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RESUMO

ABDALLA, Danielle Samira Ferreira. Estudo da Corrosdo Microbiolégica em
Tubulagbes de Sistemas de Protecdo Contra Incéndio (Sprinklers) na Presenca de
Bactérias Redutoras de Sulfato. 2020. 99f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia
Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2020.

Sprinklers sdo equipamentos de protecdo contra incéndio que atuam
descarregando agua a fim de extinguir um incéndio de forma rapida e automatica,
impedindo a propagacédo do fogo. A maioria das tubulacdes usadas nesses sistemas
sdo construidas de aco carbono. Os sistemas de sprinklers proporcionam um
ambiente ideal para o crescimento de microrganismos que promovem a oxidacao
interna das tubulacdes e, consequentemente, a corrosdo. Bactérias redutoras de
sulfato (BRS) s&o o0s principais microrganismos envolvidos na corrosao
microbiologicamente induzida (CMI), que, em geral, ocorre de forma localizada. Uma
das formas de controle desse tipo de corrosdo € a adicdo de biocidas. Porém, a
maioria dos biocidas comercializados sdo téxicos e possuem dificil degradacéao.
Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o comportamento da CMI no
aco carbono 1020 em agua de sprinkler industrial como meio eletrolitico, na auséncia
e na presenca de uma cultura de microrganismos contendo BRS, nos tempos de
ensaio de 3, 7, 14, 21 e 28 dias. Além disso, foi avaliado um biocida natural, o dleo de
nim, como alternativa no tratamento da agua utilizada em sistemas de sprinklers e
comparado com o glutaraldeido, que é um biocida usado comercialmente. A
guantificacdo bacteriana das BRS sésseis foi avaliada pelo método no nimero mais
provavel (NMP). A avaliacao da corrosao foi feita por técnicas eletroquimicas potencial
de circuito aberto (OCP), curvas de polarizacdo potenciodinamica (PP) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). A formacao de biofilme e produtos
de corrosao na superficie do aco foi observada por microscopia eletronica de varredura
(MEV). A caracterizacdo da superficie do aco carbono foi feita pela técnica de
espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS). Foi observado um baixo
crescimento de BRS aderidas ao material devido a pequena concentracao de sulfato
no meio. Um valor maximo (5,6 células/cm?) foi verificado em 14 de incubacdo. A
avaliacdo do OCP mostrou enobrecimento do material, devido a formacao do biofilme
em sua superficie. Os ensaios de EIE indicaram uma aceleracdo do processo
corrosivo no meio na presenca de BRS, sendo evidenciado pelo deslocamento das
curvas para menores valores de frequéncia nos diagramas de Bode (Mdodulo e Fase).
Na analise de MEV, realizada no tempo de ensaio de 14 dias, foi possivel observar a
formacdo de um biofilme na superficie do material com distribuicdo ndo uniforme.
Apéds a remocéao do biofilme, foi verificada a presenca de pites. A adicdo dos biocidas
foi realizada para o tempo de ensaio de 14 dias e impediu o crescimento de BRS na
superficie do aco carbono. Os ensaios eletroquimicos na presenca de biocidas



evidenciaram uma diminuicdo do processo corrosivo, quando comparados com 0S
ensaios sem biocidas realizados pelo mesmo periodo de tempo.

Palavras-chave: Corrosdo microbiologicamente induzida. Sprinklers. Bactérias

redutoras de sulfato. Técnicas eletroquimicas. Biocidas.



ABSTRACT

ABDALLA, Danielle Samira Ferreira. Study of Microbiological Corrosion in Pipes of
Fire Protection Systems (Sprinklers) in the Presence of Sulphate Reducing Bacteria.
2020. 99p. Dissertacéo (Mestrado em Engenharia Quimica) — Instituto de Quimica,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Sprinklers are fire protection equipment that discharge water in order to
extinguish a fire quickly and automatically, preventing the spread of fire. Most of pipes
used in these systems are constructed of carbon steel. Sprinklers systems provide an
ideal environment for the growth of microorganisms that promote internal oxidation of
the pipes and, consequently, corrosion. Sulphate-reducing bacteria (SRB) are the most
important microorganisms involved in microbiologically induced corrosion (MIC) that
generally occurs localized. One way to control this type of corrosion is the addition of
biocides. However, most of the commercialized biocides are toxic and have difficult
degradation. Therefore, the objective of this work was to evaluate the MIC behavior of
carbon steel AISI 1020 in industrial sprinkler water in the absence and presence of
mixed culture of microorganisms containing sulfate-reducing bacteria (SRB). The tests
were carried out at 3, 7, 14, 21 and 28 days. In addition, a natural biocide, neem oill,
was evaluated as an alternative in the treatment of water used in sprinkler systems
and compared with glutaraldehyde, which is a biocide used commercially. Microbial
growth on the steel surface was measured by quantifying the sessile SRB using the
most probable number (MPN). The corrosion evaluation was performed by
electrochemical techniques (open circuit potential (OCP), potentiodynamic polarization
curves (PP) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS)). The biofilm
formation and the corrosion products on the steel surface were observed by scanning
electron microscopy (SEM). The carbon steel surface characterization was observed
by energy dispersive spectroscopy (EDS). Was observed a low growth of SRB adhered
to the material due to the little concentration of sulfate in the medium. A maximum
value was verified in 14 days of incubation. The OCP evaluation showed ennoblement
of the material, due to the formation of the biofilm on surface. EIE indicated an
acceleration of the corrosive process in the presence of SRB, evidenced by the
displacement of the curves to lower frequency values in the Bode (Module and Phase
diagrams. SEM analysis, performed in 14 days, was observed the formation of a non-
uniform biofilm on the surface of the material. After the biofilm removal, the presence
of pits was verified. The addition of the biocides was carried out for the time of 14 days
and prevented the growth of SRB on the surface of the carbon steel. Electrochemical
tests in the presence of biocides showed a decrease in the corrosive process
compared with the tests without biocide performed on the same time period.

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

Electrochemical techniques. Biocides.
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INTRODUCAO

Sprinkler € um dispositivo muito utilizado no combate a incéndios. A instalacéo
de um sistema de sprinkles consiste basicamente de uma rede de bicos de sprinklers
adequadamente distribuidos e interligados por tubulacfes aéreas e conexdes. Esses
sistemas de combate a incéndio sdo muito utilizados em todo o mundo em edificios
comerciais, casas, escolas e apartamentos. Os sistemas de sprinklers podem ser
classificados em secos ou molhados, dependendo se as tubulacdes de distribuicdo de
agua permanecem cheias ou ndo. Os sistemas de tubos molhados consistem em
circuitos fechados em que as tubulacdes permanecem preenchidas com agua
pressurizada durante todo o tempo. Nos sistemas de tubos secos, as tubula¢des sao
preenchidas com ar comprimido. Quando o chuveiro se abre, o ar € liberado e a queda
de presséao na linha abre a véalvula de entrada de agua. Os sistemas de sprinkler
molhados sdo mais frequentemente instalados por serem mais confiaveis, serem mais
simples e mais econdémicos do que 0s sistemas secos, tanto na instalacdo, quanto na
manutencdo. Ambos os sistemas criam um ambiente ideal para o crescimento de
microrganismos que podem provocar alteracdes eletroquimicas na superficie no
material acelerando o processo corrosivo.

Quando a corrosao ocasionada ou acelerada pela presenca de microrganismos
€ definida como corrosdo microbiologicamente induzida (CMI). Os principais
microrganismos envolvidos na CMI séo as bactérias redutoras de sulfato (BRS). Essas
bactérias sdo capazes de reduzir o sulfato produzindo, dependendo do pH do meio,
sulfeto de hidrogénio. Esse produto combina-se com o ion ferroso e forma o sulfeto
de ferro Il, que possui coloracdo preta (MADIGAN, 2016). As BRS podem ser
planctonicas (estdo presentes no fluido de processo) ou sésseis (estdo aderidas a
superficie metalica, participando da formacéo do biofilme). Essas bactérias podem ser
encontradas em muitos ambientes incluindo o solo e aguas doces e salgadas.

Na industria de protecdo contra incéndio, as bactérias causadoras de CMI
tornaram-se uma preocupacao em 1998, quando sua presenca foi detectada em uma
casa de repouso no momento em que o sistema de sprinkler apresentou defeito em
seu funcionamento quando foi disparado por um incéndio. (CHARTIER, 2004).

O uso de biocidas é amplamente utilizado no tratamento de aguas industriais a

fim de evitar o crescimento microbiano e consequentemente a formagéo de biofilme.
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Porém, a maioria dos biocidas disponiveis comercialmente séo toxicos para 0 meio
ambiente. A industria de protecdo contra incéndio se preocupa com a utilizacdo de
biocidas tdéxicos no tratamento de aguas utilizadas nos sistemas de sprinklers néo
somente pelo meio ambiente, mas também devido as pessoas expostas em caso da
necessidade do acionamento de seus sistemas diante de uma situacao de incéndio.
Sendo assim, devido a importancia da acdo das bactérias redutoras de sulfato
na corrosdo de materiais utilizados nas tubulacdes de sistemas de sprinklers, o
presente trabalho avaliou a corrosao microbiol6gica em aco carbono 1020 em meio
de 4gua de sprinkler fornecida por uma industria farmacéutica no Rio de Janeiro na
presenca de bactérias redutoras de sulfato. Além disso, pensando na mitigacao desse
processo corrosivo, foi avaliada a aplicacdo de um biocida natural, o 6leo de nim, como
alternativa ao glutaraldeido, que é um biocida utilizado comercialmente no tratamento

de aguas industriais.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho foi avaliar o comportamento da corroséo
microbiologicamente induzida (CMI) do ago carbono AISI 1020 em agua de sprinkler
industrial, na auséncia e na presenca de uma cultura mista de microrganismos

contendo bactérias redutoras de sulfato (BRS).

Objetivos Especificos:

o Avaliar o crescimento microbiano de uma cultura mista contendo BRS em
agua de sprinkler industrial e correlacionar com a corrosao do aco carbono
1020 utilizando técnicas eletroquimicas de impedéancia e polarizacdo
potenciodinamica;

o Verificar a formacéao de biofilmes na superficie do aco carbono, e identificar
um possivel ataque ao substrato, apdés a remocdo desse biofilme, por
microscopia eletrénica de varredura (MEV);

o Analisar a superficie do aco carbono 1020 através da técnica de
espectroscopia de energia dispersiva de raio X (EDS);

o Avaliar o controle da CMI através da adicao de um biocida natural (6leo de
nim) e um comercial (glutaraldeido), adicionados ao meio de forma a evitar
a formacéo do biofilme através de técnicas de quantificacdo, eletroquimicas
e MEV.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Corrosao microbiologicamente induzida (CMI)

Corrosao microbiologicamente induzida (CMI) ou biocorroséo pode ser definida
como o0 processo eletroquimico de dissolucdo metélica, iniciado ou acelerado por
microrganismos (VIDELA, 2003).

A biocorrosdo acontece através do contato de um metal com &guas industriais
ou naturais ocorrendo processos bioldgicos (producédo de biofouling) e processos
inorganicos (VIDELA, 2003). A palavra biofouling é referente ao acumulo indesejavel
de depdsitos biolégicos sobre uma superficie (CHARACKLIS, 1990). Geralmente,
biofouling é resultante do acumulo de biofiimes, que é formado por células
imobilizadas sobre um substrato, incluidas em uma matriz organica de polimeros
extracelulares produzidos pelos microrganismos, denominada de material polimérico
extracelular (MPE) (VIDELA, 2003).

A CMI é encontrada em muitas industrias, tais como 6leo e gas, tratamento de
agua, téxtil, nuclear, polpa, papel e outras industrias, em que a agua € usada em parte
do processo (CHARTIER, 2004). Embora a CMI n&o seja um problema novo, ela s6
se tornou uma preocupacao na indastria de incéndio no ano de 1998.

Apesar de se ter conhecimento sobre os atributos fisiolégicos de uma grande
variedade de microrganismos, ainda se sabe pouco sobre 0s processos da corrosao
microbiologicamente induzida. A dificuldade dessa explicacéo deve-se a necessidade
de conhecimentos em diferentes areas como microbiologia, metalurgia, eletroquimica
e engenharia quimica, a fim de se entender a complexa interacdo entre
microrganismos, a superficie metalica em que habitam, o metabdlito que produzem e

como eles afetam os processos de corrosao (LV; DU, 2018).

1.2 Biofilmes

Biofilme é conhecido como um filme fino que é formado quando as bactérias se

ligam a superficies metalicas (GEESEY,1993). Sédo definidos por Characklis e
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Marshall (1990) como células imobilizadas em um substrato que é frequentemente
incorporado em uma matriz polimérica organica de origem microbiana (DEXTER,;
LAFONTAINE, 1998). Pode-se dizer também que o biofilme consiste em uma
comunidade de bactérias, agua, substéncias poliméricas extracelulares (SPE),
produtos de corrosao, etc. (ALABBAS et al., 2013).

A Figura 1 mostra as diferentes etapas de formacgé&o de biofilmes microbianos.
No estagio 1, ha uma ligacéo inicial das células plancténicas com a superficie do
metal. Na etapa 2, ocorre uma fixacao irreversivel de células bacterianas através da
formacdo de substancias poliméricas extracelulares (SPE). Na 3, uma camada de
biofilme é formada. No estagio 4, h4 uma maturacdo de um estado estacionario na
camada de biofilme e no 5 ocorre um deslocamento de células bacterianas da

superficie externa do biofilme.

Figura 1 - Etapas de Formacéao do Biofilme

Fonte: CHITRA et al., 2014.

Videla (2003) explica a etapa de formacao do biofilme da seguinte maneira:
primeiramente ha a formacédo de um filme de moléculas organicas, modificando o
molhamento e a distribuicdo de cargas na superficie sélida, o que facilita a aderéncia
dos microrganismos presentes no liquido, que é causada principalmente por forcas
fisicas e interacdes eletrostaticas, sendo um processo reversivel, ou seja, pode ser
eliminada facilmente por meio de um jato de &gua, por exemplo. As células
microbianas que permanecem na superficie se multiplicam e produzem uma matriz

polimérica extracelular (MPE), que se adere firmemente a superficie.
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A medida que a espessura do biofilme aumenta e supera a camada-limite de
fluxo laminar, tem inicio o desprendimento das camadas mais externas (por efeito do
corte do fluxo de liquido).

Os biofilmes nunca sao uniformes na superficie do metal, tornando o ambiente
guimico na superficie diferente daquele da solucédo, criando células que facilitam e
estabilizam o processo de corrosao do tipo localizada, causando varios problemas
industriais, muitos deles com graves consequéncias (GEORGE; MARSHALL;
NEWMAN, 2003).

1.3 Microrganismos envolvidos no processo de biocorrosao

Sao varios 0s microrganismos que contribuem para a corrosao incluindo as
bactérias, fungos e arqueas. Em ambientes em que a temperatura pode facilmente
atingir 70°C ou mais, as arqueas sao importantes (STETTER et al., 1993). Os fungos
sdo um fator importante nas investigacbes de biocorrosdo em climas quentes e
Uumidos como no caso do Sudeste Asiatico (STETTER et al., 1993). Ja as bactérias
s&0 0s principais microrganismos envolvidos nos casos de biocorroséo, sendo o foco
da maioria dos estudos publicados sobre o assunto (JIA et al., 2019). Esses
microrganismos serdo detalhados a seguir. Dentro do grupo das bactérias, as
bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo consideradas as de maior impacto na
biocorrosao devido ao sulfato ser amplamente distribuido em ambientes anéxicos (LV;
DU, 2018).

