PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 0710718/CA

Mg Ei;i;%:j gl
PONTlFfCIA UN[VERS[DADE CATC’)L[CA
DO RIO DE JANEIRO

Karla de Avellar Mota

Microscopia de biofilmes em substrato metalico formado em
sistemas estéatico e dinamico na presenca de fluido oleoso

Dissertacdo de Mestrado

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em
Engenharia de Materiais e de Processos Quimicos e Metallrgicos
da PUC-Rio como requisito para obtencéo do titulo de Mestre em
Engenharia de Materiais e de Processos Quimicos e
Metalurgicos.

Orientador: Prof2. lvani de Souza Bott
Co-orientador: Walter Barreiro Cravo Junior

Rio de Janeiro
Abril de 2009


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0710718/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0710718/CA

PONT[FfCIA UN[VERSIDADE CATC’JL[CA
DO RIO DE JANEIRO

Karla de Avellar Mota

Microscopia de biofilmes em substrato metalico formado em
sistemas estéatico e dinamico na presenca de fluido oleoso

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduagdo em
Engenharia de Materiais e de Processos Quimicos e Metallrgicos
da PUC-Rio como requisito para obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia de Materiais e de Processos Quimicos e
MetalUrgicos. Aprovada pela Comissdo Examinadora abaixo
assinada.

Profa. Ivani de Souza Bott
Orientadora
Departamento de Engenharia dos Materiais — PUC-Rio

Prof. Walter Barreiro Cravo Junior
Co-orientador
Departamento de Engenharia dos Materiais — PUC-Rio

Prof. Sidnei Pacionik
Departamento de Engenharia dos Materiais — PUC-Rio

Flavia Maciel Fernandes Guedes
Petrobras

Marcia Teresa S. Lutterbach
INT

Prof. José Eugenio Leal
Coordenador Setorial do Centro
Técnico Cientifico — PUC- Rio

Rio de Janeiro, 29 de abril de 2009


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0710718/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0710718/CA

Todos os direitos reservados. E proibida a reproducéo total ou
parcial do trabalho sem autorizagdo da universidade, da autora e
do orientador.

Karla de Avellar Mota

Graduou-se em Biologia (Licenciatura e Bacharelado) na
Faculdade Técnico Educacional Souza Marques em 2003. Possui
Especializacdo em Educacdo Ambienta pela Universidade Gama
Filho. Trabalho na PUC-Rio no Laboraté6rio de Biocorrosao, onde
desenvolve pesquisa na area de Biocorrosao.

Ficha Catalografica

Mota, Karla Avellar

Microscopia de biofilmes em substrato metalico formado
em sistemas estatico e dinAmico na presenca de fluido
oleoso/ Karla de Avellar Mota; orientadora: Ivani de
Souza Bott; co-orientador: Walter Barreiro Cravo Junior —
Rio de Janeiro: PUC, Departamento de Materiais, 2009.

128 f. ;30 cm

Dissertacao (Mestrado) — Pontificia Universidade Catdlica
do Rio de Janeiro, Departamento de Materiais.

Inclui referéncias bibliograficas.

1. Materiais — Teses. 2. Biocida. 3. Biofilme. 4. Bactérias
redutoras de sulfato. 5. Microscopia eletrénica de
varredura. 6. Agua de injecdo. 7. Sulfato de tetra-
hidroximetil-fosfénico (THPS). I. Bott, Ivani de Souza. Il
Junior, Walter Barreiro Cravo. |l PONTOFICIA
Universidade Catolica do Rio de Janeiro. Departamento
de Materiais. IV. Titulo.

CDD: 620.11


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0710718/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0710718/CA

Para meus pais, irmaos, avo, tia e meu querido noivo Jeronimo, pelo
amor, carinho e paciéncia ao longo desta caminhada.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0710718/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0710718/CA

Agradecimentos

A Jesus Cristo que esta presente em todos os momentos da minha vida.

A minha orientadora Professora lvani de Souza Bott pelo estimulo e parceria para a
realizacdo deste trabalho.

Ao meu co-orientador Walter Barreiro Cravo Junior que me ajudou muito na parte
técnica e profissional ao longo desta jornada.

A Petrobras pelos auxilios concedidos, de diferentes formas, sem os quais este trabalho
néo poderia ser realizado.

Ao meu noivo (prestes a ser promovido a esposo!), Jeronimo, por todo o seu amor,
cumplicidade, apoio, conselhos, paciéncia e amizade. Obrigada, meu amor, por me
entender nestes dias que tivemos que renunciar alguns de nossos momentos para que eu
pudesse concluir este trabalho. Obrigada por sempre acreditar que eu posso ir mais além
e por tentar me convencer disso quando me encontro desanimada.

Aos meus irmdos, Luiz Américo e Renata, pois sdo além de irmdos meus grandes
amigos.

Ao0s meus pais, Antonio e Fatima, que foram meus pilares morais.

A minha avé Neuza e a minha tia Rosa, pois sempre estiveram ao meu lado me
apoiando nesta caminhada.

Aos meus colegas da PUC-Rio, em especial Danielle, Thais, Saulo, Renato, Lucas,
Mayara e Bianca; que me aguentaram ao longo deste trabalho; equipe do laboratdrio de
biocorrosdo do DCMM.

