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RESUMO

A bioincrustagdo é um problema inerente em sistemas de resfriamento industriais
podendo gerar uma série de problemas operacionais que interferem diretamente no
desempenho do processo, como o0 aumento da resisténcia a transferéncia de calor e
a aceleracao da corrosdo de metais. Assim, o controle do crescimento de biofilmes é
fundamental para assegurar a eficiéncia da operacdo e evitar aumento de custos
operacionais. A principal estratégia utilizada em nivel industrial é a adigao de biocida
no fluido em contato com a superficie. Porém, a busca por novas técnicas que possam
ser associadas as ja existentes, visando aumentar a eficiéncia e economia do
processo, sdo de interesse cientifico e tecnologico. Neste contexto, este trabalho tem
por objetivo avaliar o uso de campo magnético permanente como estratégia
emergente no controle de bioincrustagdo em corpos de prova, que simulam superficie
de equipamentos de resfriamento, e o sinergismo com o hipoclorito de sédio. Para tal,
um sistema de circulagdo de agua em escala de bancada foi projetado e pares de
imas permanentes foram acoplados na tubulagdo. As densidades de fluxo magnético
de 0,05, 0,10, 0,23 € 0,45 T, o im& na posi¢cao de repulsdo e 0 uso combinado com
0,5 mg L' de cloro livre foram avaliados em relagdo ao seu efeito sobre o crescimento
de biofiime em superficie de corpos de prova de vidro durante 45 dias. Como
resultados, os tratamentos magnéticos com 0,23 e 0,45 T e com o ima na posigao de
repulsao reduziram em 80% a quantidade de bactérias sésseis em relagcado ao sistema
controle, indicando uma reducao do biofilme formado em superficie. Os resultados
sugerem que a queda na concentracdo de bactérias no biofilme pode estar
relacionada a uma alteragado na producdo de metabdlitos, dificultando a adesio de
células nos corpos de prova. Além disso, o uso combinado de campo magnético
permanente e hipoclorito de sédio potencializou o tratamento, reduzindo em 99% a
quantidade de bactérias sésseis quando comparado ao sistema controle. O
sinergismo entre o hipoclorito de sédio e 0 campo magnético permanente reduziu
significativamente as bactérias planctonicas, contribuindo no desempenho do controle
de formacdo de biofime. Com base no apresentado pode-se concluir que os
resultados mostraram que a aplicagdo de campo magnético permanente é uma
estratégia promissora na redugao de bioincrustagao em superficies.

Palavras-chave: incrustacdo biologica, troca térmica, ima permanente, campo
magnético estatico, hipoclorito de sodio.



ABSTRACT

Biofouling is an inherent problem in industrial cooling systems and causes operational
problems that directly interfere with the process performance, such as increased
resistance to heat transfer and acceleration of metal corrosion. Thus, biofilm control is
essential to ensure the operation efficiency and avoid increasing operational costs.
The main strategy used at an industrial level is the addition of biocide in the fluid.
However, the search for new techniques that can be associated with the existing ones
is of scientific and industrial interest in order to increase the efficiency and economy of
the process. In this context, this work aims to evaluate the use of permanent magnetic
field as a strategy to control biofouling in coupons that simulate the cooling equipment
surface and its association with sodium hypochlorite. Bench-scale water circulation
system was designed and pairs of permanent magnets were attached to the pipe. The
magnetic flux densities of 0.05, 0.10, 0.23, and 0.45 T, the magnet in the repulsion
position, and the use combined with 0.5 mg L' of sodium hypochlorite were evaluated
in relation to its effect on the biofilm growth on the glass coupon surface for 45 days.
As a result, the magnetic treatments with 0.23 and 0.45 T and with the magnet in the
repulsion position reduced the amount of sessile bacteria by 80% in relation to the
control system, indicating a reduction in the biofilm formed on the surface. The results
suggest that the drop in biofilm may be related to an alteration in the metabolites
production, making it difficult for adhere cells to the coupons. In addition, the
associated use of a permanent magnetic field and sodium hypochlorite potentiated the
treatment, reducing the amount of sessile bacteria by 99% when compared to the
control system. The synergism between sodium hypochlorite and static magnetic field
significantly reduced planktonic bacteria, contributing to the performance of biofilm
formation control. Finally, the results showed that the application of permanent
magnetic field is a promising strategy in the reduction of biofouling on surfaces.

Keywords: biological fouling, heat exchange, permanent magnet, static magnetic
field, sodium hypochlorite.



DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Tema

AVALIACAO DO CAMPO MAGNETICO PERMANENTE COMO ESTRATEGIA
PARA CONTROLE DA BIOINCRUSTACAO

Por qué?

— Demanda por processos ambientalmente amigos
— Necessidade de melhorar a eficiéncia de sistemas de resfriamento
— Busca pela redugao de custos operacionais

Quem ja fez?

Atualmente, ha poucos trabalhos que aplicaram o campo magnético como estratégia para controle de
bioincrustagdo em sistemas de resfriamento e todos estédo voltados para o uso de eletroimas. Até o
momento, ndo foi encontrado nenhum trabalho que investigou o uso de imas permanentes como
estratégia alternativa, e o efeito sinérgico com biocidas.

Hipoteses

E possivel reduzir a bioincrustacdo em corpos de prova de vidro fazendo uso de campo

magnético permanente?

— A densidade de fluxo magnético gerado por imas permanentes influencia na quantidade de
biofilme em superficie?

— O sentido do campo magnético importa na quantidade de biofilme formada em superficie?

— Ha efeito sinérgico entre biocida e campo magnético no crescimento de biofime em

superficies?

Métodos experimentais

— Projeto e montagem dos sistemas de circulagdo de agua

— Ensaios de formagao de biofilme nos sistemas controle e magnético utilizando corpos de prova
de vidro

— Variagao da densidade de fluxo magnético

— Variagao do sentido do campo magnético permanente

— Avaliagao do efeito sinérgico entre imas e biocida

— Acompanhamento dos parametros fisico-quimicos da agua

— Quantificacao das bactérias heterotréficas totais planctonicas e sésseis

— Caracterizagdo do biofilme formado

Respostas

— lIdentificar se o0 campo magnético permanente reduz a quantidade de bactérias heterotroficas
totais sésseis

— Determinar se ha diferenca na quantidade de bactérias planctbnicas e sésseis aplicando
diferentes densidades de fluxo magnético

— Verificar se a posicdo do campo magnético (atracdo e repulsdo) altera a quantidade de
bactérias planctonicas e sésseis

— Verificar se a quantidade de substancias poliméricas extracelulares é afetada na presenga do
campo magnético permanente

— Visualizar a morfologia do biofilme formado na presencga e auséncia do ima permanente

— Acompanhar os parametros fisico-quimicos da agua de circulagdo e verificar se o ima
permanente causa alguma alteragao significativa

— lIdentificar se a associagao do campo magnético com hipoclorito de sddio afeta a quantidade
de biofilme formado
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1. INTRODUGAO

Grande parte dos processos industriais, em setores diversos como industria
alimenticia, quimica ou farmacéutica, requer o resfriamento de um fluido que gera ou
recebe calor durante uma operacao unitaria. Para tal, se faz essencial o uso de
sistemas de resfriamento, como os trocadores de calor e torres de resfriamento. Esses
equipamentos e suas tubulagdes apresentam um meio propicio para a proliferagao
microbiana devido as condi¢des de operacado e composig¢ao do fluido de resfriamento
(geralmente a agua), como contato com ar atmosférico (aeragao), temperatura na
faixa de 25 a 35 °C, pH proximo a 7 e a presenca de dispersantes, inibidores de
corrosao e lubrificantes, servindo como fonte de nutriente para o estimulo do
crescimento. Por estes motivos, os sistemas de resfriamento s&o altamente
susceptiveis a formacédo de bioincrustacdo (CLOETE; JACOBS; BROZEL, 1998;
CLOETE; BROZEL, 1992).

De modo geral, a bioincrustagéo € a adesao irreversivel de microrganismos em
superficies, causando uma série de problemas operacionais nesses sistemas de
resfriamento, tais como aumento da resisténcia a transferéncia de calor e aumento da
propensao a corrosao do material, os quais impactam diretamente no desempenho do
processo, refletindo em aumento nos custos operacionais (FLEMMING et al., 2009).

A compreensao do mecanismo de formagao do biofilme em superficies, bem
como estudos de técnicas de monitoramento e controle da incrustagao biolégica sao
fundamentais para alcancar e manter o desempenho desejavel nos sistemas de
resfriamento. Apesar de o mecanismo de desenvolvimento de biofilme em superficies
ja ser consolidado na literatura, as técnicas para controle de sua formagao sédo de
grande interesse em estudos e aplicagéao em processos em escala industrial.

De modo geral, as incrustagdes sdo controladas com o pré-tratamento do fluido
de alimentacdo do equipamento pela adigdo de produtos quimicos (biocidas oxidativos
ou nado) devido a sua simplicidade, eficacia e baixo custo. Porém, dependendo do tipo
de biocida e da concentragéo utilizada pode haver formagao de subprodutos tdxicos
ao meio ambiente e nocivos a saude, tornando seu uso um problema (BUCS et al.,
2014).

Desta forma, estratégias baseadas em métodos fisicos, como aplicacéo de
campos magnético, elétrico, pulsado e ultrassdnico, tém sido propostas na literatura e

sao alternativas ao tratamento anti-incrustacdo de aguas de resfriamento industriais.
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Os métodos fisicos t€m como principais vantagens a nao regulamentagao do descarte
de efluente, uma vez que sao inofensivos ao meio ambiente (ndo produzem residuos
secundarios). Além disso, tém o potencial de reduzir custos com manutengao e
aumentar a seguranga do processo, uma vez que podem contribuir na redugédo da
quantidade de produto quimico utilizada (BOTT, 2001; PIYADASA et al., 20173;
TRUEBA et al., 2015; TRUEBA; GARCIA; OTERO, 2014).

Dentre os métodos fisicos, destaca-se o uso de campos magnéticos. Além de
serem versateis, de facil instalacdo e escalonamento, alguns trabalhos mostram que
campos magnéticos podem alterar o crescimento de bactérias, causando até a morte
celular, o que mostra que esta € uma técnica promissora na prevencdo a
bioincrustagdo em equipamentos (CELLINI et al., 2008; GIORGI; MARCANTONIO;
BERSANI, 2011; PIATTI et al., 2002; RE; AGOSTINI; GIORGI, 2004; ZAIDI et al.,
2014).

Na literatura ha estudos que investigam o uso de campos magnéticos na
reducdo de incrustacdo salina em sistemas de troca térmica (HAN et al., 2018;
IMBROGNO et al., 2018; LIPUS et al., 2015; PIYADASA et al., 2017b; XU et al., 2018;
ZHAO; LIU; ZHAO, 2014). Porém, poucos trabalhos tém se dedicado a investigagao
do seu efeito na redugao do bioincrustagdao em superficies de tais equipamentos.

Dos poucos trabalhos disponiveis na literatura, destacam-se os de um grupo
espanhol que tem se dedicado ao estudo da aplicagcdo de campos magnéticos
gerados por eletroimas no controle de bioincrustagdes em superficies de trocadores
de calor, utilizando agua do mar como fluido de resfriamento. Nestes estudos, foi
comprovado que € possivel reduzir a espessura do biofilme em tubulagdes e, por
consequéncia, a resisténcia de troca térmica (GARCIA; TRUEBA, 2018; TRUEBA et
al., 2015; TRUEBA; GARCIA; OTERO, 2014). Ressalta-se também o estudo realizado
por Mercier et al. (2016), que avaliaram o efeito de um campo gerado por eletroima
de baixa frequéncia em um circuito contendo corpos de prova de aco inox, alimentado
com agua de rio. Este apresentou resultados satisfatorios, uma vez que com a
aplicagao do campo, os autores observaram a redugao do crescimento de biofilme
nos corpos de prova.

Dos trabalhos citados, observa-se que em todos foram utilizados eletroimas de
baixa frequéncia. Também n&o ha relatos variando a densidade de fluxo magnético
ou a sinergia entre campo magnético e biocidas. Além disso, os eletroimas

apresentam como principal desvantagem a necessidade de instalagdes elétricas para
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gerar a corrente que alimenta a bobina, bem como o aquecimento do dispositivo, que
algumas vezes necessita de outros dispositivos para arrefecimento do sistema. Por
este motivo, o uso de im&s permanentes surge como uma alternativa, uma vez que
nao necessita de instalagcbes complexas, ndo envolve uso de energia elétrica e
também sofrem aquecimento durante a operacéo, além de ser de facil instalagao (n&o
ha necessidade de alteragao na disposigao de sistemas operacionais).

Frente ao exposto, o presente trabalho propde investigar, pela primeira vez, os
efeitos de campo magnético permanente sobre o crescimento de biofilmes em
superficies que simulam equipamentos de sistemas de resfriamento. Para tal, dois
sistemas de bancada de circulacdo de agua foram projetados para acoplar os corpos
de prova que simulam superficies de equipamento e estimular a formagao do biofilme,
sendo um sistema controle e outro exposto a agdo do campo magnético nas
tubulagdes. Os efeitos de sentido e densidade de fluxo magnético do campo, bem
como o efeito sinérgico do campo magnético com hipoclorito de sédio foram avaliados
em relacdo a quantificagcao de células livres e aderidas na superficie dos corpos de
prova, as propriedades fisico-quimicas do biofiime formado e as analises de

caracterizacao do biofilme formado.

1.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta tese foi investigar o efeito do campo magnético
permanente e o seu sinergismo com biocida como estratégia para o controle de
formacéo de biofilme bacteriano em corpos de prova de vidro representando superficie

de sistemas de resfriamento.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Projetar, construir e validar o funcionamento de dois sistemas de circulagao de
agua de bancada idénticos para corpos de prova planos. Um para operagao

sem e outro com imas permanentes acoplados;
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b. Validar a formacéao de biofilme nos corpos de prova de vidro nos sistemas de

circulagao de agua utilizando agua de circulacéo sintética;

c. Avaliar o efeito de diferentes densidades de fluxo magnético (0,45, 0,23, 0,10
e 0,05 T) e a posigdo dos imas permanentes (atragdo e repulsdo) sobre o
crescimento de biofilmes em corpos de prova de vidro instalados no sistema de

circulagao de agua;

d. Estudar o efeito de solugédo de hipoclorito de sodio (0,5 mg L' de cloro livre)
sobre o crescimento de biofiime em corpos de prova de vidro instalados no

sistema em escala de bancada na auséncia e presenga de campo magnético;

e. Caracterizar os biofiimes formados nos corpos de prova em relagcdo a
quantificacao de bactérias heterotréficas totais, solidos totais, quantificagao de
substancias poliméricas extracelulares; quantificacdo do numero de
sequéncias de RNA, potencial zeta, microscopia eletrénica de varredura e

microscopia confocal de varredura a laser.

1.3. ESTRUTURA DO DOCUMENTO

O trabalho encontra-se organizado em capitulos. O Capitulo 1 apresenta a
introdugéo e os objetivos de tese e o Capitulo 2 é composto pela revisao bibliografica,
na qual sdo abordados conceitos gerais de biofilme e sistemas de resfriamento, com
foco em estratégias para reduzir o crescimento de biofiimes em superficies. Os
Capitulos 3 a 5 apresentam os resultados de cada etapa do trabalho. Em cada capitulo
ha uma descricdo dos materiais e métodos utilizados, os resultados obtidos e as
respectivas conclusbées. O Capitulo 6 traz as consideragdes finais e sugestdes para
trabalhos futuros. Como forma de melhor entendimento das etapas do trabalho, a

estrutura detalhada do documento € apresentada no diagrama a seguir.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta secao apresenta os fundamentos sobre formagao de biofilme e sistemas
de resfriamento, e foca em estudos encontrados na literatura sobre estratégias
utilizadas para o controle de crescimento de biofilme em superficies de sistemas de
resfriamento, os quais foram usados para fundamentar e executar o presente trabalho.
Subdividido em 3 tépicos principais, este capitulo apresenta os conceitos gerais sobre
biofilmes, descreve os tipos de sistemas de resfriamento e os efeitos que o biofiime
causa nestes, e por fim traz uma revisdao das estratégias usadas para reduzir o
crescimento de biofilme nas superficies desses sistemas. O texto apresentado a
seguir serviu como base para o artigo de revisdo publicado na revista Industrial &
Engineering Chemistry Research, intitulado Industrial cooling systems and
antibiofouling strategies: a comprehensive review”.
(https://dx.doi.org/10.1021/acs.iecr.0c05985)

2.1. BIOINCRUSTAGCAO: CONCEITOS GERAIS

Bioincrustagao é o termo utilizado quando ocorre o crescimento indesejado de
biofiimes em uma determinada superficie, a ponto de ocasionar problemas técnicos
em sistemas ou organismos. Flemming (2002) considera a bioincrustagdo como um
reator de biofilme “no lugar errado e na hora errada”, gerando problemas operacionais
inaceitaveis. Em outras palavras, pode-se considerar que a bioincrustagao é um efeito
do crescimento de biofilmes, tornando sua definigdo subjetiva, dependendo das
condi¢des operacionais (FLEMMING, 2020).

Por sua vez, biofilme pode ser definido como uma comunidade séssil composta
por células microbianas que se ligam a uma interface ou entre si com auxilio das
substéancias poliméricas extracelulares (SPE) (DONLAN, 2002; HORI; MATSUMOTO,
2010; JAIN; MARSILI, 2011; LV et al., 2015; MATTILA-SANDHOLM; WIRTANEN,
1992; PATEL et al., 2014; VRIJENHOEK; HONG; ELIMELECH, 2001).

Manter-se em estado séssil € favoravel para as células, pois os biofilmes
possuem tolerancia antimicrobiana e maior protegdo contra estresses ambientais (pH
extremo, oxigénio, temperatura, choque osmotico, entre outros). Além disso, as SPE

fornecem estabilidade mecanica para o biofilme e permitem interagées sinérgicas com
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0 meio, favorecendo a hidratacao e a troca rapida de nutrientes, metabdlitos e material
genético (ANNOUS; FRATAMICO; SMITH, 2009; COSTERTON; STEWART;
GREENBERG, 1999; DONLAN, 2002; FLEMMING, 2020; PATEL et al., 2014; VU et
al., 2009).

Varias espécies microbianas podem estar envolvidas no desenvolvimento dos
biofilmes (O'TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000), uma vez que utilizam desse meio
como estratégia de sobrevivéncia em um ambiente hostil (FLEMMING, 2002;
HERZBERG; ELIMELECH, 2007). Porém, as bactérias sdo a classe microbiana que
aparecem com maior frequéncia na sua composicao (MATIN et al., 2011).

Pelo fato da bioincrustacdo ser um efeito do crescimento de biofilme, é
importante conhecer seu mecanismo de desenvolvimento, que compreende um
processo dinamico com cinco estagios (DONLAN, 2002; GU; REN, 2014; O'TOOLE;
KAPLAN; KOLTER, 2000), como ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Sequéncia de eventos que levam a formag¢ao do biofilme em uma superficie.

Microrganismos livres

- )
- agua
- S y -
—atl su?grﬁcie %
Desprendimento celular ' ) ' Adesdona superficie
(estagio 5) (estagio 1)

“’.0 -

Biofilme maduro Crescimento celular e
(estdagio 4) producéo de SPE (estdgio 2)

Formac&o biofilme
(estagio 3)

_- ® Microrganismos

" YSPE

Fonte: Autor.
SPE: substancias poliméricas extracelulares.
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Primeiramente, as células livres se aproximam de uma determinada superficie,
seja pelo movimento do fluido ou pela motilidade celular (VAN HOUDT; MICHIELS,
2005). Essa etapa é crucial para que ocorra a adesao celular inicial (estagio 1) e é
influenciada principalmente pelas propriedades da célula e da superficie, como a
carga superficial e o grau de hidrofobicidade (PALMER; FLINT; BROOKS, 2007). O
proximo estagio consiste na adesao da célula na superficie (estagio 2), iniciando a
multiplicagéo celular e producdo das SPE (HERZBERG; KANG; ELIMELECH, 2009;
RAMSEY; WHITELEY, 2004).

A medida que as células se replicam e as SPE se acumulam (estagio 3),
pequenas colbnias sdo formadas (GU; REN, 2014), transformando-as em biofilme
maduro (estagio 4), devido ao acumulo das SPE (ANNOUS; FRATAMICO; SMITH,
2009). Nesse momento, as SPE proporcionam integridade estrutural ao biofilme,
agindo como uma barreira (MATIN et al., 2011).

As SPE podem ser consideradas o material matricial primario do biofiime e a
sua composicao € complexa, envolvendo proteinas, carboidratos, polissacarideos,
DNA, e lipideos (DONLAN, 2002; FLEMMING et al., 2009). Como mencionado, as
SPE oferecem vantagens importantes para as células, pois através delas ha a
incorporacao de agua na estrutura do biofilme (DONLAN, 2002) e por sor¢do podem
sequestrar nutrientes do ambiente (FLEMMING et al., 2009).

O desprendimento celular é o ultimo estagio no mecanismo de desenvolvimento
do biofilme (estagio 5). Para colonizar novas superficies e para evitar a escassez de
nutrientes devido ao aumento da densidade populacional, as células se desprendem
do biofilme maduro e reiniciam a formagao de um novo biofilme em outro ponto da
superficie (DAVIES; MARQUES, 2009; MATIN et al., 2011).

2.2. BIOINCRUSTAGAO EM SISTEMAS DE RESFRIAMENTO INDUSTRIAIS

Os sistemas industriais com maior propensao a formacgao da bioincrustagao sao
os sistemas de resfriamento e os sistemas de filtragdo por membranas. Um sistema
de resfriamento é baseado em um conjunto de elementos necessarios para

transferéncia de calor entre fluidos, sendo a agua muito utilizada como fluido
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refrigerante, por apresentar propriedades interessantes, como baixa viscosidade e
elevada condutividade térmica (FILHO; LOPES, 2015; PATEL et al., 2014).