1.3.1 Bactérias

Podem estar associadas aos processos de corrosdo, tanto as bactérias
anaerobicas quanto as aerébicas. Como exemplo de bactérias aerdbicas que estédo
presentes em ambientes naturais e causam corrosao em estruturas de ago pode-se
citar as bactérias oxidantes de ferro e, como anaerdbicas, tem-se as bactérias
redutoras de sulfato (ASHASSI- SORKHABI et al. 2012; SAND E GEHRKE, 2003).
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As principais bactérias encontradas nas tubulagdes molhadas dos sistemas de
protecdo contra incéndio sdo as bactérias oxidantes de ferro, as bactérias produtoras
de Acidos e as bactérias redutoras de sulfato. Essas bactérias serdo descritas a seguir.

1.3.1.1 Bactérias Oxidantes de ferro

S&do bactérias que transformam o ion Fe?* em ion Fe3* durante o seu
metabolismo, sendo dessa forma, um conjunto de microrganismos potenciais de
provocar e/ou acelerar a corrosdo. (PAULA, 2010).

As bactérias oxidantes de ferro mais conhecidas sdo as Acidithiobacillus
ferrooxidans e Leptospirillum ferrooxidans e crescem autotroficamente utilizando o ion
ferroso como doador de elétrons (MADIGAN et al., 2016). Ambos os organismos tém
um crescimento 6timo em ambientes com valores de pH entre 2 e 3, podendo crescer
em pH abaixo de 1. Sd&o comuns em ambientes poluidos por acidos como 0s
escoadouros de minas de carvdo. Algumas bactérias oxidantes de ferro como as
Gallionella ferruginea e Sphaerotilus natans, podem viver em ambientes de pH neutro,
nas situacdes em que o ion ferroso esta sendo mobilizado de condi¢cdes anoxicas para
oxicas (MADIGAN et al., 2016).

As bactérias oxidantes de ferro podem provocar diferentes tipos de corroséo no
aco a partir da oxidacdo do Fe (Il), sendo a principal a corroséo do tipo localizada
(MORADI et al., 2011; STAROSVETSKY et al, 2008).

Outro fator importante é que em um biofilme, bactérias oxidantes de ferro
aerobicas ou facultativas podem fornecer um ambiente livre de oxigénio, propicio para
o crescimento de bactérias redutoras de sulfato. Um estudo feito por Liu et al. (2015),
mostrou que uma cultura mista contendo bactérias oxidantes de ferro e bactérias
redutoras de sulfato, ocasionaram corrosdo mais severa do ferro do que culturas puras
de cada bactéria (JIA et al., 2019).

Além da corrosao, essas bactérias sdo capazes ainda de produzir floculos e
depdsitos (inorganico e bioldgico) nos sistemas de agua industriais, reduzir a
permeabilidade do solo e produzir entupimentos na industria de extracao de petréleo
(VIDELA, 2013).
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1.3.1.2 Bactérias produtoras de acidos

As bactérias produtoras de acidos sao aquelas em que as rea¢des metabdlicas
resultam na producdo de acidos, seja organico ou inorganico (LOTO, 2017). A
producdo de acidos ocasiona uma reduc¢édo no pH do meio, favorecendo a dissolucéo
metalica e contribuindo assim para o processo corrosivo. Sabe-se que o pH em um
biofilme é menor que o do meio. Em valores de pH baixos, o ataque de prétons é
termodinamicamente favoravel quando associado a oxidacao de ferro. Neste caso, as
células planctdénicas podem contribuir para a corrosao, devido a producéo de prétons
ajudando na manutencao de um ambiente acido (JIA et al., 2019). A producao de
acidos organicos no interior do biofilme pode, além de promover a dissolu¢cado metélica,
atuar como fonte de carbono para 0s microrganismos presentes, permitindo a
viabilidade das células que também sdo capazes de acelerar as rea¢des envolvidas
no processo corrosivo (WILLIAMSON et al., 2015).

1.3.1.3 Bactérias redutoras de sulfato (BRS)

As BRS sao consideradas os principais microrganismos causadores da CMI,
seja pela producdo de metabdlitos corrosivos ou pelo mecanismo de despolarizacéo
catédica, acelerando a reacdo anddica no substrato (VIDELA, 2003). Como as
bactérias redutoras de sulfato sdo o foco de estudo do presente trabalho, serdo melhor
detalhadas a sequir.

Com relacdo a sua morfologia, as BRS podem se apresentar como bacilos
curvos ou espiralados, com 0,5 a 1,0 um de didametro e 3,0 a 5,0 um de comprimento
(VIDELA, 2003).

As BRS obtém energia através da conexdo entre a oxidacdo de H; ou de
compostos organicos e a reducdo de SO.> (MADIGAN et al., 2016). As BRS,
inicialmente foram divididas em dois grupos, o Desulfovibrio (cinco espécies) e o
Desulfotomaculum (sete espécies) (VIDELA, 2003). Atualmente, existem mais de 30
géneros dos microrganismos denominados bactérias redutoras de sulfato (MADIGAN
et al., 2016). Na Figura 2 sdo apresentados dois géneros de bactérias redutoras de

sulfato.



23

Figura 2 - Morfologias das BRS. (A) Desulfovibrio; (B) Desulfobulbus
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Fonte: MADIGAN et al., 2016.

Para o seu crescimento, as BRS utilizam o H2 ou compostos orgénicos como
doadores de elétrons. Sdo microrganismos descritos como anaerdbios obrigatorios,
porém, algumas bactérias redutoras de sulfato sdo relativamente tolerantes ao
oxigénio (MADIGAN et al., 2016). Elas crescem em uma faixa de temperatura entre
25°C e 44°C e pH entre 5,5 e 9,0 (VIDELA, 2003). Porém, existem algumas que
crescem em temperaturas superiores a 70°C (ANDRADE, 2013).

Quando ha o crescimento de bactérias redutoras de sulfato, o H2S, formado
pela reducéo do SO.4%, combina-se com o ferro ferroso formando o sulfeto de ferro I,
gue possui a coloracéo preta e é insolavel (MADIGAN et al., 2016). As BRS podem
estar presentes nos mais diversos ambientes como solo, dguas doces e salgadas e
intestino de varios animais. Além disso, podem ser planctdnicas ou seésseis,
participando da formacao do biofilme (SILVA, 2013).

Apesar das bactérias redutoras de sulfato serem amplamente distribuidas na
natureza, em muitos ambientes andxicos como a agua doce e diversos solos, a
reducdo de sulfato € limitada devido as baixas concentracdes de sulfato existentes
nesses ambientes. Além disso, a producdo de sulfeto s6 ocorre na presenca de

guantidades significativas de compostos organicos (MADIGAN, et al. 2016).

1.3.1.3.1 Metabolismo das BRS



24

Organismos como plantas, algas, fungos e a maioria dos procariotos, utilizam
o sulfato como fonte de enxofre para as necessidades biossintéticas. Porém, para
utilizar o sulfato como um aceptor de elétrons nos processos de geragao de energia é
necessaria a reducdo em grande escala de SO.%, processo limitado as bactérias
redutoras de sulfato (MADIGAN et al., 2016).

Com relacéo a funcao metabdlica, as BRS séo classificadas em dois grupos,
sendo o primeiro 0os oxidantes completos, que oxidam completamente 0os compostos
organicos a CO2 no qual pertencem espécies do género Desulfobacter,
Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfonema, Desulfosarcina, Desulfoarculus,
Desulfoacinum, Desulforhabdus e Desulfomonile. O segundo grupo séo os oxidantes
incompletos, no qual realizam a oxidacdo incompleta de compostos organicos a
acetato e CO2. Espécies como Desulfovibrio, Desulfomicrobium, Desulfobotulus,
Desulfofustis, Desulfotomaculum, Desulfomonile, Desulfobacula, Archaeoglobus,
Desulfobulbus, Desulforhopalus e Thermodesulfobacterium fazem parte desse grupo
(TANG; BASKARAN; NEMATI, 2009). A Figura 3 mostra o metabolismo das BRS,
processo que envolve trés etapas: a oxidagcdo dos compostos organicos (substratos),

o transporte de elétrons e a reducao dos ions sulfato.

Figura 3 - Metabolismo das BRS

Reduzido Oxidado 2
Carbono
organico
Transportadores
de elétrons
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organico Y 50?2
(CO,)  Oxidado Reduzido ?

Fonte: VIDELA, 2003.
Os substratos energéticos que sao bastante utilizados pelas diferentes

espécies de BRS séo H2 (CO2 como fonte de carbono), lactato e piruvato. Os demais

compostos sdo de uso mais restrito. A reducdo do sulfato tem como produto final o
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sulfeto de hidrogénio (H2S), que é um produto natural importante no qual participa de
muitos processos biogeoquimicos. (MADIGAN et al., 2016).

A reducao do sulfato pode ocorrer de duas formas, através de vias assimilativa
e dissimilativa. Nesta Ultima, o sulfeto de hidrogénio é formado em larga escala pelas
BRS e excretado para que seja oxidado pelo ar, utilizado por outros organismos ou
combinados com metais para formar sulfetos metalicos (MADIGAN et al., 2016). Na
Figura 4 é representada a bioquimica de reducao do sulfato.

Figura 4 - Bioquimica da reducgéo de sulfato: Reducao assimilativa e

dissimilativa
ATP PP ATP ADP
ATP sulfurilase AFS cinase
_ NADPH
2e APS
redutase
NADP*
AMP PAP
S04 S05%"
6 9‘4 Sulfito 6 9‘4
redutase
HzS HzS
Excrecao Compostos organicos
sulfurados (cisteina, metionina,
e assim por diante)
Reducao Reducao
dissimilativa assimilativa
de sulfato de sulfato

Fonte: MADIGAN et al., 2016.

A reducdo de SO4> a H2S acontece por intermédio de varios estagios
intermediarios. O sulfato é ativado por meio da ATP. A enzima ATP sulfurilase catalisa
a ligacédo do ion sulfato a um fosfato da ATP, formando adenosina —fosfosulfato (APS,
adenosine phosphosulfate). Na reducdo dissimilativa, o sulfato presente na APS é
reduzido, pela enzima APS redutase, diretamente a sulfito (SO3?) com a liberacéo de
AMP. Na reducao assimilativa do sulfato, outro fosfato é adicionado a APS, formando

a fosfoadenosina-fosfossulfato (PAPS, phosphoadenosine phosphosulfate). Somente
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entdo, o sulfato é reduzido. Em ambos os casos, ha a formacéo de sulfito (SO3*) como
produto da reducéo de sulfato, que, uma vez formado, a enzima sulfito redutase leva

a formacao de sulfeto.

1.4 Mecanismos envolvidos na biocorrosao

Os microrganismos ndo modificam a natureza eletroquimica da corrosao, e sim
induzem ou aceleram a reacdo de corrosdo por diferentes efeitos metabdlicos
(VIDELA, 2003).

A seguir, serdo descritos alguns dos mecanismos envolvidos na CMI.

1.4.1 Despolarizacdo catodica

A “teoria da despolarizacdo catddica” ou “teoria classica” foi proposta pela
primeira vez em 1934 pelos autores Kuhr e Vlugt para evidenciar que a corrosao
anaerobica foi ocasionada pela atividade de BRS. De acordo com essa teoria, a BRS
usa o hidrogénio catédico através do consumo da enzima hidrogenase para reduzir
S04* (JAVAHERDASHTI, 2010). A seguir, sdo mostradas as reacfes presentes no

mecanismo de despolarizacdo catodica:

Reacgdo Anddica: 4Fe — 4Fe?* + 8e- (1)
Reacdo Catddica (Eletrélito): 8H.O — 8 H* + 8 OH- (2)
Reacdo Catddica (Solucdo): 8H* + 86— 8Hag (3)
Despolarizacdo microbiana (microrganismo): SO4% + 8Hag — S% + 4H.O  (4)
Produtos de Corrosdo: Fe?* + S — FeS (5)
Produto de Corrosédo: 3Fe?* + 60H — 3Fe (OH): (6)
Reacdo Global: 4Fe + SO4* + 4H,0 — FeS + 3Fe (OH), + 20H- (7)

A Figura 5 mostra um esquema da teoria da despolarizacdo catoédica pela
atividade de BRS de acordo com Javaherdashti (1999).
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Figura 5 - Esquema da teoria de despolarizagéo catodica
304_3 52 8H,0 —= B{OH)™ + 8H*

Fe+?

Fes  3re(0H), 4,
m, ..

Sitio anddjen

Fonte: Adaptado de JAVAHERDASHTI,1999

De acordo com a teoria da despolarizacao catddica, a biocorrosao é acelerada
devido a atividade hidrogenasica das bactérias, que despolarizam o catodo,
acelerando indiretamente a reagdo anodica da dissolugéo do ferro (VIDELA, 2003).
Assim, como produtos de corrosao teriamos o FeS e Fe(OH).. As BRS catalisam a
recombinacdo do hidrogénio atdmico adsorvido em géas hidrogénio (Hz), utilizando o
hidrogénio adsorvido na reducéo de SO.*. Assim, a reacdo de corrosdo seria
indiretamente acelerada pela despolarizacdo da reacéo catodica (LV; DU, 2018).

A teoria da despolarizacao catddica € bastante questionada atualmente por n&o
levar em consideracéo o efeito corrosivo dos produtos da corroséo, como os 6xidos,
sulfetos, hidroxidos, e até mesmo dos biofilmes. Além disso, essa teoria exclui a
participacdo de outros microrganismos envolvidos na biocorrosdo, considerando
apenas as espécies que possuem a enzima hidrogenase (VIDELA; HERRERA, 2005).
E ainda, de acordo com essa teoria, a proporcéo de ferro corroido transformado em
sulfeto de ferro (Fe/FeS) é de 4:1, porém, na pratica, é observada uma proporcao que
varia entre 0,9:1 e 1:1 (JAVAHERDASHTI, 2011).

1.4.2 Formacédo de células de aeracdo diferencial

A corroséo localizada pode ser induzida por depésitos bidticos e abidticos em

uma superficie metalica, originando assim, regides diferentemente aeradas que
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podem gerar uma célula de aeracdo diferencial ou de concentracdo de oxigénio.
Dessa maneira, a area sob depdsito, ou seja, menos oxigenada atuara como anodo e
a area descoberta atuard como catodo (VIDELA, 2003). Esse mecanismo € ilustrado

na Figura 6.

Figura 6 - Biocorroséo por aeracgao diferencial

Fonte: Borenstein, 1994.

Como pode ser observado na Figura 3, devido ao consumo de oxigénio pela
respiracdo aerobica, uma regido anaerdbica € originada sob a colénia de micro-
organismos, desenvolvendo assim um tubérculo na area anddica, no qual se observa
a formacao de pites. Conforme ha o crescimento dos pites, ocorrem reacfes catodicas
com a formacdo de ions hidroxila, e reacbes anddicas com a formacdo de ions
metalicos, dependendo da composicdo da superficie do material (GONCALVES,
2002).

Sendo assim, qualquer material metalico ou liga submersa que seja recoberto
com um biofilme de maneira ndo uniforme pode criar células de aeracao diferencial

por estar exposto a regides aeradas (VIDELA, 2003).