Aos professores que participaram da Comissdo examinadora.

Aos técnicos da FIOCRUZ Luciano, Genésio, José, Rbmulo e Levi por terem me
ajudado sempre que precisei e pelo carinho que sempre me trataram.

A professora Marcia Attias e a técnica Noemia por me tirarem do sufoco toda vez que
precisava usar 0 ponto critico.

Ao Eng. Otavio F. M. Gomes e ao Geologo Rheiner do CETEM pelo treinamento e pela
confianga em mim para operar o MEV.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0710718/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0710718/CA

Resumo

Mota, Karla de Avellar; Bott, Ivani de Souza; Junior, Walter Barreiro Cravo.

Microscopia de biofilmes em substrato metélico formado em sistemas estatico

e dinamico na presenca de fluido oleoso. Rio de Janeiro, 2009. 128p.

Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Engenharia de Materiais, Pontificia

Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a morfologia de biofilmes, formados em
superficie de aco API 5L X80 submetida a um fluido com baixo BSW (Basic Sediment
Water), ou seja, baixo teor de agua em Oleo, através de andlise por Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV), determinar a cinética e quantificar 0s grupos
bacterianos de formacéo destes biofilmes, e avaliar a biocorroséo causada por estes
microrganismos. Foram realizadas alteraces no protocolo original de preparo de
amostras, com a finalidade de obter melhor definicdo das morfologias avaliadas.
Realizaram-se estudos dindmicos (looping) e em condicBes estaticas, com e sem a
adicdo de agente biocida. Utilizando-se como fluido de processo o 6leo coletado no
terminal da Petrobras em Barra do Furado que tem como caracteristica um BSW de
aproximadamente 1% de agua. Para alcancar os objetivos descritos foram quantificadas
bactérias sésseis (bactérias facultativas heterotréficas, bactérias precipitantes do ferro,
bactérias anaerdbias heterotroficas e bactérias redutoras de sulfato) através da técnica do
numero mais provavel (NMP). A intensidade do processo corrosivo foi avaliada através
da andlise dos pites formados nos cupons por microscopia Optica. A sequéncia de
fixagdo com alteracéo do protocolo inicial, permitiu uma melhor preservagao estrutural
do biofilme obtendo-se assim imagens com melhor resolugéo, tendo em vista que a
fixacdo primaria com glutaraldeido fixa principalmente proteinas pelo estabelecimento
de ligacOes divalentes com grupamento amino, e a pos-fixacdo em tetroxido de 6smio
reage com os lipidios. Quanto a cinética, observou-se também que na presenca de
fluido oleoso, a formacdo do biofilme s6 € detectada ap6s 15 dias de exposi¢do. A
adicdo do agente biocida inibiu o crescimento do biofilme, ndo sendo detectada a
presenca de células cultivaveis apds 7 dias em contato com o fluido contendo o agente

quimico.

Palavras-chave

Corrosao Induzida Microbiologicamente (CIM); bactérias redutoras de sulfato

(BRS); biofilme; fluido oleoso; microscopia eletronica de varredura (MEV).
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Abstract

Mota, Karla de Avellar; Bott, Ivani de Souza; Junior, Walter Barreiro Cravo
(Advisors). Microscopy of Biofilms Formed on a Metallic Substrate in the
Presence of Oily Fluids in Static and Dynamic Systems. Rio de Janeiro, 2009.
128p. Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Engenharia de Materiais,
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

This study aims to evaluate the morphology of biofilms formed on the surface of
API 5L X80 steel exposed to a low BSW (Basic Sediment Water) fluid comprising oil
of a low water content. The analisys was performed using scanning electron microscopy
(SEM) in order to determine the formation Kinetics, to quantify and identify the
bacterial groups present as the film formed, and to evaluate the biocorrosion caused by
these organisms. Modifications were made to the original sample preparation protocol,
in order to better define the film morphologies. Studies were undertaken applying either
static or dynamic (looping) conditions, bith with and without the addition of biocides.
The process fluid used was oil collected from the Petrobras Barra do Furado Terminal,
characterized by its 1% BSW. The evaluation was performed quantifying the sessile
bacteria present in the film (heterotrophic bacteria, iron bacteria, anaerobic bacteria e
sulphate reducing bacteria) via the Most Probable Number (MPN) technique. The
intensity of the corrosion process was determined by the analysis of pits forme in the
testpieces, by optical microscopy. The application of a sample fixation sequence, in
addition to modifications of the inicial sample preparation protocol, permitted the
improved preservation of the biofilm structures, thereby permitting higher resolution
images. The primary fixing agent, containing gluteraldehyde, principally fixes proteins,
by establishing divalent bonds with amino groups, while the post-fixation stage with
osmium tetroxide invloves reactions with lipid groups.With regard to the film
deposition kinetics, it was observed that biofilm formation could only be detected after
15 day’s exposure to the oily fluid. The addition of a biocide, inhibited the growth of

the film, no cultivatable cells being present after 7 days contact with the treated fluid.

Keywords

Microbially influenced corrosion (MIC); sulphate reducing bacteria (SRB);

biofilm; oily fluid; scanning electron microscopy (SEM).
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