Os sistemas de resfriamento a agua podem ser classificados como: (1)
sistemas abertos de passagem unica (sem recirculagdo) e (2) sistemas com
recirculagcéo, os quais podem ser fechados ou abertos (FILHO; LOPES, 2015). Os

esquemas de cada sistema sao apresentados na Figura 2.

Figura 2. Esquema dos tipos de sistemas de resfriamento a agua: (a) sistema aberto de passagem
Unica sem recirculacao, (b) sistema aberto com recirculacao e (c) sistema fechado com recirculagao.

(@) (b)

Agua de

Fonte de 4gua Equipamento de reposicéo

(rio ou mar) troca térmica v
Bomba To.rre de Equipamento
resfriamento de troca térmica
Bomba
(c)
Sistema de Trocador de

resfriamento de agua
calor

>
Bomba

Fonte: Reproduzido com permissao de Proner et al. (2021). Copyright 2021 American Chemical
Society (Figura 1A do Apéndice).

No sistema aberto sem recirculagdo (Figura 2a) a agua é captada diretamente
de uma fonte (rio, por exemplo), circula em um equipamento de troca térmica e &
descartada ao final do processo diretamente no ambiente (RAO, 2015). No sistema
aberto com recirculagao (Figura 2b) a agua passa por um sistema ventilado para
dissipar o calor absorvido durante uma operacao unitaria e retorna para o processo.
Nesse caso, as torres de resfriamento sdo um exemplo (FILHO; LOPES, 2015). Por

fim, para os sistemas fechados com recirculagao (Figura 2c) a agua circula em um
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circuito fechado (trocador de calor). Geralmente, o calor absorvido pela agua nesses
sistemas fechados é transferido para um sistema de recirculacdo aberto, como as
torres de resfriamento (BAHADORI, 2016; FILHO; LOPES, 2015).

A bioincrustacdo gera inumeros problemas nos sistemas citados, afetando
tanto o desempenho da operagdo como o equipamento em si (componentes fisicos).
Em circuitos de agua de resfriamento os efeitos mais comuns sdo o aumento da
resisténcia a transferéncia de calor e a corrosdo microbioldgica da superficie do
equipamento (FLEMMING et al., 2009).

O depdsito de biofilmes sobre a superficie de equipamentos de troca térmica
representa uma resisténcia adicional a transferéncia de calor, uma vez que o
desenvolvimento desses depdsitos forma uma camada gel na superficie do
equipamento, a qual fica isolada da fase liquida. Por consequéncia, se tem uma
“superficie extra” com condutividade térmica inferior a metalica (LUDENSKY, 2003) e
a transferéncia de calor do fluido para a interface do equipamento passa a ser
controlada por difusdo e ndo mais por convecgao (FLEMMING, 2002).

Além da queda de desempenho de sistemas de resfriamento, € comum
relacionar a bioincrustagao com a corrosao do material que compde os equipamentos
de troca térmica, conhecida como corrosdo induzida por microrganismos. Esta
consiste na corrosdo de metais induzida pela atividade metabdlica de um ou mais
microrganismos, e pode ocorrer direta ou indiretamente (CLOETE; BROZEL, 1992).

A formacéo de células de aeracdo diferencial representa o mecanismo de
corrosdao comumente ligado aos sistemas de resfriamento. Resumidamente, quando
0s microrganismos aderem a uma superficie é criada uma regido anaerdbia, devido
ao consumo de oxigénio por microrganismos aerébios (regido interna ao biofiime) e
outra regido mais externa que esta em contato com o meio oxigenado (superficie do
biofilme). Essa adesdo nao uniforme resulta na formacado de células de aeracgao
diferencial, nas quais na area coberta pelo biofilme ha um esgotamento do oxigénio
funcionando como um anodo (doador de elétrons) e a area vizinha em contato com o
ar oxigenado funcionando como catodo (receptor de elétrons). Essa diferenca de
concentracao de oxigénio em duas regides da superficie metalica gera uma diferenca
de potencial, ocasionando a oxidag&o do metal na regiéo anddica (CLOETE; BROZEL,

1992). Para melhor entendimento, a Figura 3 traz um esquema do mecanismo da CIM.
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Figura 3. Esquema do mecanismo de corroséo induzida por microrganismo por formacao de células
de aeracgéo diferencial.

Agua de resfriamento aerada
Biofilme
aerobio

anaerobio

anaerobio

catodo %// M

anodo Superficie metalica
Oxigénio dissolvido

Fonte: Reproduzido com permissao de Proner et al. (2021). Copyright 2021 American Chemical
Society (Figura 1A do Apéndice).

Os efeitos da bioincrustagdo geram impactos econémicos negativos na cadeia
produtiva, os quais sao dificeis de mensurar, pois sdo causados por uma série de
fatores, como queda no desempenho do processo, diminuicdo da qualidade e
quantidade do produto, danos ao material do equipamento, superdosagem de anti-
incrustantes e produtos de limpeza, e interrupgdes dos processos produtivos devido a
limpeza e manutengao prolongada. De modo geral, o aumento da resisténcia a
transferéncia de calor é o primeiro aspecto dos custos relacionados a bioincrustacgao,
representando cerca de 20% no aumento do consumo energético. Por este motivo, é
comum a pratica do dimensionamento preventivo em plantas de troca térmica
(FLEMMING et al., 2009; FLEMMING, 2020).

2.3. ESTRATEGIAS PARA REDUZIR A BIOINCRUSTACAO EM SISTEMAS DE
RESFRIAMENTO

As aguas utilizadas em sistemas de resfriamento ndo sédo estéreis, ou seja,
uma certa quantidade de células que entra em contato com o equipamento € potencial
para a formacao de biofiime, uma vez que se multiplicardo consumindo substancias
biodegradaveis dissolvidas na fase aquosa. Pode-se afirmar que a extensdo do

crescimento do biofilme é determinada pela presenca de células, disponibilidade de
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nutrientes e condi¢cbes operacionais (COSTERTON et al., 1995; COSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999; DONLAN; COSTERTON, 2002; FLEMMING, 2002).

Dentro desse contexto, considerando que biofilmes crescem com qualquer
carga microbiana e material biodegradavel disponiveis, a bioincrustagao se torna um
problema que nao consegue ser totalmente eliminado, e fazer uso de técnicas com
intuito de mitigar seus efeitos negativos nos sistemas industriais € necessario. Uma
estratégia antibioincrustante eficaz compreende diversas agdes integradas (como
uma boa manutencdo do sistema e superficies com pouca rugosidade, de facil
higienizagao) apoiadas pela aplicagcdo de técnicas que visam o controle do
desenvolvimento do biofilme, permitindo uma intervengcado precoce, reduzindo os
impactos negativos no desempenho e no custo do processo (FLEMMING, 2020).

Os principais métodos de controle do crescimento de biofiime em superficies
sdo baseados na agao antibacteriana de compostos quimicos sintéticos (biocidas), de
compostos naturais (substancias produzidas por microrganismos, método bioldgico)
ou de uma agao mecanica (método fisico). Entre as técnicas para controle de biofilme
conhecidas, os biocidas (método quimico) sdo a principal ferramenta no combate a
formagdo de biofiime na industria. Eles sdo faciimente adicionados a agua de
alimentagao que carrega os compostos quimicos por todo o sistema de resfriamento,
garantindo o controle da bioincrustagdo de maneira eficaz e direta. A concentragao e
o tipo de composto ativo do biocida desempenham um papel relevante na eficacia do
tratamento. Porém, o descarte descontrolado desses residuos pode gerar
consequéncias graves e negativas a longo prazo sobre a biodiversidade ambiental
(BALAMURUGAN; PRASHANTH; RAO, 2014; EGUIA et al., 2007, 2008; LIU et al.,
2011b; TRUEBA; GARCIA; OTERO, 2014).

Diante desse cenario, com o aumento da consciéncia ecoldgica e a aprovagao
de leis mais rigidas em relagédo ao descarte de residuos quimicos no ecossistema nas
ultimas décadas, o interesse por técnicas alternativas de controle do biofilme e que
possam contribuir diretamente na redugdo dos impactos ambientais gerados por
residuos quimicos esta crescendo (BUCS et al., 2014; FLEMMING, 2020). Desse
modo, alguns estudos propéem a utilizagdo de métodos fisicos e bioldgicos.

Em relagdo aos métodos fisicos, como uso de ultrassom, campo elétrico e
magnético e luz UV, estudos mostram que s&o técnicas promissoras para substituir
ou trabalhar em sinergismo com os produtos quimicos e garantir um controle

satisfatorio da bioincrustagdo em equipamentos de sistemas de resfriamento como
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trocadores de calor e torres de resfriamento (HOTRUM et al., 2015; KIM; PARK; HA,
2016; MERCIER et al., 2016; PANDIT et al., 2017).

Por sua vez, os métodos biolégicos surgiram com base na capacidade de
certos microrganismos de excretar compostos que inibem o crescimento de
microrganismos concorrentes (CAO et al., 2011). As técnicas bioldgicas fazem uso do
quorum quenching e bacteriéfagos (CAO et al., 2011; DOBRETSOV; ABED;
TEPLITSKI, 2013; MALAEB et al., 2013). No entanto, a maioria dos estudos que
propdem os meétodos bioldgicos estdo focados no controle de bioincrustagdo em
membranas (KOSE-MUTLU et al., 2019; MA et al., 2018; PICHARDO-ROMERO et al.,
2020).

Dentro dos métodos bioldgicos € interessante destacar alguns conceitos. As
bactérias possuem um sistema conhecido como quorum sensing, o qual consiste em
um mecanismo molecular que proporciona uma comunicag¢ao entre células por meio
da troca de compostos, os chamados auto indutores (exemplo, lactonas de acil-
homoserina), permitindo que as bactérias possam monitorar sua densidade
populacional no ambiente local e regular seu comportamento de forma coletiva (como
induzir a formagédo, o amadurecimento e a dispersdao de um biofilme). O quorum
quenching € um mecanismo capaz de interromper essa comunicagao bacteriana pela
inibicdo dos auto indutores com a secregdo de enzimas (exemplo, acilases e
lactonases) que levam a clivagem desses compostos (BLANCHET et al., 2017,
REHMAN; LEIKNES, 2018; SOLANO; ECHEVERZ; LASA, 2014). Por sua vez,
bacteriéfagos sdo seres acelulares pertencentes ao grupo dos virus que infectam
especificamente bactérias podendo levar a morte por meio da lise celular (LUSIAK-
SZELACHOWSKA; WEBER-DABROWSKA; GORSKI, 2020; PAPAIANNI et al.,
2020).

A seguir serdo detalhadas as principais estratégias para reduzir a formacéao de
biofilme em superficies, priorizando os métodos quimicos e fisicos, que s&o as
principais técnicas investigadas em sistemas de resfriamento e que sdo alvo de estudo

neste trabalho.
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2.3.1. Biocidas

Biocidas sdo substancias compostas por um ou mais agentes ativos capazes
de reduzir ou anular a atividade metabdlica de um microrganismo (EGUIA et al., 2008),
por meio de ataques aos componentes celulares (parede celular, membrana
citoplasmatica, citoplasma), promovendo estresse aos microrganismos (VEIGA,
2010). A agao e a eficacia do biocida depende de diversos fatores como o tipo, a
concentracdo utilizada, pH do fluido, tempo de exposicéo, espécie e quantidade de
microrganismo presente no meio (SRIYUTHA MURTHY et al., 2004).

Os biocidas podem ser classificados como oxidantes, quando degradam a
matéria organica da célula (destréi as estruturas vitais da célula), e ndo oxidantes, os
quais atacam alvos particulares dentro da célula, ou seja, sdo substancias quimicas
que apresentam mecanismo de agao especifico para cada tipo de microrganismo
(EGUIA et al., 2008; TRUEBA; GARCIA; OTERO, 2014; VEIGA, 2010).

2.3.1.1. Biocidas oxidativos

Os principais biocidas oxidativos s&o os clorados (hipoclorito de sédio e didxido
de cloro), o peroxido de hidrogénio e o ozénio. Os compostos clorados sé&o
tradicionalmente utilizados na industria devido ao seu custo-beneficio, sendo um
produto econdmico de comprovada eficacia quanto a sua acgéo antifouling (EGUIA et
al., 2008).

Dentre os compostos clorados ativos, o hipoclorito de sédio (NaClO) é o
desinfetante usado na maioria dos sistemas de refrigeracéo e tratamento de agua
potavel (EGUIA et al., 2007). A acéo biocida do NaClO é baseada na formagao do
acido hipocloroso (HOCI), um agente oxidativo poderoso, que se difunde pela parede
celular do microrganismo reagindo com as proteinas, desativando enzimas (EGUIA et
al., 2007; TACHIKAWA et al., 2005).

Apesar de apresentarem diversas vantagens, o uso de compostos derivados
de cloro (com excegdao do didéxido de cloro) em plantas industriais apresenta
problemas, o0 seu uso pode gerar impacto ecoldgico relacionado ao cloro residual
descarregado no meio. Além disso, na presengca de matéria organica, estes

compostos podem reagir formando compostos organoclorados, os quais podem
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produzir subprodutos como os clorofenois, que sao considerados toxicos e
cancerigenos. Desta forma, estudos voltados para encontrar novos compostos que
n&do agridam o meio ambiente tém sido conduzidos, utilizando os chamados biocidas
ambientalmente limpos, como o dioxido de cloro, perdxido de hidrogénio e ozénio
(BOTT, 1998; EGUIA et al., 2000; TRUEBA; GARCIA; OTERO, 2014).

O didxido de cloro (ClO2), diferentemente de outros compostos clorados, néo
hidrolisa em meio aquoso, permanecendo como gas dissolvido em agua, sem
formacdo de &acido hipocloroso. Assim, sua agao biocida ocorre por oxidagao
associada exclusivamente a sua molécula (AL-BLOUSHI et al., 2018a; SIMON et al.,
2014).

O peroxido de hidrogénio (H202) € um composto com alto poder oxidativo, mas
baixa acéo biocida quando exposto a alta carga microbiana. Por isso, normalmente é
combinado com outros métodos que possam potencializar a sua acao. Sua atuacao
como biocida esta ligada a produgao de radicais hidroxilas: radicais livres que atacam
componentes celulares essenciais, como proteinas, levando a morte celular
(CLOETE; JACOBS; BROZEL, 1998; LINLEY et al., 2012; YANG et al., 2016, 2017).

Considerado um oxidante poderoso, o 0zénio (O3) também possui agao biocida.
Visto como um composto seguro em relagdo ao manuseio € ao meio ambiente, o O3
€ dissolvido rapidamente em agua sem produgdo de subprodutos organicos
halogenados (AL-BLOUSHI et al., 2017). Sua principal desvantagem ¢ a instabilidade;
por apresentar um tempo de meia vida relativamente baixo, ha dificuldades em
garantir o seu contato em todas as areas envolvidas no sistema (AL-BLOUSHI et al.,
2017, 2018a; CLOETE; JACOBS; BROZEL, 1998; YU; ZHANG; GRAHAM, 2017).

Os biocidas ambientalmente limpos apresentam como desvantagem, quando
aplicados em escala industrial, o seu custo-beneficio, uma vez que envolvem valores
mais elevados para sua produgao. Ja entre as principais vantagens destaca-se a nao
toxicidade do ambiente exposto a sua acéao, ja que os subprodutos gerados a partir
deles ndo sao agressivos aos seres vivos presentes no meio aquoso, como Hz, H20
e O2 (EGUIA et al., 2000). Uma compilagdo dos estudos realizados com biocidas
oxidativos como estratégia antibioincrustante em diferentes processos industriais séo

apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Estudos do uso de biocidas oxidativos com foco na redugéo de bioincrustacées em equipamentos de processo.

Microrganismo Biocida Concentragéo (mg.L™) Reducgéo Referéncia
NaClO 01e04 Para 0,1 mg.L™"
Consorcio CIO2 (e uival’entes’em Cl) 70% (NaClO), 50% (CIO2) e 80% (Os) Al-Bloushi et al. (2018)
O3 9 2 Para 0,4 mg.L™": todos 97%
NaClO 2000 (NaClO) Reducéo de 80% com NaClO,
Consorcio CIO2 9% HCI + 7,5 % NaClOz (CIO2) 90% com CIO2 Al-Bloushi et al. (2017)
Os 1,5 g.Nm=3 (O3) e 97% com O3
Amphibalanus clo 0102605 Maior concentragdo maior a redugao Venkatnarayanan
reticulatus 2 R ’ 0,5 mg.L™" inibiu 90% do crescimento et al. (2017)
Nivel de ATP reduziu 76% para todos,
Consércio Noco . 216(210('8)0 ) NGmero de células reduziu 90% (NaCIO) e Simon et al. (2014)
2 g 2 20%(Cl0O2)
Bacillus pumilus e . o
; ; NaClO 0,25, 0,5, 0,75, 1,0, Com 0,5 mg.L"! de Oz inativou 99,9% das :
Planom{croblum Os 15, €18 celulas e NaClO 90% Swaraj et al. (2013)
flavidum
Consércio S8 0,2 Redugao de 99% (Clz) e 99,9% (CIO2) Rand et al. (2007)
Cordylophora 0,10, 0,20, 0,30, 0,40, Reducéo velocidade de crescimento de .
lacustris Cle 0,50, 0.75 & 1,0 23% (0,10 mg.L"") a 100% (1 mg.L"") Rajagopal et al. (2002)
= o -1 0,
Consércio NaCIO 05e1,0 Redugdo de 42 /"rT(]g’f__?)‘g'L )€ 55% (1,0 Eguia et al. (1998)
Pseudomonas Redugao de 87% (19 dias) e . .
fluorescens O3 0,8 339% (28 dias) Kaur; Bott; Leadbeater (1992)
Consorcio CCIgz 0,15e1,0 Reducao de 90% para todos os casos Mayack et al. (1984)

NaClO: hipoclorito de sédio
ClO2: dioxido de cloro

O3: 0zbnio

Cl2: cloro
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De modo geral, € possivel observar na Tabela 1 que, independentemente do
biocida e concentragao utilizada, todos apresentaram resultados positivos na reducao
de biofilmes aderidos em superficie quando comparados a amostras controle. Além
disso, percebe-se que os trabalhos estdo voltados a encontrar compostos que
substituam o hipoclorito de sddio por outros com agao biocida semelhante e que sejam
ambientalmente limpos. Destaca-se também que as estratégias utilizadas nas
pesquisas nao sao exclusivamente testar compostos alternativos, mas também variar
parametros operacionais, como concentragao, tempo de exposicido, temperatura e

espécie de microrganismo alvo.

2.3.1.2. Biocidas nao-oxidativos

Os biocidas nao-oxidativos sdo comumente utilizados de modo alternado com
outros compostos para evitar que o microrganismo crie resisténcia a agdo do biocida.
Dentro dessa classe os mais importantes s&o: isotiazolinas, compostos quaternarios
de aménio, glutaraldeido, sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfénio (THPS) e dibromo
nitrilo propionamida (DBNPA) (CLOETE; JACOBS; BROZEL, 1998; JIA et al., 2017,
MILLER; ANNE KOEBEL, 2006).

A acéo biocida das isotiazolinas esta relacionada a sua capacidade de conduzir
ataques nucleofilicos em enzimas contendo grupo tiol (- SH), prejudicando as fung¢des
celulares (COLLIER et al., 1990; TANG et al., 2013).

Os compostos quaternarios de aménio (detergentes catidnicos) interagem com
os fosfolipidios das membranas citoplasmaticas. Devido a sua carga superficial
positiva, estes compostos se aderem na parede celular (carregada negativamente),
criando tensdes na parede, causando a ruptura da membrana celular (BAUDRION;
PERICHAUD; VACELET, 2000; LIU et al., 2011a; MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

O glutaraldeido apresenta acdo desinfetante devido a capacidade de
reticulacéo, que desestabiliza os grupos aminas presentes na membrana celular de
modo que a permeabilidade é alterada (impede o transporte de nutrientes para a
célula), ocasionando a morte celular (LAOPAIBOON; PHUKOETPHIM;
LAOPAIBOON, 2006; WEN et al., 2010).
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O THPS possui propriedade antibacteriana especialmente contra bactérias
redutoras de sulfato. Quando em solugao aquosa, o THPS se dissocia rapidamente
formando a trihidroximetilfosfina (THP), fosfina biologicamente ativa que atua como
um agente redutor, quebrando as ligagcbes dissulfeto nas proteinas e enzimas
celulares (MARQUES; SHIROMA; DE JESUS, 2015; XU; LI; GU, 2014).

A DBNPA é um biocida de rapida agao muito utilizado na industria de papel
para controlar a incrustagcédo biolégica em maquinas de papel. A DBNPA tem uma
natureza eletrofilica, o que favorece a reagdo com o grupo tiol presente nas proteinas
citoplasmaticas, inativando-as (HUANG et al., 2009; SHIROMA; MARQUES; JESUS,
2015).

Um resumo de alguns estudos encontrados na literatura sobre o uso de
biocidas n&o-oxidativos € mostrado na Tabela 2, que lista o objetivo do estudo, biocida

e concentracgdes testadas, e redug¢ao do biofilme formado.
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Tabela 2. Estudos do uso de biocidas n&o-oxidativos com foco na redugéo de bioincrustagbes em
equipamentos de processo.

