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4. MATERIAIS e METODOS

4.1. Material

Para a avaliacdo da formacdo de biofilme, foram confeccionados por usinagem,
cupons de teste em aco API X80, material usado em dutos de petrdleo, para os testes
dindmicos e estaticos. A figura 10 apresenta a vista lateral do cupom circular utilizado
no ensaio dindmico, de didmetro igual a 8,0 mm e vista lateral com altura de 3,0 mm. A
area superficial dos cupons, exposta ao fluido de teste, foi de 0,5 mm?. H4 uma redugio
do diametro inferior do cupom, que resulta na formagdo de angulo de 5° C. Foram

confeccionadas 70 unidades.

Lo

Figura 10 — vista lateral do cupom de prova (dimensdes em milimetros).

Os cupons para o teste estatico, conforme a figura 11, possuem formato retangular
de comprimento igual a 3 cm e largura de 1 cm. As duas faces do material foram
expostas ao fluido oleoso totalizando uma 4rea de 6 cm”. Foram confeccionadas 60

unidades.

O 1cm

— 3Jcm

Figura 11 — vista do topo do cupom de prova.

A composi¢cdo quimica, dada em porcentagem em peso, do aco utilizado esta
apresentada na tabela 1. A diferenca no balango de massa representa o percentual de

ferro.
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Tabela 1 — Composicao quimica dos agos API X80 (% em peso).

bigo | C Iin| 5i [F z M |V N [Ti Cr | Mb| &l
ZE0

0,05 1,77 | 0,220,015 0,003| 0,062|0,020( 0,030{0,01 | 0,13 |0,26 | 0,030

Antes dos testes os cupons foram jateados com microesfera de vidro em
equipamento Poloar, cabine pp 50 para retirada de impurezas e incrustagdes. Apos o

tratamento descrito, os cupons foram colocados em acetona por 24 horas.

4.2. Fluido de processo

Foi utilizado o6leo cru proveniente da produg¢do 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 ¢ de aproximadamente 23° C e
salinidade de 70g/L. O oleo apresenta um BSW (Basic Sediments Water) de 1%.
Devido a capacidade de bombeio do “Looping” ser reduzida, foi necessario a adicio de
12% v/v de gasolina em 25L de fluido oleoso. Este fluido oleoso utilizado para o ensaio
apresenta viscosidade n = 0,02068Pa-s (figura 12), bem abaixo da viscosidade do 6leo

da Bacia de Campos.

T (Pa)

1 = 0.02068

0.01 | L
1 10 100 1000

7 (1/s)

Figura 12 - Analise da viscosidade do 6leo
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4.3. Ensaio dinamico

Figura 13 — Sistema “Looping”.
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Para os ensaios dindmicos foi utilizado um sistema “looping” (Figura 13),

fechado, onde tanto a base quanto a tubulagdo foram confeccionados em polipropileno.

A tubulagdo possuia 1,9 cm de didmetro interno, entrada para 20 corpos de prova,

conectados a um reservatdrio de 25 litros de capacidade com tampa de acrilico. Todas

as conexdes foram feitas com material polimérico. Foi acoplado ao sistema um

rotametro para medida da vazdo, e sistema de registro para controle da vazio. Este

equipamento simula as condi¢des de campo, onde a vazao nao varia durante o processo.

Os dados do processo estao mostrados na tabela 2:

Tabela 2 — Dados do processo.

+ Wariio:

83 LPM

+ Temperatura:

32£1°C

+ YVelbceidade de escoamenito:

05 m'=s

+ Regime de processo:
Turhulento Re= 9481
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Na figura 14 destaca-se o rotdmetro que foi acoplado ao sistema para medida de

vazao.

Figura 14 — Rotametro inserido no sistema.

O controle das vazdes foi realizado através do manejo de valvulas (tipo esfera de
fechamento rapido) instalado no sistema (figura 15), com o objetivo de manter o fluxo

constante.

Figura 15 — Valvula de controle da vazéao.