1.4.3 Producdo de metabdlitos corrosivos

A producao de metabolitos 4cidos, sejam organicos ou inorganicos, é capaz de

acelerar o processo corrosivo. O H>S produzido pelo metabolismo das BRS pode
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destruir a camada de passivacdo na superficie metélica, acelerando a corroséo.
(GALVAO, 2008).

Os fungos sé@o conhecidos por produzirem grandes quantidades de &cidos
organicos durante o seu crescimento (JIA et al., 2019). Eles sao responsaveis pela
biodeterioracdo de monumentos, outras reliquias culturais (SADIKI et al., 2015) e por
danos causados a revestimentos de dutos enterrados, favorecendo a penetragdo, com
consequente adsorcéo ao metal, de outros microrganismos, acelerando o processo
corrosivo (GONCALVES, 2002).

As algas também podem induzir mudancas nas superficies metalicas em
termos de oxigénio dissolvido e pH, acelerando o processo corrosivo (LANDOULSI et
al., 2011). A atividade das algas no biofilme gera oxigénio, favorecendo assim a
producéo de substancias poliméricas extracelulares pelas bactérias, o que cria uma
condicao propicia de anaerobiose para as atividades das BRS, o que colabora com o
processo corrosivo (GALVAO, 2008).

Qualquer microrganismo capaz de destruir as camadas de passivacao mineral
em superficies metalicas pode contribuir para a corrosdo. Os danos causados por
biofilmes nas camadas de passivacdo sao muito importantes e merecem bastante

atencao nas investigacdes da CMI (JIA et al., 2019).

1.5 Uso de biocidas no controle da biocorrosao

Existem diversos métodos que viabilizam a identificacdo e o monitoramento da
corrosao. Porém, € muito importante que 0 processo corrosivo seja evitado. Para isso,
pode-se fazer uso de biocidas com acédo nas células plancténicas, presentes no fluido
de processo, ou sésseis, que ficam aderidas a superficie do material. Pode-se também
fazer uso de alternativas que protejam a superficie metalica, como a aplicacdo de
inibidores de corrosao, revestimentos, protecdo catddica e anddica (FERREIRA,
2018).

Biocidas consistem em compostos ou mistura de compostos que sdo capazes
de matar os microrganismos ou inibir o crescimento microbiano. A utilizacdo de
biocidas é o tratamento quimico empregado no controle ou na prevencéo de CMI em
sistemas de aguas industriais (VIDELA, 2003).
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Esses produtos podem ser classificados como bacteriostaticos (inibem a
sintese proteica e na sua auséncia, 0s microrganismos voltam a ter atividade),
bactericidas (provocam a morte celular, porém nédo destroem a célula mantendo a
contagem celular constante e diminuindo o numero de células viaveis) e bacterioliticos
(atuam na célula liberando o conteudo citoplasmatico através da lise da membrana)
de acordo com a sua toxicidade seletiva (MADIGAN et al.,2010).

Os biocidas atuam atacando os componentes celulares funcionais colocando
0S microrganismos em estresse. A parede celular, os componentes da membrana
citoplasmatica e o citoplasma sao os alvos preferenciais dos biocidas. Sendo assim,
para serem eficazes, os biocidas precisam atravessar a membrana exterior das
células microbianas e atingir os sitios alvos com uma concentracdo minima ativa. Esse
acesso aos sitios alvos depende da composicédo quimica e das propriedades fisico-
guimicas de cada biocida (PAULUS, 1993; RUSSEL 1995).

Sendo assim, a eficacia do biocida vai depender da natureza dos
microrganismos que se deseja eliminar, das condi¢cdes de operacdo do sistema no
gual o biocida precisa ser compativel, da concentracdo do biocida, do tempo de
contato e do pH (VIDELA, 2003). E importante que o tempo de contato seja bem
definido ja que muitos microrganismos nao séo eliminados por contato imediato com
a maioria dos biocidas utilizados e, em alguns casos, podem induzir a resisténcia das
bactérias causadoras de CMI (ARAUJO et al., 2013).

Outros requisitos importantes na selecdo de um biocida incluem: nédo ser
corrosivo para 0s metais do sistema; apresentar boa biodegradabilidade; ter a
capacidade de manter o efeito inibidor diante de outras substancias presentes no meio
em condi¢cdes semelhantes as de operacdo; ter baixo custo e ser seguro para o
manuseio durante a utilizacdo e a dosagem (VIDELA, 2003).

Os biocidas utilizados no tratamento de aguas industriais a fim de controlar o
crescimento de microrganismos podem ser divididos em oxidantes e ndo oxidantes.
Dentro do primeiro grupo podem ser citados o cloro, bromo, 0zbénio e o peréxido de
hidrogénio. Entre os ndo oxidantes, tem-se o glutaraldeido, os compostos de aménio
guaternario e as isotiazolinas e o sulfato de tetrakis (hidroximetil)fosfonico (THPS).

Os biocidas comercialmente utilizados e citados anteriormente sdo eficazes no
controle da biocorroséo, porém, a maioria é toxico e possui dificil degradacéo levando

a sua utilizacéo impactar negativamente o meio ambiente (SILVA, 2015).
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O uso desses biocidas téxicos € um problema para a industria de sistemas de
sprinklers. A Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos Estados Unidos (The Environmental
Protection Agency — EPA) define biocida como sendo um grupo diversificado de
substancias venenosas, incluindo conservantes, inseticidas, desinfetantes e
pesticidas, usados para o controle de organismos que sdo prejudiciais a saude
humana ou animal ou causam danos a produtos naturais ou manufaturados
(CHARTIER, 2004).

A preocupacgdo com relacdo ao uso de biocidas nas industrias de sprinklers,
além dos danos ao meio ambiente, se deve ao fato de, em caso de um incéndio e da
necessidade de um chuveiro automéatico ser acionado em um lugar que estiver lotado
de pessoas, 0 biocida sera lancado juntamente com a agua, sendo inalado pelo
publico presente no local, expondo todos aos riscos. Por esse motivo, a industria de
sprinklers considera o risco do uso de biocidas, diferentemente das outras industrias
(CHARTIER, 2004).

Tendo em vista a alta toxicidade dos biocidas comercializados, a busca por
biocidas alternativos naturais tem sido frequente. Na Tabela 1 sdo apresentados
alguns estudos realizados com biocidas, sendo eles naturais ou ndo, que mostram a
variedade de compostos usados no controle de diferentes grupos microbianos
envolvidos na CIM em diferentes meios. Para a eficacia do tratamento, &€ necessario
um estudo prévio da concentracdo de biocida a ser usada além do tempo de contato
com o sistema que podem variar dependendo do microrganismo a ser tratado e do

meio corrosivo.



Tabela 1 - Estudos realizados com biocidas, naturais ou ndo, encontrados na literatura (continua)
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Microrganismo/Material

Biocida

Observactes

Referéncias

- A concentracdo de biocida testada variou entre 1x107° e 1x1072 mol

Compostos de aménio L'1. Os compostos hidroxidos de decil, dodecil e hexa decil dimetil Badawi et al.
BRS/Aco Carbono . ) ) L .
Quaternarios (QUATS) isopropil amdnio inibiram, tanto a corrosédo em ago carbono em HCI 1 (2010)
mol L?, como também o crescimento de BRS.
- A concentracdo de 100 mg L de biocida apresentou boa eficiéncia
Desulfovibrio vulgaris e Sulfato de no controle de biofilmes de BRS no metal utilizando como meio uma L 2 et al
avania et al.
Desulfovibrio giga/Aco tetraquishidroximetil mistura de agua e éleo. (2011)
carbono fosfénio (THPS) - Houve uma reducdo de 3 ordens de grandeza para células
planctdnicas e sésseis.
- A concentracgédo de 3% m/v de 6leo de alho apresentou uma reducao
) 3 das células sésseis em 30% em agua do mar sintética, para o tempo
Cultura mista contendo Oleo de Alho/ ] ) ) ] .
. de crescimento do microrganismo de 7 dias. Silva (2015)
BRS/Aco carbono Glutaraldeido . L
- A concentracéo de 100 ppm de glutaraldeido inibiu completamente o
crescimento de células sésseis nas mesmas condi¢cdes.
- [extrato de nim] = 3% (v/v) inibe o crescimento das bactérias em meio
de agua destilada.
. . . . (SWAROOP,
- O efeito bactericida do filme formado pelo extrato da folha de nim no
Arthrobacter sulfureus/ i i i VICTORIA,
Extrato de folhas de nim cupom permaneceu estavel por até 3 semanas.
Cobre (95-97% pureza) L o MANIVANNAN,
-Os resultados de polarizacdo potenciodindmica e os estudos EIE 2016)

estdo de acordo com a natureza dos filmes observados na analise
SEM.
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Microrganismo Biocida

Conclusdes

Referéncias

Bacillus thuringiensis EN2 )
Extrato de gengibre

- A concentracdo de 20 ppm foi a dosagem ideal para a inibicdo da

formacéo de biofilme na superficie do material em agua de

Narenkumar et al.

strain/Ago doce 1010 resfriamento. (2017)
Inibicdo de 80% da corroséo.
- A concentracgdo de 4% v/v inibiu o crescimento microbiano em 72% na
superficie do metal em agua de mar sintética por 7 dias. Além disso, as
Desulsufovibrio alaskensis 3 ) bactérias cultivadas no meio contendo 6leo de nim formaram um
Oleo de nim o ) . Fonseca (2018)
/Aco Carbono biofiime que cobriu grande parte da superficie do corpo de prova,
gerando assim uma resisténcia a transferéncia de carga maior e
diminuicdo do processo corrosivo.
- A concentracdo de biocida inibitéria minima foi de 2 g L' para
) o . Pseudomonas aeruginosa e Shewanella sp. e de 3 g L'! para as BRS
Pseudomonas aeruginosa, Proantocianidinas extraidas . o ) . .
] em agua sintética de sistema de refrigeracao.
Shewanella sp. e BRS/Aco da fibra do coco verde ) . o } ) . GUEDES, 2018
] - No meio de estudo (4dgua sintética de sistema de regrigeracéo) e pH
carbono (Cocos nucifera L.)

neutro, em concentracées superiores a 0,5 g L de biocida, a eficiéncia
de inibicdo da corroséo foi superior a 70%.

Fonte: O autor, 2020.
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Como pode ser observado na tabela 1, os biocidas podem apresentar efeitos
diferentes dependendo do tipo de microrganismo para o qual o tratamento esta
sendo aplicado, bem como a concentracdo e o tempo de contato que € utilizado.
As BRS possuem diversas espécies que podem reagir de diferentes formas a acéo
dos biocidas em uma mesma concentracéo e tempo de contato.

O extrato de nim, que é um biocida natural apresentou resultados
promissores nos estudos citados na tabela 1. Swaroop, Victoria e Manivannan
(2016) demonstraram que a concentracédo de 3% (v/v) de extrato de nim inibiu o
crescimento das bactérias em meio de agua destilada e Fonseca (2018) concluiu
gue a concentracdo de 4% vl/v inibiu o crescimento microbiano em 72% na
superficie do metal em agua de mar sintética por 7 dias.

Portanto, no presente estudo, o 6leo de nim foi escolhido como uma possivel
alternativa para o tratamento de aguas utilizadas em sistemas de sprinklers. Para
fins de comparacgéo, também foi avaliado o glutaraldeido, que é um biocida

comercialmente utilizado. Ambos séo descritos a seguir:

1.5.1 Glutaraldeido

O glutaraldeido é um ingrediente ativo de uma grande variedade de
biocidas comerciais empregados no controle de fungos, algas, bactérias como
as bactérias redutoras de sulfato e biofilmes bacterianos. Este composto atua
em amplos intervalos de pH e de temperatura (VIDELA, 2003). A formula

estrutural do glutaraldeido € mostrada na Figura 7.

Figura 7 - Formula estrutural do glutaraldeido

T 0
H—C—CH,—CH,—CH,—C—H

O glutaraldeido possui acéo biocida no qual o0 mecanismo esta associado a
uma ligacéo cruzada (interacdo do biocida com a célula por ligacdes covalentes)

com as camadas proteicas externas da célula, afetando a permeabilidade celular e
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impedindo o transporte de nutrientes para a célula e remocao de produtos residuais,
resultando assim na morte celular (GONCALVES, 2002).

A interacdo do glutaraldeido com os constituintes celulares é favorecida pelo
aumento do pH. Outros fatores podem influenciar o desempenho deste biocida, tais
como o tempo de contato, a concentragao e a temperatura. (EAGAR et al., 1986).

1.5.2 Oleo de nim

Atualmente, os biocidas naturais de origem vegetal sdo de grande interesse
por serem baratos, prontamente disponiveis e ambientalmente seguros. Diversos
biocidas ambientalmente amigaveis tém sido estudados no controle da biocorrosao
(SWAROOP; VICTORIA; MANIVANNAN, 2016).

O nim (Azadirachta indica) é popularmente conhecido como amargosa. E um
vegetal da familia das Meliaceae. E nativo da india e da Birmania, porém
desenvolve-se bem em regides semiaridas.

O uso mais antigo do nim € o medicinal. No Brasil, a introdu¢céo do nim se
deu pelo Instituto Agronémico do Parana, no ano de 1996. Hoje a arvore do nim ja
€ encontrada em todas as regides do Brasil, principalmente nas regifes mais
guentes (NEVES; CARPANEZZI, 2009; MARTINEZ, 2011). A Tabela 2 mostra a

composicdo quimica do oleo de nim.

Tabela 2 - Composicao do éleo de nim (continua)

Composto %
Acido Hexadecanéico 33,00
Acido (Z)-octadec-9-enoico 14,30
5,6-dihidro-2,4,6-trietil-1,3,5-ditiazina 11,60
Metil Oleato 3,80
Eudesmo-7(11)-en-4-ol 2,70
Acido 9-12-octadecadienoico 2,40

Fonte: Kurose, 2005
Tabela 3 - Composicdo do 6leo de nim (conclusédo)
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Composto %

Acido Tetradecanoico 6,75
Acido Pentadecandico 1,23
Acido 9-Hexadecenoico 1,78
Acido octadecanoico 2,93
Acido Tridecanoico 1,39
Heptacosano 1,64
Metil-linolenoato 1,02

Tricosano 10,08

Metil-palmitato 1,34

Fonte: KUROSE, 2005

Com relacdo a sua efetividade na corrosdo, um estudo em cobre realizado
com o extrato das folhas de nim em agua destilada, contendo uma cultura de
Arthrobacter sulfureus, mostrou que uma concentracéo de 3% v/v é suficiente para
diminuir o crescimento microbiano (SWAROOP; VICTORIA; MANIVANNAN, 2016).
Ja em meios contendo BRS, um estudo que investigou o efeito de inibicdo de CMI
do extrato de nim em tubulacéo de aco API 5L X80 mostrou que o extrato das folhas
de nim diminuiu a taxa de corrosdo em 50% em agua do mar artificial em uma
cultura mista de bactérias redutoras de sulfato contendo Desulfovibrio africanus,
Desulfovibrio alaskensis e Desulfomicrobium aspheronum (BHOLA et al., 2014).
Fonseca, 2018 avaliou o efeito do 6leo de nim no crescimento microbiano de uma
cultura de Desulsufovibrio alaskensis em aco carbono em meio de agua do mar
sintética concluindo que a concentracéo de 4% v/v inibiu o crescimento microbiano

em 72% na superficie do material estudado para o tempo de 7 dias.
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1.6 Monitoramento da biocorrosdo

Um conhecimento multidisciplinar é essencial para uma boa interpretacao de
qualquer caso de corrosdo microbioldgica e deve ser feita uma analise completa do
processo com metodologias microbiolégicas e eletroquimicas bem definidas
(VIDELA; HERRERA, 2005).