Concentragao

Biocida Objetivo A Redugao Referéncia
(mg.L")
Isotiazolina  Melhorar a agao dos biocidas 5 Acéo dos biocidas Jia et al.
THPS com adigdo de D-aminoacidos foi melhorada (2017)
CQA Av’allar a eflca~0|a de (_10|_s 1505 Roeduc,‘QO Qe Trueba et
CQA'’s na reduc¢ao de biofilme 96%do biofilme  al. (2013)
THPS +¢-  Avaliar o efeito do THPS+d- Reducdo de 99%  Xu et al.
o tirosina na prevencéo e 50+1 o
tirosina N - do biofilme (2012)
reducao de biofilme
Avaliar o impacto do Reducgéo de
Glutaraldeido tratamento com glutaraldeido 10 células Liu et al.
no biofilme e células planctbnicas e (2011b)
planctbnicas biofilme
CQA Avaliar a eficacia de biocidas 1a8 folrrf;raérz 2e Huang et al.
DBNPA na redugao do biofilme s (2009)

THPS: sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfonio
CQA: compostos quaternarios de amdnio
DBNPA: dibromo nitrilo propionamida

2.3.2. Métodos fisicos

Em processos industriais, o uso de biocidas € o mais comum para combater o
crescimento de biofilme na superficie de equipamentos (FLEMMING, 2020).
Entretanto, o hipoclorito de sédio, apesar de sua eficacia em baixa concentragao e
baixo custo, gera subprodutos organoclorados téxicos ao meio ambiente e pode
causar danos ao material da superficie do equipamento. Por outro lado, os biocidas
ambientalmente limpos, apontados como alternativa ao cloro, apresentam um custo
elevado. Desta forma, métodos fisicos se tornaram alvo de pesquisas e sao
alternativas ao tratamento antibioincrustacdo de aguas de resfriamento industriais,
tendo como principal vantagem a nao regulamentacdo do descarte de efluente uma
vez que sao inofensivos ao meio ambiente (BOTT, 2001; TRUEBA et al., 2015;
TRUEBA; GARCIA; OTERO, 2014).
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Dentre os métodos fisicos existentes, os estudos para redugcao de biofilme em
superficies sdo voltados a aplicagdo de campo elétrico, ultrassom, luz ultravioleta e
campo magnético. A Tabela 3 traz um resumo comparativo entre os métodos quimicos
e fisicos, e a Tabela 4 traz uma compilagcado dos estudos que aplicam esses métodos

para o controle do crescimento de biofilme.

Tabela 3. Comparacao entre os métodos quimicos e fisicos para controle de crescimento de biofilme
em sistemas de resfriamento.

Biocidas Métodos fisicos

Uso consolidado na industria Tecnologia emergente

Necessita de mais estudos para comprovar

Eficacia comprovada na redugao de biofilme - . .
acao antibiofouling

Acao na superficie do equipamento, sendo
necessario adaptar ou acoplar pegas no
sistema de resfriamento

Produto quimico adicionado no fluido de
resfriamento

Algumas classes podem acelerar a corrosao

do metal N&o possuem potencial corrosivo

Produzem residuos secundarios N&o produzem subprodutos

Alguns s&o nocivos ao meio ambiente

devido a produgao de subprodutos toxicos Sao inofensivos ao meio ambiente




Tabela 4. Estudos do uso de métodos fisicos com foco na redugao de bioincrustagées em equipamentos de processo.
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Método Objetivo Conclusao Referéncia
Avaliar o efeito da aplicagédo de Os resultados indicam que o uso de ultrassom
Ultrassom ultrassom seguido da adicéo de junto com o hipoclorito de sédio reduz o tempo Haque; Kwon (2018)

Campo elétrico

Luz ultravioleta

Campo eletromagnético

hipoclorito de sédio em agua salina na
formacgao de biofilme

Avaliar a formagéao de biofilme de P.
aeruginosa em uma superficie de
carbono na presencga e auséncia de
campo elétrico com voltagem de 0,9 V

Demonstrar o efeito sinérgico entre a
luz ultravioleta e o hipoclorito de sddio
para reduzir biofilme de Listeria
monocytogenes em superficie ago inox

Avaliar o efeito do campo
eletromagnético de baixa frequéncia em
um circuito alimentado com agua de rio

de exposicao e a dose de cloro necessaria para
reduzir o biofilme

Acredita-se que o campo elétrico aplicado afeta
o potencial redox da membrana celular o que
inibi o crescimento bacteriano

Os resultados indicam que o tratamento
combinado (1800 mWs.cm de UV com 200
mg/L de NaOCI) pode ser viavel para uso em
superficies de ago inoxidavel em cozinhas
industriais, instalagdes e restaurantes.

Os resultados mostraram que a aplicagéo do
campo eletromagnético afetou a composicao da
comunidade plancténica e séssil, reduzindo a
formacao de biofilme em superficie

Pandit et al. (2017)

Kim; Park; Ha (2016)

Mercier et al. (2016)

NaClO: hipoclorito de sddio
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Continuagao Tabela 4. Estudos do uso de métodos fisicos com foco na redugéo de bioincrustagdes em equipamentos de processo.

Método Objetivo Conclusao Referéncia
Investigar o uso de ultrassom na o ltados indi bracs
revengao do biofouling em trocador s resu _ta 0s Indicam que as vibragoes na
Ultrassom P superficie do equipamento dificultam a Hotrum et al. (2015)

Campo eletromagnético

Luz ultravioleta

Campo elétrico

de calor durante o processamento de
leite

Avaliar a agao antibiofouling de um
campo eletromagnético aplicado
continuamente em agua salina
utilizada em um trocador de calor

Avaliar a redugao do biofouling em um
trocador de calor escala piloto usando
luz ultravioleta

Investigar a agdo do campo elétrico
em biofilme de P. aeruginosa em
superficie metalica

formacao de biofiime

Os resultados indicam que o campo
eletromagnético acelera a precipitagdo do
carbonato de calcio e reduziu a capacidade
de adeséo do biofilme

O tratamento com luz ultravioleta reduziu a
resisténcia a transferéncia de calor em 55 %
quando comparada com a controle

Ao aplicar uma corrente anddica na
superficie, as bactérias que permaneceram
aderidas ficaram inativas com o passar do
tempo

Trueba et al. (2015)

Lépez-Galindo; Casanueva;
Nebot (2010)

Hong et al. (2008)
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O campo elétrico possui a capacidade de inativar microrganismos e ha muitos
anos é alvo de pesquisas como um meétodo de esterilizacdo em equipamentos
hospitalares e desinfeccdo de alimentos, obtendo-se resultados promissores
(DONLAN; COSTERTON, 2002; HARRISON; BARBOSA-CANOVAS; SWANSON,
1997; HULSHEGER; POTEL; NIEMANN, 1983; MARX; MOODY; BERMUDEZ-
AGUIRRE, 2011; SALE; HAMILTON, 1967). Por estas caracteristicas, o campo
elétrico passou a ser considerado uma alternativa na prevencédo e controle da
bioincrustagcado em superficies (ABOU-GHAZALA; SCHOENBACH, 2000; GAW et al.,
2017; KANG et al., 2008; PIYADASA et al., 2017b; THAMARAISELVAN et al., 2018;
VAN DER BORDEN et al., 2004).

Para a prevencgéo de biofilmes, normalmente, 20 a 80 kV.cm™' de forga elétrica
€ aplicada para se ter a inativagdo dos microrganismos. Como mecanismo de agéo,
propde-se que a aplicacao de campos elétricos em células causa um acumulo de
cargas elétricas na membrana celular, causando uma eletroporagcao (abertura de
poros) induzida pela tensdo na membrana, o que gera alteragdes no fluxo de
ions/nutrientes. Dependendo da densidade de fluxo elétrico aplicado e do tempo de
contato essa formacéo de poros leva a danos irreversiveis e morte celular. Assim, o
nivel de inativagdo microbiana e por consequéncia a reducdo na formacado de
biofiimes, depende de parametros do processo, como densidade de fluxo elétrico e
tempo de contato (KIM et al., 2011; PIYADASA et al., 2017b; SCHOENBACH; ILL;
FOX, 1996).

Alguns estudos também propdem o0 uso de ultrassom como estratégia
promissora no combate a bioincrustacdo em superficies (AL-JUBOORI; YUSAF;
ARAVINTHAN, 2012; BOTT, 2000, 2001; BOTT; TIANQING, 2004; BROEKMAN et
al., 2010; HOTRUM et al., 2015; MOTT et al., 1998; MUTHUKUMARAN et al., 2005).
A tecnologia de ultrassom possui potencial para deter a deposicao de biofilme devido
a sua capacidade de gerar turbuléncia no sistema (vibragdo) (BOTT, 2000; BOTT;
TIANQING, 2004; BROEKMAN et al., 2010). Os principais fenbmenos fisicos
decorrentes da aplicagao do ultrassom em liquidos sao: (i) o streaming acustico, efeito
mecanico, que pode levar a uma diminuicao na espessura da camada limite do fluido
melhorando a transferéncia de calor e massa, e (ii) a cavitagdo acustica, formagéao de
bolhas que podem induzir a micro transmissdo (melhora na transferéncia de calor e
massa) e podem gerar regides pontuais de aumento de temperatura e presséo,

passivel de inativar microrganismos. Entretanto, o mecanismo de acdo das ondas



39

ultrassénicas para impedir a formacgao de biofilme ainda nao esta claro e pesquisas
precisam ser desenvolvidas para melhor entendimento (HOTRUM et al., 2015; WANG
et al., 2017).

A luz ultravioleta (UV) também demonstra poder de inativacdo de
microrganismos (CLOETE; BROZEL, 1992; HARRIS et al., 1987). O espectro de luz
UV consiste em quatro regides com diferentes comprimentos de onda: vacuo UV (100-
200 nm), UV-C (200-280 nm), UV-B (280-315 nm) e UV-A (315-400 nm), sendo que o
UV-C e UV-B sido os com maior potencial de inativagado de células microbianos (AL-
JUBOORI; YUSAF, 2012; KIM; PARK; HA, 2016; LUI et al., 2014; PALEOLOGOU et
al., 2007; SCHWARTZ; HOFFMANN; OBST, 2003).

Estudo realizado em uma planta piloto de trocador de calor apresentou reducao
de biofilme depositado na superficie apds o tratamento com UV (LOPEZ-GALINDO;
CASANUEVA; NEBOT, 2010). Em tubos simulando o transporte de agua a utilizagao
de UV reduziu o numero de microrganismos viaveis e a formacao de biofilme, e
quando combinada com hipoclorito de sodio foi mais eficaz (RAND et al., 2007). Estes
estudos indicam a possibilidade da utilizacdo da luz ultravioleta como método para
controle de bioincrustacgao.

Por fim, a aplicagdo de campo magnético no controle de crescimento
microbiano (PIATTI et al., 2002; ZAIDI et al., 2014) é também reportada como um
tratamento antibioincrustacdo vantajoso, pois quando o campo € aplicado,
dependendo da sua densidade de fluxo magnético, este pode afetar o crescimento e
a adesdo das células microbianas (LIPUS; ACKO; HAMLER, 2011; MERCIER et al.,
2016; XIAOKALI, 2008). Estudos realizados em trocadores de calor tubulares resfriados
pela agua do mar e em corpos de prova de ago inox expostos a agua de rio
demonstram queda do crescimento de biofilme na superficie quando aplicado campo
eletromagnético pulsado (MERCIER et al., 2016; TRUEBA et al., 2015; TRUEBA;
GARCIA; OTERO, 2014).

O campo magnético como estratégia antibioincrustacdo é o foco desse
trabalho, e sera detalhado nos topicos a seguir. Busca-se destacar alguns conceitos
base, e trazer uma descrigao dos trabalhos disponiveis na literatura que propdéem seu
uso como estratégia antibioincrustagéo e por fim, consideragdes a respeito do estado

da arte.
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2.3.3. Campo magnético

O campo magnético € uma regiao do espago ao redor de um ima devido a
movimentacao de cargas, gerando uma forga magnética de atracao ou repulséo. Todo
material (gasoso, liquido ou sdélido) possui uma caracteristica magnética, ou seja, o
magnetismo € uma propriedade do material e tem sua origem na estrutura molecular
(HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2016).

De modo geral, os materiais podem ser classificados em trés tipos de acordo
com a sua magnetizagdo, sendo eles: diamagnéticos, paramagnéticos e
ferromagnéticos. Os materiais diamagnéticos apresentam magnetizacdo negativa
(contraria ao campo magnético externo), existe apenas na presenga de um campo
magnético externo e sua forga é relativamente fraca. Sdo exemplos desse tipo de
material agua, madeira, plastico e alguns metais como mercurio, ouro e prata
(HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2016).

Os materiais paramagnéticos apresentam alinhamento dos momentos
angulares quando estao na presenga de um campo magneético e sdo atraidos por esse
campo externo. A magnetizagdo nesse tipo de material também existe apenas na
presenga de um campo magnético externo e sdo exemplos o aluminio, o sédio, o
célcio e o magnésio. Por sua vez, os ferromagnéticos sdo materiais com memoria
magnética, ou seja, se submetidos a um campo externo apresentam alinhamento dos
momentos angulares e se comportam como imas e essa caracteristica permanece
mesmo apos a remogao do campo magnético externo. Como exemplos desse tipo
material tem-se o ferro, o niquel e o cobalto (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2016).

Um im& permanente € uma peg¢a composta por uma liga de minerais com
capacidade de manter o magnetismo mesmo apds a retirada de um campo magnético
externo (material ferromagnético). A sua composigdo pode ser de aluminio, niquel,
cobalto, estréncio, ferro, bario, samario e neodimio, e a escolha do material depende
da densidade de fluxo magnético desejada e do tipo de aplicagdo. Nesse sentido, os
imas de neodimio sdo os mais poderosos, apresentando elevada forgca magnética com
tamanho e massa reduzidos (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2016).

O campo magnético € uma grandeza vetorial, ou seja, possui intensidade,
diregao e sentido, e por convengao € representado por linhas que saem do polo norte
e entram no polo sul (Figura 4). Essas linhas sao conhecidas como linhas de inducéo,

sao sempre fechadas, nunca se cruzam e quanto mais proximas estiverem, maior sera
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a densidade de fluxo magnético daquela regido. Os imas sempre sao formados por
dois polos (norte e sul) que ndo podem ser separados, por isso sdo conhecidos como
dipolos (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2016).

Figura 4. Representac&o das linhas de indugdo magnética

Fonte: Autor.

Devido a caracteristica das linhas de indugao, quando se aproxima dois polos
iguais eles se repelem, e ao se aproximar dois polos diferentes eles se atraem. Dessa
forma, ao acoplar duas barras magnéticas em um tubo ha dois tipos comportamentos
das linhas de indugdo magnética através da parede do tubo. Como mostra a Figura 5,
se acoplar os imas no sentido de atracédo (polos diferentes) o fluxo magnético ira
passar por todo o tubo (inclusive no centro), e se forem acoplados no sentido de
repulsdo (polos iguais) nao havera linhas de indugao no centro (densidade de fluxo
magnética nula) e a passagem permanece concentrada nas regides proxima a parede
do tubo. Vale lembrar que o comportamento das linhas de indugdo também afeta a
densidade de fluxo magnético entre dois imas, ou seja, quanto menor a distancia entre
dois imas em atracdo maior sera a densidade de fluxo e quanto maior a distancia
menor sera a forga (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2016).
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Figura 5. Esquema do comportamento das linhas de indugdo em um tubo colocado entre duas barras
magnéticas.

Atragao Repulsao

centro do tubo
O parede do tubo

Fonte: Adaptado de Lana (2013).

2.3.3.1. Campo magnético como estratégia antibioincrustagdo em sistemas de

resfriamento

Segundo Zaidi et al. (2014), a primeira aplicagdo comercial de campo
magnético para tratamento de agua foi patenteada na Bélgica em 1958 por Theo
Vemeiren. Porém, apenas 3 décadas depois surgiram as primeiras evidéncias da
possivel aplicagdo do campo magnético para o tratamento de aguas em escala
industrial. Segundo os autores, pesquisadores russos observaram que tubulag¢des de
uma caldeira apresentavam depdsitos minerais aderidos em sua superficie reduzindo
a eficiéncia do processo, em contrapartida as paredes de tubulagbes por onde
circulava agua magnetizada, que nao apresentavam esses depositos. Essas
observacgoes estdo de acordo com varios estudos da literatura que usam o campo
magnético na reduc¢ao da incrustagao salina em superficies, consolidando o uso desse
método no tratamento de aguas industrias como estratégia anti-incrustagao (HAN et
al., 2018; IMBROGNO et al., 2018; LIPUS et al., 2015; LIU et al., 2021; PIYADASA et
al., 2017a; SILVA et al., 2019; XU et al., 2018; ZHAO; LIU; ZHAO, 2014).

Porém, poucos trabalhos tém se dedicado ao uso do campo magnético para
prevencao de bioincrustagao em sistemas de resfriamento. O uso dessa tecnologia é
atraente, ndo apenas pela comprovada reducdo de incrustacbes salinas em
tubulagbes de sistemas de resfriamento, mas também porque trabalhos ja

comprovaram que campos magnéticos podem alterar o crescimento de bactérias. Em
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geral, estes estudos mostram que diferentes bactérias possuem diferentes niveis de
susceptibilidade ao campo magnético. Quando esse nivel & excedido, elas podem
morrer ou ter seu crescimento reduzido (CELLINI et al, 2008; GIORGI,
MARCANTONIO; BERSANI, 2011; PIATTI et al.,, 2002; RE; AGOSTINI; GIORGI,
2004; ZAIDI et al., 2014). Dos trabalhos disponiveis na literatura sobre controle de
crescimento de biofilme em superficie de sistema de resfriamento, utilizando Web of
Science como base de dados, apenas 3% sao referentes ao uso de campo magnético,
0s quais serado detalhados a seguir.

Trueba; Garcia; Otero (2014) realizaram um estudo com objetivo de reduzir a
quantidade de biofilme aderido em tubos de trocador de calor resfriados com agua do
mar através da aplicagdo de campo eletromagnético pulsado e recuperar a eficiéncia
do processo de troca térmica. Para tal, o trabalho foi dividido em trés etapas: (i)
crescimento de biofilme nas tubulagdes da unidade piloto, (ii) eliminar o biofilme
crescido utilizando campo eletromagnético pulsado com densidade de fluxo magnético
de 15 mT, e (iii) avaliagdo da influéncia do campo nas propriedades fisico-quimicas
da agua do mar. Como resultados, observaram que o campo eletromagnético precipita
ions dissolvidos na agua, além disso altera a ligacdo intermolecular das SPE,
causando o desprendimento do biofilme da superficie do tubo do trocador de calor.

Trueba et al. (2015) também investigaram o crescimento de biofilme em
tubulagdes de um sistema em escala piloto de trocador de calor, resfriadas com agua
do mar, expostas continuamente a um campo eletromagnético pulsado com
densidade de fluxo magnético de 15 mT. Os resultados mostraram que o campo
eletromagnético acelera a nucleagéo dos ions de calcio e a precipitagdo do carbonato
de calcio, e por consequéncia reduz a adesdo de biofiime nas superficies das
tubulagdes.

Mercier et al. (2016) avaliaram o efeito do campo eletromagnético pulsado com
densidade de fluxo magnético de 1 a 10 mT em um circuito de circulagado de agua em
escala bancada alimentado com agua de rio. Como resultado, observou-se que o
emprego do campo reduziu a quantidade de biofilme e afetou a composi¢cédo da
comunidade planctdnica e séssil. Segundo os autores, provavelmente o campo
magnético afeta a solubilidade de particulas e hidratacdo das células microbianas
afetando a formacao de biofilme em superficies metalicas.

Por fim, Garcia e Trueba (2018) investigaram a influéncia do regime de

escoamento turbulento em tubulagdes de um trocador de calor expostas também a
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um campo eletromagnético pulsado com densidade de fluxo magnético de 15 mT. Os
resultados mostraram que as tubulagdes expostas ao campo magnético e escoamento
turbulento com maiores numeros de Reynolds tiveram menor adesao de biofilme nas

superficies quando comparado com o controle (sem aplicagdo de campo magnético).

2.3.3.2. Consideracées a respeito do estado da arte

Os estudos mostram resultados promissores e o potencial do campo magnético
como estratégia antibioincrustacdo na industria. Entretanto, ndo foi encontrado
nenhum estudo referente a sinergia dessa tecnologia com biocidas ou uso de iméas
permanentes, o qual tem vantagem sob eletroimé&s por n&o ter a necessidade de
instalagbes elétricas para gerar a corrente que alimenta a bobina, além do
aquecimento do dispositivo, que algumas vezes necessita da instalagdo de outros
dispositivos para arrefecimento do sistema.

Diante do exposto, estudos cientificos s&o necessarios para melhor
entendimento e comprovacédo da agado do campo magnético na redugao de biofilme
em superficies, confirmando ser uma alternativa limpa e eficaz ao uso de biocidas, e
tornando viavel seu uso em escala industrial. Assim, é fundamental investigar como o
uso de campo magnético permanente afeta o desenvolvimento de biofilmes, avaliando
variagbes em relagdo ao campo magnético e o efeito sinérgico com biocidas. Essas
informacdes serdo uteis para a potencial aplicagao desta tecnologia em sistemas

industriais de troca térmica.



45

3. VALIDAGAO DO SISTEMA DE CIRCULAGAO DE AGUA CONSTRUIDO E DA
FORMAGAO DE BIOFILME EM CORPOS DE PROVA

Este capitulo refere-se a primeira etapa do trabalho, a qual envolveu os testes
preliminares para validagdo do funcionamento dos sistemas de circulagdo de agua
construidos e da formacao do biofiime em corpos de provas acoplados nesses
sistemas e expostos a agua de circulagéo sintética. Esta etapa atende aos seguintes
objetivos especificos da presente tese, de acordo com a segéo 1.2: projetar, construir
e validar o funcionamento de dois sistemas de circulagdo de agua de bancada
idénticos para corpos de prova planos, sendo um para operagao sem e outro com
imas permanentes acoplados; e validar a formagao de biofilme nos corpos de prova
de vidro e ago acoplados nos sistemas de circulacdo de agua utilizando agua de
circulagao sintética. A Figura 6 apresenta um fluxograma das atividades realizadas
nesse capitulo e na sequéncia sao apresentados os materiais e métodos e resultados

obtidos nessa etapa do trabalho.

