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METODOLOGIA EXPERIMENTAL E MATERIAIS UTILIZADOS

3.1.
Biocidas utilizados

Os compostos quimicos utilizados nos experimentos de corrosdo e anélise
microbioldgica foram o hipoclorito de sédio e o peréxido de hidrogénio, em dosagens
normalmente aplicadas em sistemas de resfriamento industriais € em valores de pH

tipicos de dguas de resfriamento.

Os biocidas, respectivos principios ativos, dosagens aplicadas e pH estdo listados

na Tabela 3:

Biocida Fabricante Formula Concentraci pH Dosagens
o (%0 do P.A) {ppm)
Peréxido de  Perédxidos do H; 0O, 30 35e¢8.5 2eb
hidrogénio Brasil
Hipoclorito Vetec NaClO 6 55e85 2 e 6 (cloro
de 846dio total)

Tabela 3 — Reagentes utilizados como biocidas e condigdes de aplicagao.

3.2.
Ensaios de Corrosao

Os experimentos de corrosdo foram realizados com o objetivo de estimar e
comparar a taxa de corrosdo dos dois biocidas avaliados em cupons de ago-carbono
AISI 1020, material representativo de tubulagdes industriais, trocadores de calor e
sistemas de resfriamento. A taxa de corrosdo foi determinada calculando-se a perda de
massa nos cupons de prova que foram expostos ao meio corrosivo durante um

determinado periodo de exposicao.
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3.2.1.
Preparacao dos Cupons metalicos

Os cupons metdlicos utilizados na pesquisa foram de aco carbono AISI 1020 (C
0,16; Mn 0,63, P 0,012; Smax 0,031; Si 0,012; Cu 0,01; Cr 0,03; Ni 0,01), com area de
26,2 cm>.

Os cupons metdlicos foram preparados de acordo com os procedimentos da norma
NACE TM 0193-2000 para testes estiticos de corrosdo em temperaturas abaixo de
93°C. Antes de serem testados, os cupons foram polidos com lixa de granulometria 120
com o objetivo de retirar depdsitos aderidos & sua superficie e armazenados em

dessecador até a realizag@o do processo de limpeza.

Foi necessério remover a camada de gordura proveniente do manuseio colocando
os cupons metdlicos imersos em dlcool isopropilico durante aproximadamente 5
minutos. Apds serem removidos do dlcool isopropilico, os cupons foram enxaguados
sucessivas vezes com dgua desmineralizada e acetona e limpos com detergente diluido
usando-se uma escova de nylon. Os cupons limpos foram entdo enxaguados novamente
com 4gua destilada e acetona e finalmente secados em estufa a 115°C durante
aproximadamente 15 minutos. Terminado todo o processo de limpeza, os cupons foram
manuseados com pingas e luvas a fim de evitar qualquer contaminagdo das maos sobre a

superficie metalica e armazenados em dessecador até o momento de uso.

3.2.2.
Testes estaticos de corrosao

As experiéncias foram conduzidas em recipientes plasticos de 6 litros de
capacidade contendo 4 litros de dgua destilada, que foi dosada nas concentragdes de 2,0
ppm e 6,0 ppm dos biocidas e em dois valores de pH, 5,5 e 8,5. A escolha da dgua
destilada foi feita em fun¢do de sua pureza, de modo a evitar a interferéncia de outros
compostos dissolvidos na dgua no processo de corrosdo. Todos os ensaios foram
realizados em temperatura ambiente (25 + 1°0).

Antes de serem expostos ao meio corrosivo, os cupons foram pesados ao
milésimo de grama em balanca analitica (Marte, AL-500) e, s entdo, utilizados nos

experimentos.
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Os cupons foram dispostos internamente nos recipientes plasticos e posicionados
de modo a ficarem igualmente expostos ao volume de dgua dentro do recipiente. Os

cupons foram expostos aos seguintes meios cCorrosivos:

A.- Agua destilada contendo 2,0 e 6,0 ppm de peréxido de hidrogénio em pH 5,5.