Muitos métodos tém sido usados na avaliagdo e no monitoramento da
biocorrosdo incluindo métodos eletroquimicos, microbiolégicos, microscopicos,
fisico-quimicos, dentre outros (PAULA, 2010). Esses métodos serdo descritos a

sequir.

1.6.1 Métodos microbioldgicos

Os meétodos microbioldgicos tém sido utilizados para o isolamento, cultivo,
identificacédo e quantificacdo de microrganismos (JIA et al., 2019).

E importante identificar e quantificar os microrganismos causadores da
corrosao. A populacédo de organismos presentes na fase aquosa (planctonicas) é
capaz de induzir a corrosdo generalizada por producéo de metabdlitos corrosivos
ou pelo consumo de inibidores da corrosdo. Ja os organismos aderidos a superficie
(sésseis) produzem corrosao localizada, que é mais severa. A contagem de
microrganismos pode ser feita por técnicas tradicionais de crescimento em meios
de cultura gerais ou seletivos, sendo a técnica pour plate em placas de Petri
normalmente utilizada para bactérias aerdbias e fungos. O método do nimero mais
provavel (NMP) é empregado no caso de bactérias anaerdbias, incluindo as BRS
(VIDELA, 2003). Este método consiste em realizar sucessivas diluicbes do inéculo
e em seguida incubar as amostras por 28 dias, no caso de bactérias anaerobicas.
Ao final do tempo de incubacdo, o crescimento celular é verificado através da
turvacdo do meio e essas amostras sao consideradas positivas. Os resultados
positivos e negativos sdo combinados para estimar o nUmero mais provavel de
microrganismos viaveis na amostra e essa estimativa é feita com base em tabelas
estatisticas e na teoria da probabilidade (HARRIS; JONES; LEWIS, 1998;
SUTTON, 2010).
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No caso da BRS, sua presenca € verificada pela formagédo de um precipitado

preto de sulfeto ferroso (FeS).

1.6.2 Métodos fisico-guimicos

E muito importante determinar se as condi¢cbes ambientais sdo adequadas
para microrganismos diante de um problema de biocorrosdo. Dentre as analises
estdo a verificacdo da temperatura, pH, presenca de carbono, nitrogénio, fésforo e
outros nutrientes essenciais, niveis de ions especificos para o crescimento e
metabolismo de microrganismos, como o sulfato, no caso da presenca de BRS
(VIDELA, 2003).

1.6.3 Métodos de avaliacao qualitativa e semi-quantitativa da CMI

Técnicas de microscopia sdo muito utilizadas na avaliacdo da corrosédo. Elas
fornecem informacdes sobre a morfologia das células microbianas e colbnias, sua
distribuicdo na superficie, a presenca de substancias poliméricas extracelulares
(SPE), a natureza dos produtos de corrosao (cristalinos ou amorfos) e também
podem identificar o tipo de ataque ao metal (corroséo por pites ou uniforme). Além
disso, permite uma visualizagdo das mudancas nas caracteristicas da
microestrutura e da superficie apés remocao dos produtos de biofilme e corrosédo
(BEECH; GAYLARDE, 1999). As técnicas microscopicas mais utilizadas na
investigacdo da biocorrosdo sdo a microscopia eletrénica de varredura (MEV),
microscopia eletrénica de varredura ambiental (MEVA), microscopia confocal por
varredura a laser (MCVL) e microscopia de for¢a atbmica (MFA)(BEECH, 2004).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é um método basico na
avaliacao de morfologias de biofilme e produtos de corrosao (LIU et al., 2018). Este
meétodo fornece imagens de alta resolucdo, sendo possivel observar diferentes
formas de células em um consoércio de biofilme de cultura mista (JIA et al., 2017).

Porém, somente a detec¢cdo de microrganismos ndo deve ser a Unica base

para confirmar seu envolvimento no processo corrosivo, sendo necessaria a
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identificac@o de atividades microbianas especificas no local onde a corrosdo esta
(BEECH; GAYLARDE, 1999).

A andlise quimica de superficie permite a determinacdo da composicao
quimica dos produtos de corrosdo e depdsitos microbiolégicos, fornecendo
informacdes sobre as reagbes eletroquimicas envolvidas no processo de corrosao
do metal (BEECH, 2004). As técnicas normalmente empregadas, visando obter
informacdes sobre os produtos de corrosdo nas superficies metalicas, sdo a
espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) e difracdo de raios X (DRX)
(MARQUIS, 1989).

O DRX néo possui alta resolucao espacial para detectar corrosao localizada.
Os raios X sdo ondas eletromagnéticas de comprimento de onda na regido de 0,1
a 10 A, o que os permite sondar a estrutura do material ao nivel de distancias
interatdmicas, 0 que faz essa técnica eficiente na analise qualitativa da estrutura
das superficies, permitindo a identificacdo dos produtos de corroséo formados. Ja
o EDS avalia a abundancia elementar em alta resolucéo sobre uma profundidade
de amostragem de aproximadamente 1m (BEECH, 2004). Com a analise de EDS
€ possivel a obtencdo de uma anélise elementar semiquantitativa do produto de
corrosao formado na superficie metalica. Além disso, a técnica de EDS pode ser
aplicada a um microscoépio eletrénico de varredura, permitindo a observacao e a
determinacdo semiquantitativa dos produtos de corrosdo em locais selecionados
na superficie. As duas técnicas possuem a vantagem da preparacao da superficie

ser simples e ndo causar prejuizo ao produto formado (PAULA, 2010).

1.6.4 Métodos eletroquimicos

Por natureza, a biocorrosdo € um processo eletroquimico, apesar da
participacdo dos microrganismos ser ativa no fenémeno (VIDELA, 2003). Sendo
assim, os métodos eletroquimicos podem ser usados ndo somente para estudar o
comportamento da CMI, como também avaliar a eficacia dos biocidas (JIA et al.,
2019). A utlizacdo de técnicas eletroquimicas deve ser analisada com muito
cuidado e ser complementada com um estudo simultdneo dos aspectos

microbiolégicos e metalogréaficos que intervém no processo (VIDELA, 2003).
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Serdo descritas a seguir as técnicas eletroquimicas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) e polarizagdo potenciodindmica, que sédo as que

foram usadas no presente estudo.

1.6.4.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

A técnica de EIE é uma técnica ndo destrutiva utilizada no estudo da
biocorrosdo. Nesta técnica, € aplicado um potencial de corrente alternada com uma
perturbacao de 5 a 10 mV de amplitude em uma faixa de frequéncia muito grande,
normalmente de 10°a 102 Hz (JIA et al., 2019). Como resposta ao sistema, é
possivel a obtencéo de informacdes importantes sobre a cinética de transferéncia
de carga e sobre a estrutura e as propriedades da interface eletrodo/eletrolito
(GNEDENKOV; SINEBRYUKHOV; SERGIENKO, 2005).

A aplicacdo de corrente alternada a célula eletroquimica é feita através de
um potenciostato acoplado a um computador. A corrente alternada, com uma dada
frequéncia, € programada pelo computador e aplicada no eletrodo de trabalho pelo
potenciostato. A resposta do eletrodo é recebida pelo detector de frequéncia, que
encaminha os dados ao computador para processamento (WOLYNEC, 2003).

As respostas eletroquimicas da EIE séo utilizadas para a construcao dos
graficos de Nyquist, Bode e Fase. No diagrama de Nyquist, os valores da
impedancia real (Z’) e da impedancia imaginaria (-Z”) sao representados em um
plano complexo. A impedancia real (Z’) incorpora as resisténcias 6hmicas, isto €, a
resisténcia pura, que independe da frequéncia. Ja a impedancia imaginaria (Z”)
incorpora as reatancias, ou seja, a resisténcia que é dependente da frequéncia
aplicada ao sistema. Os pontos correspondentes aos baixos valores de frequéncia
se posicionam ao lado direito do diagrama. A medida que a frequéncia aumenta, 0s
pontos se deslocam para a esquerda, passando pelo ponto de frequéncia maxima
(fmax) (WOLYNEC, 2003; SILVA, 2013). Um diametro de semicirculo maior em um
diagrama de Nyquist significa maior resisténcia a corrosédo (JIA et al., 2019). A
Figura 8 apresenta um exemplo do diagrama de Nyquist para um processo de

corrosao de cobre na presenca de BRS.
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Figura 8 - Exemplo de Diagrama de
Nyquist para um processo de corroséo de
cobre na presenca

de BRS
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Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2014.

Os diagramas de Bode (Modulo e Fase) exibem as variacfes da impedancia
em altas frequéncias, geralmente omitidas no diagrama de Nyquist. No diagrama
de Bode, sao apresentados os valores do médulo de impedancia (|Z|) em funcao
dos valores de frequéncia, ambos em escala logaritmica, e no diagrama de fase
séo representados os valores de angulo de fase em funcéo da frequéncia em escala
logaritmica (SILVA, 2015 apud CANO; LAFUENTE; BASTIDAS, 2009; WOLYNEC,
2003). Na Figura 9 sdo apresentados exemplos de diagramas de Bode (Mddulo e

Fase) para um processo corrosivo de aco carbono em agua utilizada em torre de

resfriamento.
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Figura 9 - Exemplos de diagramas de Bode (Médulo e
Fase) para um processo corrosivo de aco carbono em agua
utilizada em torre de resfriamento
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Fonte: Adaptado de SU et al., 2014.

Os dados da EIE s&o modelados utilizando modelos de circuitos elétricos
equivalentes, que consistem em um resistor, um capacitor (ou elemento de fase
constante), impedancia de Warburg e outros componentes. 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,;
SERGIENKO, 2005). Caso os circuitos equivalentes estejam em série, as somas
das resisténcias resisténcia da solucdo fornecem a resisténcia a corrosdo (JIA et

al., 2017).
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1.6.4.2 Polarizagao potenciodinamica

E importante conhecer o comportamento eletroquimico de um metal em um
potencial de eletrodo diferente do potencial de corrosao (ou de equilibrio), tanto do
ponto de vista pratico, quanto teérico (WOLYNEC, 2003).

A polarizacdo de um metal trata-se do afastamento do potencial de corrosao
(Ecorr) ou potencial de circuito aberto, provocado pela passagem de corrente por
uma célula eletroquimica. Na polarizacdo potenciodindmica, € empregada uma
tensdo DC na faixa de vérias centenas de mV em torno do potencial de circuito
aberto estavel a fim de avaliar o comportamento da corrosédo em um sistema. Com
a aplicacdo dessa metodologia sdo obtidas as curvas de polarizacdo, que
relacionam o potencial e a corrente (i) ou a densidade de corrente (I) (corrente
dividida pela area do material que é exposta as reacOes eletroquimicas). As
inclinagdes de Tafel da curva anddica e catddica produzem valores de Ba e 3¢
(PAULA, 2010; R. JIA, 2019). Nos ensaios de polarizacéo, € possivel a obtencao
de condicbes similares do metal exposto aquelas em que ele se encontra no
ambiente natural (atmosfera, industria, etc), quando o afastamento do Ecorr causa
mudancas consideraveis em sua superficie (PAULA, 2010).

O potencial de corroséo € o potencial caracteristico de um metal que sofre
corrosao numa solucao de baixa resistividade elétrica. Esse potencial é obtido pela
intersecdo da curva de polarizacdo anddica com a curva de polarizacédo catddica
(WOLYNEC, 2003).

As curvas sao obtidas através de um potenciostato que € um equipamento
eletrénico capaz de impor ao eletrodo de trabalho o potencial de eletrodo desejado,
atuando sobre uma célula eletroquimica com trés eletrodos (um eletrodo de
trabalho, que se trata do eletrodo de estudo, um eletrodo de referéncia e um contra-
eletrodo). A curva de polarizacdo obtida dessa forma néo representa a polarizacéo
de uma unica reacdo, mas do efeito global de todas as reacdes que ocorrem
simultaneamente sobre o eletrodo (WOLYNEC, 2003; GENTIL, 2007).

Experimentalmente, existem dois métodos convencionais para a obtencao
de uma curva de polarizacdo: o método potenciostatico e o0 método potenciocinético

ou potenciodinAmico. No primeiro método, sdo aplicados valores discretos,



44

crescentes ou decrescentes ao potencial de eletrodo, e, em cada potencial, a
variacao de corrente correspondente € determinada. No segundo método, varia-se
continuamente o potencial de eletrodo, registrando a variacdo de corrente que
também varia de maneira continua (WOLYNEC, 2003).

Uma maneira de apresentar as curvas de polarizacao é pela relacdo entre a
sobretensdo de um eletrodo e a densidade de corrente correspondente,
estabelecida experimentalmente por Tafel.

Devido a natureza logaritmica da equacao de Tafel, uma maneira apropriada
de se apresentar as curvas de polarizacdo é através de um diagrama potencial
contra a densidade de corrente em escala logaritmica (E vs log(i)). Este tipo de
diagrama tem a vantagem de que parte das curvas em que a equacéao de Tafel é
valida apresenta-se como uma reta (WOLYNEC, 2003). A apresentacao de uma

curva de polarizacdo é mostrada na Figura 10.

Figura 10 - Representacdo esquematica
das curvas de polarizacdo em um diagrama
logaritmico. E = potencial de eletrodo; Ee =
potencial de equilibrio; © = inclinagao da reta
anddica, y - inclinacdo da reta catodica; i -
densidade de corrente; Ba e Bc — constante

E

log i, log| i

Fonte: WOLYNEC, 2003.

De acordo com a variacdo do potencial de eletrodo aplicado, o valor da
sobretensdo descreve o comportamento do metal. Para valores de sobretenséo
positivos, a corrente que passa pela interface metal/eletrélito é positiva (corrente

anodica) e o metal sofrerd corrosdo através de uma reagédo de oxidacdo. Caso a
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sobretensdo apresente valores negativos, serd estabelecida uma corrente
negativa, ou seja, catodica, levando a uma reagdo de reducdo (GENTIL, 2011).

E importante ressaltar, que o ensaio de polarizacio potenciodinamica pode
causar danos significativos aos biofilmes. Por esse motivo, deve ser usado com
cautela. A varredura deve ser feita apenas uma vez no final de um experimento,
apos o qual o eletrodo de trabalho deve ser descontinuado de outras incubacdes e
testes (JIA et al., 2019).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Corpos de prova

Foram utilizados para todos os ensaios cupons metélicos de aco carbono
AISI 1020 cuja composi¢do quimica em % massa € descrita na Tabela 3. Foram
utilizados dois corpos de prova diferentes como mostrado na Figura 11. O corpo de
prova da Figura 11 A foi usado nos ensaios de quantificacéo celular e de avaliacéo

morfoldgica, enquanto aquele apresentado na Figura 11 B foi utilizado nos ensaios
eletroquimicos.