Figura 6. Fluxograma das atividades realizadas referente aos testes apresentados no Capitulo 3 desta
tese.

Montagem do Teste de
sistema de — escoamento de —
circulacéo de agua dgua com corante

Validagao do sistema

v

Teste no sistema
— com corpo de
prova e dgua

Definir composicéo da
dagua de circulacéo

. Avaliagéo pela
contagem de
BHT sésseis e

\  planctdnicas

"7 por § dias

Definir sais, fonte
de carbono,
indculo e suas
concentracdes

Validagao da formagao
de biofilme

BHT: bactérias heterotroficas totais



46

3.1. MATERIAIS E METODOS

3.1.1. Componentes dos sistemas de circulagao de agua

Com o objetivo de realizar os ensaios que simulam o crescimento de biofiime
em superficie e avaliar o efeito do campo magnético foi necessario projetar e montar
dois sistemas de circulagao de agua semifechado em escala de bancada, sendo que
um funciona na auséncia de imas (sistema controle) e o outro possui imas acoplados
na tubulagao (sistema magnético). O projeto foi baseado no circuito de agua utilizado
no trabalho de Mercier et al. (2016). O resultado é apresentado na Figura 7, na qual a
Figura 7a mostra os dois sistemas de circulagao de agua de escala bancada montados
e a Figura 7b e 7c mostra a vista superior do sistema controle e magnético,
respectivamente.

Os dois sistemas possuem a mesma configuragdo e sdo compostos por um
reservatorio de agua com capacidade de 35 L, uma bomba submersa para circulagao
de agua com capacidade maxima de vazdo de 200 L/h (Sunsun HJ 1541), um
rotdmetro, um tanque de circulagdo de agua de polipropileno com capacidade interna
de 13 L capaz de acondicionar 144 corpos de prova, uma resisténcia com termopar
para manter constante a temperatura da agua de circulagao (submersa no reservatorio
de agua), um oxigenador (Sunsun HP 1116) com duas saidas em cada tanque de
corpos de prova com pedras de oxigenagado acopladas, além de tubos, valvulas e
conexoes.

No sistema magnético, a tubulagédo de entrada do tanque de circulagdo de agua
(Figura 7c, numero 3) foi exposta ao campo magnético permanente, gerado por 3
pares de imas permanentes de neodimio-ferro-boro (Nd2Fe14B), ajustados na
tubulacdo de polipropileno a uma distancia de 30 cm da entrada do tanque,

perpendicular ao escoamento de agua (Figura 8).
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Figura 7. (a) Sistemas de circulagdo de agua em escala de bancada para avaliagao do efeito do campo
magnético sobre o crescimento de biofilme em corpos de prova, (b) vista superior do sistema controle,
e (c) vista superior do sistema magnético, sendo que (1) tanque de polietileno de alta densidade, (2)
espaco onde os corpos de prova s&o colocados e (3) conjuntos de imas permanentes acoplados a
tubulacédo de entrada ao tanque de circulagédo de agua.

Figura 8. Esquema demonstrando o par de ima ajustado na tubulagéo perpendicular ao fluxo de agua.

Agua de circulagdo

— e— —
—_— ) —)
_— ee—) —

=== Sentido do escoamento de agua

Fonte: Autor.
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3.1.2. Corpos de prova

Para simular as superficies de equipamentos expostas a agua de resfriamento
foram utilizados corpos de prova acondicionados no interior do tanque de circulagao
de agua (Figura 7b, numero 2). Os corpos de prova escolhidos foram Iaminas de vidro
com dimensdes de 76 x 26 x 1,3 mm. As superficies de equipamentos de sistema de
resfriamento sdo geralmente metalicas, mas o vidro foi selecionado por ser um
material inerte que nao sofre corrosido, o que torna possivel avaliar exclusivamente o
efeito do campo magnético no crescimento de biofilme sobre a superficie. Tal escolha
foi baseada no trabalho de Santos et al. (2015), que indicou uma adesao de biofilme
em superficie de vidro similar a da observada em ago inoxidavel, e que foi confirmada
no presente trabalho com a realizacéo de testes tanto com corpos de prova de vidro
quanto com corpos de prova de inox 304 polido no sistema controle e no sistema
magnético expostos a diferentes densidades magnéticas (0,45; 0,23; 0,1 e 0,05 T e
na posi¢cao de repulsido). Os testes tiveram duragcdo de 45 dias, e a avaliagao foi
realizada pela comparagcéo da quantidade de bactérias heterotréficas totais (BHT)
sésseis entre os dois materiais para cada sistema nos dias 14, 28 e 43 de
experimento. Os resultados obtidos nessa etapa sao apresentados na Figura 2A do
Apéndice. No inicio de cada ensaio, os corpos de prova foram previamente lavados
com detergente alcalino, enxaguados com agua deionizada e imersos em solugéo
aquosa de etanol 70% (v/v) por 15 min, secos em estufa a 50 °C por 1 h, para entao

serem colocados no tanque de circulagdo de agua para realizagao dos testes.

3.1.3. Validagao do escoamento dos sistemas de circulagao de agua

A configuracdo dos sistemas foi projetada com énfase nos tanques de
circulacdo de agua (Figura 7b, numero 1) de maneira que os corpos de prova
permanegam totalmente imersos, paralelos ao escoamento da agua de circulagao e
sem pontos de obstrugcéo, considerando que o escoamento de agua se mantivesse
homogéneo por toda a extens&o do tanque (evitar pontos mortos, sem escoamento).
Além disso, o sistema foi construido pensando em manter um escoamento laminar

para favorecer o crescimento de biofilme na superficie, uma vez que o trabalho
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realizado por Garcia e Trueba (2018) sugeriu que ha um aumento da espessura do
biofilme formado com um menor nimero de Reynolds (Nre).

Para validar a execugédo do projeto e funcionamento dos sistemas montados de
acordo com as necessidades operacionais citadas, um teste de escoamento utilizando
uma solucdo de corante alimenticio a uma vazao constante de 50 L h-' foi realizado.
Para tal, em ambos os sistemas os reservatoérios foram preenchidos com 35 L de agua,
o corante foi adicionado a agua, a bomba foi acionada e a vazao ajustada para 50 L h-
1. A entrada da solugdo com corante no tanque de circulagédo de agua foi gravada com

uma camera digital.

3.1.4. Composicao da agua de circulagao

Nesse trabalho, optou-se por utilizar uma agua de circulagéo sintética, isenta
de interferéncias quimicas e fisicas externas, mantendo a mesma caracteristica para
todos os testes e, assim, ter um melhor controle sobre o processo e facilitar o
entendimento do efeito que o ima pode causar na formagao de biofilme. A agua foi
produzida de modo a ter caracteristicas similares as de aguas de resfriamento de
sistemas reais. Assim, sua composi¢ao foi baseada no trabalho realizado por Veiga
(2010), no qual simula uma composi¢cdo média caracteristica de agua de resfriamento
em sistema de circulagao aberto.

A agua de circulacéo sintética foi preparada a partir da adigao de sais na agua
deionizada (Tabela 5). A matéria orgénica (fonte de carbono para microrganismos)
adicionada foi o diesel estabilizado com 1% do dispersante dodecil sulfato de sodio
(DSS), na concentragdo de 160 mg L', uma vez que é comum esse tipo de agua
apresentar em sua composicao oleos lubrificantes e dispersantes. Em relagdo aos
microrganismos, a agua foi contaminada com 3 inéculos bacterianos, formando assim
uma cultura mista sintética de bactérias, com uma concentragao inicial de 5x102
UFC mL'de BHT planctonicas.
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Tabela 5. Composigéo de sais utilizados no preparo da agua de resfriamento sintética.

Sal Concentracio (mg L)
Cloreto de calcio (CaClz) 101
Cloreto de magnésio (MgClz) 68
Fosfato dipotassico anidro (K2HPOa) 80
Cloreto de sédio (NaCl) 250

Fonte: Veiga (2010).

Para o preparo da solugdo de diesel estabilizado com 1% de DSS,
primeiramente o DSS foi adicionado em 100 mL de agua deionizada, agitado por 10
min a 500 rpm em agitador magnético (IKA® big squid 38 004 00b), entéo o diesel foi
acrescentado e a solugdo agitada por 15 min a 1200 rpm.

Os 3 in6culos bacterianos utilizados na cultura mista sintética sdo compostos
majoritariamente pelos géneros Enterobacteriaceae, Proteus, Salmonella e
Vagococcus. O perfil microbiolégico de cada inéculo foi realizado pela empresa
Neoprospecta (Florianopolis/SC) com o método Diagnostico Microbiologico Digital
(DMD) que utiliza marcadores genéticos para o sequenciamento de RNA. O perfil
microbiolégico é apresentado na Figura 3A do Apéndice.

Em relagdo ao preparo do in6culo que compds essa cultura mista sintética, os
seguintes passos foram realizados:

(i) antes do inicio de cada ensaio no sistema de circulagao, a propagacéo de
cada indculo foi realizada. Assim, 500 uL de inéculo, previamente cultivado
em caldo nutritivo (Kasvi) e congelado em glicerol, foram adicionados em
50 mL de caldo nutritivo (Kasvi) estéril (121 °C por 15 min), e colocados em
incubadora (Solab, SL-223) a 37 °C (x 2 °C), 120 rpm por 24 h,

(i) apos o periodo de incubagao, foi realizado o espalhamento do inéculo em
placa petri com meio de cultivo sdlido padrao para contagem pelo método
descrito em detalhes no item 3.1.6.

(i)  conhecida a concentracéo celular apds a propagacgao, o volume necessario
de cada in6culo a ser adicionado no sistema foi determinado de modo que
a concentracao inicial da agua sintética (35 L) fosse de 5x10%2 UFC mL-' de
BHT plancténicas, baseado na contagem tipica de uma torre de
resfriamento real (VEIGA, 2010). De modo geral, ao fim da propagacéo,
cada indculo apresentava em média uma concentragdo de 1x10° UFC mL-
" de BHT.
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3.1.5. Validacao da formacao de biofilme nos sistemas de circulagao de agua

A validagao da formacao de biofilme nos corpos de prova foi baseada na
contagem de bactérias heterotroficas totais (BHT) na agua de circulagdo (BHT
plancténicas) e no biofilme (BHT sésseis) aderido ao corpo de prova (método descrito
no item 3.1.6).

Os testes foram realizados na auséncia dos imas, vazdode 50 L h', pH 7,0 e
30 °C (temperatura média tipica de aguas de resfriamento), com duracdo de 8 dias e
amostragens diarias. O inicio de cada ensaio foi convencionado como dia 0 e os testes
foram realizados em duplicata.

Os procedimentos para dar inicio aos experimentos seguiram o protocolo
descrito a seguir:

(i) os corpos de prova, previamente higienizados e secos, foram inseridos
no tanque de circulacédo de agua,

(i) o reservatorio de agua foi preenchido com 35 L de agua deionizada, em
seguida os sais, a solu¢ao de diesel estabilizada com 1% de DSS e o
in6culo foram adicionados,

(i) o oxigenador, a resisténcia (ajustada para manter a agua a 30 °C) e a
bomba do sistema foram ligados,

(iv) a vazado foi ajustada para 50 L/h. Apds 2 h de circulagdo, foram
coletadas amostras de agua no tanque de circulagéo e 2 corpos de
provas para determinacdo da quantidade de BHT planctbnicas e
sésseis, respectivamente, e

(v)  as demais coletas de bactérias plancténicas e sésseis foram realizadas

nos dias 1, 2, 3, 4, 7 e 8 de experimento.

3.1.6. Determinagao do crescimento microbiano

A evolugdo do crescimento bacteriano na agua e do biofilme aderido na
superficie dos corpos de prova foi acompanhada pela quantificagdo de BHT presente
em cada amostra utilizando contagem em placas. Os procedimentos utilizados para
coleta das amostras e desprendimento do biofilme do corpo de prova foram baseados
no trabalho de Santos et al. (2015).
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Para a determinacdo das bactérias planctonicas, aliquotas de agua foram
coletadas em 7 pontos diferentes do tanque de circulagdo e armazenadas em tubos
de ensaio. Para a quantificacido das bactérias sésseis, os 2 corpos de prova foram
coletados no tanque de circulagdo e lavados por meio de 3 imersdes em solugao
aquosa salina (0,85% de NaCl), para remover células ndo aderidas. Apos a lavagem,
os corpos de prova foram transferidos para tubos de ensaio contendo 45 mL de
solugdo aquosa salina (0,85% de NaCl). Em sequéncia, para remogéo do biofilme
aderido nos corpos de prova, os tubos foram devidamente fechados e acondicionados
em um banho de ultrassom (40 kHz) por 3 ciclos de 2 min com intervalo de 1 min entre
cada ciclo, e entdo agitados em vortex por 30 s para homogeneizar a solugdo. Todo
material e solug&o envolvidos na coleta foram previamente esterilizados em autoclave
a 121 °C por 15 min.

Para a contagem das BHT, 100 yuL de amostra de agua ou de suspensao de
células desprendidas dos corpos de prova foram espalhadas em placas contendo
meio padrao para contagem de células, o plate count agar (PCA) (Kasvi, K25.610040),
e incubadas a 37 °C por 24 h em estufa bacteriolégica (Solidsteel, SSB-40L). Ao
término do periodo de incubacéo foi realizada a contagem das col6nias crescidas em
cada placa em um contador de colénias (Quimis, Q295B). Quando necessario, antes
do espalhamento em placas, as amostras eram diluidas em série em agua peptonada
0,1% estéril. A contagem de BHT para amostra de agua (bactérias planctbénicas) é
dada em UFC.mL" e para a solugdo de biofiime (bactérias sésseis) é dada em
UFC.cm levando em considerag&o a area do corpo de prova exposta a agua sintética
de circulagéo (38 cm?), conforme descrito em Silva et al. (2017).

Os resultados de quantificacdo de BHT planctdnicas e sésseis bem como os
desvios-padrdes apresentados na segao de resultados sdo uma média da duplicata
de ensaios (replicata de ensaio). Ainda, o plaqueamento de cada amostra foi realizado

em triplicata e a contagem das placas apresentaram erros menores que 5%.

3.1.7. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados em forma de média aritmética £ o desvio

padrdao de duplicatas. A andlise dos dados experimentais coletados referente a
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formacao de biofilme em corpos de prova foi feita utilizando o teste de Tukey

(significancia de 5%) através do software Statistica 7 (StatSoft, EUA).

3.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1. Validagao do funcionamento dos sistemas de circulagdo de agua

Como mencionado no item 3.1.1, a configuragédo do sistema de circulagao de
agua foi projetada com a intencao de que no interior do tanque de prova o escoamento
fosse homogéneo (evitar pontos mortos), tangencial aos corpos de provas e regime
laminar. Assim, com os sistemas montados um teste de escoamento com corante foi
realizado nos dois sistemas para verificar se as condi¢des projetadas foram
alcancgadas. O curso da agua foi gravado e as Figuras 9 e 10 mostram o escoamento
da solucao de corante no interior do tanque de circulacéo pela visao superior e lateral,

respectivamente.

Figura 9. Vista superior do escoamento da solugédo de corante ao longo do tanque de circulagdo para
validagdo do regime de escoamento laminar, sendo que (a), (b), (c), (d), (e) e (f) indicam a ordem
cronolégica do escoamento.
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Figura 10. Vista lateral do escoamento da solugdo de corante ao longo do tanque de circulagédo para
validagdo do regime de escoamento laminar, sendo que (a), (b), (c), (d), (e) e (f) indicam a ordem
cronoldgica do escoamento.

(@)

|

As Figuras 9 e 10 mostram que o curso da solugéo de corante € homogéneo
em toda area do tanque, nao havendo caminhos preferenciais (Figura 9), e também
ocorre em camadas (Figura 10), caracteristicas tipicas de um escoamento
homogéneo e laminar, validando a configuragcéo do tanque de corpos de prova.

Destaca-se que a vazao de 50 L h™' foi escolhida para realizar os testes dessa
tese de modo que na superficie dos corpos de prova a velocidade de escoamento
fosse 0,0004 m s™, tendo um Ngre de 61, prevalecendo um regime de escoamento

laminar (Nre < 5x10°).

3.2.2. Validagao da formagao de biofilme em corpos de prova dispostos no

sistema de circulagao de agua

Nesse trabalho foi escolhido usar agua de resfriamento sintética e corpos de
prova que simulam superficies de equipamentos de sistemas de resfriamento, por esta
razao foi necessario validar a formacdo de biofilme nessas condigbes. O
acompanhamento foi realizado pela contagem de BHT plancténicas e sésseis em

placas e os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 11.
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Figura 11.Contagem de BHT utilizando como fonte de carbono 160 mg L™ de diesel estabilizado com
1% DSS, como indculo 5x102 UFC mL-" de cultura mistura, vazdo de 50 L h™', temperatura de 30 °C e
na auséncia de ima durante 8 dias. (a) BHT planctonicas, e (b) BHT sésseis. Letras diferentes sédo
valores com diferenga significativa (p<0,05). nd: ndo detectado.
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Um aumento da concentragcdo de BHT na agua de circulacao foi observado
entre o dia 1 e 3 de experimento, estabilizando-se apds este periodo (Figura 11a).
Esse aumento foi de 3000 vezes comparando o dia 0 e o dia 8, indicando que nao
houve uma limitacdo no crescimento ou na manutencdo celular por falta da
disponibilidade de nutrientes as bactérias formadoras da cultura mista, presente na
agua de circulacdo. Além disso, a concentragdao de BHT planctdnicas esta de acordo
com o estudo realizado por Veiga (2010), o qual trabalhou com agua de resfriamento
em sistema semifechado e foi base para determinar a composicédo da agua de
circulacdo utilizada nessa tese.

Assim como na agua de circulagédo, a concentragdo de BHT nos corpos de
prova aumentou entre o dia 1 e 3 de experimento, mantendo-se constante apds esse
periodo (Figura 11b). Nesse caso, a concentracado de BHT sésseis também foi muito
préxima a observada por Veiga (2010) em superficie de ago inox, chegando a 2x104
UFC cm? de BHT sésseis no oitavo dia de teste, indicando a presenga de
microrganismos na superficie dos corpos de prova e uma possivel formagado de
biofilme. Tais resultados validam a composigdo da agua sintética, a configuragdo do
sistema e o uso de corpos de prova para realizar os ensaios de avaliacdo do
crescimento de biofilme em superficie e acdo do ima& como estratégia

antibioincrustacao.

3.3. CONCLUSOES PARCIAIS

Os ensaios de validacdo do funcionamento dos sistemas de circulagédo de agua
em escala de bancada mostraram que as necessidades operacionais e configuragao
do sistema levantadas no projeto foram cumpridas, de modo que o tanque nao
apresentou pontos mortos e o escoamento da agua foi homogéneo e de regime
laminar. Além disso, os resultados dos ensaios de validagao da formagao de biofiime
em corpos de prova dispostos no sistema de circulagdo de agua sugerem que as
condigdes operacionais, configuracdo do sistema e a composi¢cao da agua sintética
foram favoraveis para o crescimento e manutencao celular na agua. Também foi
observada a presencga de bactérias nos corpos de prova com aumento gradual da sua
concentrag&o ao longo do ensaio, reproduzindo valores similares aos encontrados na

literatura. Assim, os resultados se mostraram positivos, indicando que os sistemas
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montados e a composi¢cao da agua de circulagdo podem ser usados para realizagao

dos ensaios para determinar a agao do ima na formagao de bioincrustacao.
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4. AVALIAGAO DO EFEITO DO CAMPO MAGNETICO PERMANENTE NO
CRESCIMENTO DE BIOFILME

Este capitulo descreve o estudo do efeito do campo magnético gerado por iméas
permanentes no crescimento de biofilme em corpos de prova acoplados ao tanque de
circulagcdo de agua. Esta etapa atende aos seguintes objetivos especificos da
presente tese, de acordo com a secéo 1.2: avaliar o efeito de diferentes densidades
magnéticas (0,45, 0,23, 0,10 e 0,05 T) e posicédo dos imas permanentes (atragao e
repulsédo) sobre o crescimento de biofilmes em corpos de prova de vidro instalados no
sistema de circulagdo de agua; caracterizar os biofilmes formados nos corpos de
prova de vidro expostos ou ndo ao campo magneético permanente em relagéo ao teor
de solidos totais, quantificagdo de SPE; potencial zeta; quantificacdo do numero de
sequéncias de RNA, microscopia eletrénica de varredura, microscopia confocal de
varredura a laser. A Figura 12 mostra o fluxograma das atividades realizadas nessa
fase. Na sequéncia, sao apresentados os materiais e métodos e resultados obtidos
nessa etapa do trabalho, os quais foram submetidos ao pedido de patente da técnica
antibioincrustagao investigada (BR 10 2021 01196-4).

Figura 12. Fluxograma das atividades realizadas referentes aos testes apresentados no Capitulo 4
desta tese.
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4.1. MATERIAIS E METODOS

4.1.1. Ensaios de formagao do biofilme em sistema de circulagao de agua

exposto ao campo magnético

Para a avaliagao do efeito do campo magnético permanente no crescimento de
biofilme em corpos de prova de vidro, os pares de imas foram acoplados na tubulagao
na posi¢ao de atragcao, variando as distancias entre cada ima em relagao ao centro
do tubo para testar diferentes densidades de fluxo magnético. Nesse caso, foram
avaliadas as 4 densidades possiveis com a configuragcdo do sistema e com os imas
disponiveis, sendo elas: 0,45, 0,23, 0,10 e 0,05 T no centro do tubo, o qual possui 20
mm de didmetro. Além disso, também foram avaliados os pares de imas na posicao
de repulsdo (0 T no centro e 0,18 T na parede do tubo). A densidade de fluxo
magnético foi medida diretamente na parede e no centro do tubo ao qual os iméas
foram ajustados utilizando um transdutor de campo magnético (TMAG-v2-TO,
GlobalMag).

