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RESUMO

A Biocorrosdo, também denominada Corrosdo Microbiologicamente Induzida (CMI)
esta associada a participacdo dos micro-organismos e seus metabdlitos corrosivos
na deterioracdo de diversos materiais. Estas espécies microbianas podem acelerar
reacoes parciais, favorecer ou modificar mecanismos de corrosdo através da
formacéo de biofilmes. Estes biofilmes sdo causadores de graves danos e prejuizos
em sistemas que ficam em contato direto com &gua, tais como, hidrelétricas,
tratamento e transporte de agua, industrias alimenticias e de papel, entre outros.
Com base na relevancia do tema, foram estabelecidos como objetivos desse
trabalho, avaliar a microbiota de amostra de agua doce proveniente do complexo
hidrelétrico Paulo Afonso - BA, isolando-se e quantificando-se os principais grupos
de micro-organismos envolvidos no processo de biocorrosdo metélica. O estudo foi
realizado por um periodo de 90 dias, em sistema estatico utilizando cupons de aco
carbono SAE 1010, submersos em amostras de agua do rio. A cada 15 dias foram
analisadas as concentracfes celulares dos principais grupos microbianos presentes
no biofilme, a perda de massa e a taxa de corrosdo. A superficie metalica foi
avaliada por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Difracdo de Raio X
(DRX). Os resultados mostraram que as bactérias aerdbias heterotroficas e bactérias
precipitantes do ferro foram o0s grupos microbianos que apresentaram maior
concentragdo celular nos biofilmes formados. Também foram encontradas bactérias
heterotréficas anaerdbias, Pseudomonas sp. e fungos filamentosos, nos tubérculos
associados a corrosao. A taxa de corrosdo dos cupons em contato com agua doce
‘in natura” foi maior em relagdo aos cupons controle. Os biofilmes foram
caracterizados por concentracfes crescentes de proteinas, com reducdo dos
carboidratos em 60 dias de experimento. Através da microscopia eletrbnica de
varredura foram visualizadas bactérias e material de corrosdo nos biofilmes
formados na superficie dos cupons durante 30 dias de exposicdo a agua doce. Nas
andlises por difracdo de raio X, os produtos de corrosdo lepidocrocita e pirrotita
estavam presentes em todas as amostras analisadas. Através dos resultados
obtidos pode-se observar a influencia dos micro-organismos na deterioracdo dos

cupons de acgo carbono.

Palavras-chave: Agua doce. Corrosdo Microbiologicamente Induzida. Biofilme. SAE
1010.



ABSTRACT

Biocorrosion, also known as Microbiologically Induced Corrosion (MIC) is associated
with the participation of micro-organisms and their metabolites in corrosive
deterioration of various materials. These microbial species can accelerate partial
reactions, favor or modifying corrosion mechanisms through the formation of biofilms.
These biofilms are causing serious damages to systems that are in direct contact
with water such as hidropower, treatment and transport of water, food and paper
industries, among others. Based on the relevance of the topic, were established as
objective of this study was to evaluate the microbiota of freshwater sample from the
hydroelectric complex Paulo Afonso - BA, isolating and quantifying the main groups
of microorganisms involved in biocorrosion metal. The study was conducted for a
period of 90 days in static system using coupons carbon steel SAE 1010, submerged
in water samples from the river. Every 15 days were analyzed the cellular
concentrations of main microbial groups present in biofilm weight loss and corrosion
rate. The metal surface was evaluated by Scanning Electron Microscopy (SEM) and
X-Ray Diffraction (XRD). The results showed that aerobic heterotrophic bacteria and
precipitating iron bacteria were microbial groups with the highest cell concentration in
biofilms. We have also found anaerobic heterotrophic bacteria, Pseudomonas sp.
and filamentous fungi related to corrosion in the tubers. The corrosion rate of
coupons in contact with "in nature" freshwater was higher than in the control
coupons. Biofilms were characterized by increasing concentrations of proteins,
carbohydrates with a reduction in 60 days experiment. By scanning electron
microscopy were viewed material corrosion and bacteria in biofilms formed on the
surface of the coupons for 30 days of exposure to freshwater. In the analyzes by X-
ray diffraction corrosion products lepidocrocite and pyrrhotite were present in all
samples. The results obtained can observe the influence of micro-organisms in the

deterioration of carbon steel coupons.

Key-words: Freshwater. Microbiologically Induced Corrosion. Biofilm. SAE 1010.
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1. INTRODUCAO

A biocorrosdo ocorre sinergicamente devido a interacfes entre consorcios de
micro-organismos no biofilme formado, liberacdo de produtos do metabolismo
microbiano no meio, e a relacdo destes com a superficie do metal, ocorrendo em
aerobiose e/ou anaerobiose (BEECH e SUNNER, 2004).

Véarias espécies microbianas produzem metabdlitos agressivos que
influenciam no processo de corrosdo. Dentre elas destacamos as bactérias
oxidantes do enxofre como Acidithiobacillus thiooxidans (oxidam o enxofre a sulfato
e acido sulfurico) que sao produtoras de acido e Clostridium aceticum (produz acido
aceético); Bactérias redutoras de sulfato pertencentes ao género Desulfovibrio e
Desulfotomaculum (reduzem sulfato a sulfeto); Bactérias oxidantes do ferro tais
como Gallionella, Leptothrix e Sphaerotilus (oxidam o ferro a ion férrico); Bactérias
oxidantes do manganés tais como Leptothrix discophora; Além das bactérias
produtoras de hidrogénio (LEWANDOWSKI e BOLTZ, 2011; VIDELA, 2003).

Estes metabdlitos podem acelerar as taxas de reagdes do processo Corrosivo
ou mudar o mecanismo da corrosdo, e ndo Sdo responsaveis por um unico tipo de
corrosdo. Eles podem causar a corrosdo localizada, principalmente na forma de
pites, abertura de fendas em estruturas metalicas, surgimento de células de aeracéo
diferencial, além do aumento da corrosdo galvanica (LITTLE e WAGNER, 1997
LITTLE e LEE, 2007).

Além de bactérias, outros tipos de micro-organismos podem estar presentes
no biofilme, tais como fungos, algas e protozoarios (GONCALVES, 2002). Segundo
Sutherland (2001) os biofilmes sdo ambientes dinamicos que abrigam micro-
organismos, substancias poliméricas como polissacarideos e proteinas, além de
agua. A maior fracdo do biofilme é constituida por agua (97%) contendo também
nutrientes absorvidos, metabdlitos, produtos de lise celular e particulas oriundas do
ambiente circundante.

O desenvolvimento do biofilme sofre interferéncias de parametros de acordo
com as caracteristicas do substrato, do meio aquoso, das propriedades genéticas
das células, nutrientes e materiais particulados que estdo presente no meio, a forca
ibnica, como também da presenca de agentes microbianos (VIANA, 2009). A

formacao de biofilmes nos equipamentos metélicos principalmente de aco carbono,
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quando submersos em 4gua, S840 0S responsaveis por causar problemas em muitas
unidades geradoras de energia elétrica (MARANGONI, 2010).

Os custos relacionados a corrosdo tém importancia significativa na economia
nacional de um pais podendo atingir cerca de 4% do PIB (Produto Interno Bruto) em
alguns paises. Cerca de 10 bilhdes de ddlares sdo gastos a cada ano na industria de
geracdo de energia elétrica dos Estados Unidos. Estes custos podem aumentar
guando a corroséo € ignorada afetando o meio ambiente, a salude e a seguranca da
populacdo (JAVAHERDASHTI, 2008).

As industrias mais afetadas pela corrosdo sdo a de geracdo de energia,
producdo de o6leo, transporte, estocagem e distribuicdo de agua. Nas hidrelétricas,
os biofilmes podem causar diversas dificuldades operacionais através da formacéo
de biofouling (acimulo de biofilmes) em tubos, que levam a perda de eficiéncia nos
radiadores e trocadores de calor, assim como a diminuicdo de sua vida util (BEECH,
2004; MATTEA et al., 2002).

O crescente interesse na corrosdo induzida por micro-organismos decorre do
fato de serem inUmeros os ambientes onde os mesmos podem se desenvolver,
gerando varios problemas. Para se ter um bom entendimento do processo corrosivo
se faz necessario o isolamento e identificagdo dos micro-organismos envolvidos no
mesmo. E a partir deste conhecimento propor métodos para prevenir e controlar a
acdo microbiana no local (CORREIA et al., 2010). O combate a corrosao pode ser
realizado através da limpeza mecanica por pigs, métodos quimicos (uso de
biocidas), variagdo do pH, uso de revestimentos, inibicdo dos micro-organismos e

consequentemente da formacéo de biofilme, entre outros.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Este trabalho teve como principal objetivo avaliar a microbiota da agua doce e

sua influéncia na corroséo de cupons metalicos de a¢o carbono SAE 1010.

2.2 ESPECIFICOS

e Quantificacdo dos principais grupos de micro-organismos (sésseis e

plancténicos);

e Avaliar a formacdo de biofilmes em sistema estatico em cupons de aco
carbono SAE 1010;

e Determinar as taxas de corrosdo por perda de massa em cupons de acgo

carbono;

e Extracdo e quantificacdo das proteinas e carboidratos presentes nos biofilmes

microbianos;

e Andlise das superficies dos cupons metalicos por Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV) e Difragédo de Raio X (DRX).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

E dificil determinar os custos econdmicos relacionados a biocorrosdo, que é
oriunda da acdo dos micro-organismos, em especial das bactérias. Este mecanismo
vem sendo encontrado em diversos ambientes como: a exposi¢cdo de metais a agua
do mar, agua doce, agua destilada ou desmineralizada, processos quimicos, solo,

combustiveis, 6leo, plasma humano, entre outros (LITTLE e LEE, 2007).

3.1 CORROSAO

Beech e Sunner (2004) definem a corrosao eletroquimica como uma reacgao
guimica que ocorre no metal quando inserido em um meio agressivo, essa interacao
fisico-quimica gera transferéncia de elétrons entre as regides catodica e anddica do
metal fragilizando este substrato. A Figura 3.1 a seguir descreve as reag0es e as
interacOes durante a corrosdo dos metais. No anodo o ferro é oxidado a ion ferroso,
no catodo ha formacdo de ions hidroxila. Estes ions reagem formando o hidroxido
ferroso. O hidroxido ferroso quando presente em ambientes aerados sofre reacédo
com o oxigénio formando o hidroxido ferroso que € um produto de corrosdo de
coloragéo alaranjada ou castanho-avermelhada. Quando o ambiente tem pouca ou
nenhuma oxigenacao o hidroxido ferroso forma o éxido férrico que é outro produto

de corroséo de coloracao preta (GENTIL, 2011).

(Fe”) - (Fe” +20H — : )

( ( -+ 14 HZO +V4 02_’ ____

(2H'+2e = H))
Reag¢do ocorre em pH dcido

. (720, +H,0 +2e = OH) Produto das reagdes reage com
- . o produto da corrosdo (Ferro)
Reacdo ocorre em pH neutro ou alcalino

Figura 3.1 — Corroséao eletroquimica sem a influéncia de micro-organismos.
(Fonte: MARANGONI, 2010).
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A corrosdo ocorre tanto em materiais metdlicos como ndo-metélicos
(concreto, borracha, madeira, polimeros, etc.) podendo ser influenciados ou

acelerados pela acdo mecanica (GENTIL, 2011).

3.2 TIPOS DE CORROSAO

A corrosdo pode ser dividida em dois grandes grupos principais: corrosao
uniforme e corrosao localizada (VIDELA, 2003). A corrosao uniforme deteriora toda a
superficie levando a perda de espessura do metal. Entretanto, a corroséo localizada
se processa em sitios especificos, em que a profundidade da corrosdo € maior do
gue o diametro do pite gerando maior dissolucdo do metal (GENTIL, 2011). Estes
grupos podem ainda ser subdivididos de acordo com sua morfologia, mecanismos,

fatores mecanicos, meio corrosivo e a localizacdo do ataque.

Segundo Gentil (2011) as subdivisbes dos grupos citados acima sao as
seguintes:
1) A morfologia da corrosdo pode ser uniforme, por placas, alveolar, puntiforme,
intergranular, intragranular, filiforme, por esfoliacdo, grafitica, dezincificacdo, em
torno do cordao de solda e empolamento por hidrogénio;
2) Os mecanismos corrosivos ocorrem através da aeragdo diferencial, eletrolitica,
galvanica, sob tenséo fraturante, fragilizacao pelo hidrogénio, entre outros;
3) Os fatores mecanicos estdo relacionados a fadiga, tenséo, atrito ou associada a
erosao;
4) A localizacdo do ataque da corrosdo por ser por pite, uniforme (em toda a
superficie), intergranular (dentro do granulo), transgranular (ao redor do granulo),
entre outros.

A corrosao localizada € o tipo de corrosdo mais fortemente influenciada pelos

micro-organismos e produz varios outros tipos de corrosdo: corrosdo por pites,

frestas, fendas, por depositos, entre outros (LITTLE e LEE, 2007).

3.3 CORROSAO MICROBIOLOGICAMENTE INDUZIDA (CMI)

A biocorrosdo ou corrosdo microbiologicamente induzida envolve trés

componentes fundamentais: metal, solugdo e micro-organismos. Ou seja, refere-se a
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capacidade dos micro-organismos em iniciar, acelerar ou facilitar as reacdes de
corrosdo no meio através de seus metabolitos ativos (JAVAHERDASHTI, 2008;
MIRANDA et al., 2006).

Os produtos originados do metabolismo microbiano podem ser enzimas,
exopolimeros, acidos organicos e inorganicos, bem como compostos volateis como
amonia e sulfeto de hidrogénio (BEECH e GAYLARDE, 1999). Estes produtos
afetam as reacOes anddicas e catddicas, havendo formacédo de biofilmes, que
causam uma aeracao diferencial com consequente dissolucdo do metal (VIDELA,
2003). Dentre os micro-organismos que influenciam a biocorrosdo, as bactérias
aerébias e anaerdbias merecem destaque por serem as maiores influenciadoras
deste fendmeno (GENTIL, 2011; LITTLE e LEE, 2007).

3.4 AGUA - ACAO CORROSIVA

Diversos meios podem ser corrosivos, como a atmosfera, dguas naturais,
solo, produtos quimicos, alimentos, madeira, plasticos, solventes organicos e
substancias fundidas. Dentre estes destacamos a acdo corrosiva da agua por ser
componente do estudo (GENTIL, 2011).

A &gua € um dos principais veiculos que favorece a corrosdo em metais por
apresentar impurezas e contaminantes. Os materiais metalicos quando estdo em
contato com estes fluidos (dgua potavel, agua doce, 4gua do mar, agua de
resfriamento e agua de geracdo de vapor) iniciam seus processos corrosivos de
acordo com a substancia contaminante presente. De acordo com Gentil (2011) as
variaveis que afetam a corrosividade na agua séo:

1) Sais dissolvidos (cloretos, carbonato de sédio, magnésio, bicarbonatos);

2) Gases dissolvidos (oxigénio, nitrogénio, gas sulfidrico, diéxido de carbono,

oxidos de enxofre, SO, e SO3, amonia e cloro);

3) Matéria organica;

4) Solidos suspensos;

5) Crescimento biolégico (bactérias, algas e fungos).

