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RESUMO

PAULA, Mariana Silva. Avaliagdo da corrosdo microbiologica do ago carbono 1020 em
agua do mar sintética na presenca de bactérias redutoras de sulfato. 2010. 105f.
Dissertacao (Mestrado em Engenharia Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Bactérias redutoras de sulfato (BRS) possuem um papel importante na corrosdo de
ligas metalicas expostas em habitats marinhos, 6leos e solos umidos. A reducdo do
sulfato por estas bactérias resulta na producdo de H,S, podendo influenciar os
processos anoddico e catodico na corrosdo de materiais. Neste trabalho, o
comportamento da corrosdo microbiolégica no aco carbono AISI 1020 foi avaliada em
meio Postgate C, na presenca e na auséncia de BRS, as quais foram isoladas da
camada de ferrugem presente numa tubulacdo submersa da Baia de Guanabara — RJ.
A taxa de corrosédo e o comportamento eletroquimico do a¢o nas duas condi¢Bes foram
investigados através dos métodos de perda de massa e de polarizacdo
potenciodinamica. A formacéo do biofilme e dos produtos de corrosao na superficie do
aco foram observados por microscopia eletronica de varredura (MEV) e por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS). Em complementagcédo, foi realizada a
qguantificacdo das BRS (plancténicas e sésseis) pelo método do nimero mais provavel
(NMP). A presenca de BRS no meio ocasionou o deslocamento do potencial de
corrosdo para valores mais negativos em todos os tempos de ensaio estudados,
indicando um aumento no processo corrosivo. Nos ensaios de perda de massa, a taxa
de corrosdo do aco carbono foi maior na auséncia de BRS, provavelmente devido a
formacdo de um biofilme na superficie do metal nos ensaios com indculo, e a uma
menor tendéncia de haver corrosao generalizada neste tipo de meio. As micrografias de
MEYV revelaram a presenca de agregado celular na superficie do aco carbono durante o
experimento, e a presenca de pites profundos apdés remocéo do biofilme, mostrando
prevaléncia deste tipo de corrosdo. Com 35 dias de ensaio, a densidade de corrente de

corrosdo aumentou na presenca de BRS.

Palavras-chave: corrosdo microbiologicamente induzida; bactérias redutoras de sulfato;

polarizacéo



ABSTRACT

Sulfate-reducing bacteria (SRB) play an important role in the corrosion of alloys exposed
in marine habitats, wet soils and oils. The sulfate reduction by these bacteria results in
production of H,S, which may influence processes in the anodic and cathodic corrosion
of materials. In this work, the behavior of microbial corrosion in carbon steel AISI 1020
was evaluated in Postgate C medium, in the presence and absence of SRB, which were
isolated from a layer of rust on a pipeline submerged in Guanabara Bay - Rio de
Janeiro. The corrosion rate and the electrochemical behavior of steel in the two
conditions were investigated by weight loss and potentiodynamic polarization methods.
Biofilm formation and corrosion products on the steel surface were observed by
scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive spectroscopy (EDS). In
addition, the quantification of BRS (planktonic and sessile) was carried out by the most
probable number method (MPN). The presence of SRB in the medium caused the shift
of corrosion potential to more negative values in all experimental times studied,
indicating an increase in corrosion. In the weight loss tests, the corrosion rate was
higher in the absence of BRS, probably due to the formation of a biofilm on the metal
surface in the tests with inoculum, and to a smaller trend of general corrosion with this
kind of medium. SEM micrographies revealed the presence of cellular aggregates on the
surface of mild steel during the experiment and the presence of deep pittings after the
biofilm removal, showing that this kind of corrosion was prevalent . With 35 days of

asseys, the corrosion current density increased in the presence of BRS.

Keywords: microbiologically induced corrosion, sulfate-reducing bacteria; polarization
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INTRODUCAO

As bactérias estdo distribuidas na natureza de forma ampla e apresentam
tendéncia em aderir a superficies que oferecam condicbes favoraveis ao seu
desenvolvimento. A interacdo de bactérias com superficies metalicas resulta na
formacgéo de biofilmes, que podem afetar severamente a cinética de reagfes catodicas
e/ou anddicas de um processo corrosivo (XU et al., 2007).

A corrosdo microbiologicamente induzida (CMI), também chamada biocorroséo,
€ um processo eletroguimico de dissolu¢cdo metdlica iniciada ou acelerada por micro-
organismos e por suas atividades metabdlicas (VIDELA, 2003). Uma parte significativa
deste processo deve-se a corrosdo influenciada por bactérias redutoras de sulfato
(BRS).

As BRS sao o principal grupo de micro-organismos envolvido nos casos de
biocorrosdo, seja pela producdo de metabdlitos corrosivos ou pelo mecanismo de
despolarizacdo catddica, acelerando a reacdo anddica no substrato (VIDELA, 2003).
Estas bactérias causam corrosdo em estruturas metalicas, revestimentos de pocos
petroliferos, partes externas de tubulacdes enterradas, pocos de agua profundos,
sistemas de resfriamento, dentre outros (GENTIL, 2007).

A presenca de BRS em ambientes marinhos, contendo derivados de petrdleo,
detectada em 1926, foi rapidamente reconhecida como responsavel pela producédo do
gas sulfeto de hidrogénio (H,S), que € toxico e corrosivo ao ambiente (MIRANDA et al.
2006). A formacao intensiva de H,S em reservatorios de petréleo tem se tornado um
dos maiores problemas na industria petrolifera devido ao aumento do uso da agua do
mar como meio de recuperacdo secundaria de petroleo (PENNA et al., 2003).
Geralmente nestes casos, nota-se o odor caracteristico do gas sulfidrico na agua do
mar, observando-se também a corrosdo de equipamentos. Além disso, este gas pode
agir diretamente como agente corrosivo ou reagir com os componentes do petroleo
formando sulfetos organicos altamente corrosivos (GENTIL, 2007).

Em ambiente marinho de aguas profundas, a CMI ocorre em condi¢gdes muito
especificas, sendo caracterizada, principalmente, pela auséncia de O,, pela presenca

de gases como CO, e H,S e grande quantidade de cloretos dissolvidos na agua



(MARIANO et al., 2006). A forma de corrosdo gerada €, na maioria das vezes, do tipo
localizada, altamente perigosa, j que sua deteccao é dificil (MARANGONI, 2010).

Varios mecanismos foram descritos para explicar a contribuicdo das BRS nos
processos de corrosdo, tais como: despolarizacdo catddica, formacdo de células de
aeracdo diferencial, producdo de sulfeto e substancias poliméricas extracelulares
(SPE). Uma grande variedade de técnicas microscépicas e eletroquimicas foram
revistas por diversos autores em relacdo a sua utilizacdo na avaliacdo da biocorrosao
(BEECH e GAYLARDE, 1999). Além disso, o isolamento e a identificacdo de micro-
organismos envolvidos na CMI de metais constituem importantes ferramentas para o
entendimento do processo.

Entretanto, é necessario ter atengcdo com a interpretacdo dos dados fornecidos
pelos métodos eletroquimicos, porque a CMI raramente € interpretada por um unico
mecanismo, ou raramente é causada por uma Unica espécie de micro-organismos
(MIRANDA et al.,, 2006). Gracas a interacdo de areas tdo dispares como a
microbiologia, a eletroquimica e a ciéncia dos materiais é que os processos de CMI vém
sendo melhor compreendidos.

Dessa forma, faz-se necessario, cada vez mais, estudar o comportamento das
BRS na corrosao de acos a fim de evitar os danos causados por este tipo de corroséo
ou buscar alternativas para diminuir o custo com a manutencao de equipamentos em

ambientes tdo agressivos.

Objetivos

O objetivo geral do trabalho foi avaliar o processo de corrosdo microbioldgica do
aco carbono 1020, em agua do mar sintética, em condigbes de anaerobiose, na

presenca e na auséncia de BRS, apresentando como objetivos especificos:

e Avaliar a acdo de uma populacdo de BRS, isoladas de uma tubulagéo
submersa na Baia de Guanabara, na corrosdo do aco carbono em agua do

mar sintética através de curvas de polarizacdo e perda de massa;



e Correlacionar parametros como pH e crescimento microbiano com a taxa de

corrosao do material metalico;

e Qualificar os produtos de corroséo atraves de andlises de difragédo de raios X
(DRX) e espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS);

e Examinar a formacdo do biofiime aderido a superficie do metal e,
posteriormente, a presenca de pites apos a remocao destes biofilmes, através

de microscopia eletrdnica de varredura (MEV).

O presente trabalho visa contribuir para um maior entendimento do processo de
corrosdo microbiolégica do aco no meio em questdo. Assim, no Capitulo 2 deste
trabalho sera apresentado o levantamento bibliografico a respeito da atuacédo das BRS
na corrosdo microbiolégica do aco carbono 1020, das técnicas utilizadas para monitorar
a corrosao, além das técnicas de mitigacao utilizadas no combate a CMI. No Capitulo 3
serdo apresentadas as metodologias experimentais utilizadas nas andlises
microbiolégicas e fisico-quimicas, nos ensaios de corrosdo e nos ensaios de
caracterizacao da superficie corroida. No Capitulo 4 seréo apresentados e discutidos os
resultados obtidos durante o trabalho experimental. No Capitulo 5 serdo apresentadas
as conclusdes obtidas a partir deste trabalho, seguidas das sugestbes para futuros
estudos. Por fim, no Capitulo 6 serdo apresentadas as bibliografias utilizadas para o

desenvolvimento do presente trabalho.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Aspectos gerais da corrosdo

A corroséo é definida como o resultado de modificagdes ocorridas em materiais,
na maioria das vezes metalicos, devido a acdo quimica e/ou eletroquimica do meio
ambiente, associada ou ndo a esforgcos mecanicos (GENTIL, 2007). A corroséo
quimica, também conhecida como corrosdo seca, por ndao necessitar de agua,
corresponde ao ataque de um agente quimico diretamente sobre o material, sem
transferéncia de elétrons de uma area para outra (DUTRA e NUNES, 2006). J4 o
processo eletroquimico consiste numa reagcdo anddica que implica na oxidacdo do
metal, onde ocorre a rea¢do de corrosdo, e numa reacao catddica baseada na reducédo
de uma espécie quimica.

O produto de corrosdo formado na superficie do metal exposta ao meio pode
gerar uma pelicula que, dependendo do metal, do meio e das condicbes em que se
processa a reacdo, pode apresentar diferentes propriedades. Em alguns casos, esta
pelicula pode bloquear as reacfes subseqientes no meio em questdo. Em outros,
porém, pode auxiliar e acelerar este processo.

A corrosdo pode causar danos em infra-estrutura de aco expostas a ambientes
diversos, em especial o0 ambiente marinho, objeto do presente estudo, como ocorre nos
casos de pontes, embarcacfes, plataformas e sistemas de oleoduto (DUAN, 2008).
Véarios sdo os fatores ambientais que afetam o processo corrosivo e entre eles
destacam-se: a temperatura, a umidade, as substancias quimicas, bem como os micro-
organismos presentes no meio, sejam estes, bactérias, fungos e/ou virus (SILVA,
2008).

Segundo Gentil (2007), h& varias formas de corrosdo: corrosdo generalizada ou

uniforme, por pites, por placas, alveolar, intergranular, transgranular e filiforme.

Corrosdo generalizada ou uniforme — Processa-se de modo uniforme em toda

superficie atacada. Esta forma € comum em metais que ndo formam peliculas

protetoras como resultado do ataque.



Por pites — Ocorre quando o desgaste provocado pela corrosdo se da sob forma
bastante localizada e de alta intensidade.

Por placas — Ocorre em areas localizadas da superficie metalica, formando placas com

escavacoes.

Alveolar — Presenca de sulcos, apresentando fundo arredondado e profundidade

geralmente menor que o seu diametro.

Intergranular — Se processa entre os gréos da rede cristalina do material metalico, o

qual perde suas propriedades mecanicas e pode fraturar quando solicitado por esforcos

mecanicos, tendo-se entdo a corrosao sob tensao fraturante.

Transgranular — E similar a corros&o intergranular, porém a corrosao ocorre nos graos

da rede cristalina, podendo ocorrer fraturas no menor esforco mecanico.

Filiforme — Processa-se sob a forma de finos filamentos, sem profundidade, que se
propagam em diferentes direcBes. Ocorre geralmente em superficies metalicas

revestidas com tintas.

Além das variadas formas de corrosdo, ha também os tipos de corrosdo de
natureza eletroquimica que se processam de acordo com 0 meio corrosivo, o tipo de
metal e com o0 aspecto da corrosdo (DUTRA e NUNES, 2006). Na literatura séo listados

diversos tipos de corrosao:

Galvanica — Caracterizada pela presenca de dois metais com diferentes potenciais, em
contato com um eletralito.
Em frestas — Ocorre quando os metais estdo sujeitos a corrosdo por aeracao

diferencial, normalmente em juntas soldadas com chapas sobrepostas.



Atmosférica — Relaciona-se aos processos corrosivos em estruturas aéreas,
dependendo da umidade relativa do ar, do teor de sais em suspensédo e do teor de

gases.

Pelo solo — Ocorre em estruturas enterradas, sendo geralmente tubulagdes, cabos de

transmissao de energia, dentre outros.

Pela agua — Ocorre em estruturas em contato com meio aquoso, tais como: estacao de

piers, tubulacbes enterradas, embarcacdes, instalacbes de dgua de refrigeracéo.

Microbioldgica — Ocorre sob a influéncia mais frequentemente de bactérias.

Conhecer a caracterizacdo quimica e estrutural de superficies e interfaces
suscetiveis a corrosao, além do comportamento eletroquimico em certo ambiente sédo
aspectos importantes do estudo da corrosdo, pois uma liga metalica pode corroer em
certo ambiente e apresentar-se estavel em outro (PAGNIN, 2008).

Neste trabalho serd abordada a corrosdo microbioldgica do aco carbono em
ambientes marinhos. Desse modo, 0s aspectos da corroséo a serem estudados estarao

restritos a estas condicdes e serdo apresentados a seguir.

1.2 Casos de corrosdao em materiais ndo-metalicos

7

A biodeterioragcdo € uma mudanca indesejavel que ocorre em varios tipos de
materiais causada por micro-organismos. Essa definicho é mais ampla do que a
biocorrosdo porque além de causar danos em superficies metélicas, a biodeterioragéo
causa danos em rocha, madeira, materiais processados e refinados (combustiveis,
lubrificantes, pinturas, plasticos), sistemas de transporte de veiculos, dentre outros
(VIDELA, 2003).

Saiz (2000) relata a biodeterioracdo em monumentos de pedra, uma vez que

este material € considerado predisposto a colonizagdo por micro-organismos. Fatores



como umidade, luz e a natureza quimica do substrato influenciam o crescimento
microbiano. Os organismos envolvidos neste processo geralmente s&do fungos,
cianobactérias e liquens (VIDELA, 2003).

A biodeterioracdo de combustiveis ja causou muito prejuizo para o setor aéreo
devido ao metabolismo das BRS. A producéo de sulfeto de hidrogénio induzia a
corrosdo localizada em tanques, em sistemas de injecéo e tubulagbes de distribuicdo
de combustivel, além de sua contaminacéo.

Um substrato com potencial para a biodegradacdo € o material polimérico. Esta
classe de material sofre agcdo por micro-organismos heterotréficos, como bactérias e
fungos. A biodegradabilidade de um polimero depende da massa molar, da
cristalinidade e das formas fisicas. Um polimero de alta massa molar resulta na
diminuicdo acentuada da solubilidade, o que os torna desfavoravel para um ataque
microbiano, (GU et al., 2000).

As rochas sedimentares, principalmente o calcario, utilizadas na construgdo de
monumentos e edificios histéricos tem sido bastantes investigadas devido a
biodeterioracdo causados por diversas comunidades de micro-organismos, sendo

extremamente suscetivel a cianobactérias e algas (MILLER et al., 2009).

1.3 Corrosao microbioldgica

A corrosdao microbiolégica, também chamada biocorrosdo, € um processo
eletroquimico de dissolu¢cdo metalica iniciado ou acelerado por micro-organismos e por
suas atividades metabdlicas. A partir da década de 80, passou-se a adotar a palavra
‘influenciada ou induzida® nos casos de corrosdo microbiologica. Na literatura
encontramos duas formas usuais de denominagdo: corrosao microbiologicamente
induzida (CMI) ou corrosao induzida microbiologicamente (CIM) (VIDELA, 2003). Para
efeito de padronizacéo sera adotada neste trabalho ora o termo biocorroséo, ora a sigla
CMIL.

O crescimento microbiano em ligas metalicas de uso industrial afeta o
desempenho de estruturas ou componentes de uma planta de diversas maneiras: (a)

diminui a transferéncia de calor em sistemas de trocadores de calor; (b) induz a
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corrosao de material estrutural; (c) aumenta os custos de bombeamento; (d) causa
corrosdo sob tensao; (e) bloqueia sistemas de filtragem; e (f) deteriora o produto final
(VIDELA e HERRERA, 2005).

Ha mais de meio século, as industrias petroliferas dos Estados Unidos e da
Europa j& registravam a ocorréncia de varios tipos de corrosdo em tubulacdes e
equipamentos utilizados na extracdo de petréleo e gas, quando expostos a meio
contendo ions de cloreto. Portanto, a partir de 1990, com o avanco mundial da
producdo de petrdleo e gas em reservas maritimas e as pesquisas para O
conhecimento de novos materiais, 0 estudo sobre 0s mecanismos de corroséo e
técnicas de mitigacéo, tém sido cada vez mais reconhecidos como ponto crucial para o
desenvolvimento de novas tecnologias (GARVERICK, 1994; IKEDA e UEDA, 1994).

