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RESUMO

Aratjo, Lindomar Cordeiro Antunes de. Avaliacdo da Corrosdo Induzida Microbiologicamente
em Aco Carbono AISI 1020 Revestido com Tinta Pigmentada com Oxido de Nidbio.
Orientadores: Eliana Flavia Camporese Sérvulo e Ladimir José de Carvalho. Rio de Janeiro:
EQ/UFRIJ, 2011. Dissertacao (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos).

Os micro-organismos sdo capazes de iniciar, facilitar ou acelerar o processo corrosivo na
superficie de materiais, metalicos ou ndo metalicos. A Corrosdo Induzida Microbiologicamente
(CIM), termo empregado para denominar a corrosdo mediada por micro-organismos, estd
diretamente relacionada a aderéncia de espécies microbianas a superficie metdlica e sua posterior
colonizagdo, levando a formagdo de biofilmes (estruturas heterogéneas e complexas constituidas
por células microbianas inseridas em uma matriz polimérica de origem microbiana). No biofilme,
podem co-existir varias espécies de diferentes géneros microbianos, cuja atividade pode resultar
na producdo de enzimas, EPS, 4dcidos organicos e inorganicos, que por sua vez podem afetar as
reacOoes catddicas e/ou anddicas em metais, intensificando a velocidade dos processos
eletroquimicos na interface biofilme/metal. A aplicacdo de revestimentos tem sido um método
adotado para prevenir ou controlar a adesdo de micro-organismos e, consequentemente, a CIM,
principalmente do ago ao carbono, um metal muito empregado em diversos seguimentos
industriais pelo baixo custo, mas pouco resistente a corrosdo. Neste trabalho foi realizada uma
avaliacdo comparativa entre a coloniza¢do e a CIM sobre o ago carbono AISI 1020, sem e com
revestimento a base de 6xido de ni6bio, em dgua do mar (Baia de Guanabara). Os componentes
do revestimento — 6xido de nidbio, resina epoxi e tinta — apresentaram efeito toxico sobre as
populacdes planctonicas de bactérias heterotréficas aerdbias, bactérias redutoras de sulfato (BRS)
e bactérias precipitantes de ferro; enquanto as bactérias heterotréficas anaerébias ndo foram
susceptiveis. Para os corpos-de-prova em dgua do mar, decorrido sete dias de exposi¢do, foi
evidenciado um ndmero maior das populagdes bacterianas nos biofilmes formados sobre as
superficies metélicas revestidas comparativamente as ndo revestidas, exceto para as BRS, sendo a
concentracdo das populacdes sésseis dependentes da concentracdo das mesmas na fase
planctonica. Ao final do monitoramento (35 dias), a concentracdo de BRS nos biofilmes sobre os
corpos-de-prova com revestimento foi inferior em 5 ordens de grandeza. As andlises de
microscopia eletronica de varredura (MEV) revelaram a ocorréncia de bactérias, na forma de
bastonetes, aderidas ao ago carbono com revestimento. Quando os corpos-de-prova, sem
revestimentos foram expostos a dgua do mar — in natura —foi observada corrosdo uniforme e
localizada, em maior intensidade. Ja os corpos-de-prova revestidos ndo apresentaram evidéncias
de empolamento e enferrujamento no periodo total. As andlises eletroquimicas mostraram a
influéncia das bactérias sobre os potenciais e corrente de corrosdo do aco ao carbono. No entanto,
poucas variagdes foram detectadas quando o metal foi revestido com a tinta, verificando a
eficdcia do 6xido de nidbio na protec¢do do ago carbono.
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ABSTRACT

Araujo, Lindomar Cordeiro Antunes de. Evaluation of Microbiologically Induced Corrosion of
Carbon Steel AISI 1020 coated with pigment inks with Niobium Oxide. Orientadores: Eliana
Flavia Camporese Sérvulo e Ladimir José de Carvalho. Rio de Janeiro: EQ/UFRIJ, 2011.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos).

The micro-organisms may initiate, facilitate or accelerate the corrosion of metallic and non-
metallic surfaces. Microbiologically Induced Corrosion (MIC), the term used to describe the
corrosion activity mediated by micro-organisms, is directly related to the adherence of microbial
species on metal surface and subsequent colonization, leading to biofilms formation
(heterogenous and complex structures consisting of microbial cells embedded in a polymer
matrix of microbial origin). Within the biofilm, many kinds of different microbial groups can
coexist, and their activity can result in enzymes production, EPS, organic and inorganic acids,
which in turn may affect the cathodic and / or anodic metallic reactions, increasing the speed of
electrochemical processes at the biofilm/metal interface. The application of coating has been a
method frequently adopted to prevent or control the adhesion of micro-organisms and MIC,
mainly carbon steel, due to its intensive use in various industries related to its low cost, even
though presenting a low corrosion resistance. This study aimed at evaluating comparatively the
colonization and MIC of carbon steel AISI 1020, with and without a base coat of niobium oxide,
in sea water (Guanabara Bay). The components of the coating — niobium oxide, epoxy and paint
— presented toxic effects on the plankton populations of aerobic heterotrophic bacteria, sulface-
reducing bacteria (SRB) and iron precipitating bacteria, while anaerobic heterotrophic bacteria
were not susceptible. After seven days of exposure, except for SBR, it was evidenced a greater
number of bacterial populations in biofilms formed on the metal surface compared to the
uncoated one. At this time, the concentration of sessile population was dependent on their
concentration in the planktonic phase. At the end of monitoring period (35 days), the SRB
concentration in biofilms on coated coupons had lowered 5 orders of magnitude. The electron
scanning microscopy (SEM) results revealed the occurrence of bacteria, in the form of rods,
attached to the coated carbon steel. A uniform and located corrosion was observed on uncoated
coupons exposed to sea water (fresh and sterile), especifically more intense in fresh seawater.
However, the coated coupons showed no blistering or rusting evidence in the total period. The
electrochemical tests showed the influence of bacteria on the current and corrosion potential of
carbon steel, although few changes were detected when the metal was painted, showing the
effectiveness of the niobium oxide coating on the protection of carbon steel.
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1.1 - INTRODUCAO

A corrosdo induzida microbiologicamente (CIM), corrosdo microbiana, ou simplesmente
biocorrosdo € um processo eletroquimico influenciado por processos bioldgicos, devido a
atividade de micro-organismos, que vem causando, ao longo dos anos, sérios prejuizos a
diferentes setores industriais. Nao existem nimeros oficiais para o custo da CIM, e na literatura
poucas informacdes sdo encontradas. Em 2001, a CC Technologies Laboratories, a Nace
International, e o Federal Highway (FHWA), que administra as rodovias norte-americanas
divulgou que o impacto da corros@o nos diversos setores industriais dos Estados Unidos teve um
custo total de cerca US$ 140 bilhdes, equivalendo a 3,1% do PIB. No Brasil, os gastos com
corrosdo foram estimados em torno de US$ 30 bilhdes em 2006, representando 3,5% do PIB, o

que equivaleria a US$ 400 bilhdes, em valores atuais (www.icz.org.br/latingalva;

www.engesoftware.eng.br). Em 1964, Booth, no Reino Unido, sugeriu que 50% das falhas de

corrosao em dutos eram decorrentes de CIM. Jack e colaboradores (1992) estimaram ser a CIM
responsavel por 34% dos danos em empresas de petréleo. Segundo Fleming (1996), pelo menos
20% dos custos relacionados a corrosdo podem ser associados a biocorrosdo, correspondendo a

um prejuizo de 30-50 bilhdes de dolares anualmente em todo o mundo.

A corrosdao microbiana tem causado problemas e perdas inestimdveis nas industrias
quimicas, petroquimicas, civil, naval, em estruturas de ago, como pontes, cais, plataformas e nas
industrias de energia elétrica (CAPELLETI, 2004; VIDELA & HERRERA, 2005). Isto porque os
micro-organismos estdo amplamente distribuidos na natureza e apresentam tendéncia a aderir as
superficies, metalicas e ndo metdlicas, nos mais diferentes tipos de ambientes. Quando os micro-
organismos aderem a um material, estes modificam as condi¢Oes na interface solido/solucio,
intensificando o processo corrosivo. A nova interface material/solucdo € denominada de interface
bioeletroquimica, j4 que seu comportamento depende tanto das varidveis eletroquimicas (que

controlam a corrosdo) quanto das bioldgicas (que condicionam o biofilme) (VIDELA, 2003).

O ago carbono tem sido o material mais empregado mundialmente nos mais variados
segmentos industriais, devido ao seu custo relativamente baixo, e suas boas propriedades
mecanicas. Contudo, apresenta certas limitacdes, a principal delas sendo a baixa resisténcia a
corrosdo (MAINIER, 2005). Quando o aco carbono € exposto a dgua, particularmente dgua do

mar, a presenga e a atividade dos micro-organismos podem causar corrosdo por pite, abertura de
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fendas em estruturas metdlicas, surgimento de células de aeracdo diferencial, além da corrosio
galvanica (LITTLE & WAGNER, 1997; VIDELA, 2003; VIDELA & HERRERA, 2005;
GENTIL, 2007). Logo, a necessidade de se ter expertises na drea para avaliar como as condicdes
de um ambiente podem interferir na CIM do material metédlico e indicar as medidas mais

apropriadas para sua prevencao ou controle.

Em varias situacOes € possivel proteger uma superficie metélica que eventualmente venha
a sofrer CIM através do emprego de revestimentos. Os revestimentos podem ser aplicados por
vdrias técnicas e processos tais como eletrodeposi¢do, pintura, soldagem ou ainda aspersdo
térmica.

A aplicacdo de revestimentos, além de atuar na prote¢do contra a corrosdo, também prove
uma maneira econdmica de combinar as propriedades do substrato metalico e a do revestimento,
para obtencdo de um material composto com boas propriedades mecanicas, e resistente a
corrosdo (CAPRA, 2005). No presente trabalho, um revestimento constituido por tinta a base de
6xido de niobio, foi aplicado ao aco ao carbono AISI 1020, através da técnica de pintura. O 6xido
de nidbio apresenta-se quimicamente inerte aos agentes COITOSIVOS que provocam corrosdes
severas, normalmente presentes em refinarias (CARVALHO, 2004). Porém, poucas informacdes
existem sobre a a¢do do 6xido de nidbio como agente antimicrobiano e sua eficdcia na aderéncia,
colonizacdo e CIM. Portanto, dentro desta perspectiva, o estudo da biocorrosdao do aco carbono
revestido com tinta de 6xido de ni6bio € de suma importancia, principalmente em relacdo a

prevencao da corrosio, e pela ocorréncia da CIM em superficies metdlicas.

1.2 - OBJETIVO GERAL:

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o efeito do 6xido de ni6bio quando
aplicado na superficie de aco carbono AISI 1020, exposto a dgua do mar, na prevencio a
colonizacao e a CIM.

Para tanto, foram considerados os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar o efeito antimicrobiano dos diferentes componentes do revestimento para as

populacdes bacterianas tidas como principais responsaveis pela CIM;
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Monitorar as populagdes de bactérias na fase planctonica (dgua do mar) e nos biofilmes
ao serem formados sobre os corpos-de-prova revestidos e nao -revestidos;

Avaliar o processo corrosivo de corpos-de-prova, sem e com revestimento através da
determinacdo da perda de massa, taxa de corrosdo (obtida a partir de experimentos de
perda de massa), densidade de pites e da andlise morfolégica da superficie do metal;
Avaliar comparativamente a variacdo do potencial ao longo dos experimentos
eletroquimico e microbioldgico para corpos-de-prova, sem e com revestimento, neste

ultimo caso, também com defeito.
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2.1 - CORROSAO

O termo corrosdo deriva do latim corrodere, que significa destruir. Cientificamente, este
termo tem sido empregado para designar a destrui¢do total, parcial ou superficial de materiais por
ataque eletroquimico, quimico ou eletrolitico (MERCON; GUIMARAES & MAINIER, 2004).

Segundo Gentil (2007), a corrosdo consiste na deterioragdo de um material por acdo
quimica ou eletroquimica do ambiente associada ou nio a esforcos mecéanicos. E um processo
espontineo, que pode incidir tanto sobre materiais metdlicos quanto ndo metélicos (madeira,
concreto, marmore, plésticos e ceramicas) (MERCON; GUIMARAES & MAINIER, 2004). Este
fendmeno causa a decomposi¢do gradual dos materiais, na maioria das vezes, resultando em
danos irrepardveis, tornando necessdria a sua substituicdo, o que gera perdas econdmicas
(FERREIRA, 2005).

Os ambientes corrosivos sdo inimeros, mas a incidéncia da corrosdo em meio aquoso €
maior (SCULLY, 1990). Por isso, os problemas com corrosdo sio freqiientes e ocorrem nas mais
variadas atividades, em especial, nas inddstrias naval, petrolifera, e petroquimica, que envolvem a
circulacdo de meios aquosos em estruturas de grande porte. E, cerca de 80% dos casos de
deterioracdo por corrosdo € de natureza eletroquimica, o que explica a grande influéncia da
eletroquimica no estudo da corrosdao (SCULLY, 1990; GENTIL, 2007).

Na natureza, a corrosdo eletroquimica é mais freqiiente do que a corrosdao quimica, € em
alguns casos, mais severa. Para a ocorréncia da corrosao eletroquimica € necessdria a presenca de
dgua, em geral, a temperatura ambiente, enquanto que a corrosao quimica ocorre na auséncia de
dgua e, normalmente, em temperaturas elevadas posto que a temperatura ambiente, a energia nao
é suficiente para impulsionar a formacio de alguns 6xidos (MERCON; GUIMARAES &
MAINIER, 2004).

A corrosdo eletroquimica resulta na formacdo de uma pilha de corrosdao (JONES, 1996;
FREIRE, 1997). Uma pilha eletroquimica apresenta os seguintes componentes (MERCON;
GUIMARAES & MAINIER, 2004; GENTIL, 2007): (i) anodo: regido onde ocorre a reagdo de
oxidacdo (corrosdo), formando ions metalicos positivos, que migram para o eletrélito; (i)
eletrélito: solucido condutora ou condutor idnico, que permite o transporte da corrente elétrica do
anodo para o catodo, através de circuito externo ou do proprio material; (iii) catodo: regido onde

ocorre a reacdo de reducdo, a partir dos fons positivos existentes na solucdo; e (iv) circuito



22

metdlico: ligacdo metélica entre o anodo e o catodo por onde ocorre o transporte dos elétrons, no
sentido anodo-catodo (MAERK, 1992).

As pilhas sdo células eletroquimicas em que a movimentacdo de cargas é gerada
espontaneamente pela diferenca de potencial natural existente entre os dois eletrodos da célula
(a4nodo e catodo) (GENTIL, 2007). Logo, para evitar que o processo corrosivo se instale é
necessdrio que haja destruicdo da pilha, o que pode ser feito através da remo¢do de um dos
componentes (citodo, eletrdlito ou circuito), a excecdo do anodo, que € a estrutura metélica a ser
protegida (GENTIL, 2007).

As reacdes que ocorrem nos processos de corrosdo eletroquimica sio reacdes de oxidagdo
e redugdo, conforme exemplificado para o ferro em meio aquosos (Equagdes 1 a 6), apresentado

por Mercon, Guimaraes e Mainier (2004):

Fe Fe** +2 ¢ (oxidagdo - reag@o anddica) (D)
2H,O0+2e __, Hy+2OH (reducdo - reacdo catddica) 2)
Fe** + 2 OH ___ Fe(OH); (produto de corros@o que se deposita sobre o metal, em uma regido
intermedidria entre o dnodo e catodo) 3)
Em baixo teor de oxigénio: 3 Fe(OH), . Fe3;04+ 2H,0 + 3H; (@)
Em alto teor de oxigénio: 2 Fe(OH), + H,O + 2 O, —» 2 Fe(OH); (&)

2 Fe(OH); . Fe;03.H,O + 2 H,;0 (6)

No caso da corrosdo do ferro, os produtos de corrosdo consistirdo de Fe;Oy4 (coloragdo
preta) e Fe,O03.H,O (coloragdao alaranjada a castanho-avermelhada), além da presenca de
hidréxidos de ferro.

Em ambiente umido, a corrosdo do ferro é cerca de 100 vezes mais rdpida na presenga de
oxigénio do que na sua auséncia. Mas, mesmo em condi¢do de aerobiose, a corrosdo € lenta por
duas razdes: (i) a reducdo da dgua (Equacgdo 2) € lenta; e (ii) a formagdo de camada de hidréxido
ferroso (Equacgdo 3), a partir da transferéncia de elétrons, inibe reagdes posteriores.

No inicio do processo corrosivo, a velocidade da corrosdo apenas depende da composi¢ao
do ar ou do liquido onde o material se encontra. Por exemplo, a umidade do ar a beira-mar e seu
conteido em cloreto de sddio resulta em aceleracdo do processo eletroquimico. A polui¢do

industrial também € causa de corrosdo devido a emissdo de didxido de enxofre que corrdi
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rapidamente o ferro e o zinco (SILVA JR, SANCHES & SASSON, 1997). Porém, a medida que
0 processo avanga se formam os produtos de corrosdo (Equagdes 4 e 6), e o material passa a

sofrer corrosdo em velocidade que vai depender dessa barreira formada e do metal base.

2.1.1 - Tipos de Corrosao

A corrosdo pode ser dividida em dois grupos principais: corrosiao uniforme, quando
ocorre ataque uniforme da superficie do material, causando a sua perda de massa; e corrosao
localizada, que pode ser denominada como corrosdo por pites ou alveolar (GENTIL,2007;
VIDELA, 2003). A corrosdo por pites se caracteriza pela presenca de cavidades, na superficie do
metal, em geral, de pequeno didmetro, mas de profundidade vdrias vezes maior que este
(GENTIL, 2007).

A corrosao localizada pode ser induzida pela formagao de depdsitos, bidticos ou abidticos,
sobre a superficie metdlica, originando uma célula de aeracdo diferencial ou de concentragcdo de
oxigénio. Em uma célula desse tipo, a drea sob o depdsito (drea menos oxigenada) atuard como
anodo, enquanto a drea descoberta atuard como catodo. Este tipo de corrosdo é comum nos
setores industriais, em particular, quando ha participa¢do de micro-organismos (LITTLE et al.,
1995).