Tabela 4 - Composicéao quimica em % massa do aco
carbono AISI 1020

Elemento % massa

C 0,16
Mn 0,63

P 0,012
Smax 0,031
Si 0,012
Cu 0,01
Cr 0,03
Ni 0,01
Fe 99,105

Fonte: INSTITUTO DE PESQUISAS TECNOLOGICAS, 2017.
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Figura 11 - Corpos de prova utilizados nos ensaios de quantificagao
celular e avaliacdo morfolégica (A) e ensaios
eletroquimicos (B

Fonte: O autor, 2020.

Para os ensaios de quantificacdo celular e avaliacdo morfoldgica (Figura
11A) os corpos de prova utilizados tinham dimensfes em torno de 2.0 x 1,8 x 0,1
cm e area média em torno de 8 cm?,

Estes cupons 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. Apds essa etapa, foram mantidos em dessecador até a
imersdo no meio de cultura.

Para os ensaios eletroquimicos foram utilizados cupons com dimensdes em
torno de 1,8 x 1,7 x 0,1 cm e area média exposta de aproximadamente 3 cm? (Figura
11B). A fim de proporcionar a conexdao elétrica do sistema, um fio condutor de cobre
foi soldado em cada cupom metalico. Posteriormente, os mesmos foram embutidos
em resina epoxi de modo que apenas uma de suas faces ficasse exposta ao meio
corrosivo. O processo de lixamento e limpeza destes corpos de prova foi o mesmo

usado para os ensaios de quantificagéo celular.
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2.2 Fluido de processo e preparo do inéculo

A agua utilizada para isolar as bactérias, no preparo dos meios de cultura e
na realizacdo dos ensaios eletroquimicos (eletrélito) € mostrada na Figura 12 e foi
cedida por uma industria farmacéutica localizada no Rio de Janeiro. A agua foi
retirada diretamente da rede de sprinkler da empresa.

Figura 12 - Agua utilizada para
isolar a cultura de
bactérias utilizada no
trabalho e para a
realizacdo de todos os
ensaios

Fonte: O autor, 2020.

Pode ser observada uma forte coloracdo marrom na amostra que é
proveniente da quantidade de sélidos dissolvidos.

A determinacdo das caracteristicas da agua utilizada na presente
dissertacao foi realizada no Laboratério de Microbiologia e Quimica Ambiental.
Foram determinados o pH, a condutividade, o teor de sulfato, e carbono orgéanico,
inorganico e total da amostra.

A determinacdo da concentracdo de sulfato foi realizada pelo método
turbidimétrico. O principio deste método é que o ion sulfato (SO4%) é precipitado
em meio de acido acético com cloreto de bario (BaClz), na forma de cristais

de tamanho uniforme de sulfato de bario (BaSO.). A absorbancia de
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luz da suspenséo de sulfato de bario é medida espectrofotdmetricamente, e a

concentracdo de SO4%> é determinada pela comparacdo das leituras com a curva
padrdo. Sendo assim, para a determinacdo da concentragéo de sulfato na amostra
de &gua utilizada, foram preparadas solu¢ées padrdo com varias concentracées de
SO4% para a construcdo da curva padrdo de absorbancia x mg/mL de SO.?.
Também foi preparada uma solugdo tampao, no qual foram dissolvidos 30,0 gramas
de cloreto de magnésio (MgCl2.6H20), 5,0 gramas de acetato de sodio
(CH3COONa.3H20), 1,0 grama de nitrato de potassio (KNO3s), 0,111 gramas de
sulfato de sodio (Na2SOa) e 20 mL de &cido acético (CHzCOOH 99%) em 1000 mL
de 4gua destilada. Em seguida, foram adicionados 100 mL da 4gua a ser analisada
em um erlenmeyer de 250 mL e 20 mL da solucdo tampéo. Apds, foi adicionado
aproximadamente 1,169 de cloreto de bario. A solucéo foi agitada por 60 segundos.
Este tratamento foi efetuado tanto para a amostra a ser analisada, quanto para
todas as concentracOes utilizadas na curva padrao. Apos, a turbidez da amostra foi
medida em espectrofotdmetro e a concentragdo de SO.* foi calculada pela
comparacao da turbidez lida com a curva de calibracdo. Apos o procedimento, a

concentracao de sulfato na amostra de agua foi determinada pela equacéao 1.

mg SO?~ S02~ X 1000
g 4 /L= mg oS50, (1)

mL de amostra

A avaliacdo da concentracédo de carbono foi realizada em um Analisador de
Carbono da marca Shimadzu Corp (modelo TOC-L CSN) da seguinte maneira: Para
a determinacao de carbono total, uma aliquota da amostra analisada foi adicionada
em um forno de combustéo catalitica, onde todo o carbono presente (organico ou
inorganico) foi convertido em CO, sendo detectado e quantificado por
infravermelho né&o dispersivo. O teor de carbono inorgéanico foi obtido com uma
nova aliquota retirada e acidificada com acido cloridrico 2 mol L. A acidificacdo
provoca a conversdo do carbono presente na forma inorganica (CO: dissolvido,
hidrogenocarbonatos e carbonatos) em CO:e, entdo, pode ser detectado e
guantificado por infravermelho néo dispersivo. O carbono organico total é
determinado com a diminui¢cdo do carbono total com o carbono inorganico.

A &gua de sprinkler foi armazenada sob refrigeracdo e também foi usada

como fluido de processo em todos 0s ensaios realizados, sendo utilizada tanto para
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0 preparo dos meios de cultura, quanto para a realizacdo dos ensaios
eletroquimicos (eletrdlito). Porém, em funcdo da baixa condutividade da amostra
original de agua, a mesma foi filtrada e usada na presenca de uma solucéo 0,2 mol
L' de NaNOs, a fim de permitir o transporte das cargas durante os ensaios
eletroquimicos.

A cultura bacteriana utilizada neste trabalho foi uma cultura mista contendo
0 grupo de bactérias conhecido como bactérias redutoras de sulfato (BRS). As
bactérias foram isoladas da agua da rede de sprinkler cedida de uma industria
farmacéutica localizada no Rio de Janeiro mencionada anteriormente. Para o
isolamento da bactéria, uma aliquota da dgua de sprinkler (correspondente a 10%
do volume do meio de cultura) foi inoculada em frascos de 50 e 100 mL contendo
meio Postgate C modificado (POSTGATE, 1984), cuja composicao € apresentada
na Tabela 4. Os frascos inoculados foram incubados em estufa a uma temperatura
de 30° C. A presenca das BRS na agua foi evidenciada pela coloragéo preta, devido

a formacéao de precipitado sulfeto de ferro.

Tabela 5 - Composicao do Meio Postgate C

Composicéao Quantidade
KH2PO4 0,50¢
NH4CI 1,00 ¢
NazS04 4,509
CaCl2.2H20 0,049
MgS04.6H20 0,06 g
Lactato de Sédio (50% p/v) 9,40 mL
Extrato de Levedura 1,00 g
Citrato de sédio .7H20 0,30¢g
FeS04.7H20 0,004 g
Agar 1,90 g
Resazurina 4,00 mL
Agua da torneira 1000 mL

Fonte: POSTGATE, 1984.

O meio foi preparado em condi¢des de anaerobiose, sob purga de nitrogénio.
O pH do meio foi ajustado para 7,6 com uma solu¢do de NaOH 1 mol Lt. Em

seguida, o meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos.
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2.3 Meios de cultura

Foi utilizado, para o cultivo das BRS, o meio de cultura Baar’'s modificado
(adaptado de ATTC meio 1249), conforme mostrado na Tabela 5. O presente meio
foi usado tanto para os ensaios bibticos (na presenca de BRS), quanto para os
ensaios abidticos (na auséncia de BRS) e com biocidas.

Tabela 6 - Composi¢do do meio Baar’s modificado

Composicéao Quantidade
MgSO4 204g
Citrato de Sadio 5049
CaSO0q4 109
NH4CI 10g
K2HPO4 05¢g
Lactato de Sédio (50% m/v) 7,0 mL
Extrato de Levedura 10g
Solucéo de Resazurina (0,025% m/v) 4,0 mL
Tioglicolato de Soédio 0,124 g
Agua do Sprinkler 1000 mL

Fonte: Adaptado de ATTC Meio 1249.

O meio foi preparado sob purga de nitrogénio para que as condicfes de
anaerobiose fossem garantidas, ja que as BRS sdo microrganismos anaerobios. O
pH do meio foi ajustado para 7,5 adicionando solu¢éo de hidroxido de sédio (NaOH)
1 mol L. Ap6s, foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Além do meio Baar’'s modificado, foram preparados os meios de cultura
Postgate E e solucdo de diluicdo para o ensaio de quantificacdo microbiana, cujas
composicdes sdo apresentadas nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.

A composicao do meio Postgate E € mostrada na Tabela 6 e da solucéo de

diluicdo, apresentada na Tabela 7.



ajustado para 7,60 com uma solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 1,0 mol L.

2.4

Tabela 7 - Composicdo do meio Postgate E modificado

Composicéao Quantidade
K2HPO4 0,59
NH.CI 109
Na2S04 1049
CaCl2.H20 0,679
MgCl2.6H20 1,83¢g
Lactato de Sédio (50% m/v) 7,0 mL
Extrato de Levedura 10g
Acido ascorbico 0,19
FeS04.7H20 0,5g
Agar 199
Solucéo de Resazurina (0,025% m/v) 4,0 mL
Agua da Bica 1000 mL

Fonte: POSTGATE, 1984.

Tabela 8 - Composicao da solucao de diluicao

Reagentes Quantidade
Tioglicolato de sédio 0,124 g
Acido ascorbico 0,100 g
Solucdo de Resazurina (0,025% m/v) 4 mL
Agua da bica 1000 mL

Fonte: Adaptado de PENNA, 2004.

Sistemas utilizados para os ensaios eletroquimicos (abioticos e
biéticos) e para os ensaios de quantificacdo microbiana
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Ambos os meios foram preparados sob purga de nitrogénio e o pH foi

Para a realizacao de todos os ensaios, foram adicionados 80 mL do meio de

cultura Baar’s em frascos de 100 mL que foram denominados de biorreatores, como

ilustrado na Figura 13.
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Figura 13 -  Biorreator
contendo o]
meio de
cultura Baar’s

modificado

Fonte: O autor, 2020.

Para os ensaios biéticos, o meio de cultura foi inoculado a 10% v/v com a
cultura mista de BRS. Para os ensaios com biocidas, antes da inoculacdo com a
cultura de BRS, foi adicionada a quantidade desejada de biocida ao meio de cultura.
Além disso, foi adicionada, nos biorreatores contendo o meio de cultura, no
momento da introducdo do corpo de prova, 2 mL de uma solucdo de
Fe(NH4)2(S04)2.6H20 0,5 g L previamente filtrada em membrana Milipore de 0,45
pMm de porosidade. Essa solucao foi adicionada, tanto nos ensaios abiéticos quanto
nos bioticos, e nos ensaios com biocidas, a fim de fornecer ferro ao meio de cultura.

Os corpos de prova utilizados em todos os ensaios dessa dissertacdo foram
esterilizados em fluxo laminar por 20 minutos, cada face, pela luz ultravioleta (UV),
antes da imersdo dos corpos de prova no meio de cultura. Para os ensaios de
guantificacdo celular e avaliacdo morfologica, os cupons metalicos foram
introduzidos no biorreator por meio de uma fita de teflon para que permanecessem
suspensos durante o periodo de exposi¢cdo, como mostrado na Figura 14. Os
biorreatores contendo o corpo de prova para 0s ensaios eletroguimicos foram
preparados como demonstrado na Figura 15. Durante a imersdo dos corpos de
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prova para ambos os ensaios, 0s biorreatores foram purgados com gas nitrogénio,
garantindo assim uma baixa concentracdo de oxigénio dissolvido.

A quantificagdo celular e os ensaios eletroquimicos foram realizados nos
tempos de 3, 7, 14, 21 e 28, dias sendo incubados em estufa a 30°C.

Figura 14 - Biorreator utilizado
para o] ensaio de
guantificacdo  microbiana
contendo o corpo de prova,
imerso no meio de cultura
por meio de uma fita de
teflon

Fonte: O autor, 2020.

Figura 14 - Biorreatores utilizados para os
ensaios eletroquimicos com
0 corpo de prova imerso no
meio de cultura, na
auséncia e na presenca de
BRS

Fonte: O autor, 2020.
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2.5 Quantificagcdo microbiana

A quantificacdo microbiana foi realizada apenas para as células sésseis
através do método do nimero mais provavel (NMP). Para tal, foram preparados
dois meios, o postgate E e a solugéo de diluigdo como descrito no item 2.3. Foram
adicionados 9 mL de meio em frascos de penicilina de 10 mL, que foram
posteriormente lacrados e esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

No momento da realizacdo da quantificacdo microbiana, o cupom metalico
foi retirado assepticamente do biorreator, lavado por imersdo em agua destilada,
com o objetivo de remover as células livres, e transferido para um tubo falcon
contendo 10 mL de solucéo de diluicdo. Em seguida, para a remocao do biofilme
aderido no cupom, o tubo falcon foi agitado em vértex por 4 minutos e sonicado em
sistema de limpeza ultrassbénica por 2 minutos. ApGs essa etapa, foram retiradas
aliquotas de 4 mL para a quantificacdo das BRS, que foi feita da seguinte forma: os
frascos de penicilina contendo os meios Postgate E e a solugcéo de diluicdo foram
organizados em caixas, sendo trés frascos contendo meio E por fileira,
completando 9 fileiras e 1 frasco contendo solucdo de diluicdo a partir da segunda

fileira, completando 8 fileiras, conforme pode ser observado na Figura 16.

Figura 15 - Organizacéo da caixa para o
ensaio de quantificacao
microbiana
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Fonte: O autor, 2020.
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Antes da inoculagéo da amostra, foram adicionados 0,1 mL de solugéo de
tioglicolato de soédio estéril (12,4 g LY) em cada frasco contendo 9 mL de meio E.
Em seguida, foram inoculados 1 mL de amostra na primeira fileira e na solucao de
diluicdo da segunda fileira. Em seguida, esse frasco foi agitado em vortex por trinta
segundos e foi retirada uma aliquota de 4mL para os frascos com meio E da
segunda fileira e a solucdo de diluicAo da terceira fileira, repetindo este
procedimento até o final das nove fileiras. Para cada quantificacdo microbiana
foram utilizados 35 frascos de penicilina, sendo 27 com solucdo de meio Postgate
E e 8 contendo solugéo de dilui¢ao.

O resultado positivo para a presenca de BRS foi avaliado pela coloracéo
preta nos frascos, devido a formacao de precipitado de sulfeto de ferro. A coloracao
rosa no frasco indica um resultado negativo. A ndo observacdao de qualquer
coloracéo nos frascos foi um indicativo de que o oxigénio ainda presente no meio
guando este foi inoculado, foi consumido. A Figura 17 mostra 3 frascos de penicilina
apos o ensaio de quantificacdo microbiana, com a coloracao preta, sem coloracao

e com a coloracéo rosa.

Figura 16 - Frascos de penicilina apos o
ensaio de quantificacao
microbiana

Fonte: O autor, 2020.