1.3.1 Formas de corrosdo microbiol6gica

As formas de corrosdo promovidas pela interagdo dos micro-organismos com a
superficie dos metais sdo numerosas. Podemos citar a corrosao por pite, o ataque por
frestas, a corrosdo sob tensdo, e corrosdo intergranular. Embora a corrosao
generalizada também ocorra, a maioria dos casos relatados de biocorroséo € associada
ao ataque localizado (BEECH e GAYLARDE, 1999).

A corrosao por pites, também chamada corrosédo puntiforme, é a principal forma
de corrosdo microbiolégica. Caracteriza-se por apresentar cavidades localizadas na
superficie do metal que apresentam o fundo em forma angulosa e a profundidade
geralmente maior do que o seu diametro, ocorrendo em pontos ou em pequenas areas
localizadas (GENTIL, 2007). Na Figura 1 é possivel verificar e comparar a corroséao
uniforme e a corrosao localizada por pite, normalmente gerada em ligas passivadas,

como acos inoxidaveis e aluminio.
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corrosdo uniforme

SR R B ORE

METAL BASE

corrosdo por pites

Figura 1: Esquema representativo da corrosédo uniforme e por pites. Fonte: Anunziato,
2008.

Varios séo os fatores que influenciam a formacgéo de pites. Entre eles destacam-
se 0s elementos quimicos da liga metalica, a espessura e as propriedades eletronicas
do filme passivo de 6xido, assim como a composicao do eletrélito, pH e temperatura
(GAYLARDE e VIDELA, 1995).

As perdas econémicas geradas pela biocorrosdo nos revestimentos metalicos de
tubulacdes ndo sdo oficialmente dimensionadas. Porém, estima-se que cerca de 20%
do custo de corrosdo € devido a corrosdo microbiolégica, dos quais uma parte
significativa é devido a corrosdo influenciada por bactérias redutoras de sulfato (BRS)
(HEITZ, 1996). Estes micro-organismos foram relatados por causar pites em materiais
inertes como titdnio, mesmo na auséncia de ions cloreto (ISMAIL et al. 1999; RAO et
al., 2005). As BRS também causam corrosao por pites principalmente sobre ligas de
ferro, caracterizando-se por apresentar produtos de corrosdo pouco aderentes, de cor
escura e geralmente com odor caracteristico de sulfeto de hidrogénio. Este tipo de
corrosdo é gravissimo, pois em muitos casos pode perfurar as paredes de tubulacdes
ou de tanques de armazenamento em um curto espaco de tempo (VIDELA, 2003). A
presenca de um filme e ou de um produto de corrosédo pouco aderente também é
caracteristica da CMI, como sera visto a seguir.

Pesquisas recentes tém demonstrado que 0s agos inoxidaveis (316L e duplex

2205) sdo suscetiveis a biocorrosdo e a corrosdo localizada por ions cloreto e

compostos reduzidos de enxofre, este ultimo caso em decorréncia da acdo microbiana.
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Apesar de possuirem boa resisténcia contra a corrosdo, varios casos de biocorrosao
vém sendo relatados na literatura. A preocupacao é iminente, pois 0s acos inoxidaveis
tém sido usados cada vez mais em sistemas de resfriamento de agua, nas indastrias

quimicas e petroguimicas, e no setor de energia (XU et al., 2007).

1.4 Biofilmes

Em ambientes aquéaticos, os micro-organismos tém uma tendéncia em aderir e
colonizar superficies metdlicas. O crescimento microbiano acarreta na formagéo de
biofilmes que acabam influenciando fisica e quimicamente na deterioracdo do metal.
Assim, a interacdo da bactéria com a superficie do metal resulta na formacdo de
biofilmes, num processo conhecido como biofouling (VIDELA, 2003).

Biofilme é um agregado celular disforme que comeca a ser formado
imediatamente apds a imersao de metais em solu¢do aquosa e seu efeito geral é tornar
o ambiente quimico na superficie metalica diferente da solucdo criando, concentracdes
de células que facilitem e estabilizem a corroséo localizada (GEORGE, 2003).

Os biofilmes sdo formados por células microbianas, substancias poliméricas
extracelulares (SPE) e substancias organicas adsorvidas (BEECH, 2003). Cerca de
80% a 90% da massa total dos biofilmes s&o constituidos de dgua (PENNA, 2004).

As SPE sdo uma mistura complexa de macromoléculas, tais como proteinas,
polissacarideos, lipidios e &cidos nucléicos. Sua composi¢ao varia de acordo com as
especies microbianas, estado fisiologico das células e fatores ambientais. A presenca
de SPE no biofilme além de facilitar a aderéncia bacteriana ao substrato, pode ter uma
acdo protetora a diferentes produtos quimicos usados como inibidores de corrosao.
(BEECH et al., 2005).

De acordo com Videla e Herera (2005), as etapas de formacéo de biofilmes se
iniciam com uma fina pelicula (cerca de 20-80 nm de espessura) de ions inorganicos e
compostos organicos de massa molecular relativamente elevada. Este filme inicial pode
alterar as cargas eletrostaticas e a molhabilidade da superficie do metal, facilitando
ainda mais a sua colonizacado por bactérias. Em geral, primeiro inicia-se a adeséao e

colonizac&o por micro-organismos aerébios. Em um curto espaco de tempo (minutos ou
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horas dependendo do meio aquoso em que o metal foi imerso), ocorre o crescimento

microbiano e a producdo de SPE, resultando assim no desenvolvimento do biofilme.

Posteriormente acontece o crescimento de micro-organismos anaerébios internamente

ao biofilme, como mostra a Figura 2.

Adesao
(adeséo de um

células a uma
superficie sélida
apropriada)

Colonizacao
(comunicagao

pequeno nimero de intercelular,

crescimento e
sintese de
polissacarideos)

O gD O
0= alBrand 25050

Desenvolvimento
(aumento do cresci-
mento e dos polissa-
carideos)

Figura 2: Representacdo das etapas de formacéo de biofilme. Fonte: Madigan et al.
2010.

Em ambientes marinhos a presenca de biofilmes em agos carbono pode acelerar

a taxa de corrosao, tornando-a bastante severa (BEECH, 2003). Além disso, acarreta

em problemas como a perda de eficiéncia de equipamentos, reducdo da capacidade de

troca térmica e contaminacao de aguas (LUTTERBACH e FRANCA, 1997).

A biodeterioracdo que ocorre em metais e suas ligas, devido a formacdo de

biofiimes, tem tido grandes implicacbes econdmicas e ambientais. Muitos setores

industriais como 06leo e gas, energia nuclear, de transportes e engenharia civil sofrem

problemas severos de poluicdo, salde e seguranca se arriscando a ter perdas

financeiras significativas como resultado do desenvolvimento de biofilme (HAMILTON,

1985; FLEMMING, 1996).
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1.5 Micro-organismos envolvidos na CMI

Numerosos micro-organismos sao conhecidos por promover a corrosao em ligas
de ferro. Os principais tipos de bactérias associados a corrosdo sao as bactérias
redutoras de sulfato (BRS), bactérias oxidantes de enxofre, bactérias oxi-redutoras de
ferro, bactérias produtoras de &cido e bactérias produtoras de exopolimeros. Na
natureza, estes micro-organismos podem coexistir em biofilmes formando consorcios
(sinergismos) que podem intensificar os processos eletroquimicos (BEECH e
GAYLARDE, 1999). Segundo Mansfeld (2007), as bactérias produtoras de acido séo a
principal causa da CMI em agos carbono.

Devido a grande variedade de atividades fisiol6gicas realizada por diferentes
grupos de micro-organismos, tem sido identificado na literatura varios mecanismos de
biocorrosdo. Vale ressaltar que na natureza estes micro-organismos nao agem
isoladamente e sim em consorcio, em diversos ambientes (BEECH e GAYLARDE,
1999).

Embora a participacdo dos micro-organismos no processo corrosivo tenha sido
comprovada no inicio do século passado, apenas nas Ultimas duas décadas foi dada a
devida importancia aos problemas causados pela biocorroséo. Este fato ocorreu devido
ao uso de técnicas mais avancadas de avaliacdo da corrosdo como microscopia
eletrdnica, microeletrodos especificos (capazes de explorar a interface metal/solucéo),
analises microbiolégicas e metodologias especificas para deteccdo de corrosao
localizada. Isso torna possivel entender melhor a participagdo dos micro-organismos na
deterioracdo de materiais, 0 que por sua vez contribuird para o controle da corrosao
(VIDELA, 2003).

Como pode ser observado, varios micro-organismos estdo envolvidos no
processo de biocorrosédo. Raramente, a participagdo dos micro-organismos na corrosao
€ realizada através de um mecanismo simples ou por uma uUnica espécie microbiana
(VIDELA e SALVAREZZA, 1994).

A sequir, serdo descritos os principais organismos reconhecidamente envolvidos

nos casos de biocorrosao.
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1.5.1 Algas

As algas sdo eucariotos microbianos, autotréficos fotossintetizantes originados a
partir de endossimbiose primaria (englobamento e a retencdo de uma cianobactéria por
uma célula eucaridtica heterotréfica). Podem ser encontradas tanto no solo como em
hébitats aquéticos, sendo os principais produtores da cadeia alimentar (MADIGAN,
2010).

Segundo Galvao (2008), o processo de biocorrosdo provocado por algas esta
relacionado ao favorecimento do crescimento de outros micro-organismos presentes no
biofilme. A atividade das algas nos biofilmes gera oxigénio, que favorece a producéo de
SPE pelas bactérias, criando condicdo de anaerobiose, a qual propicia atividade das
BRS, conseqlentemente promovendo a corrosédo das superficies abaixo dos biofilmes.

O crescimento das algas em simbiose com outros micro-organismos também
modifica o pH e forma pilhas de aeracéao artificial (GONCALVES, 2002).

1.5.2 Fungos

Os fungos séo seres eucariotos, heterotréficos, sendo a maioria pluricelular.
Apresentam parede celular espessa, rica em polissacarideos. Muitos fungos podem
crescer em ambientes extremos de baixo pH ou temperatura elevada. Os fungos séo
quimiorganotréficos (utilizam compostos organicos para obtencdo de energia),
geralmente apresentando exigéncias nutricionais simples, sendo a maioria aerdbia
(MADIGAN et al. 2010).

Os fungos sdo conhecidos por produzirem acidos organicos, contribuindo assim
para a CMI (BEECH e GAYLARDE, 1999). Alguns podem ocasionar corrosdo de
materiais metélicos como o cobre, ferro e aluminio, como também causar a
biodeterioracdo de madeira usada como enchimento de torre de resfriamento (GENTIL,
2007). Uma das espécies mais citadas na literatura € o fungo Hormoconis resinae, que
estd presente em combustiveis de aviacdo do tipo JP. O fungo utiliza os

hidrocarbonetos do combustivel como fonte de carbono e obtencéo de energia, gerando
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acidos orgéanicos. Esses acidos diminuem o pH do meio, favorecendo a corrosédo
(VIDELA, 2003).

1.5.3 Bactérias

1.5.3.1 Pseudomonas

Dentre as bactérias causadoras da biocorrosdo vale ressaltar as do género
Pseudomonas que sdo Gram negativas, aerébias e moveis. As bactérias com
metabolismo aerobio s&o consideradas as primeiras a formarem o biofilme
propriamente dito, como mencionado anteriormente no seu processo de formacao
(Figura 2). Podem ser aerobias totais ou apenas tolerantes ao oxigénio, e sdo as
responsaveis pelo fornecimento de condicbes ideais para bactérias anaerdbias, por
consumir todo o oxigénio ao longo do tempo (BEECH, 2004).

Pseudomonas sp sdo conhecidas pela producéo de polimeros extracelulares que
protegem as células contra ions metalicos e ajudam a aprisionar outras espécies de
micro-organismos — na maioria anaerébios -, contribuindo para o0 aumento da espessura
do biofilme (GONCALVEZ, 2002).

Segundo Videla (2003), a associacdo de Pseudomonas aeruginosa ao fungo
filamentoso do género Hormoconis e as BRS em biofiimes formados nas paredes
internas de tanques de combustivel de avides a jato, aparentemente, foram

responsaveis por graves casos de corrosdo do aluminio e suas ligas.

1.5.3.2 Bactérias oxidantes de ferro

As bactérias oxidantes de ferro sdo pertencentes a um grupo amplo e
diversificado de micro-organismos que possuem como metabolismo basal a oxidag&o
do fon ferroso (Fe?") a ion férrico (Fe®*"), constituindo-se assim um conjunto de micro-
organismos potencialmente capazes de provocar e/ou acelerar a corrosao.

As bactérias ferro-oxidantes sdo capazes de crescer quimiolitotroficamente em

valores de pH abaixo de 1, exibindo 6timo crescimento em pH 2-3. As espécies mais
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conhecidas sédo Acithiobacillus ferrrooxidans e Leptospirillum ferrooxidans. Em pH
acido, apenas uma pequena quantidade de energia € liberada por tal oxidagéo e, por
essa razao, estas bactérias precisam oxidar grandes quantidades de ferro, para que
possam crescer (MADIGAN et al., 2010).

Outros géneros bastante citados nos casos de biocorrosdo sdo Gallionella,
Crenothrix e Clonothrix que também oxidam Fe?* a Fe**. O produto dessa oxidacdo é
geralmente o hidroxido férrico Fe(OH)s, que por ser insollvel, precipita sobre as
superficies, formando células de aeracéo superficial, favorecendo a corrosao (VIDELA,
2003).

1.5.3.3 Bactérias oxidantes de enxofre

As bactérias oxidantes de enxofre sdo bactérias quimioautotréficas aerdbias que
utilizam o diéxido de carbono como principal fonte de carbono e o enxofre como fonte
de obtencédo de energia (VIDELA, 2003). Os compostos sulfurados mais comumente
utilizados como doadores de elétrons séo o sulfeto de hidrogénio, enxofre elementar e o
tiossulfato. O género Acidithiobacillus € o mais estudado deste grupo. Um dos produtos
da reacdo de oxidacdo do enxofre em sua forma reduzida corresponde ao ion H* que
promove a diminuicdo do pH do meio, tornando-o mais acido. O &cido formado pelas
bactérias sulfurosas é um acido forte, o acido sulfurico (H,SO,), e funciona como
agente corrosivo (GENTIL, 2007).

As reacOes causadas por bactérias do ciclo do enxofre tém importancia
significativa do ponto de vista industrial e ambiental. A acidificacdo, um fenbmeno que
vem ocorrendo com freqiiéncia nos reservatorios de petréleo offshore e onshore diminui
a qualidade do petréleo e gas e vem causando severos riscos de corrosdo na producéo,

transporte, processamento e instalagées na industria petrolifera (TANG et al., 2009).
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1.5.3.4 Bactérias redutoras de sulfato

As BRS sao o principal grupo de micro-organismos envolvidos nos casos de
biocorrosdo, seja pela producdo de metabdlitos corrosivos ou pelo mecanismo de
despolarizacdo catddica, acelerando a reacdo anddica no substrato. Elas causam
corrosdo em estruturas metalicas, gerando um custo elevado na manutencdo de

equipamentos e materiais de sistemas de produgéo (VIDELA, 2003).

Morfologia e fisiologia das BRS

Morfologicamente, as BRS se apresentam como bacilos curvos (em forma de
virgula), as vezes espiralados, tendo de 0,5 a 1,0 ym de didmetro e 3,0 a 5,0 ym de
comprimento, podendo ocorrer como células isoladas, em pares ou agregadas. As BRS
podem ser méveis ou ndo e a grande maioria dos géneros € Gram-negativa. Sao micro-
organismos anaerobios, procariotos heterotréficos e crescem geralmente entre pH entre
5,5 e 9,0. Porém, tem sido observado que as BRS crescem melhor numa faixa estrita
de pH, entre 7,0 e 7,8 (GONCALVES, 2001). As BRS englobam espécies mesofilicas e
termofilicas, sendo a temperatura ideal de crescimento entre 25°C e 44°C, estando
relacionada ao ambiente de onde foram isoladas. De acordo com Weijma et al. (2000),
este é um fator que pode alterar o crescimento e a cinética de reducao do sulfato por
essas bactérias.

As BRS sempre foram consideradas anaerObias estritas e extremamente
sensiveis as baixas temperaturas até recentemente, quando pesquisadores comegaram
a questionar esses paradigmas. Descobriu-se que algumas espécies sao capazes de
tolerar oxigénio ou até mesmo sobreviver por periodos prolongados de exposi¢cdo ao
oxigénio molecular (BRUNE et al., 2000).

As BRS crescem bem em ambientes andxicos como, sedimentos de terra,
campos de Oleo e em reatores anaerobios empregados no tratamento de efluentes
(CETIN e AKSU, 2009). Frequentemente estas bactérias sdo encontradas no ambiente

em consorcios microbianos formando os biofilmes. Neste ambiente, o consumo de
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oxigénio, por meio da respiracdo das bactérias aerdbias presentes, propicia condi¢cdes
redutoras necessarias para o crescimento das BRS.

