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Resumo

A presenca de micro-organismos pode acelerar a corrosdo do substrato ao qual
estd aderido, ou mesmo proteger a superficie do metal. O principal objetivo do
estudo realizado foi analisar a influéncia da presenca de biofilmes microbianos de
klebsiella sp e kloeckera apis na resisténcia a corrosdo do aco inoxidavel AISI 316
em solucdo de NaCl 0,9%. Foram utilizadas as técnicas eletroquimicas de
espectroscopia de impedancia eletroquimica e polarizacdo anddica, além de
observar as amostras por microscopia 6tica. Os ensaios eletroquimicos, bem como
as microscopias Oticas, mostraram que a presenca do biofilme prejudica a
resisténcia a corrosdo do material analisado.
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Polarizacéo anddica; Microscopia Otica.

EFFECT OF Kloeckera apis AND Klebsiella sp IN AISI 316 STAINLESS STELL
Abstract

The presence of microorganisms may accelerate the corrosion of the substrate to
which is attached, or protect the metal surface. The aim of this study was investigate
the influence of klebsiella sp and kloeckera apis biofilm on the corrosion of AISI 316
stainless steel in NaCl 0,9% solution. The electrochemical techniques employed
were: electrochemical impedance spectroscopy and anodic polarization. The
samples were observed by optical microscopy. The tests performed as well as optical
microscopy showed a decrease of corrosion resistance for the material covered by
biofilm.
Keywords: Corrosion; Electrochemical impedance spectroscopy; Anodic
polarization; Optical microscopy.
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1 INTRODUCAO

A corrosdo induzida por micro-organismos é aquela em que a corrosdo do material
metélico se processa sob a influéncia de micro-organismos.) Nos processos de
biocorrosdo, os micro-organismos, apesar de influenciarem na deterioragdo do
metal, ndo alteram a natureza eletroquimica da corrosao.

Superficies metalicas séo rapidamente colonizadas por micro-organismos em
contato com ambientes aquaticos naturais ou industriais, fazendo surgir o biofilme,
cuja acumulagcédo ndo apenas protege as células microbianas, mas também pode ser
prejudicial & superficie a qual esta aderido.®

Apesar de o termo corroséo influenciada microbiologicamente ser normalmente
interpretado como indicativo de um crescimento da taxa de corrosao devido a
presenca de bactérias que aceleram as taxas de reacdo anddica e/ou catddica,
pesquisas realizadas sugeriram que a inibicdo da corrosdo por micro-organismos é
um fendmeno mais comum do que se havia assumido.®

O estudo da corrosdo em um metal exposto a acdo de micro-organismos, pode
fornecer dados importantes para uma posterior prevengao a corrosao.

Entre os métodos de estudo da corroséo eletroquimica, a polarizacéo é fundamental.
Esse método consiste em realizar uma eletrélise, utilizando como eletrodo e
eletrélito, respectivamente, o metal e o meio cuja interacdo se deseja estudar.?

Os meétodos de polarizagdo, se bem compreendidos, permitem a obtencdo de
parametros importantes para a avaliacdo do desempenho de diferentes materiais
frente a corrosao.

Alguns metais podem tornar-se passivos em ambientes corrosivos, como 0S acos
inoxidaveis. Esse tipo de aco tem elevada resisténcia a corrosdo devido a formagéo
de um filme de 6xido de cromo, que protege a superficie do meio externo.

E de grande importancia a complementacdo dos métodos de polarizagdo com a
técnica de impedancia eletroquimica. A espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE) atua como um poderoso método de analise, fornecendo boas informagfes no
processo de corrosdo.) Por meio dessa técnica é possivel obter dados como a
resisténcia e capacitancia do filme passivo.

