.

Nessa parte da dissertacdo, os biocidas foram aplicados in situ ao meio de cultura
contendo BRS e os corpos de prova de aco, sendo incubados por 7 dias para o crescimento
dos micro-organismos sobre a superficie do aco. Esse tempo de incubacdo foi escolhido por
ser 0 menor tempo em que se observou maior crescimento de BRS séssil. Estes ensaios
tiveram como objetivo verificar a capacidade dos produtos estudados de evitar ou dificultar a
formacéo de biofilme na superficie do aco.

Os resultados destes experimentos serdo apresentados em termos de crescimento
microbiano, andlise de MEV e ensaios eletroquimicos sempre comparados com aqueles
encontrados para 0 corpo de prova incubado por 7 dias em meio de cultura contendo BRS,

mas sem biocidas, sendo denominado de “controle”.

3.2.1 Avaliacdo do crescimento microbiano

A quantificacdo microbiana para as células de BRS sésseis, obtida a partir da técnica
do NMP, para os ensaios com biocidas aplicados antes da formacdo de biofilme com tempo
de incubacdo de 7 dias, em comparagdo com o ensaio controle, estd apresentada na Figura 28.

Em comparacdo com o ensaio controle, a presenca dos compostos estudados no meio
de crescimento diminuiu a quantidade de células sésseis no substrato de aco, indicando que

ambos podem ser aplicados como biocidas. Contudo, resultados diferentes foram obtidos para
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o produto comercial (glutaraldeido) e aquele proposto como “biocida verde” (6leo de alho).
Para o glutaraldeido ndo foi observado crescimento de células sésseis de BRS. Ja para o 6leo
de alho, a populacdo de BRS sésseis foi de 4,5x10% células/cm?, correspondendo a 30% de

reducao.

Figura 28 - Quantificacdo microbiana de células de BRS sésseis para 0s ensaios com biocidas,

aplicados antes da formacdo do biofilme, e para o ensaio controle
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Fonte: O autor, 2015.

Apesar de altamente eficiente, o biocida glutaraldeido é toxico ao meio ambiente,
principalmente para ecossistemas aquaticos (LEUNG, 2001; SANO et al, 2005; PEREIRA et
al., 2014). Desse modo, é necessario 0 emprego da menor concentracdo possivel desse
reagente para impedir o crescimento dos micro-organismos. Contudo, esse valor minimo
varia, dependendo se as células de BRS quantificadas sdo sésseis ou planct6nicas, bem como
o0 tempo de contato de atuacdo do biocida com o micro-organismo. Porém, a literatura
concorda que as células sésseis sdo sempre mais dificeis de remover e exigem maiores
concentracdes de glutaraldeido (GARDNER e STEWART, 2002; LAVANIA et al., 2011;
STRUCHTEMEYER et al., 2012; OCANDO et al., 2013).

Segundo Struchtemeyer et al. (2012), a concentracdo minima de glutaraldeido
necessaria para inibir o crescimento das células sésseis de uma cultura pura de D.

desulfuricans e de uma cultura enriquecida de BRS, foi de 200 mg L™ para as ambas culturas,
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para um tempo de contato de 28 dias. Os resultados encontrados por Gardner e Stewart (2002)
mostraram que, para as células sésseis, uma concentracdo de 500 mg L™ foi necesséria para
retardar a recuperacdo de biofilme em mais ou menos 3 dias. Ja Lavania et al. (2011)
mostraram que a concentracdo de 100 mg L™ de glutaraldeido, em um tratamento continuo
por 90 dias, foi ineficiente no controle de células de D. vulgaris e D. gigas, ndo havendo
reducdo significativa no crescimento das células sésseis. Na presente dissertacdo, a
concentracéo de 0,01 % m/v (100 mg L™) do biocida comercial durante 7 dias de imersdo foi
suficiente para inibir o crescimento e desenvolvimento das BRS na superficie metalica,
impedindo assim a formacéo de biofilme.

As variacOes encontradas na literatura entre concentracdo e tempo de contato,
necessarios para inibir o crescimento destes micro-organismos, podem estar relacionadas as
diferentes espécies de BRS estudadas, as quais podem reagir de forma diferente a acdo de um
mesmo biocida, aplicado em uma mesma concentragdo e pelo mesmo tempo. Sheng, Ting e
Pehkonen (2007) constataram esse efeito para o biocida 2-metil benzimidazol (MBI), aplicado
no controle de células de D. singaporenus e D. desulfuricans. O produto testado foi mais
eficaz para D. desulfuricans, devido ao fato da espécie D. singaporenus excretar maior
quantidade de SPE, conferindo protecdo extra a célula e resistindo a a¢do do biocida.

Os compostos extraidos do alho sdo bastante conhecidos por suas caracteristicas
antimicrobianas e bactericidas (BENKEBLIA, 2004; CANIZARES et al., 2004;
ZALEPUGIN et al., 2010) e por suas propriedades antioxidantes e de inibicdo de corrosao
(PEREIRA et al., 2012; AFIA et al. 2014). Porém, até o0 momento, ndo existem trabalhos na
literatura que discutam a acdo do alho e seus compostos no controle do crescimento das BRS.
Estudos realizados com outros produtos naturais, tais como extrato de folhas de Nim
(OCANDO et al., 2013), mostraram excelente atuacdo biocida, retardando a formacdo do
biofilme por 60h. Contudo, os autores verificaram perda de efetividade do produto apds
aproximadamente 72h de incubacdo, resultando inclusive em uma quantidade maior de
celulas sésseis do que a observada no meio sem biocida, apds 120h de ensaio.

Nos resultados do presente estudo, o 6leo de alho aplicado no meio conseguiu, ao fim
de 7 dias de incubacdo, reduzir o crescimento da populacdo de células de BRS aderidas ao
substrato em quase 2 ordens de grandeza, indicando seu potencial uso como agente biocida

natural para as BRS. Apesar das pesquisas sobre a acdo antimicrobica do alho ainda estarem
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em andamento, acredita-se que sua atividade esteja relacionada com o efeito de alguns de seus
compostos, como alicina, dissulfeto de dialila ou trissulfeto de dialila, devido suas agGes
bacteriostaticas e bactericidas (ZALEPUGIN et al., 2010). E importante lembrar, contudo,
que este produto mostrou-se bem menos eficiente do que o glutaraldeido durante o mesmo
tempo de experimento, embora tenha sido utilizado em maior concentracdo. Além disso,
muitos componentes especificos do alho sdo termicamente instaveis. Portanto, como o
processo de incubacdo foi realizado a 30°C por 7 dias, é possivel que tenha ocorrido

degradacéo desses componentes diminuindo a a¢do do produto.

3.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias apresentadas nas Figuras 29 e 30 foram obtidas ap6s 7 dias de
imersdo do corpo de prova em meio contendo BRS juntamente com os biocidas, 6leo de alho
ou glutaraldeido, a fim de dificultar a formacdo do biofilme. Sdo também mostradas
micrografias realizadas ap6s a remocéo do biofilme, visando verificar a condig&o final do ago.

A Figura 29A mostra a superficie do aco carbono apds 7 dias de experimento com a
adicdo do 6leo de alho no momento da inoculagdo do mesmo com a BRS, sendo possivel
verificar a formacdo de um aglomerado celular, mesmo com a adicdo do biocida proposto. Na
imagem com maior ampliacdo (Figura 29B) observa-se a presenca de células na forma de
cocos e bacilos, embora também haja, aparentemente, uma pelicula recobrindo o substrato,
provavelmente formado por compostos do alho, os quais tém conhecida agdo como inibidor
de corrosdo (AFIA et al., 2014; PEREIRA et al., 2012). Esses resultados sugerem que o efeito
de 30% de reducdo na quantificacdo das bactérias sésseis, verificado nas condicdes do ensaio
com o 6leo de alho (Figura 28), também pode ser resultante de uma dificuldade de ancoragem
e proliferacdo das BRS na superficie do aco, em fungéo da adsorcéo prévia destes compostos

de alho, dificultando a formacé&o do biofilme.



