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Abstract

The sulfate-reducing bacteria (SRB) are considered the main microorganisms involved in
microbial corrosion. The sulphate reduction by these bacteria results in the generation of
hydrogen sulfide (H,S) and can influence the processes in the anodic and cathodic corrosion
of materials. In this work the microbiological corrosion behavior of the carbon steel AISI
1020 was evaluated in Postgate C medium, in the presence and absence of SRB for 35 days.
The mechanisms of corrosion were investigated by the quantification of sessile and planktonic
cells, potentiodynamic polarization method and electrochemical impedance spectroscopy
(EIS). Quantification assa%/s showed that the maximum value attained by planktonic
population was on the 14" day and the sessile population was on day 21, when it was
observed an intense formation of FeS precipitate. The corrosion current density was always
higher in the medium with SRB, especially at higher immersion times, proving that the
presence of these bacteria enhances the corrosion process of carbon steel. The study revealed
that higher impedance values were found in the 21" day of immersion, and the biofilms
formed showed a porous and unstable character.
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Resumo

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo consideradas os principais micro-organismos
envolvidos no processo de corrosdo microbioldgica. A reducdo do sulfato por estas bactérias
resulta na producdo de acido sulfidrico (H,S), podendo influenciar os processos anodico e
catédico na corrosdo de materiais. Neste trabalho, o comportamento da corrosdo
microbiologica no aco carbono AISI 1020 foi avaliada em meio Postgate C, na presenca e na
auséncia de BRS durante 35 dias. Os mecanismos de corrosao foram investigados através da
quantificacdo das celulas plancténicas e sésseis, pelo método de polarizacdo potenciodinamica
e pela espectroscopia de impedéncia eletroquimica (EIS). Os ensaios de quantificagdo
mostraram que o valor maximo alcancado pela populacdo plancténica foi no 14° dia e na
populacdo séssil foi no 21° dia, sendo observada uma intensa formacéo de precipitado de FeS.
A densidade de corrente de corrosdo foi sempre mais elevada no meio com BRS em
comparagdo ao meio sem BRS, especialmente em maiores tempos de imersdo, comprovando
que a presenca destas bactérias intensifica o processo corrosivo do aco carbono. O estudo de
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impedancia revelou que maiores valores foram encontrados no 21° dia de imerséo, e que 0
biofilme formado apresentou um caréter poroso e instavel.

Palavras-chave: BRS, corrosdo microbioldgica, impedancia, aco carbono AISI 1020,
polarizacao.

1. Introducéo

A corroséo, em suas diversas formas, pode causar danos em pontes, embarcacdes, plataformas
e em oleodutos (1). Estima-se que cerca de 20% desses danos € devido a biocorrosédo (2),
também chamada de corrosdo microbiologicamente induzida (CMI), que é um processo
eletroquimico de dissolucdo metalica iniciado ou acelerado por bactérias e outros micro-
organismos através de suas atividades metabdlicas (3).

A interacdo da bactéria com a superficie do metal resulta na formacdo de biofilmes, que
podem afetar severamente a cinética de reacfes catodicas e/ou anodicas de um processo (4).
Uma parte significativa deste processo deve-se a corrosdao influenciada por Bactérias
Redutoras de Sulfato (BRS). As BRS sé&o micro-organismos anaerobios, porém ha relatos em
que elas consigam suportar pequenas concentracbes de oxigénio molecular (5,7). Elas
apresentam como principal caracteristica a utilizacdo do ion sulfato como aceptor final de
elétrons para realizacdo do seu processo bioenergético, tendo como produto final o gas sulfeto
de hidrogénio (H.S), que é toxico e corrosivo (8).

A participacdo das BRS em processos corrosivos tem sido relatada em estruturas metalicas,
sistemas de abastecimento de &agua, revestimentos de pocos petroliferos, tubulacbes
enterradas, pocos de agua profundos e sistemas de resfriamento (9).

Varios mecanismos de CMI em materiais metalicos, sob condi¢bes anaerobias, sédo
amplamente aceitos para explicar a acdo das BRS nos processos corrosivos, tais como a teoria
da despolarizacdo catddica, formacdo de células de aeracdo diferencial e a producdo de
sulfetos (10). Atualmente, pesquisas tém sido feitas para investigar a formacgéo de biofilmes
na corrosao de ligas de aco usando varias espécies de BRS (3, 9, 11, 12).