O tempo de incubacéo para o ensaio de quantificagdo microbiana foi de 28
dias, a temperatura de 30°C. A tabela utilizada como referéncia no método aplicado

para o ensaio foi a usada no estudo de Harrigan (1997).
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2.6 Ensaios eletroquimicos

Foram realizados ensaios eletroquimicos de impedancia eletroquimica (EIE)
e de polarizacdo potenciodinamica do ago carbono 1020 para os tempos de 3, 7,
14, 21 e 28 dias, tanto para 0s ensaios abidticos quanto para os bioticos. Os ensaios
com biocidas foram realizados apenas no tempo de 14 dias.

Para a realizacdo dos ensaios, os corpos de prova foram retirados dos
bioreatores, lavados com agua destilada e em seguida foram colocados em 80 mL
de solugdo 0,2 mol L* de NaNOs, preparada com a agua de sprinkler filtrada, a fim
de aumentar a condutividade do meio. Em seguida, foi montada uma célula
eletroquimica com trés eletrodos: o eletrodo de trabalho (eletrodo de ac¢o carbono
gue foi previamente incubado no meio de cultura, com ou sem BRS e/ou com
biocida), o eletrodo de referéncia de calomelano saturado (ECS) e um contra-

eletrodo de platina, conforme apresentado Figura 18.

Figura 17 - Célula eletroquimica
contendo trés
eletrodos

Fonte: O autor, 2020.

Todos os ensaios eletroquimicos foram realizados usando um potenciostato
Autolab modelo 69 PGSTAT302N. Nos ensaios de EIE, foi utilizada uma faixa de
frequéncia de 10°a 103 Hz, com uma amplitude de 10 mV. Para os ensaios de PP,

a faixa de potencial aplicada foi de -1 a 1 V, com velocidade de varredura de 1 mV
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s'L. Todos os ensaios eletroquimicos foram feitos apés estabilizacédo do sistema em
seu potencial de circuito aberto.

Os dados obtidos a partir dos ensaios de impedancia eletroquimica (EIE)
foram simulados através de circuitos elétricos equivalentes utilizando o software
NOVA 1.10 Metrohm Autolab com o objetivo de se obter uma interpretacao
guantitativa dos processos corrosivos. O valor da capacitancia da dupla camada
elétrica (Cpce) foi calculado a partir do elemento de fase constante (EFC) pela
equacao 2 (HIRSCHORN, et al., 2010):

1-N
1 —
—_ RS X th] N
= N —_—
Cpcg = EFCN x [RS+ - @)
Onde:
Cbce = Capacitancia da dupla camada elétrica;
EFC: Elemento de fase constante;

N = grau de equivaléncia do EFC para o componente capacitivo;
R« = Resisténcia a transferéncia de carga,

Re = Resisténcia do eletrolito.

2.7 Ensaios com biocidas

Foram testados dois biocidas, sendo um comercial e um natural. O biocida
comercial utilizado foi uma solucdo de glutaraldeido 25% (Sigma Aldrich) e o
biocida natural foi o 6leo de nim. A concentracdo do 6leo de nim utilizada nos
ensaios foi de 3% v/v, com base nos estudos de Swaroop et al. (2016). Segundo
0s autores, esta concentracao foi capaz de inibir o crescimento bacteriano de uma
cultura pura de Arthrobacter sulfureus em agua destilada. Ja a concentracao de
glutaraldeido utilizada no presente estudo foi de 50 ppm por estar dentro da gama
de concentracdes normalmente usadas para o tratamento de agua (PEREIRA,
2001). Como o 6leo de nim néo é soluvel em solucao aquosa, nos ensaios utilizando
este biocida foi adicionado um surfactante, o laurato de potéssio, na concentragédo
de 10 mol L (SILVA et al., 2001).
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Os ensaios com biocidas foram realizados apenas no tempo de 14 dias de
incubacdo e foram feitos com o objetivo de evitar o crescimento de BRS e a
formacdo de biofilme na superficie do material. O procedimento realizado foi o
mesmo descrito no item 2.4, porém, antes da inoculagdo com BRS foi adicionada a

guantidade desejada de biocida.

2.8 Microscopia de varredura eletronica (MEV) e espectroscopia de
energia dispersiva de raios X (EDS)

A anélise de MEV foi realizada para o tempo de imersao de 14 dias para 0s
corpos de prova incubados na auséncia e na presenca de BRS e também para os
corpos de prova inseridos nos meios inoculados com BRS e com biocidas.

Para essa analise, os corpos de prova foram retirados do biorreator e
lavados por imersdo em agua destilada para a remocao das células livres. Em
seguida, foram secos em estufa a 37°C por aproximadamente 1 hora. As amostras
foram metalizadas com carbono utilizando o equipamento de modelo DENTON
VACUUM DESK V e, em seguida, foram submetidas a analise em microscopio
eletronico de varredura JEOL, modelo JSM G510 LV em alto vacuo, detector SEl,
tensdo 20kV, com aumentos de imagem de 500, 1000 e 5000X. Também foram
realizadas analises de espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS),
utilizando um equipamento acoplado ao microscépio JEOL JSM-6510LV
(LabMEV/IQ/UERJ) a fim de determinar a composicdo quimica dos produtos de
corrosao na superficie do material analisado.

As anadlises de MEV também foram realizadas apds a remocao do biofilme.
Para isso, os cupons metalicos foram tratados por decapagem acida em solucéo
de Clark por 4 minutos. Em seguida, os corpos de prova foram lavados com alccol
etilico e secos com jato de ar quente. A solucéo de Clark era composta por 100 mL
de HCI P.A., 2g de Sh203 e 5g de SnCl>.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As principais caracteristicas determinadas na agua de sprinkler utilizada no
presente estudo sao apresentadas na Tabela 8.

Tabela 9 - Caracteristicas da agua de sprinkler utilizada nos ensaios

pH Condutividade (mS  SO4* Carbono Carbono Carbono Total
cm?) (mg/L) Orgénico Inorgénico (mg/L)
Total (mg/L) (mg/L)
9,1 0,385 31 39,82 15,04 54,86

Fonte: O autor, 2020.

Pode ser observado que a agua utilizada apresenta um baixo teor de sulfato
e dessa maneira espera-se um baixo crescimento de BRS no meio. Pelo fato da
amostra apresentar um baixo valor de condutividade, foi necessaria a preparacao
de uma solugéo contendo 0,2 mol L't de NaNOs para tornar possivel o transporte
de cargas nos ensaios eletroquimicos como mencionado no capitulo de materiais

e métodos.

3.1 Avaliacdo da corrosdo microbiologicamente induzida

3.1.1 Avaliacdo do crescimento microbiano

O inoculo inicial utilizado em todos os ensaios foi de 30 células/mL. A
guantificacdo microbiana, feita pelo método NMP, foi realizada para as BRS
sésseis, ou seja, aguelas aderidas ao substrato metalico nos tempos de 3, 7, 14,

21 e 28 dias. Os resultados obtidos sédo apresentados na Figura 19.



61

Figura 18 - Quantificacdo microbiana para células sésseis
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Fonte: O autor, 2020.

Observando o0s resultados apresentados, pode-se notar que as
concentracbes de BRS sésseis encontradas foram baixas. Isso ocorre devido a
baixa concentracédo de SO.?" na dgua utilizada no estudo, como mostrado na Tabela
6. Silva (2013) quantificou o numero de BRS sésseis em agua de sistemas de
resfriamento industrial e encontrou o valor de 1,2 x 102 para o tempo de imerséo de
7 dias. Além disso, nota-se na Figura 19 que houve um crescimento das células
sésseis até o0 14° dia de ensaio, sendo esse tempo 0 que apresentou a maior
concentracdo de BRS séssil. O aumento do nimero de BRS pode ser evidenciado
pela coloracéo preta apresentada no meio proveniente da formacéo de FeS.

Esse crescimento confirma que este grupo de bactérias é capaz de colonizar
e aderir em superficies solidas. O que favorece essa aderéncia é o fato das BRS
produzirem substancias poliméricas extracelulares (SPE) (BEECH et al., 1991;
ZINKEVICH et al., 1996; PEREZ et al., 2007).

Apés 14 dias, houve um decréscimo do numero de BRS aderidas a
superficie. Essa reducdo provavelmente ocorreu devido a falta de nutrientes. A

medida que o0s nutrientes se tornaram insuficientes, a densidade celular
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naturalmente diminuiu (MADIGAN, 2016). Além disso, a concentracdo de H2S no
meio tende a aumentar proporcionalmente com o aumento do nimero de células.

E importante mencionar que o H>S em concentracdes elevadas inibe o
crescimento de BRS. Essa espécie pode estar presente na forma de H>S solavel,
HS e S%, dependendo do pH do meio (STEFANIE et al., 1994). A forma H.S soluvel
€ considerada a mais toxica devido a molécula neutra poder permear a membrana
celular da BRS (PAULA, 2010).

3.1.2 Ensaios eletroguimicos

Os ensaios eletroquimicos foram realizados pelo mesmo periodo de tempo

em que os ensaios de quantificacao.

3.1.2.1 Potencial de circuito aberto (OCP)

A Figura 20 mostra o potencial de circuito aberto do aco carbono 1020 em
meio de agua de sprinkler industrial com 0,2 mol L' de NaNOs e pH = 8,48 medido
para cada tempo de ensaio, na auséncia e na presenca de BRS. O NaNO3 foi
adicionado na agua com o objetivo de aumentar a condutividade do meio, a fim de
permitir a conducao das espécies carregadas no meio e, consequentemente, as
medidas eletroquimicas necessérias. A agua utilizada no presente estudo possui
baixa condutividade como mostrado na Tabela 8. A concentracdo de sal utilizada
foi determinada de modo a obter uma condutividade no meio préxima a do eletrodo

de calomelano utilizado nos ensaios.
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Figura 19 - Potencial de circuito aberto (OCP) do ago carbono 1020 em meio
de agua de sprinkler industrial com 0,2 mol L* de NaNOs para
todos os tempos de ensaio na auséncia (abibtico) e na presenca
(bidtico) de BRS
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Fonte: O autor, 2020.

Como pode ser observado, para todos os tempos de ensaio houve um
deslocamento do potencial de circuito aberto para valores mais positivos nos
ensaios bidticos, ou seja, aqueles na presenca de microrganismos. Este fenbmeno
€ conhecido na literatura como “enobrecimento” e tem sido relatado para explicar o
desenvolvimento de biofiimes marinhos nas superficies de ligas passivas,
independente se o ambiente no qual o material esta sujeito € agua salina ou agua
salobra (HUTTUNEN-SAARIVIRTA et al., 2018). De acordo com Alabbas et al.
(2013), o fendmeno de “enobrecimento” tem sido atribuido a reproducdo e
colonizacdo das BRS na superficie do corpo de prova. Essas bactérias formam um
biofilme que altera os processos eletroquimicos na superficie do material
(ALABBAS et al., 2013).

No presente estudo, o biofilme formado na superficie do material estudado
pode ter inibido inicialmente o processo corrosivo causando o deslocamento do

potencial de circuito aberto para valores mais positivos.
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3.1.2.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

Os diagramas de Nyquist, |Z| e Fase para o0 aco carbono 1020 em agua de
sprinkler industrial com 0,2 mol L* de NaNOs incubados previamente em meio de
cultura, na auséncia (abiotico) e na presenca (biético) de BRS em diferentes tempos
de ensaio, sdo apresentados nas Figuras 21, 22 e 23 respectivamente.
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Figura 20 - Diagrama de Nyquist para o aco carbono 1020 em &gua de sprinkler
industrial com 0,2 mol L' de NaNOs incubados previamente

em meio de cultura, na auséncia (A) e na presenca (B) de
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Fonte: O autor, 2020.




Figura 21 - Diagrama de |Z| para 0 aco carbono 1020 em &gua de sprinkler
industrial com 0,2 mol L' de NaNOs incubados previamente em
meio de cultura, na auséncia (A) e na presenca (B) de BRS
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Fonte: O autor, 2020.
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Figura 22 - Diagrama de Fase para o aco carbono 1020 em agua de sprinkler
industrial com 0,2mol L* de NaNOgs incubados previamente em
meio de cultura, na auséncia (A) e na presenca (B) de BRS
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Observando a Figura 21 A, verifica-se que ha um comportamento irregular
nos perfis das curvas de Nyquist para os ensaios abiéticos. Além disso, para o0s
tempos de ensaio de 3 e 28 dias, pode-se observar dois arcos capacitivos,
indicando que duas constantes de tempo regem o processo. Swaroop et al. (2016)
observaram o mesmo comportamento nos diagramas de Nyquist para 0s ensaios
biéticos avaliando a corrosdo de cupons de cobre em agua destilada na presenca
de Arthrobacter sulfureus e atribuiu esse comportamento a formacdo de um filme
poroso e ndo protetivo na superficie do material. No presente trabalho, esse fato
ocorre provavelmente pela formacao de um filme, devido aos produtos de corroséo
na superficie do substrato que ndo sdo estaveis.

Para os ensaios na presenca de BRS, na Figura 21 B, também pode-se
observar uma variagao irregular do tamanho do arco capacitivo para os diferentes
tempos de ensaio. Também pode ser observado que o tempo de 14 dias foi 0 que
apresentou um maior tamanho do arco capacitivo. Na quantificagcdo microbiana o
numero de BRS aumentou até 14 dias de ensaio e apos esse tempo foi observado
gue o namero de microrganismos diminuiu. Apesar do tempo de ensaio de 28 dias
ter apresentado um menor numero de células, foi observado um aumento no
tamanho do diametro do semicirculo no diagrama de Nyquist. Esse fato
provavelmente ocorreu devido a formacgéao de produtos de corrosdo que se aderem
a superficie do material e juntamente com os metabdlitos produzidos pelas
bactérias conferem uma certa protecdo ao material. Silva (2015) observou um
resultado similar no estudo da corrosdo do aco carbono 1020 em meio de agua do
mar. Na ocasido, a autora observou um aumento no valor de R para o tempo de
imersédo de 21 dias mesmo ndo havendo diferencas significativas no nimero de
bactérias sésseis aderidas a superficie do metal entre os tempos de 7 e 21 dias de
imersao.

Comparando os resultados dos ensaios abidticos (na auséncia de
microrganismos) com o0s bidticos (na presenca de microrganismos), pode-se
verificar que para todos os tempos de ensaio 0 tamanho do arco capacitivo,
representado pelo diametro do semicirculo no diagrama de Nyquist € maior na
presenca de microrganismos.

J& os gréficos de |Z| evidenciam, para os tempos de 7, 14 e 21 dias, que na
presenca de BRS houve uma reducédo no valor do modulo de Z e um deslocamento

das curvas para valores de menor frequéncia quando comparados com 0s ensaios
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abidticos. Para os diagramas de fase, na Figura 23, pode-se notar um
deslocamento do valor maximo do angulo de fase para menores valores de
frequéncia nos ensaios bidticos em comparacdo com os abidticos para todos os
tempos de ensaio. Esse deslocamento é mais discreto nos tempos de 3 e 28 dias.
Com esse resultado pode-se afirmar que houve a formagé&o de um biofilme condutor
na superficie no metal analisado nos meios na presenca de BRS.

Para uma melhor interpretacdo, os resultados de EIE podem ser
apresentados em termos de modelos de circuitos elétricos, onde os dados
referentes a resisténcia de transferéncia de carga (R«) € a capacitancia da dupla
camada elétrica (Cpce) sdo obtidos pela simulacdo do processo eletroquimico
(Carvalho e Andrade, 2006). Na presente dissertacéo, os diagramas de impedancia
foram simulados utilizando os circuitos apresentados na Figura 21, que sao
representadas por linhas continuas nos diagramas de Nyquist, |Z| e Fase.