Os principais objetivos do estudo realizado foi quantificar a adesdo dos
microrganismos klebsiella sp e kloeckera apis, por meio do nimero de unidades
formadoras de coldnia por unidade de area (UFC/cm?) do aco AISI 316 e analisar a
influéncia desses microrganismos no processo corrosivo do aco inoxidavel AlSI 316,
em solucdo de NaCl 0,9%, por meio de ensaios eletroquimicos de polarizacdo
anodica e impedancia eletroquimica e observacdo das amostras ensaiadas por
microscopia otica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Determinacdo da Adesdo dos Microrganismos sobre Cupons de Aco
Inoxidavel

A adeséo e formacgdo de biofilme em cupons de ago AISI 316 foram avaliadas
quanto ao nimero de células aderidas por cm?. As superficies do ago foram limpas
individualmente com acetona pura, imersos em detergente neutro por 1 h,
enxaguados com agua destilada esterilizada e lavadas com alcool 70% (v/v). Apos
este procedimento, os cupons foram submetidos a uma lavagem adicional com agua
destilada esterilizada, secos por 2 h a 60°C e esterilizados em autoclave
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(121°C/15 min).®) Ap6s esterilizacdo, os corpos de prova foram imersos em 50 ml de
meio rico (BHI ou TSB) juntamente com 10 ml do in6culo dos microrganismos,
previamente ativados e em fase log de crescimento. Os corpos de prova ficaram
incubados em condicdo estatica por trés dias em frasco com meio esterilizado, apés
o0 que foram removidos, lavados com tampéao fosfato (PBS) (pH 7,4) e transferidos
para novo frasco contendo meio BHI e a mesma quantidade de inéculo. Este
processo foi repetido quatro vezes, completando o periodo de 15 dias, com vistas ao
estabelecimento do biofilme.® Ao final dos 15 dias, o nimero de células por cm? de
cada tipo de microrganismo foi avaliado utilizando-se a raspagem com swab
esterilizado. O material coletado foi transferido para tubos contendo 9 ml de agua
peptonada (0,1% p/v) e homogeneizados durante 2 minutos. Aliquotas de 0,1 ml
foram transferidas para meio sélido PCA, incubado por 24 h/37°C, sendo entéo
realizada a contagem, calculando o nimero de UFC/cm?.

Para contagem dos microrganismos foram utilizados trés cupons de aco com
diametro de 1,9 cm, para cada bactéria utilizada.

Esse procedimento foi realizado no laboratério de microbiologia do IFES.

2.2 Polarizacdo Anddica

Os cupons de aco com formacdo de biofiilme foram submetidos a testes
eletroquimicos de polarizacdo utilizando um potenciostato da marca IVIUM,
localizado no laboratorio de corroséo do IFES.

Os ensaios foram realizados em solugéo de NaCl 0,9%. Para montagem do ensaio
foram utilizados trés eletrodos: o eletrodo de referéncia (calomelano), o contra-
eletrodo (platina) e o eletrodo de trabalho (amostra com biofilme). Ap6s conectar os
eletrodos ao aparelho, foi feita uma rampa de potencial de -0,5V a 1,5V, com uma
velocidade de varredura de 1mV/s.

A resposta da corrente em funcao do potencial aplicado permite a obtencdo de uma
curva, a qual possibilita a observacdo de parametros importantes para analise da
resisténcia a corrosdo do material utilizado, como o potencial de corrosédo (Ec) e
potencial de pite (Epite).

2.3 Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIE)

Para complementar os resultados obtidos com os ensaios de polarizacdo, as
amostras com formacdo de biofilme também foram submetidas a ensaios de
impedancia eletroquimica, utilizando um aparelho potenciostato/galvanostato da
marca IVIUM, localizado no laboratério de corrosdo do IFES.

O ensaio foi realizado utilizando uma montagem semelhante ao teste de polarizacéo,
onde € montada uma célula eletroquimica com trés eletrodos (eletrodo de trabalho,
referéncia e contraeletrodo). O meio utilizado para os testes de impedancia também
foi NaCl 0,9%.

O potencial de inicio do ensaio EIE foi o obtido apds 30 min de medidas de potencial
em circuito aberto e as frequéncias de inicio e fim do ensaio foram, respectivamente,
40000Hz e 0,004Hz.