96

Figura 29 - Microscopia da superficie do ago carbono 1020 incubado em meio contendo 6leo
de alho por 7 dias. Biofilme com aumentos de 1000X (A) e 5000X (B). Superficie ap6s
remocao do biofilme, com aumentos de 1000X (C) e 5000X (D)
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Figura 30 - Microscopia da superficie do ago carbono 1020 incubado em meio contendo
glutaraldeido por 7 dias. Biofilme com aumentos de 1000X (A) e 5000X (B). Superficie apos
remocao do biofilme com aumentos de 1000X (C) e 5000X (D)
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Apo6s a remocdo do biofilme (Figuras 29C e 29D), o aspecto observado para a
superficie do aco foi diferente daquele obtido sem a adi¢do de biocidas (Figuras 20C e 20D),
uma vez que nao se verificou corrosdo localiza por pites, mas sim uma corrosao uniforme na
superficie. Esse resultado indica que o 6leo de alho, apesar de ter inibido apenas parcialmente
0 crescimento das BRS durante todo o periodo de ensaio, pode ter reduzido o processo
corrosivo do ago no meio estudado por ter agido também como um inibidor natural de
COITosé&o.

Na Figura 30A pode-se observar a superficie do aco carbono apds 7 dias de
experimento com a adicdo simultanea do indculo de BRS e glutaraldeido, sendo possivel
notar a formacdo de um filme e de poucos aglomerados. Lavania et al. (2011) também
observaram a formacdo de células na superficie do aco tratada com 100 mg L™ de
glutaraldeido. Quando a imagem foi ampliada (Figura 30B) foi possivel ver que esse filme era
pouco aderente a superficie do aco. Embora existam diferencas quanto a concentracdo
necessaria de glutaraldeido para inibir a formacdo de biofilmes, conforme discutido
anteriormente nesse texto, esse resultado esta préximo do esperado, ja que ndo foi observado
crescimento de BRS na presenca de glutaraldeido (Figura 28). Isso confirma a capacidade do
glutaraldeido em inibir a atividade superficial de BRS.

Apos a remocao do biofilme (Figuras 30C e 30D) foi possivel observar a presenca de
pequenos particulados na superficie, que podem ser produtos de corrosdo. Além disso, a
superficie estava trincada, provavelmente resultante de outras formas de corrosdo do aco no
meio estudado, decorrente das condicdes de realizacdo do presente estudo, isto é, elevada

concentracdo do glutaraldeido sob incubacdo a 30°C por 7 dias.

3.2.3 Ensaios eletroguimicos

3.2.3.1 Potencial de circuito aberto (OCP)

A Figura 31 exibe a variacdo do potencial de circuito aberto do ac¢o carbono 1020, em
meio de agua do mar sintética, para a condi¢do de ensaio com a adi¢do simultanea do inéculo

de BRS e os biocidas, portanto antes da formacéo de biofilme.
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Figura 31 - Variacdo do potencial de circuito aberto do ago carbono 1020, previamente
incubado em meio contendo BRS e o0s biocidas estudados, em meio de &gua do mar sintética
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Fonte: O autor, 2015.

A andlise da figura revela que para os ensaios realizados com aplicacdo de biocidas
houve um deslocamento do potencial de circuito aberto para valores mais negativos. Para o
6leo de alho o potencial atingiu o valor de -0,655 V e para o glutaraldeido -0,692 V.

Conforme discutido no item 3.1.3.1 dessa dissertacao, a formacao do biofilme desloca
os valores dos potenciais de circuito aberto do aco para valores mais positivos, essa variagdo
de potenciais é conhecida na literatura como “enobrecimento” (LITTLE, LEE e RAY, 2008;
ALABBAS et al., 2013; BHOLA et al., 2014). Analisando os resultados da Figura 31, a
adicdo de biocidas no momento da incubacdo evitou que ocorresse o fendmeno de
“enobrecimento” na superficie do ago, indicando reducdo ou auséncia de colonizacdo de
micro-organismos na superficie metalica. Esses resultados, portanto, concordam com aqueles
obtidos na quantificacdo microbiana, inclusive no que concerne a eficiéncia dos biocidas. Para
efeito de comparacdo, o potencial de circuito aberto do aco incubado por sete dias em meio
sem BRS é aproximadamente -0,720 V, proximo do valor encontrado para 0 ensaio com
glutaraldeido (-0,692 V).
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3.2.3.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

Os diagramas de Nyquist, Bode e fase para o0 aco carbono 1020 em meio de agua do
mar sintética, sdo apresentados na Figura 32. Os corpos de prova foram incubados no meio de
cultura contendo BRS e os biocidas estudados.

Na Figura 32A pode-se observar um aumento no tamanho dos arcos capacitivos no
diagrama de Nyquist para os ensaios realizados com a adicdo prévia dos biocidas, em
comparacdo ao ensaio na auséncia destes (controle). Esse aumento nos arcos capacitivos
sugere que ambos os biocidas, por diminuirem a quantidade de células sésseis na superficie,
reduziram também o processo de corrosdo do aco carbono. E interessante notar que o arco
capacitivo para 0 aco em meio contendo o éleo de alho apresentou maior didametro do que
aquele observado em meio contendo glutaraldeido, apesar do dleo de alho ndo ter inibido
completamente o crescimento das BRS. Conforme mencionado, os compostos extraidos do
alho, seja como 6leo ou como extrato aquoso de sua casca, tém conhecida acdo como inibidor
de corrosdo (PEREIRA et al., 2012; AFIA et al., 2014). Logo, os resultados obtidos se devem,
provavelmente, ndo apenas pela acdo biocida destes compostos, mas também pela formacéo
da pelicula inibidora de corrosdo, que se aderiu a superficie do aco, conforme verificado nas
Figuras 29A e 29B, protegendo o metal da corrosao.

No gréafico de Bode, Figura 32B, observa-se um aumento nos valores de modulo de Z
para 0S ensaios com biocidas, quando comparado ao ensaio controle, embora ndo haja
diferengas entre a agdo dos dois biocidas. Adicionalmente, no diagrama de fase da Figura
32C, pode ser notado um ligeiro deslocamento do angulo de fase para maiores valores de
frequéncias. Estes resultados sugerem, portanto, um efeito de reducdo da corrosdo por BRS,

através da adicdo dos biocidas.



Figura 32 - Diagramas de Nyquist (A), Bode (B) e Fase (C) para o a¢o carbono 1020,

biocidas estudados, em meio de 4gua do mar sintética

Fonte: O autor, 2015.
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Os resultados de EIE para os ensaios com biocidas, aplicados antes da formacéo do
biofilme, também foram simulados com o mesmo modelo de circuito simples anteriormente
apresentado na Figura 25A. Os valores de Ry e de Cpcg, obtidos ap6s a simulacdo dos dados

de EIE, estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de R e de Cpce obtidos a partir da simulagdo dos dados de EIE para o
aco carbono 1020, previamente incubado em meio contendo BRS e os biocidas estudados, em

meio de 4gua do mar sintética, usando o circuito equivalente da Figura 25A

Re Ric Coce N
Q) (Q cm?) (uF cm )

Controle 3,49 744 1,67x107 0,711

Oleo de alho 4,43 900 4,76x10° 0,723

Glutaraldeido 6,41 803 6,43x10° 0,781

Fonte: O autor, 2015.

Pode ser observado na Tabela 10 que, comparado com o ensaio controle, os valores de
Ric aumentaram e os valores de Cpce diminuiram na presenca dos biocidas, comprovando que
0 processo corrosivo foi reduzido nessas condigdes. Os valores obtidos para ambos 0s
parametros estdo proximos daqueles verificados para os ensaios com aco incubado na
auséncia de micro-organismos (ensaio abidtico, Tabela 8). O maior valor de Ry € menor valor
de Cpce foram obtidos para o ensaio na presenca de 6leo de alho, confirmando o que foi visto
nos diagramas de EIE da Figura 32 e sendo relacionado ao somatério do efeito biocida com o
efeito de inibicdo de corrosdo desse produto, conforme discutido anteriormente.

Para o0 ensaio realizado com o biocida glutaraldeido, os valores de Ry e de Cpce
também aumentaram e diminuiram, respectivamente, quando comparados aos valores de Ry e
de Cpce encontrados para 0 ensaio controle, demonstrando que 0 processo corrosivo também
foi reduzido. Nesse caso, porém, a reducdo da corroséo ocorreu apenas devido a inibi¢ao do
crescimento das BRS.

E importante ressaltar que o decréscimo de Cpce e 0 deslocamento dos angulos de fase

para maiores valores de frequéncia, com ambos os biocidas, podem ser relacionados com a
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ndo formacdo de biofilme e com a presenca de um produto de corrosdo (ou filme/pelicula
protetor) pouco condutor na superficie do aco, o que dificultou o processo de transferéncia de
carga (BAYOUDH et al., 2008).