O cloreto de sodio na agua do mar favorece o processo de corrosdo, por ser
um eletrdlito forte, aumentando a corrosividade deste ambiente. Outros sais como

bicarbonato de célcio (Ca(HCO3),) e sulfato de magnésio (MgSO,) podem atuar
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como inibidores da corrosdo ao reagirem com ions hidroxilas (OH’) no catodo
formam produtos insoluveis de carbonato de calcio e hidroxido de magnésio que se
depositam sobre o metal protegendo-o (GENTIL, 2011).

O oxigénio € um forte agente corrosivo ao ago-carbono por participar da
reacdo eletroquimica despolarizando o catodo. Essa acao corrosiva € proporcional a
concentracdo de oxigénio na agua, sendo influenciados pela temperatura e pressao.
Entretanto, h&a situagcbes em que o oxigénio € essencial para formar peliculas
passivadoras (Al,O3 ou Cr,03) nos metais, € o caso do aluminio e suas ligas de acos
inoxidaveis (SOUZA, 2007; GENTIL, 2011).

O didéxido de carbono (COy), gas sulfidrico (H,S), cloro gasoso (Cl,) ao ser
solubilizado na agua forma o acido carbbnico (H,CO3), acido sulfidrico e acido
cloridrico (HCI), respectivamente, que desta forma, influencia na acdo agressiva da
agua por apresentarem baixo valor de pH. A aménia em contato com a 4gua forma o
hidréxido de aménio que tem pH alcalino, podendo corroer materiais de cobre
(GENTIL, 2011).

Os solidos suspensos na agua podem ter origens diversas, tais como
poluentes atmosféricos, pés de 6xidos (aluminio e calcio), além de matéria organica.
Estes compostos se depositam em tubulagbes afetando seu desempenho causando
a corrosao sob deposito (GENTIL, 2011).

As aguas usadas em processos industriais ndo séo estéreis, sendo capazes
de formar biofilmes causando danos em diversos ambientes (COETSER e CLOETE,
2005). A é&gua doce é composta por uma microbiota bastante diversificada
representada por quatro regiées denominadas zonas. A zona litoranea € a regido
préxima a margem, no qual possui vegetacao enraizada e a luz penetra facilmente.
A zona limnética consiste na area aberta longe da costa. Nesta zona encontram-se
principalmente algas fotossintéticas, espécies de Pseudomonas, Cytophaga,
Caulobacter e Hyphomicrobium. Em aguas mais profundas denominadas zonas
hipoliminias e bénticas a concentracdo de oxigénio e luz é reduzida. Nestas regides
sdo encontradas bactérias anaerobias como Desulfovibrio, bactérias produtoras de
metano, além de espécies de Clostridium (TORTORA et al., 2000).

Nas centrais hidrelétricas, a matéria prima utilizada é a agua das bacias
hidrogréaficas de rios, sendo acumuladas em reservatérios. Por ser uma agua sem

tratamento (dgua bruta) abrigam micro-organismos, substancias em suspenséo e
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matéria organica que causam entupimentos, prejudicam as trocas térmicas
favorecendo a acdo corrosiva nos metais dos equipamentos (MATTEA et al., 2002).

Os sistemas de resfriamento sdo ambientes favoraveis a corrosdo induzida
por micro-organismos. Neste local o crescimento de micro-organismos é facilitado
pelas seguintes condi¢Bes: oxigenagdo da agua, exposicao da agua a luz solar, pH
entre 7,0-8,0 com temperatura variando entre 27-80 °C (GENTIL, 2011). Em
hidrelétricas, o sistema de resfriamento € formado geralmente por radiadores e
trocadores de calor que sado produzidos por materiais de aco carbono, acgo
inoxidavel, latdo, cobre, ferro fundido, entre outros (MATTEA et al., 2002).

Os acos sao ligas de ferro-carbono que podem conter outros elementos. Os
tipos mais comuns sdo classificados de acordo com a concentracdo de carbono
presente em baixo (<0,25%), médio (entre 0,25-0,60%) e alto teor (entre 0,6-1,4%)
de carbono. O aco carbono SAE 1010 € um aco com baixo teor de carbono
(CALLISTER JR., 2002).

As ligas de baixo teor de carbono séo ligas relativamente moles e fracas,
porém apresentam uma excelente ductilidade e tenacidade. Sua aplicabilidade é
frequente em formas estruturais (vigas, canaletas e ferros angulados) e chapas
usadas em tubulacdes, edificagbes, pontes, entre outros. Dependendo do ambiente
em que estdo em contato (dgua doce, 4gua do mar, solo, atmosfera, entre outros) o
aco carbono pode ser agredido por processos que causam corrosdao (CALLISTER
JR., 2002).

Os padrbes de qualidade da agua no Brasil sdo regulamentados pela
Resolugdo CONAMA N° 357, de 18/03/2005. Esta Resolucdo estabelece a
classificagdo dos corpos d’agua em aguas doces (salinidade < 5%), salobras
(salinidade > 0,5% e < 30%) e salgadas (salinidade = 30%), com suas respectivas
diretrizes para o seu enquadramento. A agua do rio Sao Francisco proveniente do
complexo de Paulo Afonso é classificada como agua doce de classe Il segundo a
classificacdo da Portaria do IBAMA n° 715, de 20 de setembro de 1989. A
hidrelétrica de Paulo Afonso fica no trecho Ill desta Portaria (rio Sdo Francisco, da
confluéncia com o rio Mombaga até a sua foz no Oceano Atlantico). A Figura 3.2
apresenta 0 mapa com as classes de enquadramento da bacia do rio Sdo Francisco.

Os limites dos padrbes para agua doce de classe Il estéo listados na Tabela 3.1.
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Figura 3.2 — Mapa de enquadramento do rio S&o Francisco, com indicagéo do
complexo de Paulo Afonso-BA.

(Fonte: IBAMA, 1989).
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Tabela 3.1 — Valores maximos para aguas doces classe Il segundo CONAMA 357/05.

PARAMETROS CLASSE II
pH 6,0-9,0
Condutividade (uS cm™) *
Cloreto total (mg/L Cl) 250,0
Fosforo total (ambiente [éntico) (mg/L) 0,03
Fosforo total (ambiente intermediario) 0,05
(mg/L)
Fosforo total (ambiente I6tico) (mg/L) 0,1
Turbidez (NTU) 100
Solidos dissolvidos totais (mg/L) 500,0
Ferro dissolvido (mg/L Fe) 0,3
DBO 5 dias (mg/L O,) 5,0
OD (mg/L Oy) 25,0
Nitrito (mg/L N) 1,0
Nitrato (mg/L N) 10,0
Céadmio (mg/L Cd) 0,001
Chumbo (mg/L Pb) 0,01
Cobre (mg/L Cu) 0,009
Cromo Total (mg/L Cr) 0,05
Mercurio (mg/L Hg) 0,2
Niguel (mg/L Ni) 0,025
Zinco (mg/L Zn) 0,18

*N&o Especificado
(Fonte: CONAMA N° 357, 2005).

3.5 BIOFILMES

Flemming e Wingender (2010) conceituam biofilmes como acumulos de
células microbianas na interface sélido/liquido, estabelecendo ao longo de sua
formacdo um gradiente fisico-quimico. Dentro destes agregados polimicrobianos se
formam verdadeiras comunidades sinérgicas, que conduzem processos combinados
através da interacao célula-célula, onde se favorece a transferéncia horizontal de
genes (FLEMMING e WINGENDER, 2010; WIMPENNY, 1996).

Os biofilmes sédo constituidos de microconsorcios nos quais podem ser
encontradas bactérias, fungos, microalgas, virus e protozoarios (VIANA, 2009). As
bactérias constituem o principal grupo na formacdo dos biofilmes, tendo como
principais caracteristicas: possuirem tamanho reduzido; apresentarem elevada taxa
de reproducédo; grande capacidade de adaptacdo e producdo de diversas

substancias extracelulares (PEREIRA, 2001). A estrutura da matriz do biofilme varia



Oliveira, E. S. D. REVISAO BIBLIOGRAFICA 11

de acordo com 0s micro-organismos que estao presentes, do seu estado fisiologico,
nutrientes e condi¢@es fisicas existentes (SUTHERLAND, 2001).

Menos que 10% da massa seca total do biofilme é constituida pelos micro-
organismos e mais de 90% é formada pela matriz celular. Esta matriz € composta na
sua maioria por agua - 95% a 97% (FLEMMING, 1993; SUTHERLAND, 2001), além
de polimeros excretados pelos micro-organismos, micro e macromoléculas (acidos
graxos, lipideos, proteinas, polissacarideos e acidos humicos) que sédo adsorvidas
na base do substrato. Essa matriz polimérica desempenha fun¢des importantes para
a sobrevivéncia microbiana como protecao contra dessecacao, biocidas oxidantes,
alguns antibitticos e cations metdlicos, radiacdo ultravioleta e alguns protozoarios
(FLEMMING e WINGENDER, 2010).

Segundo Lear et al., (2012) os biofilmes de 4gua doce possuem uma enorme
variedade taxonomica. Os pesquisadores afirmam ainda que os exudatos e lisados
presentes dentro dos biofilmes em 4guas doces naturais sdo nutrientes que servem

como fonte de alimentagéo para espécies bentdnicas.
3.5.1 FORMAQAO DE BIOFILMES

Em ambientes aquaticos, naturais ou industriais, 0os processos de ades&o
microbiana s&o iniciados imediatamente apds a imersdo dos metais a este meio, ndo
necessariamente uniforme no tempo ou espaco (CHARACKLIS e MARSHALL,
1990). Esta fase inicial de colonizacdo microbiana é controlada principalmente pela
hidrodindmica (LEWANDOWSKI e STOODLEY, 1995). Em pouco tempo, 0S micro-
organismos produzem exopolissacarideos resultando no desenvolvimento do
biofilme. Como consequéncia deste processo ocorre a dissolugcdo do metal e
formacdo de produtos de corrosao (VIDELA e HERRERA, 2005).

A formacdo gradativa do biofilme € responsavel por modificar através de
reacBes quimicas o substrato metalico estabelecendo uma condicdo de anaerobiose
na base do metal, a medida que 0s micro-organismos se nutrem e consomem 0O
oxigénio presente (JAVAHERDASHTI, 2008). Importantes modificacbes nesta
interface sado observadas apds formacdo, como alteragdo no valor do pH, no
potencial de oxi-reducdo, nos tipos de ions e até nas variaveis eletroquimicas
usadas para avaliar a taxa de corrosao (VIDELA, 1989). Fatores intrinsecos e

extrinsecos determinam a estrutura do biofilme. Como caracteristica determinante
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intrinseca se destaca o perfil genético das células microbianas. Ja as caracteristicas
extrinsecas estdo relacionadas ao ambiente fisico-quimico, gradiente de difuséo e
transporte do soluto no meio (WIMPENNY, 2000).

As etapas de formacao dos biofilmes foram definidas concisamente por Little
e Lee (2007) em trés estagios: fixagdo, crescimento e desprendimento. Bryers e
Ratner (2004) descreveram com mais detalhes estas etapas, dividindo-as em nove

fases de acordo com a Figura 3.3.

1. Substrato pré-condicionado —_—
por moléculas organicas
-
. . o
N LG ) s e
2. Transporte de 4. Desorgao 6. Transporte . ° 9. Desprendimefito,
células *_convectivoe . SETEAEE
% J Q J difusivo de O: e 4 Z deslocamento
J S n.utnentes s 8. Secrecio de stibito
) = [ ol - -
~ ) J J 5. Sinalizagéo célulg \ ~ polissacarideos
U7 % célulae inicio da
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Q/ J 3, Adesdo de 2;0;)%?::”25 7 Reprodugdo e
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\,‘ ’_\.‘/.\’-' B : . N L ‘h e S
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Figura 3.3 — Processos que governam a formacéo do biofilme.
(Fonte: Extraido e adaptado BRYERS e RATNER, 2004).

1. Macromoléculas existentes na camada fluida sdo pré-condicionadas ou
intencionalmente revestidas sobre esta superficie;

2. Transporte de células planctbénicas para a superficie;
3. Adsorcao de células por reacfes especificas e inespecificas;
4. Dessorcéao de células que foram reversivelmente adsorvidas;

5. Adsorcéo irreversivel das células bacterianas e producdo de substancias
sinalizadoras;

6. Transporte de nutrientes para dentro do biofilme e superficie metélica;
7. Reproducéo e desenvolvimento celular;

8. Metabolismo celular e secrecéo de produtos para fora do biofilme acompanhados

por crescimento, reproducéo, e producao de exopolimeros;

9. Desprendimento ou deslocamento subito do biofilme.
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O ambiente dos biofilmes € dindmico, nele constantemente estdo ocorrendo
mudancas e reacfes enziméticas favorecendo a renovacao deste sistema. Porém
esta matriz pode ser alterada por forca de cisalhamento, reacbes internas ou

externas que podem desprender partes do biofilme (SUTHERLAND, 2001).
3.5.2 SUBSTANCIAS POLIMERICAS EXTRACELULARES (EPS)

As substancias poliméricas extracelulares sdo biopolimeros de origem
microbiana composta por polissacarideos, proteinas, glicoproteinas, glicolipideos,
substancias humicas, DNA extracelular (e-DNA), além de outros. Formam um
arcabouco tridimensional nos biofilmes conferindo aos mesmos uma maior coeséo,
além de aprisionarem 0s micro-organismos determinando assim as condi¢fes de
vida neste microambiente (FLEMMING et al.,, 2007; FLEMMING e WINGENDER,
2010). A Figura 3.4 a seguir mostra em diferentes dimensdes as substancias
poliméricas extracelulares. Observa-se em: (a) O modelo de biofilme bacteriano,
producdo inicial da matriz com ligacdo de células na superficie metalica; (b)
Componentes da matriz — polissacarideos, proteinas e DNA — séo distribuidos entre
as células e a criacdo de diferentes regides na matriz; (c) Interacdes fisico-quimicas
fracas e o aprisionamento de biopolimeros que influenciam a estabilidade da matriz
de EPS; (d) Uma simulacdo de modelagem molecular da interagcdo entre o
exopolissacarideo alginato (a direita - filamento) e a enzima extracelular lipase (a
esquerda - aglomerado) de Pseudomonas aeruginosa em solucéo aquatica.
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Figura 3.4 — Substancia polimérica extracelular em diferentes dimensdes.
(Fonte: FLEMMING e WINGENDER, 2010).

Algumas funcBes importantes para a sobrevivéncia microbiana s&o
desempenhadas pelas EPS dentro da matriz do biofilme. Flemming e Wingender,
(2010) destacam as seguintes fungodes:

e Adesdo em superficies, facilitando a colonizacao inicial dos micro-organismos

plancténicos;

e Formacdo de agregados microbianos permitindo a imobilizacdo de células
com consequente reconhecimento célula-célula, aumentando a densidade
entre eles;

e Aumento da coesdo dos biofilmes através de uma rede polimérica altamente
hidratada;

e Aumento da retencdo de agua ao redor dos organismos atenuando qualquer
efeito de dessecacédo neste consorcio;

e Protecdo contra agentes especificos ou inespecificos do hospedeiro;

e Sorcdo de compostos organicos favorecendo a desintoxicagdo do meio

ambiente por xenobioticos;
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e Promocédo da sorcdo de ions inorganicos através da formacdo de um
polissacarideo gel, de ions de troca ibnica, como o acumulo de metais
toxicos;

e Dispersdo dos componentes estruturais exégenos e células do biofilme
através de sua atividade enzimatica;

e Fornecimento de uma fonte de nutrientes (carbono, azoto e fésforo) para os
micro-organismos presentes no biofilme;

e Facilitar a troca de informacdo genética (transferéncia horizontal de genes)
entre as células;

e Permisséo da atividade redox na matriz do biofilme;

e Liberacdo do material celular como resultado de um turnover metabdlico;

e Acumulo, retencdo e estabilizacdo de enzimas através da interacdo com
polissacarideos.