Além da corrosdo localizada e da uniforme, segundo Gentil (2007), podemos ter outras
formas (ou tipos) de corrosdo que podem ser apresentadas considerando —se a aparéncia ou forma
de ataque e as diferentes causas da corrosdo e seus mecanismos. Deste modo podemos classificar
algumas morfologias do processo corrosivo: uniforme, por placas, alveolar, puntiforme,
intergranular, filiforme, por esfoliagdo, grafitica, dezinficacdo, em torno do corddo de solda e
fragilizacdo por hidrogénio. J4 a corrosdo classificada segundo as causas ou mecanismos se
processa por aeracdo diferencial, eletrolitica associada a solicitagdo de esfor¢cos mecénicos (ou
corrosdo sob tensao fraturante) em torno de corddo de solda, seletiva (grafitica e dezinficagdo),

empolamento ou fragilizagdo pelo hidrogénio.



24

2.1.2 — Materiais Metalicos

Anualmente, as industrias perdem bilhdes de dolares por causa da corrosdo
(COSTERTON & WILSON, 2004; RODRIGUES, 2010). As perdas econdmicas podem ser
de ordem direta ou indireta. As de ordem direta estdo relacionadas a custos relativos a
substitui¢do de pegas e equipamentos, aplicacdo e manutencdo de métodos de protecdo. Ja as
perdas indireta sdo em decorréncia de paralisacOes acidentais, perdas ou contaminagdo de
produtos e perda de eficiéncia (diminui¢do da transferéncia de calor em trocadores de calor,
entupimento ou perda de carga em tubulacdes de dgua). Por isso, as industrias, em especial, do
petréleo tém investido cada vez mais em novos materiais e, principalmente, em definir formas de
prevencao ou controle da corrosao.

Existem diversos materiais metdlicos que variam quanto as propriedades e preco.
Obviamente, quanto mais resistente o material a corrosao maior o seu custo. Dentre os materiais
metdlicos, os acos carbono, por causa do seu baixo custo e das suas caracteristicas - alta
resisténcia a impactos, ductibilidade, tenacidade e facilidade de soldagem - tém sido
extensivamente empregados (SILVA, 2009).

Os acos carbono comuns sdo ligas de ferro-carbono que, além do ferro, apresentam
carbono (0,008 a 2%) e alguns elementos quimicos (manganés [Mn], silicio [Si], fésforo [P] e
enxofre [S]), em baixas concentragcdes, cujo somatdrio corresponde a no méiximo 2% da
composic¢do total da liga (CARDOSO, 2005; PANOSSIAN, 1993; COLPAERT, 1965). Em geral,
a concentracdo de cada elemento residual no aco carbono é de no mdximo 1,65% de Mn, 0,30%
de Si, 0,04% de P e 0,05% de S, pois acima destas concentracdes passam a ser considerados
elementos de liga, exercendo fung¢des especiais no aco (COLPAERT, 1965; PANOSSIAN, 1993).
O percentual de elementos residuais, ou impurezas, estd relacionado ao mineral de procedéncia e
ao processo de fabricacao do ago.

O carbono € o elemento determinante das propriedades mecanicas do aco. Em geral,
quanto maior o teor de carbono do aco, maior € sua dureza, porém menor sua ductibilidade. Por
isso, 0s acos podem ser classificados, em relagdo ao percentual de carbono, em: baixo, médio e
alto carbono, e quanto ao percentual de carbono e dureza em: doce e duro, podendo ainda ser
subdivididos em extra doce, doce, meio duro e duro. O quadro 1 apresenta a classificacdo dos

acos ao carbono, e respectivas propriedades e aplica¢des, em funcio do teor de carbono:
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Quadro 1- Classificagado, propriedades e aplicagdes do aco carbono em funcdo do teor de carbono
presente na liga.

Teor de carbono Propriedades Aplicacao
Baixo moles e fracas, mas de elevadas | Carcaga de automdveis, chapas
(10 <0,30%) ductibilidade e tenacidade; sdo | em tubulacgdes e em
usinaveis e soldaveis edificagdes, e latas estanhadas.
Médio Elevada resisténcia a abrasdo e | Rodas de trens, e engrenagens.
(0,30 <C >0,85%) | tenacidade
Alto Mais duros, menos ducteis Ferramentas de corte, laminas
(0,85 <C >1,50%) de serra para metais, molas e
arames de alta resisténcia

Fonte: Adaptado de CARDOSO (2005)

Os acos carbono sdo essencialmente ligas de ferro e carbono que podem ser
intencionalmente adicionados elementos com o objetivo de promover mudangas micro-estruturais
que, por sua vez, levam a mudangas nas propriedades fisicas e mecanicas, permitindo ao material
desempenhar funcdes especificas. A adicdo de elementos de liga (niquel, cromo, manganés,
tungsténio, molibdénio, vandadio, silicio, cobalto e aluminio) confere caracteristicas especiais, tais
como resisténcia a tragdo e a corrosdo, elasticidade, ductibilidade, dureza, entre outras, ou apenas
facilita o processo de fabrico (usinabilidade). Por conseguinte, os entdo denominados agos-liga
ou acos especiais sao melhores do que os acos carbono. De acordo com a norma NBR 6215 , os
acos especiais podem possuir os seguintes elementos de liga em teores maximos: Cu (0,35%), Cr
(0,20%), Ni (0,25%), Al (0,10%), B (0,0030%).

Os agos carbono e agos especiais seguem a mesma classificacdo, dividindo-se também em
graus, tipos e classes. Os sistemas de classificagdo também sdo os mesmos, destacando-se os
sistemas AISI, SAE, ASTM e UNS. Na prdtica, o sistema americano — AISI (American Iron and
Steel Institute) - € o mais adotado para a classificacdo dos acos. Neste caso, o ago carbono &
seguido de AISI e por quatro algarismos. Os dois primeiros algarismos representam as
porcentagens aproximadas dos elementos de liga mais significativos, enquanto os dois algarismos
finais representam a quantidade de carbono. Por exemplo, o aco carbono AISI 1020,
extensivamente usado em instalagdes industriais e portudrias, pertence ao grupo dos agos comuns

ao carbono, contendo 0,2% de carbono, ou seja, se classifica como baixo carbono.
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De acordo com os dados da literatura, os agos de baixa carbono, devido a sua composicao,
se oxidam com extrema facilidade, apresentando baixa resisténcia a corrosio (PANOSSIAN,
1993; CARDOSO, 2005; COSTA, 2006). Mas, apesar disso, esta liga metélica ¢ ainda hoje o
material mais comumente utilizado na construcdo de adutoras, oleodutos, gasodutos e
minerodutos. A corrosdo € ainda mais intensa quando o material € exposto a 4gua do mar, uma
vez que a presenga do fon cloreto potencializa o efeito corrosivo. O cloreto de sédio, por ser um
eletrolito forte, eleva a condutividade da solucdo eletrolitica, fazendo com que seja formada uma
complexa camada composta de 6xidos e hidroxidos de ferro. Estes produtos de corrosdo sio
volumosos, e pouco aderentes, o que permite que o fluxo aquoso os remova com facilidade da
superficie, deixando o metal novamente exposto e, assim, susceptivel ao processo corrosivo. Por
outro lado, em dguas com baixa condutividade héd formacgado de produtos de corrosdo compactos e
aderentes a superficie, o que pode resultar em efeito protetor. A taxa de corrosdo referenciada
para aco carbono em d4dgua do mar, meio de alta condutividade, ¢ 130 pm/ano

(www.cimm.com.br), o que segundo a norma NACE RP-07-75 corresponde a taxa de corrosio.

Em geral, esta taxa € linear por 8 anos. Depois deste periodo a taxa de corrosdo decresce a um
patamar mais baixo e constante.

Considerando que os tubos de aco carbono correspondem hoje a cerca de 90% das
tubulagdes industriais, é primordial investir em métodos de controle ou prevencdo da corrosao,
em particular quando hd presenca de micro-organismos em ndmero expressivo (> 10*
células/mL), cujo metabolismo possa concorrer para intensificar o processo corrosivo. De acordo
com Videla (2002), a concentragdo e a atividade dos micro-organismos presentes podem
interferir intensamente na forma de prevengdo da corrosao, inviabilizando economicamente a sua
aplicacdo ou tornando-a ineficiente. A seguir faremos uma exposi¢do sobre a corrosio induzida

microbiologicamente.
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2.2 - CORROSAO INDUZIDA MICROBIOLOGICAMENTE

Conceitua-se como Corrosdo Induzida Microbiologicamente (CIM), quando a
deterioracdo do material ¢ mediada pela atividade de micro-organismos (VIDELA, 2003). Por
exemplo, 0os micro-organismos podem alterar a concentra¢do de oxigénio dissolvido, o valor do
pH e a concentracdo de compostos organicos e inorganicos do ambiente em que se encontram
(NATISHAN et al., 1999).

Segundo Rocha (2006), os micro-organismos sdo ubiquos e capazes de rapidamente
colonizar os mais diversos materiais, desde que haja um minimo de dgua livre e de nutrientes
necessarios ao seu desenvolvimento. Assim sendo, pode-se evidenciar a CIM em ambientes
aquosos (dgua do mar, de rios, e de sistemas de resfriamento), em solos, sedimentos, regides
pantanosas, € mesmo em solventes organicos e combustiveis (ORNEK et al., 2002; GENTIL,
2007). A CIM se caracteriza pela rapidez de sua implantacdo de forma quase que imperceptivel.

Os micro-organismos sdo capazes de iniciar, facilitar ou acelerar o processo corrosivo,
embora, na maioria dos casos, sem alterar o fendmeno eletroquimico (NAGIUB & MANSFELD,
2002; ORNEK et al., 2002; VIDELA & HERRERA, 2005). Logo, evidencia-se um processo
anddico de dissolucdo do material metédlico e um processo catédico complementar (VIDELA,
1996).

A CIM estd diretamente relacionada com a aderéncia de micro-organismos na superficie
dos materiais € a sua posterior colonizacdo, levando a formacdo de biofilmes (DAVEY &

O’TOLLE, 2000).

2.3 - FORMACAO DE BIOFILME

Os biofilmes sdo estruturas heterogéneas e complexas que se formam a partir da
colonizacdo microbiana nas superficies sélidas, vivas ou inertes, tanto em ambientes naturais
quanto industriais (CHARACKLIS & MARSHALL, 1990; BEECH, 2004). De acordo com Boari
(2008), os biofilmes microbianos ocorrem naturalmente nos mais variados tipos de ambientes,
sejam eles bidticos como tecidos vegetais e animais, ou abidticos, como rochas, metais e

polimeros diversos.
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Em geral, quando os materiais sdo imersos em ambientes com a presenca de dgua, os
micro-organismos autoctones encontram condi¢des nutricionais que favorecem seu metabolismo,
resultando em crescimento e reprodugdo, bem como na sintese e excre¢do de bioprodutos, tais
como substancias poliméricas extracelulares (EPS — Extracellular Polymeric Substance) (FANG,
XU & CHAN, 2002; GEORGE, MARCHAL & NEWMAN, 2003). Por sua vez, o EPS favorece
a adsor¢do de nutrientes e de outras células microbianas da fase planctonica (no estado livre).
Assim sendo, os biofilmes sdo formados por comunidades microbianas, de diferentes graus de
complexidade, imobilizadas em uma matriz polimérica de origem microbiana (EPS), com canais
intersticiais, por onde hd a passagem do fluido circulante (LEWANDOWSKY, STOODLEY &
ROE, 1995; CHAN et al., 2002). Em suma, os biofilmes sdo constituidos de materiais organicos
(carboidratos, proteinas, lipideos, fosfolipideos, vitaminas, entre outros) e inorganicos (sais
minerais), gerados pelo metabolismo celular ou absorvidos do fluido pelo EPS, e principalmente
dgua, que representa mais 95% da sua composicio (PARIZZI et al., 2004; BEER &
STOODLEY, 2006; MACEDO, 2006).

A formagdo do biofilme € uma estratégia de sobrevivéncia de micro-organismos em
ambientes onde as condi¢des sdo adversas, o que resulta em alteragdes fenotipicas diversas entre
as células planctonicas (vida livre) e as na forma séssil (aderidas). Por exemplo, as mesmas
espécies microbianas na fase séssil normalmente sio mais resistentes a agentes antimicrobianos
do que no estado planctonico (MOSTELLER & BISHOP, 1993; CABECA, 2006). Isto porque,
nos biofilmes, formam-se micro — habitats, que oferecem protecdo as células neles inseridas
contra as condi¢des estressantes do meio ambiente.

Dentre os vdrios fatores relacionados a formacdo de biofilmes, os principais sdo: as
caracteristicas fisico-quimicas do material e a expressdo de fatores de viruléncia pelos micro-
organismos, tais como producdo de cépsula, fimbrias e sintese de adesinas fimbriais e ndo
fimbriais (ZOTTOLA & SASAHARA, 1994).

Segundo Videla e Herrera (2005), a formagao de biofilmes sobre metais € um processo
acumulativo, dinamico e geralmente nao uniforme, o que concorre para que se instale o processo
corrosivo. Ademais, a atividade microbiana resulta na produc¢do de enzimas, EPS, 4cidos
orgadnicos e inorganicos, que podem afetar sobremodo as reacdes catodicas e/ou anodicas,

intensificando a velocidade dos processos eletroquimicos na interface biofilme/metal. Por outro
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lado, o recobrimento da superficie do metal pelo biofilme pode resultar em prote¢do contra
agressoes quimicas e fisicas do ambiente (PARIZZI et al., 2004; MACEDO, 2006).
As etapas de formacdo do biofilme envolvem processos complexos e pode ser resumida

conforme a figura 1:
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Figura 1: Esquema de formacdo de biofilme (GHIGO, 2003).

Dentre as principais fases no desenvolvimento de um biofilme destacam-se (DREESZEN,
2003; JANNING et al., 2005):

e Formacdo de camada condicionante - ao entrar em contato com &agua, tem inicio a
deposi¢do de matérias organicas e inorganicas sobre a superficie do material, formando
uma fina pelicula de 20 a 80 pm de espessura;

e Adesao de bactérias “colonizadoras primérias” - algumas bactérias planctonicas, através
de diferentes modos (processo difuso, transporte convectivo € movimento ativo), aderem
ao solido, entranhando na camada limitrofe, que é a zona inativa da superficie onde a
velocidade de vazdo tende a zero;

e Formacdo de EPS (glicocdlix) - as bactérias do biofilme sintetizam e excretam EPS, em
quantidades correspondentes a 70-90% da massa seca do biofilme (FLEMMING, 1996).

Além de favorecer a unido dos micro-organismos sésseis entre si, 0 EPS € responsavel por
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consolidar a fixacdo do biofilme a superficie do sélido. Também serve como fonte
nutricional no caso de condi¢do de estarvacdo, ou seja, de baixa disponibilidade de
nutrientes. Segundo Morton e colaboradores (1998), o EPS € capaz de concentrar enzimas
digestivas produzidas pelas células microbianas, aumentando sua efici€éncia metabdlica
(MORTON et al., 1998). Tem-se ainda que o material polimérico, por conta da presenca
de grupos funcionais negativos, favorece a reacdes com fons metélicos, contribuindo tanto
para o metabolismo microbiano quanto para a dissolucio do metal de base onde o
biofilme foi formado, intensificando o processo corrosivo (COSTERTON et al., 1995). O
EPS ainda pode ter acdo protetora para os micro-organismos sésseis contra diferentes
produtos (biocidas, inibidores de corrosdo, etc.) e a metais que poderiam inativa-los.
Segundo Stewart e Costerton (2001), a matriz polimérica pode aumentar em até 1000
vezes a resisténcia dos micro-organismos aos biocidas quando na fase séssil em
comparacao ao estado planctdnico;

e Adesdo de “colonizadores secunddrios” — sdo micro-organismos que metabolizam 0s
produtos gerados pelos colonizadores primdrios, ou ainda excretam substincias que
podem ser assimiladas pelos outros propiciando a manutencdo da viabilidade celular no
biofilme;

¢ Biofilme maduro - quando a comunidade no biofilme atinge um estdgio metabolicamente
cooperativo e complexo, com participagdo de uma tnica, ou mais comumente, de espécies
diversas, formam micronichos de caracteristicas diferenciadas. O biofilme maduro atua
como um consorcio funcional de células, com padrdoes de crescimento alterados,
cooperacdo fisiolégica e eficiéncia metabdlica. Nesta fase, as células localizadas em
regides diferentes do biofilme exibem diferentes padroes de expressdo genética (IST,

2008);

e Desprendimento do biofilme — A células no biofilme podem se desprender pela propria
reproducdo celular, ou pode haver desprendimento das camadas mais externas devido a
fendmenos de erosdo superficial ou descolamento. Uma vez na fase planctdnica, as

células podem vir a recolonizar a superficie metdlica.

O crescimento de qualquer biofilme € limitado pela disponibilidade de nutrientes no
fluido circulante, mas principalmente pela condi¢do nutricional no interior do biofilme (IST,

2008). Além disso, fatores como pH, difusdo de oxigénio, e osmolaridade controlam a maturagao
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do biofilme. A velocidade do fluxo aquoso também estd diretamente relacionada ao crescimento
do biofilme, além de interferir na sua formacdo e modificar consideravelmente os parametros
eletroquimicos (DE FRANCA & CRAVO JR, 2000).

A espessura e a complexidade do biofilme criam um gradiente de aeracdo, que gera
condi¢des adequadas ao desenvolvimento de micro-organismos quer aerobios (na parte mais

externa) quer anaerobios (em regides mais internas do biofilme) (COSTERTON et al., 1995).

2.4 - MICRO-ORGANISMOS PROMOTORES DE CIM

Em biofilmes sdo encontradas espécies dos diferentes grupos microbianos, sendo as
bactérias consideradas as principais responsdveis pela CIM, dada a sua ubiqiiidade, maior
velocidade de geracdo, diferenciados tipos de metabolismo e metabdlitos gerados. Segundo
Batista (2001), os micro-organismos considerados principais responsdveis pela corrosdo podem
ser distinguidos de diferentes formas, sendo uma delas relacionada ao metabolismo. Os diferentes
grupos microbianos atuam na CIM pela: (i) producdo de acidos, estimulando a reacdo anddica;
(i1) producdo de H,S ou de outros agentes oxidantes, favorecendo a reagdo catddica; ou (iii)
degradacdo de revestimentos de superficies metdlicas, usados como método de prevencdo a

corrosao (VIDELA, 2003).

2.4.1. Bactérias redutoras de sulfatos (BRS)

Este grupo compreende espécies anaerdbias dos dominios Eubacteria e Archaebacteria,
morfoldgica e fisiologicamente distintas, mas que em comum apresentam a capacidade de
realizar um processo de respiracdo anaerobica, denominado reducdo desassimilativa do sulfato,
onde o sulfato é o aceptor final de elétrons, com liberacdo de gds carbdnico e de sulfetos (gas
sulfidrico, sulfetos e bissulfetos metélicos) em alta concentracio (JENNEMAN & KNAPP, 1986;
BARTON, 2009; GONZALEZ, SANTANA & MIRZA-ROSCA, 1998; CASTRO et al., 2000).
O 4cido sulfidrico (H,S) € um agente altamente reativo, téxico e corrosivo (KUANG et al., 2007,

MUYER & STAMS, 2008), enquanto o sulfeto de ferro (FeS) é reconhecidamente acelerador da
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formacdo de célula galvanica no aco, sendo a massa depositada sobre o metal diretamente
proporcional a taxa de corrosdo (JACK, WORTHINGHAM & FERRIS, 1992).