B.- Agua destilada contendo 2,0 e 6,0 ppm de peréxido de hidrogénio em pH 8,5.

C.- Agua destilada contendo 2,0 e 6,0 ppm de cloro total em pH 5,5.

D.- Agua destilada contendo 2,0 e 6,0 ppm de cloro total em pH 8,5.

E.- Agua destilada sem adicdo de biocida em pH 5,5.

F.- Agua destilada sem adi¢io de biocida em pH 8,5.

Os biocidas foram adicionados diretamente aos recipientes, gotejando-se os
reagentes na dgua. As concentra¢des de 2,0 e 6,0 ppm de cloro total e peréxido de
hidrogénio foram reguladas com o auxilio de um fotometro (Merck, Nova 60) e kits
para determinar as concentragdes de cloro total e peréxido de hidrogénio na 4gua.
Imediatamente apds a adi¢do dos biocidas, o pH em cada recipiente era ajustado através
da adi¢do de solugdes de NaOH 2 M e HCI 0,6 N e regulado utilizando-se um eletrodo
de vidro sensivel aos fons H™ imerso na dgua e conectado a um potencidmetro
(Micronal, B-375). Antes de adicionar os cupons de prova ao recipiente, o pH da dgua
foi medido novamente e regulado através do potencidmetro. O controle do pH foi
mantido até o final em todas as experiéncias e acompanhado durante todo o

experimento em cada recipiente.

O periodo de exposicdo foi de 96 horas e apds 24 horas de exposi¢do, as
concentragdes de cloro total e perdxido de hidrogénio foram medidas utilizando-se o
fotdbmetro. Uma vez que estes compostos sofrem decomposic¢do ao longo do tempo, foi

necessario repor as concentragdes para os valores iniciais ap0s as primeiras 48 horas.
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Todos os testes estiaticos foram realizados em triplicata para garantir a

confiabilidade dos resultados. A Figura 9 mostra o aparato experimental utilizado:
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Figura 9 — Aparato experimental utilizado nos testes estéticos.

Passadas 96 horas de exposicdo, os cupons foram retirados do recipiente,
enxaguados com agua destilada, acetona e limpos com escova de nylon para retirar
depdsitos e produtos de corrosdo aderidos em sua superficie. Apés este procedimento,
os cupons foram novamente enxaguados com dgua destilada e acetona, colocados em
estufa para secagem a 115°C durante aproximadamente 15 minutos e armazenados em

dessecador para posterior pesagem e céalculo da taxa de corrosdo.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0412169/CA


PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 0412169/CA

55

3.3.
Analise Bacteriologica

Os experimentos de contagem bacteriana foram com o objetivo de examinar
quantitativamente a carga microbiana nas amostras de dgua sem adicdo de biocidas e

quando tratadas com cloro e peréxido de hidrogénio em diferentes valores de pH.

A qualidade microbiolégica das amostras foi avaliada através da metodologia
“Heterotrofic Plate Count”, realizada pela técnica de contagem padrdo em placas de
petri, recomendada pelo Standard Methods for the Examination of Water and

Wasterwater (1998).

Procedeu-se a contagem bacteriana adicionando-se pequenas aliquotas da dgua a
ser analisada em placas de petri e utilizando o meio de cultura APC (Agar Padrido de
Contagem). Segundo Picango (2002), esse método proporciona conhecer o nimero de
microrganismos vidveis na dgua inoculada no sistema, ao utilizar um meio de cultivo

rico e ndo seletivo para as bactérias escolhidas nas andlises.

A andlise microbioldgica foi realizada com dgua da torre de resfriamento de uma
industria siderurgica localizada na cidade do Rio de Janeiro. Esta dgua foi coletada na
bacia da torre e ficou exposta durante aproximadamente uma semana a atmosfera

industrial, visando a adquirir as caracteristicas da microbiota local.