3.2.3.3 Polarizagéo Potenciodindmica

A Figura 33A apresenta as curvas de polarizagdo potenciodindmica catodicas e
anodicas em toda a faixa de potencial estudado (-1 a +1 V), para o ago carbono 1020 em meio
de &4gua do mar sintética, nos ensaios em que 0s biocidas testados foram aplicados antes da
formacéo do biofilme. A Figura 33B mostra essas curvas ampliadas na regido em que é valida
a andlise de Tafel, para melhor visualizagdo. Os principais parametros eletroquimicos obtidos
através da extrapolacdo das retas de Tafel, tais como o potencial de corrosdo (Ecor), densidade
de corrente de corrosdo (lcorr), 0S coeficientes de Tafel anddico (B,) e catddico (Bc), e também

a taxa de corrosao (taxacorr) S80 mostrados na Tabela 11.

Figura 33 — A: Curvas de polarizacao para o ago carbono 1020 em meio de dgua do mar
sintética, para os ensaios em que o0s biocidas foram aplicados antes da formacéo do biofilme.

B: Ampliacdo das curvas de polarizacdo na regido de Tafel (Continua)
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Figura 33 — A: Curvas de polarizagdo para o ago carbono 1020 em meio de agua do mar
sintética, para os ensaios em que os biocidas foram aplicados antes da formac&o do biofilme.

B: Ampliacdo das curvas na regido de Tafel (Conclusao)
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Fonte: O autor, 2015.

Tabela 11 - Parametros eletroquimicos do ago carbono 1020 em meio de agua do mar sintética

para ensaios em que os biocidas foram aplicados antes da formacao do biofilme

Ecorr lcorr Ba Be Taxacor
V) (Alem?) (Videc)  (Videc)  (mm/ano)
Controle -0,78 2,24x10° 0,074 0,077 5,37x10°
Oleo de alho -0,77 1,06x10°® 0,068 0,068 2,64x10°
Glutaraldeido -0,77 2,32x10° 0,066 0,092 5,40x107

Fonte: O autor, 2015.

Observa-se nas Figuras 33A e 33B que as curvas de polarizacdo dos ensaios com
biocidas ndo se comportaram de modo muito diferente daquelas obtidas para a condicdo
controle. Embora haja apenas uma pequena varia¢do das constantes de Tafel apresentadas na
Tabela 11, o decréscimo dos valores de 3, com a adi¢do dos biocidas sugere que ambos atuam

no ramo catodico, embora os valores obtidos ainda estejam distantes daquele verificado para o
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aco nu incubado por 7 dias sem BRS (B, = 0,055 V/dec). Contudo, apenas o glutaraldeido
pareceu afetar a reacdo catddica, aumentando [ para valores razoavelmente proximos aqueles
observados para 0 aco incubado em meio sem micro-organismo, conforme verificado na
Tabela 9. Desse modo, o biocida glutaraldeido pode também evitar ou diminuir o processo da
despolarizacéo catodica e/ou a formagéo de sulfetos que favorecam as rea¢Ges de reducdo na
superficie do aco (DUAN et al., 2008).

No ensaio realizado na presenca de 6leo de alho o deslocamento de Ecor para um valor
mais positivo ndo foi significativo, porém ocorreu um pequeno decréscimo nos valores de
lcorr, DEM como da taxa de corrosdo, sugerindo que este biocida dificultou a formacéo do
biofilme e/ou de produto de corrosao instavel. Este resultado pode ser explicado por sua acéo
biocida e pela formacdo de uma pelicula superficial, a qual atua modificando a reacdo de
dissolucdo do metal, retardando a corrosdo (PEREIRA et al.,, 2012). Este mesmo
comportamento foi verificado na presenca do glutaraldeido em relacéo a variacdo do Ecor do
aco. Porém, nesse caso, 0s valores de I.or € da taxa de corrosdo aumentaram ligeiramente em
relacdo a condicdo controle, provavelmente porque o glutaraldeido nao tem efeito de inibidor
de corrosdo, como acontece com o 6leo de alho. Esse fato pode estar relacionado com as
trincas superficiais observadas por microscopia (Figuras 30C e 30D). Assim, a contribuigéo
para a diminuicdo do processo corrosivo com a adi¢cdo deste biocida ao meio de cultura foi
apenas pela inibicdo do crescimento das BRS, o que impediu a formacdo de um biofilme na
superficie.

Os resultados obtidos a partir das curvas de polarizagdo ndo confirmam totalmente as
tendéncias verificadas para os ensaios de EIE. Isso pode indicar que a acdo dos biocidas no
processo de corrosdo microbioldgica do aco, quando estes sdo inseridos antes da formacédo do
biofilme, pode depender do potencial aplicado. Nos ensaios de EIE, o eletrodo estd em
potencial de circuito aberto, enquanto que 0 Il € determinado pela extrapolacdo de Tafel, a
partir de curvas de polarizacdo obtidas de experimentos em que o0s eletrodos estdo

polarizados.
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3.3 Ensaios com biocidas aplicados ap6s a formacéo do biofilme

Em muitas ocasifes, ndo € possivel aplicar o biocida antes de notar que a CMI
ocorreu. Ainda assim, é necessario o uso de biocidas para evitar que maior degradacdo do
material ocorra. Desse modo, serdo agora apresentados os resultados de crescimento
microbiano, analise de MEV e ensaios eletroquimicos, obtidos para 0s ensaios realizados com
a aplicacdo de biocidas depois de formado o biofilme, por dois tempos de contato 24h e 7
dias. A &gua do mar foi utilizada em substituicdo ao meio de cultura para simular um meio

isento de fonte de carbono.

3.3.1 Tempo de contato de 24 horas

3.3.1.1 Avaliagéo do crescimento microbiano

A quantificacdo microbiana para BRS sésseis, obtida através da técnica do NMP, para
0s ensaios com biocidas aplicados apés a formacédo de biofilme por um tempo de contato de
24 horas, em compara¢do com 0 ensaio controle, esta apresentada na Figura 34.

Os estudos realizados com a aplicacdo do Gleo de alho a agua do mar, onde estava
imerso 0 aco com biofilme ja formado, por um tempo de contato de 24 horas, reduziu a
populacdo de BRS em uma ordem de grandeza (19%), demonstrando um baixo efeito
bactericida. Considerando que a atuacdo do 6leo de alho na reducdo das células sésseis de
BRS envolve também a adsorcao superficial de seus compostos sobre o metal, os resultados
sugerem que a adsorcdo destes compostos sobre o biofilme ja formado nédo teriam o mesmo
efeito verificado anteriormente (Ensaios com biocidas aplicados antes da formacdo do

biofilme).
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Figura 34 - Quantificacdo microbiana para ensaios em que os biocidas foram aplicados apés a

formagé&o do biofilme, por um tempo de contato de 24 horas
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Fonte: O autor, 2015.

Ja& o glutaraldeido apresentou uma redugcdo de 73% da populacdo de BRS,
confirmando a eficacia deste biocida em eliminar células de BRS ja estabelecidas em um
biofilme. Rege e Sand (1998) utilizaram glutaraldeido, também na concentracao de 100 mg L
! e tempo de contato de 24h, no tratamento de biofilmes de BRS ja estabelecidos. Porém, nas
condigcdes do estudo desses autores, em que 0s biocidas foram aplicados em biofilmes
formados de 10 semanas, a populacdo bacteriana s6 foi reduzida em 30%. Melhores
resultados sé foram encontrados quando os autores utilizaram uma maior concentracdo, 500
mg L™, por um tempo de contato de 7 dias. Mais uma vez, a diferenca pode ser
provavelmente explicada pela espécie de BRS estudada (SHENG, TING e PEHKONEN,
2007).

3.3.1.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias apresentadas nas Figuras 35 e 36 foram obtidas para a condicdo de

ensaio em que os biocidas foram aplicados depois de formado o biofilme, em um tempo de
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contato de 24 horas. A fim de verificar um possivel ataque ao substrato, sdo também

mostradas micrografias realizadas ap6s a remocéo do biofilme.