Estes biopolimeros s&do produzidos dinamicamente nos biofilmes por
bactérias, arqueas, microalgas e micro-organismos eucariéticos como os fungos.
Vale ressaltar que sé&o importantes para a formacdo e manutencdo da estrutura
fisica e espacial da matriz do biofiime (FLEMMING et al., 2007; SUTHERLAND,
2001). Os EPS podem servir como fonte energética para algumas células em caso
de caréncia de nutrientes no meio (SHENG et al., 2010; SUTHERLAND, 2001).

Estes EPS podem prender fons multivalentes como Ca?*, Cu®*, Mg®* e Fe®*
através do grupo funcional presente nos carboidratos e proteinas ocasionando em
alguns casos, alterac6es no potencial padréo de reducao na interface metal/biofilme
(BEECH e SUNNER, 2004).

E importante lembrar que os polissacarideos sdo moléculas longas com
massa entre 0,5-2,0 x 10° daltons, sendo considerada a maior proporcéo constituinte
da matriz polimérica (FLEMMING e WINGENDER, 2010). De acordo com o tipo de
carboidrato excretado, a matriz do biofilme pode apresentar maior ou menor fluidez,
ser mais ou menos rigidos (SUTHERLAND, 2001). Estes carboidratos podem variar
de acordo com a espécie bacteriana, por exemplo: espécies da familia
Pseudomonadaceae e Enterobacteriaceae produzem celulose que €é um
homopolissacarideo. Ja outras espécies produzem heteropolissacarideos que sao
carboidratos mistos (WINGENDER et al., 2001).
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As enzimas extracelulares sdo importantes, pois sdo as proteinas envolvidas
na modificagcdo da estrutura polimérica do biofiime. Estas enzimas afetam a
propriedade fisica da matriz através do enfraquecimento das ligacfes, ocasionando
a perda de macromoléculas e células (SUTHERLAND, 2001). A guantidade de
proteinas extracelulares no biofiime pode ultrapassar a concentracdo de
polissacarideos. Estas proteinas podem estar diretamente ligadas a estrutura da
matriz ou influenciar o destacamento do biofiime através de sua atividade
enzimatica. As proteinas de funcéo estrutural podem se ligar a carboidratos na
superficie da célula, mantendo estdveis as ligacbes entre bactérias e EPS
(FLEMMING e WINGENDER, 2010).

Através de métodos quimicos colorimétricos pode-se determinar a
composicdo polimérica extracelular nos biofilmes. Embora a utilizagcdo de
equipamentos modernos para a quantificacdo de carboidratos e proteinas seja
frequente, os métodos tradicionais como fenol-acido sulfdrico e método de Lowry,
respectivamente, ainda sao amplamente citados na literatura (SHENG et al., 2010).

3.6 MICRO-ORGANISMOS ENVOLVIDOS NA BIOCORROSAO

De acordo com a fisiologia microbiana pode-se estabelecer diferentes
mecanismos de corrosdo. Estes micro-organismos formam consorcios sinérgicos
dentro dos biofilmes, nos quais ocorrem 0S pProcessos Corrosivos em sintonia com
forcas quimicas e eletroguimicas do ambiente (BEECH e GAYLARDE, 1999).

Nos ambientes aquaticos e terrestres as primeiras colonizadoras da superficie
dos metais sdo as bactérias, neste grupo destacam-se as bactérias redutoras de
sulfato (BRS), bactérias oxidantes do enxofre, bactérias precipitantes do ferro,
bactérias oxidantes do manganés e as bactérias produtoras de &cidos orgéanicos e
exopolimeros (BEECH e SUNNER, 2004). Abaixo esta descrito os principais micro-

organismos relacionados com a biocorrosao.
3.6.1 BACTERIAS OXIDANTES DO ENXOFRE
As bactérias oxidantes do enxofre sdo capazes de oxidar o enxofre ou

compostos de enxofre (sulfito, tiossulfato e tetrationato) a sulfato, e produzem acido

sulfurico tornando o meio ainda mais corrosivo. Este grupo microbiano cresce em
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meios com pH 2,0 ou valores inferiores, a uma temperatura entre 25-30 °C.
Dependendo da espécie bacteriana podem ser encontradas em aguas de minas de
ouro e carvao, aguas de esgoto ou aguas poluidas. Estas bactérias participam do

ciclo do enxofre por serem quimioautotréficas (Figura 3.5) (GENTIL, 2011).

Bactérias — < Bactérias
Oxidantes 0 "\, Oxidantes
o
Acido Sulfidrico SULFATOS
v)\..\ ] =
(H.S) y /) (50,7)
Bactérias
» Redutoras

Wy, redugdo

Figura 3.5 — Ciclo do enxofre com atuac&o das bactérias oxidantes do enxofre e
redutoras do sulfato.
(Fonte: MARANGONI, 2010).
As reagfes quimicas que ocorrem neste ciclo séo citadas abaixo, de acordo
com Gentil (2011). Na presenca de enxofre elementar ocorre a seguinte reagao

pelas oxidantes do enxofre:

2S + 30, + 2H,0 > 2H,S0, (@D)
Quando gas sulfidrico (acido sulfidrico) esta presente tem-se:

2H,S + 20, > H,S,03 + H,0 2)

5H,S,03 + 40, + H,O - 6H,SO,4 + 4S (3)

Segundo COETSER e CLOETE (2005) o género Acidithiobacillus € um grupo
de bactérias aerdbias, quimioautotroficas, em que se obtém energia de compostos
inorganicos e através da fixacdo do CO, obtém sua fonte de carbono. Deste grupo
destacam-se as espécies Acidithiobacillus thioparus, Acidithiobacillus thiooxidans e
Acidithiobacillus concretivorus por estarem diretamente relacionadas a processos de
corrosao (GENTIL, 2011).

Acidithiobacillus thiooxidans e A. concretivorus sdo conhecidas pela producéo
de &cido sulfurico ocasionando graves ataques corrosivos no metal e concreto. A.

ferroxidans oxidam o ferro além dos compostos de enxofre, tais como o minério pirita
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(FeS,) que quando oxidado a &cido sulfurico ocasiona a acidez das aguas de
minérios (COETSER e CLOETE, 2005; GENTIL, 2011).

3.6.2 BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO (BRS)

As bactérias redutoras de sulfato sdo quimioheterotroficas, retiram energia
para seu metabolismo dos nutrientes organicos e também participam do ciclo do
enxofre (Figura 3.4) reduzindo compostos de enxofre, como sulfato, sulfito e
tiossulfato a sulfeto. Sdo estritamente anaerdbias, embora algumas cepas
apresentem tolerancia a baixas concentracdes de oxigénio (BEECH e GAYLARDE,
1999; MARANGONI, 2010).

O crescimento destas bactérias ocorre na temperatura entre 25-44 °C com pH
entre 5,5 e 8,5 (faixa 6tima 7,2). Estas bactérias sdo frequentemente encontradas
em &gua doce, agua do mar, no solo e em tanques de estocagem de combustiveis
(GENTIL, 2011).

Os géneros Desulfovibrio, Desulfotomaculum e Desulfobacter pertencem ao
grupo de bactérias que reduzem o sulfato (SO,*) a sulfeto (S%), j4 o género
Desulfomonas além de reduzir o sulfato, também reduz o enxofre elementar (S) para
sulfeto (S%) (GENTIL, 2011). A reducdo do enxofre elementar ou tiossulfato produz
sulfeto de hidrogénio que consequentemente acidifica o meio, além de catalisar a
acao do hidrogénio em acos (LITTLE e LEE, 2007).

A atividade metabdlica das BRS nos diversos ambientes libera no meio varios
compostos de enxofre (sulfetos, bissulfetos e sulfetos de hidrogénio, tiossulfatos,
politionatos) que sdo corrosivos para o ferro e suas ligas. Esses anions de enxofre
em contato com o aco formam um filme de mackinawita (FeS), sulfeto rico em ferro,
mas pouco protetor para a superficie. Esse filme através de reacdes biologicas e
eletroquimicas se transforma em filmes de sulfeto de ferro mais estaveis, tais como
greigita (FesSa4), esmetita (Fe+Sa), ou pirrotita (Fes+S). Termodinamicamente, o
tipo de sulfeto mais estavel sobre o ferro é a pirita (FeS,). Em todos os casos, 0s
sulfetos de ferro se caracterizam por causar um marcante efeito catodico de
despolarizacdo da reacdo de reducédo de hidrogénio, o que induz uma aceleracao

indireta na velocidade de corroséo por via catddica (VIDELA, 2003).
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O principal tipo de corroséo provocado pelas bactérias redutoras de sulfato é
a corrosao por pites, em que se observa a deposicdo de sulfeto de ferro (produto de
corrosdo de coloracao preta) dentro dos pites (HAMILTON, 1985).

As BRS causam corrosdo em ferro fundido, aco carbono, aco inoxidavel e
suas ligas. A biocorrosdo causada por estas bactérias € um exemplo de mecanismo
que depende da atividade de um grupo especifico dentro do biofilme
(LEWANDOWSKI e BOLTZ, 2011). Ou seja, se a taxa de respiracdo aerobica
microbiana dentro do biofilme é maior que a difusdo do oxigénio, estabelece uma
condi¢céo de anaerobiose na base do metal favorecendo a producgéo de sulfeto pelas
bactérias redutoras de sulfato (Figura 3.6) (HAMILTON, 1985).

e ", Volume da fase liquida

AN NG TN TR NN TN TN

0% 100% Ati\.ridlat_ie heterotr_f)ﬁca aerét‘}i?a: ]
Oxigénio consumido, metabdlitos produzidos

Atividade heterotrofica anaerébica:
Produtos da fermentagao, incluindo H: e acetato

Biofilme

bactéria redutera de sulfato:
producio de sulfeto

METAL

Figura 3.6 — Diagrama esquemaético da relagdo entre aerobios, anaerdbios
heterotréficos e bactéria redutora de sulfato nos biofilmes na superficie do metal.
(Fonte: HAMILTON, 1985).

3.6.3 BACTERIAS PRODUTORAS DE ACIDOS

As bactérias produtoras de acidos sdo micro-organismos heterotréficos que
secretam acidos, os quais promovem a oxidacdo eletroquimica de metais, tendo
acao intensificada quando estes metabolitos aderem na interface metal/solucdo
(LITTLE e LEE, 2007).

Estas bactérias crescem a 25-30 °C com pH em torno de 2,0, podem secretar
acidos organicos (acético, isobutirico, succinico, entre outros) como também acidos
inorganicos (sulfarico) (GENTIL, 2011; BORENSTEIN, 1994). Por exemplo, as
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bactérias do género Acidithiobacillus spp. oxidam o enxofre a acido sulfurico,
promovendo corrosdo severa em equipamentos de hidrelétricas e de mineracao
(BEECH e GAYLARDE, 1999). Alguns fungos aerdbicos causam corrosado através

de seus metabdlitos acidos em metais como cobre, ferro e aluminio (GENTIL, 2011).

3.6.4 BACTERIAS PRECIPITANTES DO FERRO E MANGANES

Os mecanismos corrosivos do ferro sdo influenciados por bactérias dos
géneros Gallionella, Sphaerotilus, Crenothrix, Siderocapsa, Clonothrix e Leptothrix.
Estas bactérias estabelecem associacdes sinérgicas com outros micro-organismos
favorecendo a formacdo de um ambiente microaerofilico ideal para o crescimento
das bactérias precipitantes do ferro (LITTLE e LEE, 2007).

As bactérias deste grupo sdo aerObias e podem participar da
biodeterioracdo dos metais de ferro e manganés. As ferrobactérias oxidam ions
ferrosos (Fe?") a fons férricos (Fe*') formando precipitados insoltveis de 6xidos
(Fe203.H,0) ou hidréxidos de ferro (Fe(OH)3) (Figura 3.7). Estes tubérculos sao
depdsitos macroscopicos castanho-amarelados ou alaranjados que contém micro-
organismos, além de compostos organicos e inorganicos podendo ser observados
em tubulagbes de 4gua subterrdnea (GENTIL, 2011).

— 0,+0H'+ ;

- 3CI

(0] alta

Figura 3.7 — Esquema dos processos eletroquimicos e biolégicos envolvendo as
bactérias oxidantes do ferro.
(Fonte: MARANGONI, 2010).
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As ferrobactérias sdo encontradas em aguas de pocos subterrdneos, agua
doce, agua do mar, no solo e em pocgos de petrdleo. Estas bactérias crescem a uma
temperatura entre 0-40 °C, como faixa 6tima entre 6-25 °C. O pH 6timo para seu
desenvolvimento é 6,5 podendo variar entre 5,5 a 8,2 (GENTIL, 2011).

As bactérias oxidantes do manganés oxidam o ion manganoso a ion
manganico com deposicao de didxido de manganés (MnQO;). A espécie Leptothrix
discophora tem sido encontrada em depdsitos ricos em manganés formando
revestimentos na superficie de acgos inoxidaveis (VIDELA, 2003; DICKINSON et al.,
1997). Estes depositos de dioxido de manganés criam uma zona anaerdbia, que
depois pode ser colonizada pelas bactérias redutoras de sulfato (ASHASSI-
SORKHABI et al., 2012).

3.6.5 BACTERIAS PRODUTORAS DE EXOPOLIMEROS

Os polimeros sdo produzidos pelos micro-organismos apds sua adesao nas
superficies metdlicas formando uma matriz gel que dé estrutura aos biofilmes. Estes
exopolimeros agem na interface metal/solu¢cdo imobilizando agua, aprisionando
produtos de corrosdo e metais (manganés, cobre, cromo e ferro), como também
diminuem a difusdo dentro do biofilme (LITTLE et al., 1992).

Alguns micro-organismos que causam corrosdo ja sado conhecidos por
produzir exopolimeros nos substratos tais como Clostridium spp., Flavobacterium
spp., Bacillus spp., Desulfovibrio spp., Desulfotomaculum spp. e Pseudomonas spp.
(BEECH e GAYLARD, 1999).

Entre os micro-organismos citados acima as Pseudomonas sp. merecem

destaque por terem sido investigadas nesta pesquisa.

3.6.5.1 PSEUDOMONAS

Pseudomonas sp. sdo colonizadoras pioneiras da superficie metdlica,
consomem 0 oxigénio do ambiente tornando-o propicio para bactérias anaerébias
como as BRS (IVERSON, 1987). Este grupo de bactérias juntamente com
Escherichia, Flavobacterium, Aerobacter e Bacillus excretam EPS que formam
agregados bacterianos através da formacdo de biofilmes nos substratos
(BORENSTEIN, 1994).
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Este género tem sido associado a corrosdo na industria de petréleo através
da excrecdo de seus metabdlitos acidos e a reducdo do ion férrico. Esses
compostos atuam rompendo a barreira passivadora de alguns metais aumentando a
taxa de corrosdao dos mesmos (PEDERSEN et al., 1988). Yuan e colaboradores
(2007) relataram a influéncia da producédo de EPS por cepas marinhas de
Pseudomonas retardando ou comprometendo a protecdo natural da pelicula de
oxido em ligas de cobre-niquel.