De acordo com o Standard Methods for Examination of Water and Wastewater
(1998), quando sdo esperadas concentragdes muito altas de microrganismos, torna-se
necessario diluir a amostra para obter valores mais confidveis. A contagem bacteriana foi
realizada através de diluicOes diretas obtidas a partir das amostras liquidas, utilizando-se

solucdo estéril de dgua peptonada 0,1%.

O experimento foi efetuado nas seguintes etapas:
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3.3.1.
Preparacao do Meio de Cultura

Adiciona-se o meio de cultura em 4gua destilada, homogeneizando e aquecendo a
solucdo até fervura. Apos a fervura da solucdo, a mesma foi resfriada e transferida em
aliquotas de 20 mL para tubos de ensaio. Os tubos de ensaio contendo 20 mL do meio de

cultura foram entdo esterilizados para posteriormente serem utilizados nos testes.

3.3.2.
Preparacao da agua peptonada

Adicionou-se 1 g de peptona em 1 litro de dgua destilada, obtendo-se uma solucio
0,1%. Transferiu-se aliquotas de 9 mL desta solugdo para tubos de ensaio, que foram

identificados e posteriormente utilizados na dilui¢cdes realizadas nas experiéncias.

3.3.3.
Preparacao das amostras de agua de resfriamento

As amostras de dgua de resfriamento usadas nas experiéncias foram dosadas com
concentracdes de 2,0 e 6,0 ppm de cloro e perdxido de hidrogénio. Para aplicar estas
concentracdes dos biocidas na dgua, utilizou-se um fotdmetro com sensibilidade para
detectar tais concentragdes (Merck, Nova 60) e seus respectivos kits de ensaio para medir
concentracdo de peréxido de hidrogénio e cloro total dosados nas amostras, conforme
método ja descrito nos ensaios de corrosdo. O pH foi fixado sempre apds a adicdo dos
biocidas e em todos os experimentos realizados. O ajuste do pH foi feito através de um
potencidmetro. O tempo de acdo dos biocidas nas amostras foi de 20 minutos e 5 horas,
com o intuito de avaliar o desempenho dos produtos em diferentes tempos de contato. Nos
experimentos realizados com 5 horas de duragio, a decomposicio do cloro e do perdxido
de hidrogénio foi monitorada ao longo do tempo, realizando-se medidas das concentracdes
em intervalos de 30 minutos e quando necessdrio, repondo as dosagens dos biocidas para

os valores inicialmente aplicados.
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3.3.4.
Determinacao da temperatura de incubacao

Antes de efetuar os ensaios de contagem bacteriana aplicando-se os biocidas, foi
realizado um ensaio preliminar na dgua de resfriamento com o objetivo de investigar
qual seria a temperatura de incubacdo que permitiria uma maior recuperacdo de

microrganismos.

Este ensaio seguiu o mesmo procedimento experimental adotado nas demais
contagens bacterianas, porém ndo foi realizado por meio de dilui¢des e foram adotadas
duas temperaturas de incubacio, 25°C e 37°C, com o intuito de comparar a diferenca de

crescimento bacteriano nestas duas condigdes.

3.3.5.
Avaliacao do efeito biocida na agua de resfriamento

Decorrido o tempo de acdo dos biocidas, adicionou-se uma quantidade de
tiosulfato de s6édio (NaxS;0s. SH,O) suficiente para degradar os residuais de cloro e
peréxido de hidrogé€nio na dgua, pois estes compostos podem prejudicar o crescimento
bacteriano quando a aliquota for adicionada a placa de petri, conduzindo a resultados
imprecisos. Como controle negativo, foram realizadas contagens bacterianas em
amostras sem adicdo de biocida, com o intuito de conhecer a carga total de bactérias

presente nas amostras.