A circulacao do fluido de processo foi realizada com auxilio de uma bomba
magnética NH-30PX-T em polipropileno, Motor 10 Watts e 220 Volts, conexdo de
succao ¢ 3/4" Rosca NPT-M, conexdo de descarga o 3/4" Rosca NPT-M, Rotor o 62
mm, montagem horizontal, selagem com acoplamento magnético, vazao de 8,3 LPM,
pressao de descarga 3,0 m.c.a., pressao de suc¢do afogada, densidade 1, a temperatura

ambiente (Figura 16).
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Figura 16 — Bomba magnética NH-30PX-T

O detalhe do dispositivo do suporte do cupom de teste pode ser visualizado na

figura 17.

Figura 17 — Suporte do cupom no “loop”

Com a finalidade de simular as condi¢des de escoamento de 6leo nos oleodutos ¢
as condigOes de crescimento de culturas mistas, sésseis e planctonicas, para este fluido
oleoso foi realizado de 3 ensaios.

Os ensaios ocorreram em seqiiéncias sendo assim, o mesmo fluido oleoso foi
utilizado para todos os ensaios. Inicialmente foram colocados 15 corpos de prova no
“Looping”, onde a cada periodo de tempo eram retirados 3 cupons (2 para microscopia
eletronica e 1 para analise microbioldgica) somando um total de 15 corpos de prova
constituindo o ensaio 1. Apos a retiradas de todos os corpos de prova do ensaio 1 foram
colocados 10 corpos de prova por 15 dias para a formacao do biofilme, em seguida
foram acrescentados mais 10 corpos de prova, completando os 20 espagos do sistema.
Iniciando o ensaio 2 e 3 foi adicionado 30ppm do agente biocida THPS e ap6s 24 horas

de interacdo deste ao sistema foi retirado os corpos de prova para cada tempo.
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Ensaio 1 — sem adicdo de THPS

Avaliagdo da cinética de formagao do biofilme para periodos de 24, 96, 168, 264 ¢
360 horas por microscopia eletronica e contagem bacteriana em fluido oleoso. Foram
avaliados 10 cupons, sendo 5 para andlises de microscopia (1 cupom para cada tempo) e
5 para contagem bacteriana (1 cupom para cada tempo). Os grupos analisados foram,
bactérias precipitantes de ferro (BPF), bactérias facultativas heterotroficas (BFHT),
bactérias redutoras de sulfato (BRS) e bactérias anaerobicas heterotréficas (BANHT).

Para avaliagdo das imagens foram utilizados os protocolos 2 e 3 que serdo

descritos mais a frente.

Ensaio 2 — com adicdo de THPS

Avaliacdo da cinética de formacao do biofilme por periodos de 24, 96, 168, 264 e
360 horas para microscopia eletronica e contagem bacteriana, sob a influéncia de
30ppm de agente biocida THPS (sulfato tetrakishidroximetilfosfonio). 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 os mesmos

grupos bacterianos do ensaio 1.

Ensaio 3 —THPS ap6s biofilme formado

Avaliacdo da influéncia da adicdo de THPS (concentragdo 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 quantificados os mesmos grupos bacterianos do ensaio

1.
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Figura 18 — Retirada do suporte do “looping” contendo o cupom.

Os cupons destinados para contagem bacteriana foram coletados em solugdo
redutora (Figura 19B) e os destinados para microscopia eletronica de varredura

coletados em solu¢do de tampao cacodilato contendo Tween 80 (Figura 19A).

Figura 19A — Cupom na solugéo de tampé&o cacodilato

Figura 19B — Cupom na solucéo redutora.

Ap0s a retirada de cada suporte contendo o cupom este eram substituidos por

uma rosca para manter o sistema fechado e ndo ocorrer vazamento (Figura 20).

Figura 20 — Rosca para manter o sistema fechado.
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4.4. Ensaio Estatico

Esse método foi utilizado com a finalidade de avaliar o desenvolvimento de
biofilmes em condigdes estaticas de fluxo e simular uma situagdo de armazenamento do
fluido oleoso em tanques.

Esta simulacdo foi realizada utilizando frascos tipo antibiotico (Figura 21),
contendo 50mL de fluido oleoso. O estudo foi conduzido segundo o modelo
apresentado para condigdes dindmicas, onde para cada ponto de avaliagdo cinética

foram utilizados frascos individuais.