Pseudomonas sp. crescem em pH neutro ou ligeiramente alcalino, a partir da
oxidacdo de compostos organicos. Estas bactérias sdo comuns no solo, plantas e
em diversos ambientes naturais (TORTORA et al.,2000).

3.6.6 FUNGOS

Os fungos sdo organismos eucariéticos formados por estruturas imoéveis
denominadas micélios. Séo frequentes nos solos, mas também podem ser
encontrados em ambientes aquaticos (LANE, 2005). Este grupo microbiano
normalmente cresce melhor em locais onde o pH € 5,0 (TORTORA et al., 2000). Os
fungos podem produzir acidos organicos que favorecem 0 processo corrosivo em
metais de cobre, zinco e ferro (BEECH e GAYLARDE, 1999). Os acidos acético,
citrico e formico sdo os metabdlitos fungicos mais frequentemente produzidos
afetando diversos materiais além dos metais. Os compostos acidos gerados pelas
espécies de Fusarium sp., Penicillium sp. e Hormoconis sp. causam a corrosao por
pites e a corrosdo sob tenséo fraturante em acos revestidos utilizados em estruturas
de edificios (LITTLE e STAEHLE, 2001).

Existem fungos que apresentam habilidades para acumular e solubilizar
metais causando danos em estruturas metdlicas. Penicillium pode solubilizar
compostos como érbio, cobalto, cobre, zinco, cadmio, aluminio e estanho
ocasionando a corrosao por pites (SIEGEL et al., 1983). Colbnias de Penicillium
italicum acumulam o ferro das laminas de aco inoxidavel, incluindo outras ligas

resistentes a corrosao (CLARK et al.,1984).

3.6.7 ALGAS
As algas séo organismos eucariotos fotossintéticos que em contato com a luz

produzem oxigénio e carboidratos. Além disso, apresenta a capacidade de fixar o
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CO, que posteriormente podem ser utilizados pelos micro-organismos
quimioheterotréficos como fonte de energia. Sdo abundantes em agua doce ou
salgada, no solo e em associa¢gbes com plantas (TORTORA et al., 2000).

As algas crescem a 18-40 °C, com pH entre 5,5 a 9,0 sendo frequentemente
encontradas em aguas de piscinas, dguas do mar, 4gua doce e torres de
resfriamento (GENTIL, 2011).

Ha relatos na literatura que estes organismos causam COrrosao por aeragcao
diferencial através do consumo de oxigénio do ambiente favorecendo a proliferacéo
de bactérias anaerdbias ou produzindo oxigénio permitindo a co-existéncia entres
microbios aerdbios e anaerdbios. As algas produzem &acidos orgéanicos, que em
contato com estruturas de concreto causam deterioracao, facilitando o ataque por
bactérias oxidantes do enxofre e redutoras de sulfato aos acos presentes no
concreto (JAVAHERDASHTI et al., 2009).

Diatoméceas em associacdo com bactérias promovem a formacdo de
biofilmes na superficie de aco inoxidavel quando expostos a ambientes aquosos. De
acordo com seu metabolismo, estas algas podem ter uma acéo direta (atividade
fotossintética e producdo de espécies reativas de oxigénio afetando a interface
metal/biofilme) ou indireta (producdo de metabdlitos para as bactérias) influenciando
na biocorrosdo do aco inoxidavel. A Figura 3.8 a seguir descreve as vias
metabdlicas utilizadas pelas diatomaceas em: (a) via de acao direta, (b) producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e (c) via de acao indireta (LANDOULSI et al.,
2011).

Luz
R
Frevy

Baixa quantidade de organicos
Baixa quantidade de Oz
Meio Aquoso
Difus&o ilimitada

Matriz do biofilme Modificagdo e
Difus&o limitada

(b)

ERO bactéria

Diatomacea _J
Matriz Extracelular ZESCOSR A T2 =

Figura 3.8 — Vias metabdlicas propostas para explicar o envolvimento de diatoméaceas
no comportamento eletroquimico do a¢o inoxidavel.
(Fonte: Extraido e adaptado LANDOULSI et al., 2011).
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3.6.8 MECANISMOS GERAIS DA BIOCORROSAO

Os micro-organismos podem induzir a corrosdo através de quatro

mecanismos que serdo descritos a seguir:

e Criacao de pilhas de aeracao diferencial

As pilhas de aeracao diferencial sdo resultantes da diferenga de concentragao
do oxigénio em regides adjacentes no metal. E um mecanismo que depende da
formacdo do biofilme. Os micro-organismos apos serem aderidos no substrato
consomem o oxigénio do local, e iniciam a excrecdo de seus metabdlitos formando o
biofilme. Na base do biofilme a concentragdo de oxigénio é baixa (baixo potencial),
neste local entdo se estabelece a regido anddica da pilha. Entretanto, na superficie
do biofilme a concentracdo de oxigénio € alta (alto potencial), sendo assim a regido
catddica da pilha. Esta diferenca de potencial gera fluxo de elétrons do anodo para o
catodo (LEWANDOWSKI e BOLTZ, 2011).

e Corrosao por acao conjunta de bactérias

O produto gerado pela acdo de um grupo de bactérias pode ser utilizado por
outras espécies podendo acelerar ainda mais a corrosdo nos metais. As BRS
reduzem o sulfato a H,S ou sulfeto. A espécie Acidithiobacillus thiooxidans oxida o
H,S a &cido sulfurico, e a bactéria Acidithiobacilli oxida o sulfeto a enxofre elementar
(GENTIL, 2011).

A deposicéo de 6xidos de ferro nas tubulacdes pelas bactérias precipitantes
do ferro estabelece uma regido anaerbbica abaixo destes precipitados, que
posteriormente sao colonizadas pelas bactérias redutoras de sulfato que ocasionam
a corrosao por pites neste local (GENTIL, 2011).

e Despolarizacdo catodica

Bactérias anaerdbias como as redutoras de nitrato (Micrococcus denitrificans),
redutoras de CO; (Methanobacterium omeliansky) e redutoras de sulfato

(Desulfovibrio desulfuricans) possuem a capacidade de utilizar o hidrogénio livre da
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regido catddica no seu metabolismo. Diversos pesquisadores afirmam que ndo sé
ocorre a despolarizacdo, mas pode haver interagdo com produtos corrosivos
(enxofre, acidos), formacédo de precipitados (FeS) e até formacdo de pilhas de
aeracao diferencial (GENTIL, 2011).

e Producao de substancias corrosivas

Alguns micro-organismos excretam &cidos organicos ou inorganicos que
aceleram a corroséo nos metais. Modificam a interface metal/biofilme, afetando o
filme protetor de alguns substratos metalicos (LITTLE e LEE, 2007). Segundo Gentil
(2011) as bactérias pertencentes ao género Acidithiobacillus liberam &cido sulfarico
apos metabolizarem o enxofre. A bactéria Butyribacterium rettgeri oxida a celulose
presente em algumas tubulacdes enterradas, revestidas por celulose, e produzem
acido acético, butirico e CO, que favorecem o ataque corrosivo ao metal (GENTIL,
2011).

3.7 PREVENCAO E CONTROLE DA BIOCORROSAO

O entendimento das condicbes de operacdo, dos parametros biolégicos e
abidticos dos sistemas é fundamental para prevenir a biocorrosdo e controlar a
formacdo do biofouling (depdsitos bioldgicos). Estes parametros devem ser
monitorados diariamente por dispositivos estratégicos evitando gastos maiores em
caso de fraturas por corrosdo. O tipo de tratamento que cada sistema ou
equipamento recebe esta de acordo com a geometria e tipo de material, como
também de acordo com a finalidade de uso da 4gua no sistema (VIDELA, 2002).

Os setores que estdo diretamente em contato com a agua como tubulacdes,
sistemas de distribuicdo de agua, filtracdo, processos de refrigeracdo, instalacbes e
usinas hidrelétricas tem seu desempenho afetado negativamente pela formacéo de
depositos. O controle efetivo desta formac&do ocasiona a reducdo dos custos
operacionais e da energia gasta no processo (DROR-EHRE et al.,, 2010; BOTT,
2011). Nas usinas geradoras de energia elétrica sdo utilizados biocidas,
biodispersantes e produtos anticorrosivos nos sistemas de resfriamento com o intuito

de controlar a formac&o de biofilmes sobre os equipamentos (MATTEA et al., 2002).
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O uso de biocidas, limpeza mecénica das estruturas, revestimentos e
protecdo catodica sdo métodos comuns utilizados para o tratamento ou prevencao
do biofouling (VIDELA, 2002). Entretanto, existem outros meios de controle que
podem ser usados em associacdo com 0s métodos anteriores, de acordo com o
sistema industrial, sendo assim também podem ser utilizados (BOTT, 2011):

¢ Biodispersantes em associa¢cdo com biocidas;

e Esterilizacdo de liquidos por luz ultravioleta e raios gama,;

e Bolas esponjosas em sistemas de aguas de resfriamento;

e Utilizacdo de escova e sistema de gaiolas em tubulacdes;

e Injecdo de ar ou gas em tubulacdes;

e Uso de insercBes na industria de petréleo e em trocadores de calor;

e Tubos flexiveis de plasticos que impedem a fixacdo de depdsitos;

e Plugs de gelo em dutos;

e Uso de ultra-som e fibras poliméricas em trocadores de calor (BOTT, 2001);

e Pré-tratamento da agua com nanoparticulas cobertas por prata (DROR-EHRE

et al., 2010), entre outros.

3.8 ANALISES DAS SUPERFICIES DOS CORPOS-DE-PROVA

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

7

A microscopia eletrbnica de varredura € uma das técnicas utilizadas para a
avaliacdo qualitativa dos biofilmes presentes nos metais. A microscopia fornece
informacdes sobre a morfologia de células microbianas e colbnias, a distribuicdo
microbiana das colénias na superficie, a presenca de EPS e a natureza
de produtos de corrosédo (cristalina ou amorfa). Também revela o tipo de ataque e as

alteracdes da microestrutura do metal apds a remocéao do biofilme (BEECH, 2004).

Difracdo de Raio X (DRX)

Os compostos microbiologicos e depdsitos de produtos de corrosdo nas
superficies metéalicas podem ser analizados e determinados quimicamente por

difracdo de raio X. A partir destas andlises percebe-se as reagfes eletroquimicas



Oliveira, E. S. D. REVISAO BIBLIOGRAFICA 27

envolvidas no biofilme que influenciam na deterioragdo do metal. As analises por
DRX sao amplamente utilizadas para se obter informacbes elementares sobre os
produtos de corrosdo presentes nos substratos metéalicos. Entretanto, o DRX tem
uma aplicacdo limitada em estudos de biocorrosdo, uma vez que ndo possui alta
resolucao para detectar ataque localizado (BEECH, 2004).

A composicdo e estrutura dos depositos de corrosdo formados em tubulagbes
de ferro e aco em sistemas de distribuicAo de agua dependem de fatores que
apresentam caracteristicas Unicas de cada local. Parametros da qualidade da agua
como o valor de pH, alcalinidade, efeito tampao, concentracdo de matéria organica
natural influenciam na formacdo destas camadas. Outros fatores como o fluxo da
agua, flutuacbes sazonais de temperatura, atividade microbiolégica, uso de
inibidores de corrosdo podem influenciar a formacdo e o crescimento destes
depdsitos (SARIN et al., 2004).

Taxa de Corrosado

A taxa de corrosdo do metal é verificada ap6s a andlise da perda de massa do
cupom através da subtracdo do peso final do corpo-de-prova (pés remocdo do
biofilme) subtraindo-se o peso inicial (antes do ensaio) (GENTIL, 2011). Inicialmente
os valores de taxa de corrosdo sdo altos havendo reducdo nos tempos seguintes,
devido a formacéo de depdsitos que favorecem o aumento da resisténcia a reacao
de corroséo (SARIN et al., 2004).

E importante o monitoramento sistematico da taxa de corrosdo nas centrais
hidrelétricas, tendo em vista, as caracteristicas quimicas dos produtos injetados na
agua de resfriamento e da atividade metabdlica de micro-organismos nos processos

corrosivos em equipamentos (MATTEA et al., 2002).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CORPOS-DE-PROVA

No ensaio foram utilizados cupons metélicos de aco carbono SAE (Society of
Automotive Engineers) 1010 nas dimensdes 30x25x3 mm, com é&rea de 18,1371
cm?. Para as anélises por MEV as dimensdes dos cupons foram 30x10x3 mm, com
area de 8,4 cm? (Figura 4.1). A composicdo quimica percentual do aco carbono foi
de: 0,430 Mn; 0,010 Si; 0,016 P; 0,008 S; 0,010 Cr; 0,060 Al; 0,010 Cu; 0,001 V;

0,100 C e remanescente de Fe.

Figura 4.1 — Cupons metalicos nas dimensdes (A) 30x25x3 mm e (B) 30x10x3 mm.
(Fonte: Autora).

Os cupons de aco carbono foram tratados antes de serem colocados dentro
dos sistemas, através de jateamento com microesferas de vidro para remover
impurezas e incrustagdes (Figura 4.2). Depois foram lavados com alcool isopropilico
para desengordurar a superficie, e posteriormente banhados em acetona para
remoc¢do da matéria organica. Em seguida, os cupons foram secos com jatos de ar
seco por 1 minuto e levados a dessecador por 20 minutos. Apos esse periodo, 0s
cupons metalicos foram pesados em balanca analitica e colocados nos biorreatores
(DANTAS, 1988).

Figura 4.2 - Cupons metalicos apés tratamento por jateamento.
(Fonte: Autora).
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Os cupons foram expostos ao fluido de processo (dgua doce) por 90 dias
havendo a adicdo de solugdo nutriente (item 4.4.10) a cada 15 dias para a
manutencdo da viabilidade dos micro-organismos presentes na agua doce
(CHAVES, 2004).

4.2 FLUIDO DO PROCESSO

Para os experimentos foi coletada uma amostra com 50 L de agua doce em
bombonas de plastico, na Unidade Geradora de Energia Elétrica de Paulo Afonso Il
em Paulo Afonso — BA. A amostra de 4gua foi captada no leito do rio S&o Francisco
gue abastece a hidrelétrica de Paulo Afonso Il. O translado desta amostra foi de 6
horas, sendo analisada imediatamente apos sua chegada ao laboratorio. A presenca
de contaminantes (micro-organismos, particulas em suspensdo, material organico,
entre outros) neste fluido favorece a formacdo de depdsitos em equipamentos que
estdo em contato direto com esta agua. Estes acumulos de depdsitos causam
entupimentos, além de dificultar a troca térmica em trocadores de calor e radiadores
nas hidrelétricas. Dai a importancia de analisa-la microbiologicamente e fisico-
quimicamente em periodos pré-estabelecidos.