Figura 35 - Microscopia da superficie do aco carbono 1020 em que o 6leo de alho foi aplicado
ao meio depois da formacdo de biofilme, por um tempo de contato de 24 horas. Biofilme com

aumentos de 1000X (A) e 5000X (B). Superficie apds remocéo do biofilme com aumentos de

1000X(C) e 5000X (D)
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Figura 36 - Microscopia da superficie do aco carbono 1020 em que o glutaraldeido foi

aplicado ao meio depois da formacéo de biofilme, por um tempo de contato de 24 horas.

Biofilme com aumentos de 1000X (A) e 5000X (B). Superficie apos remocdao do biofilme
com aumentos de 1000X(C) e 5000X (D)
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Observando a Figura 35A, para a superficie do aco carbono previamente coberta com
biofilme e exposta por 24 horas ao meio contendo agua do mar e 6leo de alho, foi possivel
notar que a superficie do aco estava quase toda coberta por uma pelicula razoavelmente
homogénea, provavelmente devido aos compostos de alho adsorvidos sobre o biofilme.
Contudo, alguns clusters (aglomerados) também podem ser observados, como identificado na
figura. Na maior ampliagdo (Figura 35 B) nota-se a presenca de BRS por baixo de uma
pelicula. Este resultado demonstra que apesar da pequena reducdo da populacdo de BRS
sésseis, 0 Oleo de alho aplicado nessas condi¢cfes pode ter interagido com a superficie do ago
através da adsorcao de seus compostos sobre o biofilme ja formado.

Ap6s a remocdo do biofilme (Figuras 35C e 35D) foi possivel observar a presenca de
corrosdo uniforme e também corroséo localizada alveolar (formacdo de sulcos arredondados
de pequena profundidade), associadas ao crescimento microbiano na superficie, ja que o 6leo
de alho aplicado ao sistema por um tempo de contato de 24 horas, aparentemente evitou a
aceleracao do processo corrosivo.

As Figuras 36A e 36B, referentes aos ensaios em que o biofilme ja formado € exposto
por 24 horas ao meio de dgua do mar artificial contendo glutaraldeido, exibem a presenca de
um filme nd&o homogéneo e trincado, contendo poucos aglomerados celulares sobre a
superficie do aco, embora células de BRS ainda possam ser vistas na maior ampliagéo (Figura
36B). Este resultado sugere que o glutaraldeido foi capaz de quebrar, mas ndo de remover 0
biofilme formado. O glutaraldeido, também usado como fixador celular para microscopia tem
efeito endurecedor sobre o biofilme ja formado, causando perda de flexibilidade e trincamento
deste. Assim, pode ter causado reducdo no nimero de bactérias sésseis, mas nao removeu 0
biofilme.

Apds a remocao do biofilme com solucdo de Clark (Figuras 36C e 36D) foi observada
a presenca de corrosdo uniforme e localizada alveolar, neste caso também relacionadas com o
crescimento prévio das BRS na superficie do metal. O glutaraldeido aplicado para esta
condig@o de ensaio (tempo de contato de 24 horas) pareceu nao intensificar a corrosdo da

superficie do aco.
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3.3.1.3 Ensaios eletroquimicos

3.3.1.3.1 Potencial de circuito aberto (OCP)

A Figura 37 exibe a variagdo do potencial de circuito aberto do aco carbono 1020, em
meio de agua do mar sintética, para a condicdo de ensaio em que o0s biocidas foram aplicados

apos a formacéo de biofilmes, com tempo de contato de 24 horas.

Figura 37 - Variacdo do potencial de circuito aberto do ago carbono 1020 em meio de 4gua do
mar sintética para os ensaios em que os biocidas foram aplicados ao meio depois da formacao

do biofilme, por um tempo de contato de 24 horas

-0,63 —
-0,64 4
< 20,65 -
(%}
e
o 0,66
>
o
O
O -0,67
-0,68
0,69 . . 7 . .
BRS Oleo de alho Glutaraldeido
Amostras

Fonte: O autor, 2015.

Para estes ensaios, o potencial de circuito aberto também foi deslocado para valores
mais negativos, similar ao que foi observado na Figura 31, em que os biocidas foram
aplicados antes da formacéo do biofilme. Para o ensaio com o 6leo de alho, o potencial de
circuito aberto do eletrodo de ago atingiu o valor de -0,664V e para 0 ensaio contendo
glutaraldeido, o potencial do eletrodo medido foi -0,685V. Em ambos 0s casos, as mudangas
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nos valores de potencial de circuito aberto sugerem possiveis alteragdes na superficie
aco/biofilme na presenca dos biocidas.

3.3.1.3.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

Os diagramas de Nyquist, Bode e fase para 0 ago carbono 1020, em meio de agua do
mar sintética, para 0s ensaios em que os biocidas foram aplicados ao meio ap6s a formacéo de
biofilme, usando um tempo de contato de 24 horas, séo apresentados na Figura 38.

Observa-se, nos diagramas de Nyquist (Figura 38A), que a adicdo por 24h dos
produtos testados aos corpos de prova com os biofilmes ja formados apresentaram pequenas
variagcdes no tamanho dos arcos capacitivos, em relacdo ao ensaio na auséncia destes. Por
outro lado, ha uma maior variacdo dos arcos em relacdo ao eixo imaginario (-Z”), que esta
relacionado com a capacitancia da dupla camada (Cpcg), principalmente para o ensaio
realizado em presenca de 6leo de alho. Embora menos evidentes no diagrama de Bode (Figura
38B), algumas varia¢fes mais interessantes podem também ser observadas no diagrama de
fase (Figura 38C), nos ensaios com a adi¢do dos biocidas.

Para 0 ensaio com adi¢do do 6leo de alho, o valor maximo do angulo de fase foi
deslocado para menores valores de frequéncias. Isso pode significar que o 6leo de alho pode
ter se aderido ao biofilme ja formado, originando um produto com caracteristica mais
condutora do que o proprio biofilme. De fato, a Figura 35A mostra que o 6leo de alho
aparentemente se aderiu ao biofilme ja formado, contribuindo para o aumento do arco
capacitivo no eixo imaginario observado na Figura 38A.

No caso do glutaraldeido verifica-se, também no diagrama de fase, a presenca de mais
de uma constante de tempo, com um primeiro maximo em medias frequéncias e um segundo
maximo em baixas frequéncias. Nesse caso, 0 efeito biocida reduziu o nimero de bactérias
sésseis, sem remover o biofilme, conforme observado na Figura 36. Em ambos o0s casos, estas
variacgoes, juntamente com as micrografias e os valores de OCP, comprovam que mudancas
na superficie aco/biofilme podem ter ocorrido com a adicdo dos biocidas ao meio apds a
formacéo do biofilme.
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Figura 38 - Diagramas de Nyquist (A), Bode (B) e Fase (C) para 0 ago carbono 1020 em meio de 4gua do mar sintética para 0s ensaios em que 0s

biocidas foram aplicados ao meio ap6s a formacéo do biofilme, por um tempo de contato de 24 horas

Fonte: O autor, 2015.
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A Tabela 12 mostra os valores para os dados de EIE simulados para 0s ensaios com
biocidas adicionados a agua do mar sintética depois de formado o biofilme, por um tempo de
contato de 24 horas. Os dados de EIE para o 6leo de alho foram simulados com o circuito
simples, apresentado na Figura 25A. Como, para o glutaraldeido, notou-se a presenca de mais
de uma constante de tempo, o circuito utilizado para simular os dados de EIE neste caso foi 0
mesmo apresentado na Figura 26A.

Tabela 12 - Valores de Ry e de Cpce obtidos a partir da simulacdo dos dados de EIE do aco
carbono 1020 para os ensaios em que os biocidas foram aplicados apds a formacdo do
biofilme por um tempo de contato de 24 horas, em meio de agua do mar sintética, usando o

circuito equivalente das Figuras 25A (6leo de alho) e 26A (glutaraldeido)

Re Ric Cbce N
(Q) (Q cm?) (uF cm )
Controle 3,49 744 1,67x107 0,711
Oleo de alho 7,21 811 2,90x10% 0,840
Glutaraldeido 4,08 819 1,33x10% 0,663

R¢= 204 Coces = 3,17x10° N¢ = 0,793

Fonte: O autor, 2015.