Originalmente, este grupo de bactérias foi classificado em dois géneros, o
Desulfovibrio (cinco espécies) e o Desulfotomaculum (sete espécies) (VIDELA, 2003).
Atualmente sdo conhecidas mais de 40 géneros desses micro-organismos,
coletivamente denominados bactérias redutoras de sulfato e bactérias redutoras de
enxofre, todos pertencentes ao Dominio Bacteria, a excecdo de uma espécie que
pertence ao Dominio Archae (MADIGAN et al., 2010).

O género Desulfovibrio € comumente o mais estudado por ser facilmente isolado.
Sao caracterizados por realizarem oxidagcdo incompleta de compostos organicos até
acetato. Sdo Gram-negativos, em forma de vibrios ou bacilos, podendo ser moveis
(MADIGAN et al., 2010). Quanto a temperatura, sao classificados como mesdfilos. Seu
hébitat € bastante diversificado, sendo encontrado em ambientes terrestres e aquéticos.
A espécie mais conhecida e relevante nos casos de biocorrosdo é Desulfovibrio
desulfuricans (PAGNIN, 2008).

Metabolismos das BRS

As BRS estéo divididas em dois grupos metabdlicos relacionados a oxidagéo do
acetato. O grupo | inclui os géneros Desulfovibrio, Desulfomonas, Desulfotomaculum e
Desulfobulbus, e utilizam hidrogénio, lactato, piruvato, malato, sulfonatos e certos
alcoois primarios (etanol, propanol e butanol) como doadores de elétrons, reduzindo
sulfato a sulfeto de hidrogénio, ndo sendo capazes de catabolizar o acetato. O grupo Il
inclui os géneros Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina e Desulfonema. Este
grupo especializou-se em oxidar completamente acidos graxos, como, lactato,
succinato e principalmente o acetato, a CO,. (Figura 3) (MADIGAN et al., 2010;
CROLET, 2005).
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Figura 3: Representagédo do metabolismo das BRS. O carbono orgénico entra como
doador de elétrons na reducao dos ions sulfato. Fonte: Videla, 2003.

O ion sulfato, a forma mais oxidada do enxofre, € um dos principais anions da
agua do mar utilizado por estas bactérias. O produto final da reducdo do sulfato é o gas
sulfidrico (H2S). (MADIGAN et al., 2010).

O H,S produzido € considerado um inibidor de crescimento quando presente em
concentracfes elevadas. De acordo com Barton e Tomei (1995) concentracdes de H,S
em torno de 544 mg/L sdo consideradas tdxicas, sendo inibitério para o crescimento
das BRS. Vale ressaltar que cada espécie tem sua tolerancia propria ao sulfeto.

O papel das BRS no ciclo biogeoquimico do enxofre € vital para muitos
processos bidticos e abibticos devido ao fato do sulfeto de hidrogénio ser téxico e poder
reagir com varios metais.

O ciclo biogeoquimico que descreve estas transformacdes é composto de muitas

reacoes de oxi-reducdo. A Figura 4 mostra as principais reacdes deste ciclo.
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Figura 4: Ciclo redox do enxofre. As oxidac¢des sdo indicadas pelas setas amarelas e as
reducdes, pelas setas vermelhas. As reacdes nas quais ndo ocorrem alteracées

redox estdo em branco. Fonte: Adaptado Madigan et al., 2010.

O H3S, que apresenta enxofre em sua forma reduzida, € produzido pela reducéo
bacteriana do sulfato (SO4> + 8H — H,S + 2H,0 + 20H). Na presenca de oxigénio, 0
sulfeto sofre oxidacdo espontanea em pH neutro. O enxofre elementar reduz-se a
sulfeto pela respiracao anaerdbia.

As reagbes bioquimicas que ocorrem durante o metabolismo das bactérias,
necessitam de doadores (agentes redutores) e aceptores (agentes oxidantes) de
elétrons.

A reducéo do sulfato pode ocorrer atraves das vias assimilativa ou dissimilativa.
Na assimilagcdo, o H,S formado é imediatamente convertido a enxofre orgénico, sob a
forma de aminoacidos e outros compostos sulfurados organicos. Na via dissimilativa o
H.S é excretado (MADIGAN et al., 2010).

As BRS apresentam como principal caracteristica a utilizacdo do ion sulfato
como aceptor final de elétrons para realizacdo do seu processo bioenergético. O
ambiente propicio para o desenvolvimento desses micro-organismos requer valores de
potencial redox (En) menor que -100 mV (EPH) (POSTGATE, 1985). Embora bons

resultados de reducdo de sulfato j& tenham sido obtidos em ambientes com maiores
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valores de potencial (-75 mV), empregando acetato como substrato para as BRS
(BHATTACHARYA et al., 1996).

No processo de respiracdo anaerdbia, a reducdo do sulfato pelas BRS envolve a
transferéncia de oito elétrons (SO4% + 8H* + 8" — S* + 4H,0). Esta reacéo ocorre via
muitos intermediarios e requer uma variedade de enzimas (POSTGATE, 1984;
MADIGAN et al., 2010). O ion sulfato é quimicamente estavel, ndo podendo ser
reduzido antes da sua ativacéao inicial. A ativacdo do sulfato ocorre no interior da célula
por intermédio de uma molécula de alta energia, chamada adenosina trifosfato — ATP. A
enzima ATP sulfurilase catalisa a ligagdo de um ion sulfato a um fosfato do ATP,
levando a formacdo de adenosina fosfosulfato — AFS. Na reducdo dissimilativa do
sulfato, o sulfato presente na AFS é reduzido diretamente a sulfito (SO3%) pela enzima
AFS redutase, com a liberacdo de adenosina monofosfato (AMP). Na reducéo
assimilativa, outro fosfato é adicionado a AFS, gerando a fosfoadenosina fosfossulfato —
FAFS e somente o sulfato é reduzido. Em ambos os casos, o produto da redu¢édo do
sulfato é o sulfito. A partir da formacéo do sulfito, a enzima sulfito redutase catalisa sua
converséo em sulfeto (Figura 5) (MADIGAN et al., 2010).
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Excregido Compostos organicos
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por diante)

Reducao dissimilativa Reducao assimilativa
de sulfato de sulfato

Figura 5: Bioquimica da reducéo de sulfato: Reducédo assimilativa e dissimilativa. Fonte:
Madigan et al., 2010.
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O hidrogénio é um importante componente no metabolismo da maior parte das
BRS. Ele pode ser usado como Unica fonte de energia, na presenca de acetato ou CO,
como fonte de carbono. Algumas BRS sdo capazes de reduzir o sulfato a sulfeto pela
oxidacdo direta do hidrogénio atdmico, através de enzimas denominadas hidrogenases
(BRANDIS e THAUER, 1981). Este mecanismo de redugdo sera melhor discutido no
item 2.6.1.

No processo de reducédo dissimilativa do sulfato, as rea¢cdes que ocorrem durante
o transporte de elétrons estabelecem uma forca préton motiva que conduz a sintese de
ATP, catalisada por uma ATPase. Um dos principais carreadores de elétrons envolvidos
€ 0 citocromo c3, que recebe os elétrons de uma hidrogenase periplasmatica,
transferindo-os a um complexo protéico associado a membrana. Esse complexo carreia
0os elétrons através da membrana citoplasmatica tornando-os disponiveis as AFS
redutase e sulfito redutase (Figura 6) (MADIGAN et al., 2010; GONCALVES, 2001).

Exterior — Interior

" oH Lactato
- c° «———%¢ LDH ('

Piruvato Acetato]
* +
i CO,
E
oo

Figura 6: Transporte de elétrons e conservacao de energia nas BRS. LDH -
desidrogenase; H2ase - hidrogenase; cyt c3 - citocromo c¢3; Hmc - complexo de
citocromos; FeS - proteinas de Fe e S (flavodoxina e/ou ferredoxina); APS -

adenosina fosfosulfato. Fonte: Madigan et al., 2010
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A enzima hidrogenase localizada na parte externa da membrana plasmética
desempenha papel fundamental para conservacdo de energia durante a reducao de
sulfato realizada pelas BRS, seja na presenca de H,, per se, seja a partir de compostos
organicos como lactato. Durante a oxidacéo do lactato a acetato observa-se a formagéo
de H,, que é permeavel e difundi-se através da membrana. Esse H, produzido
atravessa a membrana plasmatica, sendo oxidado pela hidrogenase periplasmatica,

iniciando o estabelecimento de uma forca préton motiva.

1.6 Mecanismos envolvidos na biocorrosao

Os micro-organismos induzem, aceleram ou mantém a reacdo de corrosdo, em
uma interface metal/solucdo, sem alterar a natureza eletroquimica do fenémeno. Eles
modificam a resisténcia do material, seja pela sua interacéo direta na forma do biofilme
e/ou como resultado da formacao de metabdlitos corrosivos. (VIDELA, 2003).

Serdo apresentados a seguir alguns dos principais mecanismos estabelecidos que

0S micro-organismos utilizam para acelerar a corrosao de superficies metalicas.

1.6.1 Despolarizacdo Catddica

A primeira interpretacdo eletroguimica de um caso de biocorroséo mencionado na
literatura foi a teoria da despolarizacdo catddica proposta por Von Wolzogen Kuhr em
1923 (GENTIL, 2007). Este mecanismo assume que as BRS removem hidrogénio
atomico da superficie metélica, através de uma enzima denominada hidrogenase. A
bactéria utiliza o hidrogénio da area catddica para reduzir sulfato a sulfeto, ocasionando
aceleracdo da corrosdo, ou despolarizacdo da referida area (Figura 7). (MANSFELD,
2007).
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Figura 7: Diagrama esquematico de uma superficie catédica em um processo de
corrosdo anaerobica, no qual o H" é reduzido para H sobre a superficie do metal.
Adaptado de Jack, 2002.

A dissociacdo da agua, que esta presente no ambiente, resulta na formacao de
hidrogénio molecular que se adsorve a superficie do metal, polarizando-a e, por
conseguinte impedindo a evolucdo do processo corrosivo, uma vez que detém a
recombinacdo de atomos de hidrogénio na area catddica. A atividade hidrogenasica das
bactérias acaba despolarizando o catodo, acelerando indiretamente a rea¢do anddica
da dissolucéao do ferro.

A reducéo do ion sulfato a ion sulfeto € gerenciada pelo ganho de elétrons. Além
do sulfeto sdo gerados bissulfetos, hidrogénio sulfetado, e substancias intermediarias
como tiossulfatos e politionatos (VIANA, 2009).

O conjunto de reagfes envolvidas na teoria da despolarizacéo catddica € mostrado

a seguir (VIDELA, 2003; GENTIL, 2007):

Dissolucdo metalica: 4Fe — 4Fe* + 8e” (anodo) (1)
Reduc&o da agua: 8H,0 + 8e” — 8H" + 80H™ (catodo) (2)

Consumo microbiano de H:  SO,?+ 8H — S + 4H,0 (3)
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Caso haja presenca de &cido carbdnico: 2H,CO3 + S* — 2HCO3 + H,S  (4)
Produtos de Corrosdo: 4Fe + 2H,0 + SO4* + 2H,CO3 — 3Fe(OH), + FeS +

2HCO3 (5)

Observa-se que a acao corrosiva ndo é devido somente ao H,S gerado. A
validade deste mecanismo, porém é questionavel devido ao fato da concentracdo de
hidrogénio atdmico compreendido na faixa de pH entre 5,5 e 8,5 ser muito pequena
(LITTLE et al.,, 1997). Quando a concentracdo de Fe®" é pequena, pode ocorrer a
formacao de sulfeto de ferro (FeS) que fica aderido a superficie metélica, ocasionado a
polarizacdo da area anddica, diminuindo, assim, o processo corrosivo. Porém, em
concentracdes mais elevadas de Fe?*, h4 formacao de sulfeto de ferro, floculento, néo-
aderente, que intensifica o processo corrosivo (GENTIL, 2007). Além disso, estudos
recentes de Videla e Herrera (2005) mostram que a teoria da despolarizacao catddica
desconsidera o efeito corrosivo dos produtos de corrosao (sulfeto de hidrogénio e/ou
sulfeto ferroso) e a acdo dos demais micro-organismos envolvidos no processo,

admitindo apenas a acao das espécies que utilizam o H, como fonte de energia.

1.6.2 Criacao de células de aeracéo diferencial

A atuacdo dos micro-organismos Nno processo corrosivo pode ocorrer também
através do consumo desigual de oxigénio em areas localizadas, formando células de
aeracdo diferencial. Este mecanismo ocorre por meio de uma distribuicdo n&o

homogénea dos depadsitos biologicos na superficie metalica (Figura 8).
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Figura 8: Biocorrosao por aeracao diferencial. Fonte: Borenstein, 1994.

Observar-se na Figura 8 a origem de uma regido anaerobia sob a colénia
microbiana, resultado do consumo de oxigénio pela respiracdo aerdbia. Assim, ocorre 0
desenvolvimento de um tubérculo na area anddica, no qual se observa a formacao de
pites (corrosdo localizada). A medida que o pite cresce, ocorrem reacdes catodicas,
com a formacdo de ions hidroxila, e reacdes anddicas, com a formacdo de ions
metalicos de acordo com a composicao da superficie do material (GONCALVES, 2002).

Qualquer material metalico, ou liga submersa, que seja recoberta por um biofilme
de forma nao uniforme, estara exposto a regides aeradas e criara células de aeracao
diferencial (VIDELA, 2003).

1.6.3 Producdo de substancias corrosivas

Conforme comentado anteriormente (2.4) alguns micro-organismos Sao capazes
de produzir metabdlitos acidos (organicos ou inorganicos) que sao capazes de causar a
corrosdo. A producdo de &cidos favorece a ruptura de filmes protetores sobre o metal.
O sulfeto biogénico (H,S), derivado do metabolismo das BRS, pode entrar em contato
com a superficie metalica e destruir a camada de passivacdo do mesmo, intensificando
a corroséo (GALVAO, 2008).
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1.8 Métodos de monitoramento da biocorrosao

A complexidade das reacdes induzidas microbiologicamente requer um conjunto
de técnicas que deve ser empregado para relacionar os processos de Corrosao com a
atividade microbiana em superficies (BEECH e GAYLARDE, 1999).

Varios métodos tém sido utilizados na avaliacdo e no monitoramento da corroséo
microbiolégica tais como: métodos eletroquimicos, microbiolégicos, microscépicos,
fisico-quimicos, entre outros. Isso é importante, visto que a caracterizacdo completa de
um problema multidisciplinar como este, exige que véarios métodos de andlise e

monitoramento sejam usados em paralelo.

1.8.1 Métodos microbiolégicos

O foco dos programas de monitoramento da CMI tem sido principalmente na taxa
das populacdes planctdnicas em amostras de agua. Porém alguns questionamentos
surgem devido ao fato das populac¢des plancténicas nao refletirem o nimero correto de
organismos em biofilmes. Além disso, o comportamento das bactérias sésseis €
diferente daquele apresentado por bactérias de vida livre e daquelas cultivadas em
meios seletivos de isolamento. Os micro-organismos plancténicos sdo mais suscetiveis
a biocidas do que os micro-organismos sesseis do biofilme. Adicionalmente, a presenca
de SPE nos biofiimes dificulta a acdo dos inibidores de corrosdo. Assim, 0
monitoramento microbiolégico deve ser capaz de avaliar tanto a populacdo séssil como
a plancténica (VIDELA e HERRERA, 2005).

O primeiro passo €é observar macroscopicamente o metal afetado, pois
determinadas modificacbes que ocorrem na superficie do metal podem ser atribuidas a
presenca de micro-organismos. Em seguida, € preciso identificar e quantificar os micro-
organismos causadores da biocorrosdo. Segundo Gaylarde e Leal (1997) os
organismos associados ao processo de biocorrosdo que sédo geralmente isolados e

quantificados séo fungos filamentosos e bactérias (aerobias e anaerobias).
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Os métodos mais simples e tradicionais de contagem utilizam meios de cultura
seletivos (VIDELA, 2003).

1.8.2 Métodos de avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa da CMI

Além da avaliagdo microbiolégica, é necessaria a utilizacdo de técnicas
complementares para a caracterizagcdo completa de um processo de CMI. Por exemplo,
métodos que permitam visualizar o ataque corrosivo ou a presenca de biofilmes na
superficie do substrato metéalico, bem como informacdes sobre os produtos de corroséao,
sao fundamentais para o monitoramento e melhor entendimento da CMI.

Desse modo, a caracteriza¢do do processo de corrosao microbiolégica tem sido
complementada por uma variedade de técnicas microscopicas, tanto Opticas quanto
eletrbnica a fim de acompanhar alteracdes superficiais ocorridas em funcdo da CMI.

Recentemente, novas técnicas, como a microscopia eletrénica de varredura de
pressao variavel (MEV PV), a microscopia de forca atbmica (MFA) e a microscopia
confocal por varredura a laser (MCVL) tém sido empregadas no estudo de biofilmes e
nos fendmenos de biocorrosdo em geral (BEECH, 1999). Tais técnicas se caracterizam
por exigir pouco preparo do material sob estudo, o que é extremamente importante
quando se deseja analisar uma superficie que sofreu modificacdes em funcédo de
ataque corrosivo microbioldgico. E entdo possivel a obtencido de informacées sobre a
morfologia das células e das colénias microbianas aderidas sobre o metal, bem como
sobre a distribuicdo das mesmas na superficie, a presenca (ou ndo) de SPE e a
natureza dos produtos de corrosédo (cristalino ou amorfo). Estas técnicas também
podem revelar o tipo de ataque corrosivo sofrido pelo substrato quando submetido a um
processo de CMI (por exemplo, se corrosdo por pites ou uniforme), e permitem
visualizar alteragBes na microestrutura do metal e as caracteristicas da superficie, apos
remocao do biofilme e dos produtos de corrosdo (BEECH e GAYLARDE, 1999).