ApGs a captagdo da agua foram realizadas as analises microbiolégicas e
fisico-quimicas, sendo posteriormente depositadas nos biorreatores analisados.

As analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Saneamento
Ambiental (LSA) do Centro de Tecnologias e Geociéncias e no Laboratorio de
Andlises de Minerais de Solos e Aguas (LAMSA) do Departamento de Engenharia
Quimica, ambos situados na Universidade Federal de Pernambuco. Os parametros
fisico-quimicos analisados foram: pH, Condutividade, Dureza Total, Célcio,
Magnésio, Alcalinidade de Carbonatos (CaCO3; e CO3), Alcalinidade de Bicarbonatos
(CaCO3 e HCOg), Alcalinidade de Hidroxidos (CaCO3), Cloretos, Sulfatos, Nitritos,
Nitratos, Ferro Total, Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Demanda Bioquimica
de Oxigénio num periodo de 5 dias (DBOs), Sdlidos Suspensos Totais (SST),
Solidos Suspensos Fixos (SSF), Solidos Suspensos Volateis (SSV), Solidos
Dissolvidos Totais (SDT), Solidos Dissolvidos Fixos (SDF) e Sodlidos Dissolvidos
Volateis (SDV), de acordo com o Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 2005).
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4.3 BIORREATORES

Os dois biorreatores (sistemas estaticos abertos) utilizados foram construidos
em vidro apresentando as seguintes dimensdes (Figura 4.3):
v Biorreator 1 — 50cm x 25cm x 30cm (volume util de 34 L);
v Biorreator 2 - 29,3cm x 16,5cm x 30cm (volume util de 11,4 L).

Figura 4.3 - (A) Biorreator 1 e (B) Biorreator 2.

(Fonte: Autora).

No biorreator 1 (sistema teste) os cupons metalicos foram expostos a agua
doce “in natura”. No biorreator 2 (sistema controle) os cupons metalicos foram
expostos a agua doce esterilizada em autoclave, em seguida foi adicionado 0,75%
de azida sédica com o intuito de garantir a auséncia de micro-organismos que
influenciam na corrosdo do ago carbono SAE 1010 (TORRES, 2005). Os cupons
foram aprisionados por fios de nylon e posicionados nha mesma altura dentro dos

biorreatores.
4.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbiologicas foram realizadas durante 90 dias com
quantificacdo dos micro-organismos sésseis a cada 15 dias. A cada analise foram
retirados quatro cupons do biorreator. Dois cupons foram colocados em recipiente
contendo 30 mL de agua destilada estéril para andlise dos micro-organismos
aerdbios, e os outros dois cupons colocados em recipiente contendo 30 mL de
solucdo redutora para andlise dos micro-organismos anaerobios (Figura 4.4). Em
seguida, os recipientes para a quantificacdo celular foram submetidos a ultra-som
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por 15 segundos, para garantir a remocgao e dispersdao dos micro-organismos
sésseis. Posteriormente, os cupons foram raspados com espéatula estéril, nas

solucdes apropriadas (Figura 4.5).

Figura 4.4 — Recipientes para quantificacdo de micro-organismos sésseis. (A) Micro-
organismos aerobios e (B) Micro-organismos anaerobios.
(Fonte: Autora).

Figura 4.5 — Etapas do preparo da amostra. (A) Recipiente submetido a ultra-som por

15 s e (B) Raspagem do cupom com espéatula estéril.
(Fonte: Autora).

Através da Técnica de Numero Mais Provavel (NMP) (Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater, 2005) foram quantificados os seguintes
grupos de micro-organismos: bactérias aerobias e anaerébias - heterotroficas totais
e produtoras de &cidos, bactérias precipitantes do ferro, bactérias redutoras de
sulfato. Todos estes grupos foram incubados a 30 +1 °C variando apenas o periodo
de 48 horas para as bactérias aerébias (heterotréficas totais e produtoras de acidos),
de 14 dias para as bactérias precipitantes do ferro e 28 dias para as bactérias
anaerobias (heterotréficas totais, produtoras de acidos e redutoras de sulfato)
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(SILVA et al., 2005; CETESB, 1992; TORRES, 2005). Para 0os micro-organismos
aerdbios foram utilizadas diluicdes seriadas contendo 10 tubos de ensaio, em
triplicata. Para os micro-organismos anaerébios foram utilizadas diluicbes seriadas
contendo 7 frascos de penicilina, em triplicata (Figura 4.6 A). Cada tubo de ensaio e
frasco de penicilina contendo 9 mL de meio de cultura e 1 mL de inéculo. A Figura
4.6 B a seguir mostra a inoculacdo no meio caldo vermelho de fenol para

quantificacdo de bactérias produtoras de acidos aerodbias.

Figura 4.6 — (A) Série de diluicdo dos meios anaerdbios e (B) Inoculagéo no

meio caldo vermelho de fenol.

(Fonte: Autora).

Pseudomonas sp. e os fungos filamentosos foram quantificados pela Técnica
Unidade Formadora de Colbnia (UFC) usando a técnica “pour-plate” (TORTORA et
al., 2000). Foi utilizada uma série de diluicdo contendo 5 placas de Petri, em
triplicata. Cada placa contendo 12 mL de meio de cultura e 1 mL de indculo.
Pseudomonas sp. foram incubadas a 35 +1 °C por 48 horas e os fungos
filamentosos foram incubados a 30 +1 °C por 5-7 dias (SILVA et al., 2005).

Os meios de culturas utilizados para quantificar os micro-organismos citados

anteriormente e as solugdes nutrientes estéo descritos a seguir.
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441 BACTERIAS AEROBIAS HETEROTROFICAS TOTAIS - CALDO
NUTRIENTE

O meio caldo nutriente foi preparado de acordo com a Tabela 4.1. Apés o
preparo do meio foi ajustado o pH para 7,0 e autoclavado a 1 atm, 121 °C por 20
minutos (SILVA et al., 2005).

Tabela 4.1 — Composicado do meio caldo nutriente.

COMPONENTES QUANTIDADE
Peptona de carne 50
Extrato de carne 349
Sacarose 2049
Agua destilada 1000 mL

A turvacdo do meio ap0s a incubacao € causada pela presenca de células e

metabolitos indicando que houve crescimento microbiano, de acordo com a Figura

4.7 a sequir.

Figura 4.7 — Caldo nutriente. (A) Meio sem in6culo e (B) Meio turvo devido o
crescimento de bactérias aerébias heterotréficas totais.

(Fonte: Autora).

4.4.2 Pseudomonas sp. SESSEIS - PSEUDOMONAS ISOLATION AGAR
A Tabela 4.2 descreve a composicdo do meio Pseudomonas isolation agar.

Apbs o preparo do meio foram esterilizados em autoclave a 1 atm, 121 °C por 15

minutos.
Tabela 4.2 — Composicdo do meio Pseudomonas Isolation Agar.
COMPONENTES QUANTIDADE
Meio de isolamento Pseudomonas 45 g
Glicerol 20 mL

Agua destilada 1000 mL
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A presenca de Pseudomonas sp. se da pelo crescimento através da formacéao

de coldnias circulares, creme com brilho, conforme mostra a Figura 4.8.

Figura 4.8 — Coldnias de Pseudomonas sp.
(Fonte: Autora).

4.43 BACTERIAS PRECIPITANTES DO FERRO - CITRATO FERRICO
AMONIACAL
O meio citrato férrico amoniacal foi preparado de acordo com a Tabela 4.3

abaixo. O pH foi ajustado para 6,6 + 2, em seguida, autoclavado a latm, 121°C, por

20 minutos.
Tabela 4.3 — Composic¢éo do meio citrato férrico amoniacal.
COMPONENTES QUANTIDADE

(NH4)2804 0,5 g

CacCl,. 6 H,O 0,29

MgS0O..7 H,O 0,59

NaNO; 0,59

Citrato Férrico Amoniacal 10g

KoHPO4 0,59

Agua destilada 1000 mL

Estas bactérias foram incubadas em auséncia de luz. A formacédo de oOxidos
de ferro de coloragéo ferruginosa caracteriza o crescimento microbiano (Figura 4.9)
(CETESB, 1992).
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Figura 4.9 — Meio citrato férrico amoniacal. (A) Meio sem in6culo e (B) Meio
apresentando precipitado de 6xido de ferro indicando crescimento das bactérias
precipitantes do ferro.

(Fonte: Autora).

4.4.4 BACTERIAS AEROBIAS PRODUTORAS DE ACIDOS - CALDO VERMELHO
DE FENOL

A composicédo do caldo vermelho de fenol esta descrito na Tabela 4.4. Ap6s o
preparo do meio o pH foi ajustado para 7,2 e esterilizado em autoclave a 1 atm, 121
°C, por 20 minutos. A mudanca de coloragcdo do meio de vermelho para amarelo
caracteriza a producdo de acidos pelas bactérias indicando crescimento das
mesmas (TORRES, 2005).

Tabela 4.4 — Composicéo do caldo vermelho de fenol.

COMPONENTES QUANTIDADE
Sacarose 109
Triptona 109

Extrato de carne bovina 19

Vermelho de fenol 0,018 g

Agua destilada 1000 mL

4.4.5 SOLUCAO REDUTORA

A solucao redutora foi preparada de acordo com a Tabela 4.5, em seguida, o
pH foi ajustado para 7,6. O meio foi purgado com nitrogénio por 20 minutos,
posteriormente foi distribuido 9 mL da solugéo em frascos de penicilina (capacidade
de 10 mL) tampados com borracha e lacrados com lacre de aluminio. Foram

esterilizados em autoclave a 1 atm, 121 °C, por 20 minutos. Nesta solugédo foram
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preparadas as respectivas diluicdes para inocular nos meios anaerébios (Figura
4.10).

Tabela 4.5 — Composicéo da solucéo redutora.

COMPONENTES QUANTIDADE
Tioglicolato de sodio 0,124 g
Acido ascorbico 0,19
Solucéo de resazurina de 0,025% 4 mL
Agua destilada 1000 mL

Figura 4.10 — (A) Solucéo redutora; Meios de cultura para micro-organismos
anaerobios - (B) Caldo vermelho de fenol, (C) Meio Postgate E modificado e (D) Meio
fluido tioglicolato.

(Fonte: Autora).

4.4.6 BACTERIAS ANAEROBIAS HETEROTROFICAS TOTAIS - MEIO FLUIDO
TIOGLICOLATO

A composicdo do meio fluido tioglicolato estda na Tabela 4.6. O meio foi
purgado com nitrogénio por 20 minutos para expulsar todo o oxigénio livre presente,
em seguida foi colocado 9 mL do meio em frascos de penicilina vedados com tampa
de borracha e lacre. Posteriormente foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121 °C,

por 20 minutos.

Tabela 4.6 — Composicédo do meio fluido tioglicolato.

COMPONENTES QUANTIDADE

Meio fluido tioglicolato 30g
Agua destilada 1000 mL
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O crescimento celular microbiano e a excrecdo de metabdlitos evidenciados

pela turvacdo do meio conforme a Figura 4.11.

Figura 4.11 — Meio fluido tioglicolato. (A) Meio sem indculo; (B) Meio turvo indicando
crescimento das bactérias heterotréficas anaerobias totais; (C) Inoculagdo no meio
com seringas descartaveis.

(Fonte: Autora).

4.4.7 BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO - MEIO POSTGATE E
MODIFICADO

O meio Postgate E modificado esta descrito na Tabela 4.7 (POSTGATE,
1984). Este meio foi preparado da mesma forma que o meio fluido tioglicolato,
devido a necessidade de se estabelecer um ambiente anaerébio para o crescimento
das BRS. ApGs o preparo, o pH foi ajustado para 7,6, em seguida, autoclavados a 1

atm, 121 °C, por 20 minutos.

Tabela 4.7 — Composicéo do meio Postgate E modificado.

COMPONENTES QUANTIDADE
KH,PO, 0,59
NH,CI 1g
Na,SO,4 1 g
CaCl,.2H,0 0,67 g
MgCIZGHZO 1,68 g
Lactato de sddio 7 mL
Extrato de |évedo 19
Acido ascorbico 0,19
Agar-agar 199
Solucéo de resazurina a 0,025% 4 mL
FeS0O,.7H,0 0,59
Agua destilada 1000 mL
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Apés o periodo de incubacdo, o escurecimento do meio confirma o
crescimento das BRS. A coloracdo negra € consequéncia da formacao de depdsitos

de sulfeto de ferro.

4.4.8 BACTERIAS ANAEROBIAS PRODUTORAS DE ACIDOS - CALDO
VERMELHO DE FENOL

A composicdo do meio caldo vermelho de fenol apresentado na Tabela 4.4 foi
igualmente utilizada para as bactérias anaerobias produtoras de acidos, tendo como
adicional a purga de nitrogénio por 20 minutos. Apds a incubacdo, a producdo de
acidos pelas bactérias modifica a coloracdo do meio de vermelho para amarelo

como apresentado na Figura 4.12 abaixo.

R

Figura 4.12 — Caldo vermelho de fenol. (A) Meio sem in6culo e (B) Meio amarelo

devido a producéo de acidos pelas bactérias.

(Fonte: Autora).

4.4.9 FUNGOS FILAMENTOSOS - MEIO SABOURAUD

A Tabela 4.8 mostra a quantidade do meio Sabouraud. Ap6s o preparo foi
aferido o pH entre 4,0-5,0, em seguida autoclavado a 1 atm, 121 °C, por 20 minutos.

Tabela 4.8 — Composicdo do meio Sabourand.

COMPONENTES QUANTIDADE
Meio Sabouraud 659
Agua destilada 1000 mL

A presenca dos fungos filamentosos se d& pela formacao de coldnias brancas

ou pretas, algodonosas com bordas lisas como mostrado na Figura 4.13.
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Figura 4.13 — Colbnias de fungos.
(Fonte: Autora).

4.4.10 SOLUCAO STOCK DE NUTRIENTES

A cada 14 dias, o sistema teste foi suplementado com uma solucao nutriente
rica em carbono, azoto e fosforo, de modo que as células microbianas
permanecessem viaveis. Foram preparados 100 mL das solucdes stock, no qual foi
ajustado o pH para 7,0 com NaOH 1M, em seguida esterilizados em autoclave a 121
°C por 20 minutos. Posteriormente foram adicionados a partir deste preparo 2,9 mL
de solucdo stock de carbono com concentracdo de 104 g C/L e 4 mL de solucéo
stock de azoto e fésforo com concentracdo de 15 g N/L e 1,48 g P/L para 26,25 L de
agua doce presente no biorreator teste. As composi¢cdes quimicas das solucdes
stock de nutrientes estéo detalhadas nas Tabelas 4.9 e 4.10 (CHAVES, 2004).

Tabela 4.9 — Composicdo quimica da solucédo stock de carbono.

SOLUCAO STOCK DE CARBONO

COMPONENTES QUANTIDADE
C,H3Na0O,.3H,0 176,20 g
C2H50H 35,80 g
C3HgO 98% 30,10 g
C3H502 72,90 g
Agua destilada 1000 mL

Fonte: CHAVES, 2004.
Tabela 4.10 — Composi¢éo quimica da solucéo stock de azoto e fésforo.