3.3.6.
Semeadura e inoculacao em placas de petri

Transferiu-se aliquotas de 1 mL das amostras de 4gua de resfriamento sem adi¢io
de biocida e j4 tratadas com os biocidas para os tubos de ensaio contendo 9 mL de dgua
peptonada, obtendo-se a primeira dilui¢io (10™). A partir da diluicdo inicial, efetuou-se
as demais diluicdes em dgua peptonada, obtendo-se as dilui¢des 1072, 107, 10, 107

mL.

Ap6s a diluicdo das amostras, transferiu-se 1 mL de cada dilui¢do para as placas
de petri e logo em seguida adiciona-se o meio de cultura as placas. As placas foram

entdo incubadas em estufa bacteriologia durante 48 horas e na temperatura adequada.
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3.3.7.
Incubacao e contagem de colonias nas placas de petri

Todos os ensaios com amostras sem biocida e com aplicacdo de cloro e peréxido
de hidrogénio foram realizados em duplicata e nas dilui¢des 10" até 10”. Apbs retirar as
placas da estufa depois de 48 horas de incubagdo a 37°C, foi realizada a contagem das
bactérias nas placas e obteve-se o valor final calculando-se a média de todas as

contagens fornecidas em cada diluicdo.

A Figura 10 ilustra os principais procedimentos realizados durante o

experimento:
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Tubos com agua peptonada

1mL 1mL 1mL 1mL

1mL 1mL 1 mL 1 mL 1 mL

10" mL 102mL 10-3mL 104 mL 10-5mL

Figura 10 — Diluigao e inoculagao em placas de petri.
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3.3.8.
Contagem de Unidades Formadoras de Col6énias (UFC/mL)

A contagem de bactérias em cada placa de petri foi realizada contando-se o
nimero de unidades formadoras de colonia em cada placa. Ao final da contagem,
multiplica-se o valor encontrado de unidades formadoras de coldnias pelo inverso da
diluicdo correspondente. Como exemplo ilustrativo, a Figura 11 mostra a uma

contagem obtida na diluigio 10° mL quando a dgua foi dosada com 6.0 ppm de

peréxido de hidrogénio.

Figura 11 — Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC/mL) na diluicdo 10° mL.

Os pontos marcados com caneta vermelha representam as unidades formadoras de
colonias encontradas na amostra. Neste exemplo, foram encontradas 15 UFC, que
multiplicadas pelo inverso do fator de dilui¢do, resultam em 15 x 10° UFC/mL ou 1.5 x

10° UFC/mL.
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3.3.9.
Avaliacao da microbiota presente na agua de resfriamento

Este ensaio teve por objetivo investigar quais eram os principais grupos

bacterianos presentes na dgua de resfriamento utilizada nos experimentos.

Neste teste, foram adicionados 50 mL do meio de cultura APC em uma placa de
petri. Ap6s a solidificacdo do meio de cultivo na placa, uma aliquota de 0,1 mL da 4dgua
de resfriamento sem adi¢do de nenhum biocida foi espalhada por toda a placa com o

auxilio de uma pipeta estéril.

Esta placa foi incubada durante 48 horas na temperatura de 37°C e ap6s o periodo

de incubacio, as colonias de bactérias foram avaliadas sob o aspecto visual.

3.3.10.
Analise fisico-quimica da agua de resfriamento

Substincias orgénicas e inorginicas presentes na dgua podem afetar a agdo

biocida do cloro e do peréxido de hidrogénio quando dosados em 4gua.

Esta andlise teve por objetivo levantar alguns parametros fisico-quimicos que
podem influenciar na acdo dos biocidas e obter resultados que permitissem auxiliar na
investigacdo do desempenho do cloro e do peréxido de hidrogénio como biocidas.

Foram analisados os seguintes pardmetros:

A.- Dureza Total.
B.- Alcalinidade Total.
C.- Turbidez.

D.- Sélidos Suspensos Totais (SST).

E.- Sélidos Dissolvidos Totais (SDT).
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F.- Condutividade.

G.- Carbono Orgénico Dissolvido.

H.- Sulfato
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