Em termos de analises quimicas, MARQUIS (1989) comenta sobre duas técnicas
gue vém sendo utilizadas para obtencao de informacdes elementares sobre os produtos
de corrosdo em superficies metalicas: difracdo de raios X (DRX) e a espectroscopia de

energia dispersiva de raios X (EDS). Com a primeira técnica é possivel determinar a
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espécie quimica do produto de corrosdo formado (se sulfetos ou éxidos do metal, por
exemplo), enquanto que a segunda técnica se obtém uma andlise elementar semi-
quantitativa do produto de corrosao superficial. Neste ultimo caso, a técnica pode ainda
ser aplicada a um microscopio eletrénico de varredura, permitindo simultaneamente a
observacéo e a determinagdo semi-quantitativa de locais selecionados na superficie.
Em todos os casos, a preparacdo da superficie para andlise é simples e ndo causa

prejuizo ao produto formado.

1.8.3 Métodos fisico-quimicos

Diante de um problema de biocorrosdo em instalacdes industriais, por exemplo,
devem-se analisar também as condicfes ambientais a fim de identificar o mecanismo e
0 tipo de micro-organismo envolvido na CMI. Fatores como temperatura, teor de
oxigénio, niveis de ions especificos como, sulfato, sulfeto e cloreto, além da faixa de pH
do meio corrosivo sao importantes indicadores para o desenvolvimento da biocorroséao,
pois influenciam diretamente o processo corrosivo e o metabolismo dos micro-
organismos (VIDELA, 2003). Assim, devem ser constantemente avaliados e
monitorados nos processos industriais, a fim de que a CMI possa ser prevista e,

possivelmente, evitada.

1.8.4 Métodos de engenharia de corrosdo

1.8.4.1 Métodos eletroquimicos

7

Como qualquer processo de corrosao, a CMI também é frequentemente
monitorada através de métodos eletroquimicos, obtendo-se dados importantes sobre os
efeitos deletérios da CMI. Técnicas como polarizacdo, espectroscopia de impedancia
eletroquimica, sondas de resisténcia elétrica, sdo muito citadas na literatura e fornecem

dados importantes para o conhecimento do processo da CMI.
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O conhecimento do valor do potencial de corrosdo também pode fornecer
informacdes importantes, tanto em aplicacdes praticas de técnicas de protecdo contra a
corrosdo como nas investigacdes de processos corrosivos (WOLYNEC, 2003).

No presente trabalho, os métodos eletroquimicos utilizados para 0 monitorameto

da CMI foram polarizagéo e perda de massa.

Polarizacdo

A polarizacdo de um metal € o afastamento do potencial de corroséo (Ecor),
também chamado potencial de circuito aberto, que € provocado pela passagem de
corrente por uma célula eletroquimica. Nesta metodologia, sdo obtidas curvas de
polarizacéo, que relacionam o potencial e a corrente (i) ou a densidade de corrente (I)
que é a corrente dividida pela area de material exposta as reagdes eletroquimicas. Os
ensaios de polarizacdo visam proporcionar ao metal exposto ao meio sob estudo,
condicBes simuladas similares aquelas em que se encontra no ambiente natural
(atmosfera, industria, etc), quando o afastamento do E..r causa mudancas importantes
em sua superficie.

Tais curvas sao adquiridas através de um equipamento denominado
potenciostato, o qual atua sobre uma célula eletroquimica composta por trés eletrodos:
o eletrodo sob estudo, denominado eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia e
um contra-eletrodo. Sua principal caracteristica é impor ao eletrodo de trabalho o
potencial de eletrodo desejado. Existem dois métodos convencionais utilizados no
levantamento das curvas de polarizacdo: método potenciostatico e galvanostatico
(GENTIL, 2007).

No método potenciostatico aplicam-se valores discretos, crescentes ou
decrescentes ao potencial de eletrodo e mede-se a corrente resultante do processo. Ja
no método galvanostativo varia-se a intensidade de corrente que circula no sistema e
mede-se o potencial. A partir das curvas de polarizacdo € possivel a obtencéo de dados
que permitem mensurar a evolugdo do processo de corrosdo, de acordo com as
variaveis fisico-quimicas escolhidas (pH, temperatura, composi¢cdo do meio, tempo de

eXposicao ao meio, entre outros).
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Uma das formas mais usuais de apresentacdo de uma curva de polarizacao
ocorre pela relacdo entre a sobrevoltagem de um eletrodo e a densidade de corrente
correspondente. Esta relacdo foi estabelecida experimentalmente por Tafel, cuja

expressao matematica é dada pela equacéo (1):

n=azblogi(lei de Tafel) (1)
Sendo:
a e b — constantes de Tafel
n — sobretensdo em relagéo ao potencial de corrosao (E — Ecor)

i — densidade de corrente medida

A partir do potencial de corrosdo gerado, inicia-se a polarizacdo catédica e
anodica, medindo-se para cada sobrepotencial a corrente caracteristica. Conforme o
avanco da polarizagdo, os fendmenos catédico e anddico da reagdo se tornam
independentes e se aproximam das retas de Tafel de acordo com a equacao (1). Essa
extrapolacdo permite obter a corrente de corrosdo (GENTIL, 2007).

Sabendo que a equacdo de Tafel € de natureza logaritmica, uma das maneiras
mais convenientes de apresentar graficamente esta equacao € na forma de diagrama,
relacionando E vs. log i, conforme apresentado na Figura 9. A vantagem de utilizar esse
diagrama esta na visualizacdo, pois a parte das curvas em que € valida a equacéao de
Tafel é reta (WOLYNEC, 2003).
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Figura 9: (A) Curvas de polariza¢céo catddica e anddica e (B) Curva anddica mostrando
area de passivacao. Fonte: Nunes, 2007.

Toda regido anddica da curva de polarizacdo representa a faixa de potencial na
qual pode ocorrer a dissolu¢cdo anddica (corrosdo) do metal ou reacdes de interface
metal / solucdo, podendo haver oxidagdo de compostos da solucao utilizada. Além
disso, na regido anddica ativa, a densidade de corrente cresce com o aumento de
potencial, caracterizando corrosdo do metal (Figura 9 A). Na porcdo catddica, ou nos
potenciais abaixo do potencial de corrosdo, ocorrem as reacdes de reducdo que
complementam as reag6es anddicas (GENTIL, 2007).

Quando durante um processo de dissolucdo anddica, a curva de polarizacdo do
material apresenta decréscimos nos valores de corrente mensurados e potenciais mais
nobres, ou seja, menos ativos que o normalmente apresentado em meios onde se
dissolveria rapidamente observa-se o processo de passivacao. Este processo depende
do material e do meio e, esta associado a formacao de uma pelicula na superficie do
material que melhora a sua resisténcia a corrosdo (GENTIL, 2007).

A curva da Figura 9B indica a formacado de peliculas protetoras quando o metal
sofre passivacao de algum tipo (ex: aco inox, aluminio em alguns meios). Quando ha
formacao de pelicula protetora, a corrente fica extremamente baixa, seguindo quase

paralela & ordenada do gréfico.

1.8.4.2 Métodos dos cupons de perda de massa

O uso de cupons de perda de massa pode ser aplicado tanto em meios aquosos
como em ambientes gasosos (GENTIL, 2007).

Apbs a realizacdo do ensaio de corrosao e limpeza do corpo de prova, verifica-se
a perda de massa, subtraindo-se da sua massa inicial a massa apés o ensaio. Como a
perda de massa € influenciada pela area exposta e tempo de exposicdo, essas

variaveis sdo combinadas e expressas em taxa de corrosao (GENTIL, 2007).
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As taxas de corrosdo expressam a velocidade do desgaste observado na
superficie do metal. A avaliagdo correta das taxas de corrosdo possui grande
importancia para a determinacdo da vida de equipamentos e instalacdes industriais
(GENTIL, 2007).

1.9 Métodos de prevencao e mitigacao da biocorroséo

A corrosdo em aguas profundas ocorre em condicbes muito especificas, sendo
caracterizada, principalmente, pela baixa concentracdo de O, e presenca de gases
como CO; e H,S, por uma populacdo microbiana caracteristica e grande quantidade de
cloretos dissolvidos na agua. Estudar alternativas para diminuir o custo de manutencao
com a corrosdo em ambiente tdo agressivo, faz-se necesséario (MARIANO et al., 2006).

Existem véarios métodos empregados para controlar ou evitar a formacdo da
biocorrosédo. A escolha do método, no entanto, depende da eficiéncia pretendida e da
estimativa de custos.

Devido a dificuldade em compreender o0s processos de biocorrosao e
bioincrustacdo, quando ocorrem problemas em equipamentos, na maioria dos casos,
estes ndo sao diagnosticados corretamente. Tais problemas vado desde grandes
contaminacdes microbianas e consequente perda da eficiéncia, a falhas estruturais
devido a corroséo. (VIDELA, 2002).

Métodos comumente utilizados para prevencdo e controle da corrosao
microbiolégica podem ser divididos em varias categorias: (I) procedimentos de limpeza,
(I biocidas, (I1) revestimentos; e (IV) protecao catddica (VIDELA, 2002).

A implementagcdo de métodos para prevenir a biocorrosdo devem abordar duas

guestdes fundamentais:

(I) a inibicdo do crescimento e / ou atividade metabolica de micro-organismos.
(I) modificacdo do ambiente em que o0 processo de corrosao ocorre para evitar a
adaptacao dos micro-organismos as condi¢des existentes.



35

A seguir serdo listados alguns métodos empregados para prevenir e controlar a

corrosao microbiologica.

1.9.1 Limpeza mecanica

A limpeza mecéanica é um método de eliminacéo fisica de qualquer produto de
corrosdo depositado em superficies. Inclui escovacéo, jatos d’agua de alta pressao e
passagem de “pigs”.

“Pig” € um termo utilizado para qualquer dispositivo que € inserido em um duto e
que viaja livremente, dirigido pelo proprio fluxo (agua, gas ou seu préprio fluido).
Durante o seu percurso, remove incrustacdes, depdsitos organicos, ou qualquer
material aderido.

A remocédo das camadas de biofilme pode ocorrer através do uso de “pigs” em
duto metalico de forma a limpar a parede do mesmo. O uso de “pigs” de limpeza é um
método preventivo indispensavel em tubulagfes internas, pois além de aumentar a vida
uatil e a eficiéncia de linhas de injecéo, auxilia o transporte de fluidos através dos dutos
(GONCALVES, 2002).

Este método ndo substitui o tratamento de agua e deve ser usado em conjunto
com um biocida. E importante considerar que este tipo de limpeza garanta a remogao
de qualquer depdsito da superficie, evitando assim a formacdo de pites (VIDELA,
2002).

1.9.2 Selecdo de materiais

Uma das maneiras de impedir ou minimizar os problemas causados pela
corrosdo € a escolha do material. Deve-se levar em conta fatores como o ambiente ao
qual sera exposto, o custo do material, a resisténcia a corrosdao do material no meio,
revisao do projeto e inspecdo (GONCALVES, 2002).
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1.9.3 Revestimentos

Geralmente, os revestimentos aplicados através da pintura constituem um bom
método de prevencdo contra a CMI. Contudo, imperfeicbes podem ocasionar a
formacdao de sitios preferenciais para um ataque localizado. Silicone e resinas tipo epoxi
sdo alguns tipos de revestimentos utilizados contra a corrosdo microbioldgica, ja que
n&o s&o téxicos (GALVAO, 2008).

Em sistemas abertos, onde ndo se podem usar biocidas, utilizam-se as pinturas
antifouling (utilizado para eliminar depoésitos, inorganicos ou bioldgicos, localizados
sobre a superficie metalica de equipamentos) como método de controle microbiano.
(VIDELA, 2003).

1.9.4 Limpeza quimica

Em geral, a limpeza quimica é aplicada apos a limpeza mecénica. Esse método
€ mais eficaz em espacos de dificil acesso e zonas de ataque localizado.

Na limpeza quimica sdo usados acidos inorganicos, acidos organicos e agentes
guelantes (compostos organicos e inorganicos capazes de formar complexos com ions
metabdlicos) (VIDELA, 2003).

O tratamento com substancias quimicas, denominadas biocidas, é um dos métodos
mais utilizados contra a CMI (VIANA, 2009).

1.9.5 Protecdo catddica

Protecdo catddica (PC) € uma técnica que elimina a corrosdo em estruturas
metalicas. Consiste em transformar a estrutura a proteger no catodo de uma célula
eletroquimica ou eletrolitica, ou seja, eliminam-se as areas anoddicas da superficie do
metal, fazendo com que toda a estrutura adquira comportamento catédico (DUTRA e
NUNES, 2006). Esta técnica € empregada em estruturas enterradas ou submersas e de

concreto armado.
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O emprego da técnica de protecdo catddica tem aumentado consideravelmente
nas Ultimas décadas devido aos milhdes de quildbmetros de tubulacdes enterradas e
submersas, as grandes instalac6es portuarias, embarcacdes de todos os portes e aos
tanques de armazenamento (DUTRA e NUNES, 2006).

1.9.6 Biocidas

Biocidas sdo substancias quimicas toxicas utilizadas para reduzir ou prevenir
contamina¢des microbianas. A utilizacdo de biocidas € o método mais empregado para
prevenir a corrosdo microbioldgica (PENNA, 2004). A desvantagem dos biocidas esta
relacionada principalmente a sua toxicidade, o que acarreta em riscos a saude humana
e ao meio ambiente (GENTIL, 2007). Os principais biocidas utilizados sao: cloro,
oz6nio, bromo, isotiazolina, sais quaternarios de amodnio, glutaraldeido e acroleina
(VIDELA, 2002). A acéo desinfetante de um biocida deve cumprir trés fungfes bésicas:
ser bactericida, fungicida e algicida.

Para uso industrial, um biocida deve ter seletividade na eliminacdo dos micro-
organismos, nao ser corrosivo para 0s metais do sistema, ter baixo custo, apresentar
adequada biodegradabilidade e ter a capacidade de manter o efeito inibidor diante de
outras substancias presentes no meio em condicdes semelhantes as de operacao
(VIDELA, 2003).

Estudos tém mostrado que o uso de biocida deve ter eficAcia no combate a
formacdo de biofilme e n&o nas células de vida livre, devido ao fato das bactérias
presentes no biofilme serem mais resistentes aos antibidticos e biocidas do que as
células planctbnicas. Além disso, testes baseados em células planctbnicas ndo sao

representativos das condicdes reais da superficie de materiais (GU et al., 2000).
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2. MATERIAIS E METODOS

Nesta etapa, foi estudada a acéo de bactérias na corrosao do ac¢o carbono 1020

através de ensaios de imersdo total (perda de massa), curvas de polarizagdo, e

quantificacdo de micro-organismos. A caracterizacdo da superficie corroida foi realizada

por microscopia oOptica e eletrénica e o produto de corroséo foi analisado por DRX e

EDS.

2.1 Preparacéao dos eletrodos de trabalho (corpos-de-prova)

Ensaios de imersdo total e quantificacdo celular: Foram confeccionados 20

cupons retangulares de aco carbono AISI 1020, com uma area média em torno
de 12 cm?, sendo 15 para os ensaios de imers&o total e quantificacéo das células
planctdnicas e 5 para a quantificacdo das células sésseis. Os corpos de prova
foram polidos em ambas as faces com lixas d’agua de 100 a 600 mesh de
granulometria, lavados exaustivamente com agua destilada e com alcool etilico
para remocao de gorduras e umidade e secos com jato de ar quente. Em
seguida, foram acondicionados em dessecador até o0 momento da imersao no

meio corrosivo.

Ensaios de polarizacdo: foram confeccionados 24 eletrodos também de aco

carbono AISI1020 com &rea média exposta de aproximadamente 3 cm?. Um fio
condutor de cobre foi soldado em cada peca metalica para estabelecer a
conexao elétrica do sistema e embutidas em resina epdxi para que apenas uma
de suas faces ficasse exposta na solucdo. O processo de polimento e limpeza
dos corpos de prova foi similar aquele usado para os ensaios de imersao total,

exceto pelo fato que apenas a area exposta do eletrodo foi preparada.

A Figura 10 apresenta os modelos de corpos de prova usados para os ensaios de

imerséo total, quantificacéo celular e polarizacéo.
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B

Figura 10: Corpos de prova utilizados nos ensaios de imersao total e quantificacao

celular (A) e polarizagao (B)

A composicao quimica do ago-carbono AISI 1020 utilizado, em %massa, foi: C -
0,16; Mn - 0,63; P - 0,012; Spax - 0,031; Si - 0,012; Cu - 0,01; Cr - 0,03; Ni - 0,01.

2.2 Meio de cultura e fluido do processo

O agente microbiolégico escolhido para o desenvolvimento do trabalho foi o
grupo de bactérias conhecido como bactérias redutoras de sulfato (BRS), que sao
formadas por diversas espécies. Para isso, foi coletada amostra de ferrugem presente
numa tubulacao submersa na Baia de Guanabara (RJ) como mostra a Figura 11.

Figura 11: Tubulagdo com produtos de corroséo
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A camada de ferrugem foi raspada e em seguida inoculada em frascos de 50 mL
contendo meio Postgate C modificado (POSTGATE, 1984), o qual é apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1: Composicédo do meio Postgate C utilizado nos ensaios de crescimento

microbiano

Meio Postgate C modificado para BRS (Postgate, 1984).