SOLUCAO STOCK DE AZOTO E FOSFORO

COMPONENTES QUANTIDADE
KNO; 108,30 g
Na,HPO4.2H,0 8,53 g
Agua destilada 1000 mL

Fonte: CHAVES, 2004.
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4.4.11 SOLUGAO TAMPAO CACODILATO DE SODIO
Esta solucéo foi preparada segundo Mota (2009) a uma concentracao de 0,1
M e pH 7,6, sendo utilizada como tamp&o, auxiliando no preparo da solucédo de

glutaraldeido. A Tabela 4.11 descreve a composi¢ao desta solucao.

Tabela 4.11 — Composi¢do do tampdo cacodilato de sddio.

COMPONENTES QUANTIDADE
Cacodilato de sodio PA 15,998 g
Agua destilada 1000 mL

4.4.12 SOLUCAO DE GLUTARALDEIDO

A solucéo de glutaraldeido foi preparada a 5% com adi¢do de solucdo tampéao
cacodilato de sodio 0,1 M como apresentado na Tabela 4.12, guardada em geladeira
ao abrigo da luz até a sua utilizacdo. Esta solu¢cdo atua como fixador do material
biolégico na superficie dos cupons permitindo a visualizagdo dos espécimes

microbianos em microscopio eletrénico de varredura (MOTA, 2009).

Tabela 4.12 — Composi¢ao da solucéo de glutaraldeido.

COMPONENTES QUANTIDADE
Glutaraldeido 25% 200 mL
Cacodilato de s6dio 0,1 M 800 mL

4.5 PERDA DE MASSA E TAXA DE CORROSAO

Para o célculo da perda de massa os cupons foram pesados antes de serem
colocados dentro dos biorreatores e ap0s a retirada do biofilme para analise
microbiolégica. Apos a raspagem dos cupons com espatula estéril, os mesmos
foram tratados por decapagem acida. Os corpos-de-prova foram imersos em acido
cloridrico 26% inibido com tiouréia por 5 segundos, lavados em agua corrente,
neutralizados com NaOH a 10% (p/v) durante 5 segundos e, novamente lavados em
agua corrente. Em seguida, imersos em alcool isopropilico e acetona por 5

segundos cada. Os cupons metalicos foram secos por jatos de ar seco por 1 minuto
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e deixados em dessecador por 20 minutos até atingirem peso constante. Apés os 20
minutos, foi efetuada a pesagem final (DANTAS, 1988).
A taxa de corrosdo foi avaliada a partir do calculo da perda de massa

efetuada apés a decapagem dos cupons metalicos, segundo as equacdes abaixo:

Perda de massa (mm) = perda de massa em (g/cm?) x 10 (4)
d (g/cm®)
Taxa corrosao uniforme (mm/ano) = mm x 365 (5)

t
d = densidade do aco carbono (7,86 g/cm®);

t = tempo do experimento;

Para avaliar a perda de massa dos cupons de aco carbono foi adotada a
Norma NACE-RP-07-75 (1999) que estabelece os niveis de corrosividade para o

aco carbono:

Tabela 4.13 — Classificagdo da corrosividade.

TAXA DE CORROSAO UNIFORME CORROSIVIDADE
(mm/ano)
< 0,025 Baixa
0,025a0,12 Moderada
0,13a0,25 Alta
> 0,25 Severa

(Fonte: Norma NACE-RP-07-75, 1999).

4.6 CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES

Os cupons de aco carbono foram recepcionados em frascos contendo 15 mL
de solucdo de NaCl a 0,85%, em seguida, levados a ultra-som por 15 segundos. Foi
efetuada a raspagem do biofilme com espéatula estéril, sendo posteriormente
centrifugados a 10.000 rpm (7825 g) por 10 minutos. Apés a centrifugacgéo foi filtrado
em membranas Millipore (0,2 um) com o intuito de separar a massa solida da
solucéo. Foram retiradas aliquotas de 1 mL para analise de carboidratos e de 0,2 mL
para analise de proteinas (CHONGDAR et al., 2005). Estas analises bioquimicas

foram realizadas a cada 30 dias.
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4.6.1 ANALISE DE CARBOIDRATOS

Foram retiradas amostras de 1 mL em triplicata para quantificacdo dos
exopolissacarideos. Adicionado 1 mL de fenol a 5% com homogeneizacdo em
vortex. Posteriormente foram adicionados 5 mL de &cido sulfarico concentrado nos
tubos, colocados em banho de gelo. As amostras foram retiradas do banho de gelo e
deixadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Foram efetuadas as leituras das
absorbancias em espectrofotbmetro UV/visivel com comprimento de onda em 490
nm. Os resultados foram comparados a uma curva padrdo de glicose com
concentracéo entre 0 pg/mL e 100 ug/mL (DUBOIS et al., 1956; CHONGDAR et al.,
2005).

4.6.2. ANALISE DE PROTEINAS

Foram retiradas amostras de 0,2 mL em triplicata para quantificacdo das
proteinas. Adicionado 1 mL de uma solucdo contendo: 10 mL de solucdo Na,CO3 a
2% em NaOH 0,1 N, 0,1 mL de CuSO,4 a 1% e 0,1 mL de tartarato de sodio e
potadssio a 2%. As amostras foram homogeneizadas em vértex e deixadas em
repouso por 10 minutos. Apos os 10 minutos foram adicionadas 0,1 mL de reagente
Folin-Ciocalteau (Merck) diluido 1 N, posteriormente deixados em repouso por 30
minutos. As leituras das absorbancias foram efetuadas em espectrofotdmetro
UV/Visivel com comprimento de onda em 750 nm. Os resultados foram comparados
a uma curva padrdo de albumina sérica bovina com concentracdo entre 0 e 300
png/mL (LOWRY et al., 1951; MARTELLI e PANEK, 1968).

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

ApoOs 30 dias de exposicdo a agua doce, os cupons foram retirados do
sistema teste. Em seguida, foram imersos em recipiente contendo solugéo de
glutaraldeido 5% em tampéao cacodilato de sodio a temperatura ambiente, durante
24 horas em auséncia de luz. Apos este periodo, foram efetuadas lavagem dos
cupons em cacodilato de sddio 0,1M por 30 minutos. Em seguida, foram submetidos

a desidratacdo em acetona nas concentracdes entre 30 e 100% (v/v), deixados em
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dessecador por no minimo 3 dias. As amostras foram metalizadas com ouro, em
seguida analisados por MEV (PENNA, 2002; MOTA, 2009).

As imagens foram analisadas no microscopio JEOL JSM — 5900, a 10 kV com
ampliacbes de 2.700x, 5.500x, 14.000x e 15.000x, no Laboratério de Microscopia
Eletrénica e Caracterizacdo de Materiais do DLCM — Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Pernambuco.

4.8 DIFRACAO DE RAIO X (DRX)

A cada 30 dias de exposicdo ao fluido de processo os cupons foram
removidos do biorreator, deixados em dessecador por 5 dias, antes de serem
analisados em difratbmetro (Rigaku). O difratdmetro operou a 40 kv/20 mA) usando
uma fonte de Cu. Estas andlises foram realizadas no Laboratorio de Materiais do
Instituto Tecnoldgico de Pernambuco — ITEP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES DA AGUA DOCE

A qualidade da agua dos reservatorios em hidrelétricas € influenciada

diretamente por suas caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas. A partir deste

conhecimento pode-se efetuar um controle mais eficaz da formacao do biofouling,

além de sistematizar as paradas das instalacbes para a manutencdo dos

equipamentos. Abaixo estdo descritos os resultados obtidos na andlise fisico-

quimica (Tabela 5.1) e microbioldgica (Tabela 5.2) da dgua doce coletada para os

experimentos.

Tabela 5.1 — Anédlises fisico-quimicas da dgua doce.

PARAMETROS ANALISADOS RESULTADOS
pH 7,41
Condutividade (uS/cm) 62,50
Cloretos (mg/L) 10,00
Sulfatos (mg/L) 0,00
Nitrito (mg/L) <0,01
Nitrato (mg/L) 0,23
Ferro Total (mg/L) 0,17
Dureza Total (mg/L em CaCQ3) 20,00
Célcio (mg/L em Ca) 4,81
Magnésio (mg/L em Mg) 1,94
Alcalinidade de Carbonatos (mg/L em CaCQ3) 8,00
Alcalinidade de Bicarbonatos (mg/L em CaCQOs3) 74,00
Alcalinidade de Hidréxidos (mg/L em CaCQO3) 0,00
Alcalinidade de Carbonatos (mg/L em CO3) 4,80
Alcalinidade de Bicarbonatos (mg/L em HCO3) 90,23
DBOs (mg/L)* 1,86
DQO (mg/L)** 1,0
Sadlidos Totais (mg/L) 81,00
Saolidos Totais Fixos (mg/L) 60,00
Solidos Totais Volateis (mg/L) 21,00
Solidos Suspensos Totais (mg/L) 15,00
Solidos Suspensos Fixos (mg/L) 11,00
Solidos Suspensos Volateis (mg/L) 4,00
Sdlidos Dissolvidos Totais (mg/L) 66,00
Solidos Dissolvidos Fixos (mg/L) 49,00
Sdlidos Dissolvidos Volateis (mg/L) 17,00

*Demanda Bioquimica de Oxigénio num periodo de 5 dias.
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**Demanda Quimica de Oxigénio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 5.2 — Analises microbioldgicas da dgua doce no biorreator teste.

MICRO- TEMPO

ORGANISMOS zero 19 dias 42 dias 100 dias
Aerdbias 6,00 X 10° | 1,40 X 10° 1,40 X 10* 1,40 X 10°
heterotréficas
totais (NMP/mL)
Precipitantes do | 4,00 X 10* | 1,40 X 10° 4,50 X 10° 1,10 X 10*
ferro (NMP/mL)
Pseudomonas 3,67X10' | 1,33x10° 2,00 X 10° 2,35 X 10*
sp. (UFC/mL)
Fungos (UFC/mL) | 7,00 X 10° | 2,00 X 10° 2,50 X 10° 2,00 X 10*
Anaerdbias 1,40 X 10° | 2,50 X 10! 6,50 X 10* 6,50 X 10*
heterotréficas
totais (NMP/mL)
Anaerébias 1,15 X 10? - - -
produtoras de
acidos (NMP/mL)

Correlacionando os valores de pH (7,41), nitrito (<0,01 mg/L), nitrato (0,23
mg/L), DBO (1,86 mg/L) e solidos dissolvidos totais (66,0 mg/L) encontrados no
fluido de processo estudado com os valores padrdes para agua doce de classe I,
observa-se que os valores encontrados estdo de acordo com a Resolucdo CONAMA
n° 357/05. A 4gua doce estudada apresenta pH préximo da alcalinidade, o que
diminui a agdo agressiva deste ambiente aos equipamentos metalicos. O controle do
pH da agua utilizada em sistemas de resfriamentos ndo deve ter valores inferiores a
7,0, pois quanto menor o valor deste pH maior serd a acado corrosiva nos
equipamentos. Em ambientes acidos a formacao da pelicula protetora de Cu,O em
materiais de cobre é impossibilitada pelo baixo pH (GENTIL, 2011). Este pH pode
ser corrigido para alcalino pela adicao de hidroxido de sodio a 50% nas tubulacfes
em hidrelétricas, impossibilitando a formacdo de complexos com o ferro (MATTEA et
al., 2002). Ukpaka e colaboradores (2011) compararam as caracteristicas fisico-
guimicas da agua doce e salgada influenciando na corroséo de cupons de zinco. Os
parametros analisados e valores encontrados pelos pesquisadores para agua doce e
salgada, respectivamente foram: pH (9,82 e 6,70), ions cloreto (3,8 e 1.560,0 mg/L),
ions sulfato (0,02 e 0,10 mg/L), ferro (0,24 e 1,08 mg/L), dureza total (2,6 e 4,6
mg/L), DBO (19 e 280 mg/L), DQO (135 e 500 mg/L), soélidos suspensos totais (8 e
100 mg/L) e solidos dissolvidos totais (186 e 530 mg/L). A agua salgada foi mais
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corrosiva que a agua doce por apresentar uma maior concentracdo de sais e valor
de pH &cido.

Outras caracteristicas fisico-quimicas importantes das aguas sao
determinadas pela presenca de ions cloreto, sulfato, calcio e magnésio. De acordo
com Souza (2007) os fons cloreto (CI) e sulfato (SO,*) sdo corrosivos, enquanto
que os fons Ca** e Mg?* responsaveis pela dureza da agua formam precipitados que
se aderem as superficies minimizando o efeito agressivo da agua. O grau de
agressividade da agua esta diretamente relacionado com a dureza e alcalinidade. O
teor de alcalinidade favorece a formacao de carbonato de célcio (CaCO3), gerando
um efeito tampé&o controlando o pH (GENTIL, 2011). A 4gua estudada apresentou
concentraces de 10 mg/L de ions cloreto, auséncia de sulfato, 4,81 mg/L de célcio,
1,94 mg/L de magnésio, como dureza total de 20 mg/L em CaCOs.

A existéncia de solidos suspensos como argila, lodo, hidréxido de aluminio,
oxido férrico hidratado, éxido de manganés IV, e alguns outros produtos de corrosdo
na agua impedem a difusdo do oxigénio até a base superficial dos metais
favorecendo a corroséo por aeracao diferencial ou corrosdo sob depodsito (GENTIL,
2011; SOUZA, 2007). Foi encontrada na agua doce estudada uma concentracdo de
15 mg/L de sélidos suspensos totais, além de 11 mg/L de sélidos suspensos fixos e
4 mg/L de solidos suspensos volateis. A Resolugdo CONAMA 357/05 nédo especifica
valores maximos para 0s seguintes parametros: sélidos suspensos totais, solidos
suspensos fixos e sélidos suspensos volateis, entre outros.

A Tabela 5.2 apresenta o0s principais grupos de micro-organismos
plancténicos (livres no fluido) encontrados na agua doce nos tempos zero, 19, 42 e
100 dias de exposicdo ao fluido. Observa-se que as bactérias aerdbias
heterotréficas totais foi o grupo microbiano que apresentou maior concentragao,
seguido das bactérias precipitantes do ferro. As bactérias heterotréficas obtiveram
concentracdo méxima de 1,40x10® NMP/mL em 100 dias de experimento. Também
estavam presentes em menor concentragdo as Pseudomonas sp., fungos
filamentosos, bactérias anaerdbias heterotréficas totais e bactérias anaerObias
produtoras de acidos. As bactérias anaerObias produtoras de acidos estavam
presentes no tempo zero, mas morreram nos tempos seguintes. As bactérias
redutoras de sulfato e as bactérias aerdbias produtoras de &cidos ndo foram

detectadas no fluido estudado.
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As bactérias aerObias e anaerdbias heterotréficas totais, as precipitantes do
ferro, as Pseudomonas sp., as anaerébias produtoras de acidos e os fungos também
foram encontrados nos biofilmes (estado séssil). As andlises referentes a estes

grupos microbianos estdo apresentadas no item 5.2.

5.2 CONCENTRACAO CELULAR

Nos ambientes aquosos é freqlente a adsorcao de bactérias nas superficies
formando filmes gelatinosos a partir da excrecdo de substancias poliméricas
extracelulares. As atividades microbianas dentro dos biofilmes alteram as condi¢des
fisico-quimicas dos substratos metélicos levando a aceleracdo ou inibicdo da
corrosao (LEWANDOWSKI e BOLTZ, 2011; BEECH e SUNNER, 2004).