A decisao de avaliar diferentes densidades de fluxo magnético e o sentido do
campo magnético do ima acoplado ao sistema foi motivada pela diferenga no
comportamento das linhas de indugédo magnética. De modo geral, o fluxo magnético
de dois imas acoplados no sentido de atragcdo em um tubo passa no centro. Além
disso, quanto menor a distancia entre esses imas acoplados, maior sera o numero de
linhas de indugdo magnética que ira atravessar o tubo, logo, maior a densidade de
fluxo. Quanto maior essa distancia menor sera essa quantidade de linhas, ou seja,
menor a densidade. Por outro lado, quando os imas sao posicionados no sentido de
repulsdo em um tubo, ndo ha passagem de linhas de indugao no centro (ponto neutro)
tendo a passagem concentrada na sua superficie. Para melhor entendimento, a Figura
13 exemplifica o comportamento das linhas de inducdo de um par de ima acoplado

em um tubo na posi¢céo de atragao e repulsao.
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Figura 13. Esquema do par de im& ajustado na tubulagdo, demonstrando o comportamento das linhas
de indugéo no tubo quando os imas estdo na posicéo de atragao e repulsao.

Atragao Repulsdo

: Agua de circulagdo

Parede do tubo

---»--- Linhas de inducdo magnética
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Fonte: Autor.

Nesta etapa, os dois sistemas funcionaram simultaneamente, sendo que um
estava na auséncia de campo magnético (controle) e o outro com os 3 pares de imas
acoplados na tubulagdo de entrada do tanque de circulagdo de agua. O inicio dos
experimentos seguiu os procedimentos descritos no item 3.1.5. Os corpos de prova,
previamente higienizados (procedimento descrito no item 3.1.2), foram inseridos no
tanque de circulacdo de agua de cada sistema nas mesmas posi¢coes. Cada ensaio
teve duracao de 45 dias, e nos dias 0, 14 e 28 de experimento foram adicionados 160
mg L' de diesel estabilizado com 1% de DSS.

A evolugao do crescimento do biofilme nos sistemas e a avaliagao do efeito do
campo magnético na formacgdo de biofiilme foi acompanhada pela leitura dos
parametros fisico-quimicos da agua no tanque de circulagao realizada com uma sonda
multiparametros (Hanna Instruments HI98194), pela quantificagcdo da concentragao
das BHT na agua de circulagdo e no corpo de prova (seguindo os procedimentos
descritos no item 3.1.6), e pela quantidade de células viaveis utilizando o Kit BacTiter-
Glo™ Microbial Cell Viability (procedimento descrito no item 4.1.2). As analises de
acompanhamento foram realizadas 2 vezes por semana, nos dias 0, 1, 3, 7, 10, 14,
17,21, 24, 28, 31, 35, 38 e 43 de experimento. Além disso, nos dias 14, 28 e 43 foram
feitas também as analises de caracterizagao das células aderidas nos corpos de

prova, as quais estao descritas no item 4.1.3. Ressalta-se que os corpos de provas
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foram coletados na mesma posi¢cdo em cada sistema, e os testes realizados em

duplicata.

4.1.2. Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado utilizando o reagente BacTiter-
Glo™ Microbial Cell Viability, que é baseado no sinal luminescente proporcional a
quantidade de ATP extraido de células viaveis. O protocolo foi realizado com base
nas orientagbes do fabricante (Promega): 50 uL de reagente BacTiter-Glo™ foram
adicionados em 100 uL de amostra de agua de circulagao ou de suspensao de células
desprendidas dos corpos de prova em placas opacas brancas de 96 pocos, colocado
no leitor de microplacas (GloMax® Discover, Promega), homogeneizado e apds 5 min
o sinal de luminescéncia foi lido em unidade relativa de luminescéncia (URL). Nesta

analise, foi realizada a duplicata de cada amostra para cada teste realizado.

4.1.3. Analises de caracterizagao

As analises de caracterizagdo dos corpos de prova com células aderidas e da
suspensdo de células desprendidas para todas as variaveis testadas foram:
quantificacdo de massa total aderida no corpo de prova, quantificacdo de SPE e
potencial zeta. As amostras do controle e as amostras expostas a agao do campo
magnético permanente com os imas acoplados na posicdo de repulsdo (melhor
condigdo obtida nos testes utilizando imé&s) também foram caracterizadas com o
sequenciamento de RNA, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia

confocal de varredura a laser (MCVL).
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4.1.3.1. Massa seca aderida no corpo de prova

Antes de iniciar o experimento, os corpos de prova foram higienizados (item
3.1.2) e colocados em estufa a 105 °C por 2 h, sendo entdo foram colocados em
dessecador por 1 h. Entédo, os corpos de prova foram identificados, pesados (massa
inicial) e acoplados no tanque de circulagdo de agua. Nos dias 14, 28 e 43 de
experimento 3 corpos de prova de cada sistema foram coletados, lavados por imersao
em agua salina 0,85% e colocados em estufa a 105 °C por 2 h, sendo ent&do colocados
em dessecador por 1 h e pesados (massa final). A quantidade de massa seca aderida
foi calculada com base na diferenca da massa final e inicial do corpo de prova dividida

pela sua area.

4.1.3.2. Quantificagdo das SPE

A quantificagdo das SPE produzidas ao longo dos experimentos foi relacionada
com a determinagao da concentracdo de polissacarideos totais. Primeiramente foi
realizada a extracido das SPE a partir da suspensao de células desprendidas do corpo
de prova tendo como base o protocolo descrito por Yang et al. (2019). Uma aliquota
de 7 mL da suspenséao foi colocada em banho de ultrassom por 2 min, agitada a
150 rpm por 10 min, novamente colocada em banho de ultrassom por 2 min, e
centrifugadas a 4856 xG por 15 min. O sobrenadante foi coletado e a determinagao
da concentragao de polissacarideos totais pelo método de Dubois (DUBOIS et al.,
1956) foi realizada, utilizando D-glicose como padrdo. Para tal, em 1 mL do
sobrenadante foi adicionado de 1 mL de solugéo fenol 5% em agua e 5 mL de acido
sulfurico P.A. (Neon), agitado em vortex, incubado em estufa a 40 °C por 30 min, e
realizada a leitura de absorbancia com espectrofotdmetro (Q898U2M5, Quimis) em
490 nm. A quantificacdo de polissacarideos totais foi realizada com dois corpos de
prova de cada sistema nos dias 14, 28 e 43 de experimento, e as medidas em

espectrofotdbmetro foram de 3 aliquotas de cada corpo de prova.
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4.1.3.3. Potencial zeta

O potencial zeta da agua de circulagdo e da suspensdao de células
desprendidas dos corpos de prova de cada ensaio foi determinado no equipamento
MALVERN ZetaSizer Nano ZS (MALVERN INSTRUMENTS), em pH 7,0. Esta analise
foi realizada no Laboratdrio Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas
(LINDEN), da Universidade Federal de Santa Catarina. A analise foi realizada em

duplicata nos dias 14, 28 e 43 de experimento.

4.1.3.4. Quantificagdo do numero de sequéncia de RNA

A quantificagdo do numero de sequéncias de RNA presentes na suspensao de
células desprendidas do corpo de prova foi realizada pela empresa Neoprospecta
(Floriandpolis/SC) pelo método Diagndstico Microbiologico Digital (DMD), o qual utiliza
marcadores genéticos para quantificar o sequenciamento de RNA. Seguindo os
procedimentos da empresa, 100 mL de suspenséao de células desprendidas de corpos
de prova acoplados no sistema controle e no sistema exposto ao campo magnético
com os imas na posigdo de repulsao foram coletados em frascos fornecidos pela
empresa, congelados a -18 °C e enviados para analise. As amostras analisadas

correspondem aos dias 14, 28 e 43 de experimento.

4.1.3.5. Morfologia do biofilme

A deposicao das células bacterianas na superficie dos corpos de prova de vidro
foi analisada por microscopia eletrobnica de varredura (MEV) e por Microscopia
confocal de varredura a laser (MCVL).

A analise de MEV foi realizada no Laboratério Central de Microscopia Eletronica
(LCME), da Universidade Federal de Santa Catarina, utilizando um Microscépio
Eletrénico de Varredura, modelo JEOL JSM-6701F. As amostras analisadas foram do
sistema controle e do sistema exposto ao campo magnético com imas acoplados em

repulsao no dia 43 de experimento.
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Para realizagao desta analise o procedimento descrito por Mulinari et al. (2020)
foi tomado como referéncia. Foram utilizados fragmentos de corpos de prova de vidro
no tamanho 0,5x0,5 mm, aproximadamente. O fragmento, colado em uma lamina de
vidro, foi coletado no tanque de circulagéo, lavado por imersao em agua salina 0,85%
esterilizada, imerso em solucao de glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato (0,1 mol L
) por 30 min, e enxaguado com tampéo fosfato (0,1 mol L"). Entédo, os fragmentos
com as células fixadas passaram por uma desidratagdo gradual pela imersédo em 5
solugdes de etanol (15, 30, 50, 70 e 100%), pelo periodo de 15 min em cada solugéo.
Por fim, os sdlidos foram secos a 40 °C por 24 h e obtidas as imagens por MEV.

Assim como no MEV, para MCVL foi utilizado um fragmento de corpo de prova
de vidro no tamanho 0,5x0,5 cm, aproximadamente, colado em uma lamina de vidro.
O fragmento foi coletado no tanque de circulagao, lavado por imersdo em agua salina
0,85% esterilizada, corado com o kit FilmTracer™ LIVEDEAD Biofilm Viability
(Thermo Fisher Scientific), e entdo realizadas a coleta das imagens em um
microscopio confocal de varredura a laser modelo DMI 6000 (Leica Microsystems), do
Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB), na Universidade Federal
de Santa Catarina. A analise no microscépio confocal foi realizada para amostras do
sistema controle e do sistema exposto ao campo magnético com imas acoplados em

repulsdo no dia 43 de experimento.

4.1.4. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados em forma de média aritmética £ o desvio
padrdao de duplicatas. A andlise dos dados experimentais coletados referente a
formagao de biofilme em corpos de prova foi feita utilizando o teste de Tukey

(significancia de 5%) através do software Statistica 7 (StatSoft, EUA).



65

4.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1. Efeito do campo magnético nos parametros fisico-quimicos da agua

sintética de circulagao

Os parametros fisico-quimicos da agua de circulagdo foram acompanhados ao
longo dos 45 dias de operacdo. A Figura 14 mostra a média das leituras do pH,
condutividade, sélidos totais dissolvidos, oxigénio dissolvido e potencial oxirredutor

para cada variavel ao longo do tempo.
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Figura 14. Parametros fisico-quimicos da agua de circulagdo no tanque de corpos de prova do sistema
controle, e dos sistemas magnéticos com densidade de fluxo 0,45; 0,23; 010; 0,05 T e com imé&s em
posicdo de repulséo, utilizando como fonte de carbono diesel estabilizado com 1% de DSS, na
concentragdo 160 mg/L, como indculo cultura mista, com concentragao inicial de 5x10? UFC.mL",
vazéo de 50 L.h"" e temperatura de 30 °C. (a) pH, (b) condutividade, (c) solidos dissolvidos totais,
(d)oxigénio dissolvido, e (e) potencial oxirredutor.
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Continuagao Figura 14. Parametros fisico-quimicos da agua de circulagdo no tanque de corpos de
prova do sistema controle, e dos sistemas magnéticos com densidade de fluxo 0,45; 0,23; 010; 0,05 T
e com imas em posicéo de repulsao, utilizando como fonte de carbono diesel estabilizado com 1% de
DSS, na concentragdo 160 mg/L, como indculo cultura mista, com concentragdo inicial de 5x10?
UFC.mL"", vaz&o de 50 L.h" e temperatura de 30 °C. (a) pH, (b) condutividade, (c) sélidos dissolvidos
totais, (d)oxigénio dissolvido, e (e) potencial oxirredutor.
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Em sintese, os valores de pH se mantiveram constantes (Figura 14a). A
condutividade e os valores de solidos dissolvidos também nao apresentaram
variagdes expressivas e estdo dentro do esperado para as concentragdes de sais
adicionadas (Figuras 14b e 14c). Os valores de potencial oxirredutor permaneceram
dentro da faixa que favorece a manutengao da respiracao aerodbia, que € entre 300 a
700 mV (FAULWETTER et al., 2009) (Figura 14d). Por outro lado, a concentragao de
oxigénio dissolvido sofreu uma queda consideravel nos dias iniciais, provavelmente
atrelada a maior demanda de oxigénio devido ao crescimento celular (Figura 14e).
Observa-se que o sistema controle e os sistemas magnéticos expostos as densidades

de fluxo de 0,10 e 0,05 T apresentaram uma redug¢ao mais acentuada na concentragao
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de oxigénio em relacdo aos outros sistemas, e foram os que tiveram a maior
concentracao de BHT na agua de circulagao (Figura 15a).

De modo geral, com excegdo da concentracdo de oxigénio dissolvido, os
parametros fisico-quimicos da agua nao apresentaram variagdes expressivas ao
longo do tempo e nao foram alterados nos sistemas expostos ao campo magnético
com diferentes densidades de fluxo magnético quando comparados ao controle. No
estudo realizado por Mercier et al. (2016), também nao foi observada uma diferenca
nos parametros da agua de circulagao entre o sistema controle e o submetido a agao

do campo magnético.

4.2.2. Efeito do campo magnético nas BHT plancténicas e sésseis

Como mencionado, a determinacédo da concentracdo das BHT plancténicas e
sésseis por plagueamento em meio PCA e de células viaveis medida em URL
utilizando o kit BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability foram escolhidas como analises
de acompanhamento para avaliar o crescimento celular na agua de circulagao e
indicar a formacao de biofilme nos corpos de prova de vidro. Assim, a Figura 15 mostra
os resultados obtidos da concentragdo de BHT plancténicas e da URL da agua de
circulagao para o sistema controle e para os sistemas magnéticos com densidade de
fluxo 0,45; 0,23; 0,10 0,05 T, e com imas na posi¢ao de repulsdo ao longo dos 45 dias

de operacao.
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Figura 15. Quantidade de BHT na agua de circulagédo do sistema controle, e dos sistemas magnéticos com densidade de fluxo 0,45; 0,23; 010; 0,05 T, com
imas em posigéo de repulsdo, utilizando como fonte de carbono diesel estabilizado com 1% de DSS, na concentragao 160 mg/L (adi¢do nos dias 0, 14 e 28),
como indculo cultura mista, com concentragéo inicial de 5x10? UFC.mL™", vaz&o de 50 L.h"" e temperatura de 30 °C. (a) BHT plancténicas, e (b) Unidade relativa
de luminescéncia (URL). * Valores com diferencga significativa em comparagéo com a amostra controle para cada dia do experimento (p<0,05).
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Continuagao Figura 15. Quantidade de BHT na agua de circulagédo do sistema controle, e dos sistemas magnéticos com densidade de fluxo 0,45; 0,23; 010;
0,05 T, com iméas em posigao de repulsao, utilizando como fonte de carbono diesel estabilizado com 1% de DSS, na concentragao 160 mg/L (adi¢gdo nos dias
0, 14 e 28), como indculo cultura mista, com concentragéo inicial de 5x102 UFC.mL™", vaz&o de 50 L.h' e temperatura de 30 °C. (a) BHT plancténicas, e (b)
Unidade relativa de luminescéncia (URL). * Valores com diferenga significativa em comparagdo com a amostra controle para cada dia do experimento (p<0,05).
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\Na Figura 15a € possivel observar o aumento da concentracdo de BHT
plancténicas em todos os sistemas avaliados, o que é esperado, de acordo com 0s
resultados obtidos nos testes preliminares (Figura 11a). Independentemente do
sistema, foi percebida uma tendéncia na evolugdo da concentracdo de BHT
plancténicas, uma vez que a maxima concentracdo foi atingida no dia 7 de
experimento. Além disso, os maiores valores de concentragdo de BHT plancténicas
foram obtidos nos sistemas controle e magnéticos expostos as menores densidades
de fluxo (0,10 e 0,05 T), inclusive com valores similares.

Nota-se também que os sistemas expostos ao campo magnético permanente
com densidade de fluxo de 0,45 e 0,23 T e com os imas em repulsdo apresentam a
fase de decaimento celular distinta do sistema controle. Em sintese, nos sistemas
expostos aos 3 tratamentos é possivel perceber o declinio celular nos dias 14, 24 e
28 de experimento, € no sistema controle o declinio é visto apenas no dia 17, e
permanece constante até o dia 43. Estes resultados demonstram que o campo
magnético permanente aparentemente acelera a fase de decaimento celular de
bactérias expostas a densidade de fluxo magnético maior (0,45 e 0,23 T) e com iméas
em repulsdo. Da mesma forma, na Figura 15b uma redugao significativa no sinal de
luminescéncia é notada nos sistemas com maiores densidades de fluxo e com iméas
em repulsdo quando comparados aos sistemas controle e magnéticos expostos a
densidades de fluxo de 0,10 e 0,05 T (apresentando uma redu¢cdo média de 80% a
partir do dia 10 de experimento), ou seja, foi detectado uma menor quantidade de
ATP, indicando que ha menos células viaveis nos sistemas magnéticos com maiores
densidades de fluxo (0,23 e 0,45 T) e com imas em repulsao.

De acordo com estudos realizados por Masood (2017), células expostas a um
campo magnético permanente podem apresentar alteragbes na propagacao celular,
possivelmente como consequéncia de modificagdbes nas estruturas celulares da
bactéria (como alteracdo na permeabilidade da membrana celular) e refletindo na
velocidade do ciclo de crescimento celular, sendo que este efeito € cada vez mais
evidente com maior tempo de exposig¢ao. Essa conclusao corrobora com os resultados
da concentragao de BHT planctdnicas e o sinal de URL obtidos neste estudo (Figura
15).

Os resultados da concentragdo de BHT sésseis e do sinal de luminescéncia

(URL) da suspenséo de células desprendidas dos corpos de prova de vidro do sistema
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controle e dos sistemas expostos ao campo magnético durante os 45 dias de

experimento sdo mostrados na Figura 16.
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Figura 16. Quantidade de BHT aderidas aos corpos de prova de vidro do sistema controle, e dos sistemas magnéticos com densidade de fluxo 0,45; 0,23; 010;
0,05 T e com imas em posicdo de repulséo, utilizando como fonte de carbono diesel estabilizado com 1% de DSS, na concentragdo 160 mg L' (adigdo nos
dias 0, 14 e 28), como indculo cultura mista, com concentragao inicial de 5x102 UFC.mL™", vazao de 50 L.h"" e temperatura de 30 °C. (a) BHT sésseis, e (b)
Unidade relativa de luminescéncia (URL). * Valores com diferenga significativa em comparagao com a amostra controle para cada dia do experimento (p<0,05).
nd: ndo detectado.
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Continuacgao Figura 16. Quantidade de BHT aderidas aos corpos de prova de vidro do sistema controle, e dos sistemas magnéticos com densidade de fluxo
0,45; 0,23; 010; 0,05 T e com imas em posigao de repulsao, utilizando como fonte de carbono diesel estabilizado com 1% de DSS, na concentragao 160 mg L
' (adigéo nos dias 0, 14 e 28), como indculo cultura mista, com concentragéo inicial de 5x102 UFC.mL"", vaz&o de 50 L.h"" e temperatura de 30 °C. (a) BHT
sésseis, e (b) Unidade relativa de luminescéncia (URL). * Valores com diferenga significativa em comparagdo com a amostra controle para cada dia do
experimento (p<0,05). nd: ndo detectado.
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Os resultados da Figura 16a indicam uma rapida adesdo de bactérias na
superficie dos corpos de prova, uma vez que o dia 1 de experimento mostrou uma
quantidade consideravel de BHT sésseis, independentemente do sistema avaliado.
Mercier et al. (2016) também observaram essa adeséo rapida na superficie de corpos
de prova de acgo inox imersos em agua de circulagédo proveniente de rio, expostos ou
nao a agao do campo magnético permanente. Nota-se também, ao se comparar a
evolugao da concentragdo de BHT sésseis ao longo do tempo, que os sistemas com
campo magnético de 0,45 e 0,23 T, e com im&s em repulsdo apresentaram um
aumento da concentragdo celular mais rapido, visto que no dia 3 atingiram
praticamente a concentragdao maxima de BHT sésseis, enquanto os sistemas controle
e magnéticos 0,10 e 0,05 T atingiram sua maxima concentragcédo apenas no dia 10 de
experimento, sendo um indicativo de uma possivel agdo do campo magnético sobre
células bacterianas desde o periodo inicial a exposicao.

Além disso, uma diferenca significativa da concentragdo de BHT sésseis nos
corpos de prova de vidro é observada, principalmente, a partir do dia 10 de
experimento, nos sistemas expostos ao campo magnético com densidade de fluxo de
0,45 e 0,23 T e com imas em repulsdo, quando comparados aos sistemas controle e
magnéticos 0,10 e 0,05 T. A analise de viabilidade celular também mostra 0 mesmo
comportamento das BHT sésseis (Figura 16b), ou seja, uma queda significativa no
sinal de luminescéncia é percebida nos sistemas de maiores densidade de fluxo e
com imé&s em repulsdo, o que demonstra uma possivel redugdo na quantidade de
células viaveis presentes nos corpos de prova. Estas consideragdes corroboram a
hipotese de que o campo magnético permanente afeta a fase de decaimento celular
e sugerem que a formagéao de biofilme em superficies pode ser afetada quando células
microbianas sao expostas a um campo magnético. Para melhor visualizagado das
consideragdes citadas e do efeito do campo na quantidade de BHT sésseis em corpos
de prova de vidro, a Figura 17 apresenta o log da raz&o entre BHT sésseis
normalizada pela quantidade de BHT sésseis obtida no sistema controle para cada

dia de experimento.
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Figura 17. Log da raz&o entre BHT sésseis e BHT séssil do sistema controle para cada dia de
experimento.