Composicao Quantidade
KHoPO4 0,509
NH4CI 1,009
Nap»SOy 4,509
CaCl».2H20 0,04 g
MgS0O4.6H20 0,06 g

Lactato de sodio (50% p/v) 9,40 mL
Extrato de levedura 1,009
Citrato de s6dio.7H,0 0,30 g
FeS0O4.7H20 0,004 g
Agar 1,90 g
Resazurina 4,00 mL
Agua do mar sintética 1000 mL

O meio foi preparado em condi¢cdes anaerobias, sob purga de nitrogénio, devido
ao metabolismo redutor das BRS. O pH do meio foi ajustado para 7,6 com solucéo de
NaOH 1 mol/L, esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os frascos
inoculados foram incubados em estufa BOD 411D da NOVA ETICA a uma temperatura

de 30°C. O fluido para o processo de ensaios escolhido foi Agua do mar sintética. Esta
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possibilita uma constancia nas concentragdes dos diferentes componentes. Além disso,
a agua do mar, assim como diversos tipos de agua industrial, constitui excelente
eletrdlito devido ao seu conteudo salino, facilitando a conducéo da eletricidade de uma
regido negativa para outra positiva (VIDELA, 2003). Os constituintes da agua do mar

sintética estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Composicdo da agua do mar sintética

Observacoes (Os
Massa (q) sais sao
g dissolvidos em
agua destilada)
Solucédo 1
NaF 0,03
SrCl2.6H20 0,20
H3B803 0.30 Completar o volume
para 1L
KBr 1,00
KCI 7,00
Solugao 2 Completar o volume
CaCl, 11,13 para 2 L
Solugao 3 Completar o volume
Na2S04 40,00 para 2 L
Solugéo 4 Completar o volume
MgClI2.6H20 107,80 para 1L
Solugao 5 Completar o volume
NacCl 235,00 para 2 L
Solucéo 6
NaSiO3.9H20 0.20
' Completar o volume
Na2EDTA 0,01 para 1L
NaHCO3 2,00
Fonte: Adaptado de Pagnin (2008).
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As solugbes sao feitas separadamente para melhor homogeneizacdo, em
seguida sdo colocadas em um baldo volumétrico e avolumadas a 10L. Esta solucdo é
feita sob agitacao, cerca de 20 horas, em seguida é filtrada em membrana com 0,45um

de diametro de poro.

2.3 Sistema reator para os ensaios de CMI

Os ensaios de CMI foram conduzidos em frascos de 100 mL de capacidade,
denominados reatores, contendo para os ensaios em branco, 80 mL de meio Postgate
C e para os ensaios com BRS, 80 mL do meio em questéo inoculado a 10% v/v. Antes
da inoculacéo, os reatores (ja contendo o meio) foram esterilizados em autoclave por 15
minutos a 121°C.

Para os ensaios de imersao total, os cupons de aco foram previamente pesados
em uma balanca analitica BIOPRECISA FA2104N (precisdo = 0,1 mg). Antes da
imersdo nos meios contendo micro-organismos e nos ensaios em branco, os corpos de
prova foram esterilizados em fluxo laminar por 20 minutos (cada face), pela agédo da luz
ultravioleta (UV). Os ensaios foram conduzidos em duplicata, a excecdo do branco em
gue nado foram utilizadas replicatas. Assim, nos ensaios com indculo, dois corpos de
prova foram imersos por vez em cada reator, de maneira que um corpo ndo entrasse
em contato com outro. Os cupons foram fixados ao reator, através de fios de nylon,
permanecendo suspensos na solucdo durante todo o periodo de exposicdo. Desse
modo, foi possivel que toda area superficial dos cupons ficasse em contato com o meio,
de forma regular. Durante a imersao e fixagcdo dos corpos de prova, os meios foram
purgados com N, de modo a garantir uma baixa concentracdo de O, dissolvido. O
tempo total do experimento foi de 35 dias. A Figura 12 apresenta um exemplo de

reatores usados para 0s ensaios de imersao total.
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Figura 12: Reatores utilizados nos ensaios de perda de massa com 28 dias de

exposicdo: sem inéculo (esquerda), com inéculo (direita)

Os experimentos de polarizacdo foram realizados em triplicata, também a
excecao do branco. Porém, em funcédo do tamanho do eletrodo, apenas um foi imerso
em cada reator, ap0s esterilizacao prévia, em fluxo laminar (Figura 13). De modo similar
ao que foi descrito para os ensaios de imersao total, o meio foi purgado com N, durante

0 processo de imersdo. Também, neste caso, 0s ensaios duraram 35 dias.

Figura 13: Reatores representativos do ensaio de polarizagdo com 7 dias de exposi¢ao:
com inéculo (esquerda) e sem inéculo (direita)
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2.4 Quantificacao das células

A quantificagdo das células planctdnicas foi realizada em dois momentos: nos
sistemas reatores destinados aos ensaios de imerséo total e nos reatores destinados a
quantificacdo das células sésseis. Assim, a cada semana, foi retirada aliquota
diretamente do meio corrosivo, de ambos o0s reatores, para quantificacdo destas
células.

Para a quantificacdo das células sésseis, o cupom metalico foi retirado
assepticamente do meio corrosivo e transferido para um frasco contendo solugcédo de
diluicdo (Tabela 3) para extrair o biofilme ali aderido. O corpo de prova foi entdo agitado
em vortex por 4 minutos e depois sonificado por 2 minutos em sistema de limpeza
ultrasénica - BRANSON 200. Apd6s a remocao do biofilme, foram retiradas aliquotas da

suspensao para quantificacao.

Tabela 3: Composicéo da solucéo de diluicéo

Reagentes Quantidade
Tioglicolato de Na 0,124 g/L
Acido ascorbico 0,100 g/L
Solucéo de resazurina 0,025 % 4 mL/L
Agua do mar sintética 1000 mL

Fonte: Adaptado de PENNA, 2004.

A quantificacdo das BRS foi feita através da técnica do niumero mais provavel
(NMP). O método em questao fornece uma estimativa do nimero de organismos vivos,
presentes em uma amostra, capazes de se multiplicar em um meio de cultura liquido.
Os resultados séo obtidos através da tabela de probabilidades que fornece o niamero
mais provavel de micro-organismos/mL de uma primeira diluigdo (HARRIGAN, 1997).

Tanto para as bactérias sésseis como planctonicas inoculou-se 1 mL da amostra
em frascos com 9 mL de meio Postgate E modificado (POSTGATE, 1984), o qual é

apresentado na Tabela 4.



45

Tabela 4: Composicéo do meio Postgate E para quantificagdo microbiana

Meio Postgate E modificado para BRS

Composicao Quantidade
KHoPO4 0,509
NH4CI 1,00 g
Nap»SOy 1,009
CaCl.2H20 0,67 ¢
MgClo.6H50 1,83 g
Lactato de sodio (50% p/v) 7,00 mL
Acetato de sodio 2,009
Extrato de levedura 1,009
Acido ascorbico 0,10 g
FeS0O4.7H20 0,50 g
Agar 1,909
Resazurina 4,00 mL
Agua do mar sintética 1000 mL

Foram utilizados frascos de penicilina devidamente vedados (com rolhas de
borrachas e lacres metalicos) apés a purga de nitrogénio. Em todos os casos de analise
de NMP, a presenca de BRS em tubos e frascos € avaliada pela formagédo do
precipitado escurecido de sulfeto ferroso. O tempo de incubacgéo foi de 28 dias a 30 °C.
A Figura 14 exemplifica 0 método de quantificacdo por NMP.
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Figura 14: Exemplificacdo do método de quantificacdo por NMP: os frascos escurecidos

indicam a presenca de BRS nas diversas diluicdes

2.5 Ensaios de imersao total (perda de massa) e taxa de corrosao

Os corpos de prova de aco carbono AISI 1020 foram pesados antes do inicio dos
ensaios e apos o término do experimento. Antes da pesagem final, os corpos de prova
foram tratados por decapagem acida em solucéo de Clark por 2 minutos. Este tempo foi
definido apds levantamento da curva de decapagem. A solucdo de Clark, consistindo de
100 mL de acido cloridrico (HCI), 2g de 6xido de antiménio IlI (Sb203) e 5g de cloreto

estanhoso (SnCIZ), tem por funcdo eliminar os produtos da corrosdo aderidos a

superficie do metal. Antes de cada pesagem e apoés eliminacdo dos produtos de
corroséo pela solucdo de Clark, o corpo de prova era lavado com 4gua destilada, alcool
etilico e seco com jato de ar quente e s entdo era efetuada a pesagem final.

Os dados obtidos, correspondentes a diferenca das massas de cada um dos
corpos de prova pesados, antes e apds o experimento, foram utilizados para a
determinacdo da taxa de corrosdao, em mm/ano. A taxa de corrosédo foi calculada
atraves da Equacéao 2 (VIEIRA et al., 2008):

Taxa de corrosdo (mm/ano) = 3650 . Am 1

At d. A
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Sendo:

Am — perda de massa ap0s o periodo de exposicao (g)
At — tempo de exposicao (dias)
d — densidade do a¢o carbono 1020 = 7,8 g/cm3

A — éarea superficial do cupom (cm?2).
3650 — Ano (x10)

Com o intuito de avaliar a taxa de corrosdo do a¢o carbono durante o ensaio de
perda de massa, foi proposta a utilizacdo da Norma NACE RP-07-75 (1999)

apresentada na Tabela 5.

Tabela 5: Classificacao da corrosividade em funcédo da taxa de corroséo.

Taxa de Corrosao Corrosividade
uniforme (mm/ano)
< 0,025 Baixa
0,025a0,12 Moderada
0,13a0,25 Alta
> 0,25 Severa

2.5.1 Avaliacdo do aspecto dos corpos de prova

Antes de determinar a massa dos corpos de prova, apds 0s ensaios de imersao
total foram realizadas observacdes e fotografias do aspecto dos cupons metélicos a
cada 7 dias de exposicdo ao meio corrosivo, utilizando microscopio estereoscopico
Olympus TL3. O intuito foi verificar o comportamento dos corpos de prova expostos ao
meio corrosivo com e sem bactérias, além de observar a deposi¢cdo de material sobre

as superficies.

2.6 Ensaios de polarizacéao

Os ensaios de polarizacdo do aco carbono foram realizados inicialmente 2 horas

apoOs imersao do eletrodo no meio corrosivo (t = 0 dia) e, posteriormente a cada 7 dias
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de exposicédo. As medidas do potencial de corroséo (Ecor) € 0 levantamento das curvas
de polarizacao potenciodindmicas foram obtidos utilizando o potenciostato/galvanostato
Autolab modelo PGSTAT302N com uma célula contendo trés eletrodos: o préprio
eletrodo de aco exposto ao meio em questdo (eletrodo de trabalho), o eletrodo de
referéncia de calomelano saturado (ECS), e um contra-eletrodo de platina, como mostra
a Figura 15. As curvas de polarizacdo foram determinadas em uma faixa de potencial
de -1,2 Vecs a 0 Vecs com uma velocidade de varredura de 20 mV/min. Estas condicdes
foram baseadas em estudos anteriores sobre corrosdo de BRS (CETIN e AKSU, 2009;
GALVAO, 2008; KUANG et al., 2007).

- MRiEGe

_{Eletrodo de
Contra-eletrodo  grabalho

Figura 15: Célula de ensaio contendo os trés eletrodos

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

A deterioracdo de metais por colonizacédo de biofilmes é normalmente avaliada
qualitativamente por microscopia eletrbnica de varredura. Esta técnica fornece
informacdes sobre a morfologia das células microbianas e as colénias, distribuicdo dos
micro-organismos na superficie metalica e presenca de SPE. Além disso, revela o tipo
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de ataque, (localizado ou generalizado, por exemplo) mostrando mudangas na
microestrutura do metal apos a remocao do biofilme (BEECH e GAYLARDE, 1999).

A andlise de MEV foi realizada no corpo de prova exposto ao meio com inéculo
para observacdo do biofilme aderido na superficie do metal. Apos 35 dias de ensaio, o
cupom metdlico foi retirado do sistema, lavado cuidadosamente com agua destilada,
alcool etilico e em seguida acondicionado em dessecador por 3 horas e meia, para
entdo ser metalizado com ouro. As fotografias, feitas no MEV — LEO 1450VP da Carl
Zeiss do Brasil, foram realizadas num microscopio de presséo variavel (baixo vacuo),
sem precisar passar pelas etapas de fixacado e desidratacdo, comumente empregadas
para andlises de micro-organismos em condi¢des de alto vacuo (CETIN e AKSU, 2009;
XU et al., 2007.).

A andlise de EDS realizada no aparelho IXRF Systems, modelo EDS 2000 com
filamento de radiacao tungsténio, foi feita no verso do corpo de prova, devido ao fato do
ouro se sobrepor ao pico do enxofre, impossibilitando sua visualizagdo (PAGNIN, 2008).

2.8 Andlise de difracéo de raios X

O uso da difragdo de raios X (DRX) tem sido amplamente empregado em
analises de superficies, pois permite determinar a composi¢do quimica dos produtos de
corrosdo em ligas metalicas (BEECH, 2004). Neste caso, as analises foram feitas em
dois corpos de prova (com e sem indculo) somente ao final do experimento (35 dias de
ensaio). O corpo de prova foi lavado cuidadosamente com agua destilada e alcool
etilico e seco com jato de ar quente.

A andlise de DRX foi realizada no Departamento de Quimica Analitica — 1Q —
UERJ, utilizando o aparelho Desktop X-ray Diffractometer Miniflez 1l da RIGAKU. A
medida foi realizada no intervalo de 0 a 80° com velocidade de varredura de 0,060° por

passo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo do Crescimento Microbiano

O inéculo inicial (tempo zero) utilizado em todos os ensaios foi de 4,5 x 10°
células/mL, pois o indculo utilizado em todos os ensaios foi retirado do mesmo frasco de
penicilina. Este valor garantiu que os dois ensaios (polarizacéo e imerséao total) fossem
realizados com um namero expressivo de células. Além disso, esta concentracao inicial
manteve um numero de células viaveis que foram capazes de se reproduzir nas
condi¢cBes impostas de temperatura, pH e baixo teor de oxigénio.

A gquantificacdo das BRS foi feita no fluido do ensaio (células planctdnicas) e nas
bactérias aderidas ao substrato metalico (células sésseis) a cada 7 dias.

Os resultados obtidos na contagem das bactérias planctonicas realizadas pela
técnica do NMP estdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16: Colonizagéo de BRS planctonicas ao longo de 35 dias de ensaio

A Figura 16 mostra que, decorridos 7 dias, houve um aumento consideravel no
namero de células planctdnicas de BRS. No 14° dia de ensaio a populacdo de BRS

alcancou o seu valor maximo (7,5 x 10° células/mL), sendo observado um intenso
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enegrecimento no fluido do processo, devido a formacéo do precipitado de FeS. Pagnin
(2008) realizou avaliacdo da formacao de biofilmes em acgo superduplex e a partir de
uma concentracao inicial de BRS similar aquela utilizada neste trabalho (concentracao
de BRS no tempo zero de 7,5 x 10° células/mL), verificou um maior nimero de células
no 15° dia de ensaio, de modo similar ao que foi visto no presente ensaio. A partir
desse estagio, porém, pode-se notar a partir da Figura 16 um decréscimo significativo
do numero de células plancténicas. Esta queda pode estar relacionada a falta de
nutrientes e/ou a geracdo biogénica do sulfeto de hidrogénio. Segundo Goncalves
(2001), o produto do metabolismo das BRS, o sulfeto de hidrogénio, é considerado um
inibidor de crescimento quando presente em concentragdes elevadas.

Kuang et al. (2007), em trabalho realizado para verificar o efeito das BRS na
corrosdo do aco carbono D36 mostraram que, a curva de crescimento de BRS em agua
do mar apresentou um aumento significativo no inicio do ensaio e depois decaiu. Os
autores em questdo também relacionam esta queda a concentracéo de sulfeto gerado
pelo metabolismo das BRS.

No presente experimento, a partir do 21° dia de ensaio, 0 numero de células
planctdnicas diminui em uma ordem de grandeza, mantendo esta proporcdo até o final
do ensaio. Paralelamente, foi constatado visualmente que a espessura do biofilme
aderido a superficie do metal aumentou neste estagio. Esse fato sugere que o
decréscimo das bactérias planctonicas pode estar relacionado a capacidade destas em
aderir e colonizar superficies sélidas, aumentando o numero de bactérias aderidas a
superficie do metal e diminuindo o nimero de células em solugdo (GALVAO, 2008).

Segundo Gayosso et al. (2004) a cinética de crescimento dos micro-organismos
planctdnicos é diferente da encontrada nos micro-organismos sésseis. Devido a este
fato, € muito importante determinar a cinética de crescimento das bactérias sésseis
guando se estuda os processos de CMI.

A seguir, estdo registrados na Figura 17 os resultados obtidos na contagem das
células sésseis, apds remocédo do biofilme aderido a superficie do metal, também pela
técnica do NMP.