Neste grupo microbiano encontram-se as espécies dos géneros Desulfovibrio e
Desulfomaculum (RABUS et al., 2006), as mais estudadas, e outros vdarios géneros
(Desulfobacter, Desulfonema, Desufobulbus, Desulfuromonas, Desulfosarcina,
Desulfomicrobium, Thermodesulfobacterium), que foram isolados de ambientes terrestres e
aquaticos, naturais e industriais (MATIAS et al., 2005). Particularmente estas bactérias estdo
presentes em ambientes marinhos devido a presenca de sulfato na d4gua do mar, em concentra¢io
de cerca 3.000 ppm (RAJASEKAR et al., 2005).

Até o momento, foram distinguidos quatro subgrupos através da anélise das seqiiéncias de
16S rRNA: BRS mesofilicas Gram-negativas; BRS Gram-positivas formadoras de esporos; BRS
termofilicas ; e BRS arqueas termofilicas (CASTRO et al., 2000).

A morfologia das diferentes espécies de BRS € bastante diversificada, encontrando-se
formas esféricas, ovais, espirais, de bastonetes, de vibrios e filamentosas, com diametro variando
de 0,4 a 3,0 um. Os membros deste grupo se caracterizam por serem anaerdbios estritos, embora
algumas possam sobreviver na presenca de O, por dias (BARTON, 1995). Algumas espécies sao
halofilicas, com tolerancia a salinidade superior a 18% (FAUQUE, 2005; DUNSMORE &
EVANS, 2005), sendo outras barofilicas, crescendo sob pressdes elevadas, de até 1.000 atm
(BARTON, 1995).

A maioria das BRS é classificada como mesoéfila, com 6timo crescimento entre 25 e 40°C
(MUYZER & STAMS, 2008; TANG, BASKARAN & NEMATI, 2009), embora j4 tenham sido
isoladas algumas espécies capazes de crescer a -5°C (psicrofilicas) e outras em temperaturas
superiores a 75°C (hipertermofilicas). Com relacdo aos valores de pH, geralmente crescem em
faixa de 7,2 a 7,8 (BARTON, 1995; HAMILTON, 1995; VIDELA, 1996), entretanto, encontram-
se espécies que toleram ambientes altamente dcidos (pH 4,0) e alcalinos (pH 9,5). Na literatura, ja
foram relatadas espécies capazes de se desenvolver em valores de pH na faixa de 2,9 a 10,0),
embora com baixa atividade metabdlica ( TANG, BASKARAN & NEMATI, 2009).

Os membros deste grupo sdo heterotroficos, capazes de metabolizar uma diversidade de
fontes de carbono, tais como agucares (mono e dissacarideos), aminodcidos, compostos de um
unico atomo de carbono (metanol, formiato, mondxido de carbono, metanotiol), alcodis

(propanol, butanol, glicerol, furfural), aldeidos (acetaldeido), dcidos graxos de cadeia curta
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(acetato) e cadeia longa, hidrocarbonetos alifdticos (alcanos e alcenos de cadeia curta e longa) e
hidrocarbonetos aromaticos, inclusive alguns reconhecidamente recalcitrantes (benzoato, fenol,
tolueno, etilbenzeno) (MUYZER & STAMS, 2008; TANG, BASKARAN & NEMATI, 2009).
Inclusive, na auséncia da fonte de carbono, algumas espécies sdo capazes de utilizar H; pela acdo
da enzima hidrogenase (POSTGATE, 1984; BARTON & TOMEI, 1995; KERESZTES,
FELHOSI & KALMAN, 2001; LIAMLEAM & ANNACHHATRE, 2007; KNIEMEYER et al.,
2007).

Todas essas caracteristicas demonstram a habilidade desse grupo de micro-organismos de
se adaptar aos mais variados tipos de ambientes, inclusive sendo capaz de crescer em condi¢des

extremas (POSTGATE, 1984; BARTON & TOMEI 1995).

2.4.2 — Bactérias precipitantes de ferro

Esse grupo, também conhecido como ferrobactérias, compreende as bactérias redutoras e
oxidantes do ferro, micro-organismos aerdbicos que obtém a energia necessdria ao seu
metabolismo a partir da oxidag@o ou redugao do ferro (VIDELA, 2003).

As bactérias oxidantes de ferro, normalmente associadas ao processo de corrosdo, sao as
espécies Acidithiobacillus ferrooxidans, Gallionella ferruginea e Leptospirillum ferrooxidans, e
os geéneros Crenothrix, Leptothrix, Sideromonas e Siderocaspa (EDWARDS et al., 2001;
GENTIL, 2007; MADIGAN et al., 2010). Exceto pelas espécies dos gé€neros Leptothrix e
Sphaerotillus que sdo capazes de crescer em ambientes com baixa concentracdo de oxigénio
(HOLT, 1994), estas bactérias sdo aerdbias e crescem autotroficamente obtendo energia a partir
da oxidacdo do ion ferroso a férrico, o que resulta na formacdo de Fe(OH); ou Fe,O3; .H,O,
compostos insoluveis, que ao depositar sobre as superficies metdlicas, podem levar a ocorréncia
de corrosdo por aeragdo diferencial (STAROSVETSKY et al., 2001; GENTIL, 2007). As espécies
do género Crenothrix também promovem a oxida¢do do fon manganoso a manganico, cujos
hidroxidos sdo insoluveis e, portanto, favorecem o processo corrosivo. Por isso, o envolvimento
das ferrobactérias na CIM.

Estas bactérias se desenvolvem em temperaturas na faixa de 0 a 40°C e em valores de pH

entre 5,5 e 8,2. Para A. ferrooxidans e Leptospirillum ferrooxidans, o valor 6timo de pH para
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crescimento se situa entre 2 e 3, sendo que algumas estirpes apresentam crescimento mesmo em
valores de pH abaixo de 1.

Existe também uma variedade de micro-organismos que utilizam o fon férrico como
aceptor final de elétrons para a geracdo de energia a partir da oxidacdo de distintos compostos
quimicos, inclusive compostos aromdticos, compreendendo fungos (OTTOW e VON
KLOPOTEK, 1969) e bactérias, como as do gé€nero Pseudomonas, Bacillus, Bacterdides,
Geobacter, Serratia, Clostridium, Rhodoferax, Desulffitobacterium, Sulfolobus, Acicithiobacillus,
Acidiphilium,  Sulfobacillus, Trichoccoccus, Fulvimonas, Shewanella putrefasciens e
Desulfovibrio (NEALSON, 1983; JONES, DAVISON & GARDENER, 1984). Normalmente, a
reducdo dos fons férricos se dd na auséncia de oxigénio, embora também tenha sido constatada

em condi¢do de aerobiose.

2.4.3 - Bactérias oxidantes de enxofre

Este grupo compreende vdrios géneros de metabolismo quimiolitotréfico, que em comum
obtém energia a partir da oxidacdo de compostos reduzidos de enxofre, e, em alguns casos
enxofre elementar, com geracdo de sulfato (TANG, BASKARAN & NEMATI, 2009). O
metabolismo litotréfico € mais amplamente distribuido entre os grupos filogenéticos dos
dominios Eubacteria e Archaeabacteria que as formas de metabolismo fototréfico e organotréfico
(MADIGAN et al, 2010).

As bactérias oxidantes de enxofre, com base no metabolismo, podem ser divididas em: (i)
quimiolitotréficas obrigatérias (Acidithiobacillus spp., Sulfolobus sp. e Thiomicrospira); (ii)
quimiolitotroficas facultativas (podem crescer quimiolitotroficamente, heterotroficamente ou
mixotroficamente) compreendendo algumas espécies de Acidithiobacillus e de Beggiatoa, € as
espécies Thiosphaera pantotropha e Paracoccus denitrficans; (iii) quimiolitoheterotréficas
(algumas poucas espécies de Acidithiobacillus e de Beggiatoa); (iv) quimioorganoheterotréficos
(Thiobacterium, Thiothrix, e algumas espécies de Beggiatoa; (iv) fototréficas (Chlorobium e
Pelodityon) (TANG, BASKARAN e NEMATTI, 2009).

As bactérias oxidantes de enxofre compreendem espécies que vivem em valores de pH

neutro ou acido (acidofilas) (MADIGAN et al, 2010). Dentre as bactérias acidéfilas oxidantes de
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enxofre, se destaca o género Acidithiobacillus, antigamente denominado de Thiobacillus
(KELLY & WOOD, 2000). As espécies deste gé€nero se apresentam como bastonetes Gram-
negativos, sendo a maioria aerébia (VIDELA & HERRERA, 2005). Em comum, as espécies de
Acidithiobacillus desenvolvem metabolismo quimioautotréfico, utilizando o diéxido de carbono
como tinica fonte de carbono, e obtendo a energia a partir da oxidacdo de sulfeto (S*), sulfito
(3032'), tiossulfato ( 82032' ) e diversos politionatos, como tetrationato (S4O62'). Em geral, a
metabolizagcdo de sulfetos soluveis ocorre somente para concentragdes de H,S livre abaixo de 200
ppm (GENTIL, 2007). Em decorréncia da atividade metabdlica hd geracdo de sulfato, que em
meio aquoso, resulta na formagdo de 4cido sulfirico (H>SO4), um agente corrosivo. Por isso, a
atividade destas bactérias no ambiente pode ser muito prejudicial para estruturas metdlicas, e
inclusive concreto e marmore (WARSCHEID & BRAAMS, 2000).

A oxidagdo de enxofre envolve outros géneros, a maioria aerébia, morfologicamente e
fisiologicamente diferenciados. Distintamente, Thiomicrospira denitrificans pode crescer em
anaerobiose e em baixas concentracdes de O,; Acidithiobacillus denitrificans, Thiosphaera
pantotropha, A. versutus € Paracoccus sdo facultativas, porém as duas ultimas podem perder a
capacidade de oxidar sulfeto quando cultivadas em anaerobiose. Algumas espécies (Thioploca
spp., Acidithiobacillus denitrificans e Thiomicrospora denitrificans) realizam a oxidagcdo andxica
do sulfeto em associag¢do a reducdo de nitrato, e algumas, como por exemplo, Acidithiobacillus

thioparus, a partir da reducio do nitrato a nitrito.

2.4.4 — Micro-organismos produtores de acidos

Além do 4cido sulfurico produzido pelas bactérias oxidantes de enxofre, pode haver
geracdo de outros 4cidos, inorgadnicos e organicos, por via microbiana. Exemplos de &cidos
inorganicos sao o dcido nitrico (Nitrobacter, Pseudomonas), acido nitroso (Nitrosomonas) e acido
sulfidrico (BRS, Clostridium).

A geragdo de 4cidos organicos como produtos finais do metabolismo se deve a atividade
de algumas bactérias quimioheterotréficas e fungos. Em geral, estes micro-organismos
apresentam um sistema enzimatico complexo, o que permite que utilizem os mais diversos tipos

de substancias quimicas, desde moléculas simples até poliméricas. Como resultado do
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metabolismo microbiano, podem ser produzidos diferentes dcidos de cadeias curtas, como 4cido
férmico, acético, latico, propidnico e butirico.

Os fungos também sio reconhecidamente produtores de dcidos orginicos, particularmente
as espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium. Em trabalho realizado por Little e
colaboradores (2001) foi comprovada a efetiva participagdo destes fungos filamentosos na
biocorrosdo de aco carbono pela a¢do dos 4cidos e dioxido de carbono por eles gerados. Tem-se
ainda o relato de Palermo e colaboradores (1997) sobre a desmineralizacdo de rochas e concretos
pela atividade metabdlica de Aspergillus glaucus.

As algas, que compreendem um grupo de organismos eucariontes unicelulares ou
pluricelulares que contém clorofila e realizam fotossintese (MADIGAN, MARTINKO &
PARKER, 2006), similarmente aos outros grupos microbianos acima mencionados, apresentam a
capacidade de produzir dcidos organicos com acdo corrosiva. Além disso, excretam compostos
que podem servir de nutrientes para outros micro-organismos presentes nos biofilmes,
favorecendo seu crescimento e, por conseguinte, intensificando a CIM. Sodré (1996) cita as
espécies Nostoc parmeloides e Anabaena sphaerica como causadoras da corrosdo de ago carbono
e de aco inoxidavel. No entanto, pouca atencdo ¢ dada aos fungos e algas uma vez que as
bactérias sdo predominantes nos biofilmes, devido ao crescimento mais rapido.

Os acidos podem causar a dissolug@o dos 6xidos metdlicos depositados sobre a superficie
metdlica, que em alguns casos pode favorecer a sua passivagdo, acelerando a reacdo na drea
anddica. Além disso, os dcidos podem atacar revestimentos, utilizados para protecdo das
superficies, concorrendo para a instalacdo do processo corrosivo.

No caso dos compostos orginicos, além da ag@o corrosiva, podem servir de fonte de
carbono para as BRS, potencializando a CIM (BOGAN et al., 2004). Little e colaboradores
(1995) mostraram que a atividade de bactérias produtoras de dcido acético acelerou a corrosdo de

aco inoxidavel catodicamente protegido.
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2.4.5 — Bactérias produtoras de EPS

Diferentes espécies de bactérias apresentam a capacidade de sintetizar e excretar material
polimérico, o que lhes permitir colonizar as superficies. Dentre os micro-organismos ja
mencionados, pode-se citar, como exemplo as espécies de BRS e de Acidithiobacillus (BEECH et
al., 2004; KINZLER et al., 2003; BOGAN et al., 2004).

A formacdo de biofilmes e, consequentemente, a CIM sdo mais rdpidas e mais intensas,
quando ha envolvimento de micro-organismos que sejam efetivamente produtores de EPS. Isto
porque, quanto maior a quantidade de material polimérico no biofilme, maior serd a
probabilidade da adesdo de novas células microbianas, maior serd a protecdo das células aderidas
contra os efeitos toxicos dos fons metdlicos e de agentes antimicrobianos, e principalmente, mais
rapidamente ocorrerd a atividade das BRS, reconhecidamente os micro-organismos principais
responsdveis pela CIM (TREVORS & COTTER, 1990).

As espécies do género Pseudomonas sdo descritas como colonizadores primarios,
posto que em comparagdo com outras bactérias, sdo potencialmente produtoras de EPS. Vérios
trabalhos ja comprovaram que a colonizacdo de materiais por Pseudomonas spp, bactérias
quimioheterotréficas aerdbias ou facultativas, cria as condi¢des nutricionais (produgdo de 4cidos e
H,) e fisico-quimicas (redu¢do do potencial redox) para a atividade metabdlica das BRS no
interior do biofilme (BEECH & GAYLARDE, 1999; BAUMGARTNER et al., 2006).

Na base de um biofilme maduro, devido a intensa atividade das células aerdbias na
parte superior do biofilme e a presenca da matriz polimérica (EPS), a qual atua como uma
barreira a difusdo de oxigénio, se estabelece uma zona de anaerobiose. A concentracdo de
oxigénio dissolvido na base de um biofilme de apenas 180 pm de espessura pode ser zero
(VIDELA & HERRERA, 2005). Portanto, como enfatizado por Videla (2003), as bactérias

produtoras de EPS podem ser consideradas precursoras da CIM.
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2.5 - MECANISMOS DA CIM

Virios fatores contribuem para o desenvolvimento da corrosdo, sendo as caracteristicas do
ambiente consideradas as mais importantes, principalmente se nele houver a presenca de micro-
organismos (GENTIL, 2007). Outros fatores que afetam a corrosio de metais em &dgua sdo:
concentracdes de gases dissolvidos e de sais minerais em solucio, tipo de material e as condi¢des
operacionais do sistema (pH, temperatura e velocidade da 4gua) (FONTANA, 1978; BOFFARDI,
1992; HAMILTON, 1995; VIDELA & HERRERA, 2005; GENTIL, 2007).

Como anteriormente mencionado, a atividade dos micro-organismos intervém tanto no
inicio como na velocidade do processo corrosivo (BATISTA, 2001). Assim sendo, quanto maior
for a densidade da populacdo microbiana na fase planctonica, maior serd a probabilidade de haver
contato dos micro-organismos com a superficie do material e, portanto, mais rapida e intensa serd
a sua colonizagdo e, consequentemente, mais severa a CIM (VAN LOOSDRECHT et al., 1990).
No entanto, alguns autores evidenciaram a colonizacao de superficies de aco inoxiddvel, mesmo
quando imerso em dgua contendo baixa concentracdo de micro-organismos planctonicos (107
células vidveis /mL) (JAIN, 1995; PERCIVAL, 1998;).

A seguir segue uma abordagem sucinta dos diferentes mecanismos de CIM decorrentes da

ativa participacio de micro-organismos sésseis.

2.5.1 - Formacao de células de aeracio diferencial

A adesdo dos micro-organismos a superficie dos materiais ocorre de forma aleatdria, o que
resulta em uma colonizacdo heterogénea. A distribuicio ndo uniforme do biofilme sobre as
superficies permite a formacao de regides menos oxigenadas (abaixo do depdsito bidtico) e mais
oxigenadas (na drea descoberta), levando ao desenvolvimento de dreas anddicas e catddicas
separadas (GENTIL, 2007). Deste modo tem origem uma célula de aeracdo diferencial ou de
concentracdo de oxigénio, que resulta em dissolu¢do generalizada do material metdlico
(CHARACKLIS & MARSHALL, 1990; CHEN et al., 1994).

Em uma célula de aeracdo diferencial, a corrosdo por pite € bastante comum nos setores

industriais com envolvimento de micro-organismos, o que merece especial atencdo (VIDELA,
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2003). Isto se explica pela dificuldade de se detectar a presenga da corrosdo por pites sobre uma

superficie metdlica.

2.5.2 - Producao de metabdélitos corrosivos

Os é4cidos organicos e inorganicos, gerados pelo metabolismo microbiano, ao entrarem em
contato com superficies metalicas, podem causar a sua corrosdo quer diretamente ou quer pela
destruicdo da pelicula de prote¢do (revestimento) (ANGELL, 1999). Além disso, como j4
salientado, a presenca de dcidos organicos em biofilme favorece a atividade das BRS, que ao

gerar dcido sulfidrico resulta na corrosao por pites (VIDELA, 2002).