O circuito simples da Figura 24 A foi utilizado na maioria dos ensaios, exceto
para os ensaios abidticos nos tempos de 3 e 28 dias. Nestes casos, 0 circuito da
Figura 24 B foi utilizado para simular os diagramas por terem apresentado dois
arcos capacitivos em série, apresentando além da resisténcia a transferéncia de

carga, a resisténcia do filme na superficie do metal.

Figura 23 - Modelos de circuitos equivalentes utilizados para simular os dados de
EIE nos tempos de 7, 14 e 21 dias (A) e 3 e 28 dias (B), sendo: (Re -
resisténcia do eletrdlito, Rtc - resisténcia a transferéncia de carga,
EFC - elemento de fase constante).

} @{Aﬂﬁ% e

Re . -
EFC EFC

Fonte: O autor, 2020.

A Tabela 9 apresenta os valores da simulacdo dos dados da EIE obtidos a
partir dos circuitos elétricos da Figura 24. Os valores da Cpce foram calculados pela
equacao 2 do capitulo de materiais e métodos. Na tabela também sé&o
apresentados os valores de N, termo que define o grau de equivaléncia do elemento

de fase constante para um componente capacitivo (CASTANEDA; BENETTON,
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2008). Em todos os casos, os ajustes da simulacéo foram considerados bons para

um valor de erro menor ou proximo de 1%.



Tabela 10 - Parametros simulados em circuitos equivalentes para o aco carbono 1020 em meio de agua de spri nkler industrial

com 0,2mol L' de NaNOs3 na presenca (abidtico) e na auséncia (biético) de bactéria

71

Abiético
Biotico

Area do Area
Tempo Ric Coce CP Ric EFC Coce (mF do CP
(dias) Re(Q (Qcm? EFC(Mho) (mFcm? N X? (cm?) |Re(Q) (Qcm?  (Mho) cm?) N X? (cm?)
3 12,2 1927,62  0,00931 2,22 0,737 0,012 1,92 14,4 970,20 0,00836 2,48 0,75 0,119 1,65
7 11,6 875,52 0,00269 0,170 0,624 0,022 1,92 154 837,00 0,00897 2,63 0,759 0,103 1,80
14 12,3 94248  0,00377 0,431 0676 0,043 1,98 157  2190,00 0,0148 7,81 0,863 0,025 1,50
21 13,2 674,08 0,0042 0,463 0,641 0,068 1,76 14,5 933,00 0,0304 7,20 0,717 0,068 3,0
28 11,9 38368 000591 0,895 0668 0,102 1,76 |11,1  1689,60 0,0127 4,09 0,804 0,102 1,92

Re - resisténcia do eletrdlito, Ric — resisténcia a resisténcia a transferéncia de carga, EFC - elemento de fase constante; Coce = Capacitancia da dupla camada
elétrica; N = grau de equivaléncia do EFC para o componente capacitivo.); CP: corpo de prova.
Fonte: O autor, 2020.
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Analisando os dados da Tabela 9, pode-se observar que ha uma variagédo
irregular nos valores de Ry nos ensaios abidticos, assim como observado no
perfil dos arcos capacitivos no diagrama de Nyquist apresentado na Figura 21.
Esse comportamento ocorre, provavelmente, devido a formacdo e ao
desprendimento de um produto de corrosdo ndo estavel na superficie do corpo
de prova (SILVA, 2015).

Comparando o0s ensaios abidticos com 0s ensaios bidticos pode-se
observar que, com excec¢ao dos tempos de 14 e 21 dias, os valores de Ry foram
menores nos ensaios na presenca de BRS e houve um aumento nos valores da
Coce, indicando uma aceleracao do processo corrosivo na presenca da bactéria.
Esse resultado indica que os produtos gerados pelas BRS, como as substancias
poliméricas extracelulares e os ions sulfetos podem ser adsorvidos na superficie
do material, alterando as propriedades eletroquimicas na interface metal/solucéo
juntamente com os produtos de corrosdo formados, acelerando assim o
processo corrosivo (SILVA, 2015).

Analisando os valores de Ry nos tempos de ensaio na presenca de BRS
também pode-se notar uma variacdo em todos os tempos de ensaio, 0 que esta
relacionado provavelmente com a estabilidade do biofilme formado na superficie
do aco carbono. Houve uma reducéo significativa do valor de R« em 21 dias e
com 28 dias o valor de Ry volta a aumentar. Observando o resultado de
guantificacdo microbiana da Figura 19, pode-se notar que o numero de bactérias
sésseis aumentou até 14 dias de ensaio e apos esse tempo, diminuiu. Com 28
dias de ensaio, os metabdlitos produzidos pelas bactérias, juntamente com os
produtos de corrosdo formados pode ter promovido um aumento da espessura
do filme e, consequentemente, conferido certa protecdo ao substrato
aumentando o valor de R e o didmetro do semicirculo no diagrama de Nyquist,
mesmo esse tempo de ensaio apresentando um menor niamero de bactérias
sésseis aderidas a superficie do material (SILVA, 2015). Assim como os valores
de Rtc, os valores de Cpce também variaram de forma irregular nos ensaios

bidticos, estando relacionado a estabilidade do biofilme formado.
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3.1.2.3 Polarizagéo potenciodinadmica

Nas Figuras 25 A e B séo apresentadas as curvas de polarizagao,
catodicas e anddicas para 0s ensaios na auséncia e na presenca de BRS
respectivamente. As presentes curvas foram obtidas para os corpos de prova de
aco carbono 1020 em meio de agua de sprinkler industrial com 0,2 mol L de
NaNOs. Os corpos de prova foram previamente incubados em meio de cultura
na auséncia (abidticos) e na presenca (bidticos) de BRS nos tempos de ensaio
de 3, 7, 14, 21 e 28 dias. Os parametros eletroquimicos obtidos a partir da

extrapolagéo das retas de Tafel sdo apresentados na Tabela 10.



Figura 24 - Curvas de polarizacéo para o ago carbono 1020 em meio
de Aagua de sprinkler industrial com 0,2 mol L de
NaNOs3 para os tempos de 3, 7, 14, 21 e 28 dias de
ensaio, na auséncia (A) e na presenca (B) de BRS
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Fonte: O autor, 2020.
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Tabela 11 - ParaAmetros eletroquimicos obtidos a partir da extrapolagdo das retas de
Tafel para o ago carbono 1020 em meio de agua de sprinkler industrial
com 0,2 mol L** de NaNOs nos tempos de 3, 7, 14, 21 e 28 dias de ensaio
na auséncia (abiotico) e presenca (bidtico) de BRS

Abiético Biotico
Tempo Ecorr jeorr Ba (V/dec) B (V/dec) Ecor jeor  Ba(V/dec) B¢ (V/dec)
(dias) V) (HA/ V) (HA/
cm?) cm?)
-0,94 9,65 0,08 0,10 -0,81 4,21 0,028 0,049
-0,88 3,00 0,099 0,098 -0,80 0,304 0,007 0,022
14 -0,76 2,247 0,064 0,094 -0,81 3,43 0,083 0,067
21 -0,87 4,70 0,116 0,092 -0,73 1,58 0,039 0,034
28 -0,98 3,65 0,011 0,034 -0,71 0,683 0,0283 0,0406

Ecorr: Potencial de corroséo; jecor: densidade de corrente de corroséo; Ba: coeficiente de Tafel
anddico; Bc: coeficiente de tafel catédico.
Fonte: O autor, 2020.

Observando-se a Figura 25 A, verifica-se que até 14 dias de ensaio ha
uma tendéncia do deslocamento do Ecor para valores mais positivos (mais
nobres). Apos 14 dias, observa-se um deslocamento para valores mais
negativos.

Analisando os perfis das curvas de polarizacéo obtida a partir dos corpos
de prova previamente incubados em meio de cultura na presenca de BRS (Figura
25 B) verifica-se que nao ha variacéo significativa entre os potenciais Nos Ecorr
até 14 dias de ensaio, sendo deslocado para valores mais positivos em 28 dias.
Esse comportamento é confirmado com os valores da Tabela 10. O tempo de
ensaio de 28 dias apresentou um valor de Ecor mais positivo confirmando os
resultados de EIE.

Comparando os ensaios na auséncia (abioticos) e na presenca (bioticos)
de BRS pode-se observar que os valores de Ecorr foram deslocados para valores
mais positivos para todos os tempos de ensaio com excecdo do tempo de 14
dias na presenca da bactéria. Também pode ser verificada uma reducédo nos
valores de densidade de corroséo (jcor) para todos os tempos de ensaio,
excetuando-se também o tempo de 14 dias. Além disso, houve variacdes
significativas nos valores de a e Bc entre 0s ensaios bidticos e abidticos em
todos os tempos de ensaio, 0 que sugere que 0S microrganismos presentes nos
meios de cultura provocam alterac¢Ges tanto nas semi-reacdes anddicas quanto

nas catddicas (PAULA, 2010). Apesar dos valores de Ecor estarem sendo
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deslocados para valores mais positivos e 0 jcorr estarem reduzindo na presencga
de BRS, os valores de B¢ reduziram em todos os tempos de ensaio com excecéo
do tempo de 28 dias que n&do apresentou diferenca significativa. Essas variagdes
catédicas indicam que o processo de despolarizacdo catddica estd sendo
favorecido, provavelmente devido a formacao do biofilme na superficie do metal.

Vale ressaltar que, apesar do tempo de ensaio de 14 dias ter apresentado
um maior arco capacitivo no diagrama de Nyquist, foi observado nos diagramas
de |Z| e fase um deslocamento das curvas para valores de menor frequéncia,
indicando a presenca de um biofilme condutor na superficie do material. Além
disso, no ensaio de polarizagéo potenciodinamica, pode ser observado um valor
mais positivo do Ecor € um aumento do valor de jcorr para esse tempo de ensaio,
e também uma reducédo no valor de ¢, indicando que ha um processo corrosivo
sendo acelerado pela presenca de BRS nesse tempo de ensaio. Levando em
consideracdo esses resultados e, ter sido evidenciado um maior niumero de
células microbianas em 14 dias de ensaio, este foi o tempo escolhido para os

ensaios com biocidas e microscopia eletronica de varredura.

3.1.3 Ensaios com Biocidas

No presente estudo foram testados dois biocidas, sendo um comercial
(glutaraldeido) e um natural (6leo de nim). O tempo de incubacéo escolhido para
0s ensaios foi o de 14 dias, levando em consideracao os resultados dos ensaios
eletroquimicos e a quantificacdo microbiana, como descrito no item anterior.
Além disso, segundo Su, Tian, Peng (2014), normalmente o ciclo de dosagem
de biocida é realizado no tempo de 15 dias.

O glutaraldeido € um biocida comercial bastante empregado no
tratamento de 4gua e é efetivo no controle de crescimento de BRS, porém possui
a desvantagem de ser toxico. Sendo assim, também foi avaliado o 6leo de nim
gue é um biocida natural, como mencionado anteriormente.

Ambos os biocidas foram adicionados ao meio de cultura antes da
inoculacdo com a bactéria de modo a evitar o crescimento e aderéncia das

células ao corpo de prova. Os resultados encontrados serdo apresentados a
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seguir e foram comparados com os apresentados anteriormente, na auséncia e

na presenca de BRS sem a adig&o de biocidas.

3.1.3.1 Avaliagao do crescimento microbiano

A quantificacdo microbiana para as BRS sésseis, obtida pelo método do
NMP, para os ensaios com o0s biocidas glutaraldeido e 6leo de nim, em
comparacdo ao ensaio bidtico com o tempo de incubacdo de 14 dias, €

apresentada na Figura 26.

Figura 25 - Quantificagdo microbiana de células sésseis para 0s ensaios com
biocidas e para o ensaio bidtico
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Fonte: O autor, 2020.

Como pode ser observado, ndo houve crescimento de células sésseis de
BRS para ambos os biocidas adicionados, indicando que as concentracdes de
glutaraldeido (50 ppm) e 6leo de nim (3% v/v) foram suficientes para inibir o
crescimento de BRS na superficie do material estudado. Esse resultado é similar
ao encontrado por Swaroop, Victoria, Manivannan (2016) em que a

concentragéo de extrato de nim de 3% v/v inibiu o crescimento bacteriano de
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Arthrobacter sulfureus em cupons de cobre utilizando dgua destilada como meio
eletrolitico. Cabe ressaltar, que a concentragdo de BRS na superficie do material
era baixa no tempo de incubacéo do corpo de prova de 14 dias.

Com relacdo ao glutaraldeido, os resultados estdo de acordo com Lin et
al. (2013). Os autores estudaram a inibicdo da corrosdo em ago inox 304
causada por BRS em meio de 4gua de resfriamento e concluiram que a adicdo

de glutaraldeido ao sistema é efetivo para matar as bactérias.

3.1.3.2 Ensaios eletroquimicos

3.1.3.2.1 Potencial de circuito aberto (OCP)

A Figura 27 mostra a variacdo do potencial de circuito aberto do aco
carbono 1020 em meio de agua de sprinkler industrial para os ensaios na
auséncia (abidtico) e presenca (biotico) de BRS, assim como com adicao de
glutaraldeido (50 ppm) e 6leo de nim (3% v/v) adicionados no meio antes da

inoculacao da bactéria.
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Figura 26 - Variacdo do potencial de circuito aberto do ago carbono 1020,
previamente incubado em meio na auséncia e na presenca de BRS
e os biocidas estudados, em meio de agua de sprinkler industrial
com 0,2 mol L'! de NaNOs
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Fonte: O autor, 2020.

Analisando a Figura 27, pode-se observar que a adicdo dos biocidas
deslocou o potencial de circuito aberto para valores mais negativos do que o
encontrado para o ensaio biético, ou seja, na presenca de BRS. O OCP para o
ensaio biotico foi de -0,524V, enquanto que o encontrado apos a adicdo de
glutaraldeido foi de -0,552 V e com 0leo de nim foi de -0,716V.

Como descrito anteriormente, no meio com a presenca da bactéria, houve
um deslocamento do OCP para valores mais positivos por causa do fenémeno
de enobrecimento devido a formacédo de biofilme. Com a adicdo de biocidas, o
crescimento microbiano € inibido reduzindo a colonizacdo de microrganismos na
superficie do aco e, consequentemente, a formacao do biofilme. Sendo assim,
com os valores obtidos para o potencial de circuito aberto, pode-se dizer que a
adicdo de biocidas evitou o processo de enobrecimento do material analisado,
devido a inibicdo do crescimento microbiano no meio e a consequente
colonizacdo de microrganismos na superficie metalica, confirmando o que foi

verificado na quantificacdo microbiana.
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3.1.3.2.2 Espectroscopia de impedéancia eletroquimica

Os diagramas de Nyquist, |Z| e fase para 0os ensaios com o0s biocidas
selecionados adicionados em meio de 4gua de sprinkler industrial com 0,2 mol
L-* de NaNOs, comparando com os ensaios abidticos e biédticos sem a adicéo de

biocidas séo apresentados na Figura 28.