Figura 21 — Sistema estatico

4.5. Meios de cultura e solugdes

4.5.1. Solucgéo redutora para preservagéo de biofilme bacteriano

Essa solugdo foi preparada em dgua do mar sintética e utilizada para lavagem dos
corpos de prova retirados do “looping” de forma a remover as bactérias planctdnicas,
para os procedimentos de extracdo do biofilme (raspagem) dos corpos de prova que
precederam o inoculo e os métodos de contagem das bactérias. O preparo da solug¢do
salina redutora foi realizado sob purga de nitrogénio. O pH foi corrigido ao valor de 7,8.
Posteriormente o meio foi distribuido em frascos tipo antibidtico, tampados e selados.
Foram entdo esterilizados por 15 minutos a 121°C (Penna, 2004). Os componentes

dessa solucao esta descrito na tabela 3.
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Tabela 3 — Composicdo da solucéo salina redutora.

Feagentes Cmantidade
Treglicalato de sadio 0,124z
Aeida asedthico 0l g
Solugin de resamairina de 0,025% (1) 4 ml
A do may sintéties 1 000 ml

4.5.2. Meio Postgate E — modificado para bactérias redutoras de sulfato

mesofilas (m-BRS)

Meio nutritivo usado para a sele¢do de culturas de BRS e também para a contagem
de populacdes (Postgate, 1984). Esse meio deve ser incubado em anaerobiose. O sal de
ferro, na concentragao de 0,5% ¢ usado com propodsito de diagnostico. A formagdo de
um precipitado preto de FeS, escurecendo o meio, evidencia a redugdo bacteriana de
sulfato. A adi¢do de Agar-agar na quantidade de 1,9 g/l para a formagio de meio semi-
solido foi baseada na indicagdo de Surinach (1986) para facilitar o processo de adesao
no Agar. A resazurina, um indicador da atividade microbioldgica em anaerobiose foi

introduzida no meio de cultura.

O preparo do meio ¢ realizado cozinhando-se o Agar em agua do mar sintética,
sob agitacdo, até¢ que ele esteja completamente dissolvido, quando entdo o aquecimento
¢ desligado, mantendo-se agitag¢do, e os componentes restantes sao adicionados. O pH ¢
ajustado para 7,6 com uso de NaOH 0,IN ou HCI 0,IN. O meio recebe purga de
nitrogénio durante todo o preparo e o estado de anaerobiose ¢ detectado pela mudanga
de cor da resazurina, de azul para réseo. Ao final, ¢ acondicionado em vidros tipo
antibidtico de 10mL ou 50mL. Os vidros recebem uma tampa de borracha e lacre de
aluminio. A esterilizacdo ¢ feita em autoclave durante 15 minutos apds atingir a
temperatura de 121° C. Apoés a esterilizagdo, parte do dgar-adgar apresenta-se em forma
de flocos e o meio apresenta-se incolor ou réseo. A composicao do meio Postgate E

modificado e dada na tabela 4.
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Tabela 4 — Composicéo do meio de cultura Postgate E modificado.

Ordem de adigio do reagente Eeagents Chantd ade
1 brua do mar sintéhca 1000 ml
2 bzar-izar 1.9¢

3 EH.FO, 05¢

4 Ha.20, 1.0g

5 Calll, ZH.0 0,808 g
& MzCl. 8H.O 1,855 ¢

7 Extrato de levedura 10z

a8 Aeido asearbico 0,1000
9 Lactate de sédia S0% miv T,0ml
10 Sohigio de res amarina 0,025% miv 4,0ml
11 HaiZl 50¢g

12 Fel, THO 05z

13 HH.C1 1.0g

4.5.3. Meio de cultura para bactérias precipitante de ferro (BPF)

56

Foram quantificadas pela técnica de contagem de colonias (unidades formadoras

de coldnias), utilizando-se o meio contendo Citrato Férrico Amoniacal de composi¢ao

descrita

na tabela 5.

Tabela 5 — Composic&o do meio de cultura BPF.

