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Abstract
The morphological analysis of biofilms formed on surfaces exposed to microorganism-
carrying fluids is especially important in understanding the biocorrosion which can result
from the presence of such films. In the oil industry, the deposition of biofilms is very
common in product transfer systems such as pipelines, and often leads to intensified
corrosion processes on the metallic surfaces of these pipes. Scanning electron microscopy
(SEM) is performed to study the biofilms which form. When the films form on surfaces
which are exposed to oil-rich fluids, the observation of the morphology of the biofilms
becomes more difficult, as the fluid adeheres to the samples. The current study was
undertaken to evaluate the morphology of biofilms formed on the surface of API X80 steel
in a dynamic flow system containing an oily fluid of low BSW.
Modifications were made to the standard sample preparation protocol in order to minimize
any detrimental effects caused by remnants of oil on the SEM sample sufaces. Several new
preparation protocols were evaluated and analyses were performed by SEM both to quantify
the adhered microorganisms and the corrosion pits formed on the metal surface during the
tests. Some o the tests included the introduction of biocide products into the oily fluid to
permit an evaluation of the effect of such products on the
morphology of any biofilms which formed. The results obtained revealed that modifications
to the original sample preparation protocol permitted a significant improvement in the
quality of the images obtained of the biofilms, and thereby, a better morphological
characterisation. The presence of biocide resulted in a considerable reduction in the number
of microorganism cells adhering to the sample surface and an alteration in the morphology
of the films which formed.

Resumo

A andlise morfolégica de biofilmes formados sobre superficies expostas aos fluidos
carreadores de micro-organismos é de grande importancia para uma melhor compreenséao
dos processos de biocorrosdo ocasionados por estes. Na industria do petréleo a deposicéo de
biofilmes nos sistemas de escoamento de producdo, como os oleodutos, é bastante comum,
propiciando uma intensificacdo do processo de corrosdo das superficies metalicas destes
dutos. Para a visualizagdo dos biofilmes formados realiza-se analises por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Para fluidos com alta concentracdo de 0leo, a visualizacéo
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dos biofilmes formados fica dificultada comprometendo a anélise morfolégica destes
biofilmes. O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a morfologia dos
biofilmes formados em superficie de ago APl X80 em um sistema dindmico de fluxo,
utilizando-se fluido oleoso com baixo BSW. Para tanto realizaram-se alteracdes no
protocolo original de preparo das amostras para anélise por MEV a fim de minimizar os
efeitos causados pela presenca de alto teor de 6leo. Foram comparados os diferentes
protocolos através das anélises por MEV. Também foram realizadas analises quantitativas
dos microrganismos aderidos, bem como a contagem dos pites formados apos o periodo de
ensaio. Para alguns ensaios realizou-se a aplicacdo de produto biocida ao fluido oleoso a fim
de avaliarmos possiveis alteracdes nas morfologias dos biofilmes formados. Os resultados
obtidos revelaram que as alteragdes no protocolo original proporcionaram a obtencdo de
melhores imagens dos biofilmes, resultando em uma melhor caracterizacdo morfoldgica dos
mesmos. A presenca de biocida ocasionou uma diminuicdo consideravel do numero de
células aderidas e uma alteracdo na morfologia dos biofilmes formados.

Palavras-chave: Biofilme, Biocorrosdo, Microscopia eletrénica de varredura, pites

Introducgéo

Atualmente bilhdes de dolares sdo gastos pelas industrias devido a problemas de
corrosdo, sendo em muitos casos intensificados pela acdo de micro-organismos. Estima-se
que, no Brasil, 0s prejuizos anuais causados com a corrosdo chegam a somas equivalentes a
3,5% do Produto Interno Bruto (PIB), algo em torno de 10 bilhdes de ddlares (1). O
percentual de participacdo dos micro-organismos nos processos de corrosdo nao € bem
definido. Na Inglaterra calcula-se um custo de aproximadamente de 60 bilhGes de ddlares
por ano ou 0,84% do PIB. Esses custos tém origens muito diversas e podem estar
relacionados a paradas das instalacfes para substituicdo ou limpeza de estruturas corroidas,
manutencdo e substituicdo de elementos filtrantes ou de medicdo e remoc¢do de depositos
bioldgicos em sistemas de armazenamento, tubulacdes e outros. A participa¢do dos micro-
organismos no processo apresenta algumas caracteristicas e a mais significativa é a
modificacdo na interface metal-solucdo devido a formacéo do biofilme. O biofilme pode ser
considerado um material gelatinoso contendo 95% de agua e uma matriz de substancias
exopolissacaridicas, na qual células microbianas e detritos inorganicos estdo suspensos (2).
A formacdo do biofilme sobre superficies metalicas é o resultado de um processo de
acumulagdo ndo necessariamente uniforme no tempo e no espago, que comega
imediatamente ap0s a imersdo do metal em um ambiente aquoso. A compreensdo dos
fendmenos de deposicdo microbiana é de fundamental importancia para a solugdo dos
problemas ocasionados por estas formagdes. A obtencdo de melhores imagens dos biofilmes
formados pode proporcionar uma analise mais precisa dos produtos de corrosdo formados,
material extracelular produzido pelos micro-organismos constituintes dos biofilmes e mais
precisamente dos micro-organismos que estdo depositados nestas superficies. Faz-se
necessario entdo, o aprimoramento das técnicas de obtencdo de imagens dos biofilmes
depositados.

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar, através de analise por microscopia
eletronica de varredura (MEV) e contagem microbiana, o desenvolvimento de biofilmes
sobre superficie metalica na presenca de fluido oleoso com baixo BSW e verificar a
influéncia da formac&o dos biofilmes na presenca de agente biocida.
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Reviséo bibliografica

Os biofilmes microbianos sdo estruturas constituidas por comunidades de micro-
organismos aderentes entre si e/ou a superficies inertes ou vivas (existéncia séssil),
envolvidas por matriz extracelular altamente hidratada. A superficie do biofilme é bastante
adsortiva devido a sua natureza polieletrolitica, capaz de reter quantidades significantes de
compostos organicos e inorganicos do meio (3). Aproximadamente 80% - 90% da massa
total dos biofilmes é constituida por dgua. As bactérias representam cerca de 70% do peso
seco, enquanto o restante € atribuido aos elementos de matriz extracelular (4).

Nos primeiros momentos da formacdo do biofilme, bactérias sésseis encontram-se
justapostas podendo formar microcoldnias de espécies simples ou mistas (5). A
microcol6nia é a organizacdo basica do biofilme em crescimento, podendo ser comparado ao
tecido como organizacdo fundamental na formacdo dos 6rgdos de organismos superiores. O
ambiente interno de cada microcolonia € condicionado pelos elementos de matriz
extracelular e pela atividade metabdlica de suas células. Os biofilmes possuem um alto grau
de organizacdo, onde as bactérias se beneficiam da justaposicdo estavel e da cooperatividade
fisioldgica para constituir uma comunidade funcional coordenada. Sabe-se, por exemplo,
que essas populac@es microbianas aderidas se beneficiam dos nutrientes e sdo mais ativas
metabolicamente do que as planctonicas (6).

A arquitetura dos biofilmes é formada por estruturas conicas simples e por outras em
forma de cogumelo. Essas estruturas formam poros e canais de agua, pelos quais circulam os
nutrientes entre microcoldnias (7,8). As células em diferentes regides de um biofilme
exibem diferentes padrdes de expressdo genética (9).

A formacdo de biofilmes é uma estratégia bacteriana universal para sobrevivéncia e
posicionamento favoravel em relacdo aos nutrientes disponiveis (10). Constitui, também,
uma forma protegida de crescimento que permite a sobrevivéncia das bactérias em
ambientes hostis. O biofilme bacteriano pode atingir dimensGes macroscépicas através da
aderéncia de outros microrganismos (algas, fungos e protozoarios) e /ou de macro-
organismos (cracas, mexilhdes, etc.) adquirindo a denominagdo de “biofouling”. O termo
“fouling” (incrustacdo, acumulacdo de residuos, depdsitos, sujeira, etc.) esta relacionado a
formacao indesejavel de depdsitos organicos e/ou inorganicos em superficie, podendo causar
problemas como, por exemplo, diminuicdo do fluxo de calor através de uma superficie em
sistemas de resfriamento e 0 aumento de sua taxa de corrosdo (11). A morfologia dos
biofilmes e consisténcia variam dependendo dos tipos de bactérias presente e das condicdes
do meio que o envolve. O tempo necessario para a formagdo de um biofilme maduro pode
variar de alguns dias até varias semanas. Com o aumento da espessura do biofilme, fica
prejudicada a difusdo de gases dissolvidos e outros nutrientes vindos do meio para o
substrato. Nesse caso, as condi¢cGes podem se tornar inospitas para as bactérias localizadas
na base do biofilme, e que se encontram distantes dos canais de agua; como consequéncia,
essas bactérias acabam morrendo. A competicdo por nutrientes também faz com que sejam
perdidas muitas das vantagens da vida protegida dentro dos biofilmes. As células mais
superficiais tendem a se desprender, indo colonizar novas areas. O deslocamento das
bactérias para novas areas também serve para dispersar 0 genoétipo e, portanto, para expandir
a diversidade genética. Com a necessidade nutricional e com a base do biofilme abalada
devido a morte de bactérias, o estresse causado pelo fluxo do meio e mecanismos de
sinaliza¢do celular denominados “quorum sensing” (sensibilidade & densidade celular, ou ao
quorum) ocorre o desprendimento de partes do biofilme, exponto areas descobertas na
superficie. O “quorum sensing” ¢ causado por um actimulo de moléculas de baixo peso
molecular que, uma vez atingindo uma concentragdo limiar critica, constituem sinais para
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que células individuais “sintam” que o limite da densidade populacional bacteriana foi
atingido e iniciem uma resposta coordenada pela populacao (12).

O conhecimento sobre os biofilmes tem sido adquirido através de observacgdes
microscopicas e por analises bioguimicas e taxondmicas. A microscopia eletronica trouxe
um avanco consideravel para a Microbiologia e é uma técnica muito utilizada para o estudo
dos biofilmes. A microscopia eletrénica de varredura (MEV), além das analises ultra-
estruturais convencionais, oferecem, como apoio metodoldgico, anélise de imagens
espectroscopicas (ESI) e microandlise de raio-X (EDS). Estas técnicas sdao eficientes na
localizacdo e identificacdo de elementos quimicos presentes nas moléculas das SPE, na
estrutura das bacterias e em outros elementos do biofilme bacteriano (13). A preparacao de
amostras bioldgicas para observacdo em MEV, necessita de um protocolo especial. A
literatura apresenta varios trabalhos utilizando diferentes protocolos para amostras com
formagdo de biofilme em diversos meios de cultivo, porém ndo foram encontrados trabalhos
com formacéo de biofilme em estudo dindmico na presenca de fluido oleoso.

Existem métodos fisicos e quimicos de fixacdo de amostras bioldgicas. Os métodos
fisicos sdo a secagem ao ar e a criofixacdo, ja 0s métodos quimicos ocorrem através de
substancias quimicas como aldeido glutarico, tetroxido de 6ésmio, formaldeido e outros. A
fixacdo é o processo pelo qual se obtém estabilizacdo das estruturas celulares e
intercelulares. A fixacdo por melhor que seja realizada, inevitavelmente introduzird
perturbacdes no sistema.

Segundo Penna (14) o protocolo de preparo de amostras biolégicas para MEV foi
realizado fixando a amostra em 5,0% de glutaraldeido em 0,1M de solucdo de tampédo
Cacodilato de sédio, posteriormente é feita uma bateria de dessalinizacéo (15, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100%) e depois a bateria de desidratacdo com a mesma porcentagem da anterior.
As amostras sdo levadas ao ponto critico e depois metalizadas.

Estudos realizados por Barreto (15) utilizaram um tratamento prévio com vapor de
6smio por 24 horas e depois foram fixadas com glutaraldeido por 3 horas. As amostras
depois da fixacdo foram desidratadas em bateria de etanol a 4° C e levadas ao ponto critico e
depois metalizadas.

O presente trabalho sé realizou fixacdo com métodos quimicos, onde foram
empregadas substancias que reagem com determinados sitios das biomacromoléculas
estabilizando-as. A fixacdo quimica além de estabilizar as moléculas visa torna-las, ao
mesmo tempo, condutoras. Na formulacdo do fixador, ajustam-se as condicdes ideais de
concentracdo, pH, molaridade, etc., de acordo com o material. O fixador é geralmente
aplicado a temperatura ambiente, por imersdo. O tempo de acdo do fixador pode ser de
algumas horas a varios dias, quando o objetivo é aumentar a rigidez do espécime .

O tetroxido de 6smio é um fixador ja utilizado desde o comeco do seculo XX para
obtencdo de uma melhor preservagdo citologica ao nivel do microscopio Otico. Esta
substancia foi utilizada pela primeira vez por Palade em 1952 no preparo de amostras para
microscopia eletrénica. O tetroxido de ésmio protege as lipoproteinas naturais das células e
dos tecidos evitando sua ruptura e coagulacdo. O tetroxido de 6smio estabiliza e contrasta
especialmente os fosfolipideos constituintes da membrana citoplasmatica.

A amostra € fixada por agentes quimicos que a tornam resistente, é desidratada com
acetona ou etanol que posteriormente serdo substituidos por gas carbonico liquefeito, na
camara do aparelho de ponto critico. O CO, liquido é lentamente aquecido, e passa
imperceptivelmente da fase liquida para a gasosa; a expansao deste gas dentro da camara faz
a pressdo subir, até acima da pressdo critica do CO, (73 atm). Mantendo-se a temperatura da
camara acima de 3I° C (temperatura critica do CO;) ndo ha risco de liquefacdo do gas. Nesta
transicdo de fase gradual, a densidade da fase liquida iguala aquela da fase gasosa. Portanto,
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a tensdo superficial é zero e o0 espécime é seco sem a ultrapassagem de nenhum limite de
fases, isto €, sem o efeito das forcas atuantes de tensdo superficial. Apos a despressurizacao
lenta da cAmara até a pressdo atmosférica, o espécime é removido seco da camara, sem
alteracdes sensiveis de forma (16).

A deposicdo de metais (Ag, Au) por pulverizacdo catodica nas amostras bioldgicas de
modo a torna-los bons condutores térmicos e elétricos é fundamental para se obter as
imagens. A camada condutora é geralmente ouro ou carbono, evaporados em vacuo. O metal
é usualmente depositado pelo processo de "sputtering”, embora possam também ser
evaporados em alto vacuo. No sistema de "sputtering” o depdsito do metal é bastante
eficiente, mesmo em objetos muito irregulares, pois os atomos atingem sua superficie
oriundos de todas as diregdes. Tanto os especimes, como as laminulas de vidro ou as fitas
adesivas usadas na montagem sdo isolantes elétricos e ficam carregados negativamente
durante a varredura do feixe eletrénico. Devido ainda a irradiacdo do feixe, a amostra pode
ficar aquecida e, se for sensivel, pode mover-se ou mesmo ser destruida durante a
observagédo no MEV (17).

Materiais e Métodos

Material

Foram confeccionados por usinagem, corpos-de-prova em aco APl X80, material
usado em dutos de petroleo, para todos os testes. A composicdo quimica, dada em
porcentagem em peso, do aco utilizado est& apresentada na tabela 1. A diferenca no balanco
de massa representa o percentual de ferro.

Antes dos testes os cupons foram jateados com microesfera de vidro em equipamento
Poloar, cabine pp 50 para retirada de impurezas e incrustacfes. Apos o tratamento descrito,
0s cupons foram colocados em acetona por 24 horas.

Fluido de processo

Foi utilizado 6leo cru proveniente da producdo de plataformas de petréleo localizados
no ativo norte da Bacia de Campos — RJ. Este 6leo foi coletado no terminal de Barra do
Furado. A temperatura do local de coleta foi de aproximadamente 23° C e salinidade de
70g/L. O o6leo apresenta um BSW (Basic Sediments Water) de 1%. Devido a limita¢do da
capacidade de bombeio do sistema dindmico utilizado, foi necessaria a adi¢do de 12% v/v de
gasolina em 25L de fluido oleoso. O fluido oleoso utilizado para o ensaio apresentou entdo
viscosidade n = 0,02068Pa-s (figura 2). Foi utilizado o0 mesmo fluido para todos os testes.
No inicio dos experimentos foi realizada bioalimentacdo do sistema com culturas de
BANHT e BRS mantidas no laboratorio.

Foi utilizado um sistema dinamico (Figura 3), fechado, onde tanto a base quanto a
tubulacdo foram confeccionados em polipropileno. A tubulacdo possuia 1,9 cm de didmetro
interno, entrada para 20 corpos de prova, conectados a um reservatério de 25 litros de
capacidade com tampa de acrilico. Todas as conexdes foram feitas com material polimérico.
Foi acoplado ao sistema um rotdmetro para medida da vazdo, e sistema de registro para
controle da vazéo. Este equipamento simula as condi¢des de campo, onde a vazao nédo varia
durante o processo. Os dados do processo estdo mostrados na tabela 2:

A circulacédo do fluido foi realizada com auxilio de uma bomba magnética NH-30PX-
T em polipropileno, Motor 10 Watts e 220 Volts, conexdo de sucgdo @ 3/4" Rosca NPT-M,
conexdo de descarga @ 3/4" Rosca NPT-M, Rotor g 62 mm, montagem horizontal, selagem
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com acoplamento magnético, vazdo de 8,3 LPM, pressdo de descarga 3,0 m.c.a., presséo de
succdo afogada, densidade 1, a temperatura ambiente.

Com a finalidade de simular as condi¢des de escoamento de dleo nos oleodutos e as
condicdes de crescimento das culturas mistas sésseis e planctbnicas antes e ap0s o0
tratamento com produto biocida, foram realizados ensaios em 3 etapas. Para a primeira etapa
foram colocados 15 corpos-de-prova no sistema, onde a cada periodo de tempo eram
retirados 3 corpos-de-prova (2 para MEV e 1 para anélise microbiolégica e contagem de
pites) constituindo o ensaio 1. Apos a retirada de todos os corpos-de-prova do ensaio 1
foram colocados 10 corpos-de prova e expostos por 15 dias para a formacéo do biofilme, em
seguida foram acrescentados mais 10 corpos de prova, completando os 20 espacgos do
sistema. Foram adicionados entdo 30 ppm do agente biocida THPS. Apos 24 horas da adi¢éo
do biocida iniciou-se a avaliacdo da cinética de formacdo do biofilme (ensaio 2) e a
avaliacdo do comportamento do biofilme ja formado (ensaio 3). Abaixo estdo descritos mais
detalhadamente as etapas realizadas.

Ensaio 1 — Avaliacdo da cinética de formacdo do biofilme em fluido oleoso

Avaliacdo da cinética de formacédo do biofilme para periodos de 24, 96, 168, 264 e 360
horas por microscopia eletrénica e contagem bacteriana. Foram avaliados 15 cupons, sendo
5 para andlises por MEV em amostras submetidas ao protocolo 1 de preparo (1 cupom para
cada tempo), 5 para analises por MEV em amostras submetidas ao protocolo 2 de preparo (1
cupom para cada tempo) e 5 para contagem bacteriana (1 cupom para cada tempo). Foram
analisadas bactérias redutoras de sulfato (BRS) e bactérias anaerdbicas heterotréficas
(BANHT).

Ensaio 2 — Avaliacdo da cinética de formacdo do biofilme com adigdo prévia de
THPS

Avaliacdo da cinética de formacédo do biofilme nos periodos de 24, 96, 168, 264 e 360
horas por MEV e contagem bacteriana, sob a influéncia de 30ppm de agente biocida THPS
(sulfato tetrakishidroximetilfosfénio). Foram analisados 10 cupons, sendo 5 para analises de
microscopia (1 cupom para cada tempo) e 5 para contagem bacteriana (1 cupom para cada
tempo). Foram quantificados 0s mesmos grupos bacterianos do ensaio 1. Para a anélise por
MEYV foi utilizado o protocolo 1 de preparo de amostra.

Ensaio 3 — Avaliacdo da cinética de formacdo do biofilme com adic¢éo posterior de THPS

Avaliacdo da influéncia da adicdo de THPS (concentracdo 30ppm) sobre o biofilme ja
formado, a retirada dos cupons ocorreram nos periodos dos ensaios anteriores (24, 96, 168,
264 e 360 horas). Foram analisados 10 cupons, sendo 5 para analises de microscopia (1
cupom para cada tempo) e 5 para contagem bacteriana (1 cupom para cada tempo). Foram
guantificados os mesmos grupos bacterianos do ensaio 1. Para a analise por MEV foi
utilizado o protocolo 1 de preparo de amostra.

Para ambos o0s ensaios, ap0s a retirada do sistema, 0s cupons destinados a contagem
microbiana eram recolhidos em frascos contendo solugédo redutora, submetidos a raspagem
do biofilme e posterior tratamento com ultra-som (choque de 5s), a suspensdo celular
formada era utilizada para as quantificagdes bacterianas. Foram utilizados meios de cultura
especificos para as bactérias avaliadas, como descrito (..). As bactérias foram inoculadas
através da técnica das diluicbes sucessivas e posteriormente quantificadas obtendo-se ao
final do periodo de incubagdo para cada grupo (28 dias & 30+1°C) o nimero mais provavel
de células (NMP). Os cupons destinados para analise por microscopia eletronica de
varredura foram coletados em solucdo de tampéo cacodilato contendo Tween 80. Para o
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ensaio 1 foram utilizados dois protocolos diferentes de preparo das amostras para analise por
MEYV . Abaixo estdo descritos tais protocolos:

Protocolo 1 — os cupons foram lavados em solugédo de tampéo cacodilato 0,1M com 3
gotas de tween 80 por 30 minutos, depois fixados por 3 horas em solugédo de glutaraldeido
5% em tampdo de cacodilato 0,1M, pH 7,6 a temperatura ambiente. Apds a retirada do
fixador os cupons foram lavados novamente em solucdo de tampéo cacoditato 0,1M por 30
minutos, e em seguida, dessalinizados e parcialmente desidratados. A dessalinizacdo
consistiu em lavagens sucessivas em solu¢cdes contendo &gua do mar sintética esterilizada e
agua destilada também estéril em diferentes proporcdes, comecando da solucdo mais
concentrada (30% de agua destilada) até chegar a 100% de &gua destilada. Para a etapa de
desidratacdo mergulha-se a amostra em diversas solucdes apresentando concentracfes
crescentes de acetona em agua destilada entre 30% v/v e 100% v/v.

Protocolo 2 — Apds a retirada do sistema, 0s cupons foram lavados em solucdo de
tampdo cacodilato 0,1M com 3 gotas de Tweem por 30 minutos, depois fixados por 3 horas
em solucéo de glutaraldeido 5% em tampdo cacodilato 0,1M, pH 7,6 a temperatura ambiente
e protegido da luz. Apés a retirada do fixador os cupons foram lavados novamente em
solucdo de tampdo cacoditato 0,1M por 30 minutos, e em seguida, pds-fixados por 1hora em
tetroxido de ésmio (OsO4) em tampdo cacodilato 0,1 M no escuro. Apos esta etapa 0
procedimento foi semelhante ao descrito anteriormente.

Para as duas metodologias a secagem das amostras era concluida no aparelho de
Ponto Critico modelo CPD-030 do fabricante Balzers. Apds estes procedimentos as
amostras foram metalizadas no equipamento Sputter Coater Bal-Tec SCD 005 com alvos de
prata (Ag) e com Carbon Evaporation Supply Bal-Tec CEA 035. Posteriormente, foi
realizada analise por MEV e EDX utilizando um Microscopio Eletronico de Varredura
(MEV) Leica S440 (Figura 31), equipado com sistema de microanalise por dispersdo de
energia (EDS) Link ISIS L300 com detetor de SiLi Pentafet, janela ultrafina ATW II, de
resolucdo de 133 eV para 5,9 keV e software para operacdo automatica, inclusive do MEV.
A metalizagdo com a prata tem o0 objetivo de visualizar o enxofre presente na amostra
através da analise de EDS, tendo em vista que outros metais como o ouro, se superpdem ao
pico do enxofre, impossibilitando a sua visualizacao.

Para os demais ensaios (2 e 3) Foi utilizado o protocolo 1 de preparo de amostras.

Para a contagem dos pites formados a medida que os cupons eram retirados do sistema,
eram preservados em verniz. Ap6s secagem dos cupons, estes foram acondicionados em
dessecador. Antes de realizar o procedimento para contagem de pites, as amostras foram
submetidas ao ultrassom por 25 minutos com acetona para remocao do verniz. Apés esta
etapa a acetona foi retirada e as amostras foram colocadas em solugdo de Clarke por 10
minutos, lavadas em agua e preservadas em acetona. O processo foi realizado em capela.

As amostras ap06s o procedimento foram levadas ao microscépio 6tico utilizando como
auxilio o programa Axion Vision. A contagem de pites foi realizada conforme a norma
Standard Guide for Examination and Evaluation of Pitting Corrosion (G 46-94) — Annual
Book of ASTM Standard, onde s&o analisadas 15 (quinze) areas de 1.47E -6 m. Para cada
pite foram medidas a area (abertura) e a profundidade.
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Resultados e Discussao

Quantificacdo microbioldgica nos ensaios realizados

Foi realizada a quantificacdo das bactérias plancténicas no inicio e no final dos
experimentos. Avaliou-se o crescimento de BANHT, BRS. Os resultados (tabela 3)
mostraram uma diminuicdo do ndmero de células viaveis, para 0s dois grupos bacterianos,
ao final dos experimentos. Para o0 ensaio 1 estes resultados evidenciam um ambiente
desfavoravel nutricionalmente para a propagacdo celular. Para os ensaios 2 e 3 pode ser uma
evidéncia da acdo biocida. Para os ensaios 2 e 3 ndo foi detectada a presenca de BRS e o
namero de células cultivaveis de BANHT também diminuiu uma ordem de grandeza em
relacdo ao periodo anterior a adicdo do biocida. Estes resultados demonstraram uma maior
resisténcia do grupo das BANHT em relacdo as BRS. Convém ressaltar que este grupo
apresenta uma maior abrangéncia de espécies bacterianas quando comparado com 0 grupo
da BRS, o que aumenta a probabilidade de existéncia de espécies mais resistentes a acdo
biocida.

Convém ressaltar que para os ensaios 2 e 3 foi utilizado o mesmo fluido, sendo
portanto 0 mesmo numero de células planctdnicas. A tabela 3 apresenta estes resultados.

A concentracdo de bactérias planctonicas presentes no fluido de processo exerce um
papel fundamental na determinacdo da taxa inicial de coloniza¢do microbiana da superficie.
Ap0s a adesdo, a populacdo bacteriana séssil torna-se independente da planctonica (18).

Os resultados da contagem de bactérias sésseis evidenciam que o grupo das BANHT
foi o unico que demonstrou capacidade de adesdo e viabilidade celular nas condigfes
experimentais ensaiadas. A figura 4 apresenta os resultados do monitoramento deste grupo
ao longo do tempo de processo para 0s 3 ensaios. Observa-se que com 96 horas de
exposicdo houve uma diminui¢do da concentracdo celular no biofilme. Este fato pode ser
explicado pela instabilidade do biofilme neste momento. Possivelmente, neste periodo
inicial, o biofilme ndo esta fortemente aderido (maduro). Devido ao regime turbulento de
fluxo ocorre o fendmeno de destacamento ocasionando uma diminuicdo do numero de
células aderidas. Este fenébmeno foi mais evidente para o0 ensaio 1. Nota-se que independente
da adicdo ou ndo de biocida este fendmeno € sentido. Para o ensaio 1 no entanto, apds 168
horas de processo ocorre uma recuperacdo do numero de células viaveis atingindo um valor
maximo ao final do experimento (360 horas). Para o ensaio 2 a diminui¢do do numero de
células viadveis se mantém até as 264 horas de processo s6 havendo recuperacdo ao final do
experimento. Para o0 ensaio 3 com 264 horas ja observa-se uma recuperacdo bacteriana que
também atinge um valor maximo ao final do experimento. Estes resultados evidenciam que a
acao do biocida sobre o biofilme j& formado é menos efetiva comparada a adi¢do antes da
formagéo do biofilme. Como reportado na literatura (19) uma vez formado o biofilme a a¢do
biocida € menos efetiva devido aos diversos mecanismos de defesa realizados pelos
microrganismos como a producao de material polimérico extracelular.

As imagens por MEV (figura 5) evidenciaram que ap0s 24 horas de exposigdo ao
fluido oleoso, 0s cupons apresentam depositos irregulares na sua superficie, possivelmente
de produtos de corrosdo, sem formacdo de biofilme. Apds 96 horas é possivel observar o
inicio da formacdo de matriz extracelular. Para o ensaio 1 ndo é detectada a presenca de
bactéria. Para 0s ensaios 2 e 3 observa-se a presenca de material extracelular e bacterias
isoladas, ndo caracterizando a presenca de biofilme. Com 168 e 264 horas de exposicdo
ainda ndo é observada a presenca de biofilme apenas de material polimérico. Apds 360 horas
de processo observa-se grande quantidade de material extracelular, o que é um ndicativo da
presenca de micro-organismos. Para 0 ensaio 1 ndo foram observadas bactérias. Para o
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ensaio 2 observa-se bactérias isoladas e para 0 ensaio 3 evidencia-se a presenca de um
biofilme maduro. A dificuldade de observacdo dos micro-organismos presentes nos
biofilmes através das imagens por MEV, evidencia a necessidade de um tratamento
diferenciado nas amostras que sdo submetidas a fluido com alto teor de 6leo. Foi realizada,
neste trabalho, alteracdo no protocolo 1 de preparo de amostras a fim de obtermos imagens
mais representativas do processo. Estes resultados serdo apresentados posteriormente.

As analises de EDS (Figura 6) realizadas nos cupons de 360 horas de exposicdo
mostram para o0 ensaio 1 maiores teores de carbono e oxigénio e menores teores de ferro.
Este resultado representa a regido com maior concentragdo de material polimérico
extracelular. Para o ensaio 2 observa-se a presenca de sulfeto, possivel produto do
metabolismo bacteriano. Outros produtos como oOxidos, hidréxidos e carbonatos também
podem estar presentes, misturados na matriz extracelular. Foi observada a mesma
caracteristica no ensaio 3.

Foi realizada a contagem dos pites formados nos cupons expostos ao fluido oleoso para
0s mesmos periodos do monitoramento microbiol6gico e de imagem. A figura 7 apresenta
os resultados destas contagens.

Observa-se um perfil de comportamento semelhante ao monitoramento bacteriano.
Para o0 ensaio 1 ocorre uma peguena diminuicdo da densidade de pites com 96 horas de
exposicao e posteriormente um aumento gradativo até ao final do experimento. Para o ensaio
2, com 96 e 264 horas de processo ocorre uma menor densidade de pites havendo um
aumento com 360 horas de experimento. Para o ensaio 3 com 168 horas de processo é
apresentado o menor valor de densidade, perfil andlogo a quantificacdo bacteriana. Esta
semelhanca de comportamento entre o nimero de células viaveis e a densidade de pites,
evidencia a forma de corrosdo ocasionada pelas bactérias envolvidas no processo.

Os pites identificados foram micropites com baixa densidade. A densidade de pites foi
inferior ao menor indice estabelecido na norma ASTM G-01, referéncia da avaliacgéo.

Para o ensaio 1 realizou-se a preparacdo de amostras para analise por MEV também
segundo o protocolo 2 a fim de compararmos as imagens obtidas apds a utilizacdo das duas
metodologias. A figura 8 apresenta as imagens obtidas.

Para as imagens obtidas apds preparo das amostras de acordo com o protocolo 2, onde
foi realizada uma alteracdo utilizando uma pés-fixacdo com tetroxido de 6smio, foi possivel
observar mais detalhe do biofilme na superficie metalica. O tetroxido de ésmio protege as
lipoproteinas naturais dos tecidos evitando sua ruptura e coagulacdo. Essa observacdo ndo
foi detectada apenas na analise de imagem mas também ao longo do processo de
dessalinizacdo e desidratacdo. Quando comparamos o0s procedimentos realizados para o
protocolo 1 e 2, observamos que no primeiro, a medida que passamos pelas etapas de
dessalinizacao e desidratacdo o 6leo presente no fluido vai sendo retirado ao longo destes.
Para o protocolo 2 ndo ocorre este despreendimento. Os micro-organismos presentes
encontram-se na interface 6leo-agua. Com o despreendimento do 6leo, possivelmente sdo
arrastados micro-organismos ocasionando uma diminuicdo destes nos biofilmes observados.
Este fato pode ser constatado pela imagem do biofilme ap6s 360 horas de exposi¢édo. Para o
protocolo 1 ndo foi observada presenca de bactéria, diferentemente do protocolo 2 onde
pode ser observada grande concentracdo bacteriana.
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Conclusoes

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que a a presenca de fluido com alto teor de dleo
retarda a formacdo de um biofilm maduro. A adicdo de biocida anterior a formacdo de
biofilme promove uma cinética de deposi¢do também mais lenta sendo formado um biofilme
maduro apenas com 360 horas de processo. Pode-se concluir também que a utilizacdo de
tetroxido de 6smio no preparo de amostras para analise por MEV, proporcionou uma melhor
fixacdo das bactérias presentes nos biofilmes sendo, portanto, uma estratégia importante no
preparo de amostras para obtencdo de imagens mais representativas dos biofilmes formados.
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Figura 1 — Suporte com o corpo de prova

Tabela 1 — Composic¢ao quimica dos acos API X80 (% em peso).

Bpa | T hn| 51 |F 5 Hh W M |[Ti Cr | Mb| Al
HE0

0,05 1,77 | 0,22 {0,015 0,003| 0,062 |0,020( 0,030{0,018 |0,13{0,26 | 0,030

T (Pa)

1 = 0.02068

0.01 L L
1 10 100 1000

7 (17s)
Figura 2 - Anélise da viscosidade do 6leo
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Figura 3 — Sistema dinamico.

Tabela 2 — Dados do processo.

+ Vazio: + Temperatura:

83 LPM 3241 °C

+ Vebcidade de escoamento: + Regime de processo:
05 m's Turbulento Re= 9 481

Tabela 3 - Crescimento de bactérias Planctonicas nos ensaios 1, 2 e 3

BANHT BRS
Tempo de processo (horas)

Ensaiol |Ensaios2e3 |Ensaiol |Ensaios2e 3
24 6,90E+04 | 3,30E+03 6,90E+03 |1,1E+01
360 3,30E+03 | 6,90E+02 1,1E+01 ND
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Figura 4 - Cinética de formacao de biofilme em condi¢des dinamicas
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Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

Figura 5 — Cinética de formagcéo do biofilme — Analise por MEV (aumento 20KX)
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Figura 6 — Anélise por EDS - cupons expostos por 360 horas
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Figura 7 — Analise da densidade de pites nos ensaios realizados
PROTOCOLO2

P,

Figura 8 - Cinética de formacao do biofilme (ensaio 1) — Andlise comparativa das
imagens por MEV (aumento 10K X) obtidas ap6s preparo por dois protocolos
diferentes.
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