2.5.3 - Consumo de inibidores de corrosao

Algumas espécies de bactérias e de fungos filamentosos apresentam a capacidade de
consumir as substancias empregadas como agentes inibidores de corrosdo. Logo, os materiais
metdlicos ndo sdo mais protegidos e ainda hd aumento da densidade microbiana. Chen e
colaboradores (1994) determinaram a corrosdo com a presenga de pites do aluminio, quando
nitrato de amonio foi empregado como inibidor de corrosdo. Neste caso, os pites foram originados
pela ac@o do nitrito resultante do consumo microbiano de nitrato como aceptor de elétrons em

condic¢do anaerdbica.

2.5.4 - Despolarizacao catédica

Alguns micro-organismos, dentre eles as BRS hidrogenase positiva, ao consumir o
hidrogénio molecular adsorvido a superficie do metal na regido catédica, concorrem para o
avanco do ataque do metal (VON WOLZOGEN KUHR & VAN DER VLUGT, 1961; CHEN et
al., 1994). Na Figura 2 estd representada a polarizacdo de um metal, pelo hidrogénio gerado
através da reducdo da dgua. O recobrimento total da regido catédica pelo hidrogénio impede que

haja consumo de elétrons e, conseqiientemente, a continuidade do processo corrosivo. Entretanto,
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o consumo microbiano do hidrogénio, fendmeno denominado por “Despolarizagdo Catddica”,

expde novamente o metal a acdo dos agentes corrosivos.
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Figura 2: Representacdo da polarizacdo e despolarizacio na regido catddica

2.5.5 — Destruicao/remocao de revestimentos protetores

O acgo carbono, conforme citado no item 2.1.2, ¢ um material de baixa resisténcia a
corrosdo. Por isso, para que possa ser utilizado, muitas vezes é necessdria a adocdo de alguma
técnica de protecdo. Uma alternativa considerada em vdrias aplicagdes, por exemplo, na prote¢ao
de dutos, € o recobrimento externo do material metalico com revestimentos.

Porém, algumas espécies de bactérias e fungos filamentosos apresentam a capacidade de
degradar os compostos constituintes do revestimento através da excrecao de enzimas hidroliticas
(CHEN et al., 1994). A area descoberta pode entdo vir a sofrer o ataque de agentes corrosivos. Os
revestimentos também podem ser atacados por 4cidos, orginicos ou inorganicos, formados pelo
metabolismo microbiano. Outra possibilidade ainda € a ruptura do revestimento pela difusdo de

gases gerados por células presentes nos biofilmes a eles aderidos.
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2.6 - TECNICAS EMPREGADAS PARA PREVENCAO/CONTROLE DA CIM

Existem vérias técnicas que podem ser empregadas na prevencdo ou no controle da CIM.
A aplicacdo de qualquer delas, mesmo que em combinac¢do, ndo garante a prote¢do segura de
materiais por tempo indeterminado. Portanto, a escolha da técnica deve considerar a eficiéncia
pretendida e os gastos correspondentes.

Dentre as técnicas usualmente mais adotadas, t€ém-se a aplicagdo de revestimentos,
protecdo catddica, biocidas, limpeza mecanica e limpeza quimica (VIDELA, 2002; GENTIL,
2007; NUNES, 2007; GALVAO, 2008; RODRIGUES, 2010).

2.6.1 - Revestimentos

As camadas protetoras constituem uma importante forma de prevengdo contra a corrosao
de superficies metdlicas (NUNES & LOBO, 1998; SANTANA, PRASAD & SANTANA, 2003).
A aplicacdo de revestimentos sobre superficies tem como finalidade criar uma barreira entre o
metal e 0 meio corrosivo.

Existem diferentes materiais que devem ser escolhidos de acordo com critérios que devem
levar em considera¢c@o fundamentalmente custo, natureza do material a ser recoberto e durabilidade.
O tempo de protecao de um dado revestimento depende da sua natureza quimica, das forcas de
coesdo e adesdo, da sua espessura e da sua permeabilidade a passagem do eletrdlito. A durabilidade
do revestimento também vai depender do tipo de mecanismo de prote¢do que ele exerce. Assim, se
a protecdo € somente por barreira, em caso da ocorréncia de falhas, quer por recobrimento ndo
uniformemente de toda a superficie, quer originadas por procedimentos operacionais durante a
instalacdo, por menor que sejam, podem levar as partes entdo expostas ao eletrdlito a sofrer com
a CIM. Por isso, normalmente, os revestimentos sdo utilizados em conjunto com outras técnicas
de prevencao e controle (SILVA, 2009).

Os principais tipos de revestimentos empregados para prevencdo e/ou controle da
COrrosao sao:

o Revestimentos metalicos;
e Revestimentos ndo-metélicos inorganicos;

® Revestimentos ndo-metalicos organicos.
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2.6.1.1 - Revestimentos metalicos

Os revestimentos metalicos tém grande importincia no setor industrial, pelo eficiente
potencial de prote¢do a corrosdo que possuem. Conforme Gentil (2007), os metais empregados
em revestimentos anticorrosivos podem ter acdo protetora em fungdo de:

¢ Formacdo de peliculas protetoras de 6xido, hidréxido ou outros compostos, pela reagdo
com os oxidantes do meio corrosivo (caso do aluminio, cromo, niquel e zinco);

e Os metais usados nos revestimentos apresentarem valores elevados de sobretensdo ou
sobrevoltagem, sendo assim, mais resistentes ao ataque dcido em meios ndo-aerados (caso

do estanho, chumbo, zinco, e cddmio).

2.6.1.2 - Revestimentos nao-metalicos inorganicos

Neste caso € feita a aplicacdo de uma pelicula ndo-metélica inorgéanica entre o meio
corrosivo € o metal que se quer proteger. Como exemplos t€ém-se os vidros em tubulagdes
(devido a reconhecida resisténcia a ambientes corrosivos); porcelanas e cimentos em tanques e
tubulagdes para transportes de dgua salgada; e 6xidos (Al,O3, BeO, Cr,03, Nb,Os, etc), carbetos
(TiC, B4C, WC, e outros), nitretos (ZrB, e TiB»), e silicietos (NbSi,, WSi; e MoSi;) usados como
revestimentos resistentes a altas temperaturas (GENTIL, 2007).

Os processos mais usados para aplicagdo de revestimentos nao-metdlicos inorganicos
obtidos por reagdo entre o substrato € o meio sdo a anodizagdo, a cromatizagdo e a fosfatizagio

(MAINIER, 2005).

2.6.1.3 - Revestimentos nao-metalicos organicos

O emprego de revestimentos organicos consiste em um dos principais métodos de
protecdo anticorrosiva. Como exemplos tém —se as tintas e plasticos (SANTANA, PRASAD &
SANTANA, 2003). A pintura pode ser definida como toda composi¢do aplicada em forma

liquida ou pastosa que seja capaz de formar um filme em superficies metédlicas ou ndo-metdlicas
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que, ao sofrer um posterior endurecimento, forma um revestimento sélido capaz de proteger os
materiais contra os diversos meios corrosivos (NUNES, 1990).
As tintas podem ter composicao diversa. Por exemplo, pode-se adicionar a sua formulagdo

Oxidos metdlicos para aumentar a estabilidade mecanica.

2.7 - OXIDO DE NIOBIO

O 6xido de nidbio (Nb,Os) € um composto quimico insolivel em dgua, com massa molar
265,81 g/mol. Além de fortemente aderente, o 6xido de nidbio tem caracteristica protetora.

Na natureza, o nidébio ocorre sob a forma de colombita-tantalita, ou associado a
carbonatitas de macicos alcalinos, constituindo o mineral pirocloro tantalita, o mais disponivel.
Sua ocorréncia natural e sua abundancia relativamente elevada na crosta terrestre
(aproximadamente 20 g/t) propiciam seu uso como um material de baixo custo (MIRAMDA et
al., 2006). O preco do minério variou de US$ 12.750,00/t (1988 a 2000) a US$ 17.290,00/t (2001
a 2003) (QUELHAS, 2007).

O Brasil detém as maiores reservas de niébio atualmente conhecidas sob a forma do
minério pirocloro, estimadas em 212.487.575 t de minério, contendo 4.302.248 t do elemento. As
reservas nacionais estdo localizadas em Minas Gerais (73,11%), Amazonas (25,42%) e Goias
(1,47%) (QUELHAS, 2007). A produgdo nacional anual é de cerca 86 mil toneladas, que
corresponde a 96% da producdo mundial. Estas reservas sdo consideradas suficientes para 1000
anos de producdo de 6xido de nidbio.

A Figura 3 mostra as condi¢des de estabilidade termodindmica do nidbio e seus derivados
(NbO, NbO; e Nb,Os), em sistema aquoso a 25°C. Pode-se observar que em toda faixa de pH, o
metal tende a se passivar, tanto em meios redutores quanto em oxidantes, apresentando o dominio

de szOs.
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Figura 3: Diagrama de equilibrio potencial-pH para o sistema Nb-H,O, a 25°C (POURBAIX,
1974).

Os 6xidos NbO e o NbO; sdo instdveis em dgua e em solucdes aquosas, ja 0 NbyOs
apresenta estabilidade termodindmica em &4gua, dcidos ndo complexantes, solugdes neutras e

alcalinas (QUELHAS, 2007).
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2.8 - PRINCIPAIS METODOS ELETROQUIMICOS UTILIZADOS NA CIM

2.8.1 — Potencial de corrosao

Quando um metal € imerso em uma solu¢do aquosa se inicia imediatamente uma reagao
com formacgdo de fons. A permanéncia de elétrons no metal gera corrente elétrica, criando um
campo eletroquimico no meio reacional. Desta forma, os fons carregados positivamente tendem a
ficar retidos na vizinhanca da interface metal-solucdo. Apds um tempo relativamente curto
(fracdo de segundos), estabelece-se uma situacdo de equilibrio ou estado estaciondrio,
caracterizado pela formacdo da chamada dupla camada (WOLYNEC, 2003). A dupla camada
elétrica é formada pela presenca da camada de Helmholtz (interna e externa), que por sua vez se
assemelha a um condensador elétrico (capacitor), bem como de uma camada difusa (camada de
Gouy-Chapman), onde os ifons se espalham por uma distdncia de aproximadamente um

micrometro. A Figura 4 apresenta a estrutura da dupla camada elétrica:

Plano de
Plano de Helmholtz externo
Helmholtz interno
QP
HDL GCL

eletrolito de
propriedades
nermais

+
o+ o+

Metal

HDL = dupla camada de Helmholz
GCL = camada de Gouy-Chapman

Figura 4: Estrutura da dupla camada elétrica (BARD & FAULKNER, 1980).
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Um metal que sofre corrosdo numa solugdo de baixa resistividade elétrica assume um
potencial caracteristico, designado como potencial de corrosdo. Esse potencial é dado pela
intersec¢do da curva de polarizagdo anddica com a de polarizacdo catddica (Figura 5). O
potencial de corrosdo (Eco;) € um dos parametros eletroquimicos de mais facil determinagio
experimental. Como se trata de um potencial assumido pelo metal, € suficiente obter a medida
direta desse potencial com relacdo a um eletrodo de referéncia. Essa medida é conhecida como

medida de potencial de circuito aberto (WOLYNEC, 2003).

o \

Curva Anddica

E corr

Curva Catédica \

Figura 5: Curva de polarizacdo catédica e anddica (NUNES, 2007).

-
logi

2.8.1 — Curvas de polarizaciao

O conhecimento do comportamento eletroquimico de um metal num potencial diferente
do potencial de corrosdo (ou de equilibrio) apresenta interesse pratico e tedrico. Através da
técnica de polarizagdo € possivel impor ao eletrodo de trabalho o potencial desejado em relacdo
ao eletrodo de referéncia, em meios com condutividade moderada a alta e medir a corrente de
polarizacdo, além de registrd-la em funcdo do potencial. Para impor experimentalmente a um
eletrodo um potencial diferente do de corrosdo € preciso utilizar fontes externas de potencial,
como um potenciostato. O método de polarizac@o consiste em partir de um potencial inicial (Ei),

variar o potencial do eletrodo com velocidade de varredura (v) constante até um potencial final
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(Ef) e entdo retornar, a mesma velocidade, ao valor inicial. Na pratica, utilizam-se velocidades de
varredura que variam desde 10 mV/s até 1 kV/s, sendo mais comum trabalhar entre 20 e 200

mV/s (WOLYNEC, 2003; TICIANELLI & GONZALEZ, 2005).

2.9 - IMPORTANCIA DO ESTUDO DA CORROSAO

Com os avancos tecnoldgicos, os custos da corrosdo evidentemente se elevam, tornando-
se um fator de grande importancia a ser considerado ja na fase de projeto de grandes instalacdes
industriais para evitar ou minimizar futuros processos corrosivos. Essa importancia pode ser
considerada sob alguns aspectos bdsicos, destacando-se como o primeiro deles o econdmico,
traduzido pelo custo da corrosdo que envolve cifras astrondmicas e pelos custos que envolvem a
conservagdo das reservas minerais e consumo energético. Segundo Silva (2009), a importancia do
estudo da corrosado se deve a: (i) viabilizar economicamente as instalacdes industriais construidas
com materiais metdlicos; (ii) manter a integridade fisica dos equipamentos e instalagdes
industriais; (iii) garantir a maxima seguranca operacional, evitando-se paradas ndo-programadas e
lucros cessantes; (iv) garantir a maxima seguranca industrial, evitando-se acidentes e problemas

de polui¢do ambiental.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo tem como principal objetivo apresentar os materiais, equipamentos,

meios/solucdes utilizados nos experimentos, bem como as metodologias experimentais adotadas.

3.1 - CORPOS-DE-PROVA

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizados corpos-de-prova (CPS) de ago carbono
AISI 1020. Estes CPS apresentaram formatos e dimensdes diferenciados dependendo da

finalidade do ensaio, conforme descrito a seguir:

® Perda de massa e monitoramento microbiologico: foram usados corpos-de-prova
retangulares de dimensdes 4,0 cm x 1 cm x 0,3 cm e furo de 0,2 cm de diametro,
perfazendo uma drea total de aproximadamente 8 cm?, considerando as duas faces do CP
(Figura 6a). Estes cupons foram lixados com lixa 600, desengordurados por imersdo em
acetona e, em seguida, secos com jatos de ar quente. Os CPS foram mantidos em
dessecador at¢é o momento de uso, quando foram pesados ao décimo de miligrama.
Também foram utilizados CPS, com as mesmas especificagdes, previamente revestidos

com tinta a base de niébio (item 3.2).

e FEnsaios eletroquimicos — foram usados CPS com area média de 1,5 sz, soldados a um
fio de cobre de modo a efetuar as conexdes elétricas (Figura 6b). Para a realizacdo destes
ensaios, os CPS foram previamente embutidos em resina epoxi para que apenas uma de
suas faces ficasse exposta. Antes do uso, os cupons foram lixados com lixas 100 e 600,

desengordurados por imersdo em acetona e secos com jatos de ar quente.
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(a1) 132

Figura 6: Corpos-de-prova usados nos ensaios: (a) perda de massa e monitoramento
microbioldgico: (a;) sem revestimento e (a;) com revestimento; (b) eletroquimicos, apresentando
o CP em detalhe (b;).

3.2 REVESTIMENTO

Neste trabalho foi avaliado o emprego de revestimento epdxi a base de 6xido de nidbio para
protecdo de aco carbono contra a CIM. Para tanto, foi preparado um revestimento bi-componente
constituido de:

e Componente A: Tinta com pigmento de 6xido de niébio (produto fluido de cor branca de

densidade 1,57 g/em’);

e Componente B: Resina ep6xi (produto fluido de cor marrom com 0,97 g/cm’ de

densidade).
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A mistura dos componentes, conforme especificacdo do fabricante, foi feita com 78,84 g do
componente A e 24,92 g do componente B. A aplicagdo do revestimento foi feita por imersao do

corpo-de-prova no revestimento em laboratorio.

3.3 - FLUIDO DE PROCESSO

Para a realizag@o dos ensaios foi coletada 4gua do mar, da Baia de Guanabara. A 4gua foi
utilizada tanto in natura como previamente esterilizada. Para esterilizacdo, a dgua foi
primeiramente filtrada em papel de filtro Whatman, de forma a remover as particulas em
suspensao e, a seguir, foi autoclavada a temperatura de 121°C (1 atm) por 20 minutos. Antes do
seu uso, foram feitos testes de esterilidade através da inoculagdo de aliquotas em caldo nutriente,
Postgate E modificado, meio fluido ao tioglicolato (Difco 256) e citrato férrico amoniacal verde,
para a deteccdo de bactérias aerdbicas, redutoras de sulfato e anaerdbicas, bactérias precipitantes
de ferro respectivamente. As formulagdes dos meios sdo apresentadas no item 3.5.1.

Para os ensaios de perda de massa e monitoramento microbiolégico, a dgua foi coletada a
cada experimento, enquanto que para os ensaios eletroquimicos, a dgua foi proveniente de uma

tnica coleta, que foi armazenada em geladeira (4 — 5°C).

3.4 - DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

3.4.1 - Ensaio preliminar

3.4.1.1 - Avaliacdo da toxicidade dos componentes do revestimento

Este teste foi feito no intuito de avaliar a toxicidade dos componentes do revestimento

(tinta, resina e Oxido de ni6bio) sobre populagdes de bactérias planctonicas consideradas

importantes na CIM. Os ensaios foram realizados tanto para micro-organismos aerébios quanto

anaerobios. Para tanto, os cultivos foram incubados em frascos tipo de penicilina de 10 mL de
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capacidade e em tubo de ensaios, de modo a estabelecer condicdo de anaerobiose e aerobiose,
respectivamente.

Para o teste, em cada frasco/tubo estéril primeiramente foi adicionado o produto — tinta (1
mL), resina (1 mL) — seguida da adicdo de 1mL de uma das suspensdes celulares (BRS, bactérias
anaerdbias, bactérias aerdbias e ferrobactérias), contendo 10° NMP/mL, obtidas a partir de
cultivos sucessivos em meios especificos descritos no item 3.5.1. Apds 15, 30 e 60 minutos de
contato, foram adicionados 9 mL do meio de cultura especifico para a populacdo de bactéria em
teste. Os frascos/tubos foram incubados de acordo com as exigéncias de cada populacdo, quando
foram observados para avaliacdo do crescimento. Nos casos em que ndo foi detectado
crescimento, aliquotas foram semeadas em novos meio de cultura de mesma composi¢do, sem
adicao de tinta, resina ou 6xido de niébio, a fim de determinar o efeito bacteriostatico. A Tabela 1
apresenta as condi¢des experimentais dos trés testes realizados para cada um dos grupos

microbianos avaliados, para os trés tempos de contato.