52

8,00E+06 1

6,00E+06

4,00E+06
2,50E+06

Células/mL

2 00E+06 0,50E+05 9,50E+05
9,50E+03

2,50E+05

0,00E+00 +

7 14 21 28 35

Tempo (dias)

Figura 17: Colonizacédo de BRS sésseis ao longo de 35 dias de ensaio

Analisando o crescimento das células sésseis, € possivel observar que durante
os 35 dias de ensaio a populacéo séssil apresentou valores minimo e maximo de 9,5 x
10%® e 2,5 x 10° células/mL, respectivamente. Contudo, a maior concentracdo de
bactérias ocorreu no 21° dia de ensaio, sendo justamente o dia em que se observou
uma reducdo no numero de células plancténicas. Ou seja, com trés semanas de
imersdo foi constatada visualmente maior espessura do biofilme aderido ao corpo de
prova, e essa aderéncia provavelmente ocorreu devido a liberacdo de exopolimeros
pelas BRS. Segundo Chan et al. (2002), além das Pseudomonas, por exemplo, as BRS
também séo capazes de produzir SPE.

A partir do 28° dia ocorreu uma reducdo consideravel no numero de bactérias
sésseis aderidas ao biofilme, embora as concentracdes se mantivessem ainda maiores
do que aquelas verificadas nas células planctbnicas. A queda na concentragdo de
células sésseis no sistema pode ser atribuida também a falta de nutrientes e/ou ao
aumento da concentracdo de H,S. Segundo Barton e Tomei (1995), a tolerédncia ao
sulfeto (544 mg/L) varia de acordo com as condi¢des de cultivo, como pH, temperatura,
concentracdo de fosforo e pressdo, além da espécie envolvida. Provavelmente, estas

condi¢Bes variaram do meio para o biofilme.
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A presenca de micro-organismos na superficie metalica, muitas vezes acarreta
em mudancas altamente localizadas na constituicdo do eletrdlito, na faixa de pH e na
concentracdo de oxigénio do meio. A Figura 18 apresenta a variacdo do pH do meio na

presenca e auséncia de BRS ao longo dos 35 dias de ensaio.
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Figura 18 — Variacdo do pH do meio de acordo com o tempo de imerséo

O monitoramento do pH dos meios, antes e depois da imersdo dos cupons
metdlicos, a cada 7 dias, mostrou um aumento do pH para ambas as condicdes,
embora o efeito em presenca das BRS tenha sido mais significativo.

Nos ensaios com indculo, pode-se observar, ap6s o 14° dia de ensaio, um
aumento consideravel no pH do meio. Entre o 21° ao 35° dia de ensaio, 0 pH do meio
permaneceu na faixa de 8,6. Segundo Goncalves (2001), o valor de pH ideal para o
desenvolvimento das BRS esta compreendido na faixa entre 7,0 e 7,8.

Vale ressaltar que o sulfeto de hidrogénio, produto do metabolismo das BRS,
quando estd presente em concentracbes elevadas € considerado um inibidor de
crescimento, podendo estar presente sob trés formas: H,S (solivel), HS e S?,
dependendo do pH do meio (STEFANIE et al.,, 1994). A forma nao dissociada (H,S

(soluvel)) é considerada a mais téxica, pois a molécula neutra pode permear a
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membrana celular. Em pH 6,0 a fracdo de H,S n&o dissociada é de 90%, enquanto que
em pH 8,0 é de somente 10%.

O fato do pH do meio ter aumentado bruscamente apds o 14° dia poderia indicar
que a reducdo do numero de células plancténicas esta relacionada ndo somente a
producdo de H,S, mas sim ao processo de hidrélise do sulfeto (S~ + H,O — HS™ + OH)).
O ion hidroxila (OH") formado, aumentaria o pH do meio.

Apés 21 dias de ensaio, o pH do meio se torna constante e o nimero de BRS
planctbnicas decresce significativamente (Figura 16). Com isso, provavelmente, ndo ha
mais formacdo de H,S no sistema. Porém, mesmo que mais H,S fosse formado no
meio, com o aumento do pH, este seria compensado pela sua dissociacdo. Nesta faixa
de pH (7,8 — 8,6), a espécie quimica predominante é HS", logo, a hidrélise mencionada
estaria ocorrendo. Portanto, o pH do sistema possui um papel decisivo na inibicdo das
BRS, por determinar a distribuicdo da forma de sulfeto solavel.

E valido ressaltar, porém, que em 21 dias de exposicdo ao meio corrosivo, a
concentracdo de células sésseis atinge seu maximo, mesmo com o pH do meio em 8,6.
Embora ndo tenham sido realizadas medidas de pH na superficie do eletrodo coberto
com o biofilme, é claro supor que condi¢des diferenciadas permitiram que estas células
se mantivessem vivas, mesmo com a alteracdo do pH e da concentracdo de H,S do
meio. E possivel considerar que parte do S™ formado no biofilme, antes de sofrer
hidrélise, tenha reagido com o Fe do substrato, gerando FeSy, e 0 crescimento

microbiano pdde ser mantido antes da sua contaminacao por excesso de S~.

3.2 Ensaios de imersao total dos cupons metalicos

Os ensaios de imerséo total foram realizados em continuidade a determinacao
de crescimento microbiano das células planctbnicas, ambos no mesmo sistema
apresentado na Figura 16.

A taxa de corrosédo do aco carbono 1020 foi obtida a partir do calculo médio da

perda de massa usando a Equacéo 1, e este resultado € apresentado na Figura 19.
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Figura 19: Variacdo da média da taxa de corrosao ao longo de 35 dias

Analisando as taxas de corrosao nas condicbes estudadas, nota-se que 0s
ensaios controle (branco) foram sempre mais agressivos aos cupons metalicos do que
0S ensaios com BRS, a excecao do resultado obtido no 35° dia de exposicao.

Estes resultados ndo podem ser considerados destoantes, se for levado em
conta que este tipo de analise é usado para a avaliagdo de corrosdo generalizada
(GENTIL, 2007). Apesar desta forma de corrosdo estar presente na CMI, segundo
Castaneda e Benetton (2008) o tipo de corrosdo provocado por BRS ¢é
predominantemente por pites (corroséo localizada). Nesta forma de corroséo, a perda
de massa superficial é pequena, mas o dano estrutural € muito maior que no caso da
corrosdo generalizada.

A taxa de corrosdo correspondente aos ensaios em branco nas trés primeiras
semanas nao variou muito. A média foi de aproximadamente 0,0194 mm/ano. No 28°
dia de experimento foi encontrado o valor maximo da taxa de corrosdo na auséncia de
BRS. A taxa de 0,0404 mm/ano, considerada como moderada de acordo com a Norma
NACE RP-07-75 (1999), pode estar relacionada a quantidade de sais dissolvidos no
sistema, como por exemplo, cloretos e sulfatos. O cloreto de sddio, por ser um eletrdlito
forte, provoca um aumento na condutividade do meio, aumentando O processo
eletroquimico da corrosdo (GALVAO, 2008).
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Nos ensaios com BRS, a taxa de corrosédo aumentou de acordo com o tempo de
exposicdo. Porém, no 28° dia de imersdo a taxa de corrosdo diminuiu devido,
provavelmente ao efeito protetor do produto de corrosdo formado (possivelmente
sulfeto ferroso). Segundo Gongalves (2002), quando um filme de sulfeto ferroso reveste
toda a superficie do metal de forma continua, este protege o metal contra a corrosao.
Caso isso nao aconteca, o efeito se potencializa, aumentando as taxas de corrosao.

No 35° dia de imersdo a taxa voltou a aumentar, sendo encontrado o valor
maximo de 0,0191 mm/ano. Nota-se, entdo, que no 35° dia de ensaio a taxa de
corrosao foi maior no meio com a presenca de BRS, quando comparada ao meio estéril.

Cetin e Aksu (2009), em estudo realizado para avaliar o comportamento da
corrosdo em acos de baixa liga na presenca de Desulfotomaculum sp, obtiveram, ao
final de 30 dias de imersao, valores da taxa de corroséo em, pg cm? ht, de 4,3 para o
ensaio em meio estéril e 18,1 para o ensaio com bactéria, numa propor¢do quase 4
vezes maior. Convertendo estes resultados para mm/ano obtém-se 0,047 para o ensaio
em meio estéril e 0,200 para o ensaio com bactéria. Proporcdo semelhante foi obtida no
presente trabalho para 35 dias de imerséo, ou seja, a taxa de corrosdo do aco no meio
com BRS € aproximadamente 4 vezes maior do que no meio sem BRS.

Adicionalmente, a Figura 20 apresenta as fotografias superficiais dos corpos de
prova submetidos a este ensaio durante os 35 dias, em meios com e sem inéculo, feitas

em microscopio estereoscopio.
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Figura 20 - Superficie dos corpos de prova de aco carbono 1020 durante os 35 dias de
imersao total: A, E, I, M, Q) auséncia de BRS sem decapar; B, F, J, N, R) auséncia
de BRS apo6s decapagem; C, G, K, O, S) presenca de BRS sem decapar; D, H, L,

P, T) presenca de BRS apés decapagem.
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O meio Postgate C utilizado foi preparado em agua do mar sintética, a qual € um
meio agressivo ao aco carbono. Assim, o que se observou, provavelmente, na
superficie do metal nestes ensaios foi a presenca de produtos de corrosdo, como
oxidos de ferro, no meio sem bactérias e sulfeto de ferro no meio com bactérias.

Como é possivel notar na Figura 20E, com 14 dias de ensaio verifica-se a
deposicao, provavelmente, de um produto de corrosdo de 6xidos de ferro localizada na
parte superior do corpo de prova, no ensaio sem inéculo. Ja com 21 dias (Figura 20l),
este depdsito se torna uniforme.

No 28° dia (Figura 20M), houve um aumento significativo da taxa de corrosao,
mostrando que este filme ainda ndo era protetor, apesar de se formarem camadas de
oxido de ferro de aparéncia mais espessa ha parte exposta ja corroida do metal. Apés
esse periodo, possivelmente, o filme ja seria protetor para diminuir a corrosdo do aco
(Figura 20Q). As fotografias confirmam, entdo, que quanto maior a exposi¢cdo ao meio
corrosivo, maior é a taxa de corrosdo para 0 agco exposto ao meio sem inéculo,
principalmente até 28 dias de exposicéo.

Seria esperado, entdo, que a presenca das BRS neste meio, com sua comprovada
capacidade corrosiva, viesse a aumentar ainda mais a corrosdo do aco. Contudo,
verifica-se pela Figura 19 que a taxa de corrosédo ao longo dos 35 dias de ensaio é
menor que NoO mMeio sem 0 micro-organismo. Para estes ensaios, 0 comportamento
observado poderia ser atribuido ao biofilme formado na superficie do metal, que
inicialmente protegeria o corpo de prova contra a corrosdo. Com 14 dias de ensaio, o
corpo de prova ja apresentava um fino produto de corrosdo enegrecido e caracteristico
de sulfeto ferroso, além do forte odor de H,S que exalava do corpo de prova (Figura
20G). De acordo com Cetin e Aksu (2009), os fons Fe?" produzidos na reacdo anddica
do aco reagem com o0s ions S? metabolizados pelas BRS, produzindo sulfetos de ferro
(FeSy).

Estudos de Pérez et al. (2007) sobre a influéncia de Desulfovibrio sp. na
corrosdo do ago carbono SAE 1080 em meio marinho sintético comprova que,
inicialmente, o biofilme formado inibe os danos causados pela corroséo e que sé depois
de ocorrida uma mudanca quimica em torno do biofiime (fruto do metabolismo

microbiano) é que 0 processo corrosivo se torna severo. Estes autores mostraram
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também que s6 ocorre uma forte adesdo do biofilme no substrato durante a formacéo
do sulfeto de ferro. De fato, a partir do 21° dia o filme superficial se torna mais aderente
e espesso com cristais de sais espalhados pela superficie do cupom (Figura 20K).
Nesta fase comecam a ser formado pites em alguns pontos do corpo de prova (Figura
20L). E valido lembrar que, com 21 dias de exposi¢cdo obteve-se 0 maximo nimero de
células sésseis, aderidas ao corpo de prova (Figura 17). A producéo de pites aumenta
com o tempo de imersdo e a Figura 19S mostra um ataque ainda mais intenso, com
pontos localizados, caracteristicos da corrosdo por BRS em agua do mar. A formacao
de pites profundos nos corpos de prova expostos ao meio com inéculo pode ser melhor

visualizada no 35° dia de ensaio (Figura 20T).

3.3 Andlises eletroquimicas

3.3.1 Potencial de corrosdo

A Figura 21 mostra o deslocamento do potencial de corrosdo para cada tempo

na auséncia e presenca de bactérias.
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Figura 21: Variacdo média do potencial de corrosdo no a¢o carbono 1020 com e sem
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60

E possivel observar que a presenca de BRS ocasionou o deslocamento do
potencial de corroséo para valores mais negativos (mais catddicos) em todos os tempos
de ensaio estudados, quando comparado aos ensaios em branco, indicando um
aumento no processo de corrosdo. Os dois ensaios apresentaram pequenas variacoes
ao longo dos 35 dias de experimento.

Nas primeiras duas semanas de ensaio foi observada a formag&o de um biofilme
na superficie do metal. Este biofilme pode ter inibido inicialmente o processo corrosivo e
ter deslocado o potencial para valores mais positivos. Segundo Beech (2004) a
biocorrosdo sé ocorre quando o contato entre as células microbianas, ou os produtos
do seu metabolismo, estabiliza-se na superficie do metal.

Nota-se que a partir do 14° dia o potencial de corrosdo diminui, podendo ter
ocorrido a aderéncia da colonia de bactérias na superficie do aco. O deslocamento do
potencial para valores mais negativos ocorreu quando as condi¢cBes de superficie se
alteraram como evidenciado na Figura 20K. No 28° dia de ensaio, ocorreu um aumento
no namero de células sésseis e a partir deste periodo é que foi observada a presenca
de pites (Figura 20P) Com 35 dias de ensaio, foi encontrado menor potencial de
corrosao (-1,010 V).

Miranda et al. (2006) realizaram avaliacdo da biocorrosdo em duas ligas de aco
carbono na presenca de bactéria redutora de sulfato, isolada de um Oleo reparador
onde obtiveram potenciais de corrosdo mais negativos quando comparado ao ensaio
sem indculo. Apos 48 horas de ensaio o potencial se estabilizou em -570mV vs Ag/AgCl
até o final do experimento.

No trabalho de Kuang et al. (2007), o efeito do crescimento de BRS nos
processos de corrosdo do ago carbono, em meio salino, através das medidas de
potencial de circuito aberto revelaram um deslocamento para valores mais negativos de
acordo com o aumento do numero de células, e atingiram um valor estavel com o

decréscimo no numero de células.
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3.3.2 Curvas de polarizacao anddica e catddica com parametros eletroguimicos

As curvas de polarizacdo anddicas e catddicas do aco foram levantadas no meio

Postgate C com e sem inoculo, e os resultados sdo mostrados na Figura 22.
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Figura 22: Curvas de polarizacao do aco carbono 1020 no meio Postgate C na auséncia

e presenca de BRS.
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Segundo Videla (2003) e Galvdo (2008), quando ha presenca de micro-
organismos no sistema, eles modificam as reacdes, apresentando uma interacao
dindmica, sendo dificil saber ao certo os tipos de reacdes que estdo ocorrendo na
superficie metalica no decorrer do tempo. Por isso, nhdo € possivel analisar as curvas
caso a caso.

E possivel observar que ndo ha mudancas significativas na forma das curvas
anodicas e catodicas do aco carbono 1020 na auséncia e presenca de BRS. Esse
resultado sugere que 0os mecanismos dos processos anddicos e catodicos no referido
aco ndo mudam essencialmente nos sistemas contendo BRS. Comportamento similar
pode ser visto no trabalho de Kuang et al. (2007). Contudo, verifica-se um
deslocamento das curvas anddicas e catddicas para maiores valores de densidade de
corrente, quando o0 ago esta exposto ao meio contendo micro-organismos. Isto ocorre
para todos os tempos de exposicao utilizados, exceto para o tempo 0 (duas horas de
exposicao). Este resultado sugere que a presenca de BRS atua sobre ambas as semi-
reacdes eletroquimicas (catédica e anddica). Supondo a semi-reacdo anddica mais
provavel como a oxidacdo do ferro (Fe — Fe?" + 2e) a presenca das BRS estaria
acelerando o processo de corrosdao no meio estudado. Embora seja observada a
tendéncia de formacéo de um filme na superficie (possivelmente FeS,), este ndo parece
apresentar protecao eficiente contra corrosdo. Tais resultados corroboram o que foi
visualizado na Figura 20.

Adicionalmente, a Figura 23 mostra os valores da variacdo média da densidade
de corrente de corrosédo para cada tempo, onde se constata que a condicdo mais
agressiva para o0s corpos de prova foi sempre obtida na presenca das BRS,

aumentando intensamente com o tempo de exposicao, até 28 dias.
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Figura 23 — Variacdo média da densidade de corrente de corrosao com o tempo (dias).

Verifica-se que a adicdo de micro-organismos ao sistema aumenta a densidade
de corrente de corrosao, o que esta em concordancia com o que foi verificado na Figura
22. Esse resultado mostra que, realmente, os micro-organismos possuem um efeito
acelerador na oxidacdo do aco carbono. E interessante notar que esse aumento ja
ocorre apés 7 dias de imersdo. Por outro lado, a densidade de corrente de corrosao
para 0 meio sem BRS mantém-se praticamente constante, havendo um pequeno
aumento entre 14 e 21 dias de exposicao.