A espectroscopia de impedancia eletroquimica fornece informacgdes significantes
para avaliar o processo de corrosdo, por meio desse método é possivel obter
parametros como resisténcia e capacitancia do revestimento.

Os ensaios eletroquimicos foram realizados em triplicata para confirmacédo dos
resultados.
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2.4 Microscopia Otica

As amostras, apo0s ensaios de polarizacdo anddica, foram observadas por
microscopia O6tica, utilizando microscépio Motic, localizado no laboratério de corroséo
do IFES. Com o uso dessa técnica foi possivel observar degradacdes nas amostras,

como a formacéo de pites, possibilitando conclusées quanto a resisténcia a corrosao
do material analisado.

3 RESULTADOS
3.1 Adesao dos Microrganismos sobre Cupons de A¢o

Na Tabela 1 sdo apresentadas a quantidade de unidades formadoras de colbnia
(UFC) por unidade de area, calculadas.

Tabela 1. Unidades formadoras de col6nia por cm”

kloeckera apis klebsiella sp

UFC/ cm? 6,101 x 10’ 1,586 x 10°

3.2 Polarizacdo Anddica

A seguir, na Figura 1, sdo apresentadas as curvas de polarizacédo para o aco AlSI
316 na auséncia e presenca de biofilme.

—— branco
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—— Kloeckera
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Figura 1. Curvas de polarizacao para o0 aco AISI 316 em solugdo de NaCl 0,9%.
A partir das curvas de polarizagdo, foram obtidos: potencial de corrosao (Ec),

potencial de pite (Epie), densidade de corrente de corrosdo (ic) e densidade de
corrente de pite (ipiie). ESSes dados sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Resultados dos ensaios de polarizacéo

branco kloeckera apis klebsiella sp
E. (V) -0,082 + 0,011 -0,47 +0,15 -0,39+0,13
Epite (V) 0,28 + 0,02 0,17 +0,01 0,20 + 0,02
_ipite (Alcm?) -55+0,5 -56+0,1 -53+04
i (Alcm?) -8,2+0,6 -79+05 -8,0+0,4

3.3 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

Com os dados dos ensaios de EIE foi obtido o diagrama de impedancia a seguir
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Figura 2. Diagramas de impedancia eletroquimica para o aco AlSI 316 em solucdo NaCl 0,9%.

Utilizando o software ZView, foi feita uma simulacdo do circuito equivalente para
obter os valores de Rg,, R € CPE. A figura a seguir mostra o circuito equivalente
obtido a partir do ajuste dos dados de EIE.

Figura 3. Circuito equivalente aos sistemas analisados, onde Ry, € a resisténcia do eletrdlito, R a

R=ol

resisténcia e CPE o elemento de fase constante.

A Tabela 3 apresenta os valores de Ry, R e CPE obtidos pelo ZView.

Tabela 3. Valores de R e CPE

branco kloeckera apis klebsiella sp
Rsol(Q.cm?) 15,6 (4,5%) 13,7 (5,4%) 13,6 (5,5%)
R(Q.cm?) 7,44x10° (7,2%) 2,71x10° (12%) 8,66x10" (11%)
CPE (F.cm?) 2,75x107 (1,3%) 6,98x107 (2,5%) 1,54x10™ (2,4%)

Obs: os dados entre parénteses indicam o erro.
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3.4 Microscopia Otica

As imagens das amostras, apds os testes eletroquimicos, feitas por microscopia
Otica sdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4. Microscopias Opticas da superficie do aco AISI 316, apds ensaio de polarizagdo: A-
superficie sem biofilme; B- superficie com biofilme de Klebsiella sp; C- superficie com biofilme de
Kloeckera apis.

4 DISCUSSAO

Apoés o procedimento para determinacdo da adesdo dos microrganismos no aco foi
observada a formacdo de biofilme na superficie. As amostras com formacédo de
biofilme foram, entéo, utilizadas para realizacdo de testes eletroquimicos.