Tabela 1: Condi¢des dos testes de toxicidade

Ensaio Tinta (mL) Resina (mL) Nb,Os (g) Meio de Cultura* (mL)
1 1 - - 9
2 - 1 - 9
3 - - 1 9

* Meios de cultura: meio Postgate E; meio fluido ao tioglicolato; meio liquido citrato férrico amoniacal
verde; caldo nutriente; Volume do inéculo: 1 mL (10° NMP/mL)

Para o 6xido de nidbio, em face da insolubilidade em &4gua, o teste foi feito com o
produto (1 g) previamente homogeneizado no meio de cultura (9 mL), sendo somente apds
adicionado o indculo. Portanto, para este produto, ndo foi possivel analisar diferentes tempos de

contato.
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3.4.2 — Efeito do revestimento na formacao de biofilme e na CIM

Nesta etapa foi monitorada a formagdo de biofilmes em corpos-de-prova de ago carbono
AISI 1020, sem e com protecdo (revestimento a base de 6xido de niébio), imersos em dgua do
mar (estéril e in natura) por periodo total de 35 dias. Com este fim, semanalmente, foi feita a
quantificacdo de diferentes grupos microbianos, normalmente descritos na literatura como
principais responsdveis pela corrosdo dos materiais metélicos (bactérias heterotroficas aerdbias e
anaerdbias, bactérias precipitantes de ferro, e BRS) pelas técnicas de contagem de micro-
organismos viaveis cultivdveis em meios especificos na fase séssil. Simultaneamente foi feita a
quantificacdo celular dos mesmos grupos microbianos na fase planctdnica para acompanhar a sua
viabilidade e o possivel aumento em fun¢do do arraste dos biofilmes maduros pelo fluxo aquoso.
Também, ao final dos ensaios (35° dia), a superficie dos corpos-de-prova, de cada condicao, foi
observada por microscopia eletronica de varredura (MEV) para visualizacdo das superficies
colonizadas.

A avaliacdo da CIM sobre a superficie dos corpos-de-prova foi realizada através de
experimentos de perda de massa, com conseqiiente calculo das respectivas taxas de corrosao,
além da determinacdo da densidade de pites por microscopia eletronica de varredura. Para tanto,
os corpos-de-prova foram raspados, com auxilio de uma espdtula, para a retirada das células
aderidas e submetidos a um tratamento de decapagem (item 3.5.4). Assim como feito para o
monitoramento microbioldgico, a avaliacdo da CIM foi realizada em intervalos de 7 dias por 35
dias.

No eletrdlito, além da quantificagdo celular, também foi pesquisada a presenca de
sulfetos, particularmente gerado como produto final pelo metabolismo das BRS. Portanto, a sua
presenca € um indicio da atividade destes micro-organismos em maior ou menor grau.

Estes ensaios foram conduzidos em cubas de vidro de 1 L de capacidade, com 800 mL de
dgua do mar (Figura 7), constantemente e suavemente agitada através de bastdo magnético, com
o intuito de manter as células planctonicas em suspensio e assim favorecer a colonizacdo dos
corpos-de-prova. Antes e apOs cada experimento, a cuba foi desinfetada por imersdo em solucdo
de 5 g/ de metabissulfito de sédio por 24 horas, sendo a seguir lavada por cinco vezes com agua

destilada estéril, para total remog¢do do desinfetante.
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Para montagem do sistema, os corpos-de-prova foram inseridos no interior da cuba e
fixados a tampa com fios de nylon. A figura 7 apresenta o sistema montado em diferentes
angulos. Como pode ser visualizado na figura 7a, algumas aberturas foram vedadas com algodao
cardado (hidr6fobo) a fim de permitir a entrada de ar no sistema e, a0 mesmo tempo, evitar
contaminacao durante o periodo total de ensaio. A cuba foi mantida a temperatura de 25°C, em
sala refrigerada.

Decorridos 14 dias do ensaio foi acrescida um caldo de nutrientes a 4gua no sistema com
o propdsito de manter as condigdes nutricionais minimas, garantindo a viabilidade das células
planctonicas e sésseis. Para tanto, foram retirados 70 mL de dgua da cuba que foi entdo
substituida por igual volume de caldo nutriente (item 3.5.1.1).

Todos os procedimentos foram realizados em duplicata, em camara de fluxo laminar de

forma a evitar contaminagao.

Figura 7: Sistema utilizado no monitoramento da formagao de biofilme e CIM [vista superior (a);
e vista frontal, apresentando CPS sem revestimento (b) e com revestimento (c)].
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3.4.3 — Analises eletroquimicas

Para impor experimentalmente a um material metdlico um potencial diferente de seu
potencial de corrosdo € preciso langar mdo de fontes externas de polarizacdo como, por exemplo,
um potenciostato. Através do potenciostato € possivel impor ao metal sobretensdes anddicas ou
catédicas como também medir a corrente de polarizagdo através da montagem de uma célula de
trés eletrodos onde o metal estudado € o eletrodo de trabalho, sendo a medi¢do do potencial feita
em relacdo a um eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar (contra-eletrodo). Assim, s@o
obtidas as curvas de polarizacdo que representam a relag@o entre o potencial do eletrodo aplicado
e a correspondente corrente medida no potenciostato. Estas curvas ndo sdo representativas de
uma Unica reag¢do, mas sim do efeito global de todas as reacdes anddicas e catddicas que ocorrem
simultaneamente sobre o eletrodo.

No presente estudo, o comportamento do ago carbono em dgua do mar, estéril e in natura,
foi analisado através de medidas de potencial de eletrodo a circuito aberto e levantamento de
curvas de polarizacdo anddica e catddica. Os ensaios foram realizados para corpos-de-prova com
e sem protecdo (revestimento a base de 6xido de niébio).

A célula eletroquimica utilizada para execugdo deste experimento foi a convencional de
trés eletrodos. A Figura 8 apresenta o sistema usado, constituido por uma cuba de vidro contendo
aproximadamente 800 mL da dgua do mar (eletrélito) coberta com tampa de acrilico com furos
por onde os eletrodos foram encaixados. Foram utilizados um contra-eletrodo de platina e um

eletrodo de calomelano saturado (ECS) como referéncia em todos os ensaios realizados.
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Figura 8: Sistema utilizado nos ensaios eletroquimicos [célula do ensaio (a); disposicdo dos
eletrodos na célula do ensaio (b): fixacdo dos corpos-de-prova (1, 2, 3); eletrodo de referéncia
(4); e contra-eletrodo (5)].

3.4.3.1 - Medidas de potencial a circuito aberto

O potencial a circuito aberto dos corpos-de-prova foi medido com o auxilio de um
multimetro portatil (Minipa Et 20 33), sendo as medidas feitas em intervalos de 24 horas durante
35 dias, para que fosse possivel notar variagdes pertinentes a formacdo dos biofilmes e de
depdsitos abidticos (6xidos metdlicos). Para cada tempo, o comportamento do potencial medido

representa a média das determinacdes feitas com 3 corpos-de-prova.

3.4.3.2 - Ensaios de polarizacao anddica e catédica

Para cada um dos sistemas estudados foram levantadas curvas de polarizacdo anddicas e
catddicas. Os ensaios foram realizados com o auxilio do equipamento AUTOLAB PGSTAT 30,
em seu médulo GPES (General Purpose System Software) versdao 4.9, com velocidade de
varredura de 20 mV/min, em meio ligeiramente agitado com auxilio de bastdo magnético.

As curvas foram levantadas para corpos-de-prova imersos em dgua do mar (com adi¢@o de

caldo nutriente ao 14° dia), tanto para meio estéril quanto in natura, nos tempos 0, 15 e 28 dias.
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As medicdes foram feitas para aco carbono sem revestimento, sendo usado um corpo-de-prova

para cada uma das medidas.

3.5 - METODOLOGIA ANALITICA

3.5.1.- Quantificacido das populacoes de bactérias

Foram feitas determinagdes quantitativas de diferentes grupos de bactérias através da
técnica convencional de Microbiologia, isto €, do cultivo em meios apropriados. As andlises
microbioldgicas foram realizadas para micro-organismos sésseis e planctonicos, pela técnica do
Nimero Mais Provdvel (NMP) (HARRISON, 1982).

Para quantificacdo celular na fase planctonica, aliquotas da dgua contida no sistema
(Figura 7) foram inicialmente diluidas (10'1 a 10'8) em solucdo salina (3,5% m/v de NaCl) e em
solucdo redutora (Tabela 2), para andlise das populagdes aerdbias (bactérias heterotréficas
aerébias e bactérias precipitantes de ferro) além de bactéria heterotréficas anaerébias e BRS,
respectivamente. No caso da determinacdo quantitativa das populacdes sésseis 0os corpos-de-
prova logo apds terem sido assepticamente retirados do sistema, foram raspados com o auxilio de
uma espatula estéril em solucdo redutora a fim de se obter uma suspensdo celular. A partir dessa
suspensdo foram realizadas dilui¢des decimais sucessivas conforme acima descrito. Aliquotas de
I mL de cada diluicdo foram semeadas em 9 mL de meio de cultura, de acordo com o grupo

bacteriano a ser quantificado. Todos os meios foram adicionados de 3,5% (m/v) de NaCl para

manter as condi¢des de salinidade dos micro-organismos presentes na dgua do mar.

Tabela 2: Composi¢do da Solucao Redutora

Componentes Concentracao(g/L)
Tioglicolato de s6dio 0,124

Acido ascébico 0,1
Rezasurina (0,025%) 4 mL

Cloreto de sédio (NaCl) 35,0
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A condi¢do de anaerobiose da solugdo salina redutora foi garantida através do preparo e

sua distribui¢do em frascos do tipo penicilina sob purga de nitrogénio com vedagdo imediata com

rolhas de borrachas e lacres metalicos.

3.5.1.1 - Bactérias heterotroficas aerobias

A quantificagdo deste grupo bacteriano foi realizada em caldo nutriente (Tabela 3), em

tubos de ensaio (9 mL).

Tabela 3: Composi¢do do Caldo Nutriente

Componentes Concentracao(g/L)
Peptona de carne 5,0
Extrato de levedura 3,0
Dextrose 9,0
Cloreto de sodio (NaCl) 35,0

O crescimento foi evidenciado pela turvagdo dos cultivos apds incubagdo a 30 = 1°C por

48 h (Figura 9).

Figura 9: Aspecto visual do caldo nutriente antes (a) e apds (b) do crescimento microbiano.
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3.5.1.2 - Bactérias precipitantes do ferro

Estas bactérias foram cultivadas em meio de cultura liquido de citrato férrico
amoniacal verde (Tabela 4), distribuido em tubos de ensaio (9 mL/tubo) a 30 £ 1°C por 14

dias.

Tabela 4: Composi¢ao do Meio Citrato Férrico Amoniacal Verde

Componentes Concentracao(g/L)
Sufato de amonio ((NH4),SOy) 0,5

Nitrato de sédio (NaNO3) 0,5

Fosfato dibasico de potassio (KoHPO,) 0,5

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO..7H,0) 0,5

Cloreto de calcio hexahidratado (CaCl,.6H,0) 0,13

Citrato férrico amoniacal 10

Cloreto de sédio (NaCl) 35,0

O crescimento € positivo quando a coloracdo do cultivo (amarelo claro) se tornou
marrom-avermelhado que indica ter ocorrido a oxidagdo do fon ferroso constituinte do meio

(Figura 10). A incubagdo deve ser feita ao abrigo da luz para evitar resultados falso-positivos.

Figura 10: Aspecto visual do meio citrato férrico amoniacal verde apds (a) e antes (b) do
crescimento das bactérias precipitantes do ferro.
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3.5.1.3 - Bactérias heterotroficas anaerobias

Este grupo bacteriano foi quantificado através do cultivo em meio fluido ao tioglicolato
preparado conforme especificacdes do fabricante (Micro MED), com adi¢do de cloreto de sédio
de modo a estabelecer a salinidade em 3,5% (m/v). A condi¢cdo de anaerobiose foi garantida
através da distribuicdo do meio em frascos tipo penicilina sob purga de N, e vedacdo dos frascos
com rolhas de borrachas e lacres metalicos. A quantificacio celular foi determinada pela anélise

do turvamento dos cultivos apds um periodo de incubacdo de 72 h a 30 + 1° C (Figura 11).

Figura 11: Aspecto visual do meio fluido ao tioglicolato apés (a) e antes (b) do crescimento
microbiano.

3.5.1.4 - Bactérias redutoras de sulfato (BRS)

A quantificagdo destas bactérias foi feita no meio Postgate E (POSTGATE, 1984),

modificado, cuja composi¢ao € mostrada na tabela 5.



Tabela 5: Composic¢do do Meio Postgate E (POSTGATE, 1984) Modificado

Componente Concentracao (g/L)
Fosfato monobadsico de potassio (KH,PO.) 0,5
Cloreto de amo6nio (NH4CI) 1,0
Cloreto de célcio hexahidratado (CaCl,.6H,0) 1,0
Cloreto de magnésio heptahidratado (MgCl,.7H,0) 2,0
Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO,4.7H,0) 1,0
Extrato de 1évedo 0,1
Acido ascérbico 0,5
Lactato de sédio 7 mL
Resazurina (0,025%) 4 mL
Agar-agar 5,0
Cloreto de sédio (NaCl) 35,0

O pH do meio foi ajustado em 7,6 com NaOH 0,1M e a condicao de anaerobiose foi
garantida através da distribuicdo do meio em frascos tipo penicilina sob purga com N, e
vedagdo com rolhas de borrachas e lacres metdlicos. Apds um periodo de incubacdo de 28
dias a temperatura de 30 + 1°C, a determinagdo do crescimento celular foi feita pela mudanca
de cor do meio, de incolor ou ligeiramente rosa para preto, devido a formagado de precipitado
de sulfeto de ferro (FeS), resultado da reac¢do do ferro constituinte do meio com H,S gerado

pela atividade metabdlica das BRS (Figura 12).

Figura 12: Aspecto visual do meio Postgate apds (a) e antes (b) do crescimento de BRS.
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3.5.3 - Dosagem de Sulfeto Total

A concentragdo de sulfetos totais foi determinada por meio da adaptacdo do método
colorimétrico para dosagem de gés sulfidrico (JACOBS et al.,1957), que consiste na precipita¢ao
do sulfeto em suspensio alcalina de sulfato de cddmio pelo arraste com gés inerte, por exemplo,
nitrogénio. Através deste método, para a determinacdo do teor de sulfeto total € necessario
dissolver os sulfetos metdlicos que estejam presentes na fase liquida através da adi¢cdo de acido
cloridrico concentrado.

O teste consiste em transferir I mL da suspensdo obtida através da raspagem do biofilme
em solugdo redutora, com auxilio de uma seringa, para frasco de penicilina vedado com tampa de
borracha e lacrado com selo de aluminio. O frasco é conectado a dois coletores de gés tipo midget
impingers em série, contendo cada um 10 mL de solucdo absorvedora de CdSOy (4,3g CdSO;. 8
H20; 0,3g de NaOH). Em seguida, adiciona-se a amostra 1 mL de HCI concentrado, por meio de
seringa, sendo o frasco disposto em banho termostatizado a 70°C, onde é mantido por 10 min, e
concomitantemente, purgado com nitrogénio, permitindo o arraste do H,S formado.

A medida que hd arraste do H,S para a solugio de CdSOy (coloragdo branca), se observa
alteracdo da cor para amarela, caracteristica da formagdo de CdS. Quanto maior o teor de CdS
maior a intensidade da coloragdao amarela.

Findo o tempo de aquecimento, desconecta-se o frasco tipo penicilina do frasco coletor, e
adiciona-se 0,6 mL de solugdo dcido aminosulfurico (12 g de N,N-dimetil-p-fenilenodiamina-
dicloridrica em 50 mL de H,SO,4 1:1) as solu¢des contidas em cada um dos frascos coletores.
Logo a seguir, as solugdes sdo transferidas para baldes volumétricos de 25 mL de capacidade e,
em cada um, adiciona-se 2 gotas do indicador (solu¢do de FeCl3), completando-se o volume com
agua destilada. Apos 30 minutos de repouso, ao abrigo da luz, 1&-se a absorbancia a 670 nm.
Neste estudo, as medidas foram feitas em e espectrofotdmetro (marca HEXIS, modelo DR-2000).

A concentracdo de sulfeto total € determinada a partir de curva de calibracdo preparada
com diferentes concentragdes de Na,S.9H,O P.A., de 0 a 30 mg/L de sulfeto. O branco para a
leitura € preparado com 20 mL da solucdo de CdSOs e os demais reagentes, na auséncia do

precipitado de CdS.
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3.5.4 - Perda de Massa/Taxa de Corrosao

A determinacdo da perda de massa (diferenca entre a massa inicial e a final do corpo-de-
prova) permite calcular a taxa de corrosdo e, por conseguinte, avaliar a intensidade do processo
corrosivo e estimar o desgaste do material metalico em um dado ambiente.

Para os ensaios de perda de massa, os corpos-de-prova devem ser convenientemente
tratados e pesados ao décimo de miligrama, imediatamente antes do inicio dos experimentos. O
tratamento consiste em imergir os corpos-de-prova em acetona em banho de ultra-som por 15
minutos.

Apds os ensaios, os corpos-de-prova devem ser cuidadosamente raspados com o auxilio
de uma espétula, para remover os depdsitos bidticos e abidticos neles presentes. Em seguida, os
corpos-de-prova sofrem decapagem que consiste em imergi-los em soluciao de Clark (preparada
com 1 L de HCI concentrado, 20 g de Sb,Ose 50 g de SnCl,).

A perda de massa de cada corpo-de-prova deve ser determinada através da construgdo de
curva de decapagem, que consiste em pesar o corpo-de-prova apds seguidos passos: (i) imersao
na solucdo de Clark por 5 s; (ii) lavagens com dgua e a seguir dlcool etilico anidro; (iii) secagem
com jatos de ar quente. Neste trabalho, cada corpo-de-prova foi pesado por 13 vezes, sem contato
manual, em balanca analitica digital GEHAKA AG-200, sendo determinado o seu valor médio.

O valor correspondente a diferenca das massas para cada corpo-de-prova, antes e apos 0s
ensaios, dividido pelo valor referente a area total do corpo-de-prova representa a massa perdida
num dado intervalo de tempo.

A taxa de corrosao foi calculada a partir dos resultados de perda de massa, de acordo com

a equacao 7.