Os parametros eletroquimicos correspondentes ao potencial de corrosédo e a
densidade de corrente de corrosao, obtida da extrapolacdo das retas de Tafel podem

ser melhor visualizados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Parametros eletroquimicos do a¢o carbono 1020 na presenca e
auséncia de BRS.

Ensaio com BRS Ensaio em Branco
Tempo | corr. | corr.
(diag) Bor V) | (arem?) | Beor M) | (arem?)
0 -0,994 4,18 E-06 -0,932 4,01 E-06
7 -0,982 1,26 E-04 -0,934 5,55 E-06
14 -0,957 1,18 E-04 -0,948 1,68 E-05
21 -0,977 1,44 E-04 -0,960 1,12 E-05
28 -0,997 3,78 E-04 -0,920 1,29 E-06
35 -1,010 2,87 E-04 -0,940 9,61 E-06

Os resultados obtidos com as curvas de polarizacdo (parametros eletroquimicos)
dao dimensao do processo eletroquimico. Percebe-se que a diferenca entre os valores
de densidade de corrente de corrosdo obtidos nos ensaios nos meios com e sem BRS
atinge a duas ordens de grandeza nos maiores tempos de imersdo, conforme ja foi
observado na Figura 23. O maior valor de densidade de corrente de corrosao foi obtida
no meio com BRS, em 28 dias de imersdo. Apesar de no 28° dia de ensaio a populacéo
de bactérias sésseis ter diminuido, a presenca de corroséo por pites foi intensificada a
partir deste tempo de exposi¢cdo, como foi visto na Figura 20. Dessa forma, 0 aumento
da densidade de corrente de corrosdo pode estar relacionado a um processo de
aeracao diferencial, em funcdo do biofilme mal formado, bem como a presenca de
produtos metabdlicos que foram produzidos e permaneceram na superficie do metal,
aumentando 0 processo corrosivo.

Os resultados do presente trabalho indicam que mesmo na auséncia de outros

grupos de bactérias, as redutoras de sulfato potencializam por si s6 a corrosao.

3.4 Analises de difragéo de raios X (DRX)

As fases cristalinas presentes na superficie do aco carbono, apods 35 dias de
exposicao ao meio corrosivo com e sem BRS, foram identificadas pela técnica de DRX.

A interpretacdo do espectro foi efetuada através do sitio www.webmineral.com.


http://www.webmineral.com/
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Os resultados de DRX para os experimentos com e sem indculo sdo mostrados

na Figura 24 (A e B).
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Figura 24: Difratograma do aco carbono 1020, ap6s 35 dias de imersao: (A) presenca

de BRS, (B) auséncia de BRS
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Sabe-se que o sulfeto de ferro pode existir em uma ampla variedade de formas
(cristalino e amorfo), cada um com sua caracteristica estequiométrica de ferro / enxofre.
Além disso, os produtos de corrosdo da CMI sdo conhecidos por serem uma mistura
extremamente complexa de sulfetos, oxidos e carbonatos (JEFFREY e MELCHERS,
2003).

Observa-se na Figura 24 (A) que o ensaio com BRS apresentou picos de sulfeto
de ferro na forma de pirita (FeS.) e troilita (FeS). O pico em 26 de aproximadamente 44°
relaciona-se ao ferro da matriz. Estes resultados concordam com o que foi observado
por Jeffrey e Melchers (2003) ao analisarem as alteracdes morfoldgicas dos produtos
de corrosdo microbianos em aco leve, imersos em agua do mar, atravées da DRX.

No ensaio em branco (Figura 24 B), foram encontrado picos de sulfato ferroso
hidratado (FeSO, . 6 H,0) na forma de lausenita. Embora tenha sido observada no
corpo de prova, através das imagens obtidas no estereoscOpio, uma cor caracteristica
de hidroxido de ferro 1ll, o difratbmetro de raios X ndo conseguiu identificar este pico.
Este fato pode ter ocorrido, provavelmente, devido a pouca cristalinidade da espécie em

guestao.

3.5 Andlises de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e micro-analise por
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS)

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) é de fundamental
importancia na avaliacdo da presenca de micro-organismos, biofilmes e SPE.

As imagens obtidas com 35 dias de ensaio confirmam a adesao e a formacao de
agregado celular na superficie do ago carbono durante o experimento. A Figura 25
mostra que toda a superficie do aco carbono 1020 foi coberta por um biofilme durante a
exposicdo ao meio corrosivo na presenca de BRS. Podem ser observadas
protuberancias espalhadas pela superficie, que correspondem ao agregado celular,

bem como regides mais homogéneas do biofilme.
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200 pm EHT = 12.00 kV Signal A = SE1 Date 4 May 2010 W

Mag= 153X WD = 9.5 mm Photo No. = 554 Time :14:22:16

Figura 25: Microscopia do biofilme formado com 35 dias de ensaio. Aumento de 153X.

As Figuras 26 e 27 apresentam ampliacdes da regido protuberante do biofilme,
mostrando uma superficie rugosa, ndo homogénea e porosa, confirmando que este
filme ndo era protetor e permitia, provavelmente, a interacdo do meio corrosivo e do
oxigénio externo ao biofilme com a superficie do ago, acelerando a oxidagcdo do metal.
Estes resultados indicam que o principal processo de corrosao observado no presente

trabalho seria a formacao de células de corroséo ativas.
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30 pm EHT = 12.00 kV Signal A = SE1 Date :4 May 2010
WD = 85mm Photo No. = 555 Time :14:34:43

10 pm EHT = 12.00 kV Signal A = SE1 Date 4 May 2010 ﬁ
ags o2 - S8mm Photo No. = 557 Time :14:43:15

Figura 27: Microscopia do biofilme formado com 35 dias de ensaio. Aumento de 5.030X.

Segundo Pagnin (2008) a irregularidade e heterogeneidade do biofilme séo
importantes fatores na iniciacdo de corrosdo por pites, ja que incrementam diferencas
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locais de metabdlitos, pH ou oxigénio dissolvido, que podem promover células de
corroséo eletroquimicas ativas.

E importante ressaltar que as bactérias ndo foram claramente visiveis no biofilme
devido, provavelmente, a presenca de SPE.

A andlise de EDS (Figura 28) realizada da superficie do corpo de prova da Figura
29, que corresponde ao verso da Figura 25, confirma a presenca de enxofre e ferro,
com provavel formacéo de FeS, tendo em vista a cor e o odor caracteristico de H,S que
foi observado durante os ensaios com BRS. Esta formacdo ocorreu pela reacdo dos
sulfetos gerados através do metabolismo das BRS com os fons Fe** da superficie. Em
funcdo das SPE produzidas, e das col6nias de bactérias aderidas ao substrato, um
intenso pico de carbono também foi verificado.

Gayosso et al. (2004) em trabalho realizado para verificar a taxa de corrosao do
aco API XL52 na presenca de um consércio microbiano de BRS, observaram a partir de
andlises de EDS alta concentracdo de ferro e enxofre (como produtos inorgénicos da

corrosdo), além de nitrogénio e carbono devido a presenca de exopolimeros.

Carsor=10105 ke Ocwt [D=Fb1}2 Ralll
Mexe=91 Window 0005 - a0 935= 5579 ent

Figura 28: Espectro de EDS formado na superficie do ago carbono 1020 com 35 dias de

exposicao na presenca de BRS.
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10 ym EHT = 12.00 kV Signal A = SE1 Date :4 May 2010
WD = 9.0 mm Photo No. =576 Time :16:56:50
Mag = 5.00 KX

Figura 29: Microscopia do biofilme (verso do corpo de prova) formado com 35 dias de
ensaio. Aumento de 5.000X.

As analises de MEV realizadas apds remoc¢éo do biofilme aderido na superficie

do ac¢o carbono sdo mostradas nas Figuras 30 a 32.

200 um Mag= 310X  Signal A= SE1 EHT=2000kv  Date :30 Jun 2010 sa,
=
Photo No. = 706 WD =11.5mm Time :15:06:59 8, vERs

oo

Figura 30: Microscopia do aco carbono apés a remocéao do biofilme. Aumento de 310X.
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20 pm Mag= 1.00 KX Signal A= SE1 EHT =20.00kv  Date :30 Jun 2010 Sy
Photo No. = 707 WD=11.0mm  Time :15:08:34 i‘,’ﬁ"i?

Figura 31: Microscopia do a¢o carbono apés a remocéao do biofilme. Aumento de
1000X.

10 um Mag= 4.00KX Signal A= SET EHT=2000kV  Date :30 Jun 2010 Fae,

%

Photo No. =708 WD =11.0 mm Time :15:12:25 %%vﬁ:uf

s

Figura 32: Microscopia do a¢o carbono apds a remocéo do biofilme. Aumento de
4000X.
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Com a remocdao do biofilme foi possivel observar a presenca de pites profundos
caracterizando o processo de corrosao localizada. Este comportamento ja era esperado
de acordo com as fotografias superficiais obtidas no estereoscopio e com os resultados
obtidos da densidade de corrente de corrosdo. Sobre o trabalho de Gayosso et al.
(2004), estes autores verificaram também que, apdés remocao do biofilme, havia na
superficie do metal um processo de corroséo localizada.

Assim, os resultados do presente estudo comprovam o efeito corrosivo das BRS
sobre o aco carbono 1020, principalmente em funcdo da formacdo de células de
corrosdo ativas (aeracao diferencial, variacdo na concentragdo de metabdlitos, entre

outros), resultando em processos corrosivos danosos na forma de corrosao por pite.
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4. CONCLUSOES

As Bactérias redutoras de sulfato isoladas a partir de tubulacdo submersa da
Baia de Guanabara foram utilizadas com sucesso no estudo de corrosdo do aco
carbono 1020 em ambientes marinhos, evidenciando ainda mais a necessidade de ser
pesquisado este grupo de micro-organismos como fator importante na corrosdo do aco
carbono neste meio.

O numero de bactérias aderidas aos cupons teve um crescimento diferente em
relacdo as bactérias presentes no fluido do sistema. O valor maximo alcancado pela
populacdo de BRS no meio foi 7,5 x 10° células/mL, no 14° dia de ensaio, sendo
observada uma intensa formacao de precipitados de FeS. Ja para a populacao de BRS
sésseis, 0 valor maximo de 2,5 x 10° células/mL foi encontrado no 21° dia de ensaio.

A taxa maxima de corrosao do aco carbono 1020 encontrada para o ensaio sem
in6culo foi de 0,0404 mm/ano. Segundo a Norma NACE RP-07-75 (1999) esta taxa é
considerada como moderada. Nos ensaios com inoculo a taxa maxima foi de 0,0191
mm/ano, considerada como baixa. Esta taxa baixa remete ao fato de que o ensaio de
perda de massa € indicado para corrosdo generalizada. Em funcéo da corrosdo do aco
carbono 1020 no meio com BRS ser do tipo localizada por pites, esse resultado era
esperado.

O potencial de corrosdo apresentou valores mais negativos (mais catédicos), na
presenca de BRS quando comparado aos ensaios em branco, indicando um aumento
da atividade eletroquimica na superficie do metal, especialmente apés 14 dias de
exposicdo. Este fato concorda com o aumento do numero de bactérias sésseis (21 dias)
e com a possivel formacdo de um filme néo protetor.

A densidade de corrente de corrosdo foi um parametro muito Util para verificar a
acdo das BRS sobre o aco carbono. De fato, os valores deste parametro foram sempre
mais elevados no meio com BRS em comparacao ao ensaio em branco, especialmente
em maiores tempos de imerséo. Isso, aliado ao fato das curvas anodicas e catddicas
apresentarem maiores valores de densidade de corrente em relagdo ao meio sem
inoculo, comprova que a presenca de BRS interferem e intensificam o processo

corrosivo do aco carbono, comprometendo a vida util do metal.
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A presenca de produtos de corrosdo diferenciados nas superficies dos acgos
expostos aos meios com e sem BRS indicaram a provavel presenca de o6xidos e
sulfetos de ferro, respectivamente. A caracterizacdo das espécies envolvidas no
processo corrosivo foi realizada através da técnica de difracdo de raios — X e com 35
dias de ensaio pOde-se observar a presenca de picos de FeS, e FeS no meio com
inoculo, e FeSO,4. 6 H,O no ensaio em branco. A presenca de 6xidos de ferro ndo pode
ser confirmada pelo mesmo se encontrar, provavelmente, em forma pouco cristalina.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura confirmam a capacidade das
BRS em aderir e colonizar metais, formando filmes ndo homogéneos, que permitem a
acdo dos metabdlitos externos, ocasionando células eletroquimicas ativas e resultando
em um ataque localizado (corrosdo por pites). A analise de EDS comprova a presenca
de produtos de corrosao na superficie do metal, originarios do metabolismo das BRS.

Em geral, os ensaios realizados em laboratorio confirmam que as BRS
desempenham um papel importante na corrosédo de aco. Isto é devido, provavelmente,
a capacidade das BRS em se aderir facilmente a substratos metalicos, formando
biofilmes que favorecem as reacdes eletroquimicas no meio de cultura liquido. Os
produtos de corrosdo verificados neste caso Sdo pouco protetores e permitem a
permeacdo do eletrélito e de oxigénio e outros metabdlitos do meio, contribuindo para a
formacao de células de corrosao ativas.

4.1 Sugestdes para trabalhos futuros

Para compreender melhor o comportamento da corrosdo microbiolégica do acgo
carbono 1020 seria interessante utilizar a técnica eletroquimica de Espectroscopia de
Impedancia Eletroquimica em intervalo de tempo mais curto. Nesta técnica, ao invés de
se aplicar um potencial de eletrodo de corrente continua, se aplica um potencial de
corrente alternada com diferentes valores de freqiiéncia. A vantagem desta técnica é a
utilizacao de sinais muito pequenos que nado perturbam as propriedades do eletrodo.

Adicionalmente, poderia ser empregado ao sistema outro grupo de bactérias, a
exemplo das bactérias oxidantes de ferro. Apesar de serem aerbbias, estas

consumiriam o oxigénio do meio e criariam ambiente propicio para o desenvolvimento
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das BRS. A intencdo seria observar o efeito de uma cultura mista sobre a taxa de
COIToSao.

Outro fator relevante seria analisar a concentracdo de sulfetos totais presentes
nos biofilmes aderidos aos corpos de prova através do método colorimétrico. O intuito
seria relacionar o crescimento de células sésseis com a concentragdo de sulfeto total ao
longo do tempo de exposicéo.

Vérios trabalhos encontrados recentemente na literatura seguem uma tendéncia
ao uso de acos inoxidaveis (considerados mais resistentes a corrosdo) como eletrodo
de trabalho, desta forma, seria valido analisar o comportamento deste aco no meio em

questéao.
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ANEXO - Parte da dissertacdo desenvolvida foi apresentada no XVIII Congresso
Brasileiro de Engenharia Quimica (COBEQ) em Foz do Iguacu — Paran& de 19 a 23 de
Setembro de 2010.
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RESUMO - Bactérias redutoras de sulfato (BRS) possuem um papel importante na
corrosdo de ligas metélicas expostas em habitats marinhos, 6leos e solos Umidos. A
reducdo do sulfato por estas bactérias resulta na producéo de H,S, podendo influenciar os
processos anddico e catddico na corrosdo de materiais. O comportamento da corroséo
microbioldgica no aco carbono AISI 1020 foi avaliada na presenca e na auséncia de BRS,
isoladas a partir da camada de ferrugem presente numa tubulacdo submersa da Baia de
Guanabara — RJ. Para investigar o mecanismo da corrosdo foi utilizado métodos de
polarizagdo potenciodindmica e medidas de perda de massa. Nos ensaios de perda de
massa, a taxa de corrosdo foi mais agressiva na auséncia de BRS, devido a formacdo de
um biofilme na superficie do metal nos ensaios com indculo. Com 28 dias de ensaio a de
densidade de corrente de corrosdo aumentou significativamente na presenca de BRS.

PALAVRAS-CHAVE: corrosdo microbiologicamente induzida; bactérias redutoras de

sulfato; polarizacéo

1. INTRODUCAO

Corrosdo é um processo espontaneo que
constantemente causa transformacoes
irreversiveis nos materiais, sejam estes
metalicos ou ndo. A corrosdo, em suas
diversas formas, pode causar danos em
pontes, embarcacOes, plataformas e em
oleodutos, que em muitos casos podem ser
irreparaveis. Isso ocasiona custos elevados
diretos (paradas de producdo ndo programada
ou perda da qualidade do produto) ou
indiretos (acidentes com perdas de vidas ou
danos ambientais) (Gentil, 2007). De acordo
com Heitz et al (1996), cerca de 20% desses
danos é devido a corrosdo microbioldgica.

Videla (2003) define a corrosao
microbiologicamente induzida (CMI),
também chamada biocorrosdo, como um

processo  eletroquimico de  dissolucdo
metélica iniciado ou acelerado por micro-
organismos e por suas atividades metabdlicas.
As bactérias produtoras de 4&cido sdo as
principais responsaveis pela CMI em acos
carbono (Mansfels, 2007). A interacdo da
bactéria e a superficie do metal resulta na
formacdo de biofilmes, que podem afetar
severamente a cinética de reacOes catodicas
e/ou anddicas de um processo (Xu et al.,
2007). Uma parte significativa deste processo
deve-se a corrosdo influenciada por bactérias
redutoras de sulfato (BRS).