Ordem de adigio do reagente Reazente Cantd ade
1 Azua domar sintéhiea 1 M0 ml

2 (MH .5 05z

3 Habl o 0.5g

4 E.HFO, 05g

5 Mg30, TH.O 05z

& Caicl, ZH .0 0,154

7 Citrato fénico amoniacal 100

g hgar 150¢

O meio foi preparado em agua do mar sintética, o pH do meio foi ajustado para

6,6 antes da esterilizagdo a 0,5° C por 20 minutos. Apés a inoculagdo o meio foi

incubado a 30° C por 5 dias (CETESB, Norma L5. 207), quando procedeu-se a

contagem das unidades formadoras de colonias (ufc).
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4.5.4. Meio de cultura para bactérias anaerébias heterotréficas (BANHT)

Esse meio de cultura foi usado nos experimentos realizados no sistema dinamico
de fluxo de 6leo e no sistema estatico para a selecdo de culturas de bactérias anaerdbias

heterotroficas. Os componentes desse meio aparecem na tabela 6.

O meio foi preparado em agua do mar sintética, recebeu purga de nitrogénio
durante todo o preparo, o pH ¢ ajustado para 7,6. Ao final, ¢ acondicionado em vidros
tipo antibiotico de 10mL. Os vidros recebem uma tampa de borracha e lacre de
aluminio. A esterilizacdo ¢ feita em autoclave durante 15 minutos apds atingir a

temperatura de 121° C (Penna, 2004).

Tabela 6 — Composicdo do meio de cultura para bactérias anaerébias heterotréficas.

O rdem de adigio do reagente Feagentes Chiantidades
1 bguadomar sintética 1000 nd

2 Glicose 50g

3 Peptona nniversal 40z

4 Extrato de levedura 1,0¢

4.5.5. Meio de cultura para bactérias facultativas heterotréficas (BFHT).

Foram quantificadas pela técnica de contagem de colonias (unidades formadoras
de coldnias), utilizando-se o meio contendo BFHT de composi¢do descrita na tabela 8.
O pH do meio foi ajustado para 7,0 antes da esterilizacao a 0,5° C por 20 minutos. Apos
a inoculagdo o meio foi incubado a 30° C por 2 dias, quando procedeu-se a contagem

das unidades formadoras de colonias (ufc).

Tabela 7 — Composicao do meio de cultura para bactérias facultativas heterotréficas .

Drdem de adicio do reagente Eragente Cmantidade
1 Lgna do mar sintética 1 000 ml

2 Flicose 1.0z

3 Peptona umwersal 50g

4 Extrato de levedura 1.0g

5 Extato 0lg

& hzar 150 ¢
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4.5.7. Solucdo de Tampao Cacodilato

A solugdo de tampao cacodilato ¢ utilizada para preparar o glutaraldeido e o
tetroxido de 6smio e para as lavagens das amostras processadas para microscopia

eletronica. Esta solucdo deve sempre ser preparada a 0,1M e com pH 7,6.
4.5.8. Solucao de Glutaraldeido

A solu¢do de glutaraldeido ¢ utilizada para o procedimento de fixacdo na
microscopia eletronica de varredura. O preparo da solu¢do de glutaraldeido 5% foi
realizado da seguinte forma: foi preparado o tampao cacodilato 0,1M com pH 7,6 e
depois adicionado o glutaraldeido, temperatura ambiente. Esta solu¢do ¢ guardada na

geladeira protegida da luz.
4.5.9 Solucéo de Clarke

A solugdo de Clarke foi utilizada para decapagem dos cupons de aco baixa liga
para permitir a contagem de pites. A composi¢ao da solucdo de Clarke é composta de
1L de 4cido cloridrico, 20g de trioxido de antiménio e 50g de cloreto estanoso. A

solugdo foi mantida a temperatura ambiente, e utilizada segundo.
4.5.10. Solucéo de Tetroxido de Osmio

A solugdo de tetroxido de 6smio ¢ utilizada para uma pds-fixagdo no preparo de
amostras para a microscopia eletronica. Seu preparo requer muito cuidado por ser um
reagente muito volatil e toxico, devendo ser manuseada na capela com luva. O OsO4
deve ficar a 1%, deste modo ¢ diluido em tampao cacodilato 0,IM com pH 7,6 e

posteriormente armazenado na geladeira em frasco ambar, protegido da luz.