Figura 27 - Diagrama de Nyquist (A), |Z| (B) e Fase (C) para 0 aco
carbono 1020 em meio de &gua de sprinkler industrial
com 0,2 mol L' de NaNOs previamente incubado na
auséncia (abidtico), presenca (biotico) e com a adicédo
dos biocidas estudados por 14 dias
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Analisando os diagramas da Figura 28A, pode ser observado, no
diagrama de Nyquist, uma reducao no tamanho do arco capacitivo apos a adi¢cao
dos biocidas, quando comparado com os resultados obtidos para o meio bidtico
sem biocidas. J4 para os diagramas de |Z| e fase (Figuras 28 B e 28 C,
respectivamente), pode ser observado que, para o ensaio biético na auséncia de
biocida, houve um deslocamento da curva para menores valores de frequéncia,
sugerindo que o biofilme é condutor e acelera o processo corrosivo na superficie
do metal. Com a adi¢cdo de biocidas, ha uma reducéo do processo corrosivo,
sendo confirmada com o deslocamento da curva para maiores valores de
frequencia dos diagramas de Bode (Modulo e Fase). Esses resultados sdo
similares aos encontrados por Su, Tian e Peng (2014) que estudaram a influéncia
de hipoclorito de sédio como biocida na corroséo de ago carbono em meio de
agua de resfriamento, obtendo uma reducéo do processo corrosivo com a adicéo
do biocida.

Assim como 0s ensaios abidticos e bidticos, 0s ensaios de impedancia
eletroquimica com biocidas também foram simulados com modelos de circuitos
elétricos. O ensaio com 6leo de nim foi simulado com o modelo de circuito
simples apresentado na Figura 24 A. O ensaio com glutaraldeido foi simulado
utilizando o modelo de circuito elétrico apresentado na Figura 29 por apresentar

trés arcos capacitivos em série.

Figura 28 - Circuito elétrico utilizado na simulacdo dos dados de
EIE para o ensaio com a adi¢ao de glutaraldeido

Rl Rz Rg

EFC EFC EFC

Fonte: O autor, 2020.

Na Tabela 11 sédo apresentados os valores da simulagdo dos dados da

EIE para os ensaios com biocidas no tempo de ensaio de 14 dias assim como
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0s parametros dos ensaios abibtico e bidtico para 0 mesmo tempo de ensaio
para fins de comparagao.

Tabela 12 - Paradmetros simulados em circuitos equivalentes para 0 acgo
carbono 1020 em meio de agua de sprinkler industrial com 0,2 mol
L de NaNO3 na presenca (abiético) e na auséncia (biético) de
bactéria e ap6s a adi¢do de biocidas para o tempo de incubacédo
do corpo de prova de 14 dias

Area do
Re Ric Coce
Amostras EFC (Mho) N X2 CP
Q) (Qm? (mF cm™)
(cm?)
Abiobtico 12,3 942 0,00377 0,431 0,676 0,0429 1,98
Bidtico 15,7 2190 0,0148 7,81 0,863 0,0249 1,50
Glutaraldeido 20,3 1676 7,10x10° 6,28x1012 0,710 0,0647 1,80
Oleo de Nim 7,96 1218 0,00391 2,84x10* 0,699 0,3083 3,06

Re - resisténcia do eletrolito, Ric - resisténcia a transferéncia de carga, EFC - elemento de fase
constante, Coce - Capacitancia da dupla camada elétrica, N - grau de equivaléncia do EFC
para o componente capacitivo, CP - corpo de prova.

Fonte: O autor, 2020.

De acordo com os valores da Tabela 11 pode-se observar uma diminuicao
nos valores de R apés a adi¢do dos biocidas quando comparados com o valor
de R do ensaio biotico, o que poderia sugerir um possivel aumento do processo
corrosivo. Porém, quando comparado com o meio abidtico, percebe-se que ha
um aumento do Rtc, indicando que a presenca dos biocidas oferece uma
protecdo anticorrosiva ao substrato. Su, Tian e Peng (2014) também
encontraram maiores valores de R« no ensaio biotico na presenca de biocida
(hipoclorito de sddio) em relagdo ao ensaio abidtico no tempo de 15 dias. Os
autores estudaram a influéncia do hipoclorito de s6dio como biocida na corroséo
de aco carbono em meio de agua de resfriamento. Como mencionado
anteriormente, os perfis dos gréaficos de |Z| e fase mostram um deslocamento
das curvas para valores de maior frequéncia nos ensaios com biocidas,
evidenciando possivelmente, uma diminuicdo do processo corrosivo.

Com relagdo ao parametro da Cpce pode-se notar que houve uma
diminuicdo dos valores comparando-os com o valor do ensaio bidtico. Esse
resultado sugere que houve formacao de produtos de corroséo com menor

condutividade daqueles formados no meio sem a adi¢éo de biocida (FONSECA,
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2018). Também é importante ressaltar que o deslocamento dos angulos de fase
para maiores valores de frequéncia (Figura 28 C), além da reduc&o dos valores
de Cpce para os sistemas contendo qualquer um dos biocidas estudados, podem
estar relacionados com o fato de néo ter sido formado biofilme da superficie do
aco, além da presenca de um produto de corrosdo ou um filme/pelicula protetor
pouco condutor, dificultando o processo de transferéncia de carga (BAYOUDH
et al., 2008).

Comparando os resultados dos dois biocidas, pode-se verificar uma
reducdo no valor de R no ensaio com adi¢do do 6leo de nim assim como um
aumento da Cpce quando comparado com o ensaio com glutaraldeido. Além
disso, a curva no grafico de |Z| apresentada na Figura 28 B mostra um
deslocamento para maiores valores de frequéncia no ensaio com glutaraldeido.
Esses resultados indicam que este biocida conferiu uma protecdo maior ao
material quando comparado com o 0leo de nim. Fonseca (2018) também
observou um maior valor de Cpce para ensaio com 0leo de nim (4% m/v) quando
comparado com glutaraldeido (0,01% m/v) na avaliacdo desses biocidas na
biocorrosao de aco carbono 1020 influenciada por BRS em meio de agua do mar
artificial, sugerindo que o biofilme formado com o 6leo de nim possui maior

condutividade.

3.1.3.2.3 Polarizacao potenciodinamica

A Figura 30 mostra as curvas de polarizacéo potenciodinamica catédicas
e anodicas para o aco carbono 1020 em meio de agua de sprinkler industrial com
0,2 mol L't de NaNOg3 para os ensaios na auséncia e na presenca de BRS, bem
como 0s ensaios apos a adi¢cao dos biocidas no tempo de incubacéo do corpo
de prova em 14 dias. Os parametros eletroquimicos obtidos através da

extrapolacéo das retas de Tafel sdo apresentados na Tabela 12.
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Figura 29 - Curvas de polarizacéo potenciodinamica para o aco carbono 1020

em meio de agua de sprinkler industrial com 0,2 mol L'* de NaNOs
para 0s ensaios na auséncia e na presenca de BRS bem como os
ensaios apos a adicdo dos biocidas no tempo de incubacao do corpo
de prova em 14 dias
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Fonte: O autor, 2020.

Tabela 13 - Parametros eletroquimicos obtidos através da extrapolacdo das

retas de Tafel para o aco carbono 1020 em meio de agua de
sprinkler industrial com 0,2 mol Lt de NaNO3 em meio abibtico,
bidtico e apds a adicdo de biocidas para o tempo de imersdo do

corpo
Abiotico Biotico Glutaraldeido Oleo de Nim
jeorr (MA/CM?) 2,25 3,43 1,94 6,17x1073
Bc (V/dec) 0,094 0,067 0,034 0,026
Ba (V/dec) 0,064 0,083 0,032 0,028
Ecorr (V) -0,76 -0,81 -0,66 -0,83

jeorr: densidade de corrente de corroséo; Be: coeficiente de tafel catodico; Ba: coeficiente de Tafel

anodico; Ecorr: Potencial de corroséao.

Fonte: O autor, 2020.
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Observando a Figura 30 e os valores da Tabela 12 verifica-se que a
adicdo de glutaraldeido deslocou o potencial de corrosdo para um valor mais
positivo e o valor da densidade de corrente de corroséo diminuiu, indicando uma
reducdo do processo corrosivo, confirmando os resultados encontrados no
ensaio de EIE. O valor do potencial de corrosdo encontrado com a adi¢cédo de
0leo de nim foi bem proximo ao do ensaio bidtico sem a adicdo de biocidas.
Porém, a adicdo do 6leo de nim ao meio causou uma reducao na densidade de
corrente de corrosdo, indicando assim uma reducdo do processo COrrosivo,
guando comparado ao ensaio na presenca de BRS, sem biocidas.

Ambos os biocidas apresentaram uma reduc¢ao no valor de jcorr, indicando
uma reducéo do processo corrosivo. As alteracées nos valores de Ba e Bc nos
ensaios com biocidas, em comparac¢ao com o ensaio bigtico, apontam alteracdes
nas semirreacdes anodicas e catodicas, sugerindo uma reducdo no processo

COrrosivo.

3.1.3.2.4 Microscopia de varredura eletrénica (MEV) e espectroscopia de
energia dispersiva de raios X (EDS)

Os ensaios de MEV e EDS foram realizados para o tempo de incubacéo
do corpo de prova de 14 dias baseado na quantificacdo microbiana e nos
resultados dos ensaios eletroquimicos como explicado anteriormente.

A Figura 31 mostra as micrografias obtidas do corpo de prova de aco
carbono 1020 em meio na auséncia e na presenca de uma cultura de BRS, assim
como em meio contendo o biocida glutaraldeido (50 ppm) e biocida 6leo de nim
(3 % v/v). Também sdo mostrados os resultados da andlise de EDS para cada
condicdo mencionada. Os biocidas foram adicionados ao meio antes da

inoculacdao com a cultura de BRS.



Figura 30 - Microscopia da superficie do aco carbono 1020 com
aumento de 1000x apés 14 dias de incubagdo em meio
abidtico (A), bidtico (B), contendo glutaraldeido (C) e
contendo 6leo de nim (D) e as respectivas andlises de
EDS sendo o meio abidtico (E), bidtico (F), contendo
glutaraldeido (G) e contendo éleo de nim (H)
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Fonte: O autor, 2020.

Pode-se observar a formacéo de produtos de corrosao tanto no meio
abidtico (Figura 31 A) quanto no bidtico (Figura 31 B), sendo que neste meio, a
imagem indica uma provavel presenga de microrganismos sob os produtos de
corrosdo. Na Figura 31 C, meio contendo o biocida glutaraldeido, verifica-se a
presenca de um aglomerado celular com distribuicdo ndo uniforme na superficie
do material, podendo ser atribuido a outros tipos de células que nao foram
guantificadas. Ja na Figura 31 D, pode ser observada uma superficie homogénea
do corpo de prova avaliado, além da auséncia de aglomerado celular. Segundo
Bhola et al. (2014), o 6leo de nim confere protecdo ao material pelo seu efeito
bactericida, inibindo o crescimento celular, e também pela adsorcdo das
moléculas orgéanicas presentes no 0leo na superficie do material, formando um
filme e, dessa maneira, impedindo a colonizagcéao de bactéria.

A analise de EDS revelou uma maior concentracdo de enxofre, oxigénio
e ferro (maior contagem) no ensaio biético (31F) quando comparado com 0s
ensaios abibtico (31E) e biocidas (31G e 31H). Isso provavelmente ocorreu
devido aos produtos de corrosao formados na superficie do material exposto ao
meio contendo BRS e sem biocidas. A presenca de enxofre pode ocorrer pela
formacado de FeS, tendo em vista a coloracdo preta e o odor caracteristico de
H>S nos biorreatores dos ensaios contendo BRS. Os ions Fe?* que séo
produzidos na reacédo anddica do aco reagem com os ions S? metabolizados
pelas BRS, produzindo sulfetos de ferro (FeSyx) (CETIN; AKSU, 2009).

A presenca de Mn nas figuras 31 F, G e H estd relacionada,
provavelmente, aos constituintes do aco (BHOLA et al., 2014). Compostos a
base de P presentes no meio de crescimento e o metabolismo das BRS e
formacao de biofilme podem justificar o pico de P observado nas figuras 31E,
31F e 31G (BHOLA et al., 2014).

A Figura 32 mostra as micrografias obtidas dos corpos de prova apoés a
decapagem do material para a remocao do biofilme e dos produtos de corroséo

de modo a ser possivel uma verificacdo do ataque ao substrato.
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Figura 31 - Micrografias da superficie do ago carbono 1020 com aumento de
1000x em 14 dias de ensaio, apos a decapagem em meio abiotico
_(A), bidtico (B), contendo glutaraldeido (C) e 6leo de nim (D)
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A analise da figura revela que ndo houve diferenca significativa entre as
condicbes de ensaio, provavelmente pelo tempo longo de decapagem do
material, que foi de 4 minutos. Em todas as imagens pode ser observada a

corrosao generalizada e uma provavel formacéo de pites.
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CONCLUSOES

e No presente estudo foi possivel, a partir da detec¢édo da presenca de BRS
em agua utilizada nas tubulac¢des de aco carbono do sistema de splinkler
de uma industria farmacéutica localizada no Rio de Janeiro, avaliar o
processo que leva ao estabelecimento da corrosao microbiologicamente
induzida do material no meio estudado.

e A guantificagdo microbiana mostrou que o crescimento de BRS aderidas
ao corpo de prova foi pequeno devido a baixa concentracdo de sulfato no
meio estudado. Além disso, o valor maximo de células/cm? ocorreu em 14
dias e foi de 5,6 células/cm?;

e O potencial de circuito aberto foi deslocado para valores de potencial de
corrosao mais positivos em todos os tempos de ensaio na presenca de
BRS, confirmando o fendmeno e enobrecimento devido a formacao de
biofilme na superficie do aco carbono 1020, que ja € conhecido pela
literatura;

e Os ensaios eletroquimicos, juntamente com a analise de MEV permitiram
identificar a formacdo de um biofilme na superficie do aco carbono 1020
com distribuicdo ndo uniforme em meio contendo BRS. Esse biofilme
acelera o processo corrosivo causando corrosao localizada. A presenca
desse biofilme ocasiona um “bloqueio” parecendo estar protegendo o
material. Porém, nos diagramas de |Z|, fase e nos ensaios de polarizacao
potenciodindmica foi possivel observar a aceleracdo do processo
COITOSIVO;

e Os resultados dos ensaios eletroguimicos na presenca dos biocidas,
sugeriram uma diminuicdo do processo corrosivo, sendo o glutaraldeido
0 mais efetivo;

e Asimagens de MEV mostraram a presenca de produtos de corrosdo nos
ensaios abidticos e bidticos, sendo este Ultimo apresentando também a
presenca de microrganismos sob os produtos de corrosdo. A superficie
do corpo de prova contendo glutaraldeido apresentou um aglomerado
celular co distribuicdo ndo uniforme e o corpo de prova incubado em meio

contendo 6leo de nim apresentou uma superficie homogénea,;
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e As analises de EDS indicaram uma maior concentracdo de enxofre,
oxigénio e ferro no ensaio biético quando comparado com 0s ensaios
abidticos e biocidas, provavelmente devido a formacdo de produtos de
corrosao na superficie do corpo de prova na presenca de BRS, sem

biocida e da formacao de FeS.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar o comportamento das BRS nas células planctdnicas;

e Quantificar outros microrganismos que contribuem para CMI, como
bactérias produtoras de acido;

e Fazer a andlise de MEV e EDS nos outros tempos de ensaio;

e Avaliar o comportamento de outros biocidas naturais no tratamento de

aguas naturais;
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