Analisando a Tabela 12, verifica-se que houve um pequeno aumento no valor de R
para o sistema aco/biofilme imerso no meio corrosivo contendo 6leo de alho. Provavelmente,
a adesdo dos compostos do alho na superficie do biofilme dificultou o processo de
transferéncia de carga, principalmente em fungédo da acdo do biocida proposto como inibidor
de corrosdo, pois o decréscimo da proliferacdo das bactérias sésseis durante 24h de ensaio foi
muito pequeno. Por outro lado, nota-se que houve um pequeno aumento em Cpcg, 0 que pode
ser relacionado com os resultados observados no diagrama de fase e com o tipo do filme final
formado. Sendo esse filme condutor e poroso, provavelmente ndo impedira a continuidade do
processo corrosivo do metal no meio de 4gua do mar artificial, conforme pode ser visto nas
microscopias apresentadas nas Figuras 35 C e 35D. Assim, com base nesses resultados e nos

pequenos valores de reducdo das bactérias sésseis encontrados na quantificagdo microbiana, é
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possivel sugerir que a adi¢do do 6leo de alho ao meio corrosivo estudado ap6s o biofilme ter
se estabelecido na superficie, pode ndo ser uma alternativa interessante, apesar de

ambientalmente nao agressiva, para o controle da corrosdo por BRS ja existente.

Por outro lado, para o sistema aco/biofilme imerso no meio contendo glutaraldeido por
24h, observa-se que o valor de R, aumentou em comparagdo com o ensaio sem a adi¢do deste
biocida. Esse resultado, juntamente com um pequeno decréscimo no valor de Cpce € &
presenca de duas constantes de tempo (a segunda, em altas frequéncias, aqui denominada por
Rt Cpcer) pode indicar que o glutaraldeido contribuiu realmente para a redu¢do no nimero de
bactérias sesseis, favorecendo, a diminuicdo da corrosdo do substrato. Esse resultado
concorda com os resultados de quantificacdo (Figura 34) e de microscopia eletronica de

varredura (Figura 36).

3.3.1.3.3 Polarizagdo Potenciodindmica

As curvas de polarizacdo potenciodinamica do aco carbono 1020 em meio de dgua do
mar sintética, para 0s ensaios em que os biocidas foram aplicados ao meio ap6s a formacéo de
biofilme, por um tempo de contato de 24 horas, sdo apresentadas na Figura 39A em toda a
faixa de potencial estudado (-1 a +1V). A ampliacdo dessas curvas na regido em que é valida
a analise de Tafel esta ilustrada na Figura 39B. Os principais parametros eletroquimicos, tais
como potencial de corrosdo (Ecorr), densidade de corrente de corrosdo (lcorr), 0s coeficientes de
Tafel, anddico (B,) e catodico (Bc), e também a taxa de corrosao (taxa corr), S80 mostrados na
Tabela 13.

Nas Figuras 39A e 39B pode-se notar que as curvas de polarizacdo do substrato de ago
no ensaio em que o biocida éleo de alho foi adicionado ao meio, depois da formacdo de
biofilme, comportaram-se de modo diferente, quando comparadas com 0 ensaio controle.
Houve um deslocamento dos potenciais de corrosdo do substrato para valores mais negativos
e a curva esta deslocada para maiores valores de corrente. Esse fato sugere que um processo
mais acentuado de corroséo pode ter ocorrido nessas condigdes, conforme também verificado

nos ensaios de EIE.



Figura 39 — A: Curvas de polarizagdo para o aco carbono 1020 em meio de agua do mar
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sintética para os ensaios em que os biocidas foram aplicados ao meio depois da formacao do

biofilme, por um tempo de contato de 24 horas. B: Ampliagéo das curvas de polarizacéo na

regido de Tafel

Fonte: O autor, 2015.
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Por outro lado, ndo foi verificado na curva relativa ao ensaio com glutaraldeido, a
presenca do pequeno patamar de corrente anddica observado na curva do ago nas condicoes
do ensaio controle e do ensaio contendo 6leo de alho. Esse patamar € provavelmente
decorrente da formacéo de produtos de corrosdo na superficie do eletrodo. No caso da curva

do aco no meio contendo glutaraldeido, no entanto, ocorreu a dissolugéo ativa do metal.

Tabela 13 - Pardmetros eletroquimicos do aco carbono 1020 em meio de agua do mar sintética
para ensaios em que os biocidas foram aplicados ao meio depois da formacgéo do biofilme, por

um tempo de contato de 24 horas

Ecorr leorr(Alcm?) Ba(V/dec)  Pc(V/dec)  Taxa cor

V) (mm/ano)

Controle -0,78 2,24x10° 0,074 0,077 5,37x10°
Oleodealho  -0,83 4,35x10°® 0,108 0,069 1,01x10™
Glutaraldeido  -0,76 1,68x10° 0,060 0,074 3,91x10°

Fonte: O autor, 2015.

Analisando as constantes de Tafel na Tabela 13, pode-se observar que o valor de B,
para ensaio com 6leo de alho aumentou significativamente, chegando a valores préximos dos
ensaios com BRS em maiores tempos de incubacdo (Tabela 9). Isto comprova que a adeséo
deste composto ao biofilme ja formado originou um filme que contribuiu para acelerar o
processo corrosivo, conforme discutido anteriormente para os ensaios de EIE. A Tabela 13
também mostra que, conforme esperado, os valores de I € da taxa de corrosdo aumentaram
e 0 valor de Eo foi deslocado para valores mais negativos, o que confirma a intensificagcdo
da corroséo.

Comportamento diferente foi observado para o sistema aco/biofilme em meio
contendo glutaraldeido, por 24h. Nesse caso, a constante de Tafel 3, diminuiu um pouco,
ficando mais proximos dos valores verificados para 0 aco nessas condi¢des (Tabela 9). Por
outro lado, B. praticamente ndo se alterou, mostrando que, nessas condigdes, ndo houve
influéncia do biocida na reacdo catddica. Os valores de lcor € da taxa de corrosdo obtidos na

presenca deste biocida diminuiram em relacdo ao controle, e o valor de Eco foi deslocado,
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embora ndo significativamente, para valores mais positivos. Estes resultados mostram que o
glutaraldeido pode ter evitado a evolugcdo do processo corrosivo através da redugdo da
populacdo de BRS sésseis, corroborando os resultados de EIE e as analises microscopicas.
Estes resultados confirmam também que o biocida glutaraldeido, adicionado apés a formacéo
de biofilme, demonstrou evitar aceleracdo do processo corrosivo do a¢o quando aplicado, por
24h ao meio corrosivo.

Esses resultados indicam que apenas o glutaraldeido poderia ser util para o decréscimo
das células sesseis e reducdo da CMI, ao ser aplicado por um tempo de 24h apds a formacéo
do biofilme. Embora o 6leo de alho também consiga reduzir as células sésseis, isso ocorre em
propor¢do muito menor que o glutaraldeido. Além disso, esse biocida favorece a formagéo de

um filme mais condutor na superficie do aco, contribuindo para acelerar a corrosao.

3.3.2 Tempo de contato de 7 dias

3.3.2.1 Avaliacdo do crescimento microbiano

A quantificagdo microbiana para as células de BRS sésseis, obtida através da técnica
do NMP, para os ensaios com biocidas aplicados ap6s a formacédo de biofilme por um tempo
de contato de 7 dias, em comparacdo com o ensaio controle, estd apresentada na Figura 40.

Pode-se observar na Figura 40 que valores menores de células sésseis de BRS, quando
comparados com o controle, foram encontrados apos a aplicacdo dos biocidas por um tempo
de contato de 7 dias. Uma reducdo de 36 % foi obtida no meio contendo 6leo de alho,
enquanto que para o glutaraldeido ndo foi observado crescimento de BRS sesseis. Esse
resultado sugere que um aumento do tempo de contato poderia ser eficaz para a reducdo da

populacdo bacteriana na superficie do aco.
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Figura 40 - Quantificacdo microbiana para ensaios em que os biocidas foram aplicados apds a

formagéo do biofilme, por um tempo de contato de 7dias.
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Fonte: O autor, 2015.

Contudo, é importante ressaltar que, nesse caso, 0s resultados obtidos para a
quantificacdo da populacdo de BRS podem estar associados ndo s6 com o efeito dos biocidas
sobre o biofilme, mas também com a estarvacdo dos nutrientes, ja que o meio utilizado nestes
ensaios (agua do mar sintética) era pobre em nutrientes e o tempo de ensaio foi elevado
(QUEIROZ, 2015). Para uma conclusdo mais detalhada, esses resultados serdo comparados

com aqgueles encontrados nos ensaios eletroquimicos e de MEV.