As bactérias de acordo com o pH, fluxo do meio, variacdo de oxigénio e
nutrientes da matriz polimérica podem alternar entre os estados planctdnicos e
sésseis. Os biofilmes abrigam comunidades multicelulares densas com diferentes
exigéncias nutricionais, no qual se estabelece uma comunicacao entre si através de
materiais excretados durante a formacéo do biofilme (WOOD et al., 2011; VIDELA e
HERRERA, 2005).

Nas Figuras 5.1, 5.2 e 5.3 podem ser observadas as concentracdes celulares
dos principais grupos de micro-organismos envolvidos na biocorrosdo de cupons de
aco carbono SAE 1010, nos periodos de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de exposi¢ao a
agua doce.

Aerodbias Heterotroficas Totais Precipitantes do Ferro

1,00E+12 -
1,00E+10 -
1,00E+08 -
1,00E+06 -
1,00E404 -
1,00E+02 -
1,00E+00

1,00E+10 -

1,00E+08 -

1,00E+06 -
1,00E+04 -

1,00E+02 4

1,00E+00

Concentragdo Celular {Cél/cm?)
Concentragdo Celular {Cél/em?)

15 30 45 60 75 90 15 30 45 60 75 90

Dias Dias

(A) (B)

Figura 5.1 — Concentracdo celular das bactérias aerébias heterotroficas totais (A) e

precipitantes do ferro (B) em células/cm?.
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Figura 5.2 - Concentracédo celular das Pseudomonas sp. sésseis (A) e fungos (B) em
UFC/cm?.
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Figura 5.3 - Concentracédo celular das bactérias anaerdbias produtoras de acidos (A) e

bactérias anaerébias heterotréficas totais (B) em células/cm?.

Os gréficos da Figura 5.1 (A e B) apresentam a concentracdo de bactérias
aerdbias heterotroficas totais e bactérias precipitantes do ferro. Dentre os micro-
organismos estudados, as bactérias aerdbias heterotréficas totais foi o grupo
microbiano que atingiu maior concentracdo celular nos biofilmes seguido das
bactérias precipitantes do ferro. As bactérias precipitantes do ferro sao importantes
nos processos de biocorrosdo, por produzirem tubérculos de 6xido ou hidréxido de
ferro causando a perda de eficiéncia e/ou falhas mecéanicas em sistemas de
resfriamento (GENTIL, 2011). precipitados facilitam o

desenvolvimento de bactérias anaerobias por dificultarem a difusdo do oxigénio até

Além disto, estes

0 substrato metalico, como pode ser observado na Figura 5.4 que mostra a

formacao de depdsitos no corpo-de-prova teste.
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Figura 5.4 — Biofilme formado na superficie do aco carbono SAE 1010 ap6s 30 dias de
exposic¢éao ao fluido.

(Fonte: Autora).

Marangoni (2010) isolou e identificou os micro-organismos causadores da
biocorrosdo em corpos de prova metalicos, que permaneceram em contato direto
com a agua doce de duas centrais hidrelétricas, situadas nas regides Norte e Sul do
Brasil. Nos biofilmes avaliados foram encontradas bactérias oxidantes do ferro,
bactérias redutoras de sulfato, bactérias aerObias e anaerdbias facultativas
(pertencente as familias Enterobacteriaceae e Vibrionaceae, aos géneros Bacillus
sp., Staphylococcus sp., bacilos Gram-positivos ndo esporulados e bacilos Gram-
positivos pleomorficos) e fungos. O pesquisador encontrou elevada quantidade de
Pseudomonas sp., que segundo Yuan e colaboradores (2007) sdo as primeiras
bactérias a colonizar as estruturas metélicas estando associadas a biocorroséo.

Starosvetsky et al., (2007) investigaram a perda da eficiéncia em um trocador
de calor de ago carbono presente em uma unidade de osmose reversa. Através das
analises dos tubérculos formados na superficie do aco verificaram a incidéncia de
bactérias aerdbias heterotroficas, precipitantes do ferro e redutoras de sulfato. As
bactérias heterotroficas e precipitantes do ferro estavam em maior concentracdo nos
biofilmes estudados (4,5x10° UFC/g e 4,9x10’ UFC/g, respectivamente). A
deposicao de ions ferrosos nos trocadores pode ter sido favorecida pela alta taxa de
corrosdo do aco carbono. Os ions ferrosos sdo transferidos para a agua, sendo
utilizados como fonte de energia pelas bactérias precipitantes do ferro. Estas
bactérias se nutrem, e liberam nos meios aquosos precipitados insolUveis que

contribuem para a corroséo do ago.
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Dantas (2009) ao estudar a formacao de biofilmes em cupons de ago carbono
SAE 1008 em agua do mar também verificou a predominancia de bactérias aerébias
heterotréficas totais e bactérias precipitantes do ferro ao longo de 90 dias. A
concentracdo celular das bactérias anaerébias heterotroficas totais variou durante o
experimento apresentando maior concentracdo com 90 dias de exposi¢cdo a agua do
mar, enquanto as BRS apresentaram crescimento ascendente atingindo maxima
concentracdo com 75 dias de exposicéao.

A Figura 5.2 (A e B) mostram as concentracfes celulares das bactérias
Pseudomonas sp. e dos fungos filamentosos. Verifica-se que a concentracdo das
Pseudomonas sp. e dos fungos foi praticamente constante, com pouca variagdo nos
tempos estudados. As bactérias Pseudomonas sp. e os fungos atingiram
concentracdo celular maxima de 4,96x10* UFC/cm? (com 90 dias de exposicdo) e
3,72x10' UFC/cm? (com 75 dias de exposicdo), respectivamente.

Dantas (2009) avaliando corpos-de-prova de aco carbono imersos em agua
do mar, observou que a concentracdo maxima para Pseudomonas sp. foi de 7,9x10?
UFC/cm? com 30 dias, enquanto os fungos apresentaram concentra¢do constante
de 1,6x10' UFC/cm? ao longo dos 90 dias de experimento. Oliveira (2010)
estudando cupons de aco carbono SAE 1010 expostos a 4gua do mar em sistema
estatico encontrou uma concentracdo de Pseudomonas sp. de 8,9x10° UFC/cm?
apos 30 dias de exposicdo ao fluido. Com relacdo a concentracdo dos fungos
filamentosos a 4gua do mar estudada néo favoreceu o crescimento deste grupo de
micro-organismo. Os resultados encontrados pelas pesquisadoras referentes a
concentracdo celular de Pseudomonas sp. foram superiores aos encontrados no
experimento, demonstrando que o ambiente salino foi mais propicio ao crescimento
deste grupo de bactérias que o ambiente de agua doce.

Correia e colaboradores (2010) encontraram 0s géneros fungicos Curvularia
spp. e Penicillium spp. nos biofiimes presentes em estruturas metalicas corroidas
expostas a agua doce de uma unidade geradora de energia elétrica na regido
Amazbnica. Também foram encontradas bactérias pertencentes as familias
Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Bacillaceae, Corynebacteriaceae e
Streptococcaceae possivelmente influenciando alguns mecanismos de corrosdo. Os
fungos juntamente com as bactérias dentro dos consorcios microbianos tém sido

identificados como agentes facilitadores da biocorrosdo em metais. Este mecanismo



Oliveira, E. S. D. RESULTADOS E DISCUSSAO 51

envolve a producdo de &cidos oxalicos, lacticos, acéticos e citricos no meio, a partir
da absorcao de substancias organicas pelos fungos (LITTLE e LEE, 2007).

Na Figura 5.3 (A e B) sdo apresentados os crescimentos celulares das
bactérias anaerdbias - produtoras de acidos e bactérias heterotroficas totais. As
bactérias anaerdbias produtoras de &cidos inicialmente estavam presentes no fluido
de processo, porém provavelmente nao sobreviveram devido a sua baixa
concentracédo inicial na agua doce. Ja as bactérias anaerdbias heterotréficas totais
apresentaram um crescimento praticamente constante ao longo dos 90 dias.

As bactérias redutoras de sulfato e as bactérias aerdbias produtoras de
acidos néo estavam presentes na agua doce. A auséncia de BRS pode ser atribuida
a auséncia de sulfato na agua doce (Tabela 5.1), ja que estas bactérias utilizam este
composto para obtencédo de energia (BEECH e GAYLARDE, 1999). Embora nesta
pesquisa ndo tenha sido encontrada bactérias redutoras de sulfato causando
problemas de corrosdo, na maioria das pesquisas relacionadas ao tema, estes
micro-organimos geralmente estdo presentes. Através de técnicas moleculares
Marangoni (2010) isolou e identificou, em biofilmes provenientes de corpos-de-prova
metélicos em &gua doce, cinco cepas pertencentes ao grupos das bactérias
redutoras de sulfato — Desulfovibrio sp., Desulfosarcina sp., Desulfococcus sp.,
Desulfonema sp. e Desulfobulbus sp.. Odokuma e Ugboma (2012) isolaram
bactérias redutoras de sulfato, ferrobactérias e bactérias de enxofre em cupons de
aco carbono, aco médio e aco inoxidavel em contato com agua doce.

Os micro-organismos presentes na agua doce contribuiram para aumentar o
processo de corrosdo através da formacgdo dos biofilmes na superficie do metal. A
formacao dos biofilmes € um processo ordenado, porém complexo, que depende da
resposta das células aos estimulos ambientais. Resumidamente compreendem em
motilidade microbiana até a superficie, adesdo, formacdo de aglomerados,
desenvolvimento e diferenciagdo de estruturas e dispersdo. Estes estadgios podem
ainda ser afetados por diversas variavéis (WOOD et al., 2011; SIMOES et al., 2010).

A adesdo microbiana inicia-se através do transporte de micro-organismos da
interface de acordo com o0s seguintes mecanismos: transporte difusivo devido ao
movimento Browniano, transporte convectivo devido ao fluxo do liquido e o
movimento ativo das bactérias méveis préoximo a interface (LEWANDOWSKI e
STOODLEY, 1995). As Figuras 5.5 e 5.6 apresentam algumas etapas (A — cupons

sem biofilme, B — inicio da formagdo dos biofilmes nos cupons, C — cupom
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praticamente coberto por biofilme, D e E — cupons totalmente cobertos por biofilme)

da formacao do biofilme nos corpos-de-prova metélicos.

Figura 5.5 — Cupons de ago carbono SAE 1010 expostos a agua doce. (A) Sem
formacdo de biofilmes —imers&o imediata no fluido e (B) Ap6s 24 horas de exposigéo.

(Fonte: Autora).

Figura 5.6 — Cupons de aco carbono SAE 1010 expostos a agua doce apo6s (A) 15 dias,
(B) e (C) 30 dias.

(Fonte: Autora).

5.3 TAXA DE CORROSAO

A partir dos valores de taxa de corrosdo de um determinado material pode-se
determinar a agressividade de um meio corrosivo, como também estimar a vida util
de um equipamento. Estes valores de taxa séo influenciados por caracteristicas
guimicas (gases dissolvidos, salinidade, pH), fisicas (velocidade, temperatura e
pressdo) ou biolégicas (micro-organismos e macro-organismos) do meio (GENTIL,
2011).
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As taxas de corrosao, por perda de massa, dos cupons metalicos SAE 1010
estdo apresentadas na Figura 5.7 abaixo. Os corpos-de-prova dos sistemas controle
e teste foram expostos ao fluido de processo nos tempos de 15, 30, 45, 60, 75 e 90

dias.
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Figura 5.7 — Taxa de corrosdo dos cupons de ago carbono SAE 1010.

Os valores de taxa de corrosao observados na Figura 5.7 foram comparados
com os niveis de corrosividade de acordo com a Norma NACE-RP-07-75 (Tabela
4.11). A taxa de corrosao dos cupons teste foi 0,069 mm/ano com 90 dias, sendo
considerada de moderada corrosividade. Enquanto que a taxa de corrosdo dos
cupons controle (sem micro-organismos) foi de 0,0034 mm/ano também com 90
dias, apresentando uma baixa corrosividade. Os cupons testes apresentaram uma
taxa de corrosdo de aproximadamente 95,1% maior que a taxa de corrosdo dos
cupons controle. Este aumento no valor da taxa de corrosdo foi ocasionado pela
acdo de metabdlitos microbianos agressivos que alteram a interface metal/solucao
contribuindo para acelerar a corrosdo nos metais. Macroscopicamente observa-se
gue a corrosao foi uniforme em ambos os sistemas, podendo também ter ocorrido a
corrosdo por pites (Figura 5.8). Para melhor esclarecimento do tipo de corroséo se
faz necessaria analise microscopica das superficies dos corpos-de-prova apoés
remocao do biofilme, o que néo foi realizado nesta pesquisa. Segundo Rossum
(2000) a corrosao por pites em agua doce € frequente, entretanto quando a agua

doce apresenta valor de pH inferior a 7,0 favorece geralmente a corrosao uniforme.
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Figura 5.8 — Cupom de ago carbono exibindo corros&o uniforme ap6s aremocéo do
biofilme com espétula estéril.
(Fonte: Autora).

Comportamento semelhante foi encontrado por Rao e colaboradores (2000).
Os pesquisadores correlacionaram o crescimento de bactérias oxidantes do ferro
com a taxa de corrosdo de cupons de aco carbono em contato com agua doce no
resfriamento de reatores nuclear. A taxa de corrosdo, por perda de massa do
sistema estéril, foi inferior (1.75 + 0.62 mm/ano) a taxa de corrosédo do sistema teste
(entre 3-13,5 mm/ano). Além disto, foram encontradas bactérias redutoras de
sulfato, bactérias aerdbias heterotréficas e Pseudomonas aeruginosa nos tubérculos
presentes na superficie dos corpos-de-prova induzindo a corrosao microbiologica
dos mesmos.

Dantas (2009) verificou a taxa de corrosdo de corpos-de-prova de ago
carbono SAE 1008 em agua do mar no periodo de 90 dias. Ao longo deste periodo
foi observada uma taxa de corrosdo de 0,0561 mm/ano nos cupons teste, enquanto
0S corpos-de-prova controle (sem micro-organismos) apresentaram uma taxa de
0,0632 mm/ano. A taxa de corrosdo do sistema controle foi superior a taxa do
sistema teste, devido a formacdo dos biofilmes nas superficies dos cupons que
contribuiram para a protecdo do metal contra o ataque corrosivo. O resultado
encontrado por Dantas (2009) apresentou um comportamento oposto ao encontrado
neste experimento.