® Controle ® 045T7 ® 023T 010T @ 0,05T e Repulsdo
1,0
0,5 1 %
= ¢
g0,0—0§0009i020.§§é
= o [ ]
I
o e E ¢
o) i
0
= -0,54 ™
§ § [} § % O o
- . :
4 ? ¢ % i °
cs i e g,
A T T TG ST AN BN T T = T W e N
S S S A A S A A

Analisando a Figura 17, percebe-se a clara distingdo entre a concentragéo de
BHT sésseis, de acordo com os sistemas expostos a diferentes densidades de fluxo
magnético. A curva dos sistemas com maior densidade de fluxo (0,45 e 0,23 T) e com
imas em repulsao apresentaram as maiores quedas na concentragcao de BHT sésseis
em relagdo ao sistema controle, uma redugdo em torno de 1 casa logaritmica,
indicando que ha uma quantidade menor de biofilme aderida durante todos os dias de
experimento. Por outro lado, as concentracdes obtidas nos sistemas expostos ao
campo magnético com densidade de 0,10 e 0,05 T foram muito proximos ou iguais ao
sistema controle. Assim, pode-se inferir que, para estas condicbes operacionais
testadas, o campo magnético permanente interfere na adesao celular nos corpos de
prova acoplados no tanque de circulacdo de agua, e que a densidade de fluxo e
posicao do ima sao fatores chaves para obtencao desse efeito.

Estudos que aplicam campo eletromagnético como estratégia para controle de
bioincrustacdo em sistemas de resfriamento também apresentaram resultados
positivos, com reducgao de biofilme aderido em superficies. No trabalho realizado por
Trueba; Garcia; Otero (2014), um campo eletromagnético pulsado (0,015 T) foi

aplicado em tubulagdes de um trocador de calor que ja possuiam biofilme formado.
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Como resultado, nas tubulagbes que sofreram a agcdo do campo magnético a
resisténcia a transferéncia de massa foi reduzida em aproximadamente 50% em
comparagao com as tubulagdes controle. No estudo feito por Trueba et al. (2015), o
campo eletromagnético pulsado (0,015 T) foi aplicado em tubulagdes de calor no inicio
do processo (sem formacgao inicial de biofilme). Os resultados apontaram uma redugéo
de 55% na resisténcia a transferéncia de calor nas tubulagbées expostas ao campo
eletromagnético quando comparadas ao controle. Segundo esses autores, a agao do
campo eletromagnético leva a nucleacdo, cristalizagdo e deposigdo de ions
dissolvidos na agua do mar, afetando a ligagdo intermolecular das substancias
poliméricas extracelulares, prejudicando a matriz do biofilme e por consequéncia sua
adesao em superficies.

Mercier et al. (2016) também avaliaram o uso de campo eletromagnético
pulsado (0,005 T) na reducgéo de biofilme em sistema de resfriamento utilizando agua
de rio. Os resultados mostraram que o tratamento da agua de rio com o campo
eletromagnético reduziu em 1 log o numero de células de aderidas. Os autores
sugerem que o campo eletromagnético pode modificar a organizagéo e a estrutura da
membrana microbiana, com alteragbes na hidratagcdo da membrana, propriedades
fisico-quimicas da superficie e atividade celular, gerando uma condigao diferente de
crescimento celular e interferindo na adeséo de células em superficie.

Em concordancia com as hipéteses de Mercier et al. (2016) e Trueba et al.
(2014) de como o campo magnético afeta as células, alguns estudos indicam que a
maioria dos componentes celulares possuem caracteristica diamagnéticas, ou seja,
quando expostas a um campo magnético externo ha um alinhamento das moléculas
e formagédo de um campo oposto ao externo (LIU et al., 2017; WAGNER et al., 2016).
Por este motivo, trabalhos sugerem que a acdo do campo magnético em
microrganismos tem relacdo com os seus componentes celulares diamagnéticos, mais
especificamente, com a membrana celular, a qual é formada por fosfolipidios e
proteinas (compostos diamagnéticos) (LIU et al., 2017; ROSEN, 2003; WAGNER et
al., 2016). Os principais efeitos relatados sao alteragdes na permeabilidade de ions
através da membrana (como o transporte de ions Ca*?) e alteragbes no sinal de
transducao, afetando o transporte de compostos intra- e extracelulares, modificando
a fungao fisiolégica normal de uma célula (BANDARA et al., 2015; LIU et al., 2017,
MASOOQD, 2017; ROSEN, 2003; TENG, 2005; WAGNER et al., 2016).
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Apesar dos poucos trabalhos que abordam o efeito do campo magnético em
células microbianas e em biofilmes, e de que 0 mecanismo de agao do campo ainda
ndo esteja totalmente identificado, € consenso entre os autores que o grau de
sensibilidade de cada organismo depende de muitas varidveis como espécie, tempo
de exposicao, densidade de fluxo magnético, e ambiente de crescimento (BANDARA
et al., 2015). Neste trabalho, o campo magnético gerado por imas permanentes com
menor densidade de fluxo (0,10 e 0,05 T), a principio ndo causou sensibilidade
suficiente para desencadear uma resposta celular especifica a ponto de afetar a
formagdo do biofilme. Por outro lado, o campo magnético gerado por imas
permanentes com maior densidade de fluxo (0,45 e 0,23 T) e na posicao de repulsao
mostraram causar alguma alteragdo ao nivel celular, uma vez que a concentragao de
BHT sésseis e o0 sinal de luminescéncia indicaram uma redugao consideravel quando
a agua de circulagao foi exposta ao campo magnético.

Tendo em vista os estudos anteriores com campo magnético pulsado e
analisando os resultados obtidos nesta tese com campo magnético permanente,
provavelmente no cenario avaliado os efeitos do campo magnético sobre os
microrganismos n&o causam a morte celular, uma vez que a concentracdo de BHT
plancténicas nao foi afetada abruptamente (pois foi observado aumento na
concentracdo celular desde o dia 1 de experimento tanto na auséncia quanto na
presenga do campo magnético). Porém, um maior tempo de exposicdo ao campo
magnético (a partir de 7 dias) pode ter causado alteragbes na estrutura celular
refletindo na permeabilidade da membrana e/ou alteragcbes metabdlicas, o que pode
estar associado a aceleragdo na fase de decaimento celular (visto o declinio mais
rapido nas BHT planctonicas), dificultando a adesdo das células na superficie dos
corpos de prova (menor quantidade de BHT sésseis foi detectada). Em relagdo ao ima
na posicao de repulsdo, € interessante destacar que apesar das linhas de indugao nao
atravessarem o centro do tubo (ponto neutro), elas estdo concentradas na regido
proxima a parede (Figura 13), onde apresenta uma densidade de fluxo magnética em
torno de 0,18 T, mostrando ser uma densidade capaz de afetar o funcionamento
celular das bactérias.

Para um melhor entendimento sobre a agdo do campo magnético na formagao
do biofilme e confirmar se realmente entre maiores e menores densidades de fluxo ha
diferenca, analises de caracterizacdes foram realizadas no biofiime formado e os

resultados sdo apresentados no item a seguir.
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4.2.3. Caracterizagao do biofilme formado em corpos de prova de vidro na

auséncia e presenca de campo magnético permanente

A determinacgao da quantidade de massa seca aderida nos corpos de prova ao
longo de cada experimento € um método rapido e indireto para quantificar a
incrustacdo em superficie. A quantificagdo foi realizada nos corpos de prova
acoplados nos sistemas controle e magnéticos nos dias 14, 28 e 43 de experimento e

os resultados sdo mostrados na Figura 18a.



80

Figura 18. (a) Massa seca aderida, (b) Concentragdo de polissacarideos totais obtida das SPE
extraidas do biofilme, e (c) BHT sésseis dos corpos de prova do sistema controle, e dos sistemas
magnéticos com densidade de fluxo 0,45; 0,23; 010; 0,05 T e com imas em posi¢édo de repulséo, nos
dias 0, 14, 28 e 43 de experimento. * Valores com diferencga significativa em comparagéo com a amostra
controle para cada dia do experimento (p<0,05). nd: nao detectado.
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Comparando os dias 14, 28 e 43, todos os sistemas apresentaram aumento da
quantidade de massa aderida ao longo do experimento. Entretanto, apenas os
sistemas expostos aos tratamentos com maiores densidades de fluxo magnético (0,45
e 0,23 T) e com o iméa na posigao de repulsdo mostraram reducéo significativa da
quantidade de massa depositada na superficie dos corpos de prova em comparacao
com a amostra controle, tendo uma incrustagao acumulada cerca de 30% menor no
dia 43.

Cabe ressaltar que a formacdo da incrustacdo € complexa, sendo esta
composta por matéria organica e inorganica, ou seja, a massa seca aderida nos
corpos de prova é referente tanto ao biofilme formado (microrganismos e SPE) quanto
ao acumulo de diesel e sais ao longo dos 45 dias de experimento, justificando o
aumento gradual ao longo do tempo da quantidade de massa aderida apesar da
quantidade de BHT sésseis permanecer semelhante entre os dias 14, 28 e 43, em
cada sistema avaliado (Figura 18c). Além disso, a redugcdo da massa aderida
observada nos corpos de prova dos sistemas expostos aos tratamentos com 0,45 e
0,23 T e com imas em repulsao indica o controle da incrustacdo aplicando campo
magnético nessas condig¢oes.

A menor quantidade de massa aderida pode ser reflexo do efeito do campo
magnético na formagéao de biofilme nos corpos de prova, atrelado tanto ao numero de
células quanto a producdo das SPE, uma vez que os sistemas que apresentaram a
maior quantidade de BHT sésseis (controle, 0,05 e 0,10 T) apresentaram a maior
quantidade de massa aderida e os sistemas que mostraram redugcao das BHT sésseis
exibiram menor massa. A acédo anti-incrustante de maiores densidades de fluxo
magnético e do ima em repulsdo também pode ser um possivel efeito na agua de
circulagao, uma vez que foi perceptivel a diferenga visual da agua no tanque de
circulagdo comparando os sistemas expostos a essas condigdes de campo magnético
(dgua apresentou coloragdo mais leitosa) ao sistema controle (agua translucida),
como pode ser observado na Figura 4A do Apéndice.

A quantificagdo das SPE foi realizada pela determinacéo da concentragéo de
polissacarideos totais utilizando o método de Dubois e os resultados sao mostrados
na Figura 18b. Analogamente aos resultados de massa seca aderida, os sistemas
expostos ao campo magnético com maiores densidades de fluxo (0,45 e 0,23 T) e
com ima na posig¢ao de repulsao também apresentaram uma redugéo significativa, em

média 25%, na concentracao de polissacarideos totais nos dias 14, 28 e 43 de
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experimento, ao comparar com o sistema controle. Tal resultado indica uma menor
quantidade de SPE produzida nos sistemas expostos ao tratamento com 0,45 e 0,23
T e com o ima em repulsdo. Por outro lado, os tratamentos com densidades de fluxo
magnético de 0,10 e 0,05 T ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao
sistema controle. Um aumento gradual na concentragao de polissacarideos totais, ao
comparar os dias 14, 28 e 43 de experimento, também pode ser observado,
independente do sistema analisado. Esse aumento pode estar relacionado ao ciclo de
formagao do biofilme, ou seja, as bactérias aderidas tendem a produzir continuamente
as SPE, estas acumulam no biofilme, e aumenta a sua concentragdo com o passar do
tempo.

Ao analisar os resultados apresentados até momento neste trabalho, percebe-
se que mesmo nao tendo uma reducdo drastica na quantidade de BHT planctdénicas,
houve reducao significativa tanto na quantidade de BHT sésseis quanto na quantidade
das SPE nos sistemas tratados com 0,45 e 0,23 T e com ima em repulsdao quando
comparados ao controle. Essas observagdes corroboram a hipétese de que o campo
magnético permanente nas condi¢des avaliadas provavelmente ndo causa a morte do
microrganismo, mas é capaz de modificar a permeabilidade da sua membrana celular
e/ou a producdo de metabdlitos, o que pode ter refletindo na aceleracédo da fase de
decaimento celular e alteragdo na producédo das SPE, dificultando a adesido das
células em superficie, representado pela redu¢cado na quantidade das BHT sésseis.

Convergindo com essa hipotese, Jung; Choi; Lee (2013) demonstraram que a
producao de SPE é afetada pelas condi¢gdes ambiente nas quais os microrganismos
estdo expostos e isso acaba alterando a capacidade de formagao de biofiime e o
numero de células aderidas. No trabalho de Luo et al. (2020) foi identificado que algas
expostas a uma maior densidade de fluxo magnético (no caso, desse estudo a partir
de 0,15 T) por um periodo maior de exposi¢cao (16 dias) conduziram ao controle do
crescimento celular. Segundo os autores, o campo magnético pode afetar a atividade
enzimatica e inibir a secrecdo das SPE pelas células, uma vez que estudos
demonstraram a capacidade do campo magnético com alta densidade magnética ser
capaz de alterar a conformacdo de enzimas, afetando as reagdes bioquimicas
intracelulares. Tiggemann et al. (2018) avaliaram o efeito do campo magnético
permanente (1,34 T) sobre a lisozima, e como resultado observaram que o tratamento
magnético ocasionou um aumento na atividade enzimatica quando comparada a

lisozima nativa (ndo exposta ao campo magnético). De acordo com os autores, 0s
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resultados sugerem que a exposicdo a0 campo magnético causou mudangas na
estrutura secundaria e no tamanho das particulas da lisozima, facilitando o acesso do
substrato ao sitio ativo da enzima.

Dessa forma, os resultados obtidos nos trabalhos citados acima sustentam a
hipétese de que a menor quantidade de BHT sésseis, nos sistemas expostos ao
campo magnético permanente (0,23 e 0,45 T e ima em repulsdo), esta atrelada a
possiveis alteragbes que esse tratamento gera na célula. A possivel modificagdo na
permeabilidade da membrana e na conformacao de enzimas, ocasiona mudancas na
atividade metabdlica, o que reflete na aceleragao da fase de decaimento celular e na
producao de metabdlitos, como as SPE, e dificulta a adesao das células em superficie.

O potencial zeta foi medido para avaliar possiveis mudangas nas cargas
superficiais do biofilme formado nos corpos de prova, resultante da aplicagao dos
diferentes tratamentos com campo magnético permanente (Figura 19). A Figura 19
mostra que o campo magnético com densidades de fluxo 0,23 € 0,45 T e com ima em
repulsao alteraram de forma mais expressiva o potencial zeta da solugcdo com o
biofilme desprendido (¢ = -8 no dia 43 de experimento), e os sistemas controle, e com
campo magnético de 0,10 e 0,05 T apresentaram um potencial mais negativo (¢ = -17
no dia 43 de experimento). Este efeito ainda nao foi reportado na literatura e sugere

que um conjunto de fatores podem ter influenciado nos resultados obtidos.
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Figura 19. Potencial zeta do biofilme extraido em agua salina 0,85% estéril dos corpos de prova do
sistema controle, e dos sistemas magnéticos com densidade de fluxo 0,45; 0,23; 010; 0,05 T e com
imas em posigao de repulsdo, nos dias 0, 14, 28 e 43 de experimento.
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Como mencionado, o acumulo de massa nos corpos de prova € a soma do
acumulo de matéria organica e inorganica. O que pode ter influenciado na diferenca
de potencial zeta obtido entre os sistemas é a quantidade de BHT sésseis e
concentracao de SPE produzidas. De acordo com a literatura, as células bacterianas
possuem carga superficial eletrostatica negativa, devido aos lipopolissacarideos
localizados na membrana celular e as SPE também possuem cargas negativas e a
sua producéo reflete no aumento da carga superficial negativa no sistema analisado
(HALDER et al., 2015; LUO et al., 2020; MENG et al., 2006; WILSON et al., 2001;
ZAIDI; MUDA; SILLANPAA, 2019). Como os sistemas expostos ao tratamento com
campo magnético de 0,45 e 0,23 T e com im& em repulsdo tiveram a menor
quantidade de BHT sésseis e menor concentracdo de polissacarideos totais
(indicando menor quantidade de SPE produzida), refletiu em um potencial zeta menos
negativo em comparagao aos sistemas expostos aos demais tratamentos. Outros
autores também observaram que o aumento na concentragdao das SPE ocasionou
aumento nas cargas superficiais negativas de biofilmes (CHOI et al., 2002; MENG et
al., 2006; WILEN; JIN; LANT, 2003).

Outro fator que pode ter influenciado no resultado do potencial zeta é o acumulo

de diesel na superficie dos corpos de prova. Assim, foi realizado o acompanhamento
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do potencial zeta ao longo de 45 dias da agua sintética estéril. Como resultado,
obteve-se um potencial zeta constante em torno de -19 (Figura 5A do Apéndice).
Tendo em vista que os sistemas com maior quantidade de massa seca aderida
(controle, 0,10 e 0,05 T) apresentaram potencial zeta mais negativos, sugere-se um
maior acumulo de diesel nas superficies expostas a esses tratamentos.

De modo geral, pode-se afirmar que o campo magnético com densidades de
fluxo de 0,10 e 0,05 T nao influenciaram na formagao do biofilme, e apresentam as
mesmas condigdes e comportamentos que o sistema controle. Por outro lado, os
sistemas que foram expostos ao campo magnético com 0,45 e 0,23 T e com ima na
posicdo de repulsdo mostraram redugcdo na quantidade de BHT sésseis e
apresentaram comportamentos distintos ao controle nas analises de caracterizagao,
indicando que sao condi¢cdes capazes de controlar a formagao de biofiime em
superficie. Além disso, ao comparar esses trés tratamentos (0,45 T, 0,23 T e ima em
repulséo), os resultados obtidos para cada analise nao tiveram diferenca significativa
entre os sistemas. Em outras palavras, a agdo do campo magnético como método
para reduzir a formagéao de biofilme é afetada pela densidade do fluxo magnético
utilizado, mas independe da posi¢cao que o ima é acoplado no sistema.

Diante do exposto, para confirmar a presenca de biofilme na superficie dos
corpos de prova e ter mais clareza da hipotese levantada em relagéo ao possivel efeito
que o campo magnético causa na formacgédo de biofilmes, a quantificagcdo do
sequenciamento de RNA e andlises de imagem foram realizadas. Como o ima é
produzido comercialmente para ser acoplado na tubulagdo na posigao de repulsao,
esse foi tratamento escolhido para realizar essas trés analises de caracterizagdes.

Para suportar os resultados de quantificacdo de BHT sésseis, foi realizada a
quantificacdo do sequenciamento de RNA para amostras do sistema controle e do
sistema magnético com ima na posicdo de repulsdo. A Figura 20 mostra que o
percentual do numero de sequéncias de RNA detectado no biofilme foi maior no
sistema controle do que no magnético, sugerindo maior quantidade de células
depositadas, vindo ao encontro com os resultados das BHT sésseis e luminescéncia

apresentados nesse trabalho.
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Figura 20. Percentual do numero de sequéncias de RNA detectado no biofilme extraido em agua salina
0,85% estéril dos corpos de prova do sistema controle, e do sistema magnético imas em posigao de
repulsdo, nos dias 3, 14, 28 e 43 de experimento.
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As Figuras 21 e 22 apresentam as imagens obtidas na MEV e na MCVL,
respectivamente, referente a superficie dos corpos de prova acoplados no sistema
controle e no sistema exposto ao campo magnético com ima na posigéao de repulsao

no dia 43 de experimento.
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Figura 21. Micrografias obtidas por MEV dos biofilmes formados em corpos de provas de vidro no dia
43 de experimento. (a), (b) e (c) Sistema controle, e (d), (e) e (f) sistema magnético com imas em
posig:o de rpulséo.
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Figura 22. Imagens da MCVL do biofiime formado em corpo de prova de vidro no dia 43 de
experimento. (a) e (b) Sistema controle, e (c), e (d) sistema magnético com imas em posicdo de
repulséo.
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As micrografias obtidas por MEV corroboram os resultados obtidos na
quantificacdo das BHT sésseis e nas analises de caracterizagdo. O corpo de prova
coletado no dia 43 (Figura 21a), correspondente ao sistema controle, mostrou a
deposigao de comunidades de microrganismos por toda a superficie, indicando a
formacdo de biofilme com populacbes mais densas e distribuidas de maneira
uniforme. Por outro lado, o corpo de prova coletado do sistema exposto ao campo
magnético (Figura 21d), apesar de também apresentar células depositadas na sua
superficie, apresenta uma quantidade razoavelmente inferior, com mais espacos livres
e poucas comunidades, indicando que o campo magnético gerado por imas
permanentes na posicao de repulsdo é capaz de reduzir a formagao de biofilme em
superficie.

Por fim, as imagens da MCVL utilizando o kit /ive/dead fornecem observacgdes
interessantes referente a deposicdo dos microrganismos na superficie dos corpos
provas (Figura 22). A amostra do sistema controle (Figura 22a) apresentou mais
pontos de fluorescéncia que do magnético (Figura 22b), ratificando as imagens
obtidas na MEV. Além disso, percebe-se que o sistema controle apresenta pontos
com coloragao verde e vermelha, indicando a presenca de células viaveis e inviaveis,
respectivamente. Esse comportamento € comum do ciclo de formagao do biofilme,
principalmente quando atinge a fase de biofilme maduro (Figura 1), no qual as
bactérias mais internas ao biofilme sofrem com a escassez de nutriente e oxigénio
disponivel ocasionando a morte celular.