As BRS sdo o principal grupo de
micro-organismos envolvidos nos casos de
biocorrosdo, seja pela producdo de
metabdlitos corrosivos ou pelo mecanismo de
despolarizacdo catodica, acelerando a reacéo
anodica no substrato (Videla, 2003). Estas
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bactérias causam corrosdo em estruturas
metalicas, revestimentos de pOGOos
petroliferos, partes externas de tubulagdes
enterradas, pocos de &gua profundos, sistemas
de resfriamento, dentre outros (Gentil, 2007).

Neste trabalho, o processo de corroséo
microbioldgica do ago carbono 1020, foi
avaliado, em &gua do mar sintética, em
condicbes de anaerobiose, na presenca e na
auséncia de BRS. Parametros como pH e
crescimento microbiano foram acompanhados
ao longo do ensaio, sendo correlacionados
com a taxa de corrosdo do material metélico,
a qual foi investigada por curvas de
polarizagcdo e por imersdo total (perda de
massa). Espera-se, dessa forma, contribuir
para um entendimento mais aprofundado do
processo de corrosdo microbioldgica do aco
no meio em quest&o.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Meio de Cultura e Fluido do
Processo

O agente microbiolégico — BRS - foi
isolado a partir de uma tubulagéo enferrujada
que se encontrava submersa na Baia de
Guanabara (RJ). A camada de ferrugem foi
raspada e em seguida inoculada em frascos de
50 mL contendo meio Postgate C modificado
(Postgate, 1984). O meio foi preparado em
condicbes anaerObias, sob purga de
nitrogénio, devido ao metabolismo redutor
das BRS. O pH do meio foi ajustado para 7,6
com a solugdo de NaOH 1 mol/L. Os frascos
inoculados foram incubados em estufa BOD
411D da nova ética a uma temperatura de
30°C.

O meio corrosivo selecionado para os
ensaios foi a agua do mar sintética (Pagnin,
2008), o que possibilitou uma constancia nas
concentragdes dos diferentes componentes.

2.2 Preparacéo dos Corpos de Prova

A avaliacao da COrrosédo
microbioldgica foi realizada através de
ensaios de imersdo total e curvas de
polarizagdo. Para a realizagdo  dos
experimentos de imersdo total (perda de
massa), 12 cupons de aco carbono 1020 com
uma area média em torno de 12 cm? foram
utilizados (Figura 1A). Os cupons foram
polidos (em ambas as faces) com lixas d’4dgua
de granulometria de 100 a 600 mesh, lavados
com 4agua e alcool etilico, secos com jato de
ar quente e em seguida acondicionados em
dessecador até o momento de imersdo no
meio corrosivo.

Para os experimentos de polarizacdo
foram confeccionados 20 eletrodos, os quais
foram ligados a um fio condutor e embutidos
em resina epoxi, a fim de deixar exposta uma
érea aproximada de 3 cm? (Figura 1B). Estes
eletrodos foram polidos e preparados de
maneira similar ao que foi verificado
anteriormente para 0s ensaios de imersdo
total.

= —

Figura 1- Corpos de prova utilizados nos
ensaios de imersé&o total (A) e polarizacéo (B)

2.3 Procedimento Experimental

Incubacdo e tempo de exposicdo ao
meio _corrosivo: Tanto 0s experimentos de
imersdo total, quanto os de polarizacdo foram
realizados apds a imersdo dos corpos de prova
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noS meios corrosivos e permanéncia nestes,
por periodos de tempo pré-determinados.

Os ensaios foram conduzidos em
frascos de 100 mL de capacidade (reatores),
contendo 80 mL de meio inoculado a 10%
v/v. Dois cupons, previamente pesados em
uma balanca analitica BIOPRECISA
FA2104N (precisdo = 0,1 mg), foram imersos
assepticamente em cada frasco para oS
ensaios de imersdo total, sendo fixados no
reator através de fios de nylon. No caso dos
experimentos de polarizacdo, apenas um
eletrodo foi imerso em cada frasco reator. Em
ambos os casos, 0 meio foi purgado com
nitrogénio, de modo a garantir baixa
concentracdo de oxigénio dissolvido. O tempo
total do experimento foi de 28 dias. Os
ensaios de imersdo total foram feitos em
duplicata e os de polarizacdo em triplicata, a
excecao dos ensaios em branco, em que néo
foram utilizadas replicatas. Para os dois tipos
de ensaio, o corpo de prova (na forma de
cupons ou de eletrodos) foi imerso em um
frasco contendo o meio corrosivo sem indculo
(ensaio em branco), o qual também foi
incubado por 28 dias, passando por todas as
etapas do processo.

Quantificacdo celular: A quantificacdo
das BRS foi realizada no fluido do processo
(bactérias planctbnicas) através da técnica do
nimero mais provavel (NMP) em meio de
cultura Postgate E modificado (Postgate,
1984). O método em questdo segue uma série
de diluicbes seriadas que fornece uma
estimativa do ndmero de organismos Vivos
capazes de se multiplicar em meios liquidos
(Postgate, 1984). Em todos o0s casos, a
presenca de BRS em tubos e frascos é
avaliada pela formacdo do precipitado
escurecido de sulfeto ferroso (FeS), conforme
mostra a Figura 2. A aliquota para a
quantificacdo celular era retirada a cada 7
dias, antes de cada determinagdo dos ensaios
de imerséo total.

Figura 2 — Exemplificagcdo do método
de quantificacdo por NMP: os frascos
escurecidos indicam a presenga de BRS nas
diversas diluicdes

Ensaios de imersdo total: A perda de
massa referente a corrosdo do aco carbono
nos meios corrosivos (contendo ou nao os
micro-organismos) foi avaliada a cada 7 dias.
Antes de cada pesagem final, os cupons foram
tratados com solucdo de Clark para eliminar
os produtos da corrosdo aderidos a superficie
do metal. Os resultados da diferenga de massa
foram utilizados no célculo da taxa de
corrosao, em mm/ano. Apés pesagem final, 0s
corpos de prova foram observados e
fotografados em microscépio estereoscopico
Olympus TL3.

Ensaios de polarizagdo: Os ensaios de
polarizagdo do ago carbono nos meios
corrosivos (contendo ou ndo 0s micro-
organismos) foram realizados 2 horas apo0s
imersédo (t = 0 dia) e a cada 7 dias. Para isto,
empregou-se um potenciostato/galvanostato
Autolab modelo PGSTAT302N e uma célula
contendo trés eletrodos: o proprio eletrodo de
aco exposto ao meio em questdo (eletrodo de
trabalho), o eletrodo de referéncia de
calomelano saturado, e um contra-eletrodo de
platina, como mostra a Figura 3. As curvas de
polarizacgdo foram determinadas em uma faixa
de potencial de -1.2 Vecs @ 0 Vecs com uma
velocidade de varredura de 20 mV/s.
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Figura 3 — Célula de ensaio com 14 dias de
experimento com BRS

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo do Crescimento

Microbiano

A Figura 4 ilustra o processo de
crescimento das BRS planctonicas
monitoradas ao longo dos 28 dias de ensaio.

8,00E+06 7.50E+06

6,00E+06

4,00E+06
2,50E+06

Células/mL

2,00E+06

4,50E+05 9,50E+04  2,50E+04

0,00E+00
0 7 14 21 28

Tempo (dias)

Figura 4 — Colonizag8o de BRS planctonicas
ao longo de 28 dias de ensaio

O grafico mostra que, decorridos 7 dias,
houve um aumento consideravel no nimero
de células planctonicas de BRS. No 14° dia de
ensaio a populacdo de BRS alcancou o seu
valor maximo (7,5 x 10° células/mL), sendo
observado um intenso enegrecimento no
fluido do processo, devido a formagdo do
precipitado de FeS. A partir desse estagio
pode-se notar um decréscimo significativo do

numero de células planctonicas. Vale ressaltar
que, visualmente, a espessura do biofilme
aderido a superficie do metal aumentou no
21° dia de ensaio. Esse fato pode estar
relacionado a capacidade das células
planctonicas em aderir e colonizar superficies
solidas, aumentando o numero de bactérias
aderidas a superficie do metal e diminuindo o
numero de células em solucdo. Além disso, a
falta de nutrientes e/ou a geracao biogénica do
sulfeto de hidrogénio podem ter contribuido
pela reducdo do nimero de BRS plancténicas.
Uma vez que o produto do metabolismo das
BRS, o sulfeto de hidrogénio, é também
considerado um inibidor de crescimento
quando presente em concentragdes elevadas
(Gongalves, 2001).

O acompanhamento do pH dos meios,
antes e depois da imersdo dos cupons
metalicos, a cada 7 dias mostrou um aumento
do pH para ambas as condi¢cdes, embora o
efeito em presenca das BRS tenha sido muito
mais significativo, como mostra a Figura 5.

8,8

8,6

84 |

8,2

pH

8

78 | —e—BRS
—=— Branco
7,6

7.4 : T T .

0 7 14 21 28
Tempo (dias)

Figura 5 — Variacdo do pH de acordo com o
tempo de imerséo

O wvalor de pH ideal para o
desenvolvimento das BRS esta compreendido
na faixa entre 7,0 e 7,8. Valores fora dessa
faixa podem limitar o crescimento destas
bactérias (Magot et al., 2000). Com o
aumento da producdo de H,S, a fracdo de H,S
ndo  dissociada  (H2Ssolavel) diminui,
ocasionando um aumento no pH do sistema.
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Sendo HjSeiaver @ forma considerada mais
toxica, pois a molécula neutra pode permear a
membrana celular (Oude Elferink et alli,
1994). O fato do pH do meio ter aumentado
apos o0 14° dia indica que a reducdo do
numero de células plancténicas pode ndo estar
relacionada a geracdo do H,S, e sim ao

processo de colonizagdo dos cupons
metalicos.
3.2 Imersao Total dos Cupons

Metalicos

Analisando as taxas de corrosdo nas
condicdes estudadas, nota-se que 0s ensaios
em branco foram mais agressivos aos cupons
metalicos do que os ensaios com BRS, como
mostra a Figura 6. Adicionalmente, a Figura
7 apresenta as fotografias superficiais dos
corpos de prova submetidos a este ensaio
apos 21 e 28 dias de imersdo, em meios com
e sem indculo.

0,048
0,040
0,032
0,024
0,016
0,008
0,000

Taxa de corroséo
(mm/ano)

7 14 21 28
O Branco

B BRS Tempo de imersdo total (dias)

Figura 6 — Variacdo da média da taxa de
corrosdo ao longo de 28 dias

O meio Postgate C utilizado foi
preparado em agua do mar sintética, a qual é
um meio agressivo ao acgo carbono. Assim, 0
que se observou nestes ensaios foi a presenca
de produtos de corrosdo, provavelmente
oxidos de ferro, na superficie do metal imerso
no meio sem bactérias, desde o inicio dos
experimentos. Como € possivel notar na
Figura 7A, em 21 dias de ensaio verifica-se
uma deposicdo uniforme desses produtos na
superficie do corpo de prova. No 28° dia
(Figura 7E), houve um aumento bastante
significativo da taxa de corrosdo, pois se

formaram camadas espessas de Oxidos na
parte exposta j& corroida do metal. As
fotografias confirmam entdo que quanto
maior a exposi¢ao ao meio corrosivo, maior é
a taxa de corroséo.

Seria esperado, entdo, que a presenca
das BRS neste meio, com sua comprovada
capacidade corrosiva, viesse a aumentar
ainda mais a corrosdo do aco. Contudo,
verifica-se pela Figura 6 que a taxa de
corrosdo € bem menor que no meio sem o
microrganismo. Para estes ensaios, O
comportamento observado pode ser atribuido
ao biofilme formado na superficie do metal,
que inicialmente protege o corpo de prova
contra a corrosdo. As Figuras 7C e 7G
confirmam isso, pois mostram a presenca de
um biofilme preto na superficie dos corpos de
prova, caracteristico, provavelmente, da
presenca de sulfeto ferroso. De acordo com
Cetin et al. (2009), os fons Fe®* produzidos
na reacdo anddica do aco reagem com 0s ions
S* metabolizados pelas BRS, produzindo
sulfetos de ferro (FeSx). Neste caso, entdo, 0
biofilme impede a deposicdo de produtos de
corrosdo no metal fazendo com que a perda
de massa ndo seja tao significativa.

E valido ressaltar, também, que a taxa
de corrosdo medida por ensaios de imersao
total refere-se a perda de massa superficial
por corrosdo generalizada (Gentil, 2007).
Porém, segundo Castaneda e Benetton (2008)
o tipo de corrosdo provocado por BRS é por
pites (corrosdo localizada). Nesta forma de
corrosdo, a perda de massa superficial é
pequena, mas o dano estrutural € muito maior
gue no caso da corrosdo generalizada. Desse
modo, o resultado obtido corrobora com o
que foi evidenciado na literatura. A formagéo
de pites profundos nos corpos de prova
expostos ao meio com indculo foi observada
a partir do 21° dia de ensaio (Figura 7H).
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Figura 7 - Superficie dos corpos de prova de ago carbono 1020 ao final dos ensaios de
imersdo total: A) 21 dias na auséncia de BRS sem decapar; B) 21 dias na auséncia de BRS apds
decapagem; C) 21 dias na presenca de BRS sem decapar; D) 21 dias na presenca de BRS ap6s

decapagem; E) 28 dias na auséncia de BRS sem decapar; F) 28 dias na auséncia de BRS apds
decapagem; G) 28 dias na presenca de BRS sem decapar; H) 28 dias na presenca de BRS apds

decapagem
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3.3 Analise das Curvas de 0 potencial versus a densidade de corrente. A
Polarizacéo Figura 8 apresenta as curvas de polarizagdo
do aco carbono 1020 no meio Postgate C na

As analises eletroquimicas foram auséncia e presenca de BRS.

determinadas através das curvas de
polarizagdo anddica e catodicas relacionando
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Figura 8 — Curvas de polarizacdo do ago carbono 1020 no meio Postgate C na auséncia e
presenca de BRS.
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E possivel observar na Figura 8 que a
presenca de BRS no meio Postgate C
ocasionou 0 deslocamento do potencial de
corrosdo para valores mais negativos em
todos os tempos de ensaio estudados,
indicando um aumento no processo de
corrosdo. Nota-se ainda, que ndo ha mudancas
significativas na forma das curvas anddicas e
catddicas do aco carbono 1020 na auséncia e
presenca de BRS. Esse resultado sugere que
0S mecanismos dos processos anddicos e
catodicos no referido aco ndo mudam
essencialmente nos sistemas contendo BRS.
Comportamento similar pode ser visto no
trabalho de Kuang et al. (2007).

Os parametros eletroquimicos
correspondentes ao potencial de corroséo e a
densidade de corrente de corroséo, obtida da
extrapolacédo das retas de Tafel, sdo mostrados
na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros eletroquimicos do aco
carbono 1020 na presenca e auséncia de BRS.

Ensato com BRS Ensato em Branco
Tetmpo (dias) | Epoy (V| L corr. Mew? By (W) | Tcorr. Mew?
0 0994 | 418E-06 | 0932 | 401E-08
7 0982 | 126E-04 | 0934 | 555E-08
14 0957 LIRED4 | -0848 | 168E-05
21 0977 T44E-04 | 096 1,12E-05
28 0997 3URE-04 | -092 1,29 E-06

Verifica-se na Tabela 1 que a adi¢édo de
micro-organismos ao sistema aumenta a
densidade de corrente de corrosao, mostrando
que, realmente, 0s micro-organismos possuem
um efeito catalitico na oxidagdo do aco
carbono. E interessante notar que esse
aumento ja ocorre apés 7 dias de imersdo. Os
potenciais de corrosdo, todos mais negativos
que o branco, variaram pouco ao longo do
tempo do experimento. Comportamento
similar foi encontrado por Cetin e Aksu
(2009) para corrosao de acos de baixa liga em
presenca da  bactéria  do género
Desulfotomaculum.

Estes resultados podem ser melhor

evidenciados na Figura 9, onde se constata
que a condicdo mais agressiva para 0S COrpos
de prova foi sempre obtida na presenca das
BRS, aumentando intensamente com o tempo
de exposicéo.
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Figura 9 — Variacdo da densidade de corrente
de corrosdo com o tempo (dias).
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4. CONCLUSOES

O wvalor méaximo alcancado pela
populacéo de BRS foi 7,5 x 10° células/mL,
no 14° dia de ensaio, sendo observada uma
intensa formacdo de precipitados de FeS.

Nos ensaios de imersdo total, a perda de
massa detectada para 0 aco no meio sem
bactérias foi maior que no meio com
bactérias, em funcdo da corrosdo do aco
carbono 1020 no meio com BRS ser do tipo
localizada por pites. Apds a estabilizacdo do
biofilme na superficie do corpo de prova, a
perda de massa do ago no meio com indculo
aumentou, embora ainda fosse bem menor
gue no ensaio em branco. A taxa maxima de
corrosdo do aco carbono 1020 encontrada
para 0 ensaio sem indculo foi de 0,0404
mm/ano, apds 28 dias de ensaio. Segundo a
Norma NACE RP-07-75 (1999) esta taxa é
considerada como moderada. Nos ensaios
com ino6culo a taxa maxima foi de 0,0078
mm/ano, considerada como baixa.

A densidade de corrente de corrosao foi
sempre mais elevada no meio com BRS em
comparacdo ao ensaio em  branco,
especialmente em maiores tempos de imerséo,
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comprovando que a presenca das BRS
intensifica 0 processo corrosivo do ago
carbono, comprometendo a vida Util do metal.
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6. NOMENCLATURA

BRS — Bactérias redutoras de sulfato
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