Taxa de corrosio (imm/ano) = perda de massa (g) x 365 (dias/ano) x 10 (mm/cm) Eq. (7)

3 2
densidade do metal (g/an ) x area{cm ) x tempo (dias)

Com o intuito de avaliar a taxa de corrosdo do aco carbono durante o ensaio de perda de
massa, foi adotada a Norma NACE RP-07-75 que define a intensidade do processo corrosivo,

conforme a Tabela 6:
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Tabela 6: Classificagcdo da taxa de corrosao do agco carbono (Norma NACE RP-07-75)

Taxa de corrosao uniforme (mm/ano) Corrosividade
< 0,025 Baixa
0,025a0,120 Moderada
0,130 a 0,250 Alta
> 0,250 Severa

3.5.5 - Densidade de pites

As andlises de densidade e profundidade de pites foram feitas conforme indicado pela
Norma ASTM G 46/94 (2005) nos corpos-de-prova, apds raspagem para remog¢ao dos biofilmes.
Para tanto foi utilizado um microscépio digital, ALICONA, InfiniteFocus, em aumento de 100X,
sob condi¢des adequadas de iluminagdo incidente. A densidade de pites foi calculada a partir da
relacdo nimero total de pites, visualizados em ambas as faces do corpo-de-prova, pela drea total
expressa em metros quadrados. A profundidade dos pites foi determinada também com o auxilio
do estereoscopio, em aumento de 100x, utilizando programa que correlaciona a diferenca entre as
leituras de foco do ajuste fino da superficie do metal e da base do pite.
A visualizacdo de pites na superficie dos corpos-de-prova foi também feita através de

analises de MEV.

3.5.6 — Preparo dos corpos-de-prova para analises de Microscopia Eletronica de Varredura

(MEYV)

Os corpos-de-prova foram colocados dentro de um tubo (tipo Eppendorff de 15mL) e
adicionado uma solu¢do de glutaraldeido 1% (v/v) até cobri-los completamente e deixados em
repouso nesta solu¢do por 4 horas. Em seguida, os corpos-de-prova foram mergulhados em
solugdes de dlcool etilico em concentragdes crescentes de 50%, 60%, 70%, 80% e 90% deixando-

os em repouso por 20 minutos em cada concentragdo da solug¢do do élcool. A seguir foram
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mergulhados em dlcool etilico concentrado e deixados em repouso por mais 20 minutos. Apds
este procedimento foram retirados e deixados de molho em acetona concentrada durante 10 min.
Passado este intervalo de tempo, foram retirados e colocado dentro de outro tubo Eppendorf seco
e deixados em repouso dentro de um dessecador por 24 horas antes da realizagdo das anélise de

MEV.

3.5.7 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia

Dispersiva (EDS)

Os corpos-de-prova, sem e com revestimento, foram examinados quanto a presenca de
biofilmes através de MEV (marca FEI Company, modelo Quanta 200) e caracterizacdo dos

produtos de corrosdo por EDS (OXFORD Instruments, modelo INCA Penta FET x 3).
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4.1 - AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS COMPONENTES DO REVESTIMENTO
SOBRE BACTERIAS PLANCTONICAS

Preliminarmente, foi avaliado o efeito toxico dos principais componentes do revestimento
— oOxido de nidbio, tinta (6xido de nidbio + veiculo suspensor) e resina epoxi - sobre as
populacdes de bactérias consideradas de maior relevincia para a CIM. Os testes foram feitos
apenas com micro-organismos na fase planctonica visto que a inten¢do era estabelecer a atividade
antimicrobiana dos produtos em condi¢do de maior eficdcia, pois conforme anteriormente
abordado, a acdo dos produtos sobre micro-organismos na fase planctonica seja mais efetiva do
que na fase séssil (STEWART & COSTERTON, 2001; CAPELLETI, 2004)

A Tabela 7 apresenta os resultados dos testes de toxicidade para bactérias heterotrdficas,
cultivadas em condi¢cdo de aerobiose (BHA) e anaerobiose (BHAnN), bactérias precipitantes do
ferro (BPF) e bactérias redutoras de sulfato (BRS), para os principais constituintes do
revestimento em trés tempos de contato. Os componentes do revestimento apresentaram efeitos

antimicrobianos diferenciados conforme a popula¢do microbiana e o tempo de contato.

Tabela 7: Efeito toxico dos componentes do revestimento sobre diferentes grupos bacterianos

Tempo de
Componentes contato BHA BHAn BRS BPF
(min.)
15 +++ +++ +++ ® kK
Tinta 30 --- ++ + --- % % %
60 --- +++ --- * ok ok
15 +++
Resina 30 --- ++ + --- ---
60 +++
Oxido de Niébio - - +++ +-- s % %

BHA — Bactérias heterotréficas aerdbias; BHAn — Bactérias heterotroficas anaerdbias; BRS — Bactérias redutoras de

sulfato; BPF — bactérias precipitantes de ferro; (+)- crescimento positivo e (-) ndo houve crescimento; * - dados ndo
confiaveis.

As bactérias heterotréficas anaerdbias foram as tnicas a apresentar resisténcia para todos

os produtos testados em diferentes tempos de contato. Por outro lado as BRS, também
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anaerobias, foram inativadas quer pela resina, quer pela tinta, embora neste ultimo caso tenham
apresentado crescimento quando expostas ao produto por menos tempo. Comportamento similar
as BRS foi constatado para as bactérias heterotroficas cultivadas em condi¢do de aerobiose.

A resina também teve efeito toxico sobre as ferrobactérias, ainda que, a priori, tenha sido
observado o crescimento deste grupo microbiano na tinta, nos trés tempos de contato. No entanto,
estes resultados ndo foram considerados, uma vez que ndo houve miscibilidade da tinta no meio
de cultura. Da mesma forma, os dados referentes a toxicidade do 6xido de nidbio sobre as
distintas populacdes microbianas ndo foram contabilizados, pois, como no caso da tinta, a
insolubilidade do 6xido de niébio em &4gua ndo permitiu que as células presentes no meio
ficassem igualmente expostas ao produto.

Ciuffi e colaboradores (2011) evidenciaram atividade antimicrobiana do 6xido de nidbio
em matrizes de alumina sobre vdrios micro-organismos normalmente residentes da cavidade
bucal (Streptococcus sanguinis, Lactobacillus casei, S. mutans, Enterococcus faecalis, S.
salivarius, S. mitis, S. sobrinus). Segundo os autores, a inativacido das espécies testadas se deveu
a acdo dos fons nidbio, ja que ndo houve inibi¢do microbiana pela matriz de alumina em auséncia

do 6xido de nidbio.

4.2 - EFEITO DO REVESTIMENTO NA FORMACAO DE BIOFILME E NA CIM

4.2.1 - Monitoramento Microbiolégico na Fase Planctonica

Na Figura 13 sdo apresentadas as concentragdes das células planctOnicas expressas em
NMP/mL, nos sistemas contendo os corpos-de-prova (sem e com revestimento) imersos em dgua
do mar in natura ao longo do tempo por 35 dias. Os valores plotados correspondem aos valores
médios das andlises microbioldgicas realizadas em duplicata, para todos os ensaios executados.

Na dgua do mar proveniente da Baia de Guanabara, foi detectado elevado nimero de
células microbianas cultivaveis, evidenciando-se a presenca de bactérias heterotréficas aerdbias
(BHA), bactérias heterotréficas anaerdbias (BHAnN), bactérias precipitantes de ferro (BPF) e

bactérias redutoras de sulfato (BRS), com predominancia das primeiras.
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Figura 13: Monitoramento de diferentes populacdes de bactérias na fase planctonica de sistema

experimental contendo d4gua do mar, onde foram inseridos cupons de ago carbono.

O elevado numero de bactérias era previsivel visto o grande volume de despejos

domésticos e industriais, lancados com freqiiéncia em diferentes pontos da baia. Trabalhos

realizados com dgua do mar de mesma procedéncia, em diferentes estagdes ao longo dos anos,

apresentaram concentragdes celulares de semelhantes ordens de grandeza para os grupos

bacterianos relacionados (GONCALVES, 2002; GALVAO, 2008).
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O numero elevado de bactérias heterotréficas aerdbias permite prever a rdpida
coloniza¢@o de materiais ao serem imersos nesta dgua (VAN LOOSDRECHT et al., 1990). Em
geral, quanto maior a concentragdo celular, maior a probabilidade de haver aderéncia irreversivel
dos micro-organismos as superficies expostas. Além disso, a elevada concentragdao de bactérias
heterotroficas aerdbias é um indicio da presenca de Pseudomonas spp. € outras espécies
potencialmente produtoras de material polimérico extracelular (EPS), de suma importancia para a
formacgdo de um biofilme e seu espessamento. Em conseqiiéncia, se estabelecem as condigdes
ideais para o desenvolvimento das BRS. Por outro lado, o EPS também pode atuar como barreira
a difusdo de substancias toxicas e assim proteger os micro-organismos sésseis (COSTERTON et
al., 1995).

O fato do numero de BHA ter se mantido elevado por 35 dias, permite aferir que tanto a
disponibilidade de nutrientes quanto a de oxigénio foram suficientes para garantir a atividade
metabdlica do grupo.

Na populagdo planctonica também foi detectada a presenca de BRS, o que representa uma
séria preocupacao quanto a ocorréncia de CIM. Nota-se que a concentracdo de BRS € similar a de
bactérias heterotréficas cultivadas em anaerobiose, o que sugere elevada atividade metabdlica das
BRS na dgua do mar empregada nos ensaios.

Os perfis de evolucdo dos grupos bacterianos ao longo dos 35 dias, embora distintos,
demonstram que as condi¢cOes ambientais foram suficientes para garantir seu metabolismo
(Figura 13). As bactérias heterotréficas aerébias apresentaram o maior crescimento, atingido 10"
NMP/mL jé no sétimo dia, ou seja, antes da tnica adicao de nutrientes (Figura 13 A). Esta ordem
de grandeza se manteve praticamente constante durante todo o periodo monitorado. No caso das
bactérias precipitantes de ferro € evidenciado um perfil bem diferente, com oscilagdes durante
todo o periodo (Figura 13 C). Este comportamento pode ser explicado pela necessidade de ferro,
fonte de energia para BPF, que vai sendo disponibilizado aos poucos a medida que o processo
corrosivo avanca. Além disso, a deposi¢do dos produtos de corrosdo, ao recobrir a superficie dos
metais, diminui a disponibilidade de oxigénio e do ion ferroso para as células microbianas,
limitando sua atividade metabdlica. Por outro lado, o arraste de depdsitos bidticos e abidticos

pelo fluxo aquoso expde novamente a superficie do metal ao ataque corrosivo.
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Para as bactérias anaer6bias - BHAn e BRS - pode-se evidenciar um aumento gradativo
no decorrer do tempo, atingindo valores maximos de 10’ NMP/mL ao 28° dia e 10° NMP/mL em
35 dias, respectivamente (Figuras 13 B e D).

Destaca-se que as concentragdes celulares para as diferentes populacdes a cada intervalo
de tempo foram semelhantes para os sistemas monitorados, independentemente se neles estavam

inseridos corpos-de-prova com ou sem revestimento a base de 6xido de niobio.

4.2.2 — Formacao de biofilme sobre corpos-de-prova de aco carbono

A Figura 14 (A-D) foram plotados os resultados referentes a0 monitoramento de micro-
organismos sésseis (BHA, BHAn, BPF e BRS) em corpos-de-prova de agco carbono sem
revestimentos expostos a dgua da Baia de Guanabara, por um periodo de 35 dias. Analisando a
figura, é possivel evidenciar ao sétimo dia, a presenca de todas as espécies monitoradas na fase
séssil. Este resultado confirma que o sistema apresentava as condi¢des nutricionais e fisicas
favordveis a atividade das bactérias produtoras de EPS e que, uma vez formado o biofilme, foram
estabelecidas as condi¢gdes necessdrias para o desenvolvimento das espécies anaerdbias.

A concentragdo celular séssil foi dependente da densidade de cada populagdo microbiana
na fase planctonica (Figuras 13 e 14). Outros autores também evidenciaram que o nimero de
micro-organismos presentes em biofilmes recém-formados estd correlacionado a concentracdo
dos respectivos micro-organismos na fase planctonica (SOUZA, SERVULO & de FRANCA,
2005; FASSARELA et al., 2007).

No sétimo dia, observa-se predominincia de bactérias heterotroficas aerdbias nos
biofilmes formados sobre as superficies do ago carbono. Neste tempo, as BRS estavam em menor
nimero o que corrobora com a capacidade dessas espécies de sobreviver na presenca de oxigénio,
mas depender de ser estabelecida uma condi¢do de anaerobiose para seu desenvolvimento, além
do seu crescimento ser mais lento.

Na literatura existem vdrios estudos realizados para definir os parametros cinéticos com
diferentes espécies de BRS cultivadas in vitro. Em relacdo ao tempo de geracdo e velocidade
especifica de crescimento tem-se: Desulfoharbdus amnigenus - 1,5 d e 0,5 d' (OUDE

ELFERINK et al., 1995); Desulfobacter postgatei - 5,3 h e 0,13 h™'; Desulfobulbus propionicus-
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8,6 he 0,08 h'l, e Desulfovibrio bacuolatus - 6,9 h e 0,10 h'l, LAAMBROEK et al., 1984); BRS
degradadora de naftaleno, linhagem HaphS1- 7 d e 0,096 dias™ (GALUSHKO et al., 1999);
Desulfovibrio sp. - 5,33 d e 0,13 d'l, e 2,47 de 0,28 d! para cultivo em lactato, sem agitagcdo e
com agitacdo, respectivamente (SILVA, 1999).

Segundo Videla (2003), as BRS sdao comumente encontradas em biofilmes, onde o
consumo de oxigénio pelas bactérias aerdbias presentes estabelece a condi¢ao redutora necessdria
para sua atividade metabdlica. Por isso, a corrosdo de superficies metdlicas mediada pela agdo de
BRS, ocorre abaixo de tubérculos (camadas de produtos de corrosdo), sob os quais se pode
encontrar pites profundos, em fun¢do do ataque ao metal pelos sulfetos produzidos durante seu

metabolismo (GENTIL, 2007).
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Figura 14: Variacdo das populagdes de bactérias em biofilmes formados sobre superficies de aco
carbono em dgua do mar.

No presente estudo, as BRS foram beneficiadas com o aumento da espessura do biofilme
atingindo seu valor maximo ao final do experimento. Note-se que aos 35 dias, as BRS estavam
em maior nimero no biofilme, seguidas das bactérias heterotréficas aerdbias, cuja concentragdo

foi uma ordem de grandeza inferior.
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A concentracdo maxima de BRS sésseis de 7,04 x 108 NMP/cm? estd em consonancia com
os valores referendados na literatura para biofilmes maduros (103 a 10° NMP/CII’IZ) formados
sobre cupons de aco carbono expostos a dgua do mar, contendo altos teores de matéria organica e
células microbianas (TORRES, 2001; GONCALVES, SERVULO & FRANCA, 2003;
GALVAO, 2008). Nestes trabalhos, a quantidade de BRS na fase planctonica também era baixa,
variando entre10?e 10° NMP/mL.

Nos biofilmes, apds o décimo quarto dia, observa-se o decaimento do nimero de bactérias
heterotroficas cultivadas em aerobiose, embora, ao final do experimento, sua concentracao fosse
ainda superior, em duas ordens de grandeza, ao determinado no sétimo dia. J4 as bactérias
precipitantes de ferro apresentaram um perfil diferenciado, mas similar ao observado para as
células na fase planctonica. Conforme justificativa ja apresentada, os decréscimos de
concentracdo das células sésseis podem ser conseqiiéncia da remocdo parcial do biofilme pelo
fluido em circulagdo, em fungdo do espessamento do biofilme. O mesmo comentério pode ser
usado para explicar o comportamento das bactérias heterotréficas cultivadas em anaerobiose.

O biofilme é um sistema dinamico, podendo ocorrer variagdes qualitativas e quantitativas
das populacdes microbianas com o tempo. Tal fato é decorrente da interac@o entre crescimento e
morte celular, bem como desprendimento parcial do biofilme devido a forcas hidrodinadmicas
(COSTERTON, 1995; ALMEIDA & de FRANCA, 1998). Por sua vez, o crescimento celular no
biofilme envolve adesdo de novas células e atividade metabdlica dos micro-organismos ja nele
presentes e/ou daqueles recentemente aderidos, o que estd diretamente relacionado com a
disponibilidade de nutrientes e condicdes fisicas que podem variar nas diferentes regides de um

biofilme.

4.2.3 — Formacao de biofilme sobre corpos-de-prova de aco carbono com revestimento a

base de 6xido de niébio

Comparativamente ao evidenciado para o ago carbono nos experimentos sem
revestimento, a coloniza¢do do aco carbono revestido com tinta a base de 6xido de nidbio foi
mais rapida (Figural5, A a D). Analisando as figuras 14 e 15, observa-se que os perfis de

evolucdo das bactérias estudadas, com algumas excecgdes, sdo parecidos. Porém, houve uma
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tendéncia maior da comunidade microbiana de colonizar e se desenvolver sobre as superficies

quando recobertas por tinta a base 6xido de niébio.
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Figura 15: Variagao das populacdes de bactérias em biofilmes formados sobre superficies de aco
carbono com revestimento a base de 6xido niébio, em dgua do mar.
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A excecdo das BRS, que apresentaram as mesmas concentragdes celulares na fase séssil,
independentemente do metal estar ou ndo protegido, os nimeros correspondentes aos demais
grupos de bactérias foram superiores de 1, 2 e 5 ordens de grandeza para BHAn, BPF e BHA,
respectivamente, no aco revestido com tinta a base de 6xido de nidbio. Isto pode estar
relacionado ao aumento da producao de EPS. Segundo alguns autores a produgdo de EPS € mais
intensa quando os micro-organismos estao em contato com substancias agressivas, por exemplo,
ao aderir a superficies de ligas metélicas que apresentem metais toxicos. O EPS por ser
negativamente carregado se complexa a ions metdlicos, tais como Pb, Ni, Cd, mitigando a acdo
toxicas destes elementos (HARRISON JR, 1982; MA, 2000; ). Fang, Xu e Chan (2002)
determinaram um acréscimo superior a 100% na produgdo de EPS, em biofilmes formados em
ambiente marinho, quando a dgua continha metais ou substincias téxicos, como Cd(II), Cu(Il),
Pb(II), Zn(II), Al(III), Cr(III), glutaraldeido e fenol.

Analogamente ao observado para os corpos-de-prova ndo revestidos (Figura 14), os perfis
microbioldgicos dos corpos-de-prova revestidos foram distintos entre si (Figura 15). No caso das
BHA, a concentrag¢do se manteve constante por 21 dias, quando decaiu em 4 ordens de grandeza,
seu nimero se mantendo inalterado em 3,23 x 10° NMP/cm’ (Figura 15A). Valor semelhante foi
detectado ao final do periodo para BHA sésseis em aco carbono sem revestimento (Figura 14A).