Por outro lado, na amostra exposta ao campo magneético é possivel perceber
apenas pontos verdes (Figura 22c e 22d), sinalizando a presenga apenas de células
viaveis aderidas aos corpos de prova. Essa observagao corrobora a hipotese de que
0 campo magnético permanente pode causar alteracbes na permeabilidade da
membrana e conformacdo de compostos celulares (como enzimas), afetando o
metabolismo e a produgdo de metabdlitos, ainda no estado plancténico, de modo a
dificultar sua adeséo na superficie do corpo de prova, seja pelo estresse celular e/ou
modificagdo na quantidade das SPE.

As Figuras 21 e 22 também mostram que o sistema controle apresentou a
formagdo de um biofilme mais denso. Por outro lado, no sistema magnético as
bactérias estdo espalhadas e com pouca aglomeracédo, similar as fases iniciais do
ciclo de formacéao do biofilme (Figura 1). Tal consideragao reforga o efeito do campo

magnético permanente no biofilme formado.
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4.3. CONCLUSOES PARCIAIS

Os resultados obtidos nesse capitulo mostraram que o uso de campo
magnético permanente é capaz de controlar a formagao de biofilme em superficies
que se assemelham as superficies metalicas de sistemas de resfriamento. Entretanto,
sua agao positiva no controle de bioincrustacdo depende da densidade de fluxo
magnético utilizada. Os resultados mostraram que a aplicagdo do campo magnético
permanente com densidades de fluxo 0,45 e 0,23 T e com imas na posicdo de
repulséo resultaram em uma redugao de 1 log na quantidade de BHT sésseis quando
comparados ao sistema controle, que nao foi exposto ao campo magnético. Os
resultados também sugerem que o campo magnético ndo causa a morte celular e seu
efeito positivo na reducdo do biofiime pode estar relacionado a uma possivel
modificacdo na membrana celular e/ou no metabolismo, acelerando a fase de
decaimento celular das bactérias planctonicas e modificando a producédo de
metabalitos, como as SPE. Diante do exposto, o campo magnético permanente se
mostrou uma alternativa promissora como método antibioincrustante em sistemas

industriais.
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5. AVALIAGAO DO USO DE HIPOCLORITO DE SODIO ASSOCIADO AO CAMPO
MAGNETICO PERMANENTE NO CRESCIMENTO DE BIOFILME

Este capitulo refere-se a investigagédo do efeito sinérgico entre o hipoclorito de
sédio e o campo magnético gerado por imas permanentes na formacgao de biofilme
em corpos de prova de vidro acoplados em tanque de circulagdo de agua. Esta etapa
atende aos seguintes objetivos especificos da presente tese, de acordo com a segéo
1.2: estudar o efeito do hipoclorito de sddio sobre o crescimento de biofilme em corpos
de prova de vidro instalados no sistema em escala de bancada na auséncia e
presenca de campo magnético; caracterizar os biofilmes formados nos corpos de
prova expostos ao hipoclorito de sédio na auséncia e presenga do campo magnético
permanente em relacéo ao teor de sdlidos totais, quantificacdo de SPE; potencial zeta,
microscopia eletrénica de varredura e microscopia confocal de varredura a laser. A
Figura 23 mostra o fluxograma de atividades realizadas nesse capitulo. Em seguida,
0os materiais e métodos e resultados obtidos nessa etapa do trabalho séao
apresentados. Esses dados foram utilizados para escrever um artigo o qual sera

submetido a revista da area.
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Figura 23. Fluxograma das atividades realizadas referente aos testes apresentados no Capitulo 4 desta
tese.
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fenilenodiamina; CM: campo magnético; BHT: bactérias heterotroficas totais; SPE: substancias
poliméricas extracelulares; MEV: microscopia eletronica de varredura.

5.1. MATERIAIS E METODOS

O uso de hipoclorito de sodio (NaClO) continua sendo a principal ferramenta
para combater biofiimes em superficies, assim como em equipamentos de sistemas
de resfriamento (FLEMMING, 2020). Nesse sentido, no presente trabalho foi escolhido
o NaClO como biocida para investigar o efeito sinérgico do uso deste com o campo
magnético gerado por imas permanentes. Para tal, o trabalho foi dividido em trés
etapas:

(1)  determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) do NaClO, em relagao

a cloro livre, na agua de circulagao sintética (composta por sais, diesel
estabilizado com DSS e cultura mista de bactérias) e na mesma

condicdo operacional (temperatura) dos ensaios no sistema de



(2)

3)
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circulagao de agua. Foi definido que a concentragao de NaClO utilizada
nos ensaios de formagao de biofilme em corpos de prova de vidro seria
50% da CIM,;

determinar o tempo de acdo da concentragcdao de NaClO definida na
etapa 1 em relagédo a concentragéo das BHT presente na agua sintética,
e testes de decaimento da concentragao de cloro livre residual, com a
intuito de determinar a vazdo de NaClO a ser adicionada na agua de
circulagao para manter a concentragao de cloro livre constante ao longo
do tempo;

realizar os ensaios de formacgao de biofilme em corpos de prova de vidro
acoplados no tanque de circulagdo de agua para avaliar o efeito do

NaClO na auséncia e presencga de imas permanentes.

Os métodos utilizados para a consecugao das etapas 1, 2 e 3 estdo descritos

nos topicos a seguir.

5.1.1. Determinagao da concentragao inibitéria minima

Os testes para determinagao da CIM foram realizados com hipoclorito de sédio

12% (Casa dos Quimicos Comércio de Produtos Quimicos Ltda) e as concentracdes
de 0; 0,025; 0,050; 0,100; 0;250, 0,500 e 1,000 mg L' de NaClO foram testadas. O
trabalho realizado por Rathi; Satheesh (2012) foi utilizado como referéncia para

determinar a CIM e os seguintes procedimentos foram realizados:

(a) 20 mL de agua sintética foram colocados em tubos de ensaios esterilizados,

e os indéculos 1, 2 e 3, foram adicionados de modo a ter 6x10° UFC mL™",
concentracdo média observada no dia 3 de experimento, que foi o dia
escolhido para adicionar o NaClO na agua de circulagao dos sistemas em
escala de bancada. Optou-se por adicionar o NaClO somente no dia 3 de
experimento para que as células bacterianas se adaptassem ao meio e

apresentassem crescimento celular;

(b) no tubo com agua sintética e com os inoculos foi adicionado NaCIO a fim

de atingir a concentragao desejada (0; 0,025; 0,050; 0,100; 0,250; 0,500 ou
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1,000 mg L") e realizada agitagao por 30 s em vértex para homogeneizagao
da solucéo;

(c) os tubos com agua sintética, indculo e NaCIO foram colocados em shaker
a 30 °C e 120 rpm (condigbes operacionais semelhantes ao ensaio de
formagao de biofilme em sistemas de circulagao de agua);

(d) apos 0,5; 1 e 24 h da adigdo do NaClO no tubo, 100 uL de amostra foram
coletados para determinar da concentragdo de BHT na agua a partir do

plagueamento em meio PCA (item 3.1.6).

A CIM é considerada a menor concentragao de NaClO capaz de causar a
morte celular, ou seja, a partir dessa concentragdo nédo ha crescimento celular. Assim,
nesse estudo, a condigdo com 50% da CIM de NaClO foi fixada para realizagdo dos
ensaios de formacao de biofilme nos sistemas de circulagido de agua em escala de
bancada, com a intengdo de que seja possivel verificar a acdo do NaClO sem inibir
completamente a atividade metabdlica das bactérias. Nesta primeira etapa, os ensaios
foram realizados em duplicata e os plaqueamentos em ftriplicata. A amostra com 0

mg L.”! de cloro livre foi a amostra sem adigdo de NaClO, usada como controle.

5.1.2. Tempo de acao e de decaimento do cloro residual livre

Definida a concentracdo de NaClO que seria utilizada nos ensaios de formacéao
de biofilme no sistema de circulagdo de agua em escala de bancada (realizando os
ensaios de CIM), entdo foi investigado como e com qual frequéncia deveria ser
adicionado o NaClO para que a concentragao de cloro livre se mantivesse constante
ao longo dos experimentos. Para tal, ensaios de tempo de agao e decaimento do cloro
livre na agua sintética ao longo do tempo foram realizados.

Assim, primeiro foi determinado o tempo de agédo que o NaClO na concentragao
escolhida teria nas bactérias presentes na agua sintética. Os ensaios seguiram os
mesmos procedimentos descritos no item 5.1.1, sendo que a concentragao testada foi
0 (controle) e 0,05 mg L' de cloro livre, e a coleta de amostra foi realizada em 0,5; 1;
2;4; 6; 8 e 24 h apds adigdo de NaClO na agua sintética. O acompanhamento da agéo

do biocida nas células foi realizado pela concentracdo de BHT na agua ao longo do
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tempo por meio do plagueamento em meio PCA (item 3.1.4). Os testes também foram
realizados em duplicata e os plaqueamentos em triplicata.

Determinado o tempo de acgéo, a curva de decaimento do cloro residual livre foi
determinada utilizando um kit colorimétrico rapido (Cloro total DPD, Permachem®
Reagentes, Hach) baseado no método DPD (N,N-dietil-p-fenilenodiamina). Para
realizar esta analise, 500 mL de agua sintética com 0,05 mg L de cloro livre foram
colocados em agitagao a 30 °C e 120 rpm, no tempo 0, 15, 30, 45, 60 e 75 min apds
a adicao do NaClO 20 mL de amostra foram coletados, adicionado o kit colorimétrico
e feita a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (Q898U2M5, Quimis) em 515
nm para determinacdo da concentragcdo de cloro residual livre ao longo do tempo,
utiizando como padrdo NaClO. Os testes de decaimento foram realizados em

triplicata.

5.1.3. Avaliagao do efeito sinérgico do hipoclorito de sé6dio e do campo

magnético permanente na formagao de biofilme em corpos de prova de vidro

Para avaliagdo do efeito sinérgico do hipoclorito de s6dio com o campo
magnético permanente no crescimento de biofilme em corpos de prova de vidro, os
dois sistemas operaram simultaneamente. Destaca-se que, em ambos os sistemas foi
adicionado NaClO na agua de circulagdo, porém um estava na auséncia de campo
magnético (controle adicionado de biocida) e o outro com os 3 pares de iméas
acoplados na posicéao de repulsao na tubulagdo de entrada do tanque de circulagao
de agua (sistema magnético adicionado de biocida).

O inicio, conducédo e tempo de duragdo dos experimentos seguiu 0S mesmos
procedimentos do Capitulo 4 (item 4.1.1). Em relacdo ao NaClO, sua adigao foi feita
a partir do dia 5 de experimento com uma bomba dosadora peristaltica (Milan) para
manter a concentragdo de 0,050 mg L' de cloro livre constante durante todo o
experimento (lembrando que a concentragao de cloro livre foi determinada a partir dos
ensaios de CIM).

Assim como no Capitulo 4, a evolugao do crescimento do biofilme nos sistemas
e a avaliagao do efeito do NaClO e da sua associagdo com o campo magnético na
formacéao de biofilme em corpos de prova de vidro foi acompanhada pela leitura dos

parametros fisico-quimicos da agua no tanque de circulagao, e pela quantificagéo da
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concentracdo das BHT na agua de circulagdo e no corpo de prova (seguindo os
procedimentos descritos no item 3.1.4). As analises de acompanhamento foram
realizadas 2 vezes na semana, nos dias 0, 1, 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, 31, 35,38 e
43 de experimento. Além disso, nos dias 14, 28 e 43 foram feitas também as analises
de caracterizacao das células aderidas nos corpos de prova, as quais estao descritas
no item 5.1.4. Ressalta-se que os corpos de prova eram coletados na mesma posi¢ao

em cada sistema, e os testes foram realizados em duplicata.

5.1.4. Anadlises de caracterizagcao

Nesta etapa do trabalho, as analises de caracterizacao dos corpos de prova
com células aderidas e da suspensao de células desprendidas foram: quantificagao
de massa aderida, quantificacdo de SPE, potencial zeta, microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e microscopia confocal de varredura a laser (MCVL). Todas estas

analises seguiram os mesmos procedimentos descritos no item 4.1.3.
5.1.5. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados em forma de média aritmética £ o desvio
padrdao de duplicatas. A andlise dos dados experimentais coletados referente a

formagao de biofilme em corpos de prova foi feita utilizando o teste de Tukey

(significancia de 5%) através do software Statistica 7 (StatSoft, EUA).

5.2. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.2.1. Concentracao inibitéria minima
Sete concentragbes de NaClO, variando de 0 a 1 mg L', foram testadas para

identificar qual sua concentragao inibitéria minima (CIM), reproduzindo as mesmas

condigdes operacionais dos ensaios de formagéo de biofilme no sistema de circulagéo
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de agua (agua sintética, 6x102 UFC mL-' de BHT e 30 °C), por meio da quantificacdo
das BHT planctbnicas durante 24 h. Os resultados obtidos s&o apresentados na Figura
24,

Figura 24. Quantidade de bactérias presentes na agua sintética, utilizando como fonte de carbono
diesel estabilizado com 1% de DSS, na concentragdo 160 mg L', como indculo cultura mista, com
concentracao inicial de 6x10% UFC.mL"", e temperatura de 30 °C, em 0; 0,5; 1 e 24 h apds a adigéo de
NaClO com concentragdes de: 0; 0,025; 0,050; 0,100; 0,250; 0,500 e 1,000 mg L.
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10° 4
10° -

10*

10°

10" 4

10° - . . . :
0h 0,5h 1h 24 h

Para as condi¢des avaliadas, percebe-se que usando NaClO como biocida foi

BHT (UFC/mL)
5‘:0
|

necessario utilizar concentragbes iguais ou superiores a 0,100 mg L' de cloro livre
para ter inibicdo do crescimento celular a partir dos 30 min iniciais de experimento, ou
seja, esta é considerada a CIM. Também é interessante destacar que a concentragao
de 0,025 mg L de cloro livre ndo causou nenhum efeito no crescimento celular,
mantendo valores de concentragcao de BHT planctdnicas semelhantes ao da amostra
controle (0 mg L™"). Por outro lado, a concentragdo de 0,050 mg L' de cloro livre
reduziu em 80% a quantidade de BHT plancténica em comparagdo com a amostra
controle nos primeiros 30 min de experimento.

De acordo com a literatura, as concentracbes de NaClO utilizadas para
prevencao a formacgao de biofilmes em superficies de equipamentos industriais variam
entre 0,1 e 2 mg/L de cloro livre (AL-BLOUSHI et al., 2017, 2018a; EGUIA et al., 1998;
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SIMON et al., 2014; SWARAJ et al.,, 2013). Se for possivel reduzir essas
concentragcdes de NaClO mantendo um efeito positivo na reducao de biofilme quando
associado ao campo magnético seria uma vantagem, uma vez que utilizar uma
quantidade menor de produto quimico ira refletir em menores custos operacionais e
minimizar possiveis impactos ambientais. Desta forma, a concentragao de 0,050 mg
L-' de cloro livre (50% da CIM) foi escolhida para a realizagao dos ensaios de avaliagao
do uso combinado de NaClO e campo magnético permanente no controle de formagéo

de biofilme, uma vez que reduziu o crescimento celular sem inibir totalmente.

5.2.2. Tempo de agao e decaimento da concentragao de cloro residual livre

A concentragao de cloro residual livre tende a decair com o passar do tempo
devido a formacédo de compostos organoclorados, e os efeitos de volatilizagado e
autodegradacgao do cloro, de modo a perder efetividade da agao biocida (VEIGA,
2010). Assim, o tempo de agao do cloro residual livre utilizando 0,050 mg L' de cloro
livre em relacdo as BHT planctbnicas e a curva de decaimento da concentragao de
cloro residual livre ao longo do tempo, mantendo as condi¢gbes operacionais dos
sistemas de circulagado de agua, foram avaliados e os resultados sao apresentados

na Figura 25.
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Figura 25. (a) Quantidade de bactérias presentes na agua sintética, utilizando como fonte de carbono
diesel estabilizado com 1% de DSS, na concentragdo 160 mg/L, in6culo composto por cultura mista,
com concentragéo inicial de 6x10° UFC.mL™", e temperatura de 30 °C, em 0; 0,5; 1; 2; 4;6; 8 e 24 h
apos a adicdo de NaClO com concentragbes de 0 e 0,05 mg/L. (b) Tempo de decaimento da
concentracao de cloro livre residual na agua sintética.
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Pela Figura 25a ¢ possivel observar que utilizando 0,05 mg L' de cloro livre
uma reducgao significativa na concentragcao das BHT planctonicas se manteve até a
primeira hora de experimento, representando uma queda de 80% em comparagao
com a controle. Para as condi¢des avaliadas esse resultado sugere que 1 h é o tempo
de acdo do biocida e apds esse periodo seria necessaria uma nova adicdo para
manter o controle de crescimento. A Figura 25b mostra o decaimento da concentragao
de cloro residual livre ao longo do tempo, para 0 mesmo ensaio, e os resultados
confirmam que o tempo de agcdo dura em média 1 h, visto que ap6s 75 min ocorreu
decaimento em torno de 95% da concentragdo de cloro livre residual. O trabalho
realizado por Veiga (2010), que foi referéncia para definir a composicdo da agua
sintética utilizada nessa tese, também apresentou comportamento semelhante no
decaimento de cloro residual livre. Essas informacdes foram fundamentais para
monitorar as condicdes operacionais, € determinar a vazao de solucdo de NaClO a
ser adicionada em cada sistema de circulagdo de agua com a finalidade de manter
uma concentragdo préxima a 0,050 mg L' de cloro livre na dgua sintética ao longo

dos experimentos de formagao de biofilme.

5.2.3. Avaliagao do efeito da associagao de NaClO e campo magnético no

controle da bioincrustacao

Como mencionado na sec¢ao de Materiais e Métodos (item 5.1.3), os ensaios
para avaliar o efeito do uso associado de biocida (NaClO) e campo magnético
permanente no controle da formacao de biofilme em superficie tiveram 45 dias de
duracgao e o NaClO foi adicionado a partir do quinto dia de experimento. Durante este
periodo, o acompanhamento da concentragdo de cloro residual livre na agua de
circulagao foi realizado a partir de coletas de amostra no tanque de circulacdo dos
dois sistemas (com NaClO na presencga e auséncia de campo magnético), utilizando
o kit colorimétrico rapido baseado no método DPD (0 mesmo para determinar o
decaimento da concentracdo de cloro residual livre). A Figura 6A do Apéndice
apresenta as fotos desse acompanhamento nos dias 5, 7, 14, 28 e 43 de experimento
e os resultados da concentragdo de cloro livre na agua sintética, a qual se manteve

com valor médio de 0,054 + 0,004 mg L' de cloro livre.
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5.2.3.1. Parémetros fisico-quimicos da agua

Os valores dos parametros fisico-quimicos da agua sintética de circulagdo com
adicdo de NaClO, na presencga e auséncia do campo magnético permanente, foram

acompanhados ao longo dos 45 dias de experimento e sdo mostrados na Figura 26.

Figura 26. Parametros fisico-quimicos da agua de circulagao no tanque de corpos de prova do sistema
controle, magnético, NaCIO e NaCIO com campo magnético, utilizando como fonte de carbono diesel
estabilizado com 1% de DSS, na concentracdo 160 mg/L (adi¢gdo nos dias 0, 14 e 28), como indculo
cultura mista, com concentragao inicial de 5x10%2 UFC.mL™", vaz&o de 50 L.h"" e temperatura de 30 °C.
(a) pH, (b) condutividade, (c) solidos dissolvidos totais, (d) oxigénio dissolvido, e (e) potencial
oxirredutor.
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Continuagao Figura 26. Parametros fisico-quimicos da agua de circulagdo no tanque de corpos de
prova do sistema controle, magnético, NaClO e NaCIlO com campo magnético, utilizando como fonte
de carbono diesel estabilizado com 1% de DSS, na concentragdo 160 mg/L (adicdo nos dias 0, 14 e
28), como indculo cultura mista, com concentragao inicial de 5x102 UFC.mL™", vazdo de 50 L.h"" e
temperatura de 30 °C. (a) pH, (b) condutividade, (c) solidos dissolvidos totais, (d) oxigénio dissolvido, e
(e) potencial oxirredutor.
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A partir da Figura 26 pode-se observar que a adicdo do NaClO, na
concentragdo de 0,05 mg L', ndo alterou expressivamente os valores de pH,
condutividade, sélidos dissolvidos totais e potencial oxirredutor. Todos os parametros
citados apresentaram valores proximos ao esperado para as condi¢des trabalhadas e
semelhantes no decorrer do experimento, independentemente do sistema ter a
presenca ou auséncia de biocida e/ou campo magnético, mantendo as caracteristicas
da agua sintética.

Por outro lado, a concentracdo de oxigénio dissolvido no sistema controle
(auséncia de NaClO e campo magnético) apresentou uma queda representativa, a
partir do dia 7, em relagao aos demais sistemas. Provavelmente, essa queda mais
acentuada esta relacionada ao crescimento celular na agua de circulagao, pois foi o
sistema que apresentou a maior concentragado de BHT planctonicas (Figura 27), o que

reflete em uma maior demanda de oxigénio.