4.6. Biocida

THPS (Tetrakis hidroximetil fosfonio sulfato) ¢ uma nova classe de agentes anti-
microbianos que oferece superior atividade antimicrobiana para controlar o crescimento
de bactérias, algas e fungos, com um minimo de efeitos sobre o meio ambiente.

Os beneficios do THPS incluem baixa toxicidade na sua forma oxidada, baixa
dosagem e uma rapida degradacdo no meio ambiente. A aplicagdo industrial e/ou

comercial ocorre no controle de recirculagdo da agua no sistema de refrigeracao
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industrial no campo petrolifero ¢ usado para controlar o crescimento microbiano na
producdo de oOleo, incluindo o controle do crescimento bacteriano em testes
hidrostaticos para oleodutos, sistemas de tratamento de 4gua, para injecdo e reinjecao de
H,O produzido, etc.

Em uma das etapas do experimento realizado foi utilizado o biocida THPS com

formula [(CH,OH)4P],SO4], este produto ¢é hidrossolivel e o liquido apresenta

coloracao amarelo claro.

Tabela 8 — Caracteristica do THPS.

Propredades Walor
Atividsde contends fHsforo S0~ 11.5%
rH 1.5~45
Densidade, gfom na temperatara de 200 C ate 139
Massa molecular 408 20

4.7. Deteccdo e quantificacdo das bactérias

A deteccdo e a quantificagdo das bactérias foram realizadas no fluido de processo
(bactérias planctonicas) e no biofilme aderido a superficie metalica (bactérias sésseis).

Para as bactérias planctdonicas foi recolhida aliquota de cerca de 50,0 mL do fluido
de processo, em frasco tipo antibiotico (Figura 22). Para o estudo dindmico e para o
estudo estatico, apds a retirada do cupom, foi realizada a inoculacao direta do frasco do

experimento nos meios de cultura especificos.

Figura 22 — Imagem ilustrativa da coleta de amostra para contagem de bactérias

planctdnicas.
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No caso das bactérias sésseis, o procedimento de contagem e deteccdo foi
precedido da remog¢do dos biofilmes formados através de raspagem mecanica por
espatula (Figura 23). Esta raspagem foi realizada em frasco contendo solug¢do redutora

com adi¢do de solu¢do de Tween 80 (2 gotas) (Figura 24).

Figura 23 - A imagem A mostra a acdo mecéanica realizada em um cupom do sistema

dindmico e a B do sistema estatico.

Figura 24 — Solucéo de Tween 80 gotejada sobre o cupom antes da a¢cdo mecénica.

As suspensdes formadas foram inoculadas nos meios especificos para cada grupo
microbiano (Figura 25). Foi feita avaliacdo de atividade metabolica das BRS. Para tal

foram inoculados SmL de suspensdo celular em 45mL de meio Postgate-E modificado.
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Figura 25 — Suspensao celular de bactérias sésseis.

Foi realizada a técnica das diluigdes sucessivas, apds o periodo da incubacgao, foi
realizada a contagem do numero mais provavel (NMP) (Figura 26). A manipulagdo das

amostras foi realizada em camara de fluxo laminar previamente esterilizada.

Figura 26 — Inoculagdo nos Kits contendo meios de cultura especificos para crescimento
de BRS e BANHT.

Para a quantificag¢do de bactérias BPF ¢ BFHT foi realizado plaqueamento através
do método “pour plate” para posterior contagem de unidades formadoras de colonias
(UFC) (Figura 27). A manipulacdo das amostras foi realizada em camara de fluxo

laminar previamente esterilizada.
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Figura 27 — Inoculag&o em placas de Petri contendo meios de cultura especificos para o
crescimento de BPF e BFHT.

Apds cada inoculagdo, os kits e as placas foram incubados em estufa
bacteriologica a 30+1°C, durante vinte ¢ oito dias para as BRS e BANHT, 48 horas para
culturas bactérias facultativas heterotroficas totais (BFHT) e 5 dias para as bactérias

precipitantes do ferro.

4.8. Analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Energia
Dispersiva de raios X (EDS)

As analises por MEV foram realizadas nos cupons retirados do sistema dindmico
e estatico. Apds a retirada do sistema, os cupons foram submetidos a diferentes
protocolos de preparo. A seguir estdo descritos estes protocolos.

Protocolo 1 — os cupons retirados do sistema foram colocados em solucao de
glutaraldeido 5% em tampao de cacodilato 0,1M, pH 7,6 a temperatura ambiente por 3
horas, e em seguida, dessalinizados e parcialmente desidratados. A dessalinizacao
consistiu em lavagens sucessivas em solugdes contendo agua do mar sintética
esterilizada e agua destilada também estéril em diferentes proporgdes, comecando da
solucdo mais concentrada (30% de agua destilada) até chegar a 100% de agua destilada
(Figura 28 A). Para a etapa de desidratagdo mergulha-se a amostra em diversas solugdes
apresentando concentragdes crescentes de acetona em agua destilada entre 30% v/v e
100% v/v (Figura 28 B).

Protocolo 2 — os cupons foram lavados em solucdo de tampao cacodilato 0,1M
com 3 gotas de tween 80 por 30 minutos, depois fixados por 3 horas em soluciao de
glutaraldeido 5% em tampao de cacodilato 0,1M, pH 7,6 a temperatura ambiente. Apos
a retirada do fixador os cupons foram lavados novamente em solu¢do de tampao
cacoditato 0,IM por 30 minutos, e em seguida, dessalinizados e parcialmente

desidratados. A dessalinizagdo consistiu em lavagens sucessivas em solucdes contendo
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agua do mar sintética esterilizada e agua destilada também estéril em diferentes
propor¢oes, comegando da solu¢do mais concentrada (30% de dgua destilada) até chegar
a 100% de agua destilada. Para a etapa de desidratacdo mergulha-se a amostra em
diversas solucdes apresentando concentracdes crescentes de acetona em agua destilada
entre 30% v/v e 100% v/v.

Protocolo 3 — Apds a retirada do sistema, os cupons foram lavados em solugao
de tampao cacodilato 0,1M com 3 gotas de Tweem por 30 minutos, depois fixados por
3 horas em solu¢do de glutaraldeido 5% em tampdo cacodilato 0,1M, pH 7,6 a
temperatura ambiente e protegido da luz. Apos a retirada do fixador os cupons foram
lavados novamente em solugdo de tampao cacoditato 0,1M por 30 minutos, € em
seguida, pos-fixados por 1hora em tetroxido de 6smio (OsO4) em tampao cacodilato 0,1

M no escuro. Apoés esta etapa o procedimento foi semelhante ao descrito anteriormente.

Figura 28 — A imagem A representa a bateria de dessalinizagcdo e a B representa a

bateria de desidratagéo.

ApOs esta primeira etapa, a secagem da amostra foi concluida no aparelho de

Ponto Critico modelo CPD-030 do fabricante Balzers (Figura 29).

Figura 29 — Aparelho de ponto critico.
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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 (Figura 30).

Figura 30 — Metalizador

Posteriormente, foi realizada andlise por MEV e EDX utilizando um
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) Leica S440 (Figura 31), equipado com
sistema de microandlise por dispersdo de energia (EDS) Link ISIS L300 com detetor de
SiLi Pentafet, janela ultrafina ATW 11, de resolucdo de 133 eV para 5,9 keV e software
para operagdo automatica, inclusive do MEV. A metalizacdo com a prata tem o 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 visualizagao.

Figura 31 — Microscépio Eletrénico de Varredura
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4.9. Contagem de Pites

A contagem de pites foi importante para avaliar como a corrosdo localizada se
desenvolveu ao longo do ensaio.

A medida que os cupons foram retirados do “looping”, estes foram inicialmente
utilizados para a raspagem do biofilme e posteriormente utilizados para a contagem de
pites sendo preservados em verniz. Apds 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
remogao do verniz. Apds esta etapa a acetona foi retirada e as amostras foram colocadas
em solu¢do de Clarke por 10 minutos, lavadas em agua e preservadas em acetona. O
processo foi realizado em capela.

As amostras ap6s o procedimento foram levadas ao microscopio 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 sdo analisadas 15 (quinze) areas de 1.47E -6 m’.

Para cada pite foram medidas a area (abertura) e a profundidade.
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