No decorrer do tempo, houve varia¢do das concentragdes de BPF e BHAn sésseis (Figuras
15 B e C), conforme também observado para o aco carbono sem protecao (Figuras 14 B e C). A
queda do nimero de micro-organismos sésseis pode estar relacionada ao desprendimento celular
e/ou a remocao do biofilme pelo fluido. Esta hipétese € endossada pelos dados levantados durante
0 monitoramento microbioldgico na fase planctonica. Note-se que, em geral, quando h4 aumento
das populagdes na fase aquosa observa um decréscimo no biofilme.

No caso das BRS, a concentracdo inicial muito baixa (5,9 x 10! NMP/cmZ) apresentou
aumento atingindo o valor mdximo de 10° NMP/cm? no 14° dia, e entre 10? e 10* NMP/cm? no
restante do tempo. Logo, em comparagdo com o biofilme formado diretamente sobre o aco

carbono, o desenvolvimento das BRS no biofilme formado sobre o revestimento foi menor.



77

4.2.4 — Analise comparativa da formacao de biofilme em funcio da presenca de é6xido de

niobio

A Figura 16 apresenta a variagdo de cada populagdo microbiana na fase séssil em fungao
do tempo, para os cupons metdlicos sem (A) e com o revestimento (B), em conjunto, para uma
andlise global. Note-se que o valor mdximo de BHA foi o mesmo para ambos os cupons, embora
tenha sido atingido mais rapidamente para o cupom revestido. Da mesma forma, os crescimentos
das BPF e BHAn no biofilme nio foram comprometidos pela presenga do 6xido de niébio. Ao
final do monitoramento, os valores referentes as concentracdes destes grupos de bactérias foram
semelhantes, tanto na presenca quanto na auséncia do revestimento. Por outro lado, houve
reduc@o na concentracao celular das BRS quando o aco carbono foi recoberto com a tinta a base

de 6xido de nidbio.
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Figura 16: Comportamento das populagdes sésseis ao longo do tempo em fungdo da presenga de
niobio [biofilmes formados sobre corpos-de-prova de aco carbono (A) e de aco
carbono/revestimento a base de 6xido de nidbio (B)].

Logo, o presente trabalho demonstra a capacidade das espécies bacterianas em aderir ao
revestimento (6xido de nidbio) e colonizd-lo. Também comprova o efeito inibitério do 6xido de
niobio para BRS sésseis, conforme constatado para este grupo microbiano na fase planctonica
(item 4.2.1). Além disso, ratifica a resisténcia das bactérias heterotroficas anaerdbias ao 6xido de
niobio. Por fim, pdde-se evidenciar que apesar da susceptibilidade das BHA planctonicas ao
oxido de nidbio, a presenca deste elemento ndo foi impeditiva para coloniza¢do do aco carbono

revestido, ao contrario, favoreceu o seu desenvolvimento no biofilme.
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Ressalta-se que apenas para os experimentos realizados com os corpos-de-prova nao
revestidos houve enegrecimento da dgua do mar, conforme ilustrado na figura 17. A figura
mostra o aspecto visual dos sistemas realizados com aco carbono e aco carbono com
revestimento, figuras 17A e 17B respectivamente, decorridos 15 dias de operacao, que foi quando
se evidenciou alterac@o da cor no primeiro caso. No restante do periodo experimental, os aspectos
de ambos os sistemas se mantiveram inalterados.

Galvao (2008), estudando a CIM de ago carbono em dgua do mar estéril adicionada de
elevada concentracdo de BRS (108 NMP/mL), também relata o enegrecimento intenso do fluido
no 14° dia de ensaio. O enegrecimento € devido a formacao de FeS em fun¢do da reacdo do ferro
com &cido sulfidrico, produto resultante do metabolismo das BRS. Destaca-se que a concentragdo
de BRS sésseis foi maior no sistema onde os cupons metélicos ndo estavam revestidos, embora a
quantidade destes grupos microbianos tenham sido similar nas fases planctdonicas de ambos o0s

experimentos. Logo, pode-se aferir que a formacdo de FeS foi devida a atividade metabdlica das

BRS no biofilme aderido a superficie dos corpos-de-prova.

Figura 17: Aspecto visual dos sistemas experimentais apds 15 dias para aco carbono (A) e ago
carbono/revestimento a base de 6xido de niobio (B) em dgua do mar in natura.

Devido a produg¢do do géas sulfidrico, a maioria dos metais € susceptivel a acdo pelas BRS
cujos biofilmes ja foram relatados como causadores de corrosdo por pites em ligas metdlicas
(DUNSMORE & EVANS, 2005). Javaherdashti e colaboradores(2006) demonstraram que as
BRS participam efetivamente da transformagdo de metais em ambientes aquéaticos, ocasionando

grande perda de ductibilidade. As alteracdes foram muito maiores em condi¢do bidtica do que
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abidtica. Comportamento semelhante foi relatado por Liu e colaboradores (2008), para corrosao

de ligas de magnésio, onde houve formag¢ao de biofilmes com BRS.

Na determinacido da producdo sulfeto na fase planctonica pelos micro-organismos, foi
utilizada curva padrdo de sulfeto (item 7.1 do anexo). Levando em consideracdo a producdo de
sulfeto como uma caracteristica importante para que as BRS participem de processos de
imobiliza¢do de metais, os resultados demonstraram que houve maior produ¢do de sulfeto no

meio onde os cupons metélicos ndo estavam revestidos (Tabela 8):

Tabela 8: Valores da concentracio de sulfeto na fase planctonica

Dias C.P. Nao-Revestido (mg/L) C.P. Revestivo (mg/L)
14 0,3 0,5
28 2,2 0,3

Como se sabe, a producio de sulfeto € associada ao crescimento das BRS em decorréncia do
metabolismo desassimilativo do sulfato. Por um outro lado, analisando o pH inicial da 4gua, a média
foi de 8,14. Verificou-se que durante a realizacdo dos ensaios ndo foi detectada variacdo do pH na
dgua, apesar da producdo do sulfeto, pois com a grande disponibilidade de sais presentes no
meio, estes funcionaram como tamponantes, evitando a variacdao do pH.

A geragdo de sulfeto pode ter concorrido para a inibi¢dao das BRS. A toxicidade do sulfeto
decorre da sua difusdo passiva pela membrana celular, desnaturacio de proteinas e,
conseqiientemente, enzimas por ligacdo cruzada e pela alteragdo do pH intracelular. Contudo, a
toxicidade do sulfeto depende do seu estado de dissociacdo do fon sulfeto, o que por sua vez estd
relacionado ao valor de pH. Segundo Lens e colaboradores (1998), em valores de pH acima de
6,0, o sulfeto de hidrogénio existe principalmente na forma dissociada (HS’), enquanto, em
valores de pH na faixa entre 6,0 a 9,0 se determina uma mistura de H,S e HS™ em solugdo,
decaindo o nivel de H,S a medida que ocorre o aumento do pH. Para valores de pH acima de 8,5

. R N 2- L. . .
ocorre a dissociagdo de HS  em S™, sendo essa espécie predominante em valores de pH acima de

10.
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O efeito toxico ou inibitério do sulfeto sobre a prépria atividade das BRS, parece estar
diretamente relacionado a forma ndo dissociada. O sulfeto de hidrogénio, como molécula neutra,
pode atravessar a membrana celular e, desta forma, reagir com constituintes celulares. Segundo
Barton e Tomei (1995), concentracdes de cerca 550 mg/L de sulfeto de hidrogénio podem inibir o
crescimento e a cinética de BRS. J4 para Dunsmore e Evans (2005), o sulfeto (H,S) pode ser
toxico na faixa de 150 — 300 mg/L, dependendo do género e do estado em que se encontra a
bactéria (planctonica ou séssil). Ademais, a concentracdo minima inibitéria/toxica de sulfeto para
as BRS também pode ser afetada pela temperatura, pH, pressido e concentragdo de fons fosforo.
Foi observado que um aumento de pH, de 6,8 para 8,5, resultou em aumento de tolerancia por
uma espécie de BRS ao sulfeto (TANG; BASKARAN & NEMATI, 2009). A inibicdo das BRS
por sulfeto também foi atribuida a sua reacdo com metais como ferro, que ao diminuir a
disponibilidade do ferro, co-fator de ferrodoxinas e citocromos, impede o transporte de elétrons
no processo de reducdo do sulfato (MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2010).
Adicionalmente, o sulfeto de ferro pode depositar sobre as superficies sdlidas, resultando na

formacao de incrustagdes, o que intensifica o surgimento de biofilme.

Em relagdo a acdo corrosiva do H,S existem controvérsias. No trabalho de Sahrani e
colaboradores (2008), houve a indicagdo que uma camada densa e aderente de sulfeto de ferro foi
formada na superficie do aco quando as concentragdes de H,S no ambiente ficaram acima de
cerca 500 ppm; abaixo deste valor, hd formagdo de, camada de sulfeto de ferro volumoso e pouco
aderente. No entanto, Videla (2003; 2005) aponta que a agdo protetora ou ndao da camada de
sulfeto de ferro que se deposita sobre a superficie do aco estd relacionada ao pH e em relagdo a
temperatura. Segundo ele, em pH neutro, os fons sulfeto levam a formacdo de filme de FeS
fracamente protetor. Por outro lado, Ma (2000) indica a importancia do tempo de exposi¢do e da
concentracdo de sulfeto no ambiente, além do pH, para estabelecer a acdo protetora ou agressiva

do sulfeto.

4.2.5 — Analise por MEYV dos biofilmes formados sobre os corpos-de-prova

A Figura 18 apresenta imagens que revelam os aspectos das superficies dos corpos-de-

prova, ndo-revestidos (figuras 18 A e C) e revestidos (figuras 18 B e D), visualizados a olho nu e
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por microscopia eletronica de varredura (MEV), respectivamente. As imagens revelam diferencas

acentuadas nas morfologias macro e microscopicas dos biofilmes.
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Figura 18: Imagens das superficies de cupons de agco carbono (A e C) e ago carbono com
revestimento a base de 6xido de niébio (B e D) apds 21 dias em dgua do mar (aspecto visual — A
e B; MEV (120x) — C e D).

A olho nu identifica-se um ataque uniforme, com presenca acentuada de tubérculos, no
cupom metdlico ndo revestido (Figura 18A), enquanto que no cupom com revestimento, a drea
recoberta com produtos de corrosdo € menor (Figura 18B). Por MEV, revela-se presenca intensa
e generalizada de tubérculos/biofilme sobre o cupom de ago carbono sem revestimento (Figuras
18 A e C), enquanto que o cupom com revestimento a base de 6xido de nidbio apresenta
depdsitos de forma dispersa (Figura 18 B e D).

As células microbianas aderidas a superficie do biofilme sdo geralmente constituidas por

uma pelicula gelatinosa de facil remocao. No entanto, pode ocorrer mineralizacdo das camadas
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externas, formando tubérculos duros, de dificil remo¢cdao (HASSELMANN & LETICHEVSKY,
1988). Esses tubérculos formam um ecossistema localizado, permitindo o desenvolvimento de
outros micro-organismos, cujas atividades sdo essenciais para a manutencdo das atividades
metabdlicas dentro do biofilme.

A seguir, sdo mostradas imagens feitas por MEV/EDS (Figuras 19 a 23) a fim de
documentar a presencga de depdsitos bidticos e abidticos nos cupons de aco carbono em fungdo da
presenca ou ndo de revestimento, ao final dos ensaios (35 dias). Na Figura 19, as imagens A e B,
do ago carbono com revestimento, revelam a ocorréncia de bactérias na forma de bastonetes, bem
como de material polimérico (EPS).

A andlise do material acumulado sobre a superficie do metal por EDS (Figura 19C)
identifica apenas a presenca de oxigénio e carbono, constituintes da matéria organica de origem
celular (micro-organismos e EPS). A auséncia de elementos mineralégicos indica que nio houve

deposi¢ao de produtos de corrosio.
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Figura 19: Imagens (MEV) do biofilme formado sobre ago carbono revestido com 6xido de
niébio (A — 7000x; B — 17.000x) e grafico de EDS (C).

As Figuras 20 a 22 apresentam as andlises de MEV/EDS reveladas para os depdsitos na
forma de cristais formados sobre aco carbono sem revestimento ao final de 35 dias de exposi¢ao
em agua do mar in natura. Nao foi possivel visualizar a presenca de micro-organismos no corpo-
de-prova sem revestimento, embora através das andlises microbioldgicas tenham sido
determinadas quantidades varidveis de diferentes grupos de bactérias. Tal fato provavelmente
seja devido a alta quantidade de produtos de corrosao.

Meneses (2011) também detectou cristais no filme microbiano formado sobre a¢o carbono

em dgua do mar. Segundo este autor, a adesdo de micro-organismos e a concomitante oxida¢ao
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da superficie metdlica na formac@o do biofilme promovem a sintese de produtos microbiol6gicos
sob a camada dos 6xidos de ferro levando ao desenvolvimento de um depdsito diversificado.

Portanto, para o aco carbono ndo revestido foi apenas feita a caracterizacdo quimica por
EDS dos diferentes cristais identificados (Figuras 20 A’ e B’; 21 C e D’; 22 E’ e F).
Evidenciam-se ferro, enxofre, cdlcio, e oxigénio, caracteristicos de produtos de corrosdo tais
como Oxidos e sulfetos de ferro, confirmando a geracdo de sulfeto por via bidtica.

As BRS por redugdo dissimilatéria do sulfato geram sulfeto que reagem com o excesso de
ferro disponivel (CANFIELD, 1989) formando sulfeto de ferro que se deposita sobre o material
metalico. Durante este processo pode ocorrer a co-precipitagdo de outros metais presentes no

meio (LARKIN & STROHL, 1983).
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(A

5/11/2011 HV | _mag _|spot| det Wi —— 10 pnr 5/11/2011 HV | mag |spot| det WV

Spectrum 10000 5_004

Figura 20: Imagens (MEV) dos cristais formados sobre superficies de aco carbono sem
revestimento apds 35 dias de exposicdo em dgua do mar in natura (A — 7000x; B — 10.000x) e
grifico de EDS (A’ e B).
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(C)

5/11/2011 HY | mag |spot|det| WD | 10 ym 5/11/2011 | H\ spot| det | WD |

Spectrum 10000x point 6_002

Figura 21: Imagens (MEV) dos cristais formados sobre superficies de aco carbono sem
revestimento apds 35 dias de exposicdo em dgua do mar in natura (A — 7000x; B — 10.000x) e
grifico de EDS (C’ e D).
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5/11/2011 | HV spot| det | W

oint 5_006

Figura 22: Imagens (MEV) dos cristais formados sobre superficies de aco carbono sem
revestimento apds 35 dias de exposi¢do em dgua do mar in natura (E — 7000x; F — 10.000x) e
grafico de EDS (E’ e F).
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4.2.6 — Avaliacao da Perda de Massa e Taxa de Corrosao

A seguir sdo apresentados os resultados correspondentes as perdas de massa, expressos
em valores médios, para corpos-de-prova de aco carbono AISI 1020, sem e com revestimento a
base de 6xido de nidbio, durante exposi¢do em dgua do mar (in natura e estéril), ao longo de 28
dias (Figura 23). Segundo Gentil (2007), a determinacio da perda de massa de corpos-de-prova

metdlicos permite avaliar a extensdo da deterioragao.

Perda de massa {mg)

(A)

Tempo (dias)

Perda de massa | { mi=)
[00]

l m m W e

7 15 21 28
Tempo(dias)

| estéri @ ngo-estér |

Figura 23: Variacdo da perda de massa para cupons de aco carbono, sem (A) e com revestimento
(B), durante exposi¢ao em dgua do mar in natura e estéril.
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Observando a figura 23, verifica-se maior perda de massa quando os cupons de ago
carbono (revestido e nao revestido) foram imersos em dgua do mar in natura. Sabe-se que a dgua
do mar é um meio altamente corrosivo, particularmente devido a presenga do cloreto de sédio,
principal responsavel pela dissolugdo da liga de ferro.

Como as perdas de massa foram diferenciadas para dgua do mar quer estéril quer in
natura, a corrosdo pode ser atribuida especificamente a formacdo de biofilmes e a atividade dos
micro-organismos neles presentes, por vdrios mecanismos como, por exemplo, pela geracdo de
agentes corrosivos (dcidos organicos e inorganicos) e por mecanismos de aeracdo diferencial.

Em todas as condicOes testadas, hd uma tendéncia crescente e linear de perda de massa, ou
seja, quanto maior o tempo de exposicdo, maior a degradacdo do material metdlico. Contudo, o
recobrimento da superficie metédlica com a tinta contendo o pigmento de 6xido de niébio reduziu
0 processo corrosivo, mesmo quando houve a formacao de biofilme (dgua do mar in natura).

A partir dos dados de perda de massa dos corpos-de-provas ndo-revestidos foram
calculadas as respectivas taxas de corrosdao (Tabela 9). Verifica-se que em todos os intervalos de
tempos analisados temos baixas e moderadas taxa de corrosdo. A dgua do mar foi agressiva ao
metal em estudo, provocando corrosdo uniforme. No caso da d4gua do mar nao-estéril, obteve-se
uma taxa de corrosao maior do que o observado na dgua do mar estéril.

Ao final de 28 dias, t€ém-se menores taxa de corrosdao. O metal quando comeca a sofrer
corrosdo, tende a formar uma camada de 6xido que pode agir como uma barreira entre a
superficie metdlica e 0 meio corrosivo, o que podera dificultar o processo de corrosdo. No caso
da 4gua do mar com a presenca dos grupos bacterianos, além do produto de corrosdo tem-se a
formagdo de um biofilme, o que ajudard a formar uma barreira entre a superficie do metal e a
dgua do mar. No entanto, mediante os metabolicos originados da atividade bacteriana, isto pode
gerar um outro tipo de corrosdo (localizada), que embora ndo haja grande perda de massa,
compromete ainda mais as fungdes a que o metal se destina. Mediante a isto, podemos afirmar
que a presenca de vdrias espécies bacterianas sobre o aco ao carbono intensifica o processo

corrosivo, colocando em risco a vida util do metal.
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Tabela 9: Taxas de corrosdo e classificacdo do processo corrosivo correspondente para os diferentes
ensaios realizados

Agua do mar estéril Agua do mar n#o-estéril
Taxa Classificagdo da Taxa Classificagdo da
(mm/ano) corrosao de acordo (mm/ano) corrosdo de acordo
Tempo (médiade 2 | com a Norma NACE | (médiade 2 com a Norma NACE
(dias) amostras) RP-07-75 amostras) RP-07-75
7 0,019 baixa 0,057 moderada
15 0,027 moderada 0,037 moderada
21 0,022 baixa 0,038 moderada
28 0,025 moderada 0,029 moderada

4.2.7 — Analise do ataque a superficie metalica

Neste estudo fez-se também uma avaliagdo da ac¢do do biofilme na corrosdo de corpos-de-
prova, sem e com revestimento. O ago carbono, quando imerso em 4guas naturais, pode sofrer
varios tipos de corrosdo, dentre elas a corrosdo uniforme, corrosdo em frestas, corrosio
localizada, além de corrosdo associada a fatores mecanicos. E importante ressaltar que a corrosio
¢ um processo continuo, cuja intensidade depende da presenca de sulfeto de hidrogénio, {on
cloreto, e micro-organismos, entre outros. Por isso, 0 processo corrosivo € ainda mais intenso em
um ambiente extremamente hostil, como € o caso dos ambientes marinhos.