As curvas de polarizagao obtidas (Figura 1) mostram uma queda no potencial de
corrosdo (Ec) e no potencial de pite (Epie) do ago exposto a acdo dos
microrganismos, indicando uma queda na resisténcia a corrosao do material.
Observa-se também uma maior densidade de corrente no potencial de pite (ipie) para
0 aco em presenca de klebsiella sp, o que leva a concluir que houve uma taxa de
oxidag&ao maior.

Da mesma forma que nos ensaios de polarizacdo, os testes de EIE também
mostraram uma queda na resisténcia do ago com biofilme (Figura 2).

Como os diagramas de impedéancia apresentaram uma distor¢do, ndo descrevendo
uma semicircunferéncia perfeita, o comportamento capacitivo foi melhor ajustado
pela existéncia de um elemento de fase constante (CPE) ao invés de um capacitor
ideal (Figura 3).
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Com o circuito equivalente foram obtidos os valores mostrados na Tabela 3. Os
valores de R indicam que a maior resisténcia é apresentada pelo material que néo
sofreu agdo dos microrganismos e a maior queda na resisténcia ocorreu com 0 aco
exposto a Klebsiella sp, o qual também apresentou maior quantidade de UFC por
unidade de area. A analise de CPE indica que a maior capacidade de
armazenamento de cargas foi do material com biofilme de Klebsiella sp, seguido
pelo aco coberto com kloeckera apis.

Os resultados do teste de impedancia eletroguimica mostraram que a presenca de
biofilme na superficie do metal foi prejudicial a sua resisténcia.

Resultados semelhantes foram obtidos por Gonzélez, Santana e Mirza-Rosca®™ ao
estudarem o efeito de biofilmes bacterianos na resisténcia a corrosdao do aco
inoxidavel AISI 316 em agua marinha. Nesse estudo eles observaram, atraves de
ensaios de impedancia eletroquimica, que a introducdo de bactérias redutoras de
sulfato (SRB) no meio modificou as propriedades eletroquimicas do filme passivo do
aco 316, além de ter sido observada uma queda nos potenciais de corrosao e de
pite para o0 ago exposto durante trés semanas em meio contendo SRB.

Confirmando os testes eletroquimicos, as microscopias apresentadas (Figura 4)
também revelam que houve maior formacdo de pites na superficie exposta aos
microrganismos, cuja formacdo de pites observada ja era prevista pelas curvas de
polarizacéo, nas quais pode ser verificado o potencial onde ocorre ruptura do filme
passivo (Epite).

A aceleracdo da corrosdo causada pela presenca de micro-organismos também foi
observada por Sheng, Ting e Pehkonen!” com a realizacdo de um estudo da
influéncia de SRB na corrosao do aco AISI 316. Imagens feitas por microscopia de
forca atbmica mostraram a presenca de pites, com forma semelhante a célula
bacteriana - em cupons com biofilme contendo Desulfovibrio desulfuricans, expostos
em agua marinha artificial - sugerindo que as SRB tenham uma relacéo direta com a
corrosao localizada desse material.

5 CONCLUSAO

A partir das técnicas eletroquimicas utilizadas, observou-se uma aceleracdo do
processo corrosivo nos cupons com formacgao de biofilme. As microscopias o6ticas
confirmaram os resultados dos ensaios eletroquimicos.

Os resultados dos ensaios de polarizacdo mostraram que o E. para o aco AlSI 316,
em meio NaCl 0,9%, sem a presenca de biofilme é proximo de 0,0 V enquanto que
para o material submetido a acdo de klebsiella sp e kloeckera apis o valor do
potencial de corrosdo apresentado foi menor indicando que a presenca dos micro-
organismos acelera o processo corrosivo.

Novamente foi identificada uma queda na resisténcia a corrosao do aco estudado,
por meio da analise por EIE. A simulacao feita pelo software ZView mostrou que a
resisténcia € maior no ago sem biofilme.

Da mesma forma que os testes eletroquimicos, as micrografias obtidas por
microscopia 6tica também indicaram que a presenca das bactérias klebsiella sp e
kloeckera apis favorecem a degradacéo do material.
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