3.3.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens apresentadas nas Figuras 41 e 42 mostram as micrografias obtidas para os
ensaios em que os biocidas foram aplicados depois de formado o biofilme, em um tempo de
contato de 7 dias. A fim de verificar um possivel ataque ao substrato, sdo também mostradas

micrografias realizadas ap6s a remoc¢éo do biofilme.
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Figura 41 - Microscopia da superficie do aco carbono 1020 em que o 6leo de alho foi aplicado

ao meio depois da formacdo de biofilme, por um tempo de contato de 7 dias. Biofilme com

aumentos de 1000X (A) e 5000X (B). Superficie apds remocéo do biofilme com aumentos de

1000X(C) e 5000X (D)
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Figura 42 - Microscopia da superficie do ago carbono 1020 em que o glutaraldeido foi
aplicado ao meio depois da formacéo de biofilme, por um tempo de contato de 7 dias.
Biofilme com aumentos de 1000X (A) e 5000X (B). Superficie apos remocdao do biofilme
com aumentos de 1000X(C) e 5000X (D)
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A superficie do ago carbono previamente coberta com biofilme, exposta por 7 dias ao
meio contendo &gua do mar e 6leo de alho (Figura 41A) exibe uma intensa aglomeracdo
celular que parece estar distribuida em praticamente toda a superficie do corpo de prova. Na
maior ampliacdo (Figura 41B) observa-se a presenca das BRS, bem como flocos que
provavelmente se devem a formacéo de SPE. Essas imagens sdo muito semelhantes aquelas
obtidas para o micro-organismo crescido por 7 dias, sem a presenca de biocidas (Figuras 20A
e 20B), embora a superficie pareca estar mais homogeneamente recoberta no presente
experimento. Este resultado demonstra que apesar do decréscimo de células viaveis
quantificadas na superficie do aco, aparentemente, o 6leo de alho ndo modificou a superficie
aco/biofilme, ndo sendo observada formacao de pelicula protetora.

Apdbs a remocdo do biofilme (Figuras 41C e 41D), foi possivel observar corrosdo
localizada por pites na superficie do aco, provavelmente originada pelo crescimento do micro-
organismo, embora corrosdo uniforme também seja verificada. Assim, a exposi¢do do sistema
ao meio contendo 6leo de alho por 7 dias aparentemente ndo evitou que 0 processo COrrosivo
continuasse ocorrendo.

Observando agora as Figuras 42A e 42B, referentes aos ensaios em que o biofilme ja
formado é exposto por 7 dias ao meio contendo glutaraldeido, pode-se notar a presenca de
biofilme, porém com menos células de BRS visiveis e distribuidas de forma mais dispersa
sobre a superficie do aco. Esse resultado sugere que o glutaraldeido, durante o periodo de
exposicdo, pode ter contribuido para o endurecimento e modificacdo da estrutura final do
biofilme/produto de corrosdo, e ndo sé para a eliminacdo das bactérias. Esse processo, porém,
pode influir diretamente no processo corrosivo do metal.

Apoés a remocdo do biofilme com solucdo de Clark, nova micrografia foi obtida
(Figuras 42C e 43D), sendo observada a presenca de pites, caracterizando o processo de
corrosdo localizada. Esse processo foi intensificado pela formacéo prévia do biofilme de BRS,
bem como pela exposi¢do prolongada do corpo de prova com o meio de agua do mar sintética
contendo o glutaraldeido. Corroséo uniforme também pode ser notada.



3.3.2.3 Ensaios eletroquimicos

3.3.2.3.1 Potencial de circuito aberto (OCP)
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A Figura 43 exibe a variagdo do potencial de circuito aberto do aco carbono 1020, em

meio de &gua do mar sintética para a condicdo de ensaio em que os biocidas foram aplicados

apos a formacéo de biofilmes, com tempo de contato de 7 dias.

Para os ensaios realizados com aplicacdo de biocidas por 7 dias apds o biofilme

formado, ocorreu um deslocamento do potencial de circuito aberto para valores mais

negativos. Para o ensaio com 0leo de alho, o potencial atingiu o valor de -0,652V enquanto

que para o ensaio contendo glutaraldeido, um valor de -0,684V foi obtido. Estes valores

ficaram proximos aqueles obtidos para 24h de exposicdo do sistema aco/biofilme aos

respectivos biocidas (Figura 37), sugerindo que as modificagcbes anteriormente ocorridas na

superficie aco/biofilme com a exposi¢édo aos biocidas por 24h continuam ocorrendo.

Figura 43 - Variacdo do potencial de circuito aberto do ago carbono 1020 em meio de 4gua do

mar sintética para 0s ensaios em que os biocidas foram aplicados ao meio depois da formacéo

do biofilme, por um tempo de contato de 7 dias
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Fonte: O autor, 2015.
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3.3.2.3.2 Espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE)

Os diagramas de Nyquist, Bode e fase para o0 aco carbono 1020 em meio de agua do
mar sintética, para os ensaios em que os biocidas foram aplicados ao meio apos a formacgéo de
biofilme, por um tempo de contato de 7 dias, sdo apresentados na Figura 44.

Observando o digrama de Nyquist (Figura 44A), € possivel notar que o tamanho do
arco capacitivo obtido para o ensaio em meio contendo Oleo de alho diminuiu, quando
comparado com 0 arco capacitivo encontrado na auséncia do mesmo. Este resultado é
comprovado pelo menor valor do médulo de Z, no diagrama de Bode (Figura 44B) e pelo
deslocamento do maximo de angulo de fase para menores frequéncias (Figura 44C) para 0s
experimentos realizados nessa condicdo. Neste caso, 0 processo corrosivo pode ter sido
acelerado porque, além do periodo de imersdo por 7 dias do corpo de prova no meio de
cultura contendo BRS (para que o biofilme fosse formado), o sistema ficou em contato com a
agua do mar adicionada do 6leo de alho por mais 7 dias. Como o biofilme ja tinha sido
estabelecido, o 6leo de alho adsorvido na superficie do biofilme ndo foi capaz de proteger a
superficie do aco, conforme comentado anteriormente. Assim como foi verificado para os
ensaios que duraram 24h, a adsorcdo do 6leo de alho sobre o biofilme apds 7 dias de
exposicao gerou uma pelicula mais condutora que o biofilme. Desse modo, conforme também
sugerido pelos ensaios morfoldgicos, 0 processo corrosivo continuou progredindo mesmo na
presenca do 6leo de alho, refletindo na reducdo do tamanho do arco e no deslocamento do

valor méximo do angulo de fase para menores valores de frequéncia.
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Figura 44 - Diagramas de Nyquist (A), Bode (B) e fase (C) para 0 aco carbono 1020 em meio de agua do mar sintética para 0s ensaios em que 0s
biocidas foram aplicados ao meio apds a formacédo do biofilme, por um tempo de contato de 7 dias

Fonte: O autor, 2015.
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Para os ensaios realizados na presenca de glutaraldeido, observam-se dois arcos
capacitivos no diagrama de Nyquist da Figura 43A, indicando que duas constantes de tempo
regem O Processo corrosivo nesse caso. Esse comportamento € melhor evidenciado pelo
diagrama de fase (Figura 44C), onde se pode observar um primeiro maximo em médias
frequéncias, e um segundo maximo, em baixas frequéncias. Comparando, porém, com 0S
ensaios realizados nestas mesmas condi¢des, mas com 24h de exposi¢ao, os valores maximos
dos angulos de fase estdo deslocados para menores frequéncias, sugerindo que os produtos de
corrosdo na superficie apds 7 dias de exposicdo sdao mais condutores que os verificados para
24h. As alteragBes encontradas sugerem que este biocida também interferiu na superficie do
sistema aco/biofilme ap6s 7 dias de exposicdo, podendo ter contribuido para a modificagdo da
estrutura deste, conforme verificado nas imagens das Figuras 42A e 42B, gerando um produto
de corroséo final mais condutor.