A Figura 24 mostra as imagens das superficies dos corpos-de-prova metélicos, sem e com
revestimento, antes do inicio dos ensaios. Ambos os corpos-de-prova apresentam imperfei¢cdes na

superficie que favorecem a adesdo de micro-organismos.
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()

51172011 HY ‘maé spot| det WD  —— — | 5117201 HV | mag |spot| det | WD |00 10| —
1:55:53 PM |20.00 kV|300 x| 4.0 |[ETD 13.0 mm PAM/PEQ/COPPE 1:28:44 PM|20.00 kV[300 x| 4.0 |[ETD|14.2 mm PAM/PEQ/COPPE
Figura 24: Imagens (MEV) das superficies dos cupons de aco carbono (A) e ago carbono com
revestimento (B), antes de serem usados nos ensaios (aumento de 300x).

Na figura 25 sdo apresentadas as imagens feitas por MEV das superficies de corpos-de-
prova de aco carbono sem revestimento exposto a dgua do mar, in natura e estéril. Pela andlise
das imagens se observa que o metal, quando exposto a dgua do mar in natura, sofreu maior
corrosdo localizada (formacdo de pites) do que o corpo-de-prova que foi imerso em dgua estéril
sendo tanto maior quanto o tempo de exposi¢do no meio corrosivo. Portanto, apesar dos pites nao
representarem perda de massa significativa, a densidade de pites, evidenciada nas imagens, tem
correlagdo com a presenca de micro-organismos.

Lutterbach & de Franca (1997) também observaram sinais de CIM, a partir de andlises de
MEV de cupons metdlicos, quando em presenca de biofilmes contendo micro-organismos
aerdbios e anaerdbios, incluindo bactérias redutoras de sulfato (BRS).

Entretanto, mesmo os corpos-de-prova do sistema com dgua do mar estéril, isto €, na
auséncia de micro-organismos, apresentaram pites, embora em drea e em densidade bem menor

do que os corpos-de-prova imersos em dgua do mar in natura.
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(A)

4/26/2011 HV mag |spot| det | WD | ———— 400 pym ——— [ 4/26/2011 HY |mag spot| det| WD |— —
10:58:04 AM |20.00 kV|300 x| 4.0 |[ETD[16.2 mm PAM/PEQ/COPPE 11:20:06 AM |20.00 kV|300x 4.0 |ETD|30.4 mm PAM/PEQ/COPPE

4/26/2011 HV mag | spot| det | WD —10,0 V101] 4/26/2011 HvV ag |spot| det | WD |—— m
11:39:31 AM |20.00 kV|300 x| 4.0 [ETD|30.4 mm PAM/PEQ/COPPE 11:42:09 AM |20.00 kV x| 4.0 |[ETD|30.2 mm PAM/PEQ/COPPE

Figura 25: Imagens (MEV) das superficies dos cupons metélicos imersos em dgua do mar in
natura (A e B) e d4gua do mar estéril (C e D) por 7 e 28 dias, respectivamente (aumento de 300x).

Os pites sdo dificeis de serem previstos, mesmo em ensaios de laboratérios pois precisam
de um longo periodo de iniciag¢do, que pode levar meses e até anos antes de se tornarem visiveis.
A seguir, os pites se propagam a uma taxa elevada devido as reagdes autocataliticas que se
processam no seu interior, pois o eletrélito do interior tende a ser mais concentrado que o
eletrélito que circunda o metal. A formacdo de pites se caracteriza por corrosdo localizada do

material em areas limitadas, mas, em geral, de considerdvel profundidade (GENTIL, 2007).
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A corrosdo por pites depende de vdrios fatores, tais como potencial eletroquimico,
quantidade de cloreto, temperatura, inclusdes ndo-metdlicas, oxigénio dissolvido, transporte de
massa, rugosidade superficial, dentre outros (VIDELA, 2003; SCHMUKI et al., 2005).

As imagens (MEV) dos cupons metélicos revestidos com a tinta a base de 6xido de niébio
(Figura 26) também mostram ter havido algum tipo de ataque na superficie, o que corrobora os
resultados de perda de massa (Figura 23). Tal comportamento pode ser explicado, pela presencga
de defeitos oriundos do processo de aplicagdo e secagem da tinta sobre a superficie metdlica

(imersdo do corpo-de-prova em um recipiente contendo a tinta).

: (B)

5/11/2011 HV mag |spot| det WD | 50 ym 5/11/2011 2\% mag |spot| det | WD ——50um
1:30:33 PM|20.00 kV|2 000 x| 4.0 |ETD{14.1 mm| PAM/PEQ/COPPE 1:54:29 PM |20.00 kV|2 000 x| 4.0 |ETD|12.3 mm PAM/PEQ/COPPE

Figura 26: Imagens (MEV) das superficies dos cupons metélicos revestidos com tinta a base de
oxido de niébio apds 28 dias de exposicao em dgua do mar estéril (A) e in natura (B)(aumento de
2000x).

Nota-se que o nimero de dreas de corrosdo localizada foi mais intenso na presenga das
comunidades bacterianas. Pode-se entdo concluir que maiores dreas de ataque e maiores
densidades de pites estdo relacionadas a presenca de micro-organismos, mesmo quando o aco

carbono, revestido com tinta a base de 6xido de nidbio € exposto a 4gua do mar.
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4.2.8 — Determinacao da densidade de pites

As Figuras 27 e 28 mostram o ataque generalizado da superficie do aco carbono em dgua
do mar in natura para tempos de 21 e 35 dias, respectivamente. O ataque € tao intenso que fica
dificil observar a presenca de pites. SO € possivel avaliar a presenga de pites e dimensionar a sua
intensidade através da andlise da imagem do corte transversal dos pites (Figuras 27C e 28C).

Segundo Videla (1993), a heterogeneidade da superficie abaixo do biofilme e o resultante
aumento da variabilidade da composicio quimica do ambiente ponto a ponto ao longo da
superficie do material propiciam a corrosdo localizada.

Em ambos os sistemas, se evidencia corrosdo uniforme sendo a formagao de pites apenas
observada decorridos 28 dias de imersao (Figura 25). Em menos tempo, foi somente detectada
corrosdo uniforme intensa, o que pode ser comprovado pela analise das perdas de massa (item
4.2.6).

Acidos produzidos por micro-organismos aceleram a corrosio dissolvendo 6xidos (filme
passivo) da superficie do metal e acelerando a velocidade de corrosdo, inclusive, podendo induzir
a formagdo de pites. Neste caso, a densidade de pites ao final do experimento foi de 8,90 x 10°

pites/cm2 (£ 1,53).
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£ (A)
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Figura 27: Imagens da superficie do cupom de ago carbono em dgua do mar in natura no tempo
de 21 dias (A - imagem localizada (100x), B — imagem colorida do ataque localizado, C —
imagem representativa do corte transversal).
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Figura 28 : Imagem mostrando corrosao localizada no cupom metalico em dgua do mar in natura
no tempo de 35 dias (A - imagem localizada (100x), B — imagem colorida do ataque localizado, C
— imagem representativa do corte transversal do pites).

4.3 - ANALISES ELETROQUIMICAS

4.3.1 - Curvas de Polarizacao

A Figura 29 mostra o comportamento de polarizacdo do eletrodo de ago carbono imerso
no sistema contendo dgua do mar — in natura e estéril — para tempos de 0, 14 e 28 dias. Quando a
amostra foi colocada em condi¢do estéril (Figura 29 A), observa-se que nido houve modificagdo
expressiva nas curvas de polarizacdo em 14 e 28 dias , sendo pequenas as variagdes de densidade

de corrente e potencial de corrosao.
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Ao contrdrio, na presenca de bactérias (dgua do mar in natura), houve mudangas
significativas nos perfis das curvas de polarizacdo, com mudancas no potencial de corrosao, para
os corpos-de-prova em 0, 14 e 28 dias (Figura 29 B). Observa-se que, com o passar do tempo,
ocorreu queda no potencial de corrosdo do eletrodo e aumento das densidades de corrente. Isto
também esta relacionado com a presenga de sulfeto de hidrogénio (H,S) produzido pelas BRS, o
qual pode estar promovendo o deslocamento do potencial a valores cada vez mais negativos. Ou
seja, quanto maior a concentragdo do sulfeto (H,S), maior serd a dissolu¢do do metal. Com isto,

pode-se aferir que a presenga do sulfeto também influéncia na variacdo do potencial de corrosao.
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Figura 29: Curva de polarizacdo para os ensaios conduzidos com cupons de aco carbono sem

revestimento em dgua do mar (A) — estéril, (B) — in natura, em fungao do tempo.
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As curvas de polarizagdo mostram potenciais de corrosao muito baixos e curvas anddicas
que caracterizam dissolu¢do ativa do metal. No caso das curvas anddicas in natura (Figura 29 B),
verifica —se faixas onde ndo hd crescimento de corrente — formando barreira mecanica forte de
biofilme e produtos de corrosao.

Comparativamente, com o passar do tempo, o aco carbono na presenca de bactérias
apresentou um potencial de corrosdo menor e uma maior densidade de corrente (Figura 29). Isto
indica que, o biofilme microbiano € capaz de influenciar tanto o potencial quanto a corrente de
corrosdo. Mediante isto, pode-se concluir que a condicdo mais agressiva ao ago carbono foi em
dgua do mar ndo-estéril, haja vista que os micro-organismos comprometem a estrutura do

material metalico.

4.3.2 - Potencial em circuito aberto

A variacdo do potencial de corros@do do aco carbono 1020 sem revestimento quando

exposto a 4gua do mar, com e sem micro-organismos, ¢ mostrada na Figura 30.

-550

-600

-650 -

-700 H

Potencial (mV)x ECS

-750 A

_800 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (dias)

‘ —— Agua do mar estéril -s— Agua do mar ndo-estéril ‘

Figura 30: Medida de potencial em circuito aberto do ago carbono AISI 1020 em dgua do mar.
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O potencial de corrosdo dos eletrodos de aco carbono quando em 4gua do mar estéril
sofreu um decréscimo em torno dos primeiros 5 dias, possivelmente devido a presenga do fon
cloreto que pode atacar superficies metdlicas. Quando uma liga como o aco carbono € imersa em
dgua do mar, o processo de corrosdo inicia instantaneamente, com um processo de liberacdo de
fons. Com a formag¢do do 6xido metdlico, e cria-se uma barreira entre o eletrodo e a 4gua do mar,
promovendo a estabilizagdo do potencial. Neste caso, a estabilizagdo ocorreu no 29° dia,
mantendo-se constante até o final do experimento.

Podemos ainda observar que entre o 10° e 15° dia houve maior variacdo do potencial do
experimento in natura, provavelmente devido ao desprendimento parcial do biofilme presente na

superficie do corpo-de-prova, conforme pode ser visualizado na figura 31.

Figura 31: Sistema experimental empregado nos ensaios eletroquimicos. As setas indicam a
auséncia de biofilme sobre corpos-de-prova de aco carbono em funcdo do seu desprendimento
parcial.

Em seguida ocorreu a regeneracdao do biofilme, quando o potencial se voltou para o
sentido positivo, mantendo-se constante do 29° ao 35° dia.
A Figura 32 mostra o comportamento do potencial do agco carbono, revestido com tinta a

base de 6xido de nidbio, quando imerso em dgua do mar, na presenca e auséncia de micro-
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organismos. A variacdo do potencial foi similar independentemente do meio, haja visto que, a
superficie metdlica ndo estava em contato diretamente com a dgua do mar. A seguir, 0s potenciais
dos corpos-de-prova, nas duas condicdes, se direcionam para o lado negativo do gréafico,

mantendo poucas variacdes entre -600 e -700mV.

Potencial (mV)x ECS

3

0 7 14 21 28 35
Tempo (dias)

‘ —— Agua do mar ndo-estéril -s— Agua do mar estéril ‘

Figura 32: Medida de potencial em circuito aberto do ago carbono AISI 1020 com revestimento a
base de 6xido de niébio em na dgua do mar.

E importante salientar também que os corpos-de-prova pintados expostos a dgua do mar
ndo apresentaram nenhum tipo de empolamento ou enferrujamento visivel, apds o periodo de 35
dias de exposicdo, demonstrando a eficiéncia do revestimento sobre a superficie metdlica,
contribuindo deste modo para as poucas variagdes do potencial ao final do ensaio.

Também foi feito um ensaio eletroquimico com corpo-de-prova revestido e com defeito
(risco), a fim de observar o seu comportamento em dgua do mar em condi¢@o bidtica e abidtica
(Figura 33). A falha no revestimento mostrou perfis dos potenciais diferentes daqueles vistos nos
dos corpos-de-prova adequadamente revestidos (figura 32).

Para todos os corpos-de-prova observaram-se potenciais mais negativos, mostrando a
evolucdo da interface metal/revestimento, e depois deslocando gradativamente para potenciais
mais positivos. Verifica-se no grafico que no decorrer do tempo, o potencial dos corpos-de-prova

em condi¢do bidtica foi mais baixo (-774 mV) do que em condi¢cdo abidtica (-634 mV). No
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entanto os potenciais de corrosdo apresentaram perfis semelhantes independentemente da
condi¢do em que os corpos-de-prova foram dispostos. Os perfis do potencial mostrado no grafico
mostram ainda que devido ao defeito superficial, o revestimento permitiu a passagem de ions,
dgua e oxigénio (além de micro-organismos), que atingem a superficie do metal e sdo detectados

pela variacdo do potencial ao longo do tempo.

2
—
I

Potencial (mV)x ECS
4
S

_800 T T T T
0 7 14 21 28 35

Tempo (dias)

|+ Agua do mar ndo-estéril -8 Agua do mar estéril |

Figura 33: Medida de potencial em circuito aberto do ago carbono AISI 1020 com revestimento a
base de 6xido de ni6bio, com defeito (risco), em dgua do mar.

A Figura 34 mostra os corpos-de-prova imersos nos diferentes meios apos 35 dias.
Observou-se que nos corpos-de-prova, apds este periodo de tempo, houve indicios de corrosdo na
regido do corte em baixo do revestimento. Com isto, observando a figura 34 C e D, verifica-se

que no meio com presenca de micro-organismo obteve-se corrosdo com maior intensidade.
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Figura 34: Aspecto do cupom de aco carbono revestido com defeito ao final de 35 dias (A e C —
meio estéril; B e D — meio néo estéril).
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CAPITULO 5

Conclusoes
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5.1 - CONCLUSOES

= O 6x1do de nidbio e a resina epoxi, constituintes do revestimento empregado na prote¢ao
do aco carbono, apresentaram efeito toxico sobre as populacdes planctonicas de bactérias
heterotréficas aerébias (BHA), bactérias redutoras de sulfato (BRS) e bactérias
precipitantes de ferro (BPF), enquanto as bactérias heterotroficas anaerébias (BHAn) nao
foram susceptiveis;

= Houve colonizacdo dos corpos-de-prova (CPs) de ago carbono, sem e com revestimento a
base de 6xido de nidbio;

= Decorridos sete dias de exposi¢cdo, os nimeros de BHA, BHAn, BPF nos biofilmes
formados sobre os CPs de aco carbono com revestimento foi maior do que os
determinados sobre os de aco carbono ndo- revestido;

= O 6xido de nidbio e a resina epoxi, constituintes do revestimento empregado na protecao
do aco carbono, apresentaram efeito toxico sobre as populacdes planctonicas de bactérias
heterotréficas aerdbias (BHA), bactérias redutoras de sulfato (BRS) e bactérias
precipitantes de ferro (BPF), enquanto as bactérias heterotréficas anaerébias (BHAn) nao
foram susceptiveis;

= Houve colonizagdo dos corpos-de-prova (CPs) de aco carbono, sem e com revestimento a
base de 6xido de nidbio;

= Decorridos sete dias de exposicdo, os nimeros de BHA, BHAn, BPF nos biofilmes
formados sobre os CPs de aco carbono com revestimento foi maior do que os
determinados sobre os de aco ao carbono ndo- revestido;

= Nos sistemas em que os CPs foram expostos a d4gua do mar — in natura e estéril — se
evidenciou corrosdo uniforme das superficies, sendo a formacdo de pites somente
detectada ap6s 28 dias;

= Os CPs apresentaram corrosdo uniforme e localizada mais intensa quando imersos em
dgua do mar in natura, demonstrando a efetiva participacdo dos micro-organismos na
degradacdo do material;

= Nos ensaios eletroquimicos de polarizacdo, as maiores densidades de corrente e os
menores potenciais de corrosdo na dgua do mar foram observados quando os CPs foram

expostos a dgua do mar in natura, ou seja, na presenga de micro-organismos;
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Poucas variagdes dos potenciais, medidos em circuito aberto, ocorreram ao longo do
tempo, quando os CPs foram revestidos com tinta a base de 6xido de nidbio e imersos em
dgua do mar (estéril e ndo-estéril), com tendéncia para o lado negativo;

Os CPs pintados e imersos em dgua do mar (estéril e ndo-estéril) ndo apresentaram
nenhum tipo de empolamento ou enferrujamento visivel apds 35 dias de exposi¢ao;

Os CPs revestidos com defeito (risco) apresentaram variacOes de potencial ao longo do
tempo e indicagdes de corrosdo embaixo do revestimento, com maior intensidade quando

imersos em dgua do mar ndo estéril.
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6 - SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

= Estudar a varia¢do da comunidade microbiana na superficie do revestimento em solo;

= Determinar a acao conjunta do revestimento e prote¢do catddica na 4gua do mar e no solo.
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7 - ANEXOS

7.1 Curva - Padrao de Sulfeto
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7.2 Curva de decapagem ao aco carbono na solucao de Clark
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