Odokuma e Ugboma (2012) avaliaram em agua doce, do rio Ndoni na Nigéria,
no periodo de um ano a taxa de corrosao, por perda de massa, de cupons de aco
carbono, aco médio e acgo inoxidavel. O estudo mostrou que o acgo carbono
apresentou a maior taxa de corrosdo (44 g/ano), em relacdo ao agco médio (27

g/ano) e ao ago inoxidavel (0.64 g/ano).
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Através dos célculos de perda de massa, medidas de profundidade do pite e
resisténcia de polarizacao linear, Lee e colaboradores (2011) avaliaram a taxa de
corrosdo de cupons de aco carbono em contato direto com agua doce durante trés
anos. Nos calculos por perda de massa foi observado que a taxa de corrosdo
permaneceu constante (entre 20-30 mg/ano) em todos os locais durante todo o
experimento. Entretanto, a taxa de corrosdo néo foi linear quando medida pela
profundidade dos pites, sendo maior no primeiro ano de exposicdo do que nos anos
seguintes. As medicdes por resisténcia de polarizacao linear também nao foram
lineares devido a influéncia da temperatura variando de acordo com o clima da
regido em determinado periodo do ano.

llhan-Sungur et al., (2007) estudando a taxa de corroséo em cupons de acgo
galvanizado em agua doce contendo BRS (Desulfovibrio sp.) verificaram que a acéo
desta bactéria causou um aumento na perda de massa dos cupons. O valor maximo
de perda de massa foi de 0,677 mg/cm? apds 360 horas de exposi¢do, enquanto 0s
valores de taxa de corrosdo reduziram progressivamente ao longo dos 744 horas de

incubacéao.
5.4 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DOS BIOFILMES

A composicdo das EPS extraidas pode variar de acordo com a cultura, fase
de crescimento, parametros do processo, tipo de biorreator, método de extracéo e
ferramenta analitica usada (SHENG et al., 2010).

A Tabela 5.3 apresenta a caracterizacao bioquimica dos biofilmes no periodo
de 30, 60 e 90 dias de contato com agua doce avaliando-se os carboidratos e as
proteinas.

Tabela 5.3 — Caracterizacao bioquimica dos biofilmes em diferentes periodos

estudados.
CARACTERIZACAO PERIODOS
BIOQUIMICA 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
CARBOIDRATOS 11,3+2,2 * 11,0+0,2
(ug)lcm?
PROTEINAS 4,8+3,7 12,0+0,3 20,9+4
(ug)lcm?

*Nao Determinado
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A concentragdo dos carboidratos em 30 e 90 dias de experimento foi
praticamente a mesma. No periodo de 60 dias ndo foi possivel ser determinada,
devido aos valores de transmitancia estar acima da faixa de leitura (30-70%). Isto
pode ser atribuido ao destacamento do biofilme para o meio aquoso e/ou ter sido
utiizado como fonte de nutriente para 0s micro-organismos, diminuindo a
concentracdo dos carboidratos aderidos ao metal. Segundo Lear et al.,, (2012) a
atividade de enzimas extracelulares associadas as EPS, presentes nos biofilmes em
agua doce, proporciona a decomposicao da matéria organica que pode ser utilizada
como nutricdo pelas bactérias. Com relacdo a concentracdo das proteinas totais no
biofilme os valores encontrados foram crescentes ao longo dos 90 dias de
experimento.

llhan-Sungur et al., (2007) caracterizaram através da metodologia de Dubois
et al., (1956) os carboidratos formados nos biofilmes de cupons de aco galvanizado
expostos a bactéria Desulfovibrio sp. em agua doce. As analises evidenciaram que
as concentracdes dos carboidratos variaram durante as 744 horas de incubacao,
apresentando valor maximo de concentracéo (38,21+2,26 mg/cm?) apés 96 horas de
exposicdo as BRS. A variagdo nos valores de concentracdo dos carboidratos foi
inversamente proporcional a perda de massa dos cupons, ou seja, a atividade das
BRS favoreceu a corroséo do ac¢o galvanizado.

Silva (2011) avaliou em agua do mar as EPS formadas nos cupons de aco
carbono SAE 1010 em diferentes ciclos com Sulfato de Tetrakis (Hidroximetil)
Fosfénio (THPS) e xantana. Ao comparar os valores de carboidratos e proteinas
sem biocida (9,4+1,2 pug/cm? e 5,7+3,1 ug/cm?, respectivamente) encontrados por
Silva (2011), com os valores de carboidratos e proteinas de 30 dias (11,3%£2,2
ng/cm? e 4,8+3,7 pg/cm?, respectivamente) observa-se que os valores foram
proximos, apesar dos ensaios terem sido realizados em ambientes aquosos
diferentes.

Oliveira (2010) analisou em sistema turbulento laminar as proteinas e
carboidratos formados em biofilmes de corpos-de-prova metalicos expostos a agua
do mar com hipoclorito de sodio e xantana. Correlacionando os valores de
concentracdo dos carboidratos e proteinas de 30 dias (11,3+2,2 pg/cm? e 4,8+3,7
Hg/cm?, respectivamente) com os valores encontrados por Oliveira (2010) para

carboidratos e proteinas ciclo sem biocida (8,8+0,05 pg/cm? e 4,3+1,5 pg/cm?,
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respectivamente) verifica-se que apresentam valores aproximados mesmo sendo
realizados em ambientes aquosos diferentes.

Gerbersdorf e colaboradores (2009) analisaram as EPS (carboidratos e
proteinas) formadas em sedimentos de agua doce no periodo de trés anos. As
concentracbes de carboidratos por peso seco variaram entre 0,1-1,8 mg/g
(carboidratos em suspenséo) e 1,3-6,7 mg/g (carboidratos aderidos), e as proteinas
variaram entre 0,4-12,9 mg/g ao longo do experimento. Neste estudo foi observado
gque as maiores concentracdes de EPS estavam relacionadas com periodos de

maior concentragdo de biomassa em microalgas e células bacterianas.

55 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DOS BIOFILMES
FORMADOS NOS CUPONS METALICOS SAE 1010

A Figura 5.9 apresenta as micrografias dos cupons metalicos em agua doce
no periodo de 30 dias de exposicdo. Em todas as micrografias sdo observadas
presenca de bactérias (bastonetes) envolvidas por substancias poliméricas,
particulas cristalinas e materiais de corrosdo. Resultado semelhante foi encontrado
por Rao e colaboradores (2000), no qual identificaram por MEV bactérias oxidantes
do ferro causando a corrosdo em cupons de a¢o carbono em contato com agua
doce. As bactérias presentes no biofilme estavam envolvidas por produtos de
corrosao (6xidos e hidroxidos de ferro).

W

18ku
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(©) (D)
Figura 5.9 — Microscopia eletronica de varredura dos biofilmes formados em cupons
de aco carbono SAE 1010 exibindo bactérias (seta) apds 30 dias de exposi¢cdo a agua
doce (A, B, CeD).

Marconnet et al., (2008) observaram micro-organismos e biomacromoléculas
através da andlise por MEV da superficie de corpos de prova de aco inoxidavel AlSI
304 L, AISI 316L e 254SMO imersos em agua doce. Dentre 0s micro-organismos
encontrados nos biofilmes foram visualizadas algumas bactérias e em maior
quantidade diatomaceas. Como também foram identificados silicio nas diatomaceas,
e outras substancias como manganés, cromo e ferro nos corpos-de-prova testados.

Maluckov (2012) relatou a influencia de bactérias redutoras de sulfato
causadoras da biocorrosdo em agos através de micrografias eletrbnicas. A
fragilizacdo das estruturas de aco pode ser identificada por analises quimicas,
eletroquimicas e microscopicas dos produtos de corrosdo e componentes
microbioldgicos presentes.

Starosvetsky et al., (2007) analisando os biofilmes formados em trocador de
calor de aco carbono em &gua doce por MEV encontraram duas morfologias
diferentes de depésitos de corrosdao. Uma morfologia compacta com particulas

densas e outra com depdsitos porosos com inclusdes organicas.
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5.6 DIFRACAO DE RAIO X (DRX)

O processo de corrosao se inicia com a oxidacao do ferro metalico liberando
ferro no meio ou produtos de corrosdo em camadas. Inicialmente, as taxas de
corrosdo dos metais sédo elevadas. Com o desenvolvimento dos produtos de
corrosdo essa taxa sofre reducdo, pois estas camadas proporcionam aumento da
resisténcia nas reacdes de corrosdo (OBRECHT e POURBAIX, 1967).

A Figura 5.10 (A, B e C) evidencia os difratogramas dos produtos de corroséao
formados nos corpos-de-prova SAE 1010 em 30, 60 e 90 dias de exposicdo a agua
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Figura 5.10 — Difrac&o de Raio X dos produtos de corrosdo em: (A) 30 dias, (B) 60 dias
e (C) 90 dias de exposicdo a agua doce.

Os picos observados na Figura 5.10 A indicam as substancias: Lepidocrocita (y-
FeOOH: picos 6,37; 3,33; 2,72; 2,49; 2,37; 2,10; 1,95; 1,74; 1,57; 1,53; 1,52; 1,47;
1,37) e Pirrotita (Feo g75.1S: picos 4,25; 2,54; 2,25).

Os picos observados na Figura 5.10 B indicam as substancias: Lepidocrocita (y-
FeOOH: picos 6,41; 3,33; 2,72; 2,49; 2,37; 2,10; 1,95; 1,85; 1,57; 1,53; 1,44; 1,39;
1,37; 1,26; 1,22; 1,20) e Pirrotita (Feog75-1S: picos 4,25; 2,99; 2,54; 2,21; 2,25; 1,74,
1,62; 1,30).

Os picos observados na Figura 5.10 C indicam as substancias: Lepidocrocita (y-
FeOOH: picos 6,28; 3,29; 2,46; 2,36; 1,95; 1,84; 1,73; 1,58; 1,52; 1,43; 1,39; 1,36) e
Pirrotita (Fep g75.1S: picos 4,19; 2,94; 2,69; 2,08; 2,52 (L e P); 1,61).

Em todas as amostras analisadas foram encontradas as fases cristalinas
lepidocrocita e pirrotita. Segundo Cornell e Schwertmann (1996) a formacdo da
lepidocrocita ocorre a partir da rapida oxidacdo de hidroxidos ferrosos. A pirrotita é
uma das camadas de sulfetos que podem ser formadas apdés modificacbes
causadas por reacdes biologicas e eletroquimicas quando o aco € exposto a anions
de enxofre (VIDELA, 2003). Como no experimento ndo houve BRS (item 5.2), a
pirrotita formada na superficie do aco foi proveniente de reagfes eletroquimicas.

Huttunen-Saarivirta et al.,, (2012) estudando os biofilmes formados em

trocadores de calor de aco inoxidavel AISI 304 em agua doce identificaram duas
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fases cristalinas em analises de DRX. A principal fase cristalina encontrada foi
austenita, e a-ferrita estava presente em menor proporcao.

Rao et al., (2000) encontraram as seguintes fases cristalinas de corroséo y-
Fe,03, Fe,POs, FePS3, Fe(POs3); e BaFeO3s4 nos biofilmes formados em cupons de
aco carbono em contato com agua doce nos sistemas de resfriamento. Com
predominéancia do composto Fe(PO3)s.

Teng e colaboradores (2008) avaliaram a influencia dos biofilmes na formacao
dos produtos de corrosdo em cupons de ferro fundido em sistema de agua potavel.
Os produtos de corrosao foram determinados por técnicas de difragdo de raio-X e
espectroscopia de elétrons excitados por raio-X. Maghemita (y-Fe,O3), calcita e
aragonita (ambas CaCO3) estavam presentes em todas as amostras (com e sem
biofilme), exceto na amostra de 30 dias (sem biofilme). Goetita (a-FeOOH) estava
em todas as amostras com biofiimes e também na amostra de 15 dias (sem
biofilme). Ja o composto 6xido hidréxido de ferro (FeOOH) foi encontrado apenas
nas amostras sem biofilmes de 7 e 30 dias de exposi¢cdo a agua potavel. A formacéao
dos biofilmes sobre os cupons contribuiu para uma variedade de fases cristalinas
sobre os substratos metalicos.

Silva (2011) identificou compostos semelhantes aos encontrados nas amostras
pesquisadas em 30, 60 e 90 dias, estudando o efeito do biocida Sulfato de Tetrakis
(Hidroximetil) Fosfénio (THPS) e da xantana como controle da biocorrosdo em
cupons de aco carbono SAE 1010 em agua do mar. As analises de DRX
evidenciaram a presenca de pirrotita (Fegs7s1S), goetita (a-FeOOH), akaganeita (B-
FeOOH) e hematita (a-Fe,O3) em todas as amostras, exceto a hematita que estava
ausente no ciclo THPS com xantana. Lepidocrocita (y-FeOOH) estava presente no
ciclo controle, e no ciclo com a xantana isolada. Mackinawita (FeSo g3.0.96) €Stava no
ciclo com THPS, e no ciclo THPS mais o biodispersante xantana. O composto
magnetita (Fes0,) estava apenas no ciclo com THPS isoladamente.

Os produtos de corrosédo, também chamados de camadas de corrosdo podem
afetar e influenciar na qualidade da agua em sistemas de distribuicdo de agua
potavel. Sarin et al.,, (2001) identificaram as fases cristalinas lepidocrocita (y-
FeOOH), goetita (a-FeOOH) e magnetita (FesO4) em dois sistemas antigos de
distribuicdo de &gua potavel constituidos de tubos de aco/ferro. Os compostos
presentes em cada sistema analisado apresentaram diferencas de porosidade e

densidade provavelmente devido as diferencas nos parametros (qualidade da agua,
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fluxo de agua e crescimento de micro-organismos). Pesquisa semelhante foi
investigada por Yang e colaboradores (2012), no qual identificou varios produtos de
corrosdo nas tubulacbes com caracteristicas aparentemente diferentes. Magnetita
(Fes0,4) e goetita (a-FeOOH) foram os principais minerais de ferro presentes em 70
% das amostras. Outros oxidos de ferro como lepidocrocita (y-FeOOH), siderita
(FeCO3), ferrugem verde (Feg(OH)12CO3), hematita (a-Fe,O3), akaganeita (B-
FeOOH), hidréxido de carbonato ferro hidratado (Feg(OH)12CO3.2H,0), honessite
(NigFe2"3(S04)(0OH)16.4H,0) e pirita (FeS,) também foram identificados. Entretanto,
compostos cuja origem nado era proveniente da corrosao do ferro estavam presentes
nas tubulagcbes tais como: quartz (SiO;), calcita (CaCOj3), albita
((Na,Ca)Al(Si,Al)30g), microclina (K(AISi3)Osg), gesso (CaS0O4.2H,0).
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6. CONCLUSOES

e As bactérias aerObias heterotroficas totais foi o grupo microbiano que
apresentou maior concentracdo celular, seguido das bactérias precipitantes
do ferro;

e Pseudomonas sp., bactérias anaerobias heterotroficas totais e os fungos
filamentosos também ocorreram nos biofilmes estudados, porém em baixas
concentracoes;

e As bactérias anaerdbias produtoras de &cidos estavam presentes na agua
doce, mas ndo sobreviveram apoés 30 dias de experimento;

e Os corpos-de-prova metéalicos do sistema teste apresentaram maior taxa de
corrosédo em relacdo aos corpos-de-prova do sistema controle. De uma forma
geral, as superficies dos corpos-de-prova apresentaram corrosdo uniforme;

e As concentragdes dos carboidratos nos biofilmes foram praticamente iguais
nos periodos de 30 e 90 dias;

e As concentracBes das proteinas nos biofilmes foram crescentes ao longo dos
90 dias de experimento;

e As micrografias eletrbnicas de varredura na amostra de 30 dias de exposi¢cao
a agua doce apresentaram bactérias, particulas cristalinas e materiais de
COITOSao;

e Os difratogramas apresentaram os produtos de corrosédo lepidocrocita (y-
FeOOH) e pirrotita (Fepg75.1S) em todas as amostras analisadas por difracao
de raio X.
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