5.2.3.2. Concentragdo de BHT plancténicas e sésseis

A concentracdo de BHT presentes na agua de circulagdo (plancténicas) e
depositadas nos corpos de prova (sésseis), determinada por meio de plaqueamento
em meio PCA, foi utilizada como pardmetro de acompanhamento dos ensaios e
formagado do biofilme. A Figura 27 apresenta os resultados obtidos para as BHT
plancténicas nos sistemas: (i) controle (auséncia de NaClO e campo magnético), (ii)
magnético (auséncia de NaClO e presenga de campo magnético), (ii) NaClO
(presenca de NaClO e auséncia de campo magnético), e (iv) NaClO+magnético

(presenga de NaClO e campo magnético).
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Figura 27. Quantidade BHT plancténicas presentes na agua de circulagdo do sistema controle,
magnético, NaClO e NaClO com campo magnético, utilizando como fonte de carbono diesel
estabilizado com 1% de DSS, na concentragdo 160 mg/L (adigdo nos dias 0, 14 e 28), como inéculo
cultura mista, com concentragao inicial de 5x102 UFC.mL™", vaz&o de 50 L.h" e temperatura de 30 °C.
* Valores com diferenga significativa em comparagdo com a amostra controle para cada dia do
experimento (p<0,05).

I controle [l Magnético [l NaC10 [l NaClO+magnético

BHT (UFC/mL)

O N B A S > A D R DD P D
SR S P A -b\foq’ RN S A S

Apos adigao do NaClO na agua sintética de circulagéo, observou-se uma queda
expressiva na quantidade de BHT planctdnicas tanto na presencga quanto na auséncia
de campo magnético, chegando a uma redugdo aproximada de 95% quando
comparado com o sistema controle (resultados a partir do dia 7). Tal resultado mostra
que a manutengdo da concentragdo de 0,050 mg L' de cloro livre até o final do
experimento nos dois sistemas avaliados foi capaz de reduzir o crescimento
microbiano, provavelmente devido a morte celular.

O uso apenas do campo magnético ndo causou um efeito expressivo na
quantidade de BHT planctdnicas no inicio do experimento, a agao biocida do NaClO,
por sua vez, prevaleceu sobre as bactérias em seu estado livre a partir do momento
de sua adigcdo. O NaClO é o biocida mais utilizado nos sistemas industriais para
desinfeccao de agua. Sua acgao biocida esta diretamente ligada ao acido hipocloroso
(HOCI), agente oxidativo poderoso, capaz de se difundir pela parede celular do
microrganismo, reagindo com proteinas e desativando enzimas, causando a morte

celular. Trabalhos da literatura avaliaram seu uso no tratamento de aguas de sistemas
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de resfriamento, e os resultados foram semelhantes ao obtidos nesse estudo,
chegando a redugbées em torno de 99% da concentragcdo de microrganismos
presentes na agua (AL-BLOUSHI et al., 2018b; SIMON et al., 2014).

Os resultados da concentragdo de BHT sésseis e os valores do log da razao
entre as BHT sésseis de cada sistema e as BHT sésseis do sistema controle em cada
dia de analise sdo apresentados na Figura 28. Destaca-se que, a partir do dia 10 de
experimento, a adicdo do NaClO na agua de circulagédo potencializou a queda da
concentracido de BHT sésseis desprendidas dos corpos de prova, independentemente
da presenga do campo magnético, sugerindo reducdo do biofiime formado na

superficie dos corpos de prova.
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Figura 28. Quantidade de bactérias aderidas aos corpos de prova de vidro do sistema controle,
magnético, NaClO e NaClO com campo magnético, utilizando como fonte de carbono diesel
estabilizado com 1% de DSS, na concentracdo 160 mg/L (adi¢gdo nos dias 0, 14 e 28), como indculo
cultura mista, com concentragao inicial de 5x102 UFC.mL™", vaz&o de 50 L.h" e temperatura de 30 °C.
(a) BHT sésseis, e (b) log da razédo entre BHT sésseis e BHT séssil do sistema controle para cada dia
de experimento. * Valores com diferenca significativa em comparagdo com a amostra controle para
cada dia do experimento (p<0,05). nd: ndo detectado.
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Pela Figura 28a é possivel observar que a adicdo de NaClO na agua de
circulagao resulta em uma redugao media de 1,5 log em relagdo as BHT sésseis do
sistema controle, e quando essa adicdo esta associada ao campo magnético
permanente os resultados mostram uma queda em torno de 2 log das BHT sésseis
quando comparadas com o controle. Pela Figura 28b é evidente o efeito positivo no
controle de células aderidas nos corpos de prova para todos os tratamentos
realizados. Tais resultados demonstram que todos os tratamentos avaliados sao
capazes de reduzir o numero de células aderidas, porém o uso associado do biocida
com o campo magnético permanente mostrou intensificar significativamente a agao
de controle da formacdo do biofiime. Em sintese, comparando com os outros
tratamentos, o uso combinado dos dois métodos (NaClO e campo magnético
permanente) resultou em uma grande queda nas bactérias em estado livre e em uma
maior redug¢ao na quantidade de bactérias sésseis, a partir do 10° dia de experimento,
principalmente.

Analisando as Figuras 27 e 28, percebe-se que ao adicionar o NaClO na agua,
as bactérias planctbnicas sao as primeiras a sofrerem a agao biocida, com redugao
acentuada dos seus valores, o que pode ter interferido de modo direto na quantidade
de células viaveis capazes de aderir na superficie. Além disso, trabalhos
demonstraram que o campo magnético gerado por imas permanentes € capaz de
modificar o metabolismo e/ou a estrutura da membrana celular, reflexo das
propriedades diamagnéticas dos componentes bioldgicos, ndo causando a morte
celular, mas afetando a produgcao de compostos metabdlitos (como as SPE, proteinas
e enzimas) e controlando o crescimento de células (BANDARA et al., 2015; LIU et al.,
2017; MASOOD, 2017; ROSEN, 2003; TENG, 2005; WAGNER et al., 2016). Apesar
de nao ter nenhum trabalho semelhante na literatura que tenha investigado a
associacdo desses dois métodos, as observagbes realizadas sugerem que a
potencializagdo na queda das BHT sésseis obtida pelo uso conjunto de biocida e
campo magneético permanente foi resultado da agdo combinada do biocida sobre a
viabilidade celular das bactérias planctbnicas e por possiveis alteragdes causadas
pelo campo magnético na permeabilidade da membrana e no metabolismo das células
viaveis restantes, dificultando a adesao dessas células na superficie dos corpos de
prova, indicado pela diminuicdo acentuada na quantidade de células sésseis em

comparagao com o controle e ao longo dos ensaios.
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A reducao de 2 casas logaritmicas na concentracédo de células sésseis devido
a associacao dos dois métodos € um excelente resultado, pois indica que com o
campo magnetico é possivel utilizar uma menor concentracdo de NaClO mantendo a
eficacia no controle da formacao de biofiime, sendo vantajoso tanto em termos de
custo operacional quanto em relacdo aos danos ambientes. Para confirmar a
potencializagao do efeito associado entre NaClO e o campo magnético permanente e
dar embasamento a hipdtese sugerida, analises de caracterizagdo do biofilme
formado na superficie dos corpos de prova expostos aos diferentes tratamentos foram

realizadas e os resultados obtidos sdo apresentados no proximo topico desse capitulo.

5.2.3.3. Caracterizacao do biofilme formado

A Figura 29 apresenta os resultados de massa aderida nos corpos de prova e
da concentracdo de polissacarideos totais da amostra de biofilme desprendido dos
corpos de prova. Todas essas analises foram realizadas nos dias 14, 28 e 43 de

experimento para cada sistema avaliado.
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Figura 29. (a) Massa aderida, (b) Concentragéo de polissacarideos totais obtida das SPE extraidas do
biofilme, e (c) BHT sésseis dos corpos de prova do sistema controle, magnético, NaClO e NaCIO com
campo magnético, nos dias 0, 14, 28 e 43 de experimento. * Valores com diferenga significativa em
comparagao com a amostra controle para cada dia do experimento (p<0,05). nd: ndo detectado.
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nos sistemas na incrustacdo de superficies. Comparando com o controle, os dois
sistemas expostos ao campo magnético permanente foram os que apresentaram uma
diferenca expressiva na quantidade de massa aderida, tendo uma redugao em torno
de 30% no dia 43 para os dois sistemas (Figura 29a).

A incrustagcdo em superficies ndo é relacionada apenas a matéria organica de
natureza bioldgica, mas também pelo acumulo de materiais de diversas naturezas. A
queda expressiva observada apenas nos sistemas expostos ao campo magnético
sugere que a incrustagao esta atrelada provavelmente a um maior acumulo de diesel
na superficie, do que a quantidade de célula aderida, uma vez que o sistema com
NaClO apresentou uma quantidade semelhante de BHT sésseis em relacdo ao
sistema exposto ao campo magnético (Figura 29c). Além disso, a adigdo do NaClO
nao se mostrou um fator chave para reduzir a incrustagao.

De modo geral, é consenso na literatura que campos magnéticos alteram
conformacgdes de moléculas e reduzem principalmente a incrustagao inorganica (HAN
et al., 2018; IMBROGNO et al., 2018; LIPUS et al., 2015; LIU et al., 2021; SILVA et
al., 2019; TIGGEMANN et al., 2018). Os resultados nesse trabalho sugerem que o
campo magnético também pode ter gerado algum efeito sobre os componentes e
caracteristicas da agua sintética (Figura 4A do Apéndice), auxiliando na reducao da
massa aderida em corpos de prova, independente do material biolégico presente no
meio.

A determinacdo da concentracdo de SPE presente no biofilme formado é
importante em ensaios de controle de formacado de biofilme. Nesse estudo a
quantificacdo de SPE foi realizada de modo indireto por meio da determinacdo da
concentracdo de polissacarideos totais extraidos da solugdo com células
desprendidas dos corpos de prova. Os resultados da Figura 29b demonstram que a
associacdo do NaClO com o campo magnético potencializou a reducdo da
concentracdo de polissacarideos totais, passando de 25 para 45% de queda,
comparado ao sistema controle, entre os dias 14 e 43 de experimento. Essa redugao
significativa e o resultado de contagem de BHT sésseis indicam uma menor
quantidade de células aderidas na superficie dos corpos de prova. Essas observagoes
corroboram a hipotese de que a agao do NaClO com o campo magnético permanente
potencializa o efeito de controle de formagao de biofilme em superficies, podendo ser
reflexo tanto do efeito que o NaClO causa na viabilidade das células livres quanto de

possiveis modificagcbes em componentes celulares e no metabolismo das células
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viaveis remanescentes pelo campo magnético, afetando os compostos metabdlitos
produzidos, como as SPE, o que dificulta a formagao de biofilme em superficie..

O potencial zeta da solucdo com biofiime desprendido foi afetado
significativamente com o uso de diferentes tratamentos (Figura 30). Percebe-se que
os sistemas que ndo estdo expostos ao campo magnético permanente (controle e
NaClO) apresentam mais cargas superficiais negativas. Alguns fatores podem ter
contribuido para esse resultado considerando que a incrustagdo nos corpos de prova
€ resultado da deposicao de células e diesel. O potencial zeta da solugao de diesel é
mais negativo (Figura 5A do Apéndice) atrelado ao fato que os sistemas com auséncia
de campo magnético apresentaram maior quantidade de massa aderida (Figura 29a),
esses resultados sugerem uma maior deposi¢cado de diesel nos corpos de prova dos
sistemas controle e com adicdo de NaClO na auséncia de campo magnético,
contribuindo para cargas superficiais mais negativas. Além disso, € interessante
destacar que a quantidade de bactérias e de SPE produzida também podem interferir
no valor de potencial zeta, uma vez que possuem cargas superficiais negativas,
contribuindo para um potencial zeta mais negativo (HALDER et al., 2015; LUO et al.,
2020; WILSON et al., 2001; ZAIDI; MUDA; SILLANPAA, 2019). Esse resultado
também corrobora a hipétese da alteracdo na permeabilidade da membrana e no
metabolismo celular na presenga do campo magnético, afetando a produgdo dos
metabdlitos, como as SPE, uma vez que os dois sistemas expostos ao campo
magnético apresentaram as menores quantidades de cargas negativas, sugerindo que
essas modificagbes podem causar alteragdes tanto no tipo de substancias excretadas

pelas células, quanto na quantidade produzida.
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Figura 30. Potencial zeta do biofilme extraido em &agua salina 0,85% estéril dos corpos de prova do
sistema controle, magnético, NaCIO e NaClO com campo magnético, nos dias 0, 14, 28 e 43 de
experimento.
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Para visualizar a distribuicdo de células na superficie dos corpos de prova e
sustentar as hipéteses levantadas neste trabalho, analises de MEV e microscopia
confocal foram realizadas para todos os sistemas avaliados no dia 43 de experimento.

As imagens obtidas podem ser observadas na Figura 31.
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Figura 31. Imagens do biofilme formado em corpos de prova de cada sistema no dia 43 de experimento.
(a) MEV e (b) MCVL do sistema controle, (c) MEV e (d) MCVL do sistema magnético, (e) MEV e (f)
MCVL do sistema NaClIO, (g) MEV e (h) MCVL do sistema NaCIO com campo magnético.
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As micrografias do MEV mostram que todos os tratamentos realizados para o
controle da formacgao de biofilme em superficie foram positivos (Figuras 31a, c, e, g).
Porém, nos corpos de provas do sistema onde foi associado o uso de campo
magnético permanente e o NaClO praticamente ndo houve adesao de células, o que
corrobora os resultados obtidos na quantificacdo das BHT sésseis e nas analises de
caracterizacao, indicando que a associacdo dos dois métodos potencializou o efeito
no controle da bioincrustagdo em superficies.

Por fim, pela microscopia confocal utilizando o kit live/dead foi possivel obter
imagens fluorescentes das células depositadas (Figuras 31b, d, f, h). Assim como no
MEV, as amostras expostas ao tratamento para controle da bioincrustacéo
apresentaram menos pontos fluorescentes em comparagdo com a amostra controle,
sendo que a amostra exposta ao NaClO e campo magnético permanente praticamente
nao apresentou pontos fluorescentes. A amostra controle apresentou pontos com
coloracao verde (células viaveis) e com coloragao vermelha (células nao viaveis),
comportamento esperado em um biofilme mais denso e principalmente maduro, uma
vez que as células localizadas no interior da estrutura do biofilme possuem menos
disponibilidade de nutriente e oxigénio dissolvido, causando a morte celular. Por outro
lado, as amostras expostas aos tratamentos, inclusive dos sistemas adicionados de
NaClO, apresentaram apenas pontos com coloracdo verde, indicando a presenca
apenas de células viaveis no biofiime formado. Tal comportamento pode ser
consequéncia de um biofilme com baixa quantidade de bactéria e praticamente sem
aglomeracgao celular (Figura 31).

Essas observacdes também corroboram a hipotese de que o campo magnético
€ capaz de alterar estruturas celulares, afetando o crescimento celular e a producao
de metabdlitos, e assim dificulta a adesédo das células na superficie dos corpos de
prova. Em relagcao ao NaClO, apesar de ser um biocida altamente oxidativo, segundo
Wagner; Brumelis; Gehr (2002), quando a agua de resfriamento é tratada com uma
baixa concentragdo de biocida, a taxa de decaimento é mais alta e o efeito principal
se da sobre as bactérias planctbnicas. Some-se a isso o fato de que a adesao de
células em superficies envolve a formacédo das SPE, as quais funcionam como
barreira protetora e dificultam a difusdo do biocida para as células microbianas que
formam o biofilme, e isso pode ter contribuido para nao se ter observado células nao

viaveis no biofilme formado na presenca de NaClIO.
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De acordo com as observagoes realizadas, todos os resultados corroboram a
potencializagdo do uso conjunto de NaCIO com o campo magnético permanente nas
condi¢cbes avaliadas para controle da bioincrustacdo em corpos de prova. Essa
intensificagdo no efeito pode ser justificada pela agdo do NaClO na viabilidade celular
das bactérias planctonicas, reduzindo a concentragao na agua e pela agao do campo
magnético que pode alterar estruturas celulares, como a permeabilidade da
membrana, € o metabolismo, de modo a interferir na produgdo de metabdlitos, como
as SPE.

5.3. CONCLUSOES PARCIAIS

A associagao do campo magnético permanente com o NaClO potencializou o
efeito de controle da formacao de biofilme em superficies que simulam superficies de
equipamentos de sistema de resfriamento. Os resultados demonstraram que, nas
condicbes testadas, quando se utiliza um método isoladamente a reducdo na
quantidade de BHT sésseis foi em média 80% e quando as duas técnicas sao
utilizadas em conjunto obteve-se uma queda de 2 log, em comparagédo com o sistema
controle (auséncia de NaClO e campo magnético). De acordo com as observagdes
realizadas, sugere-se que a maior redu¢ao no numero de células aderidas foi possivel
devido a agao do biocida sobre as bactérias planctbnicas e a modificagdo na
permeabilidade da membrana e o metabolismo das bactérias expostas ao campo
magnético permanente. Diante do exposto, o uso associado de NaClO e campo
magnético permanente se mostrou uma alternativa promissora para o controle da

bioincrustagao em superficies de sistemas de resfriamento industriais.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

6.1. CONCLUSOES

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho mostraram que a aplicagao dos
campos magneéticos permanentes em posicdo de atracdo com densidade de fluxo
magnético de 0,45 ou 0,23 T, ou com ima na posi¢cao de repulsdo (com densidade de
fluxo magnético de 0,18 T na parede da tubulagao) resultou em uma reducéo de 1 log
na quantidade de BHT sésseis quando comparado ao sistema controle, nas condigbes
avaliadas. Os resultados das analises de caracterizagdo sugerem que o0 campo
magnético pode ter alterado estruturas celulares, como a permeabilidade da
membrana, e a produg¢ao de compostos metabdlitos, o que pode ter refletido nas SPE,
dificultando a adesao das células na superficie dos corpos de prova.

Ao utilizar o campo magnético permanente em conjunto com a adi¢do de NaClO
na agua de circulagdo, mesmo que em baixa concentragdo, o efeito na redugéo das
BHT sésseis foi potencializado, passando de 1 para 2 log a redugao de células
aderidas nos corpos de prova em relagédo ao sistema controle. Esse resultado indica
a agao imediata que o NaClO gerou nas bactérias plancténicas (reduzindo a
viabilidade celular) somada as possiveis alteragbes que o0 campo magnético
permanente pode causar em estruturas celulares, refletindo na produgédo de
metabdlitos, dificultando a adesao de células em superficies.

Por fim, o campo magnético gerado por imas permanentes se mostrou uma
técnica eficaz na redugao de bactérias sésseis e, além de ser considerado um método
no controle de incrustagao salina, também pode ser considerado uma alternativa

promissora na reducao de bioincrustagdo em sistemas de resfriamento industriais.

6.2. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

I.  Avaliar a agdo do campo magnético permanente na ampliagdo de escala e com
regime de escoamento turbulento;
II.  Estudar o efeito do campo magnético permanente na corroséo de superficies

metalicas;
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Investigar a agdo do campo magnético com agua de circulacao real;

Investigar o efeito ao aumentar o numero de pares de iméas na reducéo de
biofiimes;

Estudar o efeito do campo magnético permanente com o uso de dispersantes

e outros biocidas para a reducao de biofilmes em superficies.
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Figura 1A. Permissao para uso de imagens do trabalho publicado por Proner et al. (2021). Copyright
2021 American Chemical Society.
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Figura 2A. BHT sésseis dos corpos de prova de vidro e de ago inox acoplados no sistema controle, e
nos sistemas magnéticos com diferentes densidades de fluxo, nos dias 14, 28 e 43, utilizando como
fonte de carbono diesel estabilizado com 1% de DSS, na concentragdo 160 mg/L, como indculo cultura
mista, com concentragao inicial de 5x102 UFC.mL™", vazdo de 50 L.h' e temperatura de 30 °C. (a)
Controle, (b) 0,45 T, () 0,23 T, (d) 0,10 T, (e) 0,05 T, e (f) imad em repulsao.
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Continuagao Figura 2A. BHT sésseis dos corpos de prova de vidro e de ago inox acoplados no sistema
controle, e nos sistemas magnéticos com diferentes densidades de fluxo, nos dias 14, 28 e 43,
utilizando como fonte de carbono diesel estabilizado com 1% de DSS, na concentragdo 160 mg/L, como
indculo cultura mista, com concentragio inicial de 5x10%2 UFC.mL"", vaz&o de 50 L.h"! e temperatura de
30 °C. (a) Controle, (b) 0,45 T, (c) 0,23 T, (d) 0,10 T, (e) 0,05 T, e (f) ima em repulséo.
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Continuagao Figura 2A. BHT sésseis dos corpos de prova de vidro e de ago inox acoplados no sistema
controle, e nos sistemas magnéticos com diferentes densidades de fluxo, nos dias 14, 28 e 43,
utilizando como fonte de carbono diesel estabilizado com 1% de DSS, na concentragdo 160 mg/L, como
indculo cultura mista, com concentragéo inicial de 5x102 UFC.mL™", vaz&o de 50 L.h"" e temperatura de
30 °C. (a) Controle, (b) 0,45 T, (c) 0,23 T, (d) 0,10 T, (e) 0,05 T, e (f) ima em repulséo.
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Figura 3A. Perfil microbioldgico dos inéculos (géneros). (a) Inéculo 1, (b) inéculo 2, e (c) indculo 3.
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Figura 4A. Imagens dos tanques de circulagéo do sistema controle e do sistema magnético com iméas
em posicao de repulsdo com agua sintética nos dias 0, 14, 28 e 43 de experimento.

Dia 0

Dia 14

Dia 28

Dia 43

Controle

Repulsao

Figura 5A.

Potencial zeta (mV)

-10 4

154

-20 4

-25 4

-30 4

35 4

40 -

dia 0

dia 14

dia 28

dia 43



133

Figura 6A. (a) Imagens da agua sintética do sistema com NaClO e do sistema com NaClO e campo
magnético, com adigdo do reagente DPD para determinagédo da concentracédo de cloro livre residual.
(b) Concentragao de cloro livre residual do sistema de NaCIlO e de NaCIO com campo magnético. Nos
dias 5, 7, 14, 28 e 43 de experimento.
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