Os resultados de EIE para os ensaios em que 0s corpos de prova com biofilme foram
expostos aos biocidas estudados por um tempo de contato de 7 dias, foram simulados, no caso
do 6leo de alho, com o circuito simples apresentado na Figura 25A. Para o glutaraldeido,
porém, ndo foi possivel realizar um bom ajuste com nenhum dos dois circuitos apresentados
até o momento. Como para este biocida notou-se a presenca de mais de uma constante de
tempo, o que foi evidenciado até mesmo no diagrama de Nyquist (Figura 44A), sugere-se que
nesse caso ha a presenca de uma camada mista de SPE e produtos de corrosdo
semicondutores, que sdo estaveis o suficiente para serem revelados separadamente do
substrato, originando duas constantes de tempo (ALABBAS et al, 2013). Assim,
provavelmente, o primeiro arco se relaciona com este biofilme modificado, enquanto que no
segundo arco, tém-se 0s processos que ocorrem com a dupla camada elétrica, propriamente
dita. Devido a isso, o circuito utilizado para simular os dados de EIE para a condi¢cdo em que
glutaraldeido foi aplicado ao meio ap6s formado o biofilme, por um tempo de contato de 7
dias, foi 0 modelo de circuito apresentado na Figura 45A. Esta condi¢cdo simulada com o
circuito proposto esta ilustrada na Figura 45B.
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Figura 45 — A: Modelo de circuito equivalente utilizado para simular os dados de EIE para o
ensaio em que glutaraldeido foi aplicado ao meio apds a formacéao de biofilme, por um tempo
de contato de 7 dias (R, — resisténcia do eletrolito; Rs — resisténcia do filme; Ry - resisténcia a
transferéncia de carga; EFC - elemento de fase constante; EFC; - elemento de fase constante

do filme;). B: Simulacdo para o ensaio glutaraldeido ap6s formado o biofilme, por um tempo
de contato de 7 dias, usando o circuito proposto
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Fonte: O autor, 2015.

A Tabela 14 mostra os valores para os dados de EIE simulados para a condicdo de
ensaios em que os corpos de prova com biofilme foram expostos aos biocidas estudados por

um tempo de contato de 7 dias, usando 0s circuitos equivalentes das Figuras 25A e 45A.
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Tabela 14 - Valores de R e de Cpce obtidos a partir da simulacdo dos dados de EIE do aco
carbono 1020 para os ensaios em que os biocidas foram aplicados apds a formacao do
biofilme por um tempo de contato de 7 dias, em meio de agua do mar sintética, usando o

circuito equivalente das Figuras 25A (6leo de alho) e 45A (glutaraldeido)

Re Ric Cbce N
Q) (Qem?)  (uFem )
Controle 3,49 744 1,67x107 0,711
Oleo de alho 4,38 725 1,23x10™ 0,650
Glutaraldeido 4,69 798 2,13x10™ 0,653

Rf=315  Cpcer=2,65x107 N¢ = 0,700

Fonte: O autor, 2015.

Os valores de Ry e Cpce apresentados na Tabela 14 confirmam o que foi visto nos
diagramas de EIE (Figura 44) para os ensaios com biocidas. O valor de Ry para 0 ago exposto
ao meio com oOleo de alho por 7 dias diminuiu, enquanto que o valor de Cpce aumentou,
confirmando a aceleracdo do processo corrosivo nestas condicdes, conforme discutido
anteriormente. Ja para o ensaio do sistema aco/biofilme na presenca de glutaraldeido, embora
o valor de Ry tenha aumentado, o valor de Cpce também aumentou, confirmando a presenca
de um filme mais condutor na superficie do substrato. Provavelmente, o glutaraldeido ao
eliminar as bactérias sésseis mudou a estrutura final do biofilme, permitindo que os produtos

de corrosdo semicondutores aumentassem o ataque galvanico ao metal no meio em estudo.

3.3.2.3.3 Polarizagdo Potenciodindmica

As curvas de polarizagdo do ago carbono 1020 em meio de 4gua do mar sintética, para
0S ensaios em que os biocidas foram aplicados ao meio apés a formacdo de biofilme, por um
tempo de contato de 7 dias, sdo apresentadas na Figura 46A em toda a faixa de potencial

estudado (-1 a +1V). A ampliagdo dessas curvas na regido em que é véalida a andlise de Tafel
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estd ilustrada na Figura 46B. Os principais parametros eletroquimicos obtidos através da
extrapolacdo das retas de Tafel, tais como potencial de corrosdo (Ecorr), densidade de corrente
de corroséo (lcorr), 0s coeficientes de Tafel, anodico (B,) e catddico (Bc) e também a taxa de

corrosdo, sao mostrados na Tabela 15.

Figura 46 — A: Curvas de polarizacao para o aco carbono 1020 em meio de agua do mar
sintética para os ensaios em que os biocidas foram aplicados ao meio depois da formacao do
biofilme, por um tempo de contato de 7 dias. B: Ampliacdo das curvas de polarizacdo na

regido de Tafel
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Tabela 15 - Parametros eletroquimicos do aco carbono 1020 em meio de agua do mar sintética
para ensaios em que os biocidas foram aplicados ao meio depois da formacao do biofilme, por

um tempo de contato de 7 dias

Ecorr lcorr Ba Be TaxXacorr
(V) (Alcm?) (V/dec)  (V/dec)  (mm/ano)
Controle -0,78 2,24 x10° 0,074 0,077 5,37x107
Oleo de alho -0,85 7,67 x10°® 0,119 0,064 1,70x10™
Glutaraldeido -0,82 3,05 x10° 0,100 0,077 7,11x10%

Fonte: O autor, 2015.

As Figuras 46A e 46B mostram que as curvas de polarizacdo do aco para 0S ensaios
em que os biocidas foram adicionados apds a formacdo de biofilme, por um tempo de contato
de 7 dias, apresentaram-se deslocadas para valores mais negativos de Ecor € deslocadas para
maiores valores de densidade de corrente, quando comparadas ao ensaio controle. Essas
variagdes podem ser numericamente comprovadas na Tabela 15. Todas as curvas apresentam
um pequeno patamar de corrente anddica, sugerindo a formacao de um produto de corrosdo
pouco estavel, que cobre a superficie do aco. Analisando os valores das constantes de Tafel
apresentadas na Tabela 15, observa-se que o valor de 3, aumentou, tanto para 0 ensaio com
6leo de alho, quanto para o ensaio na presenca de glutaraldeido, indicando que o processo
corrosivo pode ter sido acelerado em ambos 0s casos.

Um aumento nos valores de I € da taxa de corrosdo também foram evidenciados na
tabela. O maior valor de ls, bem como da taxa de corrosdo foram, mais uma vez, obtidos
para o ensaio na presenca de 6leo de alho, demonstrando novamente que 0 processo corrosivo
foi acelerado para a condicdo de ensaio em que este produto foi aplicado depois de formado o
biofilme. Os valores de I,y do ago e da taxa de corrosdo para 0 meio contendo glutaraldeido
também aumentaram, porém em menor intensidade, sugerindo que a corrosdo também foi
acelerada, porém em menor propor¢do do que o ocorrido no meio contendo 6leo de alho.
Comparando com 0s ensaios realizados com um tempo de contato de 24h aos meios contendo

biocida, notou-se uma aceleracdo da corrosdo em ambos 0s casos. Logo, o tempo de
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exposicdo de 7 dias aos biocidas foi provavelmente excessivo e ndo demonstrou ser eficiente

no controle da corrosao.
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CONCLUSOES

A avaliacdo da CMI por BRS permitiu concluir que:

e A quantificacdo microbiana para as células de BRS sésseis mostrou que em 7 dias de
imersdo a populacdo bacteriana atingiu o valor maximo de 1,4x10° células/cm?,
confirmando a capacidade deste grupo de bactérias em colonizar e aderir em

superficies metélicas.

e A andlise de MEV do biofilme e do corpo de prova para o meio contendo BRS
mostrou a formacdo de um biofilme aderido na superficie do aco carbono. Esse
biofilme causou corrosdo localizada por pites e também corrosdo intergranular na
superficie do aco, em funcdo da presenca de ions sulfeto, confirmando que as BRS

levaram a uma aceleracdo da corroséo do metal no meio estudado.

e Os resultados microscopicos foram confirmados pelos ensaios eletroquimicos, 0s quais
mostraram uma intensa aceleracdo do processo corrosivo na presenca de BRS. O
potencial de circuito aberto do aco foi deslocado para valores mais positivos,
evidenciando um fendémeno conhecido como “enobrecimento”. Nos ensaios de EIE
foram observados que os valores de Ry e Cpce diminuiram e aumentaram,
respectivamente. E os ensaios de polarizacdo exibiram um aumento no valor de ¢ €

um deslocamento do valor de E¢r para valores mais negativos.

Os ensaios com biocidas aplicados antes da formagdo de biofilmes permitiram

concluir que:

e O glutaraldeido inibiu completamente a populacdo de BRS sésseis, enquanto o 6leo de

alho apresentou uma reducéo das celulas sesseis em 30%, quando comparados com o
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mesmo tempo de crescimento do micro-organismo (7 dias) sem os biocidas. Esses
resultados indicaram que, nas concentracOes utilizadas nesse estudo (3% m/v para o
6leo de alho e 0,01% m/v para o glutaraldeido), ambos podem ser utilizados como

biocidas no controle da biocorrosdo por BRS.

e A andlise de MEV evidenciou que com a adicdo de dleo de alho ainda foi possivel
verificar a presenca de células microbianas, além de uma pelicula recobrindo o
substrato, provavelmente formada por compostos do alho. Apds a remocgdo do
biofilme foi observada corrosdo uniforme no lugar de pites, demonstrando que este
biocida apesar de ndo ter inibido completamente o crescimento das BRS, atuou
diminuindo a corrosdo do a¢o no meio estudado. Para o glutaraldeido foi observada a
presenca de poucas células e apds a remocdo do biofilme a superficie apresentou
corrosdo intergranular. 1sso demonstra que a concentracdo do biocida utilizada (0,01%
m/v) foi suficiente para evitar o desenvolvimento de BRS, porém favoreceu a corrosao

do aco.

e Os ensaios eletroquimicos de potencial de circuito aberto, EIE e polarizacdo
potenciodindmica do aco mostraram que os biocidas reduziram o processo de corroséo
do aco carbono. O 6leo de alho exibiu uma maior inibicdo da corrosdo quando
comparado com o glutaraldeido, provavelmente devido a adsorcdo de seus

componentes na superficie do aco, protegendo-o da corrosao.

Os ensaios com biocidas aplicados apds a formacéo de biofilme, por um tempo de

contato de 24 horas, permitiram concluir que:

e Os biocidas 6leo de alho e glutaraldeido apresentaram uma reducdo da populacédo de
BRS sésseis de 19% e 73%, respectivamente. O 6leo de alho exibiu um baixo efeito

bactericida, em funcdo da pior adsor¢do de seus compostos na superficie contendo o
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biofilme j& formado. Ja o glutaraldeido mostrou ser eficiente em eliminar células de
BRS j& estabelecidas em um biofilme.

A anélise de MEV mostrou que a superficie do ago carbono, previamente coberta com
biofilme, exposta ao meio contendo &4gua do mar e 6leo de alho estava quase toda
coberta por uma pelicula. Isto sugere que mesmo com o baixo efeito na reducéo das
células sésseis de BRS, o 6leo de alho aplicado nessas condigdes pode ter interagido
com a superficie ago/biofilme. Apds a remocdo do biofilme foi possivel observar
corrosdo uniforme e localizada alveolar, associadas também ao crescimento
microbiano na superficie. Para a superficie do aco exposta ao meio contendo
glutaraldeido foi possivel notar a presenca de um biofilme ndo homogéneo e trincado,
com poucos aglomerados celulares. Apds a remocdo do biofilme foi observada
corrosdo uniforme e localizada alveolar, neste caso também relacionadas com o
crescimento prévio das BRS na superficie do metal, pois o glutaraldeido aplicado para
esta condicdo de ensaio pareceu nao agredir muito a superficie, ndo sendo observada

uma corrosao intensa devido a adi¢do deste biocida.

Os ensaios eletroquimicos de EIE e polarizagdo potenciodindmica evidenciaram que o
6leo de alho ndo evitou que 0 processo corrosivo continuasse ocorrendo, enquanto que
o glutaraldeido, por ter apresentado uma alta reducdo das BRS sésseis, evitou que 0

processo corrosivo fosse acelerado.

Os ensaios com biocidas aplicados ap6s a formacéo de biofilme, por um tempo de

contato de 7 dias, permitiram concluir que:

O dleo de alho apresentou uma reducdo da populacdo de BRS sésseis de 36%,
enguanto que para o glutaraldeido ndo foi observado crescimento de células de BRS
sésseis, sugerindo que um aumento do tempo de contato pode ser eficaz para a reducéao

da populacdo bacteriana na superficie do cupom de ago. Porém, como nestes ensaios o
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meio utilizado era pobre em nutrientes (dgua do mar sintética), estes resultados podem

estar associados também com a falta de nutrientes.

e A anélise de MEV mostrou que a superficie do ago carbono, previamente coberta com
biofilme, exposta ao meio contendo agua do mar e 6leo de alho ainda apresentava este
biofilme na superficie do corpo de prova, sugerindo que apesar do decréscimo de
células viaveis quantificadas na superficie do aco, o 6leo de alho ndo modificou a
superficie aco/biofilme. Apos a remoc¢éo do biofilme foi observada corrosao por pites,
demonstrando que, nessa condicdo de ensaio, o 6leo de alho ndo evitou que 0 processo
corrosivo continuasse ocorrendo. Ja para a superficie do aco exposta ao meio contendo
glutaraldeido foi possivel notar a presenca de biofilme, porém com menos células de
BRS visiveis, sugerindo que o biocida contribuiu para a modificacdo da superficie
aco/biofilme e ndo s6 para a eliminacdo das bactérias. Porém, ap6s a remocao do
biofilme foi observada a presenca de pites, caracterizando o processo de corrosao

localizada.

e Os ensaios eletroquimicos de EIE e polarizagdo potenciodindmica para o sistema
aco/biofilme evidenciaram um aumento no processo corrosivo do acgo, devido a
formacdo prévia de biofilme na superficie do aco, associado com o longo tempo de

exposicao dos corpos de prova em meio contendo dgua do mar e os biocidas.

De uma maneira geral, 0s ensaios realizados na presente dissertagdo mostraram que as
BRS sdo capazes de acelerar significativamente a corroséo do ago carbono devido a formacéo
de biofilme e produtos de corrosdo na superficie do metal, e que esse tipo de corrosdo pode
ser controlado com a adicdo de biocidas. Quando os biocidas foram aplicados antes do
biofilme ter sido formado, resultados melhores foram obtidos, demonstrando que tanto o éleo
de alho, como o glutaraldeido diminuiram a corrosdo do aco. O 0Oleo de alho se apresentou
como um promissor biocida natural, podendo substituir outros biocidas comerciais mais
toxicos. Além disso, sua agdo como inibidor de corrosdo também favoreceu o decréscimo dos

processos corrosivos no meio estudado, ao contrario do glutaraldeido.
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O uso dos biocidas ap6s a formacéao prévia do biofilme ndo se mostrou tdo eficiente,
principalmente para longos tempos de exposi¢do. O 6leo de alho ndo evitou a aceleracdo da
corrosdo do aco, mesmo em 24h de exposi¢do, sugerindo que sua aplicacdo ndo é vantajosa
nestas condic¢des. Ja o glutaraldeido evitou a aceleracdo da corrosao apenas no tempo de
contato de 24 horas.

Estes resultados ressaltam a importancia da aplicacdo de métodos de prevencgdo e
controle em casos de biocorrosao, preferencialmente antes que a corrosao tenha se instalado

em um determinado sistema.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a agdo dos biocidas nas células plancténicas;

Estudar o efeito de outras concentragdes e de tempos de contato menores que 7 dias

dos biocidas nos meios para controle da CMI por BRS;

Utilizar nos ensaios apos a formacdo de biofilmes, um meio contendo uma pequena
quantidade de nutrientes, ja que como mencionado nesta dissertacdo o tempo longo de

ensaio pode ter favorecido o decréscimo das celulas de BRS por falta de nutrientes;

Testar a aplicacdo dos biocidas de forma periddica (tratamento continuo), utilizando

assim menores concentracdes aplicadas continuamente por um determinado periodo;

Avaliar o emprego em conjunto dos dois biocidas aqui estudados. Nesse caso como 0
6leo de alho mostrou ser um eficiente inibidor de corrosdo, porém com baixo efeito
bactericida para células de BRS, e o glutaraldeido apresentou alta eficacia em inibir o
crescimento destas bactérias, ndo sendo, contudo, um inibidor de corroséo, supde-se
que estes biocidas possam ser empregados juntos. Assim seria possivel eliminar as

BRS de forma eficiente ao mesmo tempo em que 0 metal seria protegido da corrosao.
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