No presente trabalho, o comportamente da corrosdo microbioldgica do aco carbono 1020 foi
avaliado em agua do mar sintética, em condic¢Bes de anaerobiose, na presenca e na auséncia de
BRS. Os objetivos foram quantificar a populacdo planctonica e séssil de BRS, isolada de uma
tubulagdo submersa na Baia de Guanabara - RJ, e avaliar a corrosdo através dos métodos
eletroquimicos de curvas de polarizacao e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS).

2. Metodologia

2.1 Cupons metalicos

Foram confeccionados cug)ons metalicos retangulares de aco carbono 1020 com uma area
média em torno de 3 cm® para 0s ensaios de polarizacdo e espectroscopia de impedancia
eletroquimica. Os cupons foram polidos com lixas d’agua de granulometria de 100 a 600
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mesh, lavados com agua destilada e alcool etilico, secos com jato de ar quente e em seguida
acondicionados em dessecador até 0 momento de imersdo no meio corrosivo. Além disso, 0s
corpos de prova foram ligados a um fio condutor de cobre e embutidos em resina epoxi, para
que apenas uma de suas faces ficasse exposta na solucéo.

2.2 Micro-organismo e Cultivo

Uma cultura mista de BRS foi isolada de uma amostra de ferrugem presente numa tubulacéo
submersa na Baia de Guanabara - RJ. A camada de ferrugem foi raspada e em seguida
inoculada em frascos de 50 mL contendo meio Postgate C modificado (8). Este meio seletivo
favorece o crescimento do grupo de interesse, inibindo o crescimento de outras espécies
bacterianas. Assim, o meio foi preparado com agua do mar sintética (13) sob purga de
nitrogénio, sendo o pH ajustado para 7,6 com a solugdo de NaOH 1 mol/L. Em seguida, o
meio foi distribuido nos frascos adequados e esterilizado em autoclave por 15 minutos a
121°C. Os frascos inoculados foram incubados em estufa a uma temperatura de 30°C.

2.3 Procedimento Experimental

Os ensaios de biocorrosdo foram conduzidos em frascos de 100 mL de capacidade,
denominados reatores, contendo para os ensaios em branco, 80 mL de meio Postgate C e para
0s ensaios com BRS, 80 mL do meio em questdo inoculado a 10% v/v. Antes da inoculacéo,
os reatores (ja contendo o meio) foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121°C,
em seguida o meio foi purgado com géas nitrogénio, a fim de remover o oxigénio dissolvido. O
inéculo foi adicionado numa concentracdo inicial de 4,5 x 10° células/mL e os cupons
metalicos foram imersos nos reatores, apos serem esterilizados em fluxo laminar pela acéo da
luz ultravioleta (UV). O tempo total dos ensaios foi de 35 dias, com retirada de amostras a
cada 7 dias.

2.4 Quantificacéo das BRS

A estimativa da populacdo de BRS foi realizada empregando-se 0 método do NUumero Mais
Provavel (NMP n=3). O meio de cultivo selecionado foi o Postgate E semi-sélido modificado
(8). A presenca de BRS em tubos e frascos foi avaliada pela formacdo do precipitado
escurecido de sulfeto ferroso. O tempo de incubagéo foi de 28 dias a 30 °C.

Para a quantificacdo das células sésseis, o cupom metélico foi retirado assepticamente do
meio corrosivo e transferido para um frasco contendo solucdo de diluicdo (13) para extrair o
biofilme ali aderido. O corpo de prova foi entdo agitado em vortex por 4 minutos e depois
sonificado por 2 minutos em sistema de limpeza ultrassénica - BRANSON 200. Apés a
remoc&o do biofilme, foram retiradas aliquotas da suspensédo para quantificagdo de BRS.

2.6 Técnicas eletroquimicas

Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados com um potenciostato/galvanostato
Autolab modelo PGSTAT302N e uma célula contendo trés eletrodos: o préprio eletrodo de
aco exposto ao meio em questdo (eletrodo de trabalho), o eletrodo de referéncia de
calomelano saturado, e um contra-eletrodo de platina.
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Os ensaios de polarizacao foram conduzidos em triplicata e os de impedancia em duplicata, a
excecédo do branco em que ndo foram utilizadas replicatas. Ambos os ensaios foram realizados
a cada 7 dias.

Curvas de polarizacdo potenciodindmica: As curvas de polarizacdo foram determinadas em
uma faixa de potencial de -1,2 V (ECS) com uma velocidade de varredura de 20 mV/s (14,
15), apds a estabilizacdo do potencial de circuito aberto.

Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS): Este experimento foi
empregado para investigar as propriedades eletroquimicas da superficie do metal corroido
ap6s a imersdo no meio Postgate C. A faixa de freqiiéncia submetida foi de 10° Hz a 0,001
Hz, com aquisi¢do de 10 pontos por década. A amplitude do sinal de tensdo senoidal foi de
10mV (16).

3. Resultados e discussao

3.1 Avaliagéo do Crescimento Microbiano

A quantificacdo das BRS foi feita no fluido do ensaio (células plancténicas) e nas bactérias
aderidas ao substrato metalico (células sésseis) a cada 7 dias. Os resultados obtidos na
contagem das bactérias planctonicas realizadas pela técnica do NMP estdo apresentados na
Figura 1.
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Figura 1 - Colonizagdo de BRS planct6nicas
ao longo de 35 dias de ensaio

A Figura 1 mostra que, decorridos 7 dias, houve um aumento consideravel no nimero de
células planctonicas de BRS. No 14° dia de ensaio a populacdo de BRS alcangou o seu valor
méximo (7,5 x 10° células/mL), sendo observado um intenso enegrecimento no fluido do
processo, devido a formacdo do precipitado de FeS (1). A partir desse estagio, porém, pode-se
notar um decréscimo significativo do nimero de células plancténicas. Esta queda pode estar
relacionada a falta de nutrientes e/ou a geracédo biogénica do sulfeto de hidrogénio, o qual é
considerado um inibidor de crescimento quando presente em concentragdes elevadas (17). A
partir do 21° dia de ensaio, o numero de celulas plancténicas diminui em uma ordem de
grandeza, mantendo esta proporcdo até o final do ensaio. Paralelamente, foi constatado
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atraves de fotografias superficiais dos corpos de prova feita em microscopio estereoscopio
(dados ndo mostrados) (13), que a espessura do biofilme aderido a superficie do metal
aumentou neste estagio. Esse fato sugere que houve aumento no nimero de bactérias aderidas
a superficie do metal e diminui¢do do numero de células em solugao.

A seqguir, estdo registrados na Figura 2 os resultados obtidos na contagem das células sésseis,
apos remocdo do biofilme aderido a superficie do metal, também pela técnica do NMP,
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Figura 2 - Colonizacao de BRS sésseis
ao longo de 35 dias de ensaio

Analisando o crescimento das células sésseis, é possivel observar que a maior concentragdo
de bactérias ocorreu no 21° dia de ensaio, sendo justamente o dia em que se observou uma
reducdo no numero de células planctdnicas. A partir do 28° dia ocorreu uma reducdo
consideravel no numero de bactérias sésseis aderidas ao biofilme, embora as concentragdes se
mantivessem ainda maiores do que aquelas verificadas nas células planctonicas. A queda na
concentracdo de células sésseis no sistema pode ser atribuida também & falta de nutrientes
e/ou ao aumento da concentracédo de H,S.

3.4 Analises eletroquimicas
3.4.1 Curvas de polarizacdo anodica e catodica com parametros eletroquimicos

Na Figura 3 sdo mostrados os resultados das curvas de polarizagdo anodicas e catddicas do
aco obtidas no meio Postgate C na auséncia de BRS (A) e na presenca de BRS (B).

E possivel observar que ndo ha mudancas significativas na forma das curvas de polarizacio
anodicas e catodicas do aco carbono 1020 na auséncia e presenca de BRS. Esse resultado
sugere que 0s mecanismos dos processos anodicos e catodicos no referido agco ndo mudam
essencialmente nos sistemas contendo BRS, conforme observado por Kuang et al. (15).
Contudo, verifica-se um deslocamento das curvas anddicas e catodicas para maiores valores
de densidade de corrente, quando 0 ago esta exposto ao meio contendo micro-organismos
(Figura 3B). Isto ocorre para todos os tempos de exposic¢ao estudados, exceto para o tempo 0,
que equivale a duas horas de exposicdo. Este resultado sugere que a presenca de BRS atua
sobre ambas as semi-reagdes eletroquimicas (catddica e anddica).
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Figura 3 - Curvas de polarizacdo do aco carbono 1020 no
meio Postgate C, na auséncia (A) e na presenca (B) de BRS.

Adicionalmente, a Figura 4 mostra os valores da variagdo média da densidade de corrente de
corrosdo para cada tempo, onde se constata que a condi¢cdo mais agressiva para 0s corpos de
prova foi sempre obtida na presenca das BRS, aumentando intensamente com o tempo de
exposicédo, até 28 dias. Esse resultado mostra que, realmente, 0s micro-organismos possuem
um efeito acelerador na oxidacio do ago carbono. E interessante notar que este aumento ja
ocorre apos 7 dias de imersdo. Por outro lado, a densidade de corrente de corrosdo para o
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meio sem BRS mantém-se praticamente constante, havendo um pegueno aumento entre 14 e
21 dias de exposigéo.
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Figura4 - Variacdo média da densidade de corrente
de corrosdo com o tempo (dias).

Os parametros eletroquimicos correspondentes ao potencial de corrosdo e a densidade de
corrente de corrosdo, obtida da extrapolagéo das retas de Tafel (Figura 3), podem ser melhor
visualizados na Tabela 1.

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

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

Na Tabela 1, percebe-se que a diferenca entre os valores de densidade de corrente de corroséo
obtidos nos ensaios nos meios com e sem BRS é de duas ordens de grandeza para 0s maiores
tempos de imersdo (28 e 35 dias), conforme ja foi observado na Figura 4. O maior valor de
densidade de corrente de corrosdo foi obtido no meio com BRS, em 28 dias de imersdo. Dessa
forma, o aumento da densidade de corrente de corrosdo pode estar relacionado a um processo
de aeragdo diferencial, em fungdo de um biofilme mal formado, bem como a presenca de
produtos metabdlicos que foram produzidos e permaneceram na superficie do metal,
aumentando o processo corrosivo (13).

3.4.2 Analises de EIS

A Figura 5 mostra os diagramas de Nyquist para 0 ago carbono 1020 sem e com BRS durante
os 35 dias de ensaio.
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Figura 5 — Diagramas de Nyquist do aco carbono 1020 no meio Postgate C

(A) na auséncia de BRS, (B) na presenca de BRS e (C) diagrama ampliado de (B)

Os diagramas apresentados na Figura 5 mostram diferentes comportamentos nas duas
condigdes estudadas ao longo do tempo. Para o ensaio em meio Postgate C sem a presenca de
BRS, observa-se uma diminuicdo na magnititude da impedancia nas primeiras semanas de
exposicdo ao meio corrosivo e depois observa-se um aumento para maiores dias de exposi¢do
(28 e 35 dias), conforme mostra a Figura 5A. Neste caso, os valores de impedancia foram
menores em relagdo ao ensaio com BRS (Figura 5B), devido provavelmente ao tipo de filme
formado, o qual ndo tem origem biogénica (1,5).

Ja na presenca de BRS, observa-se que no 21°dia maiores valores de impedancia foram
obtidos. Este comportamento pode ser atribuido ao maior nimero de células sésseis
quantificadas pela técnica do NMP para este tempo, conforme visto na Figura 2. Portanto, este
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aumento da impedéancia deve-se, provavelmente, ao aumento da espessura do biofilme e a
camada de produtos de corrosdo excretados pelas bactérias, conforme observado por Duan et
al. (2).

Apds 21 dias, verifica-se na Figura 5C, uma reducdo nos valores de impedancia,
possivelmente, decorrente da instabilidade do biofilme e da formacdo de produtos de corrosao
porosos e com baixa aderéncia. Este resultado concorda com os resultados de polarizacéo,
onde o maior I, foi obtido em 28 dias de imersdo (Figura 4) e com o decréscimo do numero
de bactérias sésseis (Figura 2), a partir de 21 dias. Segundo Heitz et al. (2), filmes finos de
FexSy podem ser instaveis, e a presenga de pequenas rupturas ou poros nestes filmes resultam
em atividades bacterianas localizadas, causando corroséo por pites.

A literatura revela que ha divergéncias entre os estudos de impedancia quando comparados

aos de polarizagdo usando cultura pura de BRS. Porém ndo ha explica¢es concisas para este
fendmeno (1,18).

Conclusodes

O estudo da comunidade microbiana é de suma importancia para poder compreender melhor a
corrosdo microbiologicamente induzida.

Em geral, os ensaios realizados em laboratorio confirmam que as BRS desempenham um
papel importante na corrosdo do ago carbono 1020. Isto é devido, provavelmente, a
capacidade das BRS em se aderir facilmente a substratos metélicos, formando biofilmes que
favorecem as reacOes eletroquimicas no meio de cultura liquido.

Os ensaios de impedancia mostraram que o biofilme formado na superficie do aco era instavel
e por isso observou-se variacdes na magnitude da impedancia.
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	Foram confeccionados cupons metálicos retangulares de aço carbono 1020 com uma área média em torno de 3 cm2 para os ensaios de polarização e espectroscopia de impedância eletroquímica. Os cupons foram polidos com lixas d’água de